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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.
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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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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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6.2.2.2. Wahl der Argininseitenketten-Schutzgruppe

Ein weiteres Problem bei der RGD-Synthese bereitet Arginin. Das zur Kupplung aktivierte Arginin
(84) kann durch einen intramolekularen Angriff des N°-Atoms an der aktivierten Sauregruppe ein &-
Lactam (85) bilden. Man unterdriickt die Reaktion durch Zugabe von HOBt bei der Kupplung oder

durch eine Guanidinoschutzgruppe.

NH
H2N—<
NH
N(CHa) NCHs),
o@ T—N(CHa)
0—’—~N(CH3)2 —_— NH; BF,
waw HN o ww N + ?
Q
o | BF, 0 NH
N
N \
1\
N
84 85 86

Abb. 33: §-Lactambildung von Arginin.

Naturlich wird eine Guanidino-Schutzgruppe auch zur Verhinderung einer ungewoliten Aminosaure-
kupplung bendtigt. Fir die Synthese von c[°PFVRGP'G(SEt)] (49) wird die 2,2,4,6,7-Pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf)-Schutzgruppe (87) verwendet.!'™ Diese von Carpino entwickelte
Schutzgruppe kann durch 95 -proz. TFA innerhalb von 20 Min. abgespalten werden. Ahnliche
Eigenschaften besitzt die 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc) — Schutzgruppe (88),
deren Abspaltung etwas langer dauert, weil der cyclische 6-Ringether weniger Elektronen-
donoreigenschaft hat als der 5-Ringether.'"® Beide Schutzgruppen bieten einen groRen Vorteil
gegenuber der Tosylschutzgruppe (89), die hértere Abspaltungsbedingungen verlangt (HF/Anisol
oder Na/NH3)."""! Die Mesitylen-2-sulfonyl (Mts)-Schutzgruppe (90) kann ebenfalls nur unter harten
Bedingungen entfernt werden (HF, TFMSA).""

Die Tos- und Mts-Schutzgruppe sind Schutzgruppen aus der Boc-Chemie, wahrend die Pbf- oder
Pmc-Schutzgruppe in der Fmoc-Chemie Anwendung finden. Die alternativ zu verwendende Z-
Schutzgruppe wird in der Regel durch Hydrierung (Pd/C) abgespalten. Hinsichtlich der
Automatisierbarkeit einer Reaktion ist dies problematisch. Die Boc-Schutzgruppe kommt fur diese
Synthese nicht in Frage, da sie durch die Abspaltbedingungen des Peptids vom Harz geféhrdet ist
(5 -proz. TFA).
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

’/
0.
O
S// /
/ \N——R \
o O N R
87
& \N—R \N—
H
89 90

Abb. 34: Auswahl von Schutzgruppen fiir die Argininseitenkette.

6.2.2.3. Synthese von c[°PFVRG"+G(S(CH),CO.H)] (98 a-d)

Man beginnt mit der Herstellung des Dipeptids FmocGlyGly(SEt)OH (92) (Abb. 35), da in der Fmoc-
Chemie nicht das Hydrochlorid aus dem Boc-geschiitzten a-(Ethylthio)glycyl-Peptid erzeugt werden
kann. Man synthetisiert aus N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-o-(ethyithio)glycin-methylester (68) durch
Umsetzung mit 2N HCI in Essigsduremethylester das Hydrochlorid 69 (1 eq.). Man kuppelt in
Acetonitril mittels TBTU (1 eq.) und DIEA (2 eq.) mit 9-Fluorenylmethyoxycarbonylglycin (1 eq.)
zum Dipeptid 91. Die Verseifung des Dipeptids erfoigt durch Titration mit LIOH (1 M in THF) und

wird mit Hilfe eines Farbumschlages von Phenolphthalein angezeigt.
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0 s’ s
/U\ o 2 N HCI /EE o o
—‘—o T%‘/ SeHy T & HN “SCH,
H o) o}
68 69
FmocGlyOH,
TBTU, DIEA,
CH4CN

‘ T8
(0] N C
. \H/ ~ \T/%\ﬁ;__OCH3
Q O H (6]
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l1NLiOH/THF

O 9§
(@] N C.

’ e \Tiﬁ—"“
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Abb. 35: Synthese von FmocGlyGly(SEt)OH (92).

92 (62 %)

Man erreicht in Dichlormethan mit DIEA eine Beladung des TCP-Harzes (78) durch das Dipeptid 92
von 0.6 mmol/g (Abb. 36). Die Verlangerung des Peptids 93 geschieht durch Entschiitzung mit 20
-proz. Piperidin in DMF und anschlieBendende Kupplung der entsprechenden Fmoc-Aminos&ure
(jeweils 5 eq. FmocArg™OH, FmocValOH, Fmoc®PheOH). Die Kupplungen werden in DMF unter
Verwendung von 4.9 eq. TBTU, 5 eq. HOBt und 10 eq. DIEA durchgefiihrt. Nach Entfernung der
letzten Fmoc-Schutzgruppe wird das lineare Pentapeptid 94 durch 5 -proz. TFA in CH,Cl, innerhalb
von 1 h abgespalten und man erhélt nach HPLC-Reinigung 95. Die Cyclisierung wird in einer 5x107
M Losung in DMF mit PyBOP (1.2 eq.), HOBt (1.2 eq.) und DIEA (5 eq.) durchgefiihrt. Man erhait
c[PFVRPGPLG(SEt)] (96) in einer Gesamtausbeute von 64 %.

96 wird als Ausgangsmaterial fiir weitere Modifizierungen benutzt (Abb. 37). Man erzeugt durch
Chlorierung mit SO,Cl, das «-Chlorglycyl-Peptid und erhéit mittels DIEA das Dehydroglycyl-Peptid,
welches mit Mercaptoessigséure, Mercaptopropionsdure, Mercaptobuttersdure und Mercapto-
valeriansaure umgesetzt wird. Allein die Thiolfunktion addiert sich an das Dehydroglycyl-Peptid, und
man erhalt die Cyclopeptide 97 a-d nach HPLC-Reinigung in Ausbeuten vonl 80-86 %. Die
Entfernung der Pbf-Schutzgruppe funktioniert quantitativ. mit 95/2.5/2.5 TFA/H,O/TIPS.

Triisopropylsilan und Wasser dienen als ,Scavenger”, um Nebenreaktionen zu vermeiden.
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6. Modifizierung von c(RGDFV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

s
Cl + HOOC —CH—NH—CO—CH,—NH—Fmoc

92

DIEA
CH,Cl,

O S

3
0—C—CH~NH—CO—CH,—NH—Fmoc

93
TBTU, HOBY, 'be
DIEA, DMF, NH
FmocArgPPfOH / HN
FmocValOH / NH
FmocPPheOH
Y am
0 s

94

Pbf

HN
5% TFA / CH,Cl, ; NH

H :
HOOC—CH—NH-—CO— CHy;—NH—CO—CH—NH-—CO—CH—NH—CO—CH—NH,
95 (65 %)

PyBOP, HOBt,
DIEA, DMF

®phe Vel

¥SwGly®
Gly
96 (64 %)

Arngf

Abb. 36: Synthese von c[°PFVR™GP-G(SELt)] (96).
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1. S0,Cl,, DIEA
2. HOOC— (CHy),— SH
(n = 14)

Pphe Val DPhe Val
HOO
HOOC/\SJWGly@ A C\/\Smely© A
97 a Gly 97p Ol
lTFA TFA
v Ophe___Val Oppe __ Val
HOO
HOOC™ S GIy@ Arg N . GIy@ Arg
Pphe,__Val ®phe,__Val
. HOOC\/\/\
HOOC/\/\ SwwGly A I,ngf SwGly Argpbf
97¢ Gl 97d Gl
TFA lTFA
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HOOC __~ -~
HOOC™ "8Gy Arg SewGly Arg
98c Ol 98d Ol

Abb. 37: Synthese von ¢["FVRG™ G(S(CH,).CO.H)] (98 a-d).
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6.3. Arginin-Modifizierung von ¢(RGD"FV) (43)

6.3.1. Synthese von Thiolen

Die Thiole fur die Umsetzung mit c[GD°FVPG(SEt)] (52) miissen synthetisiert werden. Man geht
hierzu von den entsprechenden Aminoalkoholen (107 a-d) aus und guanidiert die Aminofunktion
(Abb. 42). Es sind eine Reihe von Reagenzien bekannt, die Amine in geschiitzte Guanidinogruppen
verwandeln, wie z.B. N,N-Bis-Boc/Z-1-carboxamidinopyrazol (99),'8"1821831 N N'Bis-Boc/Z-S-
methylisothioharnstoff (100)'%+185188187 ynd N,N-Bis-Boc/Z-S-isothioharnstoff mit Mukaiyama's

Reagenz (101).!188.18¢]

-

HaC.
3 \S
SG—N/ANH—SG SG—N/’\NH—SG
100

99
S =
LR
SG-HN" “NH-SG EN c
|
101 CHs 1°

SG = Boc oder Z

Abb. 38: Auswahl von Guanidierungsreagenzien.

Die Reaktionsbedingungen und die Selektivitat der Guanidierungsreagenzien sind verschieden. Der
nucleophile Angriff des Amins ist oft entécheidend: Ist er zu langsam, bildet sich instabiles
Carbodiimid.

Eine neuere Guanidierungsmethode verwendet N,N“Bis-Boc-N"-triflylguanidin (104) oder N,N-Bis-
Z-N"-triflylguanidin (106) und erzielt hohe Ausbeuten bei milden Reaktionsbedingungen. Die von
Goodman et all" entwickelten Reagenzien werden aus Guanidinhydrochlorid (102) hergestelit.
102 wird unter stark alkalischen Bedingungen zweifach geschiitzt und dann mit Trifluor-
methansulfonsaureanhydrid zu den Guanidierungsreagenzien 104 und 106 umgesetzt. Goodman
et al. verglichen 104/106 mit 99, 100 und 101 bei der Guanidierung von Benzylamin. Nur 101 ergibt
nach 5 Min. bei Raumtemperatur so gute Ausbeuten (99 %) wie 104/106. Allerdings ist mit 104/106

die Guanidierung von sekundéaren und aromatischen Aminen in besseren Ausbeuten méglich.
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6. Modifizierung von ¢(RGDfV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

@
c® NH NH NTH
Boc,0, NaOH L0
_— -
HNT NH, (58 %) BocHN™ “NHBoc (88%)  BocHN™ “NHBoc
102 103 104
@
c® NH; NH 1. NaH NTF
/U\ ZCl, NaOH 2. TH0 )L
S — —
HNT SNH, (83 %) 2N ONHZ (75%) N NHZ
102 105 106

Abb. 39: Synthese der Guanidierungsreagenzien 104 und 106 nach Goodman et al.

Die Aminoalkohole Ethanolamin (107 a), Propanolamin (107 b), Butanolamin (107 ¢) und
Pentanolamin (107 d) werden mit 0.9 eq. N,N-Bis-Z-N"-triflylguanidin (106) und 1 eq. Triethylamin
in CH,Cl> umgesetzt (Abb. 42). Man erhalt die N-[N', N"-Bis(benzyloxycarbonyl)carboxamidino}-1-
amino-m-hydroxyalkane (m = 2-5) (108 a-d) in Ausbeuten von {iber 90 %.

Die Alkoholgruppe wird nun in eine Thiolgruppe Uberfihrt. Dazu werden die Alkohole (108 a-d)
mittels Triphenylphosphan und Brom bei 0 °C bromiert.'®! Der Mechanismus der Bromierung ist in
Abb. 40 zu sehen.['® Es bildet sich ein 1:1-Addukt aus Triphenylphosphan und Brom. Der Alkohol
verdréngt das Bromid-lon aus dem pentavalenten Addukt, und es entsteht ein Alkoxyphosphonium-
lon. Das Bromid-lon greift nucleophil das Phosphonium-lon an und verdréngt Triphenyl-
phosphanoxid. Die treibende Kraft fir die Reaktion ist die Bildung der P=0O-Bindung im letzten
Schritt. Es entsteht als Nebenprodukt HBr. Aus diesem Grund wurde die Guanidinogruppe Z-

geschiitzt und nicht Boc-geschiitzt eingefihrt.

PPhs + Br, ———>  Br,PPh,
€] Q@
Br,PPhy+ ROH ———  ROPPh, Br + HBr

© @D
Br + ROPPh3 ———>»  RBr+ O=PPh;

Abb. 40: Mechanismus der Bromierung mit Br.PPhs.

Da die Bromide (109 a-d) teilweise instabil sind, werden sie nach wassrigem Aufarbeiten schnell in
die Thioie (110 a-d) Uberfiihrt (Abb. 42). Dies geschieht bei RT mittels Tetrabutylammoniumfluorid
(TBAF) und Hexamethyldisilylthian in THF und anschlieBender Hydrolyse.'®® Der Mechanismus ist
in Abb. 41 dargestellt. Es wird zunachst in situ bei -10 °C aus TBAF (1.1. eq.) und
Hexamethyldisilylthian (1.2 eq.) Tetrabutylammoniumtrimethylsilylthiolat gebildet, welches mit

Alkylbromiden bei RT reagiert. Beim wassrigen Aufarbeiten entsteht schlieRlich das Thiol.
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TBAF Q_ ® RBr H0
(Me3Si),S  —pooE > MesSiSBuN —5 o> RSSMeg ————> RSH
- Miegol -Br BU4N —(Megsl)zo

Abb. 41: Mechanismus der Trimethylsilylthioxy-Deshalogenierungsreaktion zur Thiol-Synthese.

NZ
NTFC(NHZ),, NEt; I Br,, PPhy
HN—(CHo);y—OH  ———————— ZHN—C-HN— (CHp)yy—OH ——>
107 a-d . 108 a-d
NZ 1. TBAF, (MesSi),S, NZ
| -10°C I
———» ZHN—C-HN—(CH,)yy—Br YT » ZHN— C-HN— (CHy)m—SH
L2
109 a-d 110 a-d

Abb. 42: Synthese der N-[N', N"-Bis(benzyloxycarbonyl)carboxamidino]-1-amino-m-mercapto-alkane (m = 2-5) (110 a-d).

Die Gesamtausbeuten liegen aufgrund der instabilen Bromide 109 a und 109 b bei 10 % bzw.
12 % fur 110 a und 110 b. Die Derivate 110 ¢ und 110 d kénnen hingegen in Ausbeuten von 57 %

und 64 % synthetisiert werden.

6.3.2. Synthese von Aminen

Dehydroglycyl-Peptide kénnen prinzipiell neben Thiolen auch Alkohole und Amine addieren. Man
erhalt allerdings mit Thiolen die besten Resultate, da der Schwefel das starkste Nucleophil in dieser
Reihe ist. Der Einsatz diverser Stickstoffverbindungen erméglicht aber die Synthese
interessanter, neuartiger Nucleophile. Es sind Nucleophile herstellbar, deren Alkylkette (Spacer)
zwischen der Guanidinofunktion und der eigentlichen nucleophilen Gruppe — der Aminogruppe —
besonders klein ist. Der Verzicht auf den Spacer fihrt zu N', N"™-Bis(tert-butyloxycarbonyl)guanidin
(103) oder N', N"-Bis(benzyloxycarbonyl)guanidin (105).

Die nachste Mdoglichkeit ist die Verwendung von Hydrazin. Man guanidiert einfach Z-geschitztes
Hydrazin (111) durch N,N"-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-N"-triflylguanidin (104) und erhalt N-[N", N"-
Bis{tert-butyloxycarbonyl)carboxamidino]-N-[benzyloxycarbonyllhydrazin (112). Die Z-Schutz-
gruppe wird durch Hydrierung entfernt, und man erhdlt N-[N", N"-Bis(tert-butyloxycarbonyl)carbox-
amidino}hydrazin (113).

NBoc NBoc
NTIC(NHBoc), I H,/Pd-C
HN—NHZ ———————"3 BocHN— C—NH—NHZ —2—» BocHN— C—NH—NH,
NEts, 90 % 99 %
11 112 113

Abb. 43: Synthese des Hydrazinderivats 113.
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethyithio)glycin

Diaminomethan ist der kleinstmdégliche Grundbaustein mit einem Kohlenstoffatom und instabil.
Allerdings 1aRt sich Diaminomethan in geschiitzter Form herstellen.l'™ Man geht von Boc-Glycin
(114) aus und fiihrt es mit Bis(p-nitrophenyl)phosphorylazid in sein S&ureazid 115 Uber. In einer
Curtius-Reaktion!'**'%l reagiert 115 in Gegenwart von Benzylalkohol zum Diaminomethan 116.
Durch Hydrierung unter Zugabe von HCI erhdlt man das einfach Boc-geschiitzte Diamino-
methanhydrochlorid 117. 117 ist als Hydrochlorid stabil, aber zersetzt sich sofort bei Zugabe von

Base.

0
-NO,-CgH,0)PO-N Il A, CgHsCH,0H
Boc—NH—CH,—COH P02 CeMiOIPON; Boc—NH—CHy—C—Ng — 0 > 27"
EtsN, EtOAC 83 %
114 115

0
il H,/Pd-C ® ©°
~— Boc—NH—CHy—NH—C—0O—CHy—CgH; ————» Boc—NH—CH,—NH;Cl
HCI, MeOH,
116 81% 117

Abb. 44: Synthese von N-{(tert-Butyloxycarbonyl)aminoJmethylamin-Hydrochlorid (117).

N-[(tert-Butyloxycarbonyl)aminolmethylamin-Hydrochlorid (117) wird durch N,N-Bis(benzyloxy-
carbonyl)-N"-triflylguanidin (106) guanidiert und anschlieBend die Boc-Schutzgruppe mit

HCl/Essigsaure-ethylester entfernt, so daR wieder ein Hydrochlorid 119 entsteht.

NZ NZ

© @ NTIC(NHBoc), I HCI /EE I ® ©
Cl HyN— CHy—NHBoc ————» ZHN— C-HN—CHy—NHBO0G ————» ZHN— G~ HN— CHy—NH, Cl
NEts, 70 % 90 %
117 118 119

Abb. 45: Synthese des Diaminomethan-Derivats 119.:

Als ldngstes Diaminoalkan wird N-Benzyloxycarbonyldiaminoethan (120) durch 104 guanidiert und
danach die Z-Schutzgruppe entfernt. Man erhalt N-[N", N"-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-carbox-

amidino]diaminoethan (122).

NBoc
H,;N— CH,— CHy—NHZ NTIC(ABocl, B HN——-y) NH—CHy— CHy—NHz 223G
: — — "> Bod — NH—CH,— CH,—
z zre NEt,, 95 % e 99 %
120 121

NBoc
—» BocHN— C-NH-CH,—CH,—NH,
122

Abb. 46: Synthese des Diaminoethan-Derivats 122.

Die hergestellten Nucleophile 113, 119 und 122 zerfallen innerhalb weniger Stunden. Darlber

hinaus sind auch die durch Addition an die Dehydroglycylpeptide erhaltenen Produkte instabil. Die
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Zersetzung wird durch Abspaltung des a-C-NH-Atoms eingeleitet (Abb.

R

47). Heidl"™ konnte entstandenes tert-Butyloxycarbonylamin isolieren. |rI\l e

Tripodale Peptid-Template sind hingegen stabil.l'®®1%20 Ays diesen v (!:
IR .

Griinden werden nur die Nucleophile 110 a-d in den weiteren R_T ,*_l ﬁ_R
H o]

Synthesen eingesetzt.

Abb. 47: Zerfall des Aminoaddukts.

6.3.3. Synthese mit dem Thio-Harz (124)

6.3.3.1. Einleitung
Fur die Synthese des Cyclopeptids 54 a-d wird (Thiohexyl)thiomethylpolystyrol (124) (Thio-Harz)

nach Paulitz verwendet.I'”® "2 Man geht bei der Synthese des Harzes vom Merrifield-Polymer (123)
aus und setzt es in Toluol mit einem zehnfachen UberschuR an Hexandithiol unter Zugabe von zwei
Aquivalenten DBU als Base um (Abb. 48).

HS— (CHps—SH,
DBU o

S—(CHy)g—SH
123 124

Abb. 48: Synthese von (Thiohexyl)thiomethylipolystyrol 124.

Es kénnen nun a-(Ethylthio)glycyl-Peptide am polymeren Tréger befestigt werden, wobei das Thio-
Harz (124) als Nucleophil und damit neue Seitenkette fungiert. Die Ausbeute des Beladungs-
schrittes wird durch Vergleich der N- mit der S-Verbrennungsanalyse bestimmt und ergibt in allen

Fallen 70 % bis quantitative Ausbeute.

SEt
R OR?
oo
125 a: R! = BocAS- 126 a: R! = BocAS-
125 b: R' = Boc- SH 126 b: R' = Boc-

124

Abb. 49: Befestigung der ersten Aminoséure am Thio-Harz (124).
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6. Madifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

Wie bereits beschrieben (sieche Abb. 27) entdeckte Stark!'*® ¥/ eine Methode, a-(Alkylthio)glycin
direkt N-terminal zu entschiitzen und im Anschluf3 daran durch weitere Aminos&uren zu verlangern.
Man verwendet eine Chlorwasserstoff-Losung in Essigsaureethylester oder Dioxan anstelle der
bisher Ublichen TFA. Die stabilen Hydrochloride kénnen auch aus 126 b erzeugt und dann N-
terminal weiter verlangert werden. BocGly(S-Polymer)OR? (126 b) kann also als stabile

Ausgangssubstanz fiir Peptidsynthesen an der Festphase angesehen werden.

Als C-terminale Schutzgruppen fur 126 kénnen der Fluorenylmethyl (Fm)-Ester oder der 4-
Nitrobenzyl (NB)-Ester verwendet werden. Beide sind orthogonal zur Boc-Schutzgruppe und
kénnen mit Piperidin®'2°2 oder Morpholin®® in DMF (Fm-Ester) bzw. duRerst milde mit SnCl, x 2
H.O in DMF (NB-Ester) abgespalten werden.'"* "2 Die Abspaltung der Fm-Ester verlduft analog der
Fmoc-Abspaltung. Die NB-Esterspaltung ist in Abbildung 50 zu sehen: SnCl; x 2 H,O in DMF
reduziert unter neutralen Bedingungen die aromatische Nitrogruppe zum entsprechenden Amin

128, und der NB-Ester 127 fragmentiert spontan zur Saure 129 und Chinonmethidimin 130.

0 (o]
(0]
R/lk anIZ X H20 A
srouxto_ gy
DMF OH
N02 NH2

NH

127 128 129 130

Abb. 50: Fragmentierende Abspaltung der NB-Ester unter neutralen Bedingungen.

Der NB-Ester wird aus der entsprechenden S&ure, Alkohol und DIEA (jeweils 1 eq.) unter Zusatz
von 1.5 eq. TBTU als dehydratisierendes Agens in Ausbeuten von >80 % gewonnen.”® Er ist
besonders interessant, da er auch orthogonal zur Fmoc-Schutzgruppe ist. Das wird in dieser Arbeit
bei der Synthese der Cyclopeptide 54 a-d genutzt.

Die Verlangerung des Peptids Uber den C-Terminus kann allerdings nur einmal ohne Racemi-
sierungsgefahr (siehe Abb. 31) durchgefihrt werden, weil beim ersten Mal nur das ohnehin schon

racemische o-(Alkyithio)glycyl-Peptid betroffen wére.

Die Cyclisierung eines Peptids am Thio-Harz (124) ist ebenfalls mdglich und wird in dieser Arbeit
angewendet. Das N- und C-terminal entschiitzte lineare Peptid wird dabei mit PyBOP und DIEA in
DMF umgesetzt (Abb. 51). Ammonium-basierende Kupplungsreagenzien (z.B. TBTU) sind bekannt
dafir, dal sie freie Amine bei der On-Resin-Cyclisierung blockieren kénnen (,Capping“) (Abb.

52).2%1 Es entstehen N-terminal guanidierte Peptide 133.
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1.-Boc/-NB

2. OP, DIEA
BOCN}\’(ONB 2PyBOP.DIEA_

Peptid 133
131 132
Abb. 51: On-Resin-Cyclisierung. Abb. 52: Capping durch TBTU.

Die Abspaltung der am Thio-Harz (124) synthetisierten Peptide geschieht durch Sulfurylchlorid. Das
Peptid wird chloriert, eliminiert HCl und addiert das gewiinschte Nucleophil.

Ein weiterer interessanter Weg ist die Verwendung des polymergebundenen (Alkylthio)glycyl-
Peptids als ,traceless linker®, d.h. im Zielmolekiil verbleibt aufer einem Wasserstoffatom keine
Spur vom Linker. Man erhélt auf diese Weise ein Glycyl-Peptid 135, also auch nur ein Diastereo-
mer. Die Peptide werden mit SO.Cl, vom Harz abgespalten und das gebildete a-Chiorglycyl-Peptid
mit 10 mol-% "BusSnH und einem Uberschu NaB(OAc);H zum Glycyl-Peptid reduziert.?%!

1. SO,Cl,
1. SO,Cl, 2. [BuzSnH]/

S\)O]\?}N%‘/\S 2. NuH S\)J\N/%\n/\g NaB(OAc);H SL)L N>Y\S

126 a/b, 132, 137

Abb. 53: Abspaltung vom Thio-Harz (124).

Die synthetischen Méglichkeiten am Thio-Harz (124) werden durch Abb. 54 zusammenfassend
dargestellt. Das beste Startmaterial ist 126 b mit R? = NB, welches N-terminal durch Standard-
Methoden zu 131 verléngert werden kann. C-terminal gelangt man durch Fragmentkupplung zu
136. Bei Kombination von C- und N-terminaler Kupplung kann die Position der spateren
Modifizierung im Peptid 137 frei gewahlt werden. Die Cyclisierung am Harz fuhrt zu 132. Die so
aufgebauten Peptide 126 a/b, 132 und 137 kdnnen dann in einer kombinierten Aktivierungs-/
Abspaltungsreaktion durch Umsetzung mit Sulfurylchlorid gleichzeitig vom Polymer gelést und fiir

die Einfihrung einer neuen Seitenkette mit Nucleophilen vorbereitet werden.
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

SEt

I

H 0O

125 a: R! = BocAS-
125 b: R! = Boc-

1. S0,Cl,
2. DIEA,

124
Schrittweise C-terminale
s Veringarung Kuppng. S
N/%1/@;2 «—— R N%(ORZ RI_ ><R3
U hooo hooo
131 126 a: R' = BocAS- 136

\ 126 b: R' = Boc- /

! ,
H\ fo} »
S
VL@ ot A e
"o

132 137

Abb. 54: Synthetische Moglichkeiten der seitenkettenbefestigten a-(Alkyithio)glycyl-Peptide.

Die Synthese von c[GD°FVP*G(SEt)] (52) wird am Thio-Harz durchgefiihrt, da durch die Seiten-
kettenbefestigung die Mdglichkeit entsteht, orthogonal zu den Abspaltungsbedingungen das Peptid
N-terminal zu verlangern. Der Einsatz von Dipeptiden wird vermieden, und es wird erstmals am
Thio-Harz (124) Boc- und Fmoc-Chemie in einer Synthese verwendet. Auf diese Weise ist es
moglich, die Vorteile beider Methoden zu vereinen. Zu Beginn der Synthese wird Boc-Chemie
verwendet, da BocGly(S-Polymer)ONB (126 b) zunachst mit HCI/Dioxan entschiitzt werden mufd
und mit preisglnstigen Boc-Aminos&uren verlangert werden kann. Die Seitenkette der
Asparaginséure wird durch die 'Butylschutzgruppe geschiitzt, da sie einfach durch TFA abzuspalten
ist (Fmoc-Methode). Nach Einsatz dieser Schutzgruppe kann daher nur noch Fmoc-Chemie
betrieben werden. Da die Cyclisierung am Harz erfolgt und die Abspaltung und Modifizierung in

einem Schritt durchgefihrt wird, spart man sich aufwendige HPLC-Reinigungsschritte.
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6.3.3.2. Wahl der Asparaginsédure-Seitenkettenschutzgruppe

Es wird die 'Butylschutzgruppe eingesetzt. Geschlitzte Aspargyl-Peptide (138) kénnen in einer
Nebenreaktion Aspartimide bilden (Abb. 55).'%#7 Der Stickstoff einer Amidbindung des
Peptidriickgrats kann die Carbonylfunktion der geschiitzten Asparaginséure-Seitenkette angreifen,
und es bildet sich das 5-Ring-Aspartimid 139. Nun kann es zur Ringdffnung bei der Fmoc-
Entfernung kommen und durch Piperidinaddition entstehen 140 und 141. Wird der Ring von 139 in
einem spateren Schritt in Lésung hydrolysiert, enstehen die a- und B-Aspartyl-Peptide 142 und 143.
Die Aspartimidbildung kann durch Zugabe von HOBt beim Entschiitzen mit Piperidin unterdriickt

werden, oder Piperidin wird durch DBU ersetzt.

o~
X !
H 0 NH
“n,, NH @ — %T N% —_— NH% oy, NH%
I I
(6] H fe} l
138 139 140 141
(0] l O
OH NH*
, NH ¢ w, OH
I I
H (0] H (0]
142 I 143

Abb. 55: Aspartimidbildung von (tert-Butyl)aspargyl-Peptiden (138).

6.3.3.3. Synthese von c[GD°FVPG(S(CH2).NHC(NH)NH.)] (150 a-d)

Die Synthese von c[GD°® PFVP-G(SPolymer)] (148) beginnt mit der Beladung von (Thichexyl)-
thiomethylpolystyrol 124 durch N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-a-(ethylthio)glycin-4-nitrobenzylester
(125 b) (0.8 - 1.2 mmol/g) (Abb. 56). Es folgt die Entfernung der Boc-Schutzgruppe mit Hcl/Dioxan,
und das entstandene Hydrochlorid 144 wird durch BocValOH und Boc®PheOH verlangert (5 eq.
AS, 4.9 eq. TBTU, 5 eq. HOBt, 10 eq. DIEA - Entschiitzung durch 25 % TFA). Danach wird das
Peptid mit den zwei Fmoc-Aminosauren FmocAsp®®'OH und FmocGlyOH verlangert. Die Fmoc-
Schutzgruppen werden durch 20 -proz. Piperidin entfernt. Das lineare Peptid 146 wird N- und C-
terminal (SnCl; x 2 H,O) entschitzt und mit 3 eq. PyBOP, 3 eq. HOBt und 5.5 eq. DIEA in DMF

cyclisiert.
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethylthio)glycin

i
S—(CHpe—SH + Boc—NH—CH—COONB
124 125b
1. S0,Cl, 2. DIEA
S—(CH)e—S

NBOOC— CH—NH—Boc

4 N HCI/Dioxan 126 b

S—(CHps—S

144

1. TFA
2. BocValOH /BocPPheOH,
TBTU, HOB, DIEA

S—(CH)e—S

NBOOC— CH—NH—CO— CH—NH—CO—CH—NH—Boc

i ® o
] NBOOC—CH—NH; Cl
\ 145

1. Piperidin
2. FmocAspPBUOH /FmocGlyOH,
TBTU, HOBt, DIEA o
=0
S—(CHy)s—S
NBOOC— CH—NH—CO— CH—NH—CO— CH—NH—CO— CH—NH— CO— CH,—NH—Fmoc
1. Piperidin 146
2. anIZ x 2 Hzo
o}
—0
S—(CHys—S
HOOC—— CH—NH—CO— CH— NH—CO—CH—NH—CO— CH—NH—CO—CH,—NH,
PyBOB, HOBt, 147
DIEA
S—(CH)s—S
Gly
Va{/ SaGly
DPhe_ AspOtBu
148

Abb. 56: Synthese von c[GD°® PFVP-G(SPolymer)] (148).
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Abspaltung des cyclisierten Peptids 148 wird mit 2 eq. 1 M SO,Cl; in CH,Cl, durchgefiihrt, und die
Zugabe von 4 eq. DIEA ermdglicht die nucleophile Addition der N-[N', N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-
carboxamidino]-1-amino-m-thio-alkane (110 a-d) (1.2 eq). Die Entfernung der Seitenketten-
schutzgruppen von 149 a-d geschieht mit 33 -proz. HBr in Eisessig/TIPS/Wasser (95/2.5/2.5), und

man erhélt in ca. 40 % Gesamtausbeute die Cyclopeptide 150 a-d.

Val\/ ay

/
Dphe— AspOtBu

1. SO,Cl,
2.110 a-d, DIEA

D DPhe Val

Phe,___Val NZ

1l NZ
NH-C—NHZ Il
tBuOAsp @ Glyww§” BuOAsp GlyawS” " NH-C—NHZ
Gly Gly
14
149a lHBr/Eisessig b HBr/Eisessig
Pphe, . Val NH Pphe,_Val NH
NH-C—NH, Il
Asp Glyww s " Asp Glywe§” " “NH-C—NH,
Gly Gly
150 a 150 b
Pphe __Val e Pphe __Val Nz
NG NHZ NS g
tBuOAgp GlywS tBuOAgp GlyweS NH-C—NHZ
Gly Gly
149¢ lHBrIEisessig 149d lHBr/Eisessig
Ophe,___Val i Pphe,__Val NH
Asp Glyw S Asp GlywwS NH-C—NH,
Gly Gly

150 ¢ 150 d

Abb. 56: Synthese von c[GD°FV""G(S(CH,).NHC(NH)NH,)] (150 a-d).
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7. SAR-Untersuchung

7.1. Strukturberechung

7.1.1. Einleitung

Die Computerchemie ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Wirkstoffsuche.”® In vielen Fallen ist der
Ausgangspunkt die Réntgenstruktur eines Proteinkristalls. Ist das aktive Zentrum des Proteins
bekannt, so kann man in virtuellen Substanzbibliotheken per Computer screenen oder durch de
novo-Design zu potentiellen Wirkstoffen gelangen. Um (iberhaupt virtuell screenen zu kénnen, muR
die rédumliche Orientierung der pharmakophoren Gruppen eines Molekils berechnet werden
(-Molecular Modelling“). Dann muf3 die Bindungsaffinitdt der pharmakophoren Gruppen in der
Proteintasche abgeschéatzt werden. Fir dieses ,Protein-structure-based design“ oder ,rational
design“ verwendet man ,Docking“-Programme, wie z.B. FlexX?® oder GOLDP'?, Beispiele fiir die
erfolgreiche Anwendung dieser Methode sind Inhibitoren fiir Cathepsin D?'", Plasmepsin 112'3,
Thrombin®?®™, T-Zellen Kv1.3 Kaliumkanéle?'* oder Enterotoxini'®.

In dieser Arbeit sollen die Konformationen der synthetisierten Cyclopeptide 98 a,d und 150 a,d
untersucht werden, um bessere Aussagen Uber die Struktur-Aktivitats-Beziehung (SAR) der
Molekiile machen zu kénnen. Die Affinidt der pharmakophoren Gruppen ist bereits eingehend von

Kessler et al.®*""7"® untersucht worden.

Man kann die energetisch glnstigste Konformation eines Moleklils berechnen, indem man eine
geometrische Anordnung sucht, bei der alle Krafte, die auf die Atome wirken, gleich Null sind. Ob
der so gefundene stationdre Punkt auf der Energiehyperflache des Molekiils ein Minimum ist, wird
durch Berechnung der zweiten Ableitung der Energie bestimmt. Die einfache Suche nach einem
Minimum ausgehend von einer vorgegebenen Startkonformation fiihrt aber im allgemeinen nicht
zum gesuchten globalen Minimum. Eine ,Monte-Carlo-Suche® erweitert das Verfahren, indem der
Computer per Zufallsgenerator viele Startstrukturen erzeugt, diese minimiert, miteinander vergleicht
und neu gefundene Strukturen speichert. Die Suche nach dem globalen Minimum entspricht dann
einem zufallsgesteuerten, umfassenden Uberpriifen der Hyperfliche, und das Auffinden des
globalen Minimums ist nur eine Frage der Anzahl an Simulationsschritten. Als Konvergenzkriterium
bei solchen Konformationssuchen dient die Haufigkeit, mit der die einzelnen Minima gefunden
werden.

Eine leistungsfdhige Implementierung der Monte-Carlo-Konformationssuche ist das Programm
,MacroModel“ von Still et al.?"® Zum Beispiel fiihrt eine Monte-Carlo-Konformationssuche bei
Cyclooctan unter Verwendung des MM2-Kraftfeldes zu vier Konformationsminima: Boot-Sessel-,

Boot-Boot-, Kronen- und Sessel-Konformation.?"”! Eine exakte Konformationsanalyse, die auch
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7. SAR-Untersuchung

Subtypen wie die Twistformen fénde, mifte natirlich per ab-initio-Rechnung durchgefihrt werden.

Alle bisher erwdhnten Molecular Modeling Verfahren bestimmen die Molekiilstruktur am absoluten
Nullpunkt in der Gasphase. Sollen aber auch Lésemitteleffekte berlicksichtigt und das dynamische
Verhalten bei héheren Temperaturen betrachtet werden, sind zusétzliche Verfahren erforderlich.
Ein Médglichkeit zur Simulation geldster Molekiile ist die von Still et al. entwickelte GB/SA-
Methode,*'® bei der im Unterschied zu vielen anderen Modellen keine diskreten Solvens-Molekille,
sondern ein Kontinuum zum Einsatz kommt, das den durchschnittlichen LésemitteleinfluR auf die
erreichbare Molekiiloberflache beriicksichtigt. Dieses GB/SA-Modell ist in MacroModel
implementiert und flhrt zur Berechnung besonders ,guter” Minima. ‘
Dariber hinaus kann ,Simulated Annealing” verwendet werden. Stark vereinfacht ausgedriickt wird
das Molekll dabei mathematisch auf eine vorgegebene Temperatur erwarmt, Uber einen
bestimmten (mathematischen) Zeitraum equilibriert, und abschlieRend wieder auf 0 K abgekdihlt. In
vielen Féllen werden Konformationen erhalten, die sehr nah am globalen konformativen Minimum

des Molekiils liegen.

7.1.2. Strukturberechnung synthetisierter Cyclopeptide

Die glinstigsten Konformationen der Cyclopeptide 98 a,d und 150 a,d werden per Monte-Carlo-
Konformationssuche mit dem Programm MacroModel berechnet. Man verwendet, das fiir Peptide
gunstige Kraftfeld Amber und a3t 5000 Konformationen pro Molekil in DMSO (GB/SA-Modell)
berechnen. Anschlief}end werden die Ergebnisse durch Simulated Annealing verbessert. Abbildung
57 zeigt die gefundenen Konformationen. Es werden fiir alle Cyclopeptide die D- und L-Form

berechnet, da sie im Verhaltnis 1:1 bei der Synthese entstehen.

98 a (L-Konfiguration) 98 a (D-Konfiguration)
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98 d (L-Konfiguration) 98 d (D-Konfiguration)

150 d (L-Konfiguration) 150 d (D-Konfiguration)

Abb. 57: Darstellung der durch MacroModel berechneten giinstigsten Konformationen fur D-/L-98 a,d und D-/L-150 a,d.
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7. SAR-Untersuchung

7.2. Biologische Testung und SchiuBRfolgerungen

Die biologische Wirkung der synthetisierten Inhibitoren 98 a-d und 150 a-d wurde in einem
.enzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA) getestet.?" In dieser kompetitiven Zell-
adhésionsuntersuchung wird die Menge an Peptid bestimmt, die notwendig ist 50 % der
Ligandenbindung zu blockieren (ICs). Die Bindung des Liganden Fibrinogen zu gereinigtem o Bs-
Integrin wird durch die RGD-Peptide gehemmt und die Stdrke der Hemmung durch Messung der

optischen Dichte bestimmt (Read-out). Die gemessenen Werte sind in Tabelle 3 zu sehen.

Peptid 1Cso [uM]
®phe,___Val
c(RGDfV) (43) 0.03
98 a 100 HOOC—(CH,)—Sww»Gly Arg
Gly
98 b >100 98 a-d (n = 1-4)
98 ¢ > 100
98 d >100 D
Phe___Val ”H
150a 10.0 Asp GlyaS—(CHy)er- NH-C—NH,
150 b >100 Gly
150 ¢ > 100 150 a-d (m = 2-5)
150 d > 100
Tab. 3: ICs-Werte der avBs-Hemmung. Abb. 58: Zielmolekille 98a-d und 150 a-d.

Man erkennt lediglich bei den Cyclopeptiden eine gewisse Hemmung, die die kirzesten
Seitenketten besitzen (98 a und 150 a). Allerdings kann die Aktivitat des Kessler'schen
Cyclopeptids c(RGDfV) (43) nicht erreicht werden. Obwohl es sich bei den getesteten Peptiden um
Diastereomerengemische handelt, kann die Aussage gemacht werden, daR eine Verléngerung der
Arginin- oder Asparaginsaure-Seitenkette keine Steigerung der Aktivitdt bewirkt. Man kann
aufgrund der mit MacroModel berechneten Strukturen vermuten, dal® die langeren Seitenketten
beweglicher als die kirzeren sind. Eine gréere Beweglichkeit ist unglinstiger fiir eine Bindung an
einen Rezeptor als eine definierte starre Struktur. Es kénnen sogar intramolekulare
Wasserstoffbrickenbindungen ausgebildet werden, die den pharmakophoren Gruppen eine
vollkommen andere Orientierung geben und die Schieifenstruktur des Cyclopeptids verandern. Die
Rigiditdt des Cyclopeptidsystems nimmt also durch die Beweglichkeit der Seitenketten ab. Ein
rdumliches Screening (spatial screening) ist mit den synthetisierten Cyclopeptiden nicht mdglich.
Die direkte Modifizierung der funktionellen Gruppen oder strukturell rigide Peptidmimetica sind dafur

eventuell besser geeignet.

64



Ill. Spezieller Teil

Auch andere Arbeitsgruppen haben durch Variation des Abstandes S&uregruppe-Guanidinogruppe
SAR-Untersuchungen durchgefiihrt. McDowell et al®” (Genentech, Inc.) modifizierten am
Benzodiazepindion 151 die Seitenketten und Peyman®"! (Aventis Pharma) verwendete Purin als
Grundgerist, um 152 herzustellen. Die in Tabelle 4 aufgefibrten ICs-Werte zeigen, daR beide

Arbeitsgruppen bei Verldngerung der Seitenketten eine Abschwachung der Aktivitat feststellen

muften.
" o COOH NH
HN/CN/ (CH y /(C|:H2)n (iOH '|-' N/\N—(CHZ),,—NHMCHZ— NH,
ﬁn Q N g NQ/%N
S ) N
151 152
Abb. 59: Vergleichbare a.fs-Inhibitoren.

Verbindung| m n 1Cs0 [UM]

151 a 5 2 55.0

151b 5 3 > 100

152 a 1 4 0.17

152 b 1 5 0.65

Tab. 4: ICs-Werte der ayf:-Hemmung von Vergleichsverbindungen.
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8. Verwendung von o-(Ethylthio)glycin an der Festphase

8.1. Einleitung

Die Peptidchemie nach Steglich et al. (siehe 5. Verwendung von a-(Ethylthio)glycin zur Synthese
modifizierter Peptide) war bisher an der Festphase nicht ohne Einschrénkungen méglich. Paulitz
(siéhe 6.3.3. Peptidsynthese mit dem Thio-Harz (124) ) benutzte ein Thio-Harz, um die Vorteile der
Festphasenchemie und die der Aminos&uremodifizierung durch a-(Thioalkyl)glycin zu kombinieren.
Die Modifizierung des Peptids bedeutet bei dieser Methode die gleichzeitige Abspaltung vom Harz,
d.h. die Modifizierung muf} der letzte Schritt der Peptidsynthese am Harz sein. Die Fortsetzung der
Synthese am Harz ist nicht méglich und somit auch keine Automatisierung des Prozesses.
AuBerdem liegt nach der Abspaltung ein Gemisch aus Produkt, Nucleophil und Hiinig-Base vor,
das saulenchromatographisch gereinigt werden muf3.

Wenn das a-(Thioalkylpolymer)glycin an einer bestimmten Stelle eines linearen Peptids sein soll,
kann es notwendig sein, die C-terminale Fragmentkondensation anzuwenden. Diese kann meist
nur einmal angewendet werden, da es bei jeder weiteren C-terminalen Verlangerung zur
Racemisierung der aktivierten Aminoséure kommen kann. Auerdem mufl das Fragment zuerst
synthetisiert werden. Die Position des a~(Thioalkylpolymer)glycins kann daher problematisch sein.
Wirde die Modifizierung ohne Abspaltung vom Harz stattfinden, kénnte einerseits die Position des
o~(Thioalkyl)glycins frei gewahlt werden und andererseits kénnte man bei der Modifizierung die

Vorteile der Festphasensynthese besser nutzen.

Ziel ist es also, ein Harz zu finden, das die Modifizierung eines a-(Ethylthio)glycins zulaft, ohne
daR die C-terminal an das Polymer befestigte Peptidkette vom Harz getrennt wird. Das Harz bzw.
der Linker sollte nicht durch SO.Cl; (1 M in CH:Cl;), Base (DIEA) oder das verwendete Nucleophil
angegriffen werden. Der Einsatz von HCl/Dioxan sollte ebenfalls méglich sein, um mit dem a-
(Ethylthio)glycin-Hydrochlorid arbeiten zu kénnen. Es ist sonst die Synthese von Peptidfragmenten
erforderlich. AuRerdem ist ein Harz wiinschenswert, das Boc- und Fmoc-Chemie erlaubt, da man

dann in der Schutzgruppenwahl fiir die Seitenketten flexibler ist.
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8. Verwendung von a-(Ethylthio)glycin an der Festphase

8.2. Polymere in der Festphasenchemie

Merrifield verwendete erstmals Polystyrol, das mit 2 % Divinylbenzol quervernetzt wurde. Die

Funktionalisierung wurde mit (Chlormethyl)methylether durchgefiihrt (Abb. 60).22?

SnCl,, CHCl;

+  Cl—CH,~0—CH,
60°C,1h

163 154

Abb. 60: Chlormethylierung von quervernetztem Polystyrol.

Anderer Funktionalitdten kénnen durch Suspensionspolymerisation von technischem Divinylbenzol
in Toluol gewonnen werden. Technisches Divinylbenzol besteht aus etwa 45 % Ethylvinylbenzol
(155) und 55 % Divinylbenzol (156). Unter den Reaktionsbedingungen bleiben einige Vinylgruppen
unvernetzt und kdnnen mit einer Vielzahl von Reagenzien zu den Harzen 158 nach anti-

Markovnikov funktionalisiert werden (Abb. 61).2%%

AIBN, Toluol HXR,
H,0, AT AIBN
V4 S
155 156 157 158

X=8§,P, Si,B
R = Alkyl, OR’, COR

Abb. 61: Synthese und Funktionalisierung von (Vinyl)polystyrol.

Die Funktionalisierung des Polymers ist entscheidend fiir das Quellvermégen des Harzes. Ein
bersonders gut quellbares Harz ist das PEG-PS-Conjugat 161 (Tentagel® — Fa. Rapp Polymere,
Tlbingen). Bei diesem Polymer macht die Polystyrolbasis nur noch 30 % aus. Zu 70 % besteht das
Polymer aus dem Polyethylenglykol-Linker, der wiederum verschiedene Endgruppen haben kann.
Es handelt sich um ein Pfropfcopolymer, das aus dem Kaliumsalz 160 von Poly(styrylmethyl-
tetraethylenglycolether) (159) hergestellt wird (Abb. 62). Die PEG-Kette des Kronenethers wird auf

ca. 3000 Da verléngert.??4
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O—%CHZ—CHZ—O H

159 160 161

Abb. 62: Synthese von Pfropfcopolymeren aus vernetztem PS und linearen PEG.

8.3. Harzwahl

Es werden mit einer Auswahl von Harzen (Abb. 63) Vorversuche durchgefiihrt, die bei der Wahl
eines geeigneten Trégermaterials helfen sollen. Es handelt sich bei diesen Harzen in der Regel um
Polymere, deren Basis-Matrizen durch Suspensionspolymerisation von Styrol mit Vinylbenzylchlorid
und Divinylbenzol gewonnen werden.!""! Als einziges PEG-PS-Harz wird das Tentagel S HMB-Harz
(166) verwendet. Die Linker bestimmen den Einsatzbereich der Harze. Das Oxim-Harz (19) und
das Merrifield-Harz (154) sind fir die Boc-Chemie geeignet, der Rest der Harze fiir die Fmoc-

Chemie.

In einer ersten Versuchsreihe werden die Harze 1 Stunde in 1 M SO.Cl; bei RT geschiittelt und
danach die Chloraddition an die Harze durch Elementaranalyse bestimmt. Die Chloraddition ist
natlirlich nur zur groben Abschétzung der Einsatzmdglichkeit brauchbar, da auch Reaktionen
stattfinden kdnnen, die zwar die Eigenschaften des Harzes verandern, aber nicht mit einer Addition
von Chlor in Verbindung stehen. In einer zweiten Versuchsreihe werden die Harze denselben
Bedingungen ausgesetzt. Allerdings sind sie mit Fmoc-Glycin beladen, und es soll der Grad der
Aminoséaureabspaltung durch die Behandlung mit Sulfurylchlorid gravimetrisch bestimmt werden.

Tabelle 5 listet die literaturbekannten Abspaltbedingungen!’! der Harze und die MeRergebnisse auf.
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N
OH

154 Merrifield-Harz 19 Oxim-Harz

: : OH
78 TCP-Harz 162 Wang-Harz

MeO
-
NH,

163 Brom-Wang-Harz 164 Rink-Amid-Harz

CHZ—NH~CO“CH2~—O~QCH2——0H MeO
O yom
OH

166 HMB-PEG-Harz
165 Rink-Saure-Harz

Abb. 63: Ausgewahlte Harze fiir die Vorversuche.

Harz Abspaltbedingungen Chloraddition | AS-Abspaltung
Merrifield-Harz (154) 0.5 eq. NaOMe in MeOH, Rf, 12 h 5% 35%
Oxim-Harz (19) 99 % Eisessig in DMF, 24 h 1% 45%
TCP-Harz (78) 5 % TFA/DCM, 60 Min. 0% 100%
Wang-Harz (162) 50 % TFA/DCM, 30 Min. 2% 11%
Brom-Wang-Harz (163) 350 nm-Belichtung, 32 h 4% 15%
Rink-Amid-Harz (164) 50 % TFA/DCM 15 Min. 5% 100%
Rink-S&ure-Harz (165) 10 % AcOH in DCM, 4h 7% 100%
Tentagel S HMB-Harz (166) |1 eq. 1.0 M NaOMe in MeOH, 30 Min. 0% 100%

Tab. 5: Vorversuche zur Harzwahl.

Nach den Resultaten der Vorversuche wird das Wang-Harz (162) zur weiteren Bearbeitung

ausgewahilt.
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8.4. Verwendung von o-(Ethylthio)glycin am Wang-Harz (162)

Das Wang-Harz?! (162) oder Hydroxymethylphenoxy (HMP)-Harz wird in der Fmoc-
Peptidsynthese (SPPS = Solid Phase Peptide Synthesis) benutzt, aber auch in der Organischen
Chemie an der Festphase (SPOS = Solid Phase Organic Synthesis). Eine Vielzahl von Synthesen
wurden mit diesem Harz bereits durchgefiihrt, z.B.: Acylierung mit MgCl,/RCOCI??*® oder
Epoxidéffnung mit LiClO,.%?"!

8.3.1. Entschiitzungsbedingungen

Da N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-a-(ethylthio)glycin (167) in der Peptidsynthese am Wang-Harz
eingesetzt werden soll, wird die Vertréglichkeit des Wang-Harzes mit HCI/Dioxan getestet. 167 (2
eq.) wird mit DIC (2 eq.)/ DMAP (0.1 eq.)/ CH:Cl, an das Wang-Harz gekuppelt (0.5 — 0.6 mml/g)
und mit 1.5 N, 2 N oder 4 N HCl/Dioxan unterschiedlich lange behandelt. Dann kuppelt man Boc-
Valin (5 eq. AS, 4.9 eq. TBTU, 5 eq. HOBt, 10 eq. DIEA) in CH,Cl, innerhalb von 1 h an das Harz.
Nach Abspaltung des Dipeptids mit TFA/CH.Cl, (1:1) wird die Ausbeute bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Abb. 64 zu sehen. Das Wang-Harz kann mit 4 N HCI/Dioxan behandelt werden. Die maximal

mogliche Entschitzung ist nach 120 Min. erreicht.

90%

oy —
o :
70% -
60% e 3
) ¥ e /// "E
Sl -
-% 40% B
3 ol i V‘
< T e /-
30% “
/
20% /
10%
0% ) )
15 Min. 20 Min. 40 Min, 60 Min. 120 min.
Zeit

Abb. 64: Entschiitzungsversuche mit HCl/Dioxan.

8.3.2. Synthese von Dipeptiden

N-tert-Butyloxycarbonyl-D, L-a-(ethylthio)glycin (167) soll am Wang-Harz (162) mit SO,Cl, (1 M in
CH,Cl,) modifiziert und anschlieBend Boc-Valin angekuppelt werden. Es wird eine Boc-Aminoséure
benutzt, da die Boc-Schutzgruppe gleichzeitig beim Abspalten des Peptids vom Harz entfernt wird.
Fmoc-Peptide sind oft schwerldslich und kénnten daher nur schwer vom Harz abgewaschen

werden.
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Das mit 167 beladene Tragermaterial 168 wird 1 h mit SO.Cl; (5 eq., 1 M in CH.Cl,) geschdittelt und
danach mit dem entsprechenden Nucleophil (5 eq.) und DIEA (10 eq.) in 12 h zu 171 a-d
umgesetzt. Die N-terminale Entschiitzung zum Hydrochlorid 172 a-d geschieht in 2 h mit 4.4 N
HCl/Dioxan und die Aminoséurekupplung unter Standardbedingungen (5 eq. AS, 4.9 eq. TBTU, 5
eg. HOBt, 10 eq. DIEA) in CH:Cl,. Man erhélt die freien Dipeptide in Ausbeuten von 30 bis 60 %.

Produkt Ausheute
ValGly(S-CH(CH,),) (174 a) 54%
ValGly(S-CH,-Ph) (174 b) 31%
ValGly(S-CH,-CO,-Et) (174 ¢) 48%
ValGly(S-CH,-CH(NH,)CO,CH,) (174 d) 54%
ValGly(O-CH,-Ph-NO,) (175) 60%

Tab. 6: Am Wang-Harz synthetisierte Dipeptide.

O S 0O
% 1M SO,Cl, [ DIEA
O0—C—CH—NH—DBoc -——8—9——7——> O—C—CH—NH—Boc ——
00
168 169
)
O O S
It RSH I3 HCI/Dioxan
O—C—CH—N—Boc —>50 80°9% & 0—C—CH—NH—Boc ——>
-80 % \
170 171 a-d
| )
|
O S BocValOH, TBTU, S
I @, o HOBt DIEA I3
O—C—CH—NH;Cl O—C—CH—NH—CO—CH—NH—Boc
70-90%
172 a-d 173 a-d

50 % TFA/CH,CI,, 99 %

pe)

|

h 3

HO—C—CH—NH—CO—CH—NH,
174 a-d (31 - 54 %)

Abb. 65: Peptidsynthese am Wang-Harz.
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Das mit 167 beladene Wang-Harz 168 kann als stabile Lagerverbindung angesehen werden. o-
(Ethylthio)glycin kann an jeder Stelle einer Synthese verwendet werden. Die eigentliche
Modifizierung kann auch erst nach Kupplung weiterer Aminos&uren geschehen, so daR
Mehrfachmodifizierungen denkbar sind. Da die Boc-Schutzgruppe mit HCI/Dioxan entfernt werden
kann, ist es moglich am Wang-Harz (162) (Fmoc-Harz) Boc- und Fmoc-Chemie zu betreiben. Die
erhaltenen polaren Dipeptide kénnen mit Diethylether ausgefalit werden, so daf} oft keine weitere
Reinigung notwendig ist. Erstmals ist durch die Verwendung der neuen Synthesestrategie die

Peptidchemie nach Steglich et al. vollautomatisch maéglich.

8.3.3. Kombinatorische Chemie

Es sollen die Méglichkeiten der neuen Methode anhand einer Split-and-Mix-Synthese?%2527 ynter
Beweis gestellt werden (Abb. 66). Das N-terf-Butyloxycarbonyl-D, L-o-(ethyithio)glycyl-Polymer 168
wird hierzu in drei getrennten Gefalen mit jeweils einem anderen Nucleophil zu 176 a-¢
derivatisiert. Man vereinigt die drei Produkte und fiillt mit der Mischung wieder drei GefaRe, in
denen jeweils eine andere Aminoséure an 176 a-¢ gekuppelt wird. Zum Entschitzen und Abspalten
werden die Mischungen wieder vereinigt und man erhalt die neun Produkte 178 a-i, die auch

massenspektroskopisch nachgewiesen werden kénnen.
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O §

%
0—C—CH—NH—Boc
168

)‘ /—(CHz)e— CH;

i i i
O—C—CH~-—~NH—Boc O—C—CH—NH—Boc O—C—CH—NH—Boc

A=176a B=176b C=176¢

NS

A+B+C

A/B/C—Phe—Boc A/B/IC—Ala—Boc A/B/IC —Val—Boc
177 a,b, ¢ 177d, e, f " A77g,hi

NS

A/B/C—Phe/Ala/Val—Boc

|

Phe/Ala/Val— A/BIC
178 a-i

Abb. 66: Split-and-Mix-Synthese unter Verwendung der entwickelten Methode.
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9. Zusammenfassung der Harzversuche

Die Synthese des Cyclopentapeptids c[’FVR™G"G(SEt)] (77 a) mit dem Kaiser-Harz (19) liefert
neben dem einfach cyclisierten Produkt auch das Cyclodecapeptid (Monomer/Dimer = 2:1). Bei der
abspaltenden Cyclisierung kann also der N-Terminus des harzgebundenen, linearen Pentapeptids
neben seinem eigenen Linker auch andere erreichen. Durch eine geringere Harzbeladung
(Verdunnung) kann die Dimerisierung unterdriickt werden (Monomer/Dimer = 9:1), allerdings sinkt
die Gesamtausbeute dadurch soweit (10 %), dall der Nutzen der Festphasensynthese verloren
geht.

Die diastereoselektive Synthese von c[VPG(SEt)PF°A] (73) mit dem Kaiser-Harz (19) durch
Paulitz!'*® '™ gelang durch die Wahl sterisch anspruchsvoller Aminosduren und kann daher nicht

verallgemeinert werden.

Die Modifizierung der Asparaginsdure gelingt schlieRlich durch die Synthese von
c[PFVR™'GP'G(SELt)] (96) mit dem TCP-Harz (78) (64 % Ausbeute). Das Fmoc-Harz erméglicht den
Schutz der Guanidinogruppe des Arginins mit der mild abspaltbaren Pbf-Gruppe. Ein weiterer
Vorteil ist die racemesierungsfreie Beladung des Harzes und die Unterdriickung der Diketo-
piperazinbildung durch den hohen sterischen Anspruch des Trityl-Linkers.

Die weitere Umsetzung zu c[°FVRG"*G(S(CH.),CO.H)] (98 a-d) ist in Ausbeuten von 80-86 %

erfolgreich.

Die Modifizierung des Arginins wird durch die Synthese von ¢[GDPFV®-G(S(CH,)nsNHC(NH)NH.)]
(150 a-d) mit dem Thio-Harz (124) verwirklicht. Die Seitenkettenbefestigung erméglicht die
Verwendung der Boc- und Fmoc-Strategie in einer Synthese. Zu Beginn der Synthese wird Boc-
Chemie verwendet, da BocGly(S-Polymer)ONB (126 b) zunichst mit HCl/Dioxan entschiitzt
werden muf® und der Einsatz von Dipeptiden so vermieden wird. Es kann mit preisglinstigen Boc-
Aminosauren verlangert werden. Dann wird die Fmoc-Methode eingesetzt, so daR die Seitenkette
der Asparaginséure mit der milde abspaitbaren 'Butylgruppe geschiitzt werden kann.

Da die Cyclisierung am Harz erfolgt und die Abspaltung und Modifizierung in einem Schritt
durchgeftihrt wird, spart man sich aufwendige HPLC-Reinigungsschritte. Die Gesamtausbeuten
liegen um 40 %.

Das Thio-Harz (124) kombiniert die Vorteile der Festphasenchemie und die der Aminoséure-
modifizierung mitttels o-(Thioalkyl)glycin. Die Vorteile des Thio-Harzes (124) innerhalb der

Peptidchemie nach Steglich et al."**"%? werden durch die Synthese von 150 a-d bewiesen.
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9. Zusammenfassung der Harzversuche

Die Arbeit mit dem Thio-Harz (124) unterliegt Einschrankungen, die durch die Verwendung des
Wang-Harzes (162) gelost werden kénnen. Die Modifizierung von a-(Thioalkyl)glycin gelingt ohne
Abspaitung vom Harz, und die Position des a-(Thioalkyl)glycins kann frei gewahit werden. Boc- und
Fmoc-Chemie sind am Wang-Harz (162) genauso wie am Thio-Harz (124) méglich.

Erst die neu entwickelte Synthesestrategie am Wang-Harz erlaubt vollautomatische Peptidchemie

nach Steglich et al.
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10. Analytik, Allgemeine Arbeitsmethoden

"H-NMR-Spektren:

'H-NMR-Spektren wurden mit den Geréaten ARX 300 (300 MHz) und AMX 600 (600 MHz) der Firma
Bruker aufgenommen. Die Angaben der chemischen Verschiebung & beziiglich des inneren
Standards TMS erfolgt in ppm, die der Kopplungskonstanten J in Hz. Die Signalmultiplizitat wird wie
folgt abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett. Verbreiterte

Signale werden mit br gekennzeichnet.

BC-NMR-Spektren:

3C-NMR-Spektren wurden mit den Geraten AMX 300 (75 MHz) und AMX 600 (150 MHz) der Firma
Bruker aufgenommen. Die Angabe der chemischen Verschiebung & bezlglich des inneren

Standards TMS erfolgt in ppm.

Massenspektren:

Das MS-System bestand aus einem MAT 95Q Sektorfeld-Quadrupol-Hybridgerat (Finnigan MAT,
Bremen) mit kombinierter EI/CI-Quelle und Datensystem ICIS Il bzw. aus einem MAT 90
Sektorfeldgerat (Finnigan MAT, Bremen) mit offener El-Quelle und Datensystem ICIS II.

Im ersten Fall wurden FAB-Proben auf einem Stahl-Target in 2-Nitrobenzylalkohol-, Glycerin- oder
Thioglycerin-Matrix geldst und mit einem Cs* - lonenstrahl von 20 kV Energie ionisiert (DIP/FIB). Im
zweiten Fall wurden FAB-Proben auf einem Kupfer-Target in 2-Nitrobenzylalkohol-, Glycerin- oder
Thioglycerin-Matrix gel6ést und mit einem Ar - Atomstrahl von 4 kV Energie ionisiert (DIP/FIB).

Im El- und CI-Modus betrug die Quellentemperatur 200 °C und die Elektronenenergie 70 eV.
ESI-MS wurde mit einem quellengekoppelten API-Interface 1l der Firma Finnigan mit ESI und APCI
Kopf durchgefiihrt. Die Spraykapillarenspannung betrug 2.5 kV und die Heizerkapillarentemperatur
250 °C. Als Losungsmittel wurde Acetonitrii mit einer FluRrate von 200 pl/min bei einem
Sheathgasdruck von ungeféhr 5 bar Stickstoff verwendet. Jeweils 5ul Probenlésung wurden tber

eine 2 cm C18-Vorséule injiziert.
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IR-Spektren:

IR-Spektren wurden mit einem 1420 Infrared Spectrometer der Firma Perkin-Eimer (Worwork, USA)
aufgenommen. Werden polymergebundene Molekiile als KBr-Preling vermessen, muf} zuerst eine
sehr kleine Menge Polymer zerrieben, dann erst KBr zugegeben und der Preling wie Ublich

prapariert werden.

Schmelzpunkte:

Schmelzpunkte wurden mit einem Reichert Thermovar Mikroheiztisch aufgenommen. Die

angegebenen Werte sind unkorrigiert.

Elementaranalysen:

Die Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium des Institutes fir Organische
Chemie der LMU Miinchen durchgefihrt.

Analytische Diinnschichtchromatographie:

Es wurden DC-Fertigplatten (Kieselgel 60 F254) der Firma Merck verwendet. Zum Anfarben
dienten je nach Erfordernis Spriih- oder Tauchreagenzien von Ninhydrin, Kaliumpermanganat oder

Cer/Molybdatophosphorséure.

Sidulenchromatographie:

Die Flash-Chromatographie wurde an Kieselgel der Korngrofte 0.04 — 0.06 nm der Firma Merck
durchgefthrt.

Analytische Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie:

Anlage der Firma Waters, ausgerlstet mit 510 HPLC Pumpe, Waters 996 Photodiode Array
Detector, Waters 717plus Autosampler (10 °C) und Saulenofen K5 (Fa. Techlab, Erkerode; 20 °C).
Zur Auswertung diente ein Rechner NEC Image 466 mit Millenium Version 2.10. Als Trennséaule
diente eine Nucleosil 100-RP-18, 5 uM (S&ulendimension 4 x 250 nm). Als Laufmittel wurde ein

Gradientensystem aus H,O/CHs;CN + 0.1-proz. TFA bei einer FluRrate von 1 ml/min verwendet.

Praparative Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie

Anlage der Firma Merck-Hitachi, ausgeriistet mit einem 655A Variable Wavelength UV-Monitor,
einem D-2000 Chromato Integrator und einer L-6200 Intelligent Pump. Dabei wurde eine Saule
Nucleosil 100-RP-18, 7 uM (Saulendimension 16 x 250 nm). Als Laufmittel wurde das
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Gradientensystem H,O/CH3CN (9:1) + 0.1-proz. TFA — CH5CN + 0.1-proz. TFA in 30 Min. bei einer

FluRrate von 3 mi/min verwendet.

Allgemeine Arbeitsmethoden

Alle Reaktionen mit SO.Cl, und die anschlieRenden Modifizierungen wurden unter absoluten
Bedingungen durchgefiihrt. Die verwendeten L&semittel wurden in p.a. Qualitat bezogen. MeOH,
EtOH und i-PrOH wurden Uber Molekularsieb 3A getrocknet, CH,Cl, tber Molekularsieb 4A. DMF
wurde mittels Durchleiten von Argon und Aufoewahren Uber Molekularsieb 4A trocken und frei von
Dimethylamin gehalten. Absolutes Toluol wurde von Fluka bezogen. Fir Reaktionen unter
absoluten Bedingungen wurde CH,Cl, von Sicapent® und THF von Kalium destilliert. Hiinig-Base
(DIEA) wurde durch Destillieren von KOH und Ninhydrin getrocknet und von sekundéren Aminen
befreit. Sulfurylchlorid wurde als 1M L&sung in CH,Cl, von Aldrich bezogen. TBTU und in der
Seitenkette geschitzte Aminosduren wurden von Bachem bezogen, andere in der Seitenkette
geschitzte Aminoséuren, Merrifield-Harz und PyBOP von Novabiochem. Bio-Beads SX-1 wurden
von der Fa. Bio-Rad bezogen.

Alle Verbindungen wurden durch NMR-Spekiren sowie Elementaranalyse und / oder hochauf-
gelostes Massenspekirum charakterisiert. Weil die Peptide generell als amorphe, nicht kristalline
Feststoffe anfielen, sind die angegebenen Schmelzpunkte als Erweichungspunkte zu verstehen.
Reaktionen, an denen polymere Trager beteiligt sind, dirfen nicht unter magnetischem Ruhren
durchgefiihrt werden, weil die Polymerpartikel zwischen Magnetriihrstab und Glaswand zerrieben
werden koénnen. Stattdessen wurden die Suspensionen durch Schitteln bewegt. Die

Festphasensynthese von Peptiden wurde mit dem ACT 90 von Advanced ChemTech durchgefiihrt.

Abb. 67: ACT 90 — Synthesizer.
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Die Beladung modifizierter Harze kann nach Formel 1 berechnet werden:

C,= Cs
T [Cs*(Mp—Mg)*107+1]

Formel 1: Berechnung der Beladung modifizierter Harze; Cs = Beladung des Startmaterials, Cr = Beladung des Produkt-

Harzes, Ms = Masse des befestigten Startmolekiils und M = Masse des am Ende befestigten Produktes.
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11. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Bromierung von Glycinderivaten, Generierung des Acylimins und Umsetzung mit

Nucleophilent4-152

50.0 mmol des Glycinderivates werden unter Absolutbedingungen in 300 ml CCl, gel6st, 50.0 mmol
NBS [177.99] zugeben und unter Rihren mit einer 500 W Halogenlampe belichtet. Sind im Edukt
thermolabile Schutzgruppen (z.B. Boc) vorhanden, muf® die Temperatur wéhrend der Reaktion
mittels Wasserkiihlung auf Raumtemperatur gehalten werden. Die Reaktion ist beendet, wenn das
entstehende Succinimid aufschwimmt und alles NBS (setzt sich im Reaktionsgefa® unten ab)
verbraucht ist. Das Succinimid wird Uber eine Glasfritte entfernt, das Filtrat am Rotationsverdampfer
vom LoOsungsmittel befreit. Das a-Bromglycinderivat wird in 300 ml absolutem THF gelost, das
Nucleophil (50.0 — 60.0 mmol) zugegeben, mit Trockeneis/Aceton auf — 78 °C gekuihlt und mit 60.0
mmol Triethylamin versetzt. Man entfernt das Kiihlbad und 188t unter Rihren auf Raumtemperatur
kommen. Nach 2 Stunden wird das L&sungsmittel im Vakuum entfernt, das Produkt in 300 ml
Essigsdureethylester geldst, je zweimal mit 1.1 M KHSO,-Ldsung, gesattigter NaHCO;-Lésung und
mit geséttigter NaCl-Lésung gewaschen und liber MgSO, getrocknet. Das nach dem Entfernen des
Lésungsmittels erhaltene Produkt wird bei Bedarf durch S&ulenchromatographie an Kieselgel

gereinigt.

AAV 2: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe von geschwefelten Glycinderivaten!'+"!

10.0 mmol des geschwefelten Glycinderivates werden in 10.0 ml einer 2 N Losung von HCI in
Essigsdureethylester gelost und unter Argon Uber Nacht geriihrt. Fallt das entstehende
Hydrochlorid aus der Reaktionsldsung aus, wird es abfiltriert, mit wenig trockenem
Essigsaureethylester gewaschen und im HV getrocknet. Fallt das Produkt nicht aus, wird die
Reaktionsmischung im Vakuum zur Trockene ingedampft und das erhaltene Hydrochlorid als

Rohprodukt weiter umgesetzt.

AAV 3: Abspaltung von Methylester-Schutzgruppen

10.0 mmol des Esters werden in 50.0 ml THF gelést und 10.0 ml Wasser zugegeben. Bei 0° C
werden 20.0 mmol LiOH zugefugt und 1 h gertihrt. Man verdiinnt mit 50.0 ml Wasser und extrahiert
einmal mit Essigsaureethylester. Die organische Phase wird verworfen, die wéalkrige mit 1.1 M
KHSO,-Lésung auf pH 2 angesé&uert und viermal mit je 50.0 ml Essigester extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Ldsung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.

Nach dem Entfernen des Lésungsmittels wird die freie S&ure als Riickstand erhalten.
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Eine andere Methode wird bei der Verseifung von Fmoc-geschiitzten Methylestern angewendet.
10.0 mmol des Esters werden in 50.0 ml THF und 10.0 ml Wasser geldst und eine Spatelspitzte
Phenolphthalein zugegeben. Man tropft LiOH als 1 M Lésung in THF langsam zu, bis die Lésung

nicht mehr entférbt wird. Die folgende Aufarbeitung geschieht, wie oben beschrieben.

AAV 4: Peptid-/Estersynthese in L6sung mit TBTU

1.00 mmol der Carbonséure, 1.00 mmol der nucleophilen Komponente und 1.00 mmol TBTU
[321.08] werden in 1 ml abs. CH:CN suspendiert und auf 0 °C gekihit. 2.00 mmol Triethylamin
[101.19, d 0.72] werden zugeben und 60 Minuten gerihrt. Die Mischung wird mit 200 ml gesattigter
walriger NaCl-Lésung versetzt und dreimal mit Essigséureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden nacheinander zweimal mit 10-proz. wéfriger Citronensaure, mir
Wasser, zweimal mit gesattigter walriger NaHCOs-Losung, mit Wasser und mit geséttigter wari-
ger NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen Gber MgSO, wird das Lésemittel im Vakuum entfernt.
Man erhélt das Produkt oft direkt in reiner Form, ansonsten reinigt man durch Flash-Chromatogra-
phie an Kieselgel.

Zur Kupplung der aus AAV2 erhaltenen geschwefelten Glycinderivat-Hydrochloride wird obige Vor-
schrift in anderer Reihenfolge durchgefiihrt. Die Carbons&ure wird mit TBTU [321.08] und Triethyl-
amin [101.19, d 0.72] in Acetonitril bei 0 °C vorgelegt, 1 Minute gewartet (,pre-activation®) und dann

das Hydrochlorid spatelweise zugeben. Die weitere Durchfiihrung erfolgt wie oben beschrieben.

AAV 5: Kupplung der Aminoséuren an der Festphase nach der HOBt/TBTU-Methode

Die Peptidkupplung an der Festphase erfolgt im allgemeinen nach der HOBt/TBTU-Methode. Es ist

die Vorgehensweise fiir die Fmoc- und Boc-Strategie (in Klammern) in Tab. 7 angegeben.

Schritt [Nr.] Funktion Reagenz Zeit
1 Waschen (5 mal) DMF (CH.Cl,)
20 -proz. Piperidin/DMF
2 Entschutzen 5 Min.

(25 -proz. TFA/CH.Cl,)
20 -proz. Piperidin/DMF

3 Entschiitzen 25 Min.
(25 -proz. TFA/CH,CL,)

4 Waschen (5 mal) DMF (CH,CL)
Fmoc-AS-OH/

5 Kupplung 60 Min.
TBTU/HOBYDIEA/DMF

6 Waschen (5 mal) DMF

7 Waschen (3 mal) CH:Cl.

Tab. 7: Kupplungsprotokoll bei der Festphasen-Synthese nach der Fmoc(/Boc)-Strategie.
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Die Aminoséurekupplung wird mit 5 eq. Aminoséure, 4.90 eq TBTU [321.08] und 5 eq. HOBt
[135.13] und 10 eq. DIEA [129.24; d 0:74] in 5.00 ml DMF(CH.Cl,)/g Harz durchgeflhrt. Bei der
Kupplung von Peptidfragmenten wird die Reaktionszeit von 1 h auf 24 h verlangert. Die
Volistandigkeit der Kupplung wird mittels Kaiser-Test tberprift. Fallt dieser positiv aus, wird fiinfmal
mit DMF(CH:Cl,) gewaschen und die Kupplung wiederholt. Wasch- und Entschiitzungsschritte

werden jeweils mit 15 ml Lésungsmittel/g Harz durchgefiihrt.

AAV 6: Cyclisierung in Lésung mit PyBOP

Zu einer 5x10° M Losung des Peptids in DMF werden 1.2 eq. PyBOP [520.39], 1.2 eq. HOBt
[135.13] und 5 eq. DIEA [129.24, d 0.74] zugegeben. Der Reaktionsverlauf wird mittels HPLC
verfolgt. Das Lésungsmittel wird nach volistindigem Abreagieren des Edukts im Vakuum eingeengt

und mit Wasser ausgefallt. Die endgultige Reinigung erfolgt tiber préparative HPLC.

AAV 7: Umsetzung von a-(Ethylthio)glycyl-Peptiden mit SO,Cl; und Nucleophilen!'52

Das a—(Ethylthio)glycyl-Peptid wird in einem ausgeheizten Schlenk-Rohr unter absoluten Beding-
ungen in trockenem CH.CI, (60 ml / mmol) gelst und bei 0° C mit 1.2 eq einer 1M SO,Cl-Lésung
in CH.Cl, versetzt. Nach 30 min Rihren werden alle fliichtigen Bestandteile im Vakuum in eine
Kihlfalle destilliert und der Rickstand im Hochvakuum vollstandig getrocknet. Der Feststoff wird in
trockenem THF (50 mi / mmol) gelést und bei — 78 °C mit 1.2 eq. des Nucleophils und 2 eq. DIEA
[129.24; d 0.74] versetzt. Innerhalb 12 h wird unter Rihren auf Raumtemperatur erwarmt, mit dem
doppelten Volumen Essigséureethylester versetzt und nacheinander zweimal mit 10-proz. waBriger
Citronenséure, zweimal mit geséattigter walkriger NaHCO; Lésung, mit Wasser und mit gesattigter
wanriger NaCi-Lésung gewaschen. Nach Trocknen tber MgSO, wird das L&semittel im Vakuum

entfernt.

AAYV 8: Abspaltung von Seitenkettenschutzgruppen

Abspaltung der Pbf-Schutzgruppe erfolgt mit TFA/ TIPS/ Wasser (95/2.5/2.5) innerhalb von 1.5 —
3.0 h. Abspaltung der ‘Butyl- und Z-Schutzgruppe erfolgt mit 33-proz. HBr in Eisessig/TIPS/Wasser
(95/2.5/2.5) innerhalb von 1.5 — 3.0 h. Das Lésungsmittel wird im Vakuum eingeengt und das Peptid
mit kaltem Diethylether ausgeféllt. Die endgiltige Reinigung erfolgt Gber praparative HPLC.
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12. Asparaginsaure-Modifizierung von ¢c(RGDfV) (43)

12.1. Cyclopeptidsynthese mit dem Kaiser-Harz (19)

Beladen des Kaiser-Harzes (19)!""

Zu 1.00 g Kaiser-Harz (19) (Beladung: 1.00 mmol/g)
werden entsprechend der gewiinschten Beladung 0.09 - O @NOZ
059 g (0.30 — 2.00 mmol) BocGlyGly(SEt)OH (74) N\OH

[292.35], 0.06 g - 0.41 g (0.30 — 2.00 mmol) DCC [206.33] 19

und 10.0 ml CH:Cl,/g gegeben und 12 h geschiittelt. Man

gibt 0.19 ml (2.00 mmol) Essigsdureanhydrid [102.09, d 1.09] und 0.16 ml (2.00 mmol) Pyridin
[79.10, d 0.98] zu und schutteit 30 Minuten (,capping“). Das beladene Harz 75 wird dreimal mit
CH,Cl; und je zweimal mit CH,CI,/EtOH (1:1), CH.Cl, und EtOH gewaschen und im Vakuum

getrocknet. Die Substitution des Harzes 75 wird gravimetrisch bestimmt und liegt je nach

gewtinschter Beladung bei 0.10 — 0.60 mmol/g.

Kupplung der Aminoséduren

Die Kupplung der Aminosauren (0.50 — 3.00 mmol) BocArg"OH [428.50] (0.21 — 1.29 g), BocVal-
OH [217.26] (0.11 — 0.65 g) und Boc°PheOH [265.30] (0.13 — 0.80 g) erfolgt unter Einsatz von
0.16 — 0.93 g (0.50 — 2.90 mmol) TBTU [321.08], 0.07 — 0.41 g (0.50 — 3.00 mmol) HOBt [135.13]
und 0.17 — 1.05 ml (1.00 — 6.00 mmol) DIEA [129.24, 0.74] nach AAV 5.

Cyclisierende Abspaltung vom Kaiser-Harz (19)

Das polymergebundene Pentapeptid wird mit 25-proz. TFA in CH2Clz (1 x 5 min, 1 x 25 min) zu 76
entschiitzt und mit CH.Cl> (2x), i-PrOH, CHxCl; (2x), i-PrOH, CH.Cl. (3x) und DMF gewaschen. Eine
Lésung von 0.04 — 0.21 ml (2 eq., 0.20 — 1.20 mmol) DIEA [129.24; d 0.74] und 0.01 — 0.07 ml
(2 eq., 0.20 — 1.20 mmol) 99.8-proz. Eisessig [60.05, d 1.05] in 15 ml DMF/g Harz wird zum Harz 76
gegeben und 24 h geschiittelt. AnschlieBend wird filtriert und dreimal mit DMF gewaschen. Das
Losungsmittel wird entfernt und der o&lige Ruckstand mit H,O versetzt. Das Cyclopeptid
c[PFVR™GP'G(SELt)] (77 a) fallt als weiller Niederschlag aus, wird abzentrifugiert, getrocknet und
die Gesamtausbeute bezogen auf die urspriingliche Funktionalisierung mit Oximgruppen bestimmt.

Das Verhaltnis Cyclopenta-/Cyclodecapeptid wird mittels analytischer HPLC bestimmt.
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12. Asparaginsgure-Modifizierung von ¢(RGDfV) (43)

12.2. Synthese von PFVR™'GP'G(SEt) (96) mit dem TCP-Harz (78)

N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-o~(ethyithio)glycinmethylester (68) — BocGly(SEt)OMe

N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-a-(ethylthio)glycinmethylester (68) wird nach der AAV 1 aus 9.46 ¢
(50.0 mmot) N-tert-Butyloxycarbonyl-glycin-methylester [189.21], 8.95 g (50.0 mmol) NBS [177.99],
4.44 ml (60.0 mmol) Ethanthiol [62.13, d 0.84] und 8.36 m! (60.0 mmol) Triethylamin synthetisiert.
Man erhélt ein blaBgelbes Ol. Ausbeute: 11.2 g (45.0 mmol) = 90 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls, TMS) & 1.28 (dd, 3H, J = 7.2 Hz), 1.46 (s, 9H), 2.62-2.75
(m, 2H), 3.80 (s, 3H), 5.34 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 5.52 (d, 1H, J = 9.0 Hz).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls, TMS) & 14.60, 25.06, 28.31, 52.98, 55.16, 80.64,154.18,
169.79.

MS (FAB) miz (%) 250 (M+H]", 29).

Summenformel C1oHisNO,S (24@

o~(Ethylthio)glycin-methylester-Hydrochlorid (69) — Gly(SEt)OMe x HCI

Das Hydrochlorid 69 wird aus 11.2 g (45.0 mmol) 68 nach AAV 2 erzeugt. Man erhalt einen farbio-
sen Feststoff. Ausbeute: 7.52 g (40.5 mmol) = 90 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls, TMS) § 1.28 (dd, 3H, J = 7.4 Hz), 2.62-2.75 (m, 1H),
3.08 (m, 1H), 3.85 (s, 3H), 5.21 (s, 1H), 9.18 (br, 3H).
Summenformel CsH12NO.CIS (185.67).

9-Fluorenyimethoxycarbonyl-glycin-D,L-a~(ethylthio)glycinmethylester (91)

Die Kupplung von 2.97 g (10.0 mmol) 9-Fluor-

enylmethoxycarbonyl-glycin [297.31] und 1.86 O y o S S
g (10.0 mmol) u-(Ethylthio)glycin-methylester- ’ o rl\l y)
Y . \T/é\ﬁ_oCH3
o} H 0

hydrochlorid (69) [185.66] geschieht mit 3.21 g
(10.0 mmol) TBTU [321.08] und 2.81 ml (20.0

mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] nach der
AAV 4. Ausbeute: 12.1 g (28.4 mmol) = 70 % farbloser Feststoff.

91
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H-NMR: (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 1.18 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.65-2.75 (m, 2
H), 3.56-3.75 (m, 5 H), 3.90-4.15 (m, 3H), 5.47 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.31-
7.50 (m, 4 H), 7.59 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 7.73 (d, 2H, J = 6.9 Hz), 7.89 (d, 2H,
J=7.5Hz), 8.83 (d, 1H, J = 8.4 Hz).

*C-NMR: (75.47 MHz, DMSO-ds, TMS) & 14.60, 24.20, 43.25, 46.81, 52.89, 65.92,
120.26, 125.40, 127.24, 127.80, 140.89, 144.00, 156.65, 169.19.

MS (EIl) m/z (%) 428 ([M]™, 100).

Summenformel C22H24NL05S (428.50).

9-Fluorenylmethoxycarbonyl-glycin-D,L-o-~(ethylthio)glycin (92)

—

O S

92 wird nach AAV 3 aus 4.28 g (10.0 mmol) 91
hergestellt. Ausbeute: 4.10 g (9.90 mmol) =

H
| I
99 % farbloser Feststoff. ’ O\H/ N\/C\T;\ coH
0 H

C i

'H-NMR: (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.18 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.65-2.75 (m, 2
H), 3.70 (d, 2 H, J = 6.0 Hz), 3.90-4.15 (m, 3H), 5.47 (d, 1H, J = 8.1 Hz),
7.31-7.50 (m, 4 H), 7.59 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 7.73 (d, 2H, J = 6.9 Hz), 7.89
(d,2H, J=7.5Hz), 8.83 (d, 1H, J = 8.4 Hz).

92

BC-NMR: (75.47 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 14.67, 24.12, 43.32, 46.81, 53.06, 65.92,
120.27, 125.41, 127.26, 126.28, 140.90, 144.01, 156.66, 168.98, 170.00.

MS (Ely m/z (%) 414 ([M]*", 10).

Summenformel C21H2N205S (414.47).

Beladen des TCP-Harzes (78)""!

4.15 g (10.0 mmol) 9-Fluorenylmethoxycarbonyi-giycin-D,L-a-(ethyl-
thio)glycin (92) [414.47] und 4.36 mi (25.0 mmol) DIEA [129.24; d
0.74] werden in 25.0 ml Dichlormethan gelést und zu 5.00 g TCP-
Harz (78) (1.00 - 2.00 mmol/g) gegeben. Nach 60 Min. gibt man 5.00

ml Methanol zu, um nicht reagierte Tritylchlorid-Gruppen zu vereth-

ern. Nach weiteren 20 Min. Schiitteln wird das beladene Harz 93 mit
Dichlormethan, DMF und Methanol gewaschen und im Vakuum

getrocknet. Die Substitution von 93 wird gravimetrisch bestimmt und liegt bei 0.50 — 0.60 mmol/g.
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12. Asparaginséure-Modifizierung von c¢(RGDfV) (43)

Kupplung der Aminoséduren

Nach der AAV 5 werden 8.11 g (12.5 mmol) FmocArg™OH [648.77], 4.24 g (12.5 mmol)
FmocValOH [339.39] und 4.84 g (12.5 mmol) Fmoc®PheOH [387.43] unter Einsatz von jeweils 3.95
g (12.3 mmol) TBTU [321.08], 1.91 g (12.5 mmol) HOBt [153.13] und 4.36 ml (25.0 mmol) DIEA
[129.24, 0.74] gekuppelt.

Abspaltung vom TCP-Harz (78)

Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach der Abspaltung der letzten Fmoc-Schutzgruppe.
Es wird mit CH,Cl, (5x) gewaschen und danach mit 5 -proz. TFA/CH.Cl, 60 Min. geschiittelt.
Abfritten und Waschen mit CH,Cl, (3x) liefert ein Filtrat. Dieses wird am Rotationsverdampfer
eingeengt und das Peptid durch Zugabe von kaltem Ether ausgefillt. Der entstandene weiRe
Niederschlag wird abzentrifugiert und mittels HPLC gereinigt. Man erhdlt ein farbloses Ol.
Ausbeute: 1.38 g (1.63 mmol) = 65 %.

PFVRPYGPLG(SEL) (95)
TN
?
DpPhe— Val— ArgP — Gly— Gly
95
H-NMR: (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 0.68 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.69 (d, 3H, J =

6.3 Hz), 1.14 (m, 3H), 1.41 (m, 6H), 1.54 (br, 2H), 1.64 (br, 2H), 1.91 (m,
1H), 2.00 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.57 (br, 2H), 2.82 (br, 2H), 2.96 (s,
3H),3.02 (m, 2H), 3.22 (br, 1H), 3.39 (br, 1H), 3.74 (br, 1H), 3.82 (br, 1H),
4.07 (br, 1H), 4.19 (br, 2H), 4.91 (br, 1H), 6.88 (br, 2H), 7.28 (m, 5H), 7.65
(br, 1H), 7.81 (br, 1H), 8.1 (br, 1H), 8.16 (br, 1H), 8.40 (br, 1H), 8.48 (br,
1H), 8.53 (br, 1H).

3C-NMR: (75.47 MHz, DMSO-ds, TMS) § 12.50, 14.72, 14.86, 17.75, 18.05, 19.19,
19.25, 19.33, 19.56, 23.52, 24.81, 28.37, 28.71, 36.13, 39.75, 40.26, 42.44,
44.20, 52.32, 53.85, 54.12, 56.02, 62.10, 86.28, 116.49, 124.43, 126.38,
128.30, 129.07, 129.62, 131.62, 135.66,137.30, 137.49, 157.63, 168.41,
169.58, 170.64, 172.27.

MS (ESI): m/z (%) 847 ([M+H]", 100), 869 ([M+Na]’, 3).
HRMS (ESI) ber. fir C3HsoNsOoS, 847.3846 ([M+H]*), gef. 847.3844.
Summenformel: C3gHssNsOoS: (847.05).
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12.3. Synthese von c[’PFVRG"'G(S(CH:).CO:H)] (98 a-d)

c[PFVRP"GPLG(SEt)] (96)

96 wird durch Cyclisierung in Lésung aus 0.85 g (1.00 mmol) 95
nach der AAV 6 hergestelit. Es werden dazu 0.62 g (1.20 mmol) \

SwGly
PyBOP [520.39], 0.18 g (1.20 mmol) HOBt [153.13], 0.87 ml (5.00

PPhe ___Val

AI’ngf
Gly

mmol) DIEA [129.24, d 0.74] und 200 ml DMF benétigt. Nach 96
HPLC-Reinigung erhdlt man einen weilten Feststoff. Ausbeute:
0.83 g (0.99 mmol) = 99 %.

Schmp.:
IR

H-NMR

*C-NMR

MS (ES)
HRMS (ESI)

Summenformel:

280 - 290 °C.

(KBr) v /lcm™] 3405 (br, s), 2955 (m), 2910 (m), 1685 (s), 1530 (s), 1455
(m), 1375 (w), 1255 (s), 1095 (m), 990 (w), 815 (w), 737 (w), 701 (w), 508
(w).

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) 3 0.68 (d, 3H, J = 6.6 Hz, Val-CH,), 0.72 (d,
3H, J = 6.3 Hz, Val-CH), 1.16 (t, 3H, J = 7.8 Hz, S-CH,-CH;), 1.26 (m, 1H,
Arg-CH>), 1.33 (m, 1H, Arg-CH), 1.41 (m, 6H, Pbf-CH;), 1.51 (m, 1H, Arg-
CH;), 1.66 (m, 1H, Arg-CH), 1.99 (m, 1H, Val-CH(CHs),), 2.00 (s, 3H, Pbf-
CHs), 2.42 (s, 3H, Pbf-CHs), 2.47 (s, 3H, Pbf-CH;), 2.57 (m, 2H, SCH>CHa),
2.81 (m, 1H, Phe-CH;), 2.96 (br, 2H, Pbf-CH,), 3.02 (m, 2H, Arg-CH.), 3.13
(m, 1H, Phe-CH.), 3.82 (m, 2H, Gly-a-H), 3.89 (m, 1H, Val-a-H), 4.22 (m,
1H, Arg-a-H), 4.57 (m, 1H, Phe-a-H), 5.50 (d, 1H, J = 9.6 Hz, Gly(SEt)-a-
H), 6.38 (br, 1H, Guanidin-NH), 6.67 (br, 1H, Guanidin-NH), 7.18 (t, 1H, J =
6.6 Hz, Gly-NH), 7.22 (m, 5H, aromat. H), 7.34 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Val-NH),
7.96 (d, 1H, J = 9.6 Hz, Phe-NH), 8.02 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Arg-NH), 8.81 (t,
1H, J = 6.6 Hz, -CH,-NH-C(NH)NH-), 8.84 (d, 1H, J = 7.2 Hz, Gly(SEt)-
NH).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 12.42, 14.92, 14.96, 17.73, 17.92, 19.09,
19.20, 19.23, 19.34, 23.92, 24.87, 28.47, 28.76, 36.13, 39.90, 40.30, 42.64,
44.11, 52.46, 54.25, 54.64, 56.12, 61.13, 86.46, 116.43, 124.47, 126.51,
128.30, 129.16, 129.31, 131.58, 134.32, 137.30, 137.45, 157.62, 168.54,
169.37, 170.72, 171.21.

m/z (%) 829 ([M+H]*, 100), 852 ([M+Na]*, 1).

ber. flr CsHs7NsOsS, 829.3741 ([M+H]") ,gef. 829.3785.

CaoHssNsOsS: (829.04).

89



-
\

12. Asparaginsdure-Modifizierung von ¢(RGDfV) (43)

c[PFVR™GP-G(SCH,CO,H)] (97 a)

Nach der AAV 7 wird 0.08 g (0.10 mmol) 96 [829.04] mit 0.12

D Val
Phe
ml (0.12 mmol) einer 1M SO.Cl,-Lésung in CH.Cl, versetzt.
HOOC™ N SavGly A
Das chiorierte Peptid wird mit 8.58 ul (0.12 mmol) Siy
Thioessigsaure [76.11, d 1.07] und 34.9 pl (0.20 mmol) DIEA 97a

[129.24, d 0.74] umgesetzt. Man erhélt nach HPLC-Reinigung
97 a als farblosen Feststoff. Ausbeute: 73.0 mg (0.09 mmol) = 85 %.

Schmp.:
IR

"H-NMR

*C-NMR

MS (ES)
HRMS (ESI)

Summenformel:

240 - 250 °C.

(KBr) ¥ /[cm™] 3400 (br, s), 2962 (m), 2929 (m), 1663 (s), 1531 (s), 1455
(m), 1381 (w), 1261 (s), 1097 (m), 995 (w), 930(w), 803 (w), 745 (w), 701
(w), 507 (w).

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) § 0.72 (m, 6H), 1.46 (m, 2H), 1.60 (m, 2H),
1.88 (m, 1H), 2.46 (m, 6H), 2.68 (s, 3H), 2.84 (s, 3H), 2.97 (m, 2H), 3.04
(m, 3H), 3.05 (m, 4H), 3.66 (m, 2H), 3.77 (m, 1H), 4.15 (m, 2H), 4.26 (m,
1H), 4.68 (m, 1H), 5.70 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.04 (m, 1H), 7.12 (t, 1H, J =
6.6 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.26 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.70 (m, 1H), 7.90 (s, 1H),
8.07 (m, 1H), 8.11 (m, 1H), 8.18 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.45 (d, 1H, J = 9.0
Hz).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 16.89, 18.01, 19.32, 25.24, 29.66, 30.98,
31.45, 32.05, 33.39, 34.49, 35.99, 37.20, 38.57, 40.90, 41.35, 42.46, 44.98,
47.77, 49.07, 50.12, 53.94, 55.45, 85.85, 120.11, 123.62, 126.55, 127.86,
128.12, 128.21, 129.45, 129.55, 137.05, 137.31, 162.54, 167.43, 169.58,
170.56, 171.67, 173.67.

m/z (%) 859 ([M+H]", 5).

ber. fur CasHssNsO10S2 859.3483 ([M+H]") ,gef. 859.3484.

CasHs4NsO10S: (859.02).

c[°PFVRG-G(SCH,CO;H)] (98 a)

Man erhélt 98 a aus 73.0 mg (0.09 mmol) 97 a nach der AAV
8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 51.6 mg (0.09 mmol) =

100 %.

Schmp.:
IR

90

Pphe,___Val

HOOC/\SWGIy@ Arg
Gly
98a
250 - 260 °C.

(KBr) v /lcm™] 3435 (br, s), 2968 (m), 2929 (m), 1658 (s), 1545 (s), 1455
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H-NMR

*C-NMR

MS (ESI)
HRMS (ESI)

Summenformel:

(m), 1408 (w), 1370 (w), 1245 (m), 1157 (w), 1106 (m), 995 (w), 852 (w),
806 (w), 783 (), 734 (w), 700 (w), 670 (w), 569 (m), 507 (w).

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 0.69 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.70 (d, 3H, J =
6.3 Hz), 1.50 (m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.95 (m, 1H), 2.97 (m, 2H), 3.16 (m,
2H), 3.51 (m, 2H), 3.77 (m, 1H), 4.15 (m, 2H), 4.26 (m, 1H), 4.71 (m, 1H),
5.63/5.87 (2d, 1H, J = 9.2 Hz/ 9.7 Hz), 6.85 (m, 1H), 7.16 (t, 1H, J = 6.6
Hz), 7.22 (m, 5H), 7.33 (s, 1H), 7.49 (br, 2H), 7.73 (s, 1H), 8.26 (d, 1H, J =
8.4 Hz), 8.41 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.58 (s, 1H), 8.70 (d, 1H, J = 9.0 Hz).
(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 18.05, 19.29, 25.38, 29.79, 30.03, 33.15,
36.53, 42.25, 52.28, 52.96, 54.65, 55.74, 56.29, 61.26, 70.03, 115.48,
118.94, 126.36, 128.27, 129.26, 157.07, 167.22, 168.85, 169.78, 171.18,
174.23.

miz (%) 607 ([M+H]*, 100); 629 (M+Na[’, 8).

ber. fiir C2sHssNsO;S 607.2662 ([M+H]") , gef. 607.2696.

CasHssNsO;S (606.69).

c[PFVR™'G"-G(S(CH,).CO.H)] (97 b)

Nach der AAV 7 wird 0.08 g (0.10 mmol) 96 [829.04] mit Dphe __ Val
0.12 ml 0.12 mmol) einer 1M SO,Cl,-Lésung in CH.Cl; HOOC\/\SWer A
versetzt. Das chlorierte Peptid wird mit 10.4 ul (0.12 Gly
mmol) 3-Mercaptopropionséure [106.14, d 1.22] und 34.9 97b

ul (0.2 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] umgesetzt. Man
erhélt nach HPLC-Reinigung 97 b als farblosen Feststoff. Ausbeute: 75.1 mg (0.09 mmol) = 86 %.

Schmp.:
H-NMR

*C-NMR

240 - 250 °C.

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) § 0.72 (m, 6H), 1.46 (m, 2H), 1.60 (m, 2H),
1.87 (m, 1H), 2.46 (m , 6H), 2.58 (m, 2H), 2.68 (s, 3H), 2.84 (s, 3H), 2.96
(m, 2H), 3.04 (m, 3H), 3.05 (M, 4H), 3.53 (m, 2H), 3.77 (m, 1H), 4.15 (m,
2H), 4.28 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 5.70 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.02 (m, 1H),
7.20 (m, 5H), 7.33 (m, 1H), 7.65 (m, 1H), 7.72 (m, 1H), 7.90 (s, 1H), 8.15
(m, 1H), 8.20 (m, 1H), 8.24 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.48 (br, 1H).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 17.20, 18.11, 19.12, 25.04, 29.56, 31.28,
32.15, 33.90, 34.59, 35.26, 36.89, 37.28, 38.50, 39.99, 40.95, 41.15, 43.35,
44.24, 45.71, 47.57, 49.27, 54.14, 58.03, 86.06, 120.01, 123.72, 126.35,
127.56, 128.02, 128.11, 129.15, 129.35, 130.68, 132.12, 157.14, 162.57,
167.53, 170.56, 171.87, 173.47.
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12. Asparaginséure-Modifizierung von c(RGDfV) (43)

MS (ESI) m/z (%) 873 ([M+H]", 5).
HRMS (ESI) ber. fir C4oHs7NgO10S2 873.3639 ([M+H]") , gef. 873.3568.
Summenformel: C4oHssN3gO10S: (873.05).

Cc[PFVRGP-G(S(CH,),CO,H)] (98 b)

Man erhalt 98 b aus 75.1 mg (0.09 mmol) 97 b nach der Oppe ___Val
AAV 8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 53.4 mg (0.09 HOOC\/\SWGW© A
mmol) = 100 %. Gly
98 b
Schmp.: 250 - 260 °C.
'H-NMR (600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.69 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.76 (d, 3H, J =

6.3 Hz), 1.51 (m, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.95 (m, 1H), 2.60 (m, 2H), 2.90 (m,
2H), 2.97 (m, 2H), 3.60 (m, 2H), 3.80 (m, 1H), 4.18 (m, 2H), 4.30 (m, 1H),
4.69 (m, 1H), 5.63/5.81 (2d, 1H, J = 9.2 Hz/ 9.7 Hz), 6.85 (m, 1H), 7.18 (m,
1H), 7.22 (m, 5H), 7.33 (s, 1H), 7.41 (br, 2H), 7.80 (s, 1H), 8.28 (d, 1H, J =
8.5 Hz), 8.51 (d, 1H, J = 10.0 Hz), 8.67 (s, 1H), 8.75 (m, 1H).

C-NMR (150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) § 18.53, 19.24, 25.50, 26.93, 28.46, 29.28,
29.88, 34.66, 36.43, 52.58, 53.02, 54.91, 55.60, 56.25, 61.34, 68.34,
115.52, 118.74, 126.38, 128.31, 129.27, 157.12, 167.22, 168.70, 169.67,
171.05, 174.25.

MS (ES)) m/z (%) 621 ([M+H]", 94).
HRMS (ESI) ber. fur C,7H41NsO-S 621.2819 ([M+H]") , gef. 621.2834.
Summenformel: C27H40N3sO;S (620.72).

c[PFVR™GP-G(S(CH:):CO-H)] (97 ¢)

Nach der AAV 7 wird 0.08 g (0.10 mmol) 96 [829.04] Do, Val
e
mit 0.12 ml (0.12 mmol) einer 1M SO.Cl-Ldsung in HOO C/\/\SMGIY g™
CH,Cl, versetzt. Das chlorierte Peptid wird mit 13.9 pl Gly
(0.12 mmol) 4-Mercaptobuttersédure [120.16, d 1.16] 97¢

und 34.9 pl (0.20 mmol) DIEA [129.24, d 0.74]
umgesetzt. Man erhalt nach HPLC-Reinigung 97 ¢ als farblosen Feststoff. Ausbeute: 71.0 mg (0.08

mmol) = 80 %.

Schmp.: 240 - 250 °C.
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V. Experimenteller Teil

H-NMR

#C-NMR

MS (ESI)
HRMS (ESI)

Summenformel:

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.72 (m, 6H), 1.48 (m, 2H), 1.67 (m, 2H),
1.90 (m, 1H), 2.38 (m, 2H), 2.46 (m , 6H), 2.67 (s, 3H), 2.84 (s, 3H), 2.91
(m, 2H), 2.94 (m, 2H), 3.00 (s, 3H), 3.05 (m, 4H), 3.55 (m, 2H), 3.70 (m,
1H), 4.15 (m, 2H), 4.25 (m, 1H), 4.64 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 5.72 (d, 1H, J =
9.0 Hz), 7.07 (m, 1H), 7.12 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.43 (m, 1H),
7.69 (m, 1H), 7.95 (s, 1H), 8.00 (m, 1H), 8.13 (m, 1H), 8.21 (m, 1H), 8.52
(br, 1H).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 16.90, 18.21, 19.38, 25.20, 28.51, 28.74,
29.64, 30.99, 31.89, 32.33, 33.39, 34.48, 35.99, 37.14, 38.17, 40.72, 41.25,
4312, 44.62, 47.50, 49.16, 53.71, 54.62, 58.55, 85.16, 120.15, 123.39,
126.50, 127.15, 128.15, 128.82, 129.46, 129.55, 136.85, 137.17, 157.04,
162.32, 167.10, 170.54, 171.25, 174.07.

miz (%) 887 ([M+H]", 6).

ber. fiir C41HssNsO10S; 887.3796 ([M+H]'), gef. 887.3753.

Ca1HssNsO16S; (887.07).

c[PFVRGP*G(S(CH,):CO-H)] (98 c)

Man erhélt 98 ¢ aus 71.0 mg (0.08 mmol) 97 ¢ nach der PPhe,__Val
AAV 8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 50.9 mg (0.08 HOOC/\/\S\NV‘Gly Arg
mmol) = 100 %. Gly

98¢

Schmp.:
'H-NMR

*C-NMR

MS (ES)
HRMS (ES)

Summenformel:

250 - 260 °C.

(600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.68 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.72 (d, 3H, J =
6.3 Hz), 1.49 (m, 4H), 1.68 (m, 2H), 1.95 (m, 1H), 2.27 (m, 2H), 2.97 (m,
2H), 3.10 (m, 2H), 3.55 (m, 2H), 3.77 (m, 1H), 4.18 (m, 2H), 4.27 (m, 1H),
4.62 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 5.65/5.80 (2d, 1H, J = 9.2 Hz/ 9.7 Hz), 6.90 (m,
1H), 7.16 (¢, 1H, J = 6.6 Hz), 7.22 (m, 5H), 7.31 (s, 1H), 7.55 (br, 2H), 7.61
(s, 1H), 8.29 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 8.47 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.58 (m, 1H),
8.85 (m, 1H).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 18.05, 19.05, 19.29, 24.75, 29.01, 29.67,
30.03, 32.74, 33.15, 36.53, 45.43, 52.96, 54.65, 55.74, 56.29, 61.26, 65.97,
118.94, 126.38, 126.36, 128.27, 129.26, 157.12, 169.06, 169.35, 171.24,
171.31, 174.28.

miz (%) 635 ((M+H]*, 100); 657 ((M+Na]", 2).

ber. fir CzsHisNsO;S 635.2976 ([M+H]"), gef. 635.2962.

C2sHi2N:O-S (635.75).
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12. Asparaginséure-Modifizierung von c(RGDfV) (43)

c[°FVR™G *G(S(CH,):CO.H)] (97 d)

Nach der AAV 7 wird 0.08 g (0.10 mmotl) 96 [829.04] Do, Val
(]
mit 0.12 ml 0.12 mmol) einer 1M SO,Cl-Lésung in Hooc\/\/\
S\N\/\Gly Argpbf
CH.CI, versetzt. Das chlorierte Peptid wird mit 14.4 Gly
wl (0.12 mmol) 4-Mercaptovaleriansaure [134.19, d 97d

1.12] und 34.9 i (0.20 mmol) DIEA [129.24, d 0.74]
umgeéetzt. Man erhélt nach HPLC-Reinigung 97 d als farblosen Feststoff. Ausbeute: 73.9 mg (0.08
mmol) = 82 %.

Schmp.: 240 - 250 °C.

H-NMR (600.15 MHz, DMSOQO-ds, TMS) & 0.73 (m, 6H), 1.50 (m, 2H), 1.60 (m, 2H),
1.93 (m, 1H), 2.19 (m, 4H), 2.43 (m, 2H), 2.46 (m , 6H), 2.69 (s, 3H), 2.86
(s, 3H), 2.91 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 3.00 (s, 3H), 3.05 (m, 2H), 3.66 (m,
2H), 3.75 (m, 1H), 4.18 (m, 2H), 4.27 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 5.71 (d, 1H, J
=9.0 Hz), 7.04 (m, 1H), 712 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.26 (m,
1H), 7.85 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.90 (s, 1H), 7.97 (m, 1H), 8.10 (m, 1H), 8.19
(d, 1H, J = 6.6 Hz), 8.61 (br, 1H).

BC-NMR (150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 18.20, 19.36, 23.49, 23.67, 23.99, 25.23,
26.05, 28.27, 28.69, 29.02, 31.46, 33.03, 33.34, 34.44, 35.98, 37.21, 37.72,
38.35, 40.88, 42.15, 52.46, 52.92, 53.65, 55.38, 57.90, 86.12, 118.08,
120.11, 122.95, 126.53, 128.21, 129.21, 129.32, 129.34, 137.49, 138.24,
153.22, 157.11, 169.51, 171.10, 171.69, 174.53.

MS (ESI) m/z (%) 901 ([M+H]*, 100); 923 ([M+NaJ’, 2).
HRMS (ESI) ber. fir CsHgiNsO16S2 901.3952 ([M+H]*), gef. 901.4018.
Summenformel: Ca2HeoNgO10S2(901.10).

c[PFVRGP-G(S(CH,):CO,H)] (98 d)

Man erhalt 98 d aus 73.9 mg (0.08 mmol) 97 d nach P val
e
der AAV 8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 53.2 mg HOOC _~_ "~
SwwGly Arg
{0.08 mmot) = 100 %. Gly
98 d
Schmp.: 250 - 260 °C.
'H-NMR (600.15 MHz, DMSO-ds, TMS) 6 0.68 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.72 (d, 3H, J =

6.3 Hz), 1.50 (m, 4H), 1.69 (m, 2H), 1.95 (m, 1H), 2.21 (m, 4H), 2.55 (m,
1H), 2.97 (m, 2H), 3.06 (m, 2H), 3.66 (M, 2H), 3.80 (m, 1H), 4.17 (m, 2H),
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*C-NMR

MS (ESI)
HRMS (ESI)

Summenformel:

4.23 (m, 1H), 4.68 (m, 1H), 5.65/5.83 (2d, 1H, J = 9.1 Hz/ 9.6 Hz), 6.95 (m,
1H), 7.16 (m, 1H), 7.19 (m, 5H), 7.33 (s, 1H), 7.49 (br, 1H), 7.95 (s, 1H),
8.26 (m, 1H), 8.45 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 8.55 (s, 1H), 8.80 (m, 1H).

(150.93 MHz, DMSO-ds, TMS) & 19.11, 23.56, 24.95, 28.36, 29.34, 30.72,
33.13, 34.56, 35.23, 35.72, 40.55, 41.83, 52.45, 52.69, 55.32, 56.29, 60.95,
75.03, 117.48, 119.41, 126.30, 128.95, 129.19, 158.28, 162.25, 167.34,
170.50, 171.36, 174.20.

miz (%) 648 ((M+H]", 100).

ber. fiir CzoHusNsO-S 649.3132 ([M+H]*), gef. 649.3148.

C2oHuNsO-S (648.77).
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IV. Experimenteller Teil

13. Arginin-Modifizierung von ¢c(RGDfV) (43)

13.1. Synthese der Thiole (110 a-d)

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-2-hydroxyethan (108 a)

Man gibt 3.01 ml (1 eq., 50.0 mmol) Ethanolamin (107 a) [61.08, d 1.02]
Nz

einer Losung aus 20.7 g (0.9 eq., 45.0 mmol) N,N'-Bis(benzyloxycarb-
2 9 9 ( d ) ( yloxy ZHN—y)— HN— (CH,),—OH

onyl)-N"-trifluormethansulfonyl-guanidin (106) [459.39] und 7.03 mi (1
eq., 50.0 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 200 ml CH,Cl, und rihrt
bei RT 30 Min.'""® Es werden 300 ml CH.Cl, zugegeben und mit 2M NaHSO.-Lésung, ges.

NaHCO,-Lésung und ges. NaCl-Ldsung gewaschen. Man trocknet mit NaSO, und entfernt das Lés-

108 a

ungsmittel im Vakuum. Man erhalt ohne weitere Reinigung 108 a als farbloses Ol. Ausbeute: 17.6 g
(47.5 mmol) = 95 %.

IR (KBr) ¥ /[cm™] 3412 (br, m), 3333 (s), 3064 (m), 2955 (m), 1729 (s), 1654
(s), 1583 (s), 1498 (w), 1437 (s), 1383 (s), 1302 (s), 1263 (s), 1206(s),
1060 (s), 965 (W), 810 (W), 769 (m), 741 (s), 696 (m), 674 (w), 581 (w).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 3.33 (m, 2H), 3.42 (m, 2H), 5.11 (s, 2H),
5.19 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.42 (br, 1H), 11.57 (br, 1H).

*C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 31.02, 36.32, 43.44, 59.18, 66.66, 67.98,
128.18, 128.37, 128.69, 128.85, 128.91, 135.50, 137.21, 153.09, 155.63,
163.37.

MS (FAB) m/z (%) 372 ([M+H]", 100).

HRMS (FAB) ber. fur C1sH22N305 372.1559 ([M+H]*), gef. 372.1540.

EA ber. fur CisH21N3Os C6145 H570 N 11.31
gef. C61.00 H562 N11.16.

Summenformel: C19H21N305 (371.39).

N-[N’,N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-2-mercaptoethan (110 a)
Man gibt zu einer Lésung von 12.4 g (1 eq., 47.4 mmol) Triphenyl- NZ
phosphin [262.30] und 2.44 ml (1 eq., 47.4 mmol) Brom [159.81, d ZHN—lclt—HN—(CHz)z——SH
3.11] in 200 ml abs. CH.Cl, bei 0 °C 16.7 g (0.95 eq., 45.0 mmol) 108 110a

a [371.39] und ruhrt 1 h."*" Die Lésung wird mit 10 -proz. K:COs-

Losung und Wasser gewaschen. Man trocknet dber MgSO, und entfernt das L&sungsmitttel im

Vakuum.
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13. Arginin-Modifizierung von ¢(RGDfV) (43)

Das bromierte Rohprodukt 109 a wird sofort in ca. 200 ml abs. THF geltst und bei -10 °C mit 11.3
ml (1.2 eq., 54.0 mmol) Hexamethylsilylthian [178.45, d 0.85] und 49.5 ml (1.1 eq., 49.5 mmol)
TBAF (1M in THF) versetzt."*¥ Man riihrt die Losung bei RT 12 h. Die Lésung wird mit ges. NH,CI-
Los-ung gewaschen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit Petrolether/EtOAc 3:1 als Eluens. Man erhalt 110 a als farbloses
Ol. Ausbeute: 1.74 g (4.50 mmol) = 10 %.

IR (KBr) v /[cm™ 3412 (br, w), 3340 (s), 3093 (w), 2938 (w), 1725 (s), 1645
(s), 1582 (s), 1497 (w), 1459 (s), 1426 (m), 1445 (m), 1383 (s), 1324 (s),
1245 (s), 1202(s), 1142 (s), 1056 (s), 987 (w), 802 (w), 742 (m), 729 (s),
696 (m), 677 (w), 594 (w).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS)  3.33 (m, 2H), 3.42 (m, 2H), 5.11 (s, 2H),
5.19 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.57 (m, 1H), 11.57 (s, 1H).
C-.NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 31.01, 36.34, 43.84, 66.77, 67.99, 128.11,

128.23, 128.39, 128.52, 128.65, 128.69, 128.83, 128.89, 135.46, 137.17,
152.88, 155.49, 163.28.

MS (FAB) m/z (%) 388 ([M+H]", 10).

HRMS (FAB) ber. fur C1sH22N3s0.S 387.1252 ([M+H]*), gef. 387.1260.

EA ber. fr C1eH4N3OsS C5890 H546 N10.85
gef. C5891 H541 N10.84.

Summenformel: C1oH21N30,S (387.45).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-3-hydroxypropan (108 b)

Man gibt 3.80 ml (1 eq., 50.0 mmol) Propanolamin (107 b) [75.11, d 0.99] NZ
zu einer Losung aus 20.7 g (0.9 eq., 45.0 mmol) N,N'-Bis(benzyloxycarb- zHN— (l’.!:— HN— (CH,)s—OH
onyl)-N"-trifluormethansulfonyl-guanidin (106) [459.39] und 7.03 ml (1 108 b

€q., 50.0 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 200 ml CH.Cl, und rihrt

bei RT 30 Min." Es werden 300 mi CH.Cl. zugegeben und mit 2M NaHSO.-L6ésung, ges.
NaHCOs-Lésung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Man trocknet mit NaSQO, und entfernt das L&s-
ungsmittel im Vakuum. Man erhélt ohne weitere Reinigung 108 b als farbloses Ol. Ausbeute: 18.5 g
(48.0 mmol) = 96 %.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 1.61 (m, 2H), 3.60 (m, 4H), 5.11 (s, 2H),
5.18 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.52 (br, 1H), 11.55 (br, 1H).
13C.NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 31.09, 31.67, 36.10, 58.94, 66.65, 67.90,
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128.14, 128.33, 128.65, 128.67, 128.81, 128.89, 135.52, 137.25, 152.95,
155.40, 162.64, 163.37.

MS (FAB) m/z (%) 386 ([M+HJ", 100).

HRMS (FAB) ber. fur C2H,4NsOs 386.1716 ([M+H]"), gef. 386.1685.

EA ber. fir C2HzsNsOs C6233 H6.01 N10.90
gef. C6192 H6.29 N10.54.

Summenformel: C20H23NsOs (385.41).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-3-mercaptopropan (110 b)

Man gibt zu einer Losung von 124 g (1 eq., 47.4 mmol)

Triphenylphosphan [262.30] und 2.44 ml (1 eq., 47.4 mmol) Brom M_Q_HN_(CHZ)S_SH
[159.81, d 3.11] in 200 ml abs. CH.Cl, bei 0 °C 17.3 g (0.95 eq., 45.0 10b

mmol) 108 b [385.41] und riihrt 1 h.I"1 Die Lésung wird mit 10 -proz.

K.COs-L6sung und Wasser gewaschen. Man trocknet tiber MgSO, und entfernt das L&sungsmitttel
im Vakuum.

Das bromierte Rohprodukt 109 b wird sofort in ca. 200 ml abs. THF gelost und bei -10 °C mit 11.3
ml (1.2 eq., 54.0 mmol) Hexamethylsilylthian [178.45, d 0.85] und 49.5 mi (1.1 eq., 49.5 mmol)
TBAF (1M in THF) versetzt."*® Man ruhrt die Lésung bei RT 12 h. Die Losung wird mit ges. NH,CI-
L6s-ung gewaschen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit Petrolether/EtOAc 3:1 als Eluens. Man erhéit 110 b als farbloses

Ol. Ausbeute: 2.17 g (5.40 mmol) = 12 %.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 1.75 (m, 2H), 2.44 (m, 2H), 3.31 (m, 2H),
5.10 (s, 2H), 5.19 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.40 (m, 1H), 11.56 (s, 1H).
13C.NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 30.19, 33.94, 36.20, 67.62, 68.60, 127.90,

128.23, 128.39, 128.73, 128.98, 129.21, 129.67, 129.81, 137.23, 137.97,
138.71, 158.85, 162.82.

MS (El) miz (%) 401 ([M]*™*, 3).

HRMS (El) ber. fur CxH23N30.S 401.1409 ([M]™), gef. 401.1420.

EA ber. fir CxoHsNs0,S C59.83 H5.77 N 1047
gef. C59.99 H577 N10.04.

Summenformel: C20H23N:0,S (401.48).
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N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-4-hydroxybutan (108 c)

Man gibt 4.61 ml (1 eq., 50.0 mmol) Butanolamin (107 c¢) [89.14, d 0.97] Nz
zu einer Losung aus 20.7 g (0.9 eq., 45.0 mmol) N,N'-Bis(benzyloxycarb- ZHN—C-HN—(CHp),—OH
onyl)-N"-trifluormethansulfonyl-guanidin (106) [459.39] und 7.03 ml (1 108 ¢

eqg., 50.0 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 200 ml CHClI, und rihrt

bei RT 30 Min." Es werden 300 ml CH.Cl. zugegeben und mit 2M NaHSO.,-Lésung, ges.
NaHCOQOs-Lésung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Man trocknet mit NaSO, und entfernt das Lés-
ungsmittel im Vakuum. Man erhélt ohne weitere Reinigung 108 ¢ als farblosen Feststoff. Ausbeute:
18.4 g (46.0 mmol) = 92 %.

Schmelzpunkt 75 °C

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.44 (m, 4H), 3.32 (m, 4H), 5.01 (s, 2H),
5.18 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.52 (br, 1H), 11.57 (br, 1H).

BC-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 25.61, 29.98, 60.70, 66.67, 67.93, 128.36,
128.68, 128.90, 135.51, 137.26, 153.05, 155.40, 163.41.

MS (FAB) m/z (%) 400 ([M+H]", 100).

HRMS (FAB) ber. fur C21H26N305 400.1872 ([M+H]"), gef. 400.1878.

EA ber. fiir C21H25NsOs C63.15 H6.31 N10.52
gef. C6292 H6.32 N1042.

Summenformel: C21H2sN3Os (399.44).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]}-1-amino-4-brombutan (109 c)

Man gibt zu einer Lésung von 12.4 g (1 eq., 47.4 mmol) Triphenyl- Nz
phosphin [262.30] und 2.44 ml (1 eq., 47.4 mmol) Brom [159.81, d 3.11] ZHN—P:—HN
in 200 ml abs. CH.Cl, bei 0 °C 18.0 g (0.95 eq., 45.0 mmol) 108 ¢

[399.44] und rihrt 1 h.I"*" Die Losung wird mit 10 -proz. KCOs-Lésung

—(CH)y—Br

109 ¢

und Wasser gewaschen. Man trocknet tiber MgSO, und entfernt das L&sungsmitttel im Vakuum.
Ausbeute: 13.5 g (29.3 mmol) = 65 % (farbloses Ol). -

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.74 (m, 2H), 1.91 (m, 2H), 3.34 (m, 4H),
5.12 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.32 (br, 1H).

C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 28.08, 30.25, 33.32, 40.56, 67.57, 68.60,
128.49, 128.79, 128.84, 129.10, 129.20, 134.97, 137.15, 154.29, 156.45,
164.08.

MS (FAB) miz (%) 462 ((M+H]", 3).
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Summenformel C.1H2.BrNsO, (462.34).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-4-mercaptobutan (110 c)

Das Bromid 109 ¢ wird sofort in ca. 200 ml abs. THF geldst und bei -10 NZ

°C mit 7.38 ml (1.2 eq., 35.2 mmol) Hexamethylsilylthian [178.45, d ZHN—g)~HN—(CH2)4—SH
0.85] und 32.2 ml (1.1 eq., 32.2 mmol) TBAF (1M in THF) versetzt.'®l 110¢

Man riihrt die Lésung bei RT 12 h. Die Lésung wird mit ges. NH,Cl-

Lésung gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit Petrolether/EtOAc 3:1 als Eluens. Man erhalt 110 ¢ als farblosen
Feststoff. Ausbeute: 11.6 g (27.8 mmol) = 95 %.

Schmelzpunkt 69 °C

"H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 1.53 (m, 4H), 3.32 (m, 4H), 5.01 (s, 2H),
5.18 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.42 (br, 1H), 11.58 (br, 1H).

BC-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 24.57, 28.07, 31.44, 40.91, 67.54, 68.56,
128.50, 128.78, 128.82, 129.09, 135.00, 137.18, 154.30, 156.39, 164.10.

MS (FAB) m/z (%) 416 ([M+H]", 100).

HRMS (FAB) ber. fur C21H26N204S 416.1644 ([M+H]"), gef. 416.1672.

EA ber. fiir C21H2sN30,S C60.70 H6.06 N 10.11
gef. C6044 H6.06 N9.99.

Summenformel C21H2sN30.S (415.50).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-4-hydroxypentan (108 d)

Man gibt 5.16 ml (1 eq., 50.0 mmol) Pentanolamin (107 d) [103.16, d
1.00] zu einer Lésung aus 20.7 g (0.9 eq., 45.0 mmol) N,N'-Bis(benzyl-
oxycarbonyl)-N"-trifluormethansulfonyl-guanidin (106) [459.39] und 7.03
ml (1 eq., 50.0 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 200 ml CH.Cl, und
rihrt bei RT 30 Min."® Es werden 300 ml CH.Cl, zugegeben und mit 2M NaHSO,-Lésung, ges.

II\!IZ
ZHN— C-HN— (CH,)s—OH

108 d

NaHCOs-Lésung und ges. NaCl-Ldsung gewaschen. Man trocknet mit NaSO, und entfernt das L&s-
ungsmittel im Vakuum. Man erhélt ohne weitere Reinigung 108 d als farblosen Feststoff. Ausbeute:
19.9 g (48.0 mmol) = 96 %.

Schmelzpunkt 87 °C
"H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 1.18 (q, 2H, J = 6.3 Hz), 1.29 (q, 2H, J =
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13. Arginin-Modifizierung von c(RGDfV) (43)

6.2 Hz), 140 (t, 2H, J = 7.2 Hz), 3.22 (g, 2H, J = 6.1 Hz), 3.30 (t, 2H, J =
6.3 Hz), 4.95 (s, 2H), 5.12 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.31 (br, 1H), 11.57 (br,
1H).

BC-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 23.18, 28.71, 32.48, 60.89, 66.68, 67.94,
128.33, 128.68, 128.89, 135.51, 137.27, 153.05, 155.40, 163.40.

MS (FAB) m/z (%) 414 ([M+H]*, 100).

HRMS (FAB) ber. fiir C22H2sN20s 414.2029 ([M+H]*), gef. 414.2020.

EA ber. fiir C22H27N3Os C6341 H6.58 N10.16
gef. C6365 H6.45 N10.16.

Summenformel C22H27N3Os (413.47).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1 -amino-4-brompentan (109 d)

Man gibt zu einer L&sung von 124 g (1 eq., 47.4 mmol) Triphenyl- NZ
phosphin [262.30] und 2.44 ml (1 eq., 47.4 mmol) Brom [159.81, d 3.11] ZHN—(”:-HN—(CHZ)S—Br

in 200 ml abs. CH,Cl; bei 0 °C 18.6 g (0.95 eq., 45.0 mmol) 108 d 109 d

[413.47] und riihrt 1 h.['"®" Die Lésung wird mit 10 -proz. K:COs-Lésung

und Wasser gewaschen. Man trocknet Uber MgSO, und entfernt das Lésungsmitttel im Vakuum.

Ausbeute: 15.0 g (31.5 mmol) = 70 % (farbloses Ol).

'"H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.49 (q, 2H, J = 6.5 Hz), 1.60 (q, 2H, J =
6.1 Hz), 1.88 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 3.39 (q, 2H, J = 6.7 Hz), 341 (, 2H, J =
5.1 Hz), 5.12 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.33 (br, 1H).

®C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 25.73, 28.51, 32.60, 33.73, 41.26, 67.59,
68.59, 128.31, 128.51, 128.79, 128.83, 128.92, 129.09, 129.19, 129.40,
134.98, 137.14, 154.29, 156.35, 163.98.

MS (FAB) m/z (%) 476 ([M+H]", 4).

Summenformel C22H26BrNs;0, (476.37).

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-amino-4-mercaptopentan (110 d)

Das Bromid 109 d wird sofort in ca. 200 ml abs. THF geldst und bei
Nz
-10 °C mit 7.94 mi (1.2 eq., 37.8 mmol) Hexamethylsilylthian [178.45, I
ZHN— C-HN— (CH,)s—SH
d 0.85] und 34.7 mi (1.1 eq., 34.7 mmol) TBAF (1M in THF)

versetzt."® Man riihrt die Losung bei RT 12 h. Die Losung wird mit

110d

ges. NH,CI-Losung gewaschen und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt
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durch Flash-Chromatographie an Kieselgel mit Petrolether/EtOAc 3:1 als Eluens. Man erhéit 110 d
als farblosen Feststoff. Ausbeute: 12.8 g (29.9 mmol) = 95 %.

Schmelzpunkt
'"H-NMR

*C-NMR

MS (FAB)
HRMS (FAB)
EA

Summenformel

55 °C
(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.49 (q, 2H, J = 6.5 Hz), 1.60 (g, 2H, J =
6.1 Hz), 1.88 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 3.39 (q, 2H, J = 6.7 Hz), 3.44 (t, 2H, J =
5.4 Hz), 5.12 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 7.36 (m, 10H), 8.30 (br, 1H), 11.58 (br,
1H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 24.77, 25.74, 25.89, 28.52, 28.81, 32.60,
33.72, 33.90, 41.21, 41.33, 67.54, 68.55, 128.29, 128.51, 128.78, 128.82,
129.09, 129.18, 129.38, 129.80, 135.00, 137.18, 154.30, 156.35, 164.08.
miz (%) 430 ((M+H]", 19).

ber. fiir C22H2sN:04S 430.1800 ([M+H]*), gef. 430.1773.

ber. fir C2HxN:O,S C6152 H634 NO9.78

gef. C61.34 H634 NO.58.

CaoHorN3O4S (429.53).

13.2. Synthese der Amine (113, 119, 122)

N-[N",N""-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-carboxamidino]-N"[benzyloxycarbonyl]hydrazin (112)

Man gibt 1.66 g (1 eq., 10.0 mmol) N-Benzyloxycarbonylhydrazin (111)

NBoc

[166.17] zu einer Lésung aus 3.52 g (0.9 eq., 9.00 mmol) N,N'-Bis(tert-butyl- BocHN—y)—NH—NHZ

oxy-carbonyl)-N"-trifluormethansulfonyl-guanidin (104) [391.36] und 1.41 ml 112
(1 eq., 10.0 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 40 ml CH.Cl, und rihrt bei
RT 30 Min." Es werden 60.0 ml CH.Cl. zugegeben und mit 2M NaHSO,-Lésung, ges. NaHCO;-

Lésung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Man trocknet mit NaSO, und entfernt das Lésungsmittel

im Vakuum. Man erhélt ohne weitere Reinigung 112 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 3.68 g (9.00

mmol) = 90 %.

IR

H-NMR

*C-NMR

(KBr) ¥ /jcm] 3320 (br, m), 3044 (m), 2981 (m), 2934 (w), 1764 (s), 1710
(s), 1648 (s), 1538 (m), 1441 (m), 1392 (w), 1369 (m), 1317 (m), 1251 (m),
1157 (m), 1106 (m), 1057 (m), 880 (w), 808 (w), 770 (w), 753 (W), 697 (w),
664 (w), 611 (m). 582 (w).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.41 (s, 9H), 1.45 (s, 9H), 5.11 (s, 2H),
7.37 (m, 5H), 9.01 (br, 1H), 9.45 (br, 1H), 11.03 (br, 1H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 28.2, 66.14, 79.65, 80.41, 83.94, 117.83,
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13. Arginin-Modifizierung von c(RGDfV) (43)

122.01, 128.25, 128.73, 137.18, 151.24, 152.91, 153.82.

MS (ESI) m/z (%) 409 ([M+H]*, 100), 431 ([M+NaJ*, 9).
HRMS (ESI) ber. fiir C1sH2sN4OsNa 431.1906 ([M+Na]*), gef. 431.1890.
Summenformel: C1oH2sN,O; (408.45).

N-[N",N'"-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-carboxamidino]hydrazin (113)

Man l8st 3.68 g (9.00 mmol) 112 in 50.0 ml abs. DMF und gibt eine NBoc
Spatelspitze Pd/C zu. Die Lésung wird 12 h unter H,-Atmosphére gertihrt BocHN—C—NH—NH,
und dber Celite abfiltriert. Das Lésungsmittel wird {iber Vakuum entfernt und 13

man erhalt einen farblosen Feststoff. Ausbeute: 2.44 g (8.90 mmol) = 99 %.

IR (KBr) ¥ /lcm™] 3314 (br, m), 2981 (m), 2934 (w), 1764 (s), 1710 (s), 1648
(s), 1538 (m), 1441 (m), 1392 (w), 1369 (m), 1317 (m), 1251 (m), 1157 (m),
1106 (m), 1057 (m), 880 (w), 808 (w), 770 (w), 664 (w), 611 (m).

'"H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 5 1.46 (s, 18H), 8.44 (br, 1H), 8.93 (br, 1H),
11.89 (br, 2H).

*C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 27.9, 80.31, 83.94, 152.71, 153.22, 156.82.

MS (ESI) miz (%) 274 ([M+H]", 100).

HRMS (ESI) ber. fur C11HzsN40, 275.1719 ([M+H]"), gef. 275.1737.

Summenformel: C11H2N4O, (274.32).

N-[N",N'"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-N"-[tert-butyloxycarbonyl]diaminomethan
(118)

Man gibt 1.83 g (1 eq., 10.0 mmol) N*-[tert-butyloxycarbonylldiamino-
methan-Hydrochlorid (117) [182.65] zu einer Losung aus 4.13 g (0.9 eq.,

rlxllz
ZHN— C-HN— CH,—NHBoc
9.00 mmol) N,N-Bis(benzyloxycarbonyl)-N"-trifluormethansulfonyl- 118

guanidin (106) [459.39] und 1.41 ml (1 eq., 10.0 mmol) Triethylamin

[101.19, d 0.72] in 40 mi CH,Cl, und riihrt bei RT 30 Min.I'*% Es werden 60.0 ml CH.Cl, zugegeben
und mit 2M NaHSO.-Losung, ges. NaHCOs-Lésung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Man
trocknet mit NaSO, und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Man erhalt ohne weitere Reinigung

118 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 3.20 g (7.00 mmol) = 70 %.

IR (KBr) ¥ /[cm] 3447 (s), 3333 (m), 3261 (m), 3206 (m), 3044 (m), 2981
(m), 1725 (s), 1682 (s), 1608 (s), 1479 (m), 1493 (s), 1332 (w), 1253 (m),
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1157 (m), 1052 (m), 955 (w), 847 (w), 790 (m), 753 (w), 699 (w), 609 (w),

564 (m).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.39 (s, 9H), 4.58 (br, 2H), 5.06 (s, 2H),
5.22 (s, 2H), 7.35 (m, 10H), 8.95 (br, 2H), 11.54 (br, 1H).

“C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 28.45, 47.53, 60.12, 66.95, 68.15, 79.12,

113.54, 117.82, 122.00, 126.36, 127.82, 128.21, 128.40, 128.52, 128.76,
128.92, 135.47, 137.12, 153.02, 156.04, 156.72.

MS (El) miz (%) 456 ([M]™, 4).
HRMS (EI) ber. fiir C23H.sN4,Og 456.2009 ([M]*), gef. 456.2037.
Summenformel: Ca23H2sN4Os (456.49).

N-[N",N""-Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]diaminomethan Hydrochlorid (119)

Man I6st 3.20 g (7.00 mmol) 118 in 50.0 ml 4.4 N HCI/Dioxan und rihrt

1h. Das Losungsmittel wird ber Vakuum entfernt und man erhalt einen HN—IfHN—CHZ—ﬁHe, CC?

farblosen Feststoff. Ausbeute: 2.06 g (6.30 mmol) = 90 %. 119

IR (KBr) ¥ /[cm™] 3410 (br, s), 3044 (m), 1768 (s), 1690 (m), 1595 (s), 1498
(w), 1455 (w), 1404 (m), 1205 (s), 1019 (w), 972 (w), 909 (w), 753 (m), 697
(w), 582 (w).

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 3 4.82 (s, 2H), 5.06 (s, 2H), 5.22 (s, 2H),
7.35 (m, 10H), 8.38 (br, 1H), 8.55 (br, 1H), 9.53 (br, 3H).

*C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 67.65, 70.82, 79.12, 128.21, 128.40,

‘ 128.52, 128.76, 128.92, 135.10, 154.24, 155.21.

MS (ESI) m/z (%) 328 ([M-CH:NH,+H]", 100).

HRMS (ESI) ber. fur Ci7H:sNsO, 328.1297 ([M+H]"), gef. 328.1324.

Summenformel: C17H17 N304 (327.33).

N-[N",N""-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-carboxamidino]-N"-[benzyloxycarbonyl]diaminoethan
(121)

Man gibt 194 g (1 eq, 10.0 mmol) N-Benzyloxy-

NBoc
carbonyldiaminoethan (120) [194.23] zu einer Losung aus 3.52 g BocHN— C— NH— CH,— CH,—NHZ
(0.9 eq., 9.00 mmol) N,N-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-N"- 121

trifluormethansulfonyi-guanidin (104) [391.36] und 1.41 mi (1 eq.,
10 mmol) Triethylamin [101.19, d 0.72] in 40.0 ml CH,Cl, und riihrt bei RT 30 Min.l"® Es werden
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13. Arginin-Modifizierung von c(RGDfV) (43)

60.0 ml CH.Cl. zugegeben und mit 2M NaHSO,-Ldsung, ges. NaHCOs-Lésung und ges. NaCl-

Lésung gewaschen. Man trocknet mit NaSO, und entfernt das Lésungsmittel im Vakuum. Man

erhalt ohne weitere Reinigung 121 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 4.15 g (9.50 mmol) = 95 %.

IR

H-NMR
3C-NMR
MS (EI)
HRMS (EI)

EA

Summenformel:

(KBr) ¥ /[cm™] 3447 (s), 3333 (m), 3261 (m), 3206 (m), 3045 (m), 2981
(m), 1725 (s), 1682 (s), 1608 (s), 1479 (m), 1493 (s), 1332 (w), 1253 (m),
1157 (m), 1052 (m), 955 (w), 847 (w), 790 (m), 750 (w), 698 (w), 609 (w),
564 (m).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1.39 (s, 9H), 1.47 (s, 9H), 3.13 (m, 2H),
3.41 (m, 2H), 5.01 (s, 2H), 7.34 (m, 5H), 8.38 (br, 2H), 11.50 (br, 1H).
(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 27.52, 28.12, 41.56, 65.90, 78.33, 82.82,
127.66, 127.55, 128.21, 137.01, 151.87, 155.51, 156.25, 163.02.

m/z (%) 436 ([M]™, 10).

ber. fir C,1Hz2N4Og 436.2322 ([M]™*), gef. 436.2350.

ber. fir C21Hz2N4Os C57.78 H7.39 N12.84

gef. C5755 H7.35 NA12.78.

C::H32N,Os (436.50).

N-[N",N""-Bis(tert-butyloxycarbonyl)-carboxamidino]diaminoethan (122)

Man I6st 4.15 g (9.50 mmol) 121 in 50.0 ml abs. DMF und gibt eine

NBoc

Spatelspitze Pd/C zu. Die Ldsung wird 12 h unter H,-Atmosphére BocHN—(‘)—NH*CHz—CHz—NHZ

gerthrt und Uber Celite abfiltriert. Das Losungsmittel wird lber 122

Vakuum entfernt und man erhélt einen farblosen Feststoff.
Ausbeute: 2.84 g (9.40 mmol) = 99 %.

IR

H-NMR

*C-NMR

MS (FAB)
HRMS (FAB)

Summenformel:

106

(KBr) ¥ /[lcm] 3447 (s), 3333 (m), 3261 (m), 3206 (m), 2981 (m), 1725
(s), 1682 (s), 1608 (s), 1479 (m), 1493 (s), 1332 (w), 1253 (m), 1157 (m),
1052 (m), 955 (w), 847 (w), 790 (m), 609 (W), 564 (m).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 1.40 (m, 18H), 3.05 (m, 2H), 3.38 (m, 2H),
4.36 (br, 1H), 6.01 (br, 2H), 8.43 (br, 1H), 11.21 (br, 1H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 28.42, 40.08, 41.56, 78.30, 79.63, 83.92,
153.11, 156.91, 162.90, 165.52.

miz (%) 303 ((M+H]", 43).

ber. fr C1sHzzN4O4 303.2032 ([M+H]"), gef. 303.2077.

C13H26N4O54 (302.37).
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13.3. Synthese von c[GD°FV"!'G(S(CH:)nNHC(NH)NH.)] (150 a-d)
mit dem Thio-Harz (124)

Synthese des (Thiohexyl)thiomethylpolystyrol-Harzes (124)

Merrifield-Harz (123) (10.0 g, 1.39 mmol/g Beladung) wird unter Argon in
abs. Toluol suspendiert und mit 20.9 ml (10 eq, 139 mmol) 1,6-Hexandi-

S— (CHp)s—SH
thiol [150.30, d 1.00] und 4.23 ml (2 eq, 27.8 mmol) DBU [152.24, d 1.02] 124
versetzt. Nach Schitteln Uber 12 h wird das Harz auf einer Glasfritte

gesammelt, mit DMF (4 x 15 ml) und EtOH (3 x 15 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. IR-
Spekiren (KBr) zeigen das vollstdndige Verschwinden der Banden bei 872 und 1118 cm™.
Elementaranalyse berechnet fUr volistdndige Monosubstitution: S, 7.70. Gefunden: S, 7.87 (1.22

mmol/g Beladung).

Beladen des Thio-Harzes mit BocGly(SEt)ONB (125 b)

9.04 g (2 eq, 24.4 mmol) N-tert-Butyloxycarbonyl-DL-o-(ethylthio)glycin-4-nitrobenzylester (125 b)
[370.42] wird in abs. CH,Cl; unter Argon geldst, 18.3 mi (1.5 eq, 18.3 mmol) 1M SO.Cl; in CH.Cl,
wird bei 0 °C zugegeben und die Mischung bei 0 °C 1 h gertiihrt. Alle fllichtigen Bestandteile werden
in eine Kiihlfalle destilliert, der Riickstand im HV getrocknet und in abs. THF aufgenommen. 5.32 ml
(2.5 eq., 30.5 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] und 10 g Thio-Harz (124) (1.0 eq, 12.2 mmol) werden
zugegeben und die resultierende Suspension 12 h geschiittelt. Das Harz 126 b wird auf einer
Glasfritte gesammelt, mit DMF (3 x 15 ml/g) und MeOH (3 x 15 ml/g) gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Man erhélt das beladene blaflgelbe Harz 126 b mit 0.80 — 1.20 mmol/g Beladung.

N-terminales Entschiitzen

Die Boc-Schutzgruppe wird mit 4.4 M HCI in Dioxan (1 x 1 min, 1 x 40 min, 15 ml/g) abgespalten.
AnschlieRend wascht man das Harz 144 mit Dioxan, CH.Cl; (2x), i-PrOH, CH.Cl, (2x), i-PrOH,
CH,Cl; (3x) und DMF (jew. 15 ml/g). Alle anderen N-terminalen Boc-Gruppen, die in der Synthese

vorkommen werden mit 25 % TFA in CHxCl; (1 x 1 min, 1 x 30 min, 15 ml/g) entfernt.

Aminosdurekupplung am Harz 144

Die Kupplung von 13.0 g (60.0 mmol = 1.20 mmol/g Harz x 5 eq.) BocValOH [217.26], 15.8 g (60.0
mmol) Boc®PheOH [265.30], 24.7 g (60.0 mmol) FmocAsp®®*OH [411.45] und 17.8 g (60.0 mmol)
FmocGlyOH [297.31] erfolgt unter Einsatz von jeweils 18.9 g (58.8 mmol) TBTU [321.08], 8.11 g
(60.0 mmol) HOBt [135.13] und 20.9 mi (120 mmol) DIEA [129.24, 0.74] nach AAV 5.
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Spaltung des 4-Nitrobenzylesters

Das Peptid-4-nitrobenzylester-Harz 146 wird mit 1 M SnCl, x 2 H,O in DMF (15 ml/g) versetzt. Man
schittelt 4.5 h, wobei sich Lésung und Harzpartikel zitronengelb farben. Waschen mit DMF (3x),
EtOH (2x) und DMF (3x) (jew. 15 ml/g) entfernt die Farbung, die bei Luftkontakt wiederkehrt. Die
IR-Spekiren (KBr) zeigen das Verschwinden der Banden bei 1740,1520 und 1345 cm™ und eine

Intensivierung der Bande bei 1717 cm™.

Kondensation zum harzgebundenen Cyclopeptid 148

Der lineare Vorlaufer 146 wird nacheinander C- und N-terminal entschiitzt. Die Reihenfolge des
Abspaltens hat keinen EinfluR auf Reinheit und Ausbeute der spéter abgespaltenen Produkte. Cy-
clisiert wird durch Zugabe von 19.1 g (3 eq., 36.6 mmol) PyBOP [520.39], 4.95 g (3 eq., 36.6 mmol)
HOBt [135.13] und 11.7 ml (5.5 eq, 67.1 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] in DMF (15 ml/g). Nach 12 h
Schiitteln ist der Kaiser-Test negativ und die Cyclisierung demnach komplett. Das Harz 148 wird
mit DMF, CH,Cl; (3x), CH,CI,/EtOH 1:1 (2x), CH.Cl; (2x) und MeOH (2x) (jew. 15 ml/g) gewaschen

und im Vakuum getrocknet.

Vorschrift fir die aktivierende Abspaltung mit SO,Cl,

Fur die vier geplanten Umsetzungen wird jeweils ein Viertel des Harzes 148 unter Argon in einem
Schlenk-Rohr in abs. CH,Cl, suspendiert, auf 0° C gekuhlt und mit 6.00 ml (2eq., 6.00 mmol) 1 M
SO,Cl, in CH.Cl, versetzt. Die Mischung wird 1 h bei 0 °C gerlihrt und dann alle fllichtigen

Bestandteile in eine Kihlfalle destilliert.

Vorschrift fiir die Addition von Nucleophilen an das a-Chlorglycyl-Peptid

Der aus der aktivierenden Abspaltung resultierende Riickstand wird in abs. THF, CH,Cl, oder DMF
suspendiert und durch eine Umkehrfritte unter Argon filtriert. Die a-Chlorglycyl-Peptid enthaltende
Losung wird mit 2.09 ml (4 eq., 12.0 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] versetzt, 5 min bei
Raumtemperatur geriihrt und dann 1.2 eq. des gewiinschten Nucleophils zugegeben. Man 1t 12 h
Riihren und entfernt das LM im Vakuum. Man erh&lt das rohe modifizierte Peptid, das durch

préparative HPLC gereinigt wird.
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N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-c-(ethylthio)glycin-4-nitrobenzylester (125 b)

4.99 g (20.0 mmol) N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-

a-(ethylthio)glycin [235.29] (aus 68 nach AAV 3 0 s~

hergestellt) wird in CHyCl, (2 ml/mmol) gel&st %O /H\HN /é\’(O\ ( > NO,
und mit 3.07 g (1 eq., 20.0 mmol) 4- o

Nitrobenzylalkohol [153.14], 6.42 g (1 eq., 20.0 125 b

mrhol) TBTU [321.08] und 3.43 ml (1 eq., 20.0

mmol) DIEA [129.24, d 0.74] versetzt. Nach 2 h Riihren bei Raumtemperatur werden weitere 3.21 g
(0.5 eq., 10.0 mmol) TBTU zugegeben und noch 12 h gertihrt. Die organische Phase wird
sukzessive mit 10-proz. walriger Citronenséure-L&sung, mit geséttigter wariger NaHCOs-Lésung,
mit Wasser und mit gesattigter wélriger Kochsalz-Lésung gewaschen, {iber MgSO, getrocknet und
das Lésemittel im Vakuum entfernt. Man erhéalt den rohen Ester, der durch Flash-Chromatagraphie
an Kieselgel mit Petrolether/EtOAc 3:1 als Eluens gereinigt wird. Man erhalt 125 b als blaBgelben
Feststoff. Ausbeute: 5.63 g (15.2 mmol) = 76%.

"H-NMR (300 MHz, CDCls, TMS) 6 1.28 (dd, 3H, J = 7.5 Hz), 1.46 (s, 9H), 2.62-2.75
(m, 2H), 5.25-5.40 (m, 4H), 7.55 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.24 (d, 2H, J = 8.7
Hz).

*C NMR (75.5 MHz, CDCl;, TMS) § 14.60, 25.12, 28.25, 55.19, 65.88, 80.93,
123.87, 128.33, 142.30, 147.89, 154.13, 168.92.

MS (ESI) m/z (%) 409 ([M+K]*, 100), 393 ([M+Na]*, 60).

EA ber. ftir C¢H2N20¢S C51.88 H599 N7.56 S8.66.
gef. C5187 H6.09 N750 S8.78.

Summenformel C16H2N206S (370.42).

c[GD°®" °PFVPLG(S(CH.).NHC(NZ)NHZ] (149 a)

Man setzt 25 % des an 10.0 g Thio-Harz (124)
synthetisierten a-Chlorglycyl-Peptids mit 1.39 g (1.2 PPhe___Val h‘z

eq., 3.60 mmol) N-[N'N"-Bis(benzyloxycarbonyl}-  tuoagp Glymmes” TN
Gly

149
[387.45] und 2.09 ml (4 eq., 12.0 mmol) DIEA 2 >

{129.24, d 0.74] um (s.0.) und erhdlt nach HPLC-Reinigung 149 a als farblosen Feststoff.
Gesamtausbeute: 0.69 g (0.75 mmol) = 25 %.

carbox-amidino]-1-amino-2-mercaptoethan (110 a)
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Schmp.:
IR

'H-NMR

3C-NMR

MS (ESI)

Summenformel:

210 -220 °C.

(KBr) v /[cm™] 3405 (br, s), 3340 (s), 3093 (m), 2955 (m), 1725 (s), 1685
(s), 1682 (s), 1517 (s), 1459 (s), 1426 (m), 1445 (m), 1380 (s), 1324 (s),
1255 (s), 1202(s), 1142 (s), 1056 (s), 990 (w), 812 (w), 737 (m), 701 (m),
677 (w), 594 (w).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 0.70-0.80 (m, 6H, Val-CH(CH-);), 1.33
(s, 9H,AspOitBuy), 2.01 (m, 1H, Val-CH(CHs).), 2.67 (m, 2H, Asp-CH,), 3.26
(m, 1H, Phe-CH,), 3.33 (m, 2H, Guanidin-S(CH.),), 3.42 (m, 2H, Guanidin-
S(CH,).), 3.84 (m, 1H, Val-a-H), 3.98 (m, 1H, Gly-a-H), 4.50 (m, 1H, Asp-
o-H), 4.56 (m, 1H, Phe-a-H), 5.11 (s, 2H, Z-CH,), 5.19 (s, 2H, Z-CH,),
5.45/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz, Gly(SR)-a-H), 7.20 (m, 5H, Phe-
aromat. H), 7.36 (m, 10H, Z-aromat. H), 7.70 (d, 1H, J = 10.2 Hz, Phe-
NH), 7.87 (d, 1H, J = 10.2 Hz, Asp-NH), 8.23 (d, 1H, J = 10.2 Hz, Val-NH),
8.57 (m, 1H, Guanidin-NH), 8.60 (m, 1H, Gly-NH), 8.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
Gly(SR)-NH), 11.57 (s, 1H, Guanidin-NH).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 18.05, 21.46, 23.50, 26.22, 26.31, 31.01,
36.34, 43.84, 46.23, 46.26, 52.96, 54.65, 55.74, 56.29, 66.77, 67.99, 68.06,
69.41, 124.47, 128.11, 128.23, 128.35, 128.56, 128.65, 128.73, 128.83,
128.84, 128.89, 128.97, 135.46, 137.17, 152.88, 155.49, 157.62, 163.28,
164.89, 168.54, 169.37, 170.72.

m/z (%) 917 ((M+H]", 100).

CusHssNsO11S (917.04).

c[GD°FVP+G(S(CHz).NHC(NH)NH_] (150 a)

Man erhalt 150 a aus 0.69 g (0.75 mmol) 149 a nach der

AAV 8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 0.38 g (0.64

mmol) = 85 %.

Schmp.:
IR

H-NMR

110

®phe,___Val NH

il
NH-C—NH
Asp Glywns” > 2
Gly

150 a
230 - 240 °C.

(KBr) ¥ /[cm™] 3400 (br, s), 3335 (s), 3090 (w), 2945 (m), 1725 (s), 1685
(s), 1580 (s), 1520 (s), 1460 (s), 1424 (m), 1443 (m), 1381 (s), 1329 (s),
1255 (s), 1211(s), 1147 (s), 1051 (s), 993 (w), 812 (w), 750 (m), 702 (m),
678 (w), 595 (w).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 6 0.69-0.76 (m, 6H), 2.01 (m, 1H), 2.65 (m,
2H), 3.25 (m, 1H), 3.30 (m, 2H), 3.45 (m, 2H), 3.82 (m, 1H), 3.93 (m, 1H),
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*C-NMR

MS (ESI)
HRMS (ESI)

Summenformel:

4.50 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 5.44/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20
(m, 5H), 7.35 (br, 2H), 7.66 (d, 1H, J = 10.0 Hz), 7.70 (s, 1H), 7.81 (d, 1H,
J=10.2 Hz), 8.24 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.56 (m, 1H), 8.62 (m, 1H), 8.77 (d,
1H, J = 9.0 Hz), 11.49 (s, 1H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 19.12, 21.56, 23.23, 26.25, 31.21, 36.35,
46.26, 46.28, 52.26, 54.55, 55.75, 56.32, 66.02, 67.92, 68.01, 124.32,
128.21, 128.59, 128.62, 128.88, 128.96, 135.56, 152.98, 155.25, 157.62,
163.43, 164.55, 166.87.

miz (%) 593 (IM+H]", 100).

ber. fiir C2sHs7NsO-S 593.2506 ([M+H]*), gef. 593.2521.

CzsH3sNsO-S (592.67).

c[GD°® °FVPLG(S(CH,);NHC(NZ)NHZ] (149 b)

Man setzt 25 % des an 10.0 g Thio-Harz (124)

synthetisierten o-Chlorglycyl-Peptids mit 1.45 g ”Z
S tBuOAgp Glyw ™ " NH-C—NHZ

(1.2 eq., 3.60 mmol) N-[N',N"-Bis(benzyloxycarb- Siy

onyl)-carboxamidino]-1-amino-3-mercaptopropan 149b

(110 b) [401:48] und 2.09 ml (4 eq., 12.0 mmol)
DIEA [129.24, d 0.74] um (s.0.) und erhalt nach HPLC-Reinigung 149 b als farblosen Feststoff.
Gesamtausbeute: 0.64 g (0.69 mmol) = 23 %.

Schmp.:
H-NMR

*C-NMR

MS (ESI)

Summenformel:

210 - 220 °C.

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.70-0.80 (m, 6H), 1.33 (s, 9H), 1.61 (m,
2H), 2.01 (m, 1H), 2.67 (m, 2H), 3.26 (m, 1H), 3.60 (m, 4H), 3.84 (m, 1H),
3.98 (m, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.56 (m, 1H), 5.11 (s, 2H), 5.19 (s, 2H),
5.45/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.36 (m, 10H), 7.70
(d, 1H, J = 10.2 Hz), 7.87 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.23 (d, 1H, J = 10.2 Hz),
8.57 (m, 1H), 8.60 (m, 1H), 8.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 11.57 (s, 1H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 18.06, 21.56, 23.53, 26.26, 26.41, 31.21,
33.52, 36.84, 43.79, 46.35, 46.56, 52.43, 54.51, 55.64, 56.24, 66.68, 67.39,
68.06, 69.31, 124.56, 128.26, 128.30, 128.31, 128.56, 128.64, 128.70,
128.75, 128.81, 128.85, 128.96, 135.44, 137.20, 152.73, 155.41, 157.57,
163.34, 164.76, 168.15, 169.24, 170.38.

miz (%) 932 ((M+H]", 100).

CasHssNsO11S (931.07).
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c[GDPFVP-G(S(CH,)sNHC(NH)NH;] (150 b)

Man erhélt 150 b aus 0.64 g (0.69 mmol) 149 b nach Dphe  Val

NH

der AAV 8 als farblosen Feststoff. Ausbeute: 0.37 g Asp@@y S /\/\NH—lcl, "
e ~=NMp

(0.61 mmol) = 88 %.

Schmp.:
'H-NMR

BC-NMR

MS (ESI)
HRMS (ESI)

Summenformel:

Gly

150 b
230 - 240 °C.
(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.69-0.76 (m, 6H), 1.61 (m, 2H), 2.01 (m,
1H), 2.65 (M, 2H), 3.25 (m, 1H), 3.60 (m, 4H), 3.82 (m, 1H), 3.93 (m, 1H),
4.50 (m, 1H), 4.60 (M, 1H), 5.44/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20
(m, 5H), 7.35 (br, 2H), 7.66 (d, 1H, J = 10.0 Hz), 7.70 (s, 1H), 7.81 (d, 1H,
J=10.2 Hz), 8.24 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.56 (m, 1H), 8.62 (m, 1H), 8.77 (d,
1H, J = 9.0 Hz), 11.49 (s, 1H).
(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 19.68, 22.16, 23.30, 26.28, 31.17, 34.15,
36.39, 46.16, 46.21, 52.22, 54.85, 55.61, 56.19, 66.15, 67.83, 68.11,
124.33, 128.21, 128.60, 128.63, 128.85, 128.90, 135.54, 152.88, 155.16,
157.61, 163.22, 164.61, 166.77.
miz (%) 607 ((M+H]", 100).
ber. fiir CzsHsoNsO;S 607.2662 ([M+H]"), gef. 607.2681.
CasHssNsO-S (606.69).

c[GDO® °FVPG(S(CH,).NHC(NZ)NHZ] (149 c)

Man setzt 25 % des an 10.0 g Thio-Harz

(124) synthetisierten o-Chlorglycyl-Peptids
m|t 150 g (12 eq., 360 mmol) N'[N',N"- tBuOASp

Bis(benzyloxycarbonyl)-carboxamidino]-1-

Pphe _ Val - NZ
Glym S

Gly

149 ¢

amino-4-mercaptobutan (110 ¢) [415.50] und
2.09 ml (4 eq., 12.0 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] um (s.0.) und erhélt nach HPLC-Reinigung 149 ¢
als farblosen Feststoff. Gesamtausbeute: 0.68 g (0.72 mmol) = 24 %.

Schmp.:
'"H-NMR

112

210 - 220 °C.

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 0.70-0.80 (m, 6H), 1.33 (s, 9H), 1.53
(m, 4H), 2.01 (m, 1H), 2.67 (m, 2H), 3.26 (m, 1H), 3.32 (m, 4H), 3.84 (m,
1H), 3.98 (m, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.56 (m, 1H), 5.11 (s, 2H), 5.19 (s, 2H),
5.45/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.36 (m, 10H), 7.70
(d, 1H, J = 10.2 Hz), 7.87 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.23 (d, 1H, J = 10.2 Hz),
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8.57 (m, 1H), 8.60 (m, 1H), 8.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 11.57 (s, 1H).

3C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 18.01, 21.31, 23.45, 26.21, 26.39, 28.25,
31.11, 33.59, 36.28, 43.82, 46.19, 46.23, 52.89, 54.57, 55.66, 56.21, 66.80,
67.89, 68.05, 69.31, 12442, 128.07, 128.24, 128.35, 128.54, 128.62,
128.73, 128.81, 128.84, 128.87, 130.02, 135.39, 137.21, 152.92, 155.42,
157.67, 163.21, 164.85, 168.49, 169.28, 170.19.

MS (ESI) m/z (%) 945 ([M+H]", 100).

Summenformel: Ca7HeoNsO11S (945.10).

c[GD°FV°*+G(S(CH.)sNHC(NH)NH_] (150 c)

Man erhéit 150 ¢ aus 0.68 g (0.72 mmol) 149 ¢ Ppphe  Val th
nach der AAV 8 als farblosen Feststoff. Asp© Glyms/\/\/NH_C_NHZ
Ausbeute: 0.42 g (0.67 mmol) = 93 %. Gly
150 ¢
Schmp.: 230 - 240 °C.
H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 0.69-0.76 (m, 6H), 1.53 (m, 4H), 2.01 (m,

1H), 2.65 (m, 2H), 3.25 (m, 1H), 3.32 (m, 4H),3.82 (m, 1H), 3.93 (m, 1H),
4.50 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 5.44/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20
(m, 5H), 7.35 (br, 2H), 7.66 (d, 1H, J = 10.0 Hz), 7.70 (s, 1H), 7.81 (d, 1H,
J=10.2 Hz), 8.24 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.56 (m, 1H), 8.62 (m, 1H), 8.77 (d,
1H, J = 9.0 Hz), 11.49 (s, 1H).
13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 19.22, 21.31, 23.16, 26.27, 28.17, 31.14,
33.85, 36.32, 46.26, 46.24, 52.55, 54.34, 55.50, 56.38, 66.12, 67.88, 68.22,
124.25, 128.22, 128.54, 128.61, 128.88, 128.95, 135.50, 152.93, 155.29,
157.61, 163.44, 164.55, 166.84.

MS (ESI) m/z (%) 621 ([M+H]", 100).
HRMS (ESI) ber. fiir C27H41NsO;S 621.2819 ([M+H]"), gef. 621.2840.
Summenformel: C27H40NsO;S (620.72).

c[GDC® PFVPLG(S(CH,)sNHC(NZ)NHZ] (149 d)

Man setzt 25 % des an 10.0 g Thio-Harz
PPhe __Val
NZ

(124) synthetisierten o~Chlorglycyl- @ N
tBuO GlyawS” > NNH-C—NHZ
Peptids mit 1.55 g (1.2 eq., 3.60 mmol) P 5 y

N-[N',N"-Bis(benzyloxycarbonyl)-carbox- 149 d
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amidino]-1-amino-5-mercaptopentan (110 d) [429.53] und 2.09 ml (4 eq., 12.0 mmol) DIEA [129.24,
d 0.74] um (s.0.) und erhélt nach HPLC-Reinigung 149 d als farblosen Feststoff. Gesamtausbeute:
0.63 g (0.66 mmol) = 22 %.

Schmp.: 210 - 220 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 3 0.70-0.80 (m, 6H), 1.33 (s, 9H), 1.49 (q,
2H, J=6.5 Hz), 1.60 (q, 2H, J = 6.1 Hz), 1.88 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 2.01 (m,
1H), 2.67 (m, 2H), 3.26 (m, 1H), 3.39 (q, 2H, J = 6.7 Hz), 3.44 (t, 2H, J =
5.4 Hz), 3.84 (m, 1H), 3.98 (m, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.56 (m, 1H), 5.11 (s,
2H), 5.19 (s, 2H), 5.45/5.22 (2d, 1H, J = 12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20 (m, 5H),
7.36 (m, 10H, Z-aromat. H), 7.70 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 7.87 (d, 1H, J=10.2
Hz), 8.23 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.57 (m, 1H), 8.60 (m, 1H), 8.77 (d, 1H, J =
9.0 Hz), 11.57 (s, 1H).

BC-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 18.02, 21.36, 23.46, 24.61, 25.11, 26.12,
26.21, 28.65, 31.11, 36.35, 43.82, 46.21, 46.21, 52.86, 54.45, 55.79, 56.19,
66.72, 67.94, 68.02, 69.51, 124.54, 128.16, 128.23, 128.34, 128.58,
128.64, 128.78, 128.80, 128.89, 128.90, 128.95, 135.41, 137.27, 152.88,
155.44, 157.60, 163.27, 164.88, 168.54, 169.36, 170.42.

MS (ESI) m/z (%) 959 ([M+H]*, 100).

Summenformel: CusHs2NsO11S (959.12).

c[GDPFVPLG(S(CH,)sNHC(NH)NH;] (150 d)

Man erhélt 150 d aus 0.63 g (0.66 mmol) 149 Dope_ Val

d nach der AAV 8 als farblosen Feststoff. @ HH
Asp Glywne§” " TNNH G NH,
Ausbeute: 0.36 g (0.56 mmol) = 86 %. Gly
150d
Schmp.: 230 - 240 °C.
'"H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 0.69-0.76 (m, 6H), 1.49 (g, 2H, J = 6.5

Hz), 1.60 (g, 2H, J = 6.1 Hz), 1.88 (t, 2H, J = 7.1 Hz),2.01 (m, 1H), 2.65 (m,
2H), 3.25 (m, 1H), 3.39 (q, 2H, J = 6.7 Hz), 3.44 (t, 2H, J = 5.4 Hz), 3.82
(m, 1H), 3.93 (m, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 5.44/5.22 (2d, 1H, J =
12.0 Hz/10.5 Hz), 7.20 (m, 5H), 7.35 (br, 2H), 7.66 (d, 1H, J = 10.0 Hz),
7.70 (s, 1H), 7.81 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.24 (d, 1H, J = 10.2 Hz), 8.56 (m,
1H), 8.62 (m, 1H), 8.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 11.49 (s, 1H).

“C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 19.64, 21.86, 23.24, 24.46, 25.17, 26.22,
28.23, 31.24, 36.42, 46.23, 46.20, 52.30, 54.56, 55.71, 56.26, 66.05, 67.92,
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68.05, 124.31, 128.25, 128.46, 128.63, 128.84, 128.91, 135.55, 153.04,
155.21, 157.55, 163.40, 164.57, 166.63.

MS (ESI) m/z (%) 635 ([M+H]*, 100).
HRMS (ESI) ber. fur C,sH.3Ns0;S:635.2975 ([M+H]"), gef. 635.2983.
Summenformel: C26H42NeO-S (634.75).
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14. Synthese der Dipeptide mit dem Wang-Harz (162)

Beladen des Wang-Harzes (162)

2.35 g (2 eq., 10.0 mmol) BocGly(SEt)OH [235.29] (aus 68

3 Ny
nach AAV 3 hergestellt) und 1.35 g (2 eq., 10.0 mmol) HOBt ‘i 0_@_/
[135.1] werden mit 25.0 ml CH.Cl; gelést und zu 5.00 g Wang-

162

Harz (162) (1 mmol/g) gegeben. Man gibt zu dieser Lésung

1.26 g (2 eq., 10.0 mmol) DIC [126.20] und 0.04 g (0.1 eq., 0.50 mmol) DMAP [87.16]. Nach 3 h
Schiitteln bei RT wird 0.94 ml (2 eq., 10.0 mmol) Essigséureanhydrid [102.09, d 1.09] und 0.81 ml
(2 eq., 10.0 mmol) Pyridin {79.10, d 0.98] hinzugegeben und 30 Min. geschuttelt. Das Harz wird mit
Dichlormethan, DMF und Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Substitution des

Harzes wird gravimetrisch bestimmt und liegt bei 0.50 — 0.60 mmol/g.

Umsetzung mit SO,Cl, und Nucleophilen

Ein Funftel des hergestellten o-(Ethylthio)glycyl-Peptid-Harzes werden unter Stickstoff in
trockenem CH,CI; (10 ml /g Harz) suspendiert und mit 3.00 mi (5 eq., 3.00 mmol) einer 1M SO,Cl,.
Losung in CH.CI, versetzt. Nach 60 Min Schitteln wird das Harz mit CH,Cl, (6x) gewaschen. Man
gibt 5 eq. des in wenig CH,Cl, geldsten Nucleophils und 1.05 ml (10 eq., 6.00 mmol) DIEA [129.24,
0.74] hinzu und schiittelt 12 h. Das Harz wird mit CH.Cl, (5x) gewaschen.

N-terminales Entschiitzen

Die Boc-Gly(SEt)-Schutzgruppe wird in 2 h mit 4.4 M HCI in Dioxan (1 x 5 min, 1 x 25 min, 15 ml/g)

abgespalten. AnschlieRend wascht man mit Dioxan (5x) und CHCl; (5x).

Aminosdurekupplung

Die Kupplung der Aminoséduren erfolgt nach AAV 5, wobei statt DMF CH.Cl, verwendet wird. Man
setzt hierzu 0.65 g (5 eq., 3.00 mmol) BocValOH [217.26], 0.94 (4.9 eq., 2.94 mmol) TBTU [321.08],
0.41 g (5 eq., 3.00 mmol) HOBt [135.13] und 1.75 ml (10 eq., 6.00 mmol) DIEA [129.24, d 0.74] ein.

Abspaltung vom Wang-Harz (162)

Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach der Abspaltung der letzten Schutzgruppe. Es
wird mit CH.Cl; (5x) gewaschen und danach mit 50 -proz. TFA/CH.Cl, 30 Min. geschttelt. Abfriiten
und Waschen mit CH,Cl, (3x) liefert ein Filtrat. Dieses wird am Rotationsverdampfer eingeengt und
das Peptid durch Zugabe von kaltem Ether ausgeféllt. Der entstandene weilte Niederschlag wird

abzentrifugiert und mittels HPLC gereinigt.
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14. Synthese der Dipeptide mit dem Wang-Harz (162)

L-Valyl-D,L-o-(mercaptoisopropyl)glycin (174 a)

Die Synthese geschieht nach obiger Vorschrift mit 0.28 mi (5 eq., Y

3.00 mmol) Isopropylthiol [76.16, d 0.82]. Man erhélt 174 a als

S
|
HN—CH—CONH-CH-COOH

farbloses Ol. Ausbeute: 80.5 mg (0.32 mmol) = 54 %.

IR

H-NMR

*C-NMR

MS (FAB)

Summenformel

174 a

(KBr) ¥ /[cm] 3275 (s), 2980 (s), 1679 (s), 1530 (s), 1467 (m), 1425 (m),
1366 (m), 1303 (s), 1202 (s), 1146 (s), 1051 (s), 1029 (s), 845 (m), 799
(m), 766 (w), 723 (m), 598 (w), 514 ().

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.89 (m, 6H), 1.19 (m, 6H), 1.95 (m, 1H),
2.76 (m, 1H), 3.82 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 5.53 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 6.9 (m, 1H),
7.5 (m, 1H), 8.10 (br, 2H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 18.56, 20.12, 21.45, 24.34, 31.82, 32.21,
56.74, 56.95, 157.52, 172.65.

miz (%) 249 ([M+H]*, 100).

Ci1oHz0N03S (248.34).

L-Valyl-D,L-a-(mercaptobenzyl)glycin (174 b)

Die Synthese geschieht nach obiger Vorschrift mit 0.35 ml (5 eq.,
3.00 mmol) Benzylmercaptan [124.21, d 1.05]. Man erhalt 174 b
als farbloses Ol. Ausbeute: 55.1 mg (0.19 mmol) = 31 %. S

IR

H-NMR

*C-NMR

MS (FAB)

Summenformel
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|
Ho;N—CH—CONH-CH-COOH

174 b

(KBr) v /[cm™'] 3421 (s), 2967 (m), 1680 (s), 1613 (m), 1516 (m), 1454 (w),
1375 (w), 1205 (s), 1135 (s), 1026 (m), 801 (w), 766 (w), 700 (m), 598 (w),
518 (w).

(300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) § 0.89 (m, 6H), 1.95 (m, 1H), 2.90 (m, 2H),
3.75 (m, 1H), 5.49 (m, 1H), 6.62 (br, 1H), 6.96 (br, 1H), 7.35 (m, 5H), 8.10
(br, 2H).

(75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) & 21.45, 24.34, 34.82, 36.21, 56.74, 56.95,
128.45, 128.98, 130.52, 131.74, 157.52, 172.65.

m/z (%) 297 ((M+H]", 100).

C14H20N205S (296.38).



IV. Experimenteller Teil

L-Valyl-D,L-a-(ethyl-2-mercaptoacetat)glycin (174 c)

Die Synthese geschieht nach obiger Vorschrift mit 0.33 ml (5 eq., o /
3.00 mmol) Ethyl-2-mercaptoacetat [120.17, d 1.10]. Man erhait 174 Oi/
¢ als farbloses Ol. Ausbeute: 84.2 mg (0.29 mmol) = 48 %.

S
I
HoN—CH—CONH-CH-COOH

174c

IR (KBr) v /[em™] 3250 (s), 2975 (s), 1681 (s), 1531 (s), 1468 (m), 1422 (m),
1369 (m), 1303 (s), 1202 (s), 1136 (s), 1050 (s), 1026 (s), 828 (m), 799
(m), 765 (w), 721 (m), 598 (w), 518 (w).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 3 0.89 (m, 6H), 1.20 (m, 3H), 1.95 (m, 1H),
3.40 (m, 2H), 3.76 (m, 1H), 4.09 (q, 2H, J = 10.8 Hz), 5.49 (m, 1H), 6.62
(br, 1H), 6.96 (br, 1H), 8.22 (br, 2H).

*C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 14.29, 17.02, 17.91, 18.54, 30.22, 30.99,
32.13, 63.72, 57.33, 61.32, 168.23, 169.30, 169.47.

MS (FAB) miz (%) 293 ([M+H]", 100).

Summenformel C11H2N205S (292.35).

L-Valyl-D,L-a~(S-cystyl)glycin (174 d)

Die Synthese geschieht nach obiger Vorschrift mit 0.51 g (5
H,N—CH-COOCH;
eq., 3.00 mmol) L-Cystein-methylester-Hydrochlorid [171.65].

Man erhalt 174 d als farbloses Ol. Ausbeute: 99.6 mg (0.32 Y ?
mmol) = 54 %. HoN—CH—CONH-CH-COOH
174d
IR (KBr) v /[cm™] 3250 (s), 2975 (s), 1678 (s), 1522 (s), 1436 (m), 1203 (s),
1136 (s), 1026 (s), 1002 (w), 836 (m), 799 (m), 761 (w), 721 (m), 598 (w),
518 (w).
H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) & 0.89 (m, 6H), 1.19 (m, 2H), 1.95 (m, 1H),

3.60 (s, 3H), 3.76 (m, 1H), 4.57 (m, 1H), 5.49 (br, 1H), 6.25 (br, 1H), 6.90
| (br, 2H), 7.22 (br, 1H), 8.15 (br, 2H).
3C.NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 19.23, 20.45, 22.23, 28.15, 53.28, 55.23,

1169.23, 170.01, 173.32.
MS (FAB) miz (%) 308 (M+H]", 17).

Summenformel C11H21N3:05S (307.36).
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14. Synthese der Dipeptide mit dem Wang-Harz (162)

L-Valyl-D,L-a~(p-nitrobenzylhydroxy)glycin (175)

Die Synthese geschieht nach obiger Vorschrift mit 0.46 g (5

NO
eq., 3.00 mmol) 4-Nitrobenzylalkohol [153.14]. Man erhalt 175 z
als farbloses Ol. Ausbeute: 117 mg (0.36 mmol) = 60 %. 0

|
HoN—CH—CONH-CH-COOH

175

IR ’ (KBr) ¥ /[cm™] 3432 (s), 2969 (m), 1681 (s), 1613 (m), 1522 (m), 14 (w),
1348 (w), 1205 (s), 1135 (s), 801 (w), 722 (w), 466 (w).
H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 0.89 (m, 6H), 1.95 (m, 1H), 3.76 (m, 1H),

4.83 (br, 2H), 5.36 (m, 1H), 7.10 (br, 1H), 7.56 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 8.16 (d,
2H, J = 12.3 Hz), 8.49 (br, 1H).

3C-NMR (75.48 MHz, DMSO-ds, TMS) § 22.24, 23.84, 35.12, 52.11, 54.34, 55.35,
123.87, 128.33, 142.30, 147.89, 158.51, 168.25.

MS (FAB) m/z (%) 325 ([M+H]", 100).

Summenformel C14H19N3Os (325.32).
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V. Abkiirzungsverzeichnis

V. Abkiirzungsverzeichnis

AcOH Essigsdure

AS Aminoséureabspaltung

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BOP (1H-Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium-hexafluorophosphat
Bzl Benzyl

Clit 2-Chlortrityl

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DBU 1,8-Diazabicyclof5.4.0Jundec-7-en

DCE Dichlorethan

DCM Dichlormethan

DCU Dicyclohexylurea (Dicyclohexylharnstoff)
DiC Diisopropylcarbodiimid

DIEA Diisopropylethylamin

DMAP 4-(N, N-Dimethylamino)pyridin

DMF N, N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNP 2,4-Dinitrophenyl

DVB Divinylbenzol

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

Fm Fluorenylmethyl

Fmoc Flourenylmethoxycarbonyl

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HTS High Throughput Screening

MALDI Martix Assisted LASER Desorption lonisation
MAS Magic Angle Spinning

NB 4-Nitrobenzy!

NMP N-Methylpyrrolidon

Pbf 2, 2, 4, 6, 7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulphonyl
PEG Polyethylenglykol

PEGA Polyethylen Grafted Acrylamid

Pmc 2, 2,5, 7, 8-Pentamethylchroman-6-sulphonyl
PS Polystyrol -

PyBOP (1H-Benzotriazol-1-yloxy)tris-pyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat
Schmp Schmelzpunkt
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V. Abkirzungsverzeichnis

SET Single Electron Transfer
SG Schutzgruppen
‘ SMART Single or Multiple Adressable Radiofrequency Tag

SP Solid Phase ‘

SPPS Solid Phase Peptid Synthesis

SPOC Solid Phase Organic Chemistry

TBTU N-[(1H-Benzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylen]-N-methylmethanaminium-tetra-
fluoroborat-N-oxid

TCP Tritylchlorid

TFA Trfifluoressigséure

TFE Trifluorethanol

TFMSA Trifluormethansulfonsdure

TIPS Triisopropylsilan

Tos Toluolsulfonyl

Trt Tritylchlorid

y4 Benzyloxycarbonyl

Aminoséduren

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginséure P Pro Prolin

E Glu Glutamins&ure Q Gin Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycinderivat S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin \Y Val Valin

K Lys Lysin w Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
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