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1 Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Dastravelling salesman problefTSP) besteht darin, dal3 ein Handlungsreisender
eine Rundreise durch eine vorgegebene Anzahl von Stadten unternehmen und dabei
einen moglichst kurzen Weg zurlcklegen soll. Dieses Beispiel repréasentiert eine
Klasse von mathematischen Problemen, bei denen es gilt, unter Kombinationen von
endlich vielen Mdglichkeiten die gunstigste zu finden (kombinatorische Optimierung).
Die Lésung des TSP durch Enumeration, das Ausprobieren aller Moglichkeiten, wirde
jedoch bereits fur 25 Stadte die grof3ten Supercomputer hoffnungslos Uberfordern.
Dennoch gelang es Applegate al. 1998 nachweislich die kirzeste Rundreise durch
13509 Stadte der USA zu ermittéthDer Erfolg dieser herausragenden Arbeit basiert
auf geschickter Computerprogrammierung und leistungsfahigen Rechenanlagen.
Entscheidend fiir das Gelingen war jedoch die drastische Reduktion der Anzahl der zu
untersuchenden Falle durch grindliche mathematische Analyse.

Die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit potentiellem therapeutischem Nutzen
entspricht in wesentlichen Aspekten einem kombinatorischen Optimierungsproblem.
Vorausgesetzt eine bestimmte MolekllgrofRe soll nicht Gberschritten werden, gilt es
auch hier, unter endlich — aber astronomisch vielen organischen Molekilen die
Substanz zu finden, welche einem gegebenen pharmakologischen Anspruch am besten
genugt. Aber bereits die zuverlassige Bestimmung der Wirkumgy Verbindung auf
physiologische oder pathophysiologische Prozesse ist eine Aufgabe von enormer
Komplexitat. Seit etwa zwei Jahrzehnten wird mit der als rationales Wirkstoffdesign
bekannten Methode versucht, die essentiellen Parameter zu erfassen, welche fur die
Beziehung zwischen Struktur und Wirkung verantwortlich sind. In den meisten Fallen
liegt dem beobachteten biologischen Effekt die spezifische Anlagerung des Wirkstoffs
an ein bestimmtes Protein zu Grunde. Insbesondere bei Kenntnis der Proteinstruktur
kann dann mit Hilfe geeigneter Computerprogramme abgeschatzt werden, wie stark die
untersuchte Verbindung an das Protein bindet. Die so erhaltenen Ergebnisse kdnnen
jedoch ausschlie3lich im Experiment zuverlassig validiert werden. Zudem liefert diese
Verfahrensweise die besten Ergebnisse, wenn bereits ein Satz von Leistrukturen

vorliegt, deren Affinitat zum Zielprotein biologisch nachgewiesen wurde.
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Die biologische Evaluation blieb lange Zeit der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Wirkstofforschung. Aufgrund des rasanten Fortschritts auf dem Gebiet
der Molekularbiologie und Automatisierungstechnik konnen inzwischen jedoch
Tausende von Substanzen in kurzer Zeit getestet werden. Die rasche Bereitstellung der
dazu erforderlichen Zahl von verschiedenen Verbindungen war mit den klassischen
Methoden der organischen Synthese kaum maoglich. Ein vielversprechender Ansatz zur
Uberwindung dieses ,Versorgungsengpasses* ist die kombinatorische Synthese. In den
letzten Jahren konnte anhand zahlreicher Beispiele demonstriert werden, dal3 es mit
dieser Strategie in Uberschaubaren ZeitrGumen gelingt, eine Vielzahl verschiedener
Substanzen zu generieren. Da jedoch viele Synthesemethoden den Anspriichen der
kombinatorischen Synthese nicht genligen, konnte dieser Ansatz bisher nur auf eine
begrenzte Anzahl von Verbindungsklassen Ubertragen werden. Daher ist es ein
wichtiges Ziel der organischen Chemie, neue effiziente Synthesemethoden zu
entwickeln, die den Anforderungen der kombinatorischen Synthese mdglichst diverser
Verbindungen gerecht werden.

Im Hinblick auf die nahezu unendlich groRe Zahl mdglicher organischer Verbin-
dungen ist die kombinatorische Synthese sowie die biologische Evaluation aller
Substanzen grundsatzlich unmdglich. In Analogie zu kombinatorischen Optimierungs-
problemen der Mathematik gilt es auch hier, mit chemischem Sachverstand — gegebe-
nenfalls auch mit Methoden des rationalen Wirkstoffdesigns — die Anzahl der zu unter-
suchenden Substanzen auf ein bearbeitbares Mal3 einzugrenzen. Dartber hinaus ist es
erstrebenswert, die kombinatorische Synthese und die biologische Evaluation aufein-
ander abzustimmen, um das Potential beider Methoden voll auszuschdpfen und somit

maximale Effizienz bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe zu erzielen.

Ziel dieser Arbeit ist die kombinatorische Festphasensynthese von RGD-Mimetika
zur selektiven Inhibierung des/[33-Integrinrezeptors, der in zahlreiche pathophysio-
logische Prozesse involviert ist. Ausgehend von der Leitstruktur Arg-Gly-Asp (RGD)
soll ein Festphasensynthesekonzept fir modular aufgebaute RGD-Mimetika ausge-
arbeitet werden (siehe Abbildung 1.1). Um den hohen Anforderungen einer kombina-
torischen Festphasensynthese gerecht zu werden, mussen die einzelnen Verknupfungs-

reaktionen am festen Trager optimiert und anhand der Synthese von Einzel-
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verbindungen nochmals tberprift werden. Gelange es auf diese Weise RGD-Mimetika
mit Affinitat zum avp3-Rezeptor zu finden, bestiinde die Mdglichkeit mit Hilfe dieser
Verbindungen eineon-beadRezeptortest zu etablieren. Zudem soll eine Strategie zur
Ermittlung der Struktur einer harzgebundenen Verbindung ausgearbeitet werden.
Damit wéren alle Voraussetzungen gegeben, um mit Hilfe dieser Vorgehensweise neue

Leitstrukturen zu finden.

— ﬁ ® Retrokombinatorische Analyse der RGD-Sequenz

~_t

-_O g m @, ® Optimierung der Festphasensynthese
. i , . . .
ﬁj‘o e Biologische Evaluation von Einzelverbindungen

~t

‘ ® Etablierung eines on-bead-Rezeptortests

‘{}-04— QD —> S\'Itc:ﬁ@r ® Entwicklung einer Strategie zur Identifikation

der selektierten Verbindung

® Kombinatorische Festphasensynthese
RO%? _> u Svt(;lrj]kéur ® On-bead screening (biologische Evaluation)
OQ% ® Strukturbestimmung der selektierten Verbindung
Q (chemische Evaluation)

NEUE LEITSTRUKTUR A

Abbildung 1.1: Geplante Vorgehensweise zur kombinatorischen Festphasensynthese
von RGD-Mimetika.

Die vorliegende Arbeit soll das Spektrum der zur kombinatorischen Festphasen-
synthese geeigneten Reaktionen sowie die Methoden zur biologischen und chemischen
Evaluation erweitern und somit einen Beitrag zur Entwicklung einsatzfahiger

Medikamente mit kombinatorischen Prinzipien leisten.



4 2 Biologische Aspekte

2 Biologische Aspekte

In mehrzelligen Organismen spielen Zell-Zell-Kontakte sowie Kontakte zwischen
Zellen und der extrazellularen Matrix fur die physiologische Funktion des Gewebes
und seiner Entwicklung eine essentielle Rolle. So sind Embryogenese, Zelldifferen-
zierung, Hamostase, Wundheilung und Immunantwort nur einige Beispiele, bei denen
adhasive Wechselwirkungen der Zellen von Bedeutungfhd.

Diese Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden durch Zelloberfachen-
proteine, den sogenannten Zelladh&asionsrezeptoren, vermittelt. In den letzten Jahr-
zehnten wurden verschiedene Klassen von Zelladhasionsrezeptoren édit@eekliei
weitem grof3te und vielseitigste Rezeptorfamilie bilden die Intefrfhéder Name
Integrin wurde erstmals von Tamkenal.vorgeschlagen, um darauf hinzuweisen, dal3
diese Zelladhasionsmolekiile aisegrale Membrankomplexe bei der Verbindung von
extrazellularer Matrix mit dem intrazellularen Zytoskelett beteiligt 8in8chon bald
wurde jedoch ersichtlich, daf3 die Integrine nicht nur als Verankerungsproteine der
Zellen dienen, sondern auch als Rezeptoren fir Proteine der extrazellularen Matrix
eine wichtige Rolle spielen. So kdnnen Integrine Signale von der Umgebung in die
Zelle Ubertragen und verschiedene zellulare Verhalten wie Veranderung der Zellform,
Migration oder verankerungsabhangiges Wachstum steuern. Dieser Prozel3 wird auch
als outside-in signalingoezeichneg:8l In den letzten Jahren konnte mehrfach gezeigt
werden, dal} die adhasiven Eigenschaften der Integrine einer zellgesteuerten Dynamik
unterliegen. In einem alsside-out signalingoezeichneten Prozel3 kdnnen Faktoren
innerhalb der Zelle die Integrine von einem inerten (nicht adh&siven) in einen aktiven
(adhésiven) Zustand umschalt®n.Obwohl inzwischen bei einigen Signaltrans-
duktionskaskaden eine Integrinbeteiligung zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte,
bleiben viele Details der integrinvermittelten Signallibertragung ungé&kiéirt.

In den folgenden Kapiteln wird auf die Struktur, die Verteilung im Gewebe sowie
auf die physiologischen und pathologischen Funktionen der Integrine naher einge-

gangen.
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2.1 Integrine und ihre natdrlichen Liganden

Integrine sind nichtkovalent verknipfte heterodimere transmembrane Glyko-
proteine, die aus einar- und einerp-Untereinheit bestehen (siehe Abbildung 2.1).
Beide Untereinheiten muissen zuefdtglycosyliert werden, bevor sie im endo-
plasmatischen Retikulump-Heterodimere ausbilden kénn€hDes weiteren ist das
chaperoneBiP (GRP78) in diesen Dimerisierungsprozel3 involiértDie groReren-
Untereinheit besitzt ca. 1100 Aminosauren und ist haufig aus zwei unterschiedlich
langen Aminosaureketten, die uber eine Disulfidbriicke verbunden sind, aufgebaut.
Der extrazellulare Teil dex-Einheit ist durch drei bis vier Bereiche von ca. 12 bis 15
Aminoséauren, die divalente Kationen (GaMg®*) binden, amN-Terminus gekenn-
zeichnet. Sie &hnelt in ihrer Sequenz den EF-Hand-Strukturen der Kalzium-Bindungs-
Motive anderer Proteine wie Calmodultd. Rontgenstruktur-Untersuchungeh der
A Domane dem-Untereinheit deMp2-Integrine weisen ebenfalls auf eine Metall-
bindungsstelle hin, die fir die Ligandbindung wichtig zu sein scheint. Dies wird durch
andere Untersuchungéhl8l bestétigt, die zeigen, daf die Funktion der Integrine von
zweiwertigen Metallionen abh&ngig ist und die Affinitdt zu ihren Liganden teilweise
durch Zugabe von M gesteigert werden kann. Di{gUntereinheit besteht, mit
Ausnahme dep4-Einheitl® (ca. 1750 Aminosauren), aus nicht ganz 800 Aminoséuren
und enthalt vier hoch konservierte cysteinreiche Domanen von je ca. 40 Aminosauren
nahe der transmembranen Region sowie einen gréfdgm am N-Terminus des
extrazellularen Teils. Beide Einheiten besitzen eine kurze membranstandige Region
(20 - 30 Aminosauren) und eine zytoplasmatische Domane (20 - 50 Aminosauren), die
jedoch fur die Heterodimerbildung nicht essentiell $ké021 An der Bindung
extrazellularer Liganden sind beide Untereinheiten beteiligt. Die Kontaktstellen sind in
Domaénen nahe deM-Terminus lokalisierts:s.22,23]

Der C-Terminus de3-Untereinheitl2.22] verbindet Uber intrazellulare Proteine wie
Talinl24], Vinculin(25.26] und a-Actininl27] den Rezeptor mit dem Aktinfilament des
Zytoskeletts. Damit ermoéglichen die Integrine den Zellen sowohl eine feste Bindung
zur extrazellularen Matrix und anderen Zellen als auch die Informationsibertragung in
das Zellinnere (Abbildung 2.1).
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Ligandbindungs-
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cysteinreiches
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Integrine und der Wechselwirkung mit
Proteinen des Cytoskeletts. Uber die intrazellulare C-terminale Domane binden
Integrine an das Actinfilament des Cytoskeletts. Bei der Vernetzung spielen
Zellproteine wie Vinculin, Talin oder-Actinin eine Rolle.

Es gibt eine grol3e Anzahl verschiedenster Integrine, die urspringlich hinsichtlich
ihrer B-Untereinheiten in drei Subfamilien unterteilt wurden. Man dachte, daltijede
Untereinheit nur mit einer bestimmt@Untereinheit ein Heterodimer bildet und die
verschiedenen a-Untereinheiten fur die Ligandspezifitdt verantwortlich sind.
Inzwischen sind aber mindestens acht verschiedgidntereinheiten bekannt.
AulRerdem sind einige deo-Untereinheiten (vor allemov) mit verschiedenen
B-Untereinheiten assoziiert. In Tabelle 2.1 sind die bisher bekannten Untereinheiten

sowie die gefundenen Kombinationen dargedéd|#2.28]
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Tabelle 2.1: Die bekannten Kombinationen der und -Untereinheiten und die
jeweiligen natdrlichen Liganddf29.301 Grau hinterlegte Felder kennzeichnen
Integrine, bei deren Bindung an bestimmte Liganden RGD-Abhé&ngigkeit nachgewiesen
wurde(31]

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
al Col, Ln

a2 | Col, Ln, Fn
a3 |Col, Ln5, Fr

o4 Fn, In MAdCAM-1
VCAM-1 VCAM-1
Fn
a5 Fn
a6 Ln Ln, Ep
a7 Ln

a8 Fn, Vn, Tn

a9 | Col,Ln, Tn

aE E-Cadherin
alL ICAM-1
ICAM-2
ICAM-3
aM iC3b, Fb
Faktor X
ICAM-1
ICAM-2
aX iC3b, Fb
allb Fb, Fn, Vn
VWEF, Tsp
av Vn, Vn, Ln, Fn Vn, Fn Fn Vn
Fn, VWF, Tsp Tn Opn, Fb| Fb
Opn Opn Fib, Fbt VWF Tn

Verwendete Abkirzungen der Integrinliganden und Gegenrezeptoren: Col = Kollagen;
Ep = Epiligrin; Ln = Laminin; Isoformen von Laminin sind zusatzlich durch eine
Nummer spezifiziert; Fn = Fibronectin; In = Invasin; Vn = Vitronectin; Tn =
Tenascin; Opn = Osteopontin; ICAM = intercellular adhesion molecule; Isoformen
von ICAM sind zuséatzlich durch eine Nummer spezifiziert; iC3b = inactivate
complement factor 3b; Fb = Fibrinogen; Faktor X = Blutgerinnungsfaktor X; vWF =
von Willebrand Faktor; Tsp = Thrombospondin; Fib = Fibrillin; Fbu = Fibulin;
MAdCAM = mucosal addressin cell adhesion molecule; VCAM = vascular cell
adhesion molecule.
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An den Zell-Matrix-Wechselwirkungen der Integrine sind verschiedene extra-
zellulare Matrixproteine beteiligt. Die Basalmembran, die eine Grenzschicht zwischen
Epithel und dem darunterliegenden Bindegewebe darstellt, besteht zu einem Teil aus
derartigen Proteine@2l Hier befinden sich fir die Zellstruktur bestimmende Glyko-
proteine wie Laminimind Fibronectirsowie extrazellulare Plasmaproteine (Fibrinogen,
Thrombospondinind der von Willebrand Faktor), die eine Rolle bei der Regulation der
Hamostase spieldP?l Vitronectin ist ein multifunktionelles Glykoprotein und tritt
sowohl im Bindegewebe als auch im Plasma auf. Osteopontin, auch bekammels
sialo protein | ist hauptsachlich auf der Knochenoberflache lokalisiert und ist beim
Knochenabbau durch Osteoclasten involttDas Adhésionsverhalten gegenuber
naturlichen Liganden variiert innerhalb der Integrinfamilie sehr stark. So erkennen
einige Integrine selektiv ein oder nur wenige Proteine, wahrend andere Integrine eine
weitaus geringere Ligandenspezifitat aufweisen (siehe Tabelle 2.1).

Die extrazellularen Matrixproteine besitzen verschiedene Motive, die als potentielle

Zellbindungsregionen in Frage kommiéf.Ein Zellerkennungsmotiv, das in einem
Grol3teil der Matrixproteine vorkommt, besteht aus der Aminosauresequenz Arg-Gly-
Asp (RGD) und wird als ,universelle Zellerkennungssequenz bezei&#§ét.35.36]
(siehe grau hinterlegte Felder in Tabelle 2.1). Die Ursache der teilweise, trotz der
gemeinsamen Erkennungssequenz, hohen Selektivitat einzelner Integrine fir
bestimmte Adhasionsproteine ist immer noch ungeklart. Unter anderem wird vermutet,
daR zusatzliche Bindungsregionen oder konformelle Praferenzen der RGD-
Erkennungssequenzen einen Beitrag zur Selektivitat [d#dten.

Diese RGD-Sequenz erwies sich aber als ideale Leitstruktur fur die Entwicklung
niedermolekularer allb3- und avp3-Antagonisten. So besitzen alle dieser
Antagonisten, auch als RGD-Mimetika bezeichnet, eine Carbonséure und ein basisches
Pharmakophor, resultierend aus der Carbonsdure und dem basischen Guanidin der
RGD-Sequenz (siehe Kap. 2.5).
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2.2 Funktion und Gewebeverteilung der Integrine

Im Folgenden werden die einzelnen Integrine zu Kollagen-, Laminin-, Fibronectin-,
Fibrinogen und Zellrezeptor-bindenden Untergruppen zusammengefaldt. Des weiteren
werden die Integrine mitav-Untereinheit gesondert betrachtet. Diese gangige
Einteilung ermdglicht eine tbersichtliche Beschreibung der einzelnen Integrine, da auf
diese Weise Integrine mit &hnlichen Funktionen zusammengefal3t werden kénnen. Die
Einteilung der Integrine hinsichtlich ihrer natiirlichen Liganden ist aber zugleich recht
willkdirlich, da die meisten Integrine an mehrere Liganden binden kdnnen. Zudem
werden die evolutiondren Zusammenhange nach dieser Kategorisierung nicht

zwingend widergespiegelt.

Kollagen-bindende Integrinec11, a21 unda9pl

Die Integrineal1p1 unda2Bl wurden erstmals auf T-Zellen entdeckt und sind auch
als very late antigens(VLA) bekannt, da sie erst nach Antigenstimulierung der T-
Zellen exprimiert werden. Spater wurde der Name VLA fur @léaltigen Integrine
UbernommerB’] a2f31 ist der bedeutendste Kollagenrezeptor der Thrombozyten und
ist dartber hinaus auf Fibroblasten sowie verschiedenen anderen Zellinien und
Geweben exprimief$4.38l a1l wird auf Zellen gefunden, die unmittelbar an die
Basalmembran angrenzen, wie zum Beispiel auf den Endothelzellen der kapillaren
Blutgefalgs®l Zudem wurde dieses Integrin auf glatten Muskelzé#fénidepato-
zyteri4ll, Nervenzelleit2] sowie Melanomazellét$! gefunden. Ahnlich ist das Integrin
a9B1 im Gewebe verteilt. So wurde es auf Zellen gefunden, die der Basalmembran des
Darms, der Atemwege und der Blutgefal3e benachbart sind. Darlber hinaus ist es
ebenfalls auf der Oberfache von glatten Muskelzellen und Hepatozyten expfithiert.

Laminin-bindende Integrinex3(31, a6p1, a6p34 unda7p31

Die Integrine a3p1, a6B1, a6pB4 und a7p1l vermitteln die Zelladhasion an
verschiedene Isoformen des Lamin#®.Sowohl a3B1 als auclu6pBl sind weit
verbreitet und werden in fast allen Geweben exprirffleRie Verbreitung vora 731
ist hingegen auf Myoblasten sowie Myotuben der Skelett- und Herzmuskeln

beschrankiél Darlber hinaus wirda7B81 auch auf einigen Melanomzellinien
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exprimiertl4’] a6fB4 bindet ausschlieBlich an Laminin und wurde bisher nur auf
bestimmten Epithel- und Endothelzellen, unausgereiften Thymozyten sowie
perineuralen Zellen gefundé§:sol

Fibronectin-bindende Integrina531 unda8p1

Die Verbreitung dei831-Integrins ist im Gewebe eines erwachsenen Menschen
auf kontraktile Zellen beschrankt und kann mehrere Liganden bividém. Gegensatz
dazu ist dera5B1-Rezeptor im Gewebe weit verbreitet und bindet selektiv an
Fibronectin. Aufgrund seiner Eigenschaft, Zellmigration und Zellwachstum zu
beeinfussen sowie das Wachstum von Tumoren zu unterdricken, wurdéXas
Integrin in der Vergangenheit intensiv untersughtSo konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dal eine verstarkte Expression @bl in Tumorzellen deren Beweglichkeit

und Tumorigenitat herabsetz3l

Fibrinogen bindende Integrineilb33

Dasallbp3>4-Integrin, auch als GPIIb/llla oder Blutplattchenrezeptor bezeichnet,
wird vor allem auf von Megakaryozyten abstammenden Zellen wie den Blutplattchen
exprimiert. Es konnte allerdings auch auf Melanomzeiechgewiesen werdért.>s]

Das allb33-Integrin bindet mit unterschiedlicher Starke an eine groRe Zahl
extrazellularer Matrixproteine wie Fibrinogen, Fibronectin, Vitronectin, von
Willebrand Faktor und Thrombospondin (vgl. Tabelle 2.1). Dieser Rezeptor spielt eine
wesentliche Rolle bei der primaren und sekundaren Hamostase. Im Falle vaskularer
Defekte ermoglicht er die Anlagerung von Blutplattchen an kollagene Bindegewebs-
fasern der Wundrander. Durch die Aggregation der Blutplattchen Gber Fibrinogen kann
es dann zum VerschlulR3 des verletzten Gewebes kommen. Stérungen der Hamostase

kénnen zu Embolien, Schlaganfall oder Herzinfarkt fllfepe]
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Integrine, die Zell-Zell-Wechselwirkungen vermitteln: Leukozytenintegrink2,
aMB2, undaXp2) sowie die Integrine4f31, a437 undaEB7

Alle bisher erwahnten Integrine sind fur die Verankerung und Migration der Zellen
in der extrazellularen Matrix verantwortlich. Dariber hinaus sind Integrine auch an
Zell-Zell-Kontakten beteiligt. Wie bei der Integrin-vermittelten Adhasion an Matrix-
proteine, kdnnen Integrin-vermittelte Zell-Zell-Kontakte zellulare Antworten wie
Veranderung der Zellform, Migration und Genaktivierung bewirken.Rintegrine,
auch alsleukocyte cell adhesion molecul@s=uCAM) bekannt, und die Integrine
04B1, a4B7 undaER7 sind alle in derartige Zell-Zell-Kontakte involviert. Sie werden
hauptsachlich auf Zellen des Immunsystems gefunden und spielen eine wichtige Rolle

beim Entziindungs- und Immungeschelaép?l

Integrine mitav-Untereinheitavpl, avp3, avps, av6 undavs

Die av-Untereinheit wird von nahezu allen Zelltypen exprimiert und kann mit funf
verschiedenef-Untereinheiten zu den Integrinemw1, avp3, av5, avp6 undavp8
dimerisieren.av8 ist hauptsachlich auf neuronalem Gewé®eyv36 hauptsachlich
auf Epithelzellen lokalisieféll Im Gegensatz dazu wird das/fB1-Integriri62l von
vielen Zelltypen exprimiert. Samtlicleev-Integrine wurden zudem auf verschiedenen
Tumoren gefundeR9l

Um der zentralen Bedeutung des[3-Integrins, auch als Vitronectinrezeptor
bekannt, fur die vorliegende Arbeit gerecht zu werden, wird dieses zusammen mit
avp5 etwas detaillierter beschriebemvp3 und avp5 werden ebenfalls von einer
groRBeren Zahl von Zelltypen exprimiert. Beide Integrine wurden auf Endothelzellen,
glatten Muskelzellen, Epithelzellen, Leukozyten und Karzinomzellen gefu#dien.
Darliber hinaus wirairvp3 von Osteoclasten, in geringen Mengen von Blutplattchen
sowie von allen Zellen mesenchymalen Ursprungs exprifd@ttlm Vergleich zu
anderen Integrinen erkenav33 ungewohnlich viele Liganden, bindet aber bevorzugt
an Osteopontin (siehe Tabelle 2.1). Def33-Rezeptor ist in viele Zell-Adh&sions-
Phanome involviert und spielt u. a. bei der Knochenresor{§tiéfi,bei der Phago-
cytose von Zellen, die in die Apoptose Ubergdh@rpeim akuten Nierenversagé#i,
bei Arthritis[671 Restenodés] und bei der Angiogene$g7ll eine Rolle. Dartber



12 2 Biologische Aspekte

hinaus ist er an verschiedenen Stellen bei Tumormetastaseprozessen(tseté&iirgt
Bedeutung bei der Neovaskularisation in der Netzhaut konnte im Modell der
hypoxischen Maus nachgewiesen werdén.

Obwohl dief35-Untereinheit eine hohe Homologie zu @8rUntereinheit zeidt4.75]
und die Integrineav33 und avp5 hinsichtlich ihrer Funktionen eng verwandt sind,
weisen sie dennoch einige Unterschiede auf. So bangs bevorzugt an Vitronectin
und im Gegensatz zuvp3-abhangigen Zellen bendtigenwf5-abhangige Zellen zum
spreadingund zur Migration zuséatzlich eine Aktivierung durch die Proteinkinase C
(PKC)I78l

Die wichtigsten Phanomene, an denen ag3 undavp5-Rezeptor beteiligt sind,
sollen im Folgenden genauer betrachtet werden.

2.3 Die Integrine av3 und avp5 bei Tumormetastasierung und
Angiogenese

Die Metastasierung von Tumoren, die als Hauptursache des todlichen Verlaufs der
meisten Krebserkrankungen zu betrachten ist, setzt ein invasives Verhalten der Zellen
des Primartumors voraus. Fir das Wandern der Zellen im Organismus missen eine
Reihe von Matrixproteinbarrieren Gberwunden und die Anlagerung an anderes Gewebe
ermdglicht werden. Daher sind bei der Tumormetastasierung sowohl proteolytische
Prozesse, die vor allem das kollagene Bindegewebe betreffen, als auch eine Reihe
unterschiedlicher Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen beteiligt.

Diese Wechselwirkungen erlangen erst Bedeutung wenn die Tumorzelle bei der
sogenannten Extravasation den Zellverband des Primartumors verlal3t und tber das
lymphatische System oder den Blutkreislauf in den Organismus einw&Adeérel
Aber auch beim Festsetzen im Kapillarsystem des Zielorgans sind verschiedene

Adhasionsprozesse involviert (siehe Abbildung 2.1).



2 Biologische Aspekte 13

Abbildung 2.2: Phasen der Tumormetastasierung. A) Ablésen der Krebszellen vom
Primartumor und Invasion; B) Wanderung im Blut- oder Lymphsystem; C) Adh&asion
im Kapillarsystem; D) Extravasation; E) Festsetzen in fremdem Gewebe und tumor-
induzierte Angiogenese.

Eine grol3e Anzahl verschiedener Studien Uber die Expression von Integrinen auf
Tumorzellen zeigt, dal3 Integrine, die vor allem bei der Ausbildung fester Kontakte und
der Gewebeorganisation zum Einsatz kommen, haufig in geringerem Mal3e exprimiert
werdenl80-84]1 Im Gegensatz dazu werden Integrine, die hauptsachlich an der Migration
durch das Gewebe beteiligt zu sein scheinen, verstarkt gebildet. So wurde sowohl der
avB3-Rezeptdp>-89 als auch demvp5-Rezeptdpssdl bei zahlreichen Tumorarten
gefunden. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dal? die Migration bestimmter
Melanomzellen auf immobilisiertem Vitronectin (Haptotaxis) duesif83, nicht aber
durch avp5, vermittelt wird®l Im Gegensatz dazu verlauft die Haptotaxis von
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Proteinkinase C (PKC) aktivierten Melanomzellen hauptsachlich tber ewfés:
abhangigen Mechanism(8l Die Inhibierung dieser Integrine kdnnte somit die

Migration der Tumorzellen einschranken und die Tumormetastasierung unterdrticken.

Die Ausbildung von neuen Blutgeféal3en (Angiogenese) spielt eine Schliisselrolle bei
der Entwicklung von Organen, bei der Wundheilung und bei Entztindungen. Die
Aktivierung der Endothelzellen der Blutgefél3e und die Regulierung beim Aufbau
neuer Kapillaren wird von Cytokinen und Wachstumsfaktoren, wie z. B. bB&c(
fibroblast growth factoy, VEGF (vascular endothelial growth factor;NF-a (tumor
necrosis factgr und Angiogenin, Ubernommédil Die stimulierten Endothelzellen
exprimieren Proteasen, welche die Basalmembran abbauen, so daf? die Endothelzellen
in Richtung des Stimulus in das Stroma eindringen koffde@as chemotaktische
sowie das haptotaktische Verhalten wird dabei von Zell-Adhé&sions-Rezeptoren
kontrolliert[90.93] AuRerdem wird diskutiert, dal3 das Ausbleiben von speziellen Zell-
Matrix-Wechselwirkungen die an der Angiogenese beteiligten Endothelzellen
veranlafit, in die Apoptose lUberzugehen. Dies unterbindet die Neovaskulaf#éhation.

Krebszellen sind ebenfalls auf die Angiogenese angewiesen. Sie gewahrleistet eine
ausreichende Versorgung des Primartumors mit Nahrstoffen, die flr sein aggressives
Wachstum erforderlich ist. Aul3erdem werden die neu gebildeten Blutbahnen von den
Krebszellen haufig verwendet, um in den Blutkreislauf zu gelangen. Ebenso wichtig ist
die Ausbildung neuer Blutgefal3e fur die Sekundartumore (Metastasen), denn auch sie
sind ohne eine ausreichende Nahrstoffversorgung nicht tberlebensfahig (Abbildung
2.3)[70,92,95]
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Abbildung 2.3: Tumorinduzierte Angiogenese. Die Tumorzelle stimuliert benachbarte
Endothelzellen durch Freisetzen von Angiogenesefaktoren wie bFGF oder VEGF zur
Proliferation (A). Proteolytische Enzyme werden freigesetzt und eine Veranderung des
Rezeptorstatus der Endothelzellen hervorgerufen (verstarkte Expression der Integrine
avB3 oder avps). Dies ermoglicht eine zielgerichtete Invasion der extrazellularen
Matrix in Richtung der Tumorzellen unter Ausbildung neuer Blutgefal3e (B), welche
das Gewebe mit Nahrstoffen versorgen und so das Tumorwachstum ermdglichen (C).

Brookset al. konnten zeigen, dal’ devp3-Rezeptor auf Zellen der Blutgefal3e des
Granulationsgewebes stark exprimiert wird, nicht aber auf Zellen der Blutgefal3e des
normalen Gewebd®3l Dies erklart den Befund, dal3 spezifisch83-Antikdrper oder
das von GurratPfl synthetisierte Cyclopeptidyclo-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) mit
hoheravf33- und avp5-Affinitat die bFGF induzierte Angiogenese blockieren, aber
keinen Effekt auf schon existierende Blutgefal3e hé&seAuch die tumorinduzierte
Angiogenese kann durch die genannten Antagonisten inhibiert werden. Fur diese
Experimente wurde ein Melanomfragmetiuihan M21-L) ausgewdahlt, das selbst
keine avp3-Rezeptoren besitzt, so dal3 davon ausgegangen werden kann, dal3 die
Angiogenese direkt durch die Blockierung von Zellen der BlutgeféalRe inhibiert wird
und die Tumorzellen nicht beeinflu3t werden. Dariiber hinaus kann der Angiogenese-
prozeld jedoch Uber mindestens zwei unterschiedliche Wege ver&uf8o. wird
sowohl die bFGF- als auch die TNF-stimulierte Angiogenese von deowv(3-
Rezeptor vermittelt, wahrend die VEGF stimulierte Angiogenese Uberadph-

Rezeptor verlauft.
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Diese Untersuchungen zeigen, dal3 sowohlodf3- als auch deovp5-Rezeptor
eine Schlisselrolle bei der durch verschiedenste Faktoren induzierten Angiogenese
spielen. Obwohl neuste Untersuchungen zeigen, daf} einige besonders aggressive
Melanome den physiologischen Angiogeneseprozel3 umgehen, indem sie ,selbst* aus
Melanomzellen Blutgefal3e ausbildé?i, bleibt die Blockierung der tumorinduzierten
Angiogenese durch die Inhibierung desf33- und avp5-Rezeptors ein vielver-
sprechendes Ziel im Kampf gegen die Metastasenbildung.

2.4 Die Rolle desavf3-und avp5-Integrins bei Osteoporose,
Knochenneubildung und akutem Nierenversagen

Auch im Knochenstoffwechsel spielen integrinvermittelte Zelladhasionsvorgange
eine Rolle. So findet die Anbindung der Osteoclastenoberflache an extrazellulare
Knochenmatrixproteine wie Osteopontin Uber dag3-Integrin statt®®l Die Matrix-
komponenten liegen dabei als zellgebundene oder freie Liganden des Integrinrezeptors
vor.[100] Die feste Anbindung der Osteoclasten an die Knochenmatrix und anschlie-
Rende Sekretion von Saure und proteolytischen Enzymen ermoglicht diesen, Matrix-
proteine und mineralische Knochenbestandteile zu degradieren. Die Anbindung der
Osteoclasten an die Knochenmatrix stimuliert aber wiederum die Proliferation von
Osteoblasten, den Knochensubstanz-aufbauenden Zellen. Auch diese wechselwirken
Uber dasov3-Integrin mit dem Knochengewebe. Dieser Prozeld wird jedoch neben
dem avp3-Rezeptor auch von anderen Integrinen vermit&lt.Somit solltenav3-
Antagonisten hauptséachlich die Adhasion der Osteoclasten inhibieren und dadurch die
Knochenresorption unterdriicken. Tatsachlich konntenirvitro Versuche gezeigt
werden, dald synthetische Peptide, welche die Aminosdure-Sequenz -Arg-Gly-Asp-
enthalten, die Knochenresorption isolierter Osteoclasten inhibieren kBPHEAL
Auch mit dem Disintegrin Echistati38-selektiv) konnte in erstein vivo Studien an
Ratten eine Knochenresorption inhibiert werdé#i.

Ein dazu inverser Ansatz kan genutzt werden, um Knochenimplantate in natirliches
Knochengewebe zu integrieren. So konnte mehrfach gezeigt werden, dafl3 die
Beschichtung verschiedener Materialien mit RGD-haltigen Peptiden die Adh&sion von

Zellen an die Oberflache vermitteln kalh#:1091 In unserem Arbeitskreis wurde zur
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Beschichtung des gangigen Implantatmaterials Polymethylmethacrylat (PMMA) ein
avB3- und avp5-spezifisches cyclisches Peptid mit optimiertem Spacer
entwickelt[110.111] Es konnte gezeigt werden, dal’ verschiedene Osteoblastenkulturen,
auf denen sowohl dexv33- als aucluvp5-Rezeptor nachgewiesen wurden, an die mit
dem cyclischen Peptid beschichteten Polymeroberfachen b&#deim Hinblick auf

eine breite kommerzielle Anwendung dieser Beschichtungstechnik ist die Entwicklung
von nichtpeptidischen und synthetisch leichter zugénglicheren Liganden von Interesse.

Beim akuten Nierenversagen, dem plétzlichen Erliegen der Ausscheidungsfunktion
beider Nieren, sind eine Reihe von pathophysiologischen Prozesse und verschiedene
Zelladhasionsmolekile involvigit2-114] Gemald einer von Goligorskyet al.
entwickelten Arbeitshypothese verlieren die Epithelzellen der Nierenkanalchen im
Verlauf des akuten Nierenversagens ihre Polaritat. D. h. die Integrine, die zuvor zum
grol3ten Teil an die extrazellulare Matrix gebunden waren (polarisierter Zustand), 16sen
teilweise ihre Bindung und verteilen sich zufallig Gber die gesamte Zelloberflache
(unpolarisierter Zustand). Dieser Polarisationsverlust der Epithelzellen der Nieren-
kanéalchen konnte durch immunohistologische Untersuchung im Tiermodell nachge-
wiesen werdeft15.1161 |m Zusammenhang mit dem Verlust der polarisierten Integrin-
verteilung werden zwei Aspekte diskutiert. Zum einen kdnnte der Bindungsverlust an
die extrazellulare Matrix Apoptose induzieren, zum anderen kénnten Integrine, die in
das Kapillarinnere zeigen, andere abgeldste Zellen und Matrixfragmente binden und
somit die Gefale verengen (siehe Abbildung 2.4). Insbesondere der letztgenannte
Prozel3 sollte durch Applikation eines geeigneten Integrinantagonisten unterdrtickt
werden. Tatséchlich konnte durch direkte Gabe von peptidistig8rAntagonisten
wie cyclo-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) in die Nierenarterie die Regenerationsphase nach

Eintreten des Nierenversagens wesentlich verkirzt wérteidl
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Abbildung 2.4: Die Rolle der Integrine von Epithelzellen in den Nierenkanalchen
beim akuten Nierenversagen. Die Umorientierung dep33-Integrine von einer
zunachst basolateralen Orientierung (links) zur apicalen Membran ermdglicht eine
RGD-abhangige Adhésion von frei zirkulierenden abgelosten Zellen und Matrix-
fragmente (rechts). Dies tragt entscheidend zur Verengung der kapillaren Gefal3e der
Niere bei.

2.5 Synthetischanvf33-Antagonisten als Therapeutika

Der Blutplattchenrezeptomllb33 erlangte als erstes Mitglied der Integrinfamilie
therapeutische Bedeutung, da durch seine Inhibierung die Blutplattchenaggregation
unterdriickt werden kann. Inzwischen wurden einige oral verflgikbg3-Anta-
gonisten entwickelt, die derzeit verschiedene Phasen der klinischen Prifung
durchlauferi29.120.121]Aufgrund der hohen pharmazeutischen Potentiale wurden in den
letzten Jahren jedoch grol3e Anstrengungen unternommen, hochaffine und gegenuber
allbB3 hochselektive Antagonisten fur demp3-Rezeptor zu entwickeln.

Die erste selektive Inhibierung dasp3-Rezeptors gelang mit dem monoklonalen
Antikérpern LM609, der bereits in klinischen Phase-I-Studien unter dem Namen
Vitaxin geprift wurdd30.122,123] Kurze Zeit spater wurden in unserem Arbeitskreis
zahlreiche RGD-haltigexv33-selektive Inhibitoren entwickdhg.117.124-129lyon denen
das Cyclopeptidcycla-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) () in zahlreichen Tiermodellen
untersucht wurde (siehe Kap. 2.3). BWaMethyl-scan dieser Leitstruktur lieferte
schlie3lich mit dem Cyclopeptictyclo-Arg-Gly-Asp-D-Phe-N(Me)Val-) B) eine
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Verbindung, welche die Bindung von Vitronectin@33 ebenfalls mit Aktivitdten im
nanomolaren Bereich inhibi&0 und kirzlich die klinische Phase-I-Studie erfolgreich
abgeschlossen hat. Dartber hinaus wurdavo ein ausgepragter synergistischer Effekt
zwischen dem Peptid und einem Fusionsprotein, bestehend aus tumorspezifischem
Antikorper und Interleukin 2, nachgewiesen. So konnte an Mausen gezeigt werden, dal3
die kombinierte Anwendung von Pepfdnit dem Fusionsprotein zu einer verstarkten
Ruckbildung der Tumoren flhrte. Dagegen fiihrte die isolierte Applikation dieser
Substanzen jeweils nur zu einer Verlangsamung des Tumorwachstdms.
Wermutht32l und Schmitt33l konnten zudem zeigen, daf? das Glycin der Cyclopeptide
und 2 ohne Aktivitdtsverlust gegen Azaglycin ausgetauscht werden kann (siehe
Verbindunger8 und4 in Tabelle 2.2). Dieses Ergebnis ist von zentraler Bedeutung fur
die vorliegende Arbeit (siehe Kap. 4).

Inzwischen wurden in der Literatur bereits einige nichtpeptidisciv3-
Antagonisten beschrieben, die zum Teil auch in Tiermodellen auf biologische Aktivitat
untersucht wurden (siehe Tabelle 212):144]1 So fanden DeGradet al. mit Hilfe
paralleler Festphasensynthese von 24 RGD-Mimetika die hochaktive und gegenuber
allbB3 hochselektive Verbindundp.[134 Die von der Firma Searle entwickelte
Verbindung6 zeigtin vitro bei moderater Selektivitat ebenfalls eine sehr gute Affinitat
zu avp3. Zudem verhindert diese Verbindung die Proliferation von Endothelzellen in
Zellkulturen und inhibierin vivo sowohl die bFGF-induzierte Angiogenese als auch
das Tumorwachstum bei Ratten bzw. Maus&h Einen beachtlichen Erfolg bei der
Entwicklung von nichtpeptidischen Integrinantagonisten kann die Firma SmithKline
Beecham Pharmaceuticals vorweisen. 1993 berichtete eine Forschergruppe dieser
Firma von der Synthese eines 3-Oxo-1,4-benzodiazepins mit hoher Affinitdt und
Selektivitdt fur den Blutplattchenrezeptorlb(33.145146] Dieser allb33-Antagonist
diente der selben Forschergruppe als Leitstruktur bei der Entwicklung einer Reihe von
avp3-Antagonisten, von denen das 3-Oxo-1,4-benzodiazépmit einem 1G-Wert
von 2.0 nM fur derov33-Rezeptor und einer ca. 10000fachen Selektivitat gegentber
demallb3-Integrin die besten Bindungseigenschaften bésititKurze Zeit spater
gelang es, von dem 3-Oxo0-1,4-benzodiaz&pie Verbindung mit stark reduziertem
Heteroatomanteil unter Erhalt der Aktivitat und Selektivitat abzuléiténDiese

Verbindung zeigt im Vergleich zd ein deutlich verbessertes pharmakokinetisches
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Profil: Die Halbwertszeit in der Ratte stieg von 9-16 min auf akzeptable 181-378 min
und die orale Bioverfligbarkeit verbesserte sich von 3-7% auf etwa 180%ariber
hinaus ergabem vivo-Studien an Ratten, daf3 die intravendse, aber auch die orale
Applikation dieser Verbindung die Knochenresorption verhinéit.

Tabelle 2.2: Auswahl von selektiverv33-Antagonisten

ICs50 [NM]
Nr. Struktur Ref.
avB3 avp5 allbp3
1 cycla-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) 2.5 ? 1700 [96]
2 cycla-Arg-Gly-Asp-D-Phe-N(Me)Val-) 55 ? 5200 [130]
3 cycla-Arg-azaGly-Aspbp-Phe-Val-) 3.5 ? 5800 [132]
4 cyclo-Arg-azaGly-Aspp-Phe-N(Me)Vval-) 6.0 ? 1600 [133]

o OYOBn
5 N & NJ\N/\KNH 11 420 20000 [134
(/'K _J : [134]

WN CO,H

O

2 N CO,H
6 WNﬁ.@)kH/ﬁof 1 ’ 1.1 ? 152 [135]
Cl Cl
H Q /CH3
N N
7 WNJ\@( 2.0 2 30000 [136
vkt Hjo [136]

"_COZH
H
Ny N._~_7©O O
8 U 4.0 1.3 9000 [142]
“—CO,H

Obwohl also bereits eine Reihe varvf33-Antagonisten mit zum Teil guten
pharmakokinetischen Eigenschaften gefunden wurden, ist die Entwicklung von aktiven
und selektiven Integrinantagonisten nicht abgeschlossen. Die meisten Integrin-

antagonisten wurden bisher jeweils nur auf Selektivitat zwisciv@® und allb33
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untersucht. Viele der untersuchten Verbindungen zeigen aber, wenn Uberhaupt
bekannt, nur geringe Aktivitatsunterschiede zwischen def8- undavp5-Rezeptor
(vergleiche dazu auch Tabelle 2.2). Dartber hinaus wurden bisher mindestens acht
weitere RGD-abhangige Integrine gefunden (siehe Tabelle 2.1), die mdglicherweise
auch durch die bisher bekannten RGD-Mimetika inhibiert werden konnten. Um
potentiellen Nebenwirkungen vorzubeugen, sollten diese Antagonisten jedoch
moglichst spezifisch nur an einen Rezeptor binden. Vor diesem Hintergrund bleibt die
ErschlieBung mdoglichst universeller Zugdnge zu neuen Integrininhibitoren auch

weiterhin ein wichtige Aufgabe der medizinischen Forschung.
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3 Grundlagen zur kombinatorischen Synthese

Innerhalb weniger Jahre hat sich die kombinatorische Synthese von einer kaum
beachteten Randerscheinung zu einem wichtigen Teilgebiet der Wirkstofforschung
entwickelt. Mit modernen molekularbiologischen Methoden ist es moglich, Proteine
(target9 zu identifizieren und bereitzustellen, die mit bestimmten pathologischen
Prozessen ursachlich in Verbindung stehen. Die daraus resultierende Moglichkeit, die
Wirksamkeit einer grof3en Zahl von Substanzen in kurzer Zeit mit Hilfehugs
throughput screeningsestimmen zu kénnen, haben zu einem Paradigmenwechsel bei
der Synthese von Testsubstanzen geftihrt. Neben der konventionellen Vorgehensweise,
eine Substanmachder anderen zu synthetisieren, ist das Interesse an Methoden stark
gestiegen, mit denen es gelingt, viele definierte Substagieahzeitigherzustellen.
Dieser Anforderung wird die kombinatorische Synthese gerecht. Sie ist dadurch
gekennzeichnet, dal3 in einer Synthesestufe nicht nur mit einem Synthesebaustein,
sondern mit vielen — parallel oder in Mischung — umgesetzt wird. In jeder Stufe
werden alle mdglichen Kombinationen gebildet, so dal3 aus nur wenigen Bausteinen
eine grol3e Zahl an Produkten, eine ,Verbindungsbibliothek® entsteht. Die Aufgabe der
kombinatorischen Synthese ist es, rasch eine Vielzahl strukturchemisch unter-
schiedlicher Substanzen bereitzustellen, um in Kombination mit effizienten molekular-
biologischen Testmethoden wie déigh throughput screeningpwohl die Suche nach
neuen Leitstrukturen als auch die Leitstrukturoptimierung zu beschleunigen. Der
entscheidende Vorteil dieser Vorgehensweise ist ihre universelle Anwendbarkeit, da
sie im Gegensatz zum rationalen Wirksoffdesign nicht zwingend die Kenntnis der
Target- oder Ligandenstruktur voraussetzt. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick
Uber die Prinzipien der kombinatorischen Synthese niedermolekularer Verbindungen

gegeben und anhand einiger Beispiele erlautert.

3.1 Prinzip und Historie der kombinatorischen Synthese

Die Anleitung zur kombinatorischen Synthese liefert die Natur. lhr gelingt es, aus
21 naturlichen Aminoséuren eine beliebig gro3e Zahl von Proteinen mit unter-
schiedlichsten Funktionen aufzubauen. Schon die Kombination aller natirlicher

Aminosauren zu allen mdglichen Hexapeptiden liefert die astronomisch hohe Zahl von
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21° verschiedenen Verbindungen. Diese Verbindungen in einer akzeptablen Zeit
tatsachlich zuganglich zu machen, ist Ziel der kombinatorischen Synthese.

Das zugrundeliegende Prinzip der kombinatorischen Synthese ist denkbar einfach.
Statt zwei EduktéA und B zu einem Produk®B zu verkntipfen, setzt man in einer
kombinatorischen Synthese strukturchemisch unterschiedliche Bausteine vom Typ
A (A™-A") mit Bausteinen vom Typ (B*-B") um, wobei jeder Bausteifs mit jedem
BausteinB reagiert (siehe Abbildung 3.1 a). Dies kann parallel in getrennten Gefal3en
sowie simultan in einer Mischung durchgeftihrt werden. Setzt man auf diese Weise 10
Verbindungen vom Ty mit 10 Verbindungen vom Typ um, erhalt man bereits
100 Produkte.

a) Al B* A'B' A'B® ... A'B"
A? B? A’B' A’B® ... AB"
+ —_—
A" B" A'B' A"B* ... AB"
b)

Bl. B" cl.c"
Al A N A" B" N A" B"C"

Abbildung 3.1: a) Prinzip der kombinatorischen Synthese. b) Prinzip der mehrstufigen
kombinatorischen Synthese.

Dieses Prinzip kann aber auch auf mehrstufige Synthesen, wie sie in der Wirkstof-
forschung die Regel sind, ausgeweitet werden und dadurch die Anzahl der erzeugten
Produkte pro eingesetztem Edukt noch gesteigert werden. Bei einer zweistufigen
Synthese mit jeweils 10 Bausteinen vom ByB undC erhalt man bereits $& 1000
Produkte (siehe Abbildung 3.1 b).

Das Potential, mit Hilfe kombinatorischer Synthese Substanzbibliotheken
herzustellen, wurde zuerst von Peptidchemikern erkannt. Aufbauend auf den
Techniken der Festphasensynthese nach Merfiftéldelten die Arbeiten von Furka
in den 80er Jahren als Geburtsstunde der kombinatorischen CHé##d.Etwa

zeitgleich wurden von Geysest al. die parallele Festphasensynthese von Peptiden
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erarbeitet!>1ll wobei das Potential dieser Methode durch Optimierung und Miniatu-
risierung extrem gesteigert werden kori#iels3] Peptide weisen jedoch als
Wirkstoffe oft Nachteile auf, wie geringe Bioverfiigbarkeit und leichter proteolytischer
Abbau. Daher hat sich das Interesse der Forschung auf dem Gebiet der kombina-
torischen Synthese in den letzten Jahren zunehmend auf Bibliotheken niedermole-
kularer organischer Verbindungen konzentriert. Ein Beleg fur diesen Trend ist die im
letzten Jahrzehnt stark gestiegene Zahl an erschienenen Ubersichtsartikel zu dieser

Thematikl154-172]

3.2 Aspekte und Methoden der kombinatorischen Synthese

3.2.1 Diversitat

Schatzungen zufolge betragt die Zahl der moglichen organischen Verbindungen mit
einer relativen Molekiilmasse <750 etwa’?054 Trotz des hohen Potentials der
kombinatorischen Synthese ist es daher unmdoglich alle denkbaren Verbindungen, die
als Wirkstoffkandidaten in Frage kdmen, zu synthetisieren. So mufd grundsatzlich in
jeder kombinatorischen Synthese eine Auswahl an Bausteinen sowie der herzustel-
lenden Produkte getroffen werden. Die Chance, in einer Bibliothek aktive Verbin-
dungen zu finden, ist um so grofRer, je undhnlicher die Strukturen der enthaltenen
Verbindungen sind. Die Testsubstanzen sollten also hinsichtlich eines bestimmten
Testsystems moglichst divers sein. Diese Diversitat zu bestimmen, ist eine der grof3ten
Herausforderungen auf dem Gebiet der kombinatorischen Synthese — ist aber bis heute
nur ansatzweise realisierbar. Obwohl in der Vergangenheit viele Versuche
unternommen wurden, geeignete Computerprogramme zur Losung dieses Problems zu
entwickeln, ist die Qualitat dieser virtuellen Analysen schwer zu validieren, da sich
Diversiat im Experiment kaum nachweisen [&f%175] Im Rahmen dieser Arbeit
wurde zur qualitativen Diversitatsabschatzung eine Definition von Balkemtadil
verwendet!>4] Danach wird ein Satz von Verbindungen als divers bezeichnet, wenn
durch diese mdglichst viele unterschiedliche Pharmakophormuster vertreten sind.

Eine Verbindungsbibliothek zum Auffinden einer neuen Wirkstoffleitstruktur sollte
somit maximale Diversitat aufweisemagdom library). Soll jedoch, wie in der

vorliegenden Arbeit, eine bereits bekannte Leitstruktur optimiert werden, oder liegen
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Uber den biologischen Wirkort bereits Informationen vor, so werden die
entsprechenden Bibliotheken von vergleichsweise niedriger Diversitat feeuséd

oderbiased library).

3.2.2 Methoden und Techniken

Zu Beginn einer kombinatorischen Syntheseplanung mul3 eine grundsatzliche
Entscheidung getroffen werden: Sollen die Substanzen in Losung oder an einem
polymeren Trager synthetisiert werden? Die Vorteile der kombinatorischen Synthese in
Losung scheinen auf der Hand zu liegen. Die aus der klassischen Chemie bekannten
Reaktionen konnen ohne weitere Entwicklungsarbeit tGbernommen werden. Aus
kombinatorischen Synthesen in Losung resultieren jedoch zwangslaufig Gemische,
deren Dekonvolution (siehe Kap. 3.2.5) unter erheblichem Zeit- und Arbeitsaufwand
verlauft. Die automatisierte oder semiautomatisierte parallele Synthese von Einzelver-
bindungen in Losung wird aber vermutlich in Zukunft eine interessante Technik zum
Auffinden neuer Wirkstoffleitstrukturen bleiben, wird aber bei den folgenden

Betrachtungen nicht weiter bertcksichtigt.

3.2.2.1 Das Prinzip der Festphasensynthese
Die Techniken der Festphasensynthese (siehe Abbildung 3.2) wurden Anfang der

60er Jahre urspringlich zur Peptidsynthese entwiBk8ltErst etwa zwei Dekaden
spater wurden die ersten organischen Festphasensynthesen bes&fifithiéRei
Festphasensynthesen sind die aufzubauenden Molekile wahrend der Synthese Uber
einen Linker an einen polymeren Trager gebunden (siehe Abbildung 3.2). Die Linker
sind inzwischen in einer groRen Vielfalt kommerziell erhdltlich, so dal die
Bedingungen, unter denen die Produkte abgelost werden, nahezu beliebig gewéhlt

werden konnefi.78
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Abbildung 3.2: Prinzip der Festphasensynthese

Mit Blick auf die kombinatorische Synthese bietet die Festphasensynthese
gegenuber der konventionellen Synthese in Loésung einige Vorteile. Durch die
Verwendung hoher Uberschiisse an gelésten Reagenzien konnen Reaktionen
beschleunigt und vollstandige Umsatze erzwungen werden. Komplexe Aufarbeitungs-
und Reinigungsschritte werden durch einfaches Waschen des Tragers am Ende jeder
Reaktion ersetzt. So ermdglicht die Festphasensynthese die vollstandige Automati-
sierung auch mehrstufiger Synthesen. Zwar hat die Synthese niedermolekularer
organischer Verbindungen an der Festphase den hohen Entwicklungsstand der Peptid-
und Nucleotidsynthese noch nicht erreicht. Durch die steigenden Forschungs-
anstrengungen der letzten Jahre konnte inzwischen aber bereits eine grof3e Zahl

klassischer organischer Reaktionen an der Festphase realisiert wérifdh.

3.2.3 Die Split-Methode nach Furka

Zur Synthese definierter Mischungen ist es naheliegend, in jedem Reaktionsschritt
Mischungen von Reaktanten einzusetzen, so dal3 in einem Reaktionsgefald gleichzeitig
mehrere Produkte entstehen (vgl. Abbildung 3.1 a). Die Produkte entstehen jedoch nur
dann in aquimolaren Mengen, wenn alle Reaktanten annéhernd die gleiche Reaktivitat
aufweisen. Dieser Anforderung werden jedoch die wenigsten organischen Synthesen
gerecht. Dies kann dazu fiihren, dal3 bestimmte Reaktionsprodukte in sehr geringen
Mengen oder Uberhaupt nicht gebildet werden.

Dieses Problem unterschiedlicher Reaktionsgeschwindigkeiten wird durch die Split-
Methode nach Furka elegant umgangéntsol Mit ihr &Rt sich eine effiziente
Synthese aquimolarer Substanzmischungen ereichen. Wie in Abbildung 3.3 gezeigt,
wird der feste Trager in z. B. drei gleiche Teile aufgeteilt und jedes der drei Aliquote
mit je einem Synthesebaustein des Tgpsmgesetzt. Nach Mischen der entstandenen

Produktharze und erneutem Aufteilen erhalt man drei Gemische, in denen die
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harzgebundenen Komponent&h A® undA® in d&quimolaren Mengen vorhanden sind.
Diese werden einzeln miB'-B* umgesetzt und ergeben schon insgesamt neun
definierte Produkte. Da sich zu jeder Zeit in jedem Reaktionsgefal nur ein Reaktant in
Losung befindet, der mit einer mehr oder weniger grof3en Zahl verschiedener trager-
gebundener Reaktionspartner reagiert, konnen alle Reaktionen trotz eventuell
unterschiedlicher Kinetiken bis zum vollstdndigen Umsatz geflhrt werden. Die
Wiederholung des Cyclus bestehend aus Aufteilen, Reaktion und Vereinigen fuhrt in
kurzer Zeit zu grol3en Substanzbibliotheken, in denen alle Verbindungen nach
Abspalten vom festen Tréger in dquimolaren Mengen vorliegen. Der offensichtliche
Vorteil ist, dal3 in neun Reaktionsschritten aus neun Synthesebausteinen 27 Produkte
entstehen; bei der Synthese von Einzelsubstanzen wirde man dazu 81 Reaktions-

schritte bendtigen.

O—A1 LO— A2 j LO— A3 J 3 Produkte
B'\ 82 B3
O_A1B1 O_A1BZ O—A1B3
g A2B1 g A2B2 g A2B3 9 Produkte
A3B? A3B2 A3B3
c! c2 c3

N - f A .
@-A'slc! @-AB'c? @-Ats’c?
@-A2s'c! @-A28'c? @-A2s'c?
@—Ass'ct @Q—A%B1c? @-a’Bicd
@-A'B2C! @-A'B2c? @-A'B2C3
@-—A2p2C! @-~A2B2c? @—A2B2G3 | 27 Produkte
@ SYN:el Q-~sB2c? @-AsB2c?
@-A'siC! @-A'B3c? Q@-A'B3c3
O_A2BSC1 O_AZBBCZ O_A253c3
A3B3c! A3B3C2 A3B3C3
(@-wec) (@) (@ree)

Abbildung 3.3: Die Split-Methode nach Furka. Nach jeder Synthesestufe wird der
feste Trager gemischt, in gleiche Teile aufgeteilt und mit einem Synthesebaustein
umgesetzt. Danach werden die Harze gemischt und erneut aufgeteilt. Im hier gezeigten
Beispiel entstehen in neun Reaktionsschritten aus neun Synthesebausteinen 27
Produkte in aquimolaren Mengé&?9.150] Auf jedem Harzkigelchen befindet sich
jeweils immer nur eine Verbindung in vielfacher Kdpi&.
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3.2.4 Dasone-bead one-compourkonzept

Anfang der 90er Jahre erkannten Lenal, daf} das Potential der Split-Methode mit
dem Erzeugen aquimolarer Substanzbibliotheken nicht vollstandig ausgeschopft ist.
Sie nutzten erstmals die Besonderheit, dal? sich auf jedem Pdréi&gl éiner solchen
Bibliothek genau eine Verbindung in vielfacher Kopie befindenef{bead one-
compounll82] |hre Strategie sah vor, mit geeigneten Proteinen (z. B. mit
Antikdrpern) diejenigerbeadszu detektieren, deren Substanzen spezifisch mit diesen
Proteinen wechselwirkenoj-bead screenir)g Anschlie3end sollten die positiven
beadsmanuell aussortiert und die Struktur der gebundenen Verbindungen analysiert
werden. Dazu inkubierten sie eine nach der Split-Methode hergestellte Pentapeptid-
bibliothek mit Streptavidin- bzw. einem monoklonalen Antikérper-Alkalinphos-
phatase-Konjugat und farbten anschlieend mit Standardsubstraten an. Die intensiv
gefarbtenbeadswurden aussortiert und die Struktur der aktiven Peptide per Sequenz-
analyse bestimmt. Seither konnte dag-bead one-compoubnzept auf zahlreiche
Targets erfolgreich angewendet werdléfl. Das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, diese Methode auf die Substanzklasse der Azapeptide auszudehnen (siehe
Kap. 4).

3.2.5 Strukturbestimmung der aktiven Substanzen

Die wohl grof3te Herausforderung der kombinatorischen Synthese ist die Struktur-
bestimmung einer diskreten Verbindung aus einer Substanzbibliothek. Soll die
biologische Evaluation in Lésung durchgefuhrt werden, missen die Substanz-
bibliotheken vom festen Trager abgespalten werden. Zur Bestimmung der aktiven
Verbindung der so erhaltenen Substanzmischungen in Losung wurden verschiedene
Strategien beschrieben. Eine breit anwendbare aber auch sehr zeitaufwendige und
arbeitsintensive Methode ist die Dekonvolution (Enfaltung). Sie beruht auf der
Eingrenzung der aktiven Verbindung durch iterative Synthese und anschliel3ender
biologischer Evaluation von Subbibliotheken einer aktiven Substanzbibliothek. Diese
Methode wurde im Zusammenhang mit der Split-Methode von Rétkskizziert und
spater mit Peptid- bzw. Oligonucleotidbibliotheken praktisch umga&t28s]
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In der Positionsanalysedsitional screeningwerden Subbibliotheken erzeugt, in
denen jeweils ein Baustein konstant gehalten wird. Es mul3 also pro eingesetztem
Baustein eine Subbibliothek synthetisiert werden. Der Test aller Subbibliotheken gibt
im ldealfall sofort Aufschluf3 Uber die aktive Bausteinkombinafiéfisel Liegt
allerdings in einer Position keine klare Praferenz fur einen bestimmten Baustein vor,
missen alle Kombinationen der bevorzugten Bausteine synthetisiert werden, um die
aktivste Verbindung zu finden.

Ein interessanter Ansatz zur biologischen Evaluation geldster Substanzmischungen
ist die Affinitatsselektion. Zuckermaret al. inkubierten kleine Peptidbibliotheken mit
Antikérpern und konnten nach Elution die Struktur der gebundenen und somit affinen
Peptide durch Massenspektrometrie und Aminosaureanalyse aufk$drebDie
Kombination von Massenspektrometrie mit Affinitatskapillarelektrophorese erlaubt
zudem die simultane Selektion und ldentifikation aktiver Verbindungen in gel6sten
Substanzgemisché¥$8.1891 Ob die Affinitatsselektion in Zukunft eine breite
Anwendung auch bei gro3eren Bibliotheken findet, bleibt indes abzuwarten.

Wurde eine Substanzbibliothek nach der Split-Methode synthetisiert, eréffnen sich
weitere Mdglichkeiten sowohl zur biologischen Evaluation als auch zur
anschlieRenden Ermittlung der aktiven Verbindung. Erlaubt der biologische Test die
Evaluation tragergebundener Substanzamljead screenir)gsortiert man dideads
mit der aktiven Verbindung auli$2l AnschlieBend wird die Verbindungen vom
polymeren Trager abgeldst und somit der konventionellen Analytik zuganglich
gemacht (siehe Kap. 3.2.4). Hier stellt sich allerdings das Problem der geringen
Substanzmengen. Wahrend fir Peptide oder Nucleotide mit den Sequenzierungs-
verfahren hoch empfindliche Strukturaufklarungsmethoden vorliegen, ist die direkte
Strukturaufklarung mit kleinsten Mengen an niedermolekularen organischen
Substanzen noch vergleichsweise wenig entwickelt. Hierzu kommen aufgrund der
exzellenten Empfindlichkeit in erster Linie massenspektroskopische Methoden in
Betracht. Mit einem photolabilen Linker besteht sogar die Mdglichkeit unter MALDI-
TOF-MS-Bedingungen die Verbindung direkt im Spektrometer vdmaad
abzuspaltefi0.191] Die so bestimmte Molekilmasse schrankt zumindest die Struktur
der aktiven Verbindung auf wenige Isomere ein. Darlber hinaus kann die Sequenz

kleiner Peptide anhand des Fragmentierungsmusters zugeordnet Werif8hDie



30 3 Grundlagen zur kombinatorischen Synthese

Zuverlassigkeit der massenspektroskopischen Sequenzanalyse aktiver Peptide konnte
durch Einfuhrung der Terminierungsmethode noch gesteigert werden. Gemal3 dieser
Strategie wird jede Kupplungsreaktion in Anwesenheit von 5-10% eapging
Reagenzes durchgefuhrt. Aus den im Idealfall in &guimolaren Mengen entstandenen
Fehlsequenzen &Rt sich im Massenspektrum unmittelbar die Sequenz des aktiven
Peptids ableitefi94.195]

Die Codierung von Bibliotheken, welche nach der Split-Methode erzeugt wurden,
bietet eine weitere interessante Alternative zur Strukturbestimmung aktiver
Verbindungen. Als erste Codes wurden zunachst PEpildbzw. Nucleotid-
sequenzdi®?.198verwendet, die parallel zum Aufbau der Bibliothek am festen Trager
synthetisiert wurden. Diese sequentiellen Codes konnen dann seriell durch
Sequenzierung gelesen werden. Eine chemisch bei weitem robustere Methode stammt
von Still et al[199.200] Sie verwendeten zur Erstellung eines binaren, nichtsequentiellen
Codes halogenierte Aromaten, die durch eine [Ri]tkaXalysierte Carben-Insertion
direkt mit der polymeren Matrix verknipft werden und zur Analytik oxidativ
abgespalten werden konnen. Durch Gaschromatographie mit Elektroneneinfang-
detektion, die gegenuber Halogenverbindungen eine sehr hohe Empfindlichkeit
aufweist, wird auf Anwesenheit (logisch 1) oder Abwesenheit (logisch 0) der
unterschiedlichen Codemolekile geprift. Die erhaltene Bindrzahl kodiert den
jeweiligen Syntheseweg. Der Hauptnachteil der chemischen Codierung besteht darin,
dalR zur Bibliothekssynthese nur Reaktionen angewendet werden konnen, die zu den

chemischen Codierungsmethoden orthogonal sind.

3.3 Beispiele kombinatorischer Synthesen nach deome-bead one-
compoundKonzept

Obwohl in den letzten Jahren eine grofRe Zahl organischer Reaktionen an die
Festphasensynthese adaptiert werden kdhiteé8ll wurden bisher nur wenige
kombinatorische Synthesen nichtpeptidischer Verbindungen naclonkesibead one-
compouneKonzept beschriebdh’0.172] Dies mag wohl damit zusammenhangen, daf}
jeder einzelne Reaktionsschritt einer kombinatorischen Synthesesequenz sorgfaltig

optimiert werden muf3, um die Reinheit der Einzelverbindungen zu gewéahrleisten und
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aus der Strukturanalyse aktiver Verbindungen zusétzliche Schwierigkeiten resultieren
konnen.

Eine kuirzlich erschienene Arbeit von Schreiber und Mitarbeitern demonstriert
eindrucksvoll, dal3 auch mit Hilfe mehrstufiger Split-Synthese grof3e naturstoffahnliche
Verbindungsbibliotheken aufgebaut werden kénnen (siehe Scheni#3.1).

O O
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5 NMP, RT, 2h H
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o" 9 10 o} 11

N | H———R?
HO Z X 14
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' —_—
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- 3
N — R2 R*—NH,
N/ ~
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2.Hydroxy-pyridin

Ho § >
6. N, O THF, RT, 14-16h
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R*—CO,H
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L

DMAP, CH,Cl,, 0°C - RT, 12 h

(2X9+3><10+3><12+31><14+63><16+63><18a2.2MiO.X 19)

Schema 3.1Kombinatorische Synthese von ,naturstoffahnlichen” Verbinduiagjén
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Zu Beginn der Synthese wird die Carbons&uteter Standardbedingungen an die
festphasengebundene Aminosadi@ gekuppelt. In der darauf folgenden Tandem-
reaktion wird der harzgebundene Allylalkoldlin Gegenwart der Nitrosocarbonsaure
12 via 1,3-dipolarer Cycloaddition und anschlielRender Veresterung zum hochfunktio-
nalisierten Templatl3 umgesetzt. Mit einer Sonogashira/Castro-Stephens-Reaktion
wird ein endstandiges Alkinel4) eingefihrt, gefolgt von einer Lacton6ffung 1%
durch das Aminel6. Der daraus resultierende AlkohdY wird schlie3lich mit der
Carbonséurd8 zur hochsubstituierten bicyclischen Endverbindliigerestert.

Nachdem die einzelnen Reaktionsschritte optimiert waren, wurde die Kompatibilitat
der Bausteinel4, 16 und 18 zur verwendeten Synthesestrategie Uberprift. Dazu
wurden 50 Alkine 14), 87 Amine (6) sowie 98 Carbonsaureh8) jeweils in Einzel-
verbindungen eingebaut und diese mit Hilfe von LC-MS analysiert. Von den getesteten
Bausteinen ergaben 23 Alkine, 54 Amine und 44 Carbonséuren das Endp®dukt
einer Reinheit >90%. Diese Bausteine wurden zusammen mit weniger optimalen
Bausteinen bei der Split-Synthese einer Bibliothek verwendet, die rechnerisch etwa 2.2
Millionen Verbindungen enthielt. Da die Bibliothek nach der Methode von Still
chemisch codiert wurd&?9.200] jst sie zur biologischen Evaluation gemafd dame-
bead one-compoundonzept geeignet. Dies wurde aber im beschriebenen Fall
experimentell nicht realisiert. Zudem fihrte das Ergebnis der biologischen Evaluation
einer nichtcodierten Bibliothek bestehend aus 456 Verbindungen und anschlielRender
Dekonvolution zu einem widersprichlichen Ergebnis. Denn nach der zweiten
Iterationsstufe wurde die aktivste Verbindung in der Negativkontrolle gefunden; sie
enthielt Verbindungen, die im ersten lterationsschritt keine Aktivitat aufwiesen.

Von Schulz und Mitarbeitern wurde dasne-bead one-compouibnzept
erfolgreich auf die kombinatorische Synthese linearer sowie cyclischer Oligocarbamate
zur Ermittlung hochaffineollb33-Antagonisten angewani@®?l Dazu wurden an der
Festphase schrittweise mitFmoc-geschitzen Aminp-nitrophenylcarbonaten lineare
Tri- bzw. Tetracarbamate aufgebaut. Durdhkterminale Einfihrung einesa-
Bromacetats erhielt man Verbindu8@ die nach Tritylentschitzung d€sterminalen
Thiols an der Festphase unter basischen Bedingungen zum Thigétlegclisiert

werden konnte (siehe Schema 3.2).
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Schema 3.2Kombinatorische Festphasensynthese cyclischer Oligocarb&fiater

Gemal dieses Syntheseschemas wurden drei Bibliotheken synthetisiert. Um die
Sequenz selektierter Verbindungen nach dem Terminierungsverfahren bestimmen zu
konnen (siehe Kap. 3.2.5), wurden in jedem Kupplungsschritt durch Zusatz geringer
Mengen eineappingReagenzes gezielt Fehlsequenzen erzeugt. Auf diese Weise
wurde eine lineare und eine cyclische Tetramerbibliothek mit jeweils etwa 500 000
Verbindungen und eine cyclische Trimerbibliothek mit ca. 20 000 Verbindungen
synthetisiert. Die Bibliotheken wurden zuerst mit dem biotinylierten Blutplattchen-
rezeptor allbf3 und dann mit einem polyklonalen Biotinantikérper-Phosphatase-
Konjugat inkubiert. Mit Hilfe von Standardsubstraten gelangbesdsmit aktiven
Verbindungen spezifisch anzufarben und anschlieBend manuell zu selektieren. Nahezu
alle Verbindungen auf den selektiertdmeads konnten massenspektrometrisch
eindeutig charakterisiert werden. Ohne Ausnahme wiesen alle identifizierten
Verbindungen sowohl eine Guanidin- als auch eine Carbonséuregruppe auf — die fir
RGD-abhangige Rezeptoren typische Pharmakophorkombination. Die Affinitat der
nachsynthetisierten Verbindungenailb 33 variierte indes tiberraschend stark von 3.9
nM (Verbindung22) bis >10 000 nM. Leider wurden die Selektivitditen gegentber
anderen RGD-abhangigen Integrinen nicht bestimmt. Mit einer spéter erschienenen
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Arbeit, in der die Selektion hochaffiner Thrombinliganden aus den selben Oligo-
carbamatbibliotheken beschrieben wird, konnte die universelle Anwendbarkeit der

kombinatorischen Synthese auf verschiedangetsdemonstriert werdeg03]
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4 Kombinatorische Synthese von aza-RGD-Mimetika

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der kombinatorischen Festphasen-
synthese von niedermolekularen RGD-Mimetika. Die Konzeption sowie die Synthese-
planung der aza-RGD-Mimetikabibliotheken werden im folgenden Kapitel vorgestellt.
Im Anschluf® werden die Synthesen der dazu benétigten Bausteine beschrieben. Die
Ausarbeitung und Optimierung der Schlisselreaktionen zum Aufbau der aza-RGD-
Mimetika am festen Trager werden in den Abschnitten 4.3 und 4.4 detailliert
besprochen. Danach wird zuerst die Festphasensynthese einzelner aza-RGD-Mimetika
und abschliel3end die kombinatorische Festphasensynthese von aza-RGD-Mimetika-
bibliotheken nach der Split-Methode beschrieben.

4.1 Planung der aza-RGD-Bibliotheksynthese

4.1.1 Retrokombinatorische Analyse der RGD-Sequenz

Wie in Kapitel 2.1 bereits erwahnt, wird zur kombinatorischen Synthese neuer
niedermolekulareravp3-Liganden von der Natur mit der RGD-Sequenz (siehe
Abbildung 4.1) eine ideale Leitstruktur vorgegeben. So konnte in der Vergangenheit
bereits mehrfach demonstriert werden, dafl} die RGD-Sequenz als Ausgangspunkt far
die Entwicklung niedermolekularer und hochselektiver Integrinantagonisten geeignet
ist (siehe Kapitel 2.5). Selbst beistreeningeiner randomisierten Oligocarbamat-
bibliothek mit dem Blutplattchenrezeptolb3 wurden immer nur Verbindungen
gefunden, die das RGD-Motiv in abgewandelter Form enthielten (siehe Kapitel
3.3)[202] Daher schien es sinnvoll, sich beim Design einer Verbindungsbibliothek mit
potentiellenav3-Antagonisten an die RGD-Sequenz anzulehnen.

Um nach denone-bead one-compouwikbnzept Substanzbibliotheken zu erzeugen,
missen zwei Grundvoraussetzungen erfillt werden. Zum einen muissen die
Verbindungen wahrend der Synthese mit einem festen Trager verbunden sein, zum
anderen mussen sie durch Verknupfung verschiedener Bausteine modular aufgebaut
werden konnen. Die RGD-Sequenz mufd also formal in verschiedene Bausteine

sequenziert werden. Diese ,retrokombinatorische Analyse* der RGD-Sequenz wird in
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Abbildung 4.1 skizziert. Demnach wird die RGD-Sequenz in ein RGD-Mimetikum

transformiert, welches modular aus den vier Bausteinen A-D aufgebaut ist.

Arg Gly Asp
NH O

H @)
K Fiyt Ay

§/NH COo,H

1
H R n JC])\
Base N+ Spacer N’N N N
I I H
2
R Of (saure
B A

D C

Abbildung 4.1: Retrokombinatorische Analyse der RGD-Sequenz. Die RGD-Sequenz
wird in ein RGD-Mimetikum bestehend aus den Bausteine A-D transformiert. Die
Carbonséure der Asparaginsaure wird von Baustein A durch ein saures
Pharmakophor, der Guanylrest des Arginins von Baustein D durch ein basisches
Pharmakophor prasentiert. Durch das Substitutionsmuster des Schlisselbausteins B
kann Einflu3 auf die Flexibilitdit des RGD-Mimetikums genommen werden. Baustein C
reguliert den Abstand der Pharmakophore.

Da sowohl die Carbonsdure der Asparaginsaure als auch der Guanylrest des
Arginins fur die Bindung der RGD-Sequenz an die Integrine essentiell sind, sollten die
RGD-Mimetika die gleichen Pharmakophore oder solche mit &hnlichen Eigenschaften
aufweisen. Baustein A ersetzt die Asparaginsadure und trdgt demzufolge ein saures
Pharmakophor. Der basische Baustein D soll den Guanylrest des Arginins nachahmen.
Baustein C resultiert aus der Kohlenstoffkette des Arginins und reguliert im RGD-
Mimetikum den Abstand zwischen dem sauren und dem basischen Pharmakophor.
Durch Austausch dea-Kohlenstoffatoms im Glycin der RGD-Sequenz durch ein
Stickstoffatom, wird der peptidische Charakter des RGD-Mimetikums verringert
(Baustein B). Von J. Wermutf2l und J. S. Schmitg3l konnte bereits gezeigt werden,
daR inavp3-aktiven RGD-Peptiden der Austausch des Glycins durch Azaglycin unter
Erhalt der biologischen Aktivitdt verlauft und deev(33-Selektivitat sogar noch
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gesteigert werden kann. Die Substitution einarAminosaure durch eine
Azaaminosaure fuhrt zu strukturellen Anderungen, die im folgenden Kapitel diskutiert
werden. Alle Bausteine sollten so gewahlt werden, dal3 der Abstand des basischen und
sauren Pharmakophors etwa dem der Carbonsaure und des Guanylrestes in der RGD-
Sequenz entspricht.

Um die biologische Evaluation der RGD-Mimetika an der Festphase durchflhren zu
kénnen, miussen diese so mit dem festen Trager verkntpft werden, dal3 die daraus
resultierende Verknipfungsstelle die Rezeptor-Ligand-Erkennung nicht negativ
beeinflut. Diese ,idealen* Verknipfungsstellen mit absoluter Sicherheit zu
bestimmen, ist aber kaum mdglich. Dennoch wurde mit einfachen Uberlegungen
versucht, die Wahrscheinlichkeit zu erhdéhen, eine geeignete Verkniupfungsstelle zu
finden. So wurde beim Design der Verbindungsbibliothek eine Verkniipfung der RGD-
Mimetika Uber die saure oder basische Pharmakophorgruppe ausgeschlossen, da beide
fur die Bindung an den Rezeptor essentiell sind. In den nattrlichen Integrinliganden
wird die RGD-SequenzN- und C-terminal von unterschiedlichen Aminoséaure-
sequenzen flankiel®!l An dieser Stelle scheint also eine gewisse Toleranz der
Integrine vorzuliegen. Daher wurden die RGD-Mimetika, wie in der Peptidsynthese
Ublich, am C-Terminus” an die Festphase gebunden.

4.1.2 Strukturelle und biologische Aspekte des Azabausteins B

Bei der Transformation der RGD-Sequenz in ein modular aufgebautes RGD-
Mimetikum, wurde dasua-Kohlenstoffatom des Glycins durch ein Stickstoffatom
ersetzt. Aminosauren, derenKohlenstoffatom durch ein Stickstoff ersetzt worden
sind, werden als Azaaminosauren, Peptide mit mindestens einer Azaaminosaure als
Azapeptide bezeichn&f4 Im Rahmen dieser Arbeit werden Azapeptide, deren
Azaaminosauren die Seitenkette afaStickstoffatom tragen, als Azapeptoide
bezeichnet (vergleiche dazu Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Vergleich zwischen Peptid, Azapeptid und Azapeptoid. Im Azapeptid
ist das a-Kohlenstoffatom einer Aminosaure durch ein Stickstoffatom ersetzt, im
Azapeptoid ist die Seitenkette Uber @eStickstoffatom verknipft.

Der Austausch einer Aminosaure durch eine Azaaminosaure in Peptiden bewirkt
eine Veranderung der strukturellen sowie der biologischen Eigenschaften. Dabei ist
insbesondere das Potential der Azapeptide, im Vergleich zu Peptiden gegen
enzymatischen Abbau resistenter zu sein, von pharmakologischem Ini¥&sSe.
konnten Hese®t al. bereits 1963 demonstrieren, dal3 der Austausch einer Aminosaure
gegen eine Azaaminosaure im naturlichen Peptid Angiotensin [l mit einer
Verlangerung der Aktivitatsdauer im Tiermodell korreligd§l Des weiteren wurden
inzwischen einige Azapeptide zur selektiven Inhibierung von CyB&inund
Serinproteasen beschrieb@i®:211] Darliber hinaus konnte vor kurzem mit der
Entwicklung hochaktiver und oral absorbierbarer Azadipeptid-lIsostere zur Inhibierung
der HIV-1-Protease das pharmakologische Potential der Hydrazinderivate belegt
werden(212.213] Die Einfihrung einer Azaaminosaure (Baustein B) in die RGD-
Mimetika konnte somit helfen, deren pharmakokinetischen Eigenschaften zu
verbessern.

Da dem Design der RGD-Mimetika eine Leitstruktur zugrunde liegt, besitzen die
daraus resultierenden Bibliotheken eine vergleichsweise geringe Diversitat. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten jedoch RGD-Mimetikabibliotheken synthetisiert werden,
die potentielle Liganden fur moglichst viele RGD-abhéngige Integrine enthalten. Bei

der dazu notwendigen Erhoéhung der Diversitat spielt die Azaaminosdure eine
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herausragende Rolle, da durch Variation ihres Substitutionsmusters erheblicher Einfluf3
auf die Flexibilitat der RGD-Mimetika ausgeibt werden kann.

Leider wurden die strukturellen Unterschiede zwischen Azaglycinouriakzw. 3-
substituiertem Azaglycin an vergleichbaren Verbindungen noch nicht untersucht. Aus
einer high-level ab initieKonformationsanalyse von Diformylhydrazir23) und
Diformylmethylhydrazin 24) kann aber in guter Naherung der strukturelle Einflu® der
N-Substitution im Azabaustein B abgeschéatzt wefdéhln Abbildung 4.3 a ist das
berechnete Energieprofil fur die Rotation um d¥N-Bindung in dem ZZ-
konfigurierten DiformylhydrazinZ3) dargestellt (geschlossene Linie). Die Kurve zeigt
zwei Energieminima bei einem CO-N-N-CO-Diederwinkel von 90° bzw. —90°, eine
hohe Rotationsbarriere bei 0° aber eine extrem niedrige Barriere bei 180N-Das
methylierte PendanR4 weist bei 180° hingegen eine um ca. 5 kcal/mol héhere
Rotationsbarriere auf (gestrichelte Linie). Das von Yoon und Mitarbeitern berechnete
Energieprofil fir die N-N-Rotation im Modellazapeptid Ac-azaAla-NHN2&)( bei
festgehaltener gestreckter Konformation der restlichen Bindungen, gleicht dem von
Verbindung 24 (siehe b in Abbildung 4.33151 Auch 25 zeigt bei CO-N-N-CO-
Diederwinkeln von etwa 90° bzw. —90° zwei Energieminima und bei ca. 0° sowie ca.
180° jeweils eine ausgepragte Rotationsbarriere.

Die berechnete niedrige Energiebarriere fir die Rotation unN-dNeBindung bei
180° in Diformylhydrazin 23) steht im Einklang mit Kristallstrukturen von
nichtalkylierten Diacylhydrazinen, die einen planaren CO-N-N-CO-Diederwinkel von
180° aufweiselt?16-218] Bei substituierten Azapeptiden wurde hingegen immer ein um
den Betrag von ca. 60-120° verdrehter CO-N-N-CO-Dieder gefuAtends-221]
Dieser Befund untermauert die berechneten hohen Energiebarrieren der N-N-

Bindungsrotation in deN-methylierten Hydrazide@#4 und25.
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Abbildung 4.3: High-level ab initio-Konfomationsanalyse. a) Vergleich Diformyl-
hydrazin 23) vs. Diformylmethylhydrazin2g). Die Einfuhrung einer Methylgruppe
fihrt zu einer deutlichen Erh6hung der Rotationsbarriere um die N-N-Biffd¢ing)
Das Energieprofil von Ac-azaAla-NHMB85) gleicht dem voi24.1215]

Da der Azabaustein B die Aminosaure Glycin der RGD-Sequenz reprasentiert,
wurden die Integrinrezeptoren raumgreifende Substituenten an dieser Stelle vermutlich
nicht tolerieren. Daher sah die Bibliotheksplanung vor, lediglich die Methylgruppe als
Substituent zuzulassen. Daraus resultieren die drei Bausteine Azaglycin (azaGly),
Azaalanin (azaAla) und Azasarcosin (azaSar). Aufgrund der oben durchgefihrten
Betrachtungen, sollte jedoch azaGly erheblich mehr Flexibilitdt aufweisen als azaAla
oder azaSar. Mit geringfligigen Modifikationen kann demnach die Rigiditat des

zentralen Bausteins B und damit die rdumliche Gesamtstruktur der RGD-Mimetika
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stark beeinflulBt werden. Die daraus resultierenden Variationen der raumlichen
Anordnung bzw. der Rezeptorzuganglichkeit der Pharmakophore sollte somit die
Diversitat der RGD-Mimetika-Bibliothek erheblich steigern.

4.1.3 Syntheseplanung zum Aufbau der aza-RGD-Mimetika an der Festphase
nach der Fmoc-Strategie

Um den Anforderungen der kombinatorischen Synthese gerecht zu werden, mussen
bei der Syntheseplanung der aza-RGD-Bibliothek einige Aspekte bericksichtigt

werden:

* Von den bendtigten Reaktionsschritten sollten mdoglichst viele Schritte unter

Bindungsverknipfung erfolgen.

* Die in diesen aufbauenden Reaktionen eingesetzten Bausteine sollten mit grol3er

Strukturvielfalt leicht zuganglich oder kommerziell erhéltlich sein (siehe Kap. 4.2).

» Eine neue Verknipfung solltemabhangigvon der schon aufgebauten Struktur und
von dem anzukntpfenden Synthesebaustein zuverlassig gelingen, d. h. mit hoher

Ausbeute und Selektivitdt das gewunschte Produkt liefern.

* Um dasone-bead one-compowuittinzip anwenden zu kénnen, mussen die RGD-
Mimetika mit einem zu den Reaktionsbedingungen orthogonalen Linker an die
Festphase geknipft sein.

Zuerst sollte mit der Wahl des Photolink@6szur Verankerung der RGD-Mimetika
maximale Orthogonalitat zu den unterschiedlichen Reaktionsbedingungen der Festpha-
sensynthese gewabhrleistet werden (siehe Schema 4.1). Dieser Linker toleriert die
gangigen Reaktionsbedingungen einer Festphasensynthese und ist gegeniiber sauren
sowie basischen Bedingungen beim Schutzgruppenabspalten weitgehend inert. Die
Abspaltung der harzgebundenen Verbindungen erfolgt durch Lichteinstrahlung mit der
Wellenlange von etwa 360 ni&#2.223] Dieser Linker ist besonders fir die kombina-
torische Synthese nach deome-bead one-compoubnzept geeignet. Denn die
harzgebundenen Verbindungen kbnnen am festen Trager vollstandig entschitzt und

somit demon-bead screeninguganglich gemacht werden. Zudem ermoéglicht dieser
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Linker nach der biologischen Evaluation, die aktive Verbindung beadabzultsen

und anschlieBend chemisch zu analysieren. Zusatzliche Vorteile bietet der Photolinker
bei der Reaktionskontrolle einer Festphasensynthese, da Probeabspaltungen zur HPLC-
oder LC-MS-Analyse unter milden Bedingungen zuverlassig und bequem durchgefuhrt
werden kdnnen. Dariiber hinaus kann auf diese Weise eine ,Momentaufnahme* des
Reaktionsgeschehens an der Festphase erstellt werden, ohne dal3 dabei aufgrund
drastischer Abspaltbedingungen chemische Veréanderungen, wie z. B. Schutzgruppen-
abspaltung, auftreten.

Des weiteren sollte durch die Verwendung von TentaGel maximale Lésungsmittel-
kompatibilitat wahrend der Festphasensynthese sichergestellt werden. Dieses
Polyethylenglycol-Polystyrol-Propfpolymer weist in fast allen gangigen organischen
Losungsmitteln, und ebenso in Wasser, gute Quelleigenschaften auf. TentaGel ist
aufgrund seiner Wasserkompatibilitdtt daher auch fir das biologischleead
screeningm walfirigen Milieu geeignet.

Schema 4.1 zeigt den Syntheseplan zum festphasengestiitzen Aufbau der aza-RGD-
Mimetika 36:. Basierend auf der Fmoc-Strate§i##| die in der Peptidsynthese breite
Anwendung findet, sollen die Bausteine A-B¥(30 bzw. 31, 33 und 35) schrittweise
miteinander verknUpft werden. Da zur Vorbereitung jeder Verknupfungsreaktion
lediglich die temporare Fmoc-Schutzgruppe unter standardisierten basischen
Bedingungen entfernt werden muf3, ist die geplante Synthese zum Aufbau der RGD-

Mimetika hochkonvergent.
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FmocHN .CO5H
NO
H,N aU PL
2 H (geschiitzt) H2Ny N’ O
H
oY O 27 (Baustein A) _ salure
26 OCH; 0 2. Basisch entschiitzen (geschiitzt)
28
O
Route A: 1. X Y , Base
29 Ffl
2. Fmoc~_ .NH
N
R? 1 o
30 (Baustein B) | H
PL.
3. Basisch entschiitzen HN’N\"/N‘ Jj\N’ O
| 2 H
R! R O I
[ Séaure
Fmoc< N _ X (geschiitzt)
Route B 1. .2 \ﬂ/ , Base
R O 32
31 (Baustein B)
2. Basisch entschiitzen
FmocHN Spacer CO5H j)\ Flzl ’ jl)\
HoNG -N N< .PL
33 (Baustein C) > ahace N H O
> R O '
2. Basisch entschiitzen Séaure
34 (geschitzt)
1. Base
(geschutzt) o R! 0
- N JC N R L P
35 (BaUSteln D) Base AN Spacer N/ N\"/ N N- \O
2. Sauer entschiitzen F'QZ o) | H
36 Saure

Schema 4.1: Syntheseplanung zum Aufbau der aza-RGD-Mimetd#& &n der
Festphase nach der Fmoc-Strategie.

Die Reaktionsfolge beginnt mit der Kupplung défmoc-geschitzten Aminodi-
carbonsaure27, in der die ,Seitenketten“-Carbonsaure durch eine saurelabile

Schutzgruppe blockiert ist. Nach Entfernen der Fmoc-Schutgruppe soll der

Azabaustein B eingefuhrt werden. Diese Reaktion konnte bereits an der Festphase tber
zwei verschiedene Routen experimentell realisiert werden. In Route A wird das

festphasengebundene An#8 in Anwesenheit einer Base zuerst mit einem zweifach
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aktivierten KohlenséurederivaR9) und anschlielBend mit einem monogeschuitzten
Hydrazin @0) umgesetz{l32.133,205,225] Als zweifach aktivierte Kohlensaurederivate
wurden z. B. Chlorameisensaure-4-nitrophenylester, Bis(2,4-dinitrophenyl)-carbonat
oder Bis(pentafluorphenyl)-carbonat verwendet. In der alternativen Route B wird das
Hydrazin @0) in Lésung mit29 zur aktiviertenN-geschiitzen AzaaminosauBd
umgesetzt und anschlieend mit dem harzgebundenen A&irzur Reaktion
gebracht226-228] An das entschitzte Azapeptid2 soll dann unter Standard-
bedingungen der Spacerbaustein 33) (gekuppelt werden. AnschlielBend kann das
Fmoc-entschitzte Trime34 tber eine nucleophile Substitutionsreaktion mit Baustein

D (35 und anschlielender Entschitzung unter sauren Bedingungen in das harzge-
bundene aza-RGD-Mimetikur86 tberfiihrt werden. Diese Synthesestrategie sollte
komplett entschitzte und festphasengebundene aza-RGD-Mim@&€@kdiefern, die
biologisch an der Festphase evaluiert werden konnen. Nach der Selektion eines
positiven beads konnte dann die Verbindung durch UV-Bestrahlung vom festen
Trager abgel6st und anschlieBend chemisch analysiert werden.

Von den vier durchgefuhrten Verkntpfungsreaktionen finden zwei unter Peptid-
synthesebedingungen statt. Aufgrund des hohen Entwicklungstandes der Peptid-
synthese und der inzwischen umfangreichen Palette an verfigbaren Kupplungs-
reagenzien, sollten diese Reaktionen mit einem hohen Mald an Zuverlassigkeit
verlaufen und daher den Anforderungen der kombinatorischen Synthese gentigen. Da
fur die Einfihrung der Bausteine BQ(bzw. 31) und D @5) vergleichsweise wenige
Literaturprazedenzien vorliegen, sollten diese Reaktionen im Rahmen dieser Arbeit
sorgfaltig auf ihre Eignung fir die kombinatorische Synthese geprift und

gegebenenfalls weiterentwickelt werden.

4.2 Die Synthese der Bausteine

Nach géangiger Meinung sollten Bausteine flr kombinatorische Synthesen im
Idealfall kommerziell verfigbar sein, um den Zeitgewinn bei der Wirkstoffsuche noch
zu steigern. Dies schliel3t die Synthese von interessanten Bausteinen jedoch nicht
kategorisch aus, zumal durch die kombinatorische Synthese aus einem Baustein viele

Produkte resultieren — die investierte Synthesearbeit also mehrfach ausgezahlt wird. In
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der hier vorliegenden Arbeit wurden sowohl kommerziell erhaltliche als auch tber

einen kurzen Syntheseweg zugéngliche Bausteine verwendet.

4.2.1 Baustein A

Baustein A reprasentiert die Asparaginsaure der RGD-Sequenz. Um ihn gemal der
Fmoc-Strategie einbauen zu kénnen, sollte er somit eine freie Carbonsaure, eine mit
einer saurelabilen Schutzgruppe versehene Saurefunktion sowie ein Fmoc-geschutztes
Amin aufweisen. Die kommerziell erhéltlichen Bausteine, die diese Kriterien erfillen,
sind die Enantiomere der Asparaginsaus& (nd 38) sowie die Enantiomere der
Glutaminsdure39 und40) (siehe Schema 4.2).

Als Asparaginsduremimetikum schien dieCysteinsaure 41) ein interessanter
Kandidat zu sein. Ihre Carbonsaure ermdglicht die Anknupfung an die Festphase und
die Sulfonsaure der Seitenkette konnte die freie Carbonsdure der Asparaginsaure
nachahmen. Da die Sulfonsauregruppe nur unter sehr drastischen Bedingungen (z. B.
zum Saurechloridh?9.230] aktiviert werden kann, sollte sie sich gegentber den milden
Reaktionsbedingungen wahrend der Festphasensynthese inert verhalten. Daher ist es
grundsatzlich moglich, die Cysteinsdure zur RGD-Mimetika-Synthese ohne
zusatzlichen Seitenkettenschutz einzusetzen. Allerdings traten bei Einfuhrung der
Fmoc-Schutzgruppe unerwartete Schwierigkeiten auf. Zwar liel3 sich das Amin der
Cysteinsaure4l) in einem Dioxan/Wasser-Gemisch in Gegenwart vopCa mit
FmocCl acylieren, das daraus resultierende Natriumsalz NdEmoc-geschitzen
Cysteinsaure 42) erwies sich jedoch in DMF sowie NMP als unléslich und war
demzufolge nicht zur Peptidkupplung unter Standardbedingungen geeignet (siehe
Schema 4.2). Dieses Problem konnte jedoch durch eine leichte Modifikation der
Reaktionsbedingungen umgangen werden. Dazu wurde die Cysteindduraif
einem Uberschul? an FmocCl in Gegenwart der Stickstoffbase DIPEA umgesetzt. Das
Uberschissige FmocCl sowie seine Hydrolyseprodukte konnten anschlieRend durch
grindliche Extraktion mit EO entfernt werden. Durch Entfernen des Wassers im
Vakuum erhielt man ohne weiter Aufreinigung quantitativ das in DMF sehr gut
|6slicheN-Fmoc-geschitze Cysteinsaure-DIPEA-S4B).(
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o)

FmocHN\)I\OH

Co,t-Bu
37

o)
FmocHN\)I\OH

CO,t-Bu
39

FmocCl, Na,COs3,
H,0, Dioxan

0
HZN\_)LOH

S0,H
41

FmocCl (1.2 Aquiv.),

O
FmocHN
OH

CO,t-Bu

FmocHN
OH

CO,t-Bu
40

O
FmocHN\)I\OH

s0,Na
42

@)
FmocHN\)I\OH

(DIPEA), 7

H,0, Dioxan,
0°C — RT, 130 min 43

100%

Schema 4.2.Kommerziell verfligbare Bausteine 3v{40Q und Synthese der N-Fmoc-

geschutzen loslichen Cysteinsad:

Die orthogonal geschiitzte Aminodicarbons&ir&onnte tber drei Synthesestufen

zuganglich gemacht werden (siehe Schema 4.3). Dazu wurde zunachst nach einer

literaturbekannten Methode 3,3'-Iminodipropionitré#4) zum Aminodicarbonsaure-

diammoniumsalz45 verseift und das Ammoniak 45 anschlieRend mit walriger

Na,COs; ausgetriebef?31l Das Natriumsalz der Aminodicarbonsadéekonnte dann in

63% Ausbeute in dieN-Fmoc-geschitzte Dicarbonsaudé umgewandelt werden.

Aufgrund der symmetrischen Struktur der Dicarbonsadfe konnten bei der

anstehenden Montert-butylierung keine Regioisomere auftreten. Dennoch bestand

die Gefahr, dal3 die gewlinschte monogeschiitzte Dicarborb&dtech erneutéert-

Butylierung zum unerwtnschten Bert-butylester4d8 weiterreagiert. Daher wurde die

Umsetzung der Dicarbonsaudé mit tert-Butyltrichloracetimidat per DC-Kontrolle

Uberwacht und als das optimale Verhaltnis der Proddftd7 und 48 von etwa 1:2:1

detektiert wurde, abgebrochen. Obwohl diese Reaktion vermutlich mit GEb
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katalysiert werden kan®32l wurde hier die unkatalysierte Variante bevorzugt, da eine
langere Reaktionszeit die Kontrolle des Reaktionsverlaufs erleichterte. Das
gewulnschte Produkt Fmoc-ldp(Bu)-OHY konnte schliel3lich chromatographisch in

befriedigender Ausbeute von 49% isoliert werden.

Ba(OH)z, HZO,

§ 70°C, 16 h Y § .,
NCT TN eN > NHf T0,¢7 " ~""co, NHYE
44 45

70%

1. Na,CO3 (3.0 Aquiv.) FmOC\N/\/COZH
H,O, einrotiert

-

2. FmocClI (1.0 Aquiv.)

H,O,Dioxan, COH
0°C -~ RT,15h 46
63%
NH

Fmoc\N/\/COZH Fmoc\N/\/C02t-Bu
ClsC” ~Ot-Bu, (4.9 Aquivl

CH,Cl,, DMF, RT, 24 h COLt-Bu CO,t-Bu

47 48
49%

Schema 4.3Synthese der orthogonal geschiitzten Aminodicarbongdure

In dercis-Piperidindicarbonsaurg0 sahen wir ebenfalls ein potentielles Asparagin-
sauremimetikum (siehe Schema 4.4). Ausgehend von 2,5-Pyridindicarboré8@ure (
konnte diese in racemischer Form nach einer literaturbekannten Methode durch
katalytische Hydrierung zuganglich gemacht wer@&h(Die cis-Konfiguration wurde
anhand der NOESY-Spektren der Folgeprod@&a und 52b belegt, s. u.). Danach
wurde die Aminodicarbonsaui) mit einer akzeptablen Ausbeute von 66% Rur
Fmoc-geschitzten Dicarbonsausé umgesetzt. Der Syntheseplan sah nun vor, die
Carbonsédure am 6-Atom der Dicarbonsaur®&l regioselekiv zu verestern. Dieser
Plan basierte auf der Uberlegung, daR die Carbonsaure @rAt@n von der
unmittelbar benachbarten Fmoc-Gruppe sterisch abgeschirmt werden kénnte und somit
schwerer als die Carbonsaure in 5-Position zuganglich sein sollte. Die Reakti®h von

mit tert-Butyltrichloracetimidat verlief jedoch enttduschend. Es wurde nicht wie
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erhofft das Regioisomé&2b, sondern das Regioisonte2a bevorzugt gebildet. Zudem
zeigte die Reaktionskontrolle per HPLC, dalR der relative Mengenanteil der
gewinschten Verbindureb mit fortschreitender Reaktion immer geringer wurde. So
entstanden zu Beginn der ReaktidBa und 52b im Isomerenverhaltnis von 67:33,
nach 90%igem Umsatz der Dicarbonséitdetrug das Verhéltnis aber bereits 77:23.
Uber eine alternative Route konnten der Anteil %&b im Isomerengemisch leicht
erhoht werden. Dazu wurde die Dicarbonsaure zuerst mit einem Uberschei® an
Butyltrichloracetimidat mit einer Ausbeute von 87% in dentddi-butylester 53
umgewandelt. Dieser wurde dann unter steter HPLC-Kontrolle mit TFA entschutzt.
Uber diesen ,inversen“ Reaktionsweg entstanden die Prodideund 52b im
Isomerenverhaltnis von ca. 3:2. Der relative Mengenanteil5atmkonnte also leicht
erhoht werden und blieb erfreulicherweise lber die gesamte Reaktionszeit konstant.
Nach 8 h TFA-Entschitzung betrug das Integralverhaltins Barb2a52b:53
15:30:21:34. Danach wurde die Reaktion abgebrochen und die monogeschitzen
Dicarbonsauren Fmoc-Cpdc(2-Bu)-OH526) und Fmoc-Cpdc(5-Bu)-OH 5@b)
konnten mit Hilfe chromatographischer Reinigung als 62:38-Isomerengemisch in 54%
Ausbeute isoliert werden.

Alle Versuche, das Isomerengemisch aus den orthogonal geschitzten Bausteinen
52a und 52b mit Hilfe von Flashchromatographie zu trennen oder auch nur
anzureichern, schlugen fehl. Die Isomere konnten jedoch muhelos mittels praparativer
HPLC jeweils in Mengen >100 mg getrennt werden. Dennoch wurden die Bausteine
52a und 52b als Isomerengemisch in die Bibliotheksynthese eingesetzt. Sollte ein
RGD-Mimetikum eines selektiertedmeadsdiese Isomere enthalten, stiinde genigend
isomerenreineb2a und 52b zur Verfigung, um die RGD-Mimetika isomerenrein
nachzusynthetisieren. Gemaf dieser Vorgehensweise kénnte dann das biologisch

aktive Isomer ermittelt werden.
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CO2H H,, PdO, (0.05 Aquiv.),

N 13% HCl in H,0, 3 d CO2H
| > *HCI
% HN CO.H
CO,H 50
49 quant.
NH
FmocCl (1.0 Aquiv.), .
Na,COj3 (3.0 Aquiv.), COH ClsC” "Ot-Bu, (6.6 Aquiv.)
H,0, Dioxan, 0°C - RT, 15 h _ N COLH CH,Cl,, RT, 4d _
Fmoc”
51
66%
CO,t-Bu CO5H CO,t-Bu
N coH * N CO,t-Bu > N CO,t-Bu
Fmoc Fmoc Fmoc
52a 52b 53
87%
67:33 (10% Umsatz von 51)
77:23 (90% Umsatz von 51)
5% TFA, CH,Cl,, CO,t-Bu CO,H
RT, 10 h +
- N COZH N COZt-BU
7/ Ve
Fmoc Fmoc
52a 52b

62:38 Isomerengemisch, 54%

Schema 4.4:Synthese der orthogonal geschitzten Piperidindicarbons&g2arund

52b im 62:38 Isomerengemisch. Die Mono-tert-butylierung der Dicarbonséadre
liefert ein ungunstigeres Produktverhaltnis als die Monoentschitzung des Di-tert-
butylesters3.

Die oben verwendete Strukturzuordnung soll im Folgenden belegt werden. Da
sowohl 52a als auch52b isomerenrein zur Verfiigung standen, konnten sie getrennt
untersucht werden. Die Zuordnung erfolgte anhand von HMQC-COSY- sowie
NOESY-Spektren. Sowohl 3% und 5-H* als auch 4-& und 6-H* wiesen in den
NOESY-Spektren beider Isomere NOE-Kontakte auf und missen somit axial
ausgerichtet sein (Abbildung 4.4). Zwischen 2-bnd 4-H* sowie 2-H® und 6-H*
wurden jedoch keine NOE-Signale beobachtet. Dariliber hinaus zeigte Verbsiiung
einen NOE-Kontakt zwischen H-Atomen dert-Butylgruppe und 6-B. Demzufolge
missen beide Isomem@s-konfiguriert sein. Dies wird durch die charakteristischen
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vicinalen Kopplungskonstanten, die ifH-NMR-Spektrum zu erkennen waren,
untermauert. Das axiale 6*Hkoppelte in beiden Isomeren mit dem benachbarten
axialen Protonen 5-¥ Der Diederwinkel betragt 180°, daher resultiert eine groRe
Kopplungskonstante vadyyaxgax= 12.7 Hz. Das dquatoriale ZHvies im'H-NMR-
Spektrum beider Regioisomeren hingegen mit einem breiten Dubletl ¥oh2 Hz
keine charakteristisch&gansKopplung auf. Des weiteren belegte das NOE-Signal
zwischen den H-Atomen deert-Butylgruppe und dem 2-# in 523 daR diese
Verbindung dietert-Butylgruppe an der Z-Carbonsaure tragt. Demzufolge muf3 in
52b die Carbonséaure amG-Atom tert-butylgeschutzt sein.

t BUO \
HaX Beleg flr
<---->
I‘W H 40 Hax H 4O cis-Konfiguration
H Ha 5 Ha 5 Ot-Bu -— Bele_g_fUr
Fmoc HaX Fmoc Hax Regioisomer
I
52a 52b

Abbildung 4.4: Signifikante NOE-Signale BRaund52b

Der dialkylierte Baustei®7 wurde submonomer an der Festphase aufgebaut (siehe
Schema 4.5). Dazu wurde zuerst Photolinker-TentaZ&|rhit dem Saurechlorié4
in Gegenwart der Base DIPEA acyliert. Das benzylische Chlor im resultier&aden
sollte dann durch das Amin deert-butylgeschitzen Aminosaurg6 nucleophil
substituiert werden. Aus der breiten Palette von kommerziell verfiigbaren
Carbonsauren mit zusatzlicher Abgangsgruppe wurde fir diese Reaktionsfolge bewuf3t
das Saurechlori@4 ausgewahlt, da es hinsichtlich potentieller Nebenreaktionen einige
Vorteile bietet. So besitzt das Saurechldddin a-Stellung zur Carbonylgruppe keine
Protonen und kann demzufolge durch die zur Acylierung notwendige Base nicht zum
dimerisierungsgefahrdeten Keten eliminiert wer@@h.Dartber hinaus kann aufgrund
der Benzylstellung des Chlors %4 bei der nucleophilen Subtitution mit dem An&ié
keine B-Eliminierung als Nebenreaktion auftreten. Die starke Aktivierung der

Carbonséure als Saurechlorid gewahrleistet zudem die Selektivitat der Reaktih von
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mit 26 und verhindert die Substitution des benzylischen Chlors durch das harzge-
bundene Amir26.

@)

C'AQ)‘\C' (6.8 Aquiv.)
0
PL 54 PL
HoN O - Cl N O
DIPEA (14 Aquiv.), H
26 :

CH,Cl,, RT, 75 min
55

N—PL
HzN/\/C02t Bu H

PL ;)
> HN QD - tBuoc
> 2 \/\ _
(150 Aquiv.), 45°C, 12 h A(j)l\ HN—PL

COzt Bu o
57
91% 58
9%

Schema 4.5Submonomerer Aufbau des Bausté&rigan der Festphase

Schwierigkeiten traten jedoch bei der Aminierung des Benzylchl&tdauf. In
ersten Versuchen wurde mit einer 0.2v Losung des Amin§6 in DMF oder NMP
behandelt. Das hierbei entstandene Pro8udktar bis zu 30% mit dem tertiaren Amin
58 verunreinigt, resultierend aus zweifacher Alkylierung des Anisifismit dem
Halogenid55. Durch drastische Konzentrationserhéhung der Reaktionslésung auf ca.
3.5 M konnte der Anteil des Trialkylamin§8 im gewinschten harzgebundenen
N-BPra(Bu)Mamb %7) jedoch auf akzeptable 9% reduziert werden.

4.2.2 Baustein B

Schema 4.6 zeigt die Synthese der monogeschitzen Azaaminosaurev6@ab@er
und 63. Der Azaglycinvorlaufer60 konnte durch Umsetzung von FmocCl mit
Uberschissigem Hydrazin59) in exzellenter Ausbeute dargestellt wertépl.
Ausgehend von Methylhydrazil konnten beide Regioisomef2 und63 zuganglich
gemacht werden. Zur Unterscheidung der beiden Stickstoffatome in Methylhydrazin
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wurde die erhohte Nucleophilie des methyliertdmAtoms genutzt. So liel3 sich
Methylhydrazin 61) regioselektiv mit FmocCl und BN mit einer Ausbeute von 84%

in den Azasarcosinvorlauf&2 umsetzen. Um den regioisomeren Azaalaninvorlaufer
63 in einer Eintopfreaktion zu erhalten, wurde Methylhydrasil) guerst mit einem
UberschuR Bo© versetzt. Danach wurde FmocCl sowie DIPEA zugegeben. Nach
einer Reaktionszeit von 8 h wurde die temporar eingefiihrte Boc-Schutzgruppe am
methylierten Stickstoffatom durch Ansauern mit TFA entfernt und man erhielt nach
chromatographischer Reinigung 1-Fmoc-2-methylhydr&&@hit 64% Ausbeute.

FmocCl (0.025 Aquiv.),

H,0/CHSCN, 0°C, 2 h N
HoN—=NH; >  Fmoc” "NH,
59 60
98%
. CHg3
FmocCl (0.8 Aquiv.) l{l
EtsN (1.1 Aquiv.), Fmoc”™ ~NH,
CH,Cl,, -78°C - RT, o
12 h
84%
H
~N<
HsC NH,
61
1. Boc,0 (1.3 Aquiv.), Fmoc/N\NH
CH,Cl,, -78°C — RT, 30 min ok
2. FmocCl (1.0 Aquiv.), RT 63 s

3. DIPEA (1.2 Aquiv.), RT, 8 h

4.TFA, 2 h 64%

Schema 4.6:Synthese der mono-Fmoc-geschitzen Azaaminosaurenvorég,fép
und63

4.2.3 Baustein C

Die Syntheseplanung der RGD-Mimetika (siehe Kap. 4.1.3) sah vor, Baustein C als
N-Fmoc-geschitzte Aminosaure einzufiihren. Von den zahlreichen kommerziell
verfugbarenN-Fmoc-geschiitzen Aminosauren sind in Tabelle 4.1 die im Rahmen

dieser Arbeit als Baustein C eingesetzten geschutzten Aminosauren aufgefihrt.
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Tabelle 4.1: Kommerziell verfigbare N-Fmoc-geschitzte Aminosauren, die im
Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden

Nr. Struktur Name
73 FmocHN” " CO,H FmocyAbu-OH
74 FmocHN” "~CO2H FmocdAva-OH
75 FmocHN” >">""co,H Fmoc€Ahx-OH
76 FmocN/\:>*COzH Fmoc- Inp-OH
moeN_ N Fmoc-Cmp-OH
maocC - -
77 \__/ —\CO2H moc-Cmp
CO,H
78 Fm"CHN'CN:rph Fmoc-(2S,4S)-Azpc-OH
o

Von dem umfangreichen Angebot an kommerziell verfiigbaren Aminosauren waren
jedoch nicht alle in der Fmoc-geschutzen Form erhaltlich. Daher mufdten einige, vor
allem Anilinsduren, Fmoc-geschiitzt werden. Von Verbind@tg war nur das
entsprechende Cyanid erhéltlich, das nach einer literaturbekannten Methode zuerst zur
korrespondierenden Aminosaure hydriert werden mi@®ieTabelle 4.2 zeigt das
Ergebnis der Einfihrung der Fmoc-Schutzgruppe. IEmMoc-geschitzen Amino-
sauren65 und 66 wurden unter Standardbedingungen mit FmocCl in eingC8a
Dioxan/Wasser-Losung dargestellt (Methodd?A). Insbesondere bei der Synthése
Fmoc-geschitzter Aniline lieferte jedoch Methode B bessere ErgeBagsddach
dieser Methode wird die Aminosaure zuerst mit einem zweifachen Uberschul? an
TMSCI am N-Atom silyliert und die Carbonsaure in den Silylester tberfihrt. Diese
temporéare Blockierung der Carbonsaure verhindert dann beim Einfihren der Fmoc-
Schutzgruppe Oligomerbildung. Nach dieser Methode wurden die geschitzten Amino-
sauren/2, 64 und67-71 dargestellt.
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Tabelle 4.2:Synthese der N-Fmoc-geschitzen Aminoséadet?

Methode A: FmocCl, Na,COs3,

H,O/Dioxan
Methode B: FmocCl, DIPEA,

TMSCI, CH,Cl, (Baustein C)
Nr. Struktur Name Methode Ausbeute
cl
64 Fmoc-Cpb-OH B 87%
FmocHN CO,H
CO,H
65 Fm°CHNU Fmoc-Mamb-OH A 16%
0
66 Fm°°““ﬁw Fmoc-Mab-OH A 87%
I \_¢
67 FmocHN Fmoc-Ani-OH B 63%
N= OH
CH30
68 FmocHN‘@_f Fmoc-Amob-OH B 45%
OH
F3CO

69 FmocHN‘@_é’ Fmoc-Atob-OH B 46%
OH
FmocHN
70 @ACOZH Fmoc-Mape-OH B 88%

71 FmocHN Fmoc-Pab-OH B 79%

(@)

@)
N

I

FmocHN

72 Fmoc-Cyh-OH B 97%

O
o
T

4.2.4 Baustein D

Baustein D reprasentiert den Guanylrest des Arginins der RGD-Sequenz. Daher war
es naheliegend, den Aufbau der RGD-Mimetika mit der Einfihrung einer
Guanylgruppe abzuschlie3en. Um wie von uns geplant, ein Amin oder Anilin in ein
Guanidin zu transformieren wurden bereits verschiedene Reagenzien besdtiieben.

2421 Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sahen wir in Bisbocguanylpyrdzdkiehe
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Schema 4.7) aufgrund seiner hohen Reaktivitdt den am besten geeigneten Vertreter
dieser Reagenzklasgé3l Dies wurde durch das Ergebnis eigener Untersuchungen
(siehe Kap. 4.4.1) als auch durch das Ergebnis einer Reagenzvergleichsstudie zur
Guanylierung harzgebundener Amine sowie Aniline bestéttjtSeither wurden in

der Literatur mehrere Guanylierungsreagenzien beschrieben, die eine noch héhere
Guanylierungseffizienz aufweis&i45-2471 Da die Guanylierungsreaktion der RGD-
Mimetika vor Erscheinen dieser Arbeiten bereits optimiert war, wurde jedoch davon
abgesehen, diese Methoden in der RGD-Mimetikasynthese anzuwenden.

In Schema 4.7 ist der Zugang zu Bisbocguanylpyrazol gezeigt. Zuerst wurde
Guanylpyrazol 79) mit BogO in Gegenwart von DIPEA fast quantitativ in das
monogeschutzte Guanylpyraz8D tberfihrt. Um80 mit BogO ein zweites Mal
umzusetzen, mul3te es mit NaH deprotoniert werden. Fir das Gelingen dieser Reaktion
war entscheidend, sie durch Zugabe von HOAc abzubrechen (Zugabe von wéalRriger
NH4CI-Losung lieferte quantitativ ein nicht charakterisiertes Nebenprodukt). Auf diese
Weise konnte das Guanylierungsreagéhm 81% Ausbeute erhalten werden.

Boc,O (1.1 Aquiv.).

NH DIPEA (3.0 Aquiv.), NH
L CH,Cl,, 0°C —~ RT,2h L
HCl ® HN N} > BocN r}l}
N= N=
79 80

1. NaH (2.1 Aquiv.),
2. Boc,O (1.1 Aquiv.) BocN

THF, 65°C, 4 h . BocN l\\l}
N\

81
78%

Schema 4.7Synthese des reaktiven Guanylierungsreagnzes Bisbocguanyl@iazol

Aufgrund ihrer hohen Polaritat entsprechen guanylierte aza-RGD-Mimetika nicht
dem Ideal eines oral verfugbaren Wirkstoffes. Daher sollte anstelle des Guanylrestes
ein mdoglichst unpolares Guanidinmimetikum eingebaut werden. Im basischen
2-Aminopyrimidin  82) sahen wir einen geeigneten Vertreter dieser Pharma-
kophorklasse. Es weist eine deutlich geringere Polaritat als die Guanidingruppe auf

und wurde bereits in zahlreichen Verbindungen mit potentieller biologischer Funktion
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gefunderi248-250] Der Austausch eines Guanidins durch ein 2-Aminopyrimidin in
einem bekannten Thrombininhibitor fihrte zu einer signifikanten Erh6hung der Caco-
2-Zellpermeabilitatzsll Dieser Befund stitzte die Hypothese, dal3 durch die
Einfuhrung des 2-Aminopyrimidins als Baustein D die Resorption der resultierenden
aza-RGD-Mimetika verbessert werden konnte. Darlber hinaus konnten einige
2-Aminopyrimidine wie Buspirone (Tranquilizer), Piribedil (Vasodilatator) und
Tandospirone (Antidepressivum, Anxiolytikum) zu marktreifen Wirkstoffen entwickelt
werden.

Aus der Literatur ist bekannt, da3 Amine mit 2-Fluorpyrimidd3) (iber eine
aromatische nucleophile Substitution in das korrespondierende 2-Aminopyrimidin
Uberfihrt werden kdnnd#k2.253] Dieses Reagenz wurde nach einer literaturbekannten
Methode durch Diazotierung in HBRus 2-Aminopyrimidin §2) mit einer noch zu
verbessernden Ausbeute von 18% erhd¥en.

NaNO, (2.2 Aquiv.),

=N waRr. HBF,, 1 h =N
Wal -

82 83
18%

Schema 4.8Diazotierung und anschlie3ende Fluorierung von 2-Aminopyrim&#ih (

Mit den beschriebenen Bausteinen A-D stand nun gentigend Ausgangsmaterial flr
die kombinatorische Festphasensynthese der RGD-Mimetika zur Verfiigung. Zuvor
mufdten aber die einzelnen Reaktionsschritte am festen Trager optimiert werden. Dies

wird in den nun folgenden Kapiteln beschrieben.

4.3 Einflhrung des Azabausteins B

Mit Hilfe des one-bead one-compouwikbnzepts kdnnen in kurzer Zeit grol3e
Substanzbibliotheken erzeugt werden. Da eine Reaktionskontrolle wahrend der
geplanten kombinatorischen Synthese jedoch nicht méglich war und Bausteine mit
unterschiedlicher Reaktivitat eingesetzt werden sollten, muf3te jede Reaktion sorgfaltig
untersucht und gegebenenfalls optimiert werden. Darlber hinaus war stets darauf zu

achten, dal3 die Reaktionen am festen Trager mit minimaler Nebenproduktbildung
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verliefen und die chemischen Transformationen kompatibel zu den bereits aufgebauten
Verbindungen waren. Nur so konnte erreicht werden, daf} die geplante aza-RGD-
Mimetikabibliothek mdglichst viele der vorausgesagten Produkte enthielt.

Unter den geplanten Reaktionen an der Festphase nahm die Einfihrung des
Azabausteins B eine herausragende Rolle ein. Diese Reaktion konnte bereits am festen
Trager experimentell realisiert werden, wurde jedoch nie zur kombinatorischen
Festphasensynthese verwerl@#t133.225-228] Daher mul3te die Einfuhrung der
Azabausteine besonders intensiv untersucht werden — und wie sich zeigte, neue
Methoden entwickelt werden, die den Anforderungen der kombinatorischen Synthese

gerecht wurden.

4.3.1 Route A: Festphasengestlitzte Azapeptidsynthese via harzgebundener

aktivierter Carbaminsauren

Zuerst wurde eine von Quibedit al. beschriebene Route zur Azapeptidsynthese
verfolgtl225] Sie setzten daN-terminale freie Amin eines harzgebunden Pept@d (
mit Bis(2,4-dinitrophenyl)-carbonaB®) zur aktivierten CarbaminsdauB6 oder zum
Isocyanat87 um (siehe Schema 4.9). AnschlieBend wurde nach der sogenannten
Dipeptid-Route einN-terminal geschitztes Aminosaurehydraz®)(zugegeben und
man erhielt dadl-Fmoc-geschuitzte Azapept®9. Bei dieser Reaktion entstand jedoch
in erheblicher Menge das Hydantdf. (In einer spater erschienen Publikation wurde
diese Nebenreaktion zur selektiven Hydantoinsynthese an der Festphase Bethutzt.)
Wurde diese Reaktion ohne Basenzusatz durchgefihrt, konnte die Hydantoinbildung
zwar unterdrickt werden, dies hatte aber eine deutliche Verlangerung der Reaktions-
zeit zur Folge. Dennoch konnte diese Strategie in unserem Arbeitskreis erfolgreich mit
Chlorameisensaure-4-nitrophenylester auf die Synthese cyclischer Azapeptide

angewandt werde#s2]
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Schema 4.9Azapeptidsynthese an der Festphase nach Quibell?gtlal.

Diese Strategie wurde von J. S. Schmitt im Rahmen seiner Dissertationsarbeit
weiterentwickeltl33] Er konnte zeigen, dal3 zur Erzeugung aktivierter Carbaminsauren
am festen Trager Chlorameisensaure-4-nitrophenyleS@r durch das reaktivere
Triphosgef?s3] (92) ersetzt werden kann. Mit dieser Methode konnte die Reaktionszeit
der Azapeptidbildung erheblich verkurzt werden.

Vor dem Hintergrund dieser positiven Erfahrungen war es daher naheliegend diese
Strategie auf die kombinatorische Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika
anzuwenden. Anhand der Synthese des harzgebundenen Fmoc-azaGly-Asp(Bu)-OH
(95) sollte ausgelotet werden, in welchem Umfang diese Methode dazu geeignet ist
(siehe Schema 4.10). Ausgehend von TCP-Polystyrol-Harz-gebundener Asparagin-
saure 91) wurde mit einer L6ésung von Triphosged?) und DIPEA in CHCI, das
Carbaminsaurechlorid®3 oder das Isocyana®4 generiert. Welche der beiden
denkbaren Zwischenstufen tatsachlich vorlag, wurde nicht aufgeklart, war jedoch fur
den weiteren Reaktionsverlauf nicht entscheidend. Um das gewiinschte Az8peptid

zu erhalten wurde das Harz gewaschen und danach mit Fmoc-Hydé&gimn (
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Gegenwart von uberschiissigem DIPEA versetzt. Da die Asparaginsaure als Tritylester
an die Festphase gebunden war, konnten die resultierenden aktivierten Carbaminséuren

93 und94 keine Hydantoinbildung eingehen.

Verhindert
Hydantoidbildung!

O
S
0O Cl;CO”~ ~OCCls 0 Os o}
v Q) o u\[rH_QLOQ o A Q

- oder = O
- DIPEA, CH,Cl, o :
Co,t-Bu Co,t-Bu Cco,t-Bu
91 93 94
H O H 7
Fmoc<~ _N N\)l\ /O HZN\)I\ /O
N \"/ e O = O
H H o - '\
Fmoc”™ ~NH, \COZt-Bu CO,t-Bu
60 95 91
DIPEA, CH,Cl, /O\
o 0
H H
O%j/ N\n/ Nvgo
O <
t-BUO,C Co,t-Bu
96

Schema 4.10Darstellung von harzgebundenem Fmoc-azaGly-Asp(Bu)95Hnach
Route A. Resultierend aus der QuervernetzungsreaktioB3/oder94 mit 91 entsteht
das Nebenprodul@6. Zudem wurde Edultl im Produktgemisch nachgewiesen.

Die LC-MS-Analyse der vom Harz abgespaltenen Produkte ergab, dal3 unter diesen
Reaktionsbedingungen Uberwiegend das gewlnschte Azap#p#distanden war.
Leider war es mit dem Harnstdb, resultierend aus der Quervernetzungsreaktion von
91 mit 93 oder94, und einigen nicht identifizierten Nebenprodukten verunreinigt. Des
weiteren wurden in den Produktgemischen unterschiedlicher Ansatze teilweise
erhebliche Mengen der nicht umgesetzten Asparagins@lira&chgewiesen, obwonhl
die Reaktionsparameter nicht verandert wurden.

Aufgrund ihrer mangelhaften Reproduzierbarkeit und Neigung zur Nebenprodukt-

bildung schien diese Strategie also den hohen Anspriichen einer kombinatorischen
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Synthese nicht zu gentigen. Dariliber hinaus sah unsere Syntheseplanung vor (siehe
Kap. 4.1.3), Baustein A amidisch tber einen Photolinker an die Festphase zu binden.
Dies hatte die beschriebene Route noch starker limitiert, da vermutlich ihre
Anwendung auf die Bausteine Asparaginsaure sowie Glutaminsaure zur uner-
winschten Hydantoinbildung gefuhrt héatte. Daher mul3te eine andere Strategie zur

EinfiUhrung der Azabausteine gefunden werden.

4.3.2 Route B: Festphasengestiitzte Azapeptid- bzw. Azapeptoidsynthese via

aktivierter Azaaminosauren in Lésung

Die Alternative zur oben beschriebenen Route A war, die Fmoc-geschitzen
Hydrazine in Ldsung in aktivierte Carbazinsauren zu uUberfihren und diese mit
harzgebundenen Aminosduren bzw. Peptiden zu den entsprechenden Azapeptiden
umzusetzen. Die in Route A aufgetretene Hydantoinbildung sowie die Querver-
netzungsreaktion zum Harnstoff konnte dann nicht stattfinden. Dartber hinaus kdnnte
mit einem beliebig hohen UberschuR an aktivierter Azaaminosaure vollstandiger
Umsatz erzwungen werden. Diese Route wurde fur die Azapeptidsynthese nach der
Boc-Strategie mit Triphosgen als Carbonylierungreagenz bereits re&#siettl Dazu
wurde das Boc-geschitzte Hydra#id mit Triphosgen 42) in Gegenwart der Base
N-Methylmorpholin  (NMM) in die entsprechende aktivierte Azaaminos&ge
Uberfuhrt (siehe Schema 4.11). AnschlieRend wurde das harzgebunden®®aptid
dem in situ generierten Carbazinsdurechlo@ behandelt und man erhielt das

harzgebundene AzapeptidQ.
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Schema 4.11:Azapeptidsynthese an der Festphase nach André et al. und Frochot et
al. [226,227]

Diese Methode scheint fur die festphasengestlitzte Azapeptidsynthese sehr gut
geeignet zu sein. Die aktivierte Azaaminosaure wird gemal} dieser Methode ijedoch
situ generiert. Daher besteht immer das Risiko, daf} Uberschissiges Triphosgen mit
dem freienN-Terminus des harzgebundenen Peptids reagiert. Dartiber hinaus erwies
sich diese Methode zur Darstellung aktivierter Azapeptoide als nicht geeignet (siehe

folgendes Kapitel).

4.3.2.1 Synthese der aktivierten Azabausteine B

In Schema 4.12 ist der Zugang zu den aktivierten Azabausteifési03
dargestellt. Zur Transformation der monogeschitzen Hydrapid®3 in die
korrespondierenden aktivierten Spezies muldten sie mit einer zweifach aktivierten
Carbonsaure umgesetzt werden. Fir die Realisierung dieser Reaktion erwies sich eine
kommerziell erhaltliche Lésung von Phosgen in Toluol als Reagenz der Wahl. Phosgen
besitzt eine auRerordentlich hohe Reaktivitat und ein UberschuRR kann im Gegensatz
zum gleichreaktiven aber kristallinen Triphosgen bequem und vollstandig im Vakuum
entfernt werden.

Nach einer von Nowicket al. zur Darstellung von Isocyanaten beschriebenen
Methode konnte Fmoc-Hydrazib@) in guter Ausbeute in das hoch reaktive 1,3,4-
Oxadiazol-2(81)-on 101 tberfuhrt werdef?>¢] Dazu wurde das Fmoc-Hydrazi60j
in einer 1:1-Mischung aus GBI, und waflriger NaHCQLOsung suspendiert und
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anschlieRend mit einem ca. zweifachen UberschuR an Phosgen versetzt. Nach einer
Reaktionszeit von 10 min muf3te zur Aufarbeitung lediglich die organische Phase vom
Losungsmittel befreit werden und man erhielt das analysenreine 1,3,4-Oxadiazol-
2(3H)-on101

Die Anwendung dieser Methode auf die Fmoc-Methylhydragi®end 63 flhrte
jedoch in beiden Féallen nicht zu den entsprechenden 1,3,4-OxadiaEe2(8n.
Anstatt der erwarteten Heterocyclenbildung wurde auf diese Weise der Azasarcosin-
vorlaufer62 quantitativ in das CarbondihydrazZl®4 umgewandelt, wahrend aus dem

Azaalaninvorlaufe63 das verunreinigte Carbazinsaurechld@Bresultierte.

COCl, (2.6 Aquiv.),
wanr. N32CO3/CH2C|2, O

H
/N\ ° ’ [
Fmoc” ~NH, 0°C. 10 min > . O%O\fo
60 N—NH
101
87%
COC'Z (26 AQUiV.), CI:HB O CI:H3

walr. N82C03/CH2C|2, E _N. Jj\ -N
m

0°C, 10 min oc© N N Fmoc
CHs 104
N

Fmoc” ~NH, quant.
COCl, (2.5 Aquiv.), Fmoc™ N7 Cl
Dioxan, 0°C - RT, H
70 min 102
quant.
COCl, (2.6 Aquiv.),
H wanr. N32CO3/CH2C|2, H (@)
N. 0°C, 10 min N.
Fmoc” “NH > Fmoc”™ "N~ “CI
! ODER |
CHs . CHg3
COCl;, (2.0 Aquiv.),
63 ) ) 103
Dioxan, 0°C - RT, 70 min
guant.

Schema 4.12Synthese der aktivierte Azabausteiogd, 102und103

Leider konnte die von Maurad und Mitarbeitern beschriebene Aktivierung von Boc-
geschitzen Hydrazinen mit Triphosgen und NMM nicht auf den Azapeptoidvorlaufer
62 Ubertragen werdd@26.2271 Alle Versuche62 mit Phosgen in Gegenwart einer
tertiaren Stickstoffbase wie 4&, DIPEA, Pyridin, Collidin oder NMM zu aktivieren,

fuhrten zu nicht identifizierten Produktgemischen. Im Gegensatz zu den s&urelabilen
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Boc-geschiitzten Hydrazinen bestand jedoch bei der Umsetzung der Fmoc-geschutzten
Hydrazine62 und 63 keine Notwendigkeit, das wahrend der Reaktion entstandene HCI
zu neutralisieren.

Bereits 1964 gelang es J. Gante, das saurestabile Z-Hydrazin mit Phosgen in die
entsprechende Carbazinsdure zu transformi&¥@nDazu wurde Phosgen in eine
Losung von Z-Hydrazin in ED eingeleitet. Da etwa die Halfte des Z-hydrazins
wahrend der Reaktion als Hydrochloridsalz ausfiel und sich somit der weiteren
Umsetzung mit Phosgen entzog, war die Ausbeute jedoch auf ca. 50% limitiert. Zudem
verlief die Umsetzung des Z-geschitzten Carbazinsdurechlorids mit verschiedenen
Aminen mit unbefriedigenden Ausbeuten. Daher galten Carbazinsauren zur Azapeptid-
synthese als wenig geeignet.

Dennoch versuchten wir die Fmoc-Hydrazine ohne Basenzusatz mit einer
Phogenlosung in Toluol in die korrespondierenden Carbazinséaurechloride zu
Uberfihren. Wie erwartet fielen die Fmoc-Hydraz2aind63 in CH,Cl, nach Zugabe
von Phosgen als Hydrochloridsalz aus. Erfreulicherweise konnte die Entstehung des
Niederschlags durch Verwendung von wasserfreiem Dioxan als Losungmittel
vermieden werden. Auf diese Weise gelang es mit einem Uberschu3 an Phosgenlosung
sowohl 62 als auch63 quantitativ in die korrespondierenden Carbazinsdurechloride
102und103zu transformieren.

Alle aktivierten Azabausteine konnten als Feststoffe isoliert werden. Sie erwiesen
sich als auf3erst stabil und konnten bei 4 °C Uber mehrere Monate gelagert werden,

ohne dabei an Reaktivitat zu verlieren.

4.3.2.2 Optimierung des Azaglycineinbaus an der Festphase

Schema 4.13 zeigt die Vorgehensweise zur Untersuchung der Kupplungsreaktion
des als Oxadiazolon aktivierten Azaglycib81 mit festphasengebundenen Aminen.
Als Modellbaustein A wurde die Photolinker-TentaGel-gebundene Asparaginsaure
(105 gewahlt. Um den Umsatz der harzgebundenen H-Asp(By){illéb mit dem
Oxadiazolon 101 zuverlassig kontrollieren zu kénnen, wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten die Reaktion durch Waschen des Harzes mifClgHoder DMF
abgebrochen. Nach Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe wurde mit Hilfe des Kupplungs-
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reagenzes HATU in Gegenwart der Base Collidin die Fmoc-geschiitzte
o-Aminovaleriansdure (Fmo&Ava-OH) an das entschitzte Azapept@b gekuppelt.

Zur Abspaltung der harzgebundenen Reaktionsprodukte wurde das Harz in
CHs;CN/Wasser suspendiert und mit UV-Licht bestrahlt. Nach dieser Vorgehensweise
erhielt man das gewtlnschte Produkd7 zusammen mit Dipeptid 08 das aus
unumgesetzter Asparaginsaurg0® resultierte. Beide Produkte enthielten Fmoc-
0Ava-OH, welches ein ausgepragtes Absorptionsmaximum in der Nahe von 220 nm
aufweist. Daher konnte aus dem HPLC-Chromatogramm bei 220 nm zuverlassig das
relative Mengenverhaltnis von Azapepfi@7 zu Dipeptid108 bestimmt werden und
somit auf den Reaktionsumsatz der harzgebundenen Asparagii€fumit dem
Oxadiazolonl01 geschossen werden.

o0 _o0
o)
0 O~ 0 0
- H H
HZN\_)LN_PLO O 101 Fmoc\N,N\"/N\_)I\N,PL\O
=z H » H o s H
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105 106
o) o)
H H
Fmoc< /\/\)j\ NN
1. 20% Piperidin/DMF N N \__)I\NHz
2. Fmoc-8Ava-OH, HATU, H H o
Collidin, DMF CO,t-Bu
3. hv, ACN/H,O 107
B +
o)
H H
N N
Fmoc” \/\/\"/ \:)LNHZ
O N
CO,t-Bu
108

Schema 4.13:Festphasensynthese von Azapepttb. Nach Fmoc-Entschiitzung,
Kupplung mit Fmo@Ava-OH und Photolyse des Harzes erhélt man das Azapeptid
107 neben dem Dipeptid08 resultierend aus unumgesetzté@b. Beide Produkte
tragen das dominante UV-Chromophor Fmoc und konnen daher mittels HPLC
zuverlassig quantifiziert werden.

Abbildung 4.5 veranschaulicht die Umsetzung des Asp(Bu)-amid-Hat@&3 rhit
einem zweifachen bzw. dreifachen UberschuR an OxadiaZdddnn CH,Cl, bei
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Raumtemperatur. Es ist zu erkennen, dal3 das Oxadiak@lobemerkenswert rasch
mit der harzgebunden Asparaginsaut@9 reagierte. Dennoch war ein dreifacher
UberschuR des aktivierten Azaglyciri01 notwendig, um die Kupplung nach

spatestens 50 min zu vervollstandigen.

—A— 101 (2 Aquiv., 0.04 M), CH,CI,
—m— 101 (3 Aquiv., 0.04 M), CH,CI,

Relative Integralintensiat von 108

t (min)

Abbildung 4.5: Reaktion des Oxadiazolonk01 mit H-Asp(Bu)-amid-Harz105
Relativer Mengenanteil an Eduk®5 (quantifiziert durch relative Integralintensiat der
Fehlsequen208im HPLC-Chromatogramm) in Abhéngigkeit der Reaktionszeit t.

Weitere Untersuchungen zeigten, dald die Durchfiihrung dieser Reaktion nicht auf
das Losungsmittel Ci€I, beschrankt ist, sondern auch in DMF, N oder THF
durchgefihrt werden kann. Bei wiederholt durchgefiihrten Kupplungen von Oxadiazol
101 an die harzgebundene Asparaginsaafs)(betrug die HPLC-ermittelte Reinheit
des resultierenden Azapeptid96 stets etwa 90%. Aufgrund seiner Effizienz und
Zuverlassigkeit ist das Oxadiazold®1 demnach ein ideales Reagenz zur kombina-
torischen Festphasensynthese Azaglycin-haltiger Verbindungen.

In der Literatur wurden bereits verschiedene 1,3,4-Oxadiazél}z2{Be als
vergleichsweise stabile Heterocyclen beschrieben. Um sie dennoch mit Semicar-
baziden oder Aminen — in schlechten Ausbeuten — zu 6ffnen, waren Temperaturen von
>100°C notwendiggs8.25%1 Im Gegensatz zu diesen 1,3,4-OxadiazoH{Bnen ist
Verbindung101 am 5C-Atom nicht mit einem Alkylrest, sondern mit eingdrAtom
substituiert. Dies scheint der Grund fur die ungewohnlich hohe Reaktivitat des
Oxadiazolond 01 zu sein.
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4.3.2.3 Optimierung des Azasarcosineinbaus an der Festphase

Um die Eignung des Carbazinsaurechlod@® zur kombinatorischen Festphasen-
synthese der RGD-Mimetika zu Uberprifen, wurde es in ersten Orientierungs-
experimenten in Losung mit BenzylamiiOQ) umgesetzt (siehe Schema 4.14).
Grundsatzlich sollten kombinatorische Festphasensynthesen mit mdglichst unkompli-
zierten Reaktionsfihrungen gelingen. Dies verbessert die Reproduzierbarkeit der
einzelnen Reaktionsschritte und erleichtert die Automatisierung der Festphasen-
synthese. Im Idealfall gentigt zur Durchfihrung einer ReaktioridimaligeZugabe
einer Reaktionslosung zum festen Trager. Um diesen Anforderungen zu geniigen,
wurde zuerst eine ,gebrauchsfertige® LOsung hergestellt, indem das aktivierte
Azasarcosir02 zusammen mit DIPEA in Ci&l, geldst wurde. Danach wurde die so
erhaltene Reaktionslésung mit einem Aquivalent Benzylad®9) (versetzt. Die LC-
MS-Analyse des Produktgemisches zeigte jedoch nur Spuren des gewlnschten
Produktsl11 neben zahlreichen zum Teil nicht identifizierten Nebenprodukten.

1. DIPEA (FHS o)
P N.
CH; O 2. HoN™ "Ph Fmoc” /L H/\ph CHy O
| |
109
~N< > NL
Fmoc NJ\CI > HN™ =0 Fmoc NJ\N/\Ph
H _N. 110 H H
102 Fmoc CH3 111
Hauptprodukt in LC-MS Spuren in LC-MS
via
Y ﬂ
N CH O
CHs Dimerisierung Iy 3//8%_/\,,/\
_N. .C* > Fmoc”™ NT N HN- - Ph
Fmoc” "N N—CHj3
Fmoc/ 109
112
113

Schema 4.14:Umsetzung des Carbazinsaurechloriti32 mit Benzylamin 109 in
Gegenwart von DIPEA. Das gewtnscht Prodlkl entsteht nur zu einem geringen
Anteil. Die detektierte Masse von m/z 6940 konnte aus der Dimerisierung des
Isocyanats 112 zu 113 und anschlielBender Aminolyse mit Benzylaml®9)(
resultieren.
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Eines der Hauptprodukte wies die Molekilmasge695 auf. Schema 4.14 zeigt die
wahrscheinliche Struktur der entstandenen Verbindlib@ sowie einen plausibeln
Reaktionsweg, der das Auftreten dieser Verbindung erkléart. Danach eliminiert das
Carbazinsaurechloriti02 nach Zugabe der Base zum Isocydi#t Dieses dimerisiert
analog zu einem Keten zum 1,3-Oxazetidin-2,4-didB das durch Aminolyse mit
Benzylamin109 unter Ring6ffnung zu VerbindunglO fihrt. Es sind auch andere
Strukturen der selben Molekilmasse sowie alternative Reaktionswege denkbar.
Entscheidend fur die beobachtete Nebenproduktbildung schien aber das hochreaktive
Eliminierungsprodukfi12 zu sein, dd.02 ohne Basenzusatz in Losung stabil ist. Sein
Auftreten konnte aber verhindert werden, wenn es geldnge, die Reaktion unter
neutralen Bedingungen durchzufihren.

Dies konnte durch Umstellung des Reaktionsprotokolls experimentell realisiert
werden. Dazu wurde zuerst eine aquimolare Menge Benzyldd®iau einer Losung
des Carbazinsaurechlorid®2 in CH,Cl, gegeben und danach sukzessiv mit DIPEA
versetzt, um das wahrend der Reaktion entstandene HCI zu neutralisieren. Tatsachlich
konnte gemal dieser Reaktionsfihrung das Entstehen der Nebenprodukte vollkommen
unterdriickt und vollstandiger Umsatz erzielt werden. Der Versuch, die HCI-
Eliminierung durch den Einsatz der abgeschirmten Stickstoffbase 2gtDi(
butyl)pyridin (Protonenfalle) zu verhindern, schlug fehl. Die typischen aus der HCI-
Eliminierung entstandenen Nebenprodukte wurden nicht beobachtet. Dennoch konnte
die Umsetzung des Benzylamins nicht komplettiert werden, da es auch mit einem
groRen UberschuB an schwach basischer Protonenfalle nicht gelang, das HCI zu
neutralisieren.

Nach diesen Voruntersuchungen sollte die Aminolyse des aktivierten Azasarcosins
102 auf die Festphasensynthese Ubertragen werden. Als Modellbaustein A wurde
erneut die Photolinker-TentaGel-gebundene Asparaginsdl® @ewahlt (siehe
Schema 4.15). Um den Umsatz der harzgebundenen H-Asp(Buj108 mit dem
Carbazinsaurechlorid 02 zuverlassig quantifizieren zu kdénnen wurde die in Kap.
4.3.2.2 beschriebene Strategie verwendet. Wie erwartet, fuhrte aufgrund der HCI-
Bildung die Behandlung der harzgebundenen Asparaginsdl® (nit einem
UberschuB an Carbazinsaurechloritb2 ohne Basenzusatz unabhangig vom

verwendeten Losungsmittel immer zu einem etwa 50%igen Umsatz. Dies ergab die
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HPLC-Quantifizierung der Kupplungsprodukidd6 und 108 Um die Reaktion zu
vervollstandigen mul3te also das wahrend der Reaktion entstandene HCI neutralisiert
werden. Dazu wurde die in Lésung ausgearbeitete Reaktionsfiihrung angewandt und
dadurch die oben beschriebene Nebenproduktbildung vermieden. So wurde das
H-Asp(Bu)-Amidharz {05 zuerst mit einem flinffachen UberschuR einer Losung von
Carbazinsaurechloritlo2in CH,Cl, versetzt. Dann wurde dreimal im Zeitintervall von
etwa 30 min jeweils ein zweifacher UberschulR einer DIPEA-LOsung zugegeben. Auf
diese Weise konnte vollstandiger Umsatz erzielt werden. Die HPLC-ermittelte

Reinheit des photolytisch vom Harz abgelésten Azapepfibetrug >95%.

HOB, Et3N,
CH; O CH,Cl,, 0°C CH; 0 N=N
N AL - L
Fmoc~ N~ ~Cl - Fmoc/N\N O/N
H H
102 114
Route A: Route B:
0 0
HN N PL HN A PL
L H O o i H O
CO,t-Bu H H CO,t-Bu
2 Fmoc< N N\)l\ .PL 2
105 N \II/ " N O 105
CH, 0 M
+ 3 x DIPEA 2
in CH,Cl, CO,t-BU
115

1. 20% Piperidin/DMF
2. Fmoc-6Ava-OH,

HATU, Collidin, DMF
3. hv, ACN/H,0

Q v wnu f H Ho§
Fmoce, ~~_J NN N N
N N \:)LNHZ + Fmoc” NN \:)LNHZ
CH; O o
3 Co,t-Bu Co,t-Bu

116 108

Schema 4.15Festphasensynthese von Azapepfih Route A: Das Carbazinsaure-
chlorid 102 wird direkt mit der harzgebundenen Asparaginsaut@5 umgesetzt.
Route B: 102 wird zuerst in den analogen HOBt-Akivestet4 dberfiihrt. Das
HOBt/EtN-Gemisch puffert die Losung und ermdglicht eine Reaktionsfiihrung ohne
nachtragliche Titration - Die nachfolgende Peptidkupplung dient der HPLC-Quantifi-
zierung (siehe Kap. 4.3.2.2).
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Obwohl dieses Reaktionsprotokoll nicht optimal zur Automatisierung geeignet ist,
konnte durch wiederholte Durchfihrung dieser Reaktion ihre Reproduzierbarkeit
belegt werden. Bei Anwendung des ausgearbeiteten Reaktionsprotokolls ist das
aktivierte Azasarcosida02 zur manuellen kombinatorischen Festphasensynthese daher
bestens geeignet.

Manche hochautomatisierte Techniken der parallelen Synthese wie z. B. die SPOT-
Synthese auf ZelluloBé2l oder dielight-direceted synthesis on chi¥8l bendétigen
jedoch ,gebrauchsfertige” Reaktionslésungen. D. h. eine nachtragliche pH-Justierung
ist mit den genannten Methoden nicht durchfiihrbar.

Um auch diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurde die in Schema 4.15
gezeigte alternative Route B entwickelt. Gemald dieser Methode wird das
Carbazinsaurechlorid02 in situ durch Zugabe einer Losung von saurem HOBt und
basischem EN in CH,Cl, in den korrespondierenden HOBt-Aktivestdrld
umgewandelt. Die in Abbildung 4.6 veranschaulichte Reaktion eines Qdsung des
HOBt-Akivesters mit H-Asp(Bu)-amid-Harz1Q5 in CH,Cl, bei Raumtemperatur,
zeigte eine akzeptable Reaktionsgeschwindigkeit. Nach einer Reaktionszeit von 4 h,
war die harzgebundene Asparaginsaut@5( bereits zu 93% umgesetzt. Darlber
hinaus wurde keine signifikante Nebenproduktbildung beobachtet. Offensichtlich
konnte also mit der BM/HOBt-Losung das Reaktionsmedium gepuffert werden.
Dadurch wurde die unter basischen Bedingungen auftretende Eliminierung verhindert.
Zugleich konnte der BN/HOBt-Puffer der inhibierenden pH-Senkung wéhrend der
Reaktion entgegenwirken. Mit der ;8B{HOBt-gepufferten Losung des HOBt-
Aktivesters114 wurde somit auch zur Azasarcosin-Kupplung eine ,gebrauchsfertige*
Reaktionslosung entwickelt, die allen Anforderungen einer automatisierten

Festphasensynthese genugt.
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—m— 114 (10 Aquiv., 0.1M), CH,CI,

Relative Integralintensiat von 108

I [
200
t (min)

Abbildung 4.6: Reaktion des HOBt-Aktivestet44 mit H-Asp(Bu)-amid-HarA05
Relativer Mengenanteil an Eduk®5 (quantifiziert durch relative Integralintensiat der
Fehlsequenz08im HPLC-Chromatogramm) in Abhéngigkeit der Reaktionszeit t.

Dennoch wurde davon abgesehen, die Route Uber den Akivgsteweiter zu
optimieren, da die Carbazinsdure-Route reproduzierbar sehr gute Ergebnisse lieferte

und mit einer erheblich héhere Reaktionsgeschwindigkeit verlief.

4.3.2.4 Optimierung des Azaalanineinbaus an der Festphase

Das als Carbazinsaurechlorid aktivierte Azaaldfiist amN-Atom in a-Stellung
zum Saurechlorid mit einer Methylgruppe substituiert. Daher konnte in dieser
Verbindung keine basenvermittelte HEEliminierung auftreten. Die Behandlung
von harzgebundener Asparaginsali@® mit einer Losung von Carbazinsaurechlorid
103 und DIPEA in CHCI, ergab das Fmoc-geschutzte Azapeptitl7 ohne
signifikante Nebenproduktbildun@chema 4.16).

Im Vergleich zu den oben beschriebenen aktivierten Azabausteinen, erwies sich das
Carbazinsaurechlorid 03 jedoch als Uberraschend unreaktiv. Die Bestimmung des
Reaktionsumsatzes erfolgte analog zur in Kap. 4.3.2.2 beschriebenen Methode. Das
HPLC-ermittelte Verhaltnis der Folgeprodukit#&7 und 108 zeigte, dal® die Reaktion
einer 0.05v Losung von 103 und DIPEA in CHCI, mit der harzgebundenen
AsparaginsaurelQ5 nach einer Reaktionszeit von 5 h nur zu etwa 50% abgeschlossen
war (siehe Abbildung 4.7). Diese vergleichsweise niedrige Reaktionsgeschwindigkeit

steht im Einklang mit einer Beobachtung von Janda und Mitarbeitern. Die von ihnen
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untersuchten Boc-geschitzten und als Pentafluorphenylester ,aktivierten“ Pendants zu
103 erwiesen sich gegenuber Hydrazinen als iaet.

¢
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Schema 4.16Festphasensynthese von Azapeptil Es genugt die einmalige Zugabe
einer CarbazinséurechloridlO3DIPEA-LOsung. Die nachfolgende Peptidkupplung
dient der HPLC-Quantifizierung (siehe Kap. 4.3.2.2).

Danach wurde versucht, die Reaktion des Carbazinsaurechld@ds zu
katalysieren. Der Zusatz des gangigen Acylierungskatalysators DMAP unterdrtickte
jedoch die Bildung des gewiinschten Produkts Fmoc-azaAla-Asp(Bu){lH)
vollstandig. Zum gleichen Ergebnis fiihrte die Durchfihrung der Reaktion in einem
1:1-Lésungsmittelgemisch aus Pyridin und LCH. (Vermutlich zersetzte sich das
Carbazinsaurechlorid in Gegenwart von DMAP oder Pyridin). Mit dem alternativen
Acylierungskatalysator B#2601 konnte die Reaktion hingegen Uberhaupt nicht
beeinflul3t werden.

Im Gegensatz zur literaturbekannten situ-Generierung von Carbazinsaure-
chloriden mit Triphosgel&20.226.227]lieferte unsere Strategie die Carbazinsaurechloride
als Reinverbindungen und ermdglichten daher die freie Wahl des Losungsmittels bei
deren Umsetzung. Ein Losungsmittelscan ergab, dald die Verwendung yON QKd
THF anstelle von CkCl, zu einer leichten Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit
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fuhrte. Das beste Ergebnis zeigte jedoch DMF. Wurde die Reaktion in diesem
Losungmittel durchgefuihrt, konnte die Reaktionsgeschwindigkeit etwa verdoppelt

werden. Durch zusatzliche Konzentrationserhohung der Reaktionslésung, wurde
schlie3lich eine befriedigende Reaktionsgeschwindigkeit erzielt. Wie in Abbildung 4.7

verdeutlicht, genligte eine Reaktionszeit von 5 h, um die harzgebundene Asparagin-
saurel05 mit einer 0.1m Losung von aktiviertem Azaalanit®3 und DIPEA in DMF

zu etwa 97% umzusetzen. Um fur die endgultigen Synthesen der azaAla-haltigen
RGD-Mimetika vollstandigen Umsatz zu gewahrleisten, wurde ein flnffacher

UberschuR ad03eingesetzt und die Reaktionszeit auf 12 h verlangert.

—A— 103 (4 Aquiv., 0.05 M), DIPEA, CH,Cl,
——103 (4 Aquiv., 0.1 M), DIPEA, DMF

Relative Integralintensiat von 108

I
200 300
t (min)

Abbildung 4.7: Reaktion der Carbazinsdur#03 mit H-Asp(Bu)-amid-Harzl05
Relativer Mengenanteil an Eduk®5 (quantifiziert durch relative Integralintensiat der
Fehlsequenz08im HPLC-Chromatogramm) in Abhéngigkeit der Reaktionszeit t.

Das Carbazinsaurechlorid des Fmoc-geschuitzten Azaald@erwies sich unter
HPLC-Bedingungen als stabil. Dies ertffnete in diesem Fall die Mdglichkeit, das
Reaktionsgeschehen auch auf Seiten der Reaktionslosung zu verfolgen. Dazu wurde
aus einer 0.M L6sung vonl03 und DIPEA in DMF in bestimmten Zeitintervallen
jeweils eine Probe entnommen und mit Hilfe von HPLC untersucht. In Abbildung 4.8
sind funf HPLC-Diagramme Uber einen Reaktionszeitraum von 18 h gezeigt. Es ist zu
erkennen, dal3 sich das Carbazinsaurechld®8 langsam zu mehreren Produkten
zersetzt. Nach 18 h ist noch etwa 30% des unzersetzten aktivierten Azaal®ins

vorhanden. Dies rechtfertigt die vergleichsweise lange Reaktionszeit von 12 h bei der
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Acylierung der harzgebundenen Asparaginsdl®6 mit dem Carbazinsaurechlorid
103

GHs
Fmoc< _N Cl

/

103

10 15 20 25 30 35
Retentionszeit (min)

Abbildung 4.8: Zersetzung des als Carbazinsaurechlorid aktivierten AzaaldtiBs
unter basischen Bedingungen (&11.0sung vori03und DIPEA in DMF).

Dieses Beispiel demonstriert eindrucksvoll den Vorteil einer Festphasenreaktion.
Denn die entstandenen Zersetzungsprodukte kdnnen durch einfaches Waschen des
festen Tragers entfernt werden. Darlber hinaus verdeutlicht dieses Beispiel den
Vorzug unserer Strategie, die reaktiven Spezies in Losung zu erzeugen. Denn auf diese
Weise kann die Nebenproduktbildung am festen Trager minimiert werden.

Die wiederholt durchgefuhrte Kupplung des Carbazinsaurechldi@®an die
harzgebundene Asparaginsaui®4) zeigte gute Reproduzierbarkeit und die HPLC-
ermittelte Reinheit des resultierenden Azapeptitl8 betrug stets etwa 90%. Damit
war die Reagenzpalette zur Einfihrung der Azabausteine B in die RGD-Mimetika
abgerundet.

Somit war es gelungen, zur Einfihrung des Azaglycins, Azasarcosins sowie
Azaalanins milde und reproduzierbare Reaktionsbedingungen zu entwickeln, die allen

Anforderungen einer kombinatorischen Festphasensynthese gerecht wurden. Dartber
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hinaus vermieden die ausgearbeiteten Methoden bei Reaktionen an der Festphase, die
Anwesenheit des hochaktiven — aber auch toxischen Phosgens. Untersuchungen zur
Kompatibilitdt der aktivierten Azabausteine mit verschiedenen Bausteinen A werden in
Kap. 4.5.1 und 4.5.2 beschrieben.

4.4 Einfuhrung des Bausteins D

Nachdem es gelungen war, hoch effiziente Methoden zum festphasengestitzten
Einbau der Azabausteine B zu entwickeln, mufdte noch eine weitere Hurde auf dem
Weg zum fertigen aza-RGD-Mimetikum tberwunden werden. Die Festphasensynthese
der aza-RGD-Mimetika sollte mit Einfihrung der basischen Pharmakophore Guanidin
oder Pyrimidin abgeschlossen werden. Wie beim Einbau des Azabausteins B muldten
auch hier literaturbekannte Methoden weiterentwickelt und zur Pyrimidylierung von

Anilinen ein neuer Syntheseweg ausgearbeitet werden.

4.4.1 Guanylierung an der Festphase

In ersten Studien wurden die kommerziell verfigbaren Reagenzien BiS-Boc-
methylisothioharnstoff 120 und Guanylpyrazol 79) auf ihre Eignung zur
Guanylierung harzgebundender Amine untersucht (Schema 4.17). Um die Diversitat
der geplanten aza-RGD-Mimetikabibliothek nicht unndétig einzuschranken, sah die
Bibliotheksplanung vor, sowohl aromatische als auch aliphatische Amine als Spacer-
bausteine C einzubauen (siehe Kap. 4.2.3). Dies war jedoch mit einer grol3en Heraus-
forderung an die Einfluhrung des Basenbausteins D verbunden, da Aniline im
Vergleich zu aliphatischen Aminen bedeutend schlechtere Nucleophile darstellen. Um
Guanylierungsbediungungen zu finden, die dieses breite Reaktivitdtsspektrum der
harzgebundenen Amine tolerieren, wurde in ewerst-caseUntersuchung das TCP-
Polystyrolharz-gebundene Anilinl8 als Modellverbindung gewéhlt. Gelange es,
dieses Anilin an der Festphase vollstandig zu guanylieren, sollten aliphatische Amine
unter den gefundenen Reaktionsbedingungen ebenfalls quantitativ in die korrespon-
dierenden Guanidine tberfihrt werden kénnen.

In der Vergangenheit konnte die Guanylierung harzgebundener aliphatischer Amine

mit Guanylpyrazol 79) bereits erfolgreich durchgefiihrt werdé#i] Diese literatur-
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bekannte Methode lie3 sich jedoch nicht auf die Guanylierung des Adilis
Ubertragen. Nach vierstundiger Behandlung des Anilins mit einem 20-fachen
UberschuR an Guanylpyrazal9j bei 50°C, war imnfH-NMR-Spektrum der vom Harz
abgespaltenen Produkte nur das Edul& zu erkennen. M. Dechantsreiter konnte im
Rahmen seiner Dissertationsarbeit zeigen, dal3 BisSBoethylisothioharnstoff1(20)

in Anwesenheit der Base Triton B gut geeignet ist, aliphatische Amine in Losung in
die entsprechenden Bis-Boc-geschitzten Guanidine umzuwa?fdel@deman dieser
Methode wurde versucht, das Anilidi8 mit einem zehnfachen UberschuR120 tiber
einen Zeitraum von 19 h umzusetzen. Leider erwies sich das Adiirauch unter

diesen Reaktionsbediungungen als vollkommen inert.

118
BocN JNI\H 2 BocN
BocHN™ “SCH3 oder HCIsH,N™ "N ./
! ;> N4 BocHN™ "N\
120 79 B NS
| ; 81
Triton B, DMSO DIPEA, DMF  y
e (@]
H H
RHN.___N N/\I]/N\)I\OQ
SCO,t-Bu
R = H, Boc 119

Schema 4.17:Guanylierung der harzgebundenen Modellverbinddi@g Mit den
Guanylierungsreagenziet?0 und 79 konnte kein Umsatz erzielt werden. Die Reaktion
des Bis-Boc-guanylpyrazols mit8 war stark losungsmittelabhangig.

Zum Durchbruch fihrte schlie3lich die Verwendung von Bis-Boc-guanylpyrazol
(81).[243] Mit einem 4.5-fachen UberschuRR einer OMLBis-Boc-guanylpyrazol-Losung
in DMF gelang es nach einer Reaktionszeit von 20 h 10% des harzgebundenen Anilins
118 in das Bis-Boc-geschitzte Guanidii9 zu Uberfiihren. Ein Losungsmittelscan
enthillte eine bemerkenswerte Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom
verwendeten Losungsmittel. In Tabelle 4.3 ist das Ergebnis der Losungsmittelvariation

aufgefuhrt. Bernatowicet al. konnten zeigen, dafd beim Guanylieren harzgebundener
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aliphatischer Amine mit Guanylpyrazal9) in DMF durch Zusatz geringer Mengen an
Wasser die Reaktionsgeschwindigkeit erhéht werden R&HrDer Zusatz von ca. 5
Vol-% Wasser konnte jedoch die Guanylierung des Aniliad8( mit 81 nur
geringfugig beschleunigen. Die ebenfalls polaren Losungsmittel DMSO und NMP
zeigten im Vergleich zu DMF keinen positiven Einflu3 auf die Reaktionsgeschwin-
digkeit. Eine deutliche Steigerung konnte mit dem unpolareren THF erzielt werden.
Nach 20 h konnten so 34% des AniliE3in das guanylierte Produktl9 konvertiert
werden. Im Gegensatz zu DMF bewirkte hier der Zusatz von Wasser jedoch eine
leichte Inhibierung der Reaktion. Eine drastische Steigerung der Guanylierungs-
geschwindigkeit gelang schlief3lich mit dem unpolaren,@j4 Nach 20 h war das
Guanylierungproduki 19 nur noch zu 6% mit dem Eduki8verunreinigt.

Tabelle 4.3: Losungmittelscan der Guanylierung von Anilib8 mit Bis-Boc-guanyl-
pyrazol 81). Dazu wurdell8 jeweils mit 4.5 Aquiv. einer 0.1 Bis-Boc-guanyl-
pyrazol-Lésung tber einen Zeitraum von 20 h behandelt.

Losungsmittel Edukt:Produkt (118:119)2

DMF 90:10
DMF+H,0 85:15
DMSO 93:7
NMP 94:6

THF 66:34

THF+H,O 76:24
CH,CI, 6:94

a Das Verhaltnis von Eduktl{8 zu Produkt 119 wurde anhand des Integrals des aromatischen
C-6-Protons imH-NMR-Spektrum bestimmt.

Im Vergleich zu Polystyrolharz-gebundenen Anilinen zeigten die TentaGel-
gebundenen Aniline ein trageres Reaktionsverhalten beim Guanylieren mit Bis-Boc-
Guanylpyrazol 81). Dieser Befund kann mit den unterschiedlichen ,Solvenseigen-
schaften® der beiden Harze erklart werden. Im gequollenen Zustand sind die
Harzmolekile innerhalb eines begrenzten Raumes beweglich und werden daher von
den harzgebundenen Verbindungen als Losungsmittel ,wahrgenommen®. Daher ist es

nicht verwunderlich, dal3 im Einklang mit dem Ergebnis des Losungsmittelscans das
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unpolare Polystyrolharz die Guanylierungsreaktion forderte, wahrend das polarere
TentaGel sich negativ auf die Guanylierungsgeschwindigkeit auswirkte. Zum gleichen

Ergebnis fuhrte eine Vergleichsstudie, in der verschiedene Festphasenreaktionen
jeweils an TentaGel sowie an einem Polystyrolharz durchgefihrt wigeden.

Um die Guanylierung TentaGel-gebundender Aniline zu komplettieren, wurden sie
20 h bei 50 °C mit einem 20-fachen UberschuR einer 12.8s-Boc-guanylpyrazol-
Losung in CHCJ umgesetzt. Das Uberschissige Bis-Boc-guanylpyr&il Konnte
nach beendeter Reaktion durch einfaches Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
recycelt werden. Wie erwartet, lieRen sich aliphatische Amine unter den oben
beschriebenen Bedingungen in {Hy bereits bei Raumtemperatur vollstandig

guanylieren.

4.4.2 Pyrimidylierung an der Festphase

Ein gangiger Zugang zu 2-Aminopyrimidine ist die Umsetzung eines Amins bzw.
Anilins (120) Uber eine nucleophile aromatische Substitution mit kommerziell
erhéltlichem 2-Chlor oder 2-BrompyrimidirtZl) in Gegenwart einer Base (siehe
Schema 4.18). Aufgrund der dazu bendtigten drastischen Reaktionsbedingungen
(>80 °C) konnte diese Methode jedoch nicht zur Festphasensynthese der aza-RGD-
Mimetika verwendet werden. Da Baustein D die Synthesesequenz abschlie3en sollte,
war es hier besonders wichtig, milde Reaktionsbedingungen zu finden, um die

Kompatibilitdt mit den bereits aufgebauten diversen Verbindungen zu garantieren.

X
HNR;R, 121 (\)\

Base, >80° C NR1R2 X=Cl, Br

120
Schema 4.18Konventionelle Synthese von 2-Aminopyrimidinen in Losung.

In Kinetikuntersuchungen zeigte 2-FluorpyrimidiB2( bei der Umsetzung mit
Piperidin eine etwa hundertfach hohere Reaktionsgeschwindigkeit als die entspre-
chenden Chlor- bzw. Bromverbindungé¥#.2531 Obwohl 2-Fluorpyrimidin nicht
kommerziell erhaltlich war, wurde es dank seiner herausragenden Reaktivitdt das
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Reagenz der Wahl. In Schema 4.19 ist die Vorgehensweise zur Untersuchung der
Pyrimidylierung der harzgebundenen Amine dargestellt. Mit einem Standard-Fmoc-
Kupplungsprotokoll wurde zuerst das 2-Naphthylalanin (2-Nal) und anschliel3end das
entsprechende Modellamin an Rink-Amid MBHA-Harz gekuppelt. 2-Naphthylalanin
weist in der Nahe von 220 nm ein ausgepragtes Absorptionsmaximum auf und
ermdglichte somit eine zuverlassige Quantifizierung der Reaktionsumsatzes mittels
HPLC bei 220 nm.

Q

o)
HZN/Y\"/H\:_)LN/O DIPEAoderBFsEtZO (\)\ W NJI\NH2

2. TFA

o N o
124a-g 125a-g

Schema 4.19:Festphasensynthese der 2-Aminopyrimidi2&a-g Die Struktur des
Restes Y ist in Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5 dargestellt.

Tabelle 4.4 zeigt das Ergebnis der Pyrimidylierung der aliphatischen Ardieed
mit 2-Fluorpyrimidin 82). Die Umsetzung der aliphatischen Amit24a-b mit einer
0.1 ™ Losung von 2-Fluorpyrimidin82) und DIPEA in DMF war bereits nach einem
Tag nahezu abgeschlossen. Das Benzyld#dc erwies sich als unreaktiver, konnte
aber durch Konzentrationserhbhung v8a und DIPEA auf 0.5m ebenfalls mit
zufriedenstellender Reaktionsgeschwindigkeit umgesetzt werden. Die nach dieser
Methode dargestellten 2-Aminopyrimidiri25a-cwiesen nach HPLC eine sehr gute
Reinheit von >95% auf. Das sterisch gehinderte Atidd konnte auch mit einer
0.5M Reaktionslésung nach einer Reaktionszeit von 7 d nur zu 26% umgesetzt
werden. Daher wurden sterisch gehinderte aliphatische Amine beim Bibliotheksdesign
der aza-RGD-Mimetika ausgeschlossen.
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Tabelle 4.4: Festphasengestutzte Umsetzung der aliphatischen Arigeed mit 2-
Fluorpyrimidin 82) und DIPEA zu den entsprechenden 2-Aminopyrimidir2&a-d

0 i Q o)
na X g

124a 124b 124c 124d
Bedingungen  Zeit Reaktionsumsat® (%)

. 7h 89 08 60 2

DIP(EKqé M) gy 98 99 88 4

o [()Mqu.’ZS o 2d 08 99.5 03 4

1), DMF, 4d 99 >99.5 o5 9

6 (15 o 0.5, 7h 99 99.5 95 3

DIFEEAe‘i'é M) 14 99 >99.5 96 6

o [()MFeqz"S . 2d 99 >99.5 97 10

-5M), DMF, 4d 99.5 >99.5 97 26

Produkt 125° 125b 125¢ 1254
ESI-MS 392 [M+H] 304 [M+H7] 464 [M+K'] 400 [M+Nd]

ReinheitC (%) 96 >99.5 95 92

a R = 2-Nal-Rink-Amid-MBHA-Harz

b Der relative Reaktionsumsatz wurde anhand der relativen Integralintensitaten der Produkte und
Edukte aus dem bei 220 nm detektierten HPLC-Chromatogramm bestimmt.

Die HPLC-Reinheit wurde bei 220 nm aus dem jeweils letzten Eintrag ermittelt; unumgesetztes
Edukt wurde zur Bestimmung der Reinheit nicht bertcksichtigt.

Die oben beschriebene Methode zur Pyrimidylierung aliphatischer Amine konnte
jedoch nicht auf harzgebundene Aniline Ubertragen werden. Die Behandlung des
Anilins 124f mit Uberschissigem Fluorpyrimidi8d) und DIPEA bei 50 °C lieferte
auch nach einer Reaktionszeit von mehreren Tagen keine detektierbaren Mengen des
entsprechenden 2-Aminopyrimidind25f. Daher mufdte ein anderer Weg zur
Pyrimidylierung harzgebundener Aniline gefunden werden. Die naheliegende
Alternative, durch quantitative Deprotonierung die Nucleophilie der Aniline zu
erhohen, wurde nicht untersucht, da die dazu notwendigen stark basischen
Bedingungen die Kompatibilitat dieser Reaktion mit schon aufgebauten Strukturen
erheblich eingeschrankt hatte.

Daher wurde eine dazu inverse Strategie verfolgt. Wir spekulierten, dal3 die
Protonierung eines der beidBrAtome in 2-Fluorpyrimidin 82) die Elektrophilie des
benachbarten fluorsubstituierteB-Atoms erh6hen konnte. Mit der Wahl einer

geeigneten Saure konnte die Protonierung des schwach basischen Anilins jedoch
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weitgehend verhindert werden, so dal3 unter diesen Reaktionsbedingungen die
Nucleophilie des Anilins erhalten bliebe. Modellversuche, das Anilin
4-Aminobenzoesaure-butylester in  Losung mit 2-Fluorpyrimidin 82) in
Anwesenheit einer Sdure umzusetzen, ergaben, dal’ die Reaktion tatsdchlich mit TFA
und ebenso mit der Lewis-Saure BELO katalysiert werden konnte. Im Gegensatz
dazu konnte mit Essigsaure kein katalytischer Effekt auf die Reaktion ausgeibt
werden. Die Reaktion verlief in den Lésungsmitteln,CH und DMF etwa gleich
schnell, wahrend in THF kaum Umsetzung stattfand.

Zur Pyrimidylierung harzgebundener Aniline wurde die 3 BELO-katalysierte
Variante untersucht, da sie mit der permanern&tButyl-Schutzgruppe in Saure-
baustein A kompatibel war (s. u.). Das Ergebnis der Lewis-Saure-katalysierten
Umsetzung der Anilind24e-gin die korrespondierenden 2-Aminopyrimiditb25e-g
ist in Tabelle 4.5 dargestellt. Bei Raumtemperatur muf3ten die Ardiide-f sieben
Tage mit einer 1.0 2-Fluorpyrimidin-Loésung behandelt werden, um vollstandigen
Umsatz zu erzwingen. Eine akzeptable Erh6hung der Reaktionstemperatur auf 50 °C
verklrzte jedoch die Reaktionszeit auf zwei Tage. Die HPLC-ermittelte Reinheit der
resultierenden 2-Aminopyrimidé25e-fbetrug 99%. Das elektronenarme Anilig4g
konnte bei 50 °C nach einer Reaktionszeit von sieben Tagen lediglich zu 42% in das
entsprechende 2-Aminopyrimidib24g transformiert werden und wurde daher nicht

zur RGD-Mimetikasynthese verwendet.
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Tabelle 4.5: Festphasengestitzte Umsetzung der AnilRve-gmit 2-Fluorpyrimidin
(82 und BR- EtO zu den entsprechenden 2-Aminopyrimidib25e-g

@) H,N
HoN R H-N
Anilin @ i R R
niin o F3CO

124e 124f 124g ©
Bedingungen Zeit Reaktionsumsat® (%)
7h 26 40 0
82(30eq., 1.0m), 1d 58 76 2
5% BR;: ELO 2d 80 93 5
in DMF, 25 °C 4d 95 99 10
7d 99.5 >99.5 18
7h 82 95 5
82(30eqg., 1.m), 1d 98 >99.5 15
5% BFR;- ELO 2d >99.5 >99.5 23
in DMF, 50 °C 4d >99.5 >99.5 34
7d >99.5 >99.5 42
Produkt 125e 125f 125¢g
ESI-MS 426 [M+H'] 412 [M+H"] 496 [M+H"]
ReinheitC (%) 99 99 90

a Sjehe FuRnota in Tabelle 4.4,b Siehe FuRRnotb in Tabelle 4.4C Siehe FuRRnotein Tabelle 4.4

Wie erwartet konnten aliphatische Amine mit der Lewis-Saure-katalysierten
Variante nicht in die entsprechenden 2-Aminopyrimidine konvertiert werden. Um wie
geplant ein Gemisch aus Anilinen und aliphatischen Aminen am festen Trager zu
pyrimidylieren, sollten zuerst die aliphatischen Amine unter basischen und
anschlielend die Aniline unter Lewis-sauren Bedingungen mit 2-Fluorpyrin@gjn (
umgesetzt werden. In einer Modellstudie wurde diese Vorgehensweise auf die
Pyrimidylierung eines 1:1-Gemisches aus TentaGel-gebundenem aliphatischen Amin
126 und Anilin 127 angewandt (siehe Schema 4.20). Dazu wurde das Harzgemisch
zuerst mit einer 2-Fluorpyrimidin/DIPEA-LOsung in DMF behandelt und nach einer
Reaktionszeit von einem Tag grundlich mit DMF gewaschen. Anschlie3end lie3 man
auf das Harzgemisch Uber einen Zeitraum von vier Tagen eine 2-Fluorpyrimidin/
BF;- EbO-Losung in DMF einwirken. Die LC-MS-Analyse der photolytisch
abgespaltenen Reaktionsprodukte zeigte, dafl} beide Ad#geund 127 ohne
signifikante Nebenproduktbildung quantitativ in die korrespondierenden 2-Amino-
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pyrimidine 128 und 129 transformiert werden konnten. Erfreulicherweise erwies sich
der saurelabilgert-Butylester in126 und 127 unter den Lewis-sauren Reaktions-

bedingungen als stabil.

CO,t-Bu O,t-Bu

c
AR L L .Q
H,N N Nopi- + HaN N N-py-
H o H o
12

126 7

1. 2-Fluorpyrimidin (82) (15 Aquiv.),
DIPEA (15 Aquiv.), DMF, RT, 1 d

2. 2-Fluorpyrimidin (82) (30 Aquiv.),
5% BF3-Et,O, DMF, RT, 4d

Y
CO,t-B
2 0 0 2B
SO S U N Y L Q
N~ N N PL \\r N P’
H H | H
0 N 0
128 129

quant. quant.

Schema 4.20:Pyrimidylierung einer Mischung aus harzgebundenem aliphatischem
Amin 126 und Anilin 127. Zuerst wird das aliphatische Amit26 unter basischen
Bedingungen und anschlieBend das Aniia7 unter Lewis-sauren Bedingungen
jeweils mit 2-Fluorpyrimidin§2) umgesetzt.

Mit Hilfe des Reagenzes 2-Fluorpyrimidir8B3) war es also gelungen, die
konventionelle Pyrimidylierungsreaktion in LOsung auf die Festphasensynthese
aliphatischer sowie aromatischer 2-Aminopyrimidine zu tbertragen. Die optimierten
milden Reaktionsbedingungen gewéhrleisten ein hohes MalR an Kompatibilitdt mit
diversen Verbindungsbibliotheken und werden somit dem hohen Anspruch einer

kombinatorischen Festphasensynthese gerecht.

4.5 Uberprufung der Synthesesequenz zum Aufbau der aza-RGD-
Mimetika

Nachdem die Schlisselreaktionen zur Festsphasensynthese der aza-RGD-Mimetika
optimiert waren, sollte nun die Verknidpfung einiger ,kritischer” Bauteine und
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anschlieBend die gesamte Synthesesequenz anhand der Festphasensynthese von

ausgewahlten Einzelverbindungen tberprift werden.

4.5.1 Untersuchung der Kompatibilitdt von H-Cysa-OH mit den Azabausteinen B

Bisher wurde ausschlief3lich die Umsetzung der aktivierten Azabaudt@ln#03
mit harzgebundenem ,N-Asp(Bu)-NH, (105 beschrieben. Nun sollte die Kompa-
tibilitat der aktivierten Azabausteine mit harzgebundener Cysteinsk2@e(berpruft
werden (siehe Schema 4.21). Diese wurde unter Standardkupplungsbedingungen von
Fmoc-Cysa-OH43) an Photolinker-TentaGel und anschlie3ender Fmoc-Entschtitzung
dargestellt. Da die Sulfonsaure 128 ungeschutzt vorlag, bestand hier die potentielle
Gefahr, daf} die Umsetzung vor allem mit den hoch reaktiven Azabausi€hend

102 zu Nebenreaktionen fuhrte.

e
o aA™ b Ang

NH (3.0 Aquiv.)
01 :

CH,Cl,, RT, 50 min

o !
~s0;

129

0 99% (HPLC, 220 nm)
HzN\_)I\N_PL
N Q
>s0;
128
H o)
H H
Fmoc
‘NN Fmoc<, .N.__N PL
N \"/ (5.1 Aquiv.) N \"/ \__)]\H O
CH 3 CH; O .-
102 SO;
DIPEA (3 x 2.0 Aquiv). 130
CH,Cl,, RT, 2 h 86% (HPLC, 220 nm)

Schema 4.21Reaktion der harzgebundenen Cysteinsdi2&mit aktiviertem azaGly
101und azaSaf02

Diese Befiirchtung erwies sich jedoch als unbegriindet. Die Umsetzung von harzge-
bundener Cysteinsaud®8 mit dem Oxadiazolori 01 verlief glatt zum gewiinschten
Fmoc-azaGly-Cysa-NH (129 mit einer HPLC-ermittelten Reinheit von 99%. Die
Reaktion von128 mit dem Carbazinsaurechlorid?2 lieferte Fmoc-azaSar-Cysa-NH
(130 in 86% Reinheit. Die Verunreinigung vdlB0 ist vermutlich nicht auf die
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Reaktion von128 mit 102 zurtickzuflhren, sondern wurde wahrscheinlich durch zu
saure Bedingungen beim photolytischen Abspalten der harzgebundenen Reaktions-
produkte verursacht (siehe Kap. 4.5.3.1).

4.5.2 Untersuchung der Kompatibilitat von N-BPra(Bu)Mamb-NH, mit den
Azabausteinen B

AbschlieBend sollte die Kompatibilitat der aktivierten Azabausteine mit
dialkylierten Aminen getestet werden. Hier bestand die Gefahr, dal} insbesondere die
Reaktion des vergleichsweise weniger reaktiven Fmoc-azaAlat@3) (mit den
sekundaren harzgebundenen Aminen nicht vollstandig verlaufen wirde. Als
sekundéares Modellamin wurde die submonomer aufgebaute Verbisduggwahlt
(siehe Kap. 4.2.1). Schema 4.22 zeigt die Umsetzunge®¥amt dem Oxadiazolon
101bzw. dem Carbazinsaurechlodi@3

Erwartungsgemald ergab die HPLC-Analyse der photolytisch vom Harz abgel6sten
Reaktionsprodukte, daR das harzgebundene Ammit einem vierfachen UberschuR
an hoch reaktivem Oxadiazold®1 nahezu vollstdndig zum gewinschten Produsit
umgesetzt wurde. Die Reinheit vtB1 betrug nach HPLC akzeptable 75%, wobei das
Edukt57 bereits zu 9% mit tertiirem Amin verunreinigt war (siehe Kap. 4.2.1, Schema
4.5). Erfreulicherweise konnte das harzgebundene Amniauch mit Fmoc-azaAla-Cl
(103 nahezu quantitativ umgesetzt werden. Die resultierende VerbirtRdgvies
eine HPLC-ermittelte Reinheit von 81% auf.

Somit sollten die aktivierten Azabausteine 181-103 ohne Probleme mit den

beschriebenen Bausteinen A umgesetzt werden kdnnen.
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Q@*o

COZt Bu

Fmoc Cl
O O h ’ .
5.1 Aquiv.
}V \( I?I: (4.0 Aquiv.) (5.1 Aquiv.
CH,Cly, RT, 60 min DIPEA (5 5 Aquiv).
DMF, RT, 17 h

SIS 1
_N. PL _N. PL
Fmoc H N N O Fmoc”™ "N” "N N O

I\I H CHs \ H

CO,t-Bu CO,t-Bu
131 132
75% (HPLC, 220 nm) 81% (HPLC, 220 nm)
96% (HPLC, 220 nm, bezogen auf Edukt) 99% (HPLC, 220 nm, bezogen auf Edukt)

Schema 4.22: Reaktion des harzgebundenen fRa(Bu)Mamb-NH (57) mit
aktiviertem azaGIL01und azaAldl03

4.5.3 Schwierigkeiten bei der aza-RGD-Mimetikasynthese

Obwohl die einzelnen Reaktionsschritte der Synthesesequenz zum Aufbau der aza-
RGD-Mimetika sorgféltig untersucht und gegebenenfalls optimiert wurden, traten bei
der Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika einige unerwartete Nebenreaktionen

auf, die im Folgenden beschrieben werden.

4.5.3.1 Photolyse Cysa-haltiger aza-RGD-Mimetika

Eine sehr ungewohnliche und bisher in der Literatur nicht beschriebene Reaktion
trat bei der Photolyse der Bis-Boc-entschitzten Cysteinsaure-haltigen VerbiiRing
auf (siehe Schema 4.23). Wurde das aza-RGD-Mimetik8&am festen Trager mit
TFA entschitzt und anschlieend mit einem PyridinHGemisch neutralisiert, so
ergab die Photolyse der resultierenden entschitzten Verbindung fast ausschlief3lich das
Cyclohexadienorll34 als 1:1cis/translsomerengemisch. Nach Reinigung mit Hilfe
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praparativer HPLC konnte die Struktur der Verbindui8# NMR- und Massen-
spektroskopisch zweifelsfrei aufgeklart werden.

Diese Nebenreaktion wurde jedoch bei der Photolyse des Asparagin-analogen aza-
RGD-Mimetikums 141a (siehe Kap. 4.5.4.1) nicht beobachtet. Die Ursache fir die
Entstehung vori34 konnte somit nur auf die Sulfonsaureli®3 zuriickzufiihren sein.
Vermutlich wurde die SulfonsaurE33 nach saurem Entschitzen mit der schwachen
Base Pyridin nicht vollstdndig neutralisiert und ermdglichte infolgedessen die
Entstehung des Cyclohexadienordis4 Tatsachlich ergab die Photolyse nach
Neutralisation der entschitzten SulfonsalB3 mit der stirkeren Base DIPEA das
gewlnschte aza-RGD-Mimetikuni35 ohne detektierbare Mengen des Cyclo-
hexadienond 34

BocHN_ N I N H\)OL
ocC P
X G)LH Ty N
Boct © \sos' /\/\lr O

1. 30:65:5 TFA, CH,Cl,, TIPS 1. 30:65:5 TFA, CH,Cl,, TIPS
2. 20% Pyridin in CH ,Cl, 2.20% DIPEA in CH ,Cl,
3. hv, CH3CN/H,0 3. hv, CH3CN/H,0

H,N N

Z
I=<ZI
Iz
zT
o<
ZT
/ II
(02}
u()) IZ
(@)
=
2
Z
I=<ZI
Iz
zT
o=
I
rC
Z
o

134 OH 135
81% Rohausbeute

Schema 4.23:Seitenkettenentschiitzung und anschlieRende Photolyse des aza-RGD-
Mimetikumsl33 Vor der Photolyse mufd das Harz mit DIPEA behandelt werden, um
das Nebenprodukit34 zu vermeiden.

4.5.3.2 Seitenkettenentschitzunly-BPra(Bu)Mamb-haltiger aza-RGD-Mimetika

Eine weitere unerwartete Nebenreaktion trat bei der sauren Seitenketten-
entschitzung des harzgebundenen aza-RGD-MimetikLdés auf (siehe Schema
4.24). Die LC-MS-Analyse der photolytisch vom festen Trager abgespaltenen
Reaktionsprodukte zeigte neben dem gewtlnschten Prd@ikerhebliche Mengen
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eines Produktes mit einer um/z 18 verminderten Molekilmasse. Vermutlich

entspricht diese Verbindung dem cyclischen Kondensationspra@akt

N, e
BocHN H H N H
0 H
136 CO,tBu

1. TFA, 5% H,0
2. hv, CH3CN/H,0

o) 0
NH; NH,
IS E I SSEN
HNT N I N\H N T HNN N I N;\I\/Il\l
-’ .

137 CO,H 138
39% Rohausbeute

Schema 4.24: Bei der Seitenkettenentschitzung v@86 wurde neben dem
gewlnschten aza-RGD-MimetikurB7 abhangig von den Entschitzungsbedingungen
zu unterschiedlichen Anteilen ein Nebenprodukt mit einer um m/z 18 verminderten
Molekllmasse detektiert, das vermutlich der Struk88entspricht.

Um den Anteil von 138 im Produktgemisch zu minimieren, wurden die
Entschitzungsbedingungen systematisch variiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung
ist in Tabelle 4.6 zusammengefaldt. Die Standardldsung zur Seitenkettenentschiitzung,
5% Wasser in TFA, lieferte das gewiinschte aza-RGD-Mimetik@ilediglich in
39% Produktanteil. Eine Erhdhung des Wasseranteils in der Entschitzungslosung
begtlinstigte die Nebenproduktbildung. Wurde das Wasser dagegen durch den
scavengefMIPS ersetzt, konnte der Anteil va87im Produktgemisch auf 55% erhoht
werden. Dariber hinaus gelang es, den Anteil U&7 durch Verdinnen der
TFA/TIPS-L6sung mit CHCIl, nochmals leicht anzuheben. Die LC-MS-Analyse nach
Entschitzen mit einer 80:15:5 GE,/TFA/TIPS-Losung ergab jedoch, dal3 das
Produktgemisch Spuren des Mono-Boc- bztert-Butyl-geschitzen aza-RGD-
Mimetikums 137 enthielt. Daher wurden die Seitenkettenschutzgruppen der aza-RGD-
Mimetikabibliotheken mit einer 47.5:47.5:5 @E/TFA/TIPS-Losung entfernt.

Obwohl die Kondensationsreaktion wahrend der Seitenkettenentschitzung nicht
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vollstéandig unterdrickt werden konnte, wurde der Bausteh@ra(Bu)Mamb %7)
dennoch zur Bibliothekssynthese eingesetzt.

Tabelle 4.6: Verhaltnis der Integralintensitaten von aza-RGD-Mimetiki8Y zu
Eliminierungsproduki36im HPLC-Chromatogramm bei 220 nm

Abspaltbedingungen 137:138
95% TFA, 5% HO, 70 min 39:61
90% TFA, 10% HO, 120 min 30:70
80% TFA, 20% HO, 120 min 30:70
90% TFA, 5% HO, 5% TIPS, 70 min 30:70
95% TFA, 5% TIPS, 85 min 55:45
47.5% DCM, 47.5% TFA, 5% TIPS, 85 min 57 : 43
80% DCM, 15% TFA, 5% TIPS, 60 min 65:35

4.5.4 Festphasensynthese einzelner aza-RGD-Mimetika

Mit Hilfe der optimierten Reaktionsbedingungen wurden einige aza-RGD-Mimetika
als Einzelverbindungen am festen Trager synthetisiert, um die Tragfahigkeit der

ausgearbeiteten Synthesestrategie nochmals zu Uberprifen.

4.5.4.1 Synthese von azaGly-RGD-Mimetika

Das Ergebnis der Festphasensynthese einer Auswahl verschiedener azaGly-RGD-
Mimetika mit Asparaginsdure als Baustein A ist in Tabelle 4.7 zusammengefal3t. Die
RGD-Mimetika mit aliphatischem Guanylre439 und 140 konnten in 70-100%
Rohausbeute dargestellt werden, wobei die Ausbeute nach Reinigung mit Hilfe
praparativer HPLC etwa halbiert wurde. Das RGD-Mimetikum mit aromatischem
Guanylrest14la wurde in 55% Rohausbeute bzw. 18% Ausbeute nach HPLC-

Trennung zuganglich gemacht.
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Tabelle 4.7: Ergebnis der Festphasensynthese azaGly-halti@88-143 und Gly-
haltiger (L44) RGD-Mimetika an Photolinker-TentaGel

Nr. Struktur Guanylierungs- Rohaus-  Ausbeute
bedingungen beute nach prap.
HPLC
NH
139 HZNJ\H/\/\)]\ N\)]\NH CH2:|?5|2,hRT, 70% 38%
O Co,H
NH,
140 w J\NH CHZ%’hRT’ quant. 44%
SCOo,H
141a @* wr o, CHC;’(')?]O C s5% 18%
COZH
H H
-N N\)]\ o
142 NH H \[C])/ ;\ NH» CHCIg, 60 C, 89% 16%
H,NT N COH 2d
H OCHg

T o o 1§ 84%
_N N °
143 WA Wor{LNH CHC'?SO C (50%nicht ——
N

COH guanyliert)

H [e]
144 HzN\n/ \©)LN/\H/ \)J\NHZ CHC;6 ?-]O C, 86%
COZH

Die anilinischen Bausteine D in den Verbindundd&? und 143 erwiesen sich zur
Festphasensynthese der aza-RGD-Bibliotheken als weniger geeignet. Um das
korrespondierende Anilin za42 vollstandig zu guanylieren, muf3te die Reaktions-
temperatur auf 60 °C erh6ht und die Reaktionszeit auf zwei Tage verlangert werden.
Dies fuhrte jedoch zu einem deutlichen Anstieg des Nebenproduktanteils. Das Anilin
in 143 konnte auch nach einer Reaktionszeit von sieben Tagen bei dieser Temperatur
lediglich zu etwa 50% guanyliert werden. Infolgedessen wurden die anilinischen
Bausteine C in142 und 143 beim aza-RGD-Bibliotheksdesign nicht weiter
berlcksichtigt.
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Da die Verbindundl4la zum avp33-Rezeptor die héchste Affinitat aufwies (vgl.
Kap. 6.1) wurde das carbanaloge RGD-Mimetikii, das anstelle von azaGly ein
Gly enthalt,ebenfalls dargestellt.

4.5.4.2 Synthese von azaSar-RGD-Mimetika

Bei den Festphasensynthesen der azaSar-RGD-Mimé#dkal50 traten keine
Schwierigkeiten auf (siehe Tabelle 4.8). Die RGD-Mimetika mit aliphatischem
Guanylrestl45 146 und 150 konnten in 82-96% Rohausbeuten, die RGD-Mimetika
mit aromatischem Guanylred¥d7-149in 74-100% Rohausbeute dargestellt werden.
Die représentative Reinigung einiger Verbindungen mit Hilfe praparativer HPLC
fihrte wie bei den azaGly-RGD-Mimetika jeweils etwa zu einer Halbierung der
Rohausbeute. Die LC-MS-Spektren der ungereinigten aromatischen Verbindungen
147-149 enthielten keine detektierbaren Mengen der korrespondierenden

unguanylierten Aniline.
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Tabelle 4.8: Ergebnis der Festphasensynthese azaSar-haltiger RGD-Miméadka (
150) an Photolinker-TentaGel

Nr. Struktur Guanylierungs- Rohaus-  Ausbeute
bedingungen beute nach prap.
HPLC
NH (0] H H (0]
145 HZNJ\H/\/\)J\I}I’N\H/N\?_)LNHZ CH2C|2, RT, 96% 42%
CHy O N 15 h
2
NH,
HN”" ~NH
(0] H H (0] CH2C|2, RT,
146 w,},fN\[rN\E)LNHZ 15 h 83
Chs O \COZH
H v on ¢ o
147 HZN\H/N\©)L,}‘,N\H/N\?)J\NH2 CHCls, 5hO C, quant. 38%
NH CHs O oo i 20
148 HZNJ\N II\I’N\H/N =" NH, CHC;B?P C, 93% 45%
CHs O \COZH
O H H O
N N °
149 i Q)L Y N CHC;(’)?]O C 2% 47%
HN" N CHa O Neom
NH (0] H H (0]
150 HZNJLHAQ)LN,NTNEQLNHZ CH,Cl,, RT, 88% L
e O Neo 15h

4.5.4.3 Synthese von azaAla-RGD-Mimetika

Tabelle 4.9 zeigt das Ergebnis der Festphasensynthese der azaAla-RGD-Mimetika
151-155 Die Rohausbeute variierte von 75-100%, wobei die reprasentative Reinigung
von 152 per praparativer HPLC analog zu den bereits beschriebenen aza-RGD-
Mimetika die Ausbeute um etwa die Halfte der Rohausbeute verminderte. Die
Kupplung der Bausteine C an ddgerminale azaAla mit Hilfe von HATU/Collidin
verlief im Vergleich zu den Reaktionen mit azaGly oder azaSar deutlich trager.
Dennoch konnte ohne weitere Anderungen der Reaktionsbedingungen die Acylierung
des Azaalanins vervollstandigt werden, indem die Reaktionszeit auf 12 h verlangert

wurde. Die schwache Elektrophilie des Azaalanins stand im Einklang mit der
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Beobachtung von Gragt al, da? mit Hilfe weniger effizienter Kupplungsreagenzien

die Acylierung harzgebundener AzaminosaurenNwngieschitzten Aminoséuren nicht

komplettiert werden konnieos]

Tabelle 4.9: Ergebnis der Festphasensynthese azaAla-haltiger RGD-Miméitka: (

155) an Photolinker-TentaGel

Nr. Struktur Guanylierungs- Rohaus-  Ausbeute
bedingungen beute nach prap.
HPLC
JI\JT O CHs |,
151 HoN H/\/\)J\H,N\H/N ? CH2C|2, RT, quant. _
0 15 h
NH
oy o cH CH.Cl,, RT
7S H , , 0 0
152 wu’N\n’N : 1o h 98% 48%
O
PP A CHCl,, 50 °C
HoN._N NN 3, , o
153 \[l\]l/H N \[(1)/ 20 h 75% —
WOP BN CHCl;, 50 °C
154 HZNJLN HlerN - 23(') no 86% —
A NP CH,Cl,, RT
HNT N N 2012 ’ 0 -
155 N N \g/ 15 h 92%

Leider konnte die Reinheit der photolytisch vom Harz abgespaltenen aza-RGD-

Mimetika nur unzureichend mit Hilfe vomeversedphase HPLC bzw. LC-MS

bestimmt werden. Aufgrund ihrer hohen Polaritat waren die RGD-Mimetika oft nicht

vom Losungmittelpeak Basislinien-getrennt. Dartber hinaus wiesen die aliphatischen

RGD-Mimetika nur sehr geringe UV-Absorption bei einer Wellenlange von 220 nm

auf.
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Die reprasentative Reinigung einiger Photolyseprodukte mittels praparativer HPLC
fuhrte in der Regel zu einer Verminderung der urspriinglichen Masse um etwa 50%.
Dieser Befund impliziert eine Reinheit der photolytisch vom Harz abgelésten aza-
RGD-Mimetika von mindestens 50%. Dariiber hinaus zeigterdHisMR-Spektren
der ungereinigten Verbindungéd6 und 151 neben ca. 20 Gew.-% PEG (resultierend
aus mechanischem Abrieb der TentaBehds wahrend der Photolyse) keine
signifikanten Mengen an Nebenprodukten.

Die Synthesen einiger aza-RGD-Mimetika an Rink-Amid MBHA-Harz ergaben im
Vergleich zum Photolinker-TentaGel sowohl hohere Ausbeuten nach saurer
Abspaltung vom Harz als auch nach praparativer HPLC-Reinigung (vgl. Kap.6.3 und
6.4). So konnte die Rohausbeute des aromatischen RGD-Mimetildfias/on 55%
auf 100% und die Ausbeute nach praparativer HPLC von 18% auf 65% gesteigert
werden.

Entscheidend flr die chemische Analyse positivmads war jedoch die
massenspektrometrisch ermittelte Reinheit der aza-RGD-Mimetika, da unser Konzept
vorsah, die Verbindungen auf den selektierterads mittels ESI-MS zu charak-
terisieren. D. h. im ESI-MS-Spektrum der vom Harz abgel6sten Produkte sollte das
Signal mit der hdchsten Intensitdt dem aza-RGD-Mimetikum entsprechen. Diesem
Anspruch wurden tatsachlich alle der oben beschriebenen RGD-Mimetika gerecht.
Somit war es gelungen alle Kriterien zur geplanten kombinatorischen Festphasen-
synthese von aza-RGD-Mimetikabibliotheken nach deme-bead one-compound

Prinzip zu erfullen.

4.6 Synthese der aza-RGD-Bibliotheken

Nachdem durch sorgfaltige Optimierung die Zuverlassigkeit der unterschiedlichen
Verknupfungsreaktionen sichergestellt worden war, konnte nun die kombinatorische
Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetikabibliotheken in Angriff genommen
werden. Um bei der geplanten ESI-MS-Analyse einzelner selektimréeismoglichst
weit Uber die Nachweisgrenze zu gelangen, wurden die RGD-Mimetika an TentaGel
Macrobeads aufgebaut. Mit einem Durchmesser von 280-320 pm und einem

Funktionalisierungsgrad von ca. 5 nmol Arbead konnte mit diesem Harz im
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Vergleich zu anderen TentaGel-Harzen der hdchste Belegungsgrad pro Harzpartikel
erzielt werden.

Die Zunahme derbeadGroRe bewirkt jedoch eine Abnahme der Reaktions-
geschwindigkeit, da die Reagenzien eine langere Strecke bei der Diffusion in das
Partikelinnere zuriicklegen missen. Um dennoch vollstandigen Umsatz der
Macrobead-gebundenen Verbindungen zu gewahrleisten, wurden daher die in Kap. 4.3
und 4.4 optimierten Reaktionszeiten sowie die Dauer der Waschschritte vertf6gpelt.
Zum Quellen der Macrobeads wurden diese zuerst (it &bd dann stufenweise mit
steigendem Anteil eines Losungsmittels mit besseren Quelleigenschaften behandelt.
Dieser Prozel3 wurde zum Schrumpfen in umgekehrter Reihenfolge angewandt. Gemali
dieser Vorgehensweise konnten ,Spannungen® in den Harzpartikeln, die beim Quellen
bzw. Schrumpfen auftreten, minimiert und so das Zerbrechen der Macrobeads
weitgehend verhindert werden.

Abbildung 4.9 veranschaulicht die kombinatorische Festphasensynthese der aza-
RGD-Mimetikabibliotheken. Die Bausteine der Gruppen A und C wurden so
ausgewabhlt, dal3 innerhalb dieser Bausteingruppen jede Molekilmasse nur einmal
auftrat. Dies ermoglichte spater die genaue Strukturzuordnung der selektierten aza-
RGD-Mimetika mit Hilfe von MS (siehe Kap. 5). Aus den Bausteinkombinationen A,

B und C (ohne Baustein D) resultieren auch potentielle aza-RGD-Mimetika, da das

Amin der Bausteine C bereits ein basisches Pharmakophor repréasentiert.
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Abbildung 4.9: Kombinatorische Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika

Die Synthese der aza-RGD-Mimetikabibliotheken erfolgte gemal der Split-Methode
nach Furka (siehe Kap. 3.2[8).150] In sechs Reaktionsgefaf3en wurde jeweils die
gleiche Menge Photolinker-TentaGel-Macrobead-Harz gegeben. In einem Reaktions-
gefal wurde N-pBPra(Bu)Mamb %7) nach der in Kap. 4.2.1 beschriebenen
Submonomermethode am Harz aufgebaut. In den Ubrigen Reaktionsgefaf3en wurden
mit HATU/Collidin die Bausteine A Fmoc-Asp(Bu)-OH37/38, Fmoc-Glu-OH
(39/40 als Racemat, Fmoc-Cpdc(2Bu)-Oi26)/Fmoc-Cpdc(5Bu)-OH 52b) als
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62:38-Isomerengemisch, Fmoc-Idp(Bu)-OKi7X und Fmoc:-Cysa-OH- (DIPEAY;

(43) getrennt an die Harze gekuppelt und anschlieend Fmoc-entschutzt. Die Harze
wurden als Suspension in DMF vereinigt, gemischt und anschlief3end im lI6sungsmit-
telfreien Zustand auf drei Reaktionsgefal3e zu gleichen Mengen aufgeteilt. Danach
wurden die Harze einzeln mit den Azabausteib®fh-103gemaf den in Kap. 4.3.2
beschriebenen Methoden umgesetzt, Fmoc-entschutzt, gemischt und zu gleichen Teilen
auf zehn ReaktionsgefaRen aufgeteilt. Die Fmoc-geschitzten Aminosauren Fmoc-
YAbu-OH (73), FmocéAva-OH (74), Fmoc-Inp-OH 76), FmoceAhx-OH (75), Fmoc-
Mab-OH ©6), Fmoce€isCyh-OH (72), Fmoc-Cmp-OH 17), Fmoc-Mape-OH 70),
Fmoc-Cpb-OH 64) sowie Fmoc-(34S)-Azpc-OH (78) wurden mit HATU/Collidin
einzeln an die harzgebundenen Hydrazide gekuppelt und anschlieBend Fmoc-
entschitzt. Von den zehn dargestellten Bibliotheken mit jeweils 18 verschiedenen
Verbindungen wurde etwa 25% der jeweiligen Harzmenge entnommen und sauer
entschitzt. Die Ubrigen Harze wurden erneut gemischt und zu gleichen Teilen auf zwei
Reaktionsgefalie aufgeteilt. Der eine Teil wurde nach der in Kap. 4.4.1 beschriebenen
Methode guanyliert, der andere gemall Schema 4.20 in Kap. 4.4.2 pyrimidyliert.
AbschlieBend wurden die so erhaltenen Bibliotheken mit jeweils 180 verschiedenen
Verbindungen sauer seitenkettenentschutzt.

In Tabelle 4.10 ist das Ergebnis der kombinatorischen Festphasensynthese
zusammengefaldt. Zur Bibliothekssynthese wurden sechs verschiedene Bausteine A
verwendet, wobei Baustein*Aowie A als Racemat - Baustein® Als Racemat und
Regioisomerengemisch eingesetzt wurden. Werden die isomeren Bausteine A
beriicksichtigt, resultierten insgesamt neun verschiedene Bausteine A. Durch
Kombination dieser Bausteine mit den drei Bausteinthuid den zehn Bausteinen
C'*? erhielt man zehn Amino-aza-RGD-Mimetikabibliotheken mit jeweils 18 bzw. 33
verschiedenen VerbindungenX1(-10, Tabelle 4.10). Durch Guanylierung bzw.
Pyrimidylierung dieser Bibliotheken konnten zwei weitere je 180 bzw. 330
Verbindungen umfassende RGD-Mimetikabibliotheken ¢nd Z, Tabelle 4.10)
dargestellt werden.
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Tabelle 4.10: Synthetisierte aza-RGD-Mimetikabibliotheken. Baustéinsdwie A
wurden als Racemat, Bausteifl #ls Racemat und Regioisomerengemisch eingesetzt.
Unter Berlcksichtigung dieser Isomere wurden insgesamt neun verschiedene
Bausteine A eingesetzt.

Verbindungen Verbindungen
Anzahl der pro Bibliothek pro Bibliothek

Name Bibliothekstyp Bibliotheken (A-lsomere nicht (A-Isomere
bertcksichtigt) berucksichtigt)
X1-10 H,N—C10—B13—p1® 10 18 33
NH
Y HZNJ\N_Cl-lo_Bl-s_Al-e 1 180 330
H
C
z < M 1 180 330

N H_Cl-lo_Bl-S_Al-G

Das Gelingen jeder einzelnen Verknupfungsreaktion vorausgesetzt, konnten gemalf3
dieser Vorgehensweise in einem Zeitraum von etwa zwei Wochen 560 bzw. 990
verschiedene RGD-Mimetika dargestellt werden. Aufgrund der sorgfaltigen
Optimierung der einzelnen Reaktionsschritte schien es wahrscheinlich, dal3 der
Groldteil der theoretisch denkbaren Verbindungen tatsachlich gebildet wurde. Dies
auch zu beweisen stellt jedoch eines der ungelosten Probleme der kombinatorischen
Synthese dar. Dennoch konnte durch LC-MS- sowieé-M&lyse einzelnebeadsder
Erfolg der kombinatorischen Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetikabibliotheken
untermauert werden (siehe Kap. 5.3).
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5 Massenspektrometrische Analyse

Zur Qualitatskontrolle der synthetisierten aza-RGD-Mimetikabibliotheken sowie
nach biologischeron-beadEvaluation sollten die Verbindungen photolytisch von
einzelnenbeads abgeldost und mit Hilfe von LC-MS und ESI-M$harakterisiert
werden. Durch die massenspektrometisch ermittelte Molekilmasse kann die Struktur
der selektierten Verbindung zumindest auf wenige Isomere eingeschrankt werden.
Darliber hinaus kann anhand der Fragmentionen die Losungsmenge im ldealfall auf

eine konkrete Verbindung eingegrenzt werden.

5.1 Peptid-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Sequenzanalyse von Peptiden hat inzwischen einen
hohen Entwicklungsstand erreicht. In einer bahnbrechenden Arbeit konnten &arber
al. bereits 1981 mit Einfihrung der FABMS-Technik von einem underivatisierten
Undecapeptide ein klar definiertes Massenspektrum des [MieH$ erzeugei?s4l In
Abbildung 5.1 sind die bevorzugt gebildeten Fragmentionen protonierter Peptide unter
Verwendung der von Roepstorff und Fohlman vorgeschlagenen Nomenklatur zusam-
mengefal3zés] Anhand zahlreicher literaturbekannter FAB-Massenspektren konnte
gezeigt werden, dafl} die meisten Peptide nach einem dieser Prozesse fragmentieren,
wobei die C"- und Y"-Fragmentierung am haufigsten beobachtet We#ide.

Charakteristisch fir schonende lonisierungsquellen wie FAB odé?&3dt die
Generierung von lonen, die mit der Molekilmasse der untersuchten Verbindungen
korrelieren. Der Anteil an Fragmentionen in den so erzeugten Massenspektren ist
jedoch oft gering. Dieser Nachteil konnte durch Einfuhrung der Tandem-
Massenspektrometrie aufgehoben werden, mit deren Hilfe bestimmte lonen gezielt

fragmentiert werden kénne¥$3.267,268]
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Abbildung 5.1: Die am haufigsten auftretenden Fragmentionen resultierend aus

protonierten linearen Peptiden. Der Apostroph kennzeichnet die Addition eines
Wasserstoffatoms im Fragmention (zwei Apostrophe bedeutet die Addition von zwel
Wasserstoffatomen).

5.2 Charakteristische Fragmentionen der aza-RGD-Mimetika

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die massenspektrometrischen Untersuchungen mit
Hilfe einer Quadrupol-lonenfalle durchgeful#® Der entscheidende Vorteil der
lonenfalle ist, daf? aus einem Strom verschiedener lonen ein einzig@/ert bzw.
ein enger Bereich utm/zisoliert und gespeichert werden kann. Die Bewegung der
isolierten lonen kann anschlieRend durch Resonanzanregung von einem eng
begrenzten Raum im Zentrum der lonenfalle auf einen grof3eren Bereich ausgedehnt
werden. In einem alscollision-induced dissociation(CID) bekannten Prozel3
kollidieren die angeregten lonen mit dem Puffergas (meist Helium) und bilden so die
typischen Fragmentionen. Dieses Experiment wird al$, Mi® n-fache Wiederholung
dieses Experimentes mit den jeweils resultierenden Fragmentionen e k&hnet.

Die massenspektrometrische Sequenzanalyse von Azapeptiden wurde bisher nur in
einer Literaturprazedenz von Haet al. beschriebef?28l Das CID-Fragmentionen-
Muster des von ihnen untersuchten [MHHns des Azatids (Oligoazaaminosaure)
azaTyr-azaGly-azaGly-azaPhe-azaleu zeigte Fragmente vom Typ X und A. Erfolgte
der Bindungsbruch aufC-terminaler Seite eines Azaglycins, wurden zudem

Fragmentionen des Typs Y und B beobachtet.
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Vor diesem Hintergrund schien die MS8nalyse eine brauchbare Methode zur
Strukturbestimmung der selektierten aza-RGD-Mimetika zu sein. Um die Eignung
dieser Technik auszuloten, wurden einige isoliert dargestellte aza-RGD-Mimetika mit
Hilfe von MS' untersucht. Abbildung 5.2 veranschaulicht das Ergebnis dér MS
Analyse der Verbindun@39 145 sowiel51 Da diese Verbindungen abgesehen vom
Azabaustein B identische Strukturelemente aufwiesen, konnte so der Einflul des
Substitutionsmusters des Hydrazins auf das Fragmentierungsverhalten der aza-RGD-
Mimetika abgeschatzt werden. Untersucht wurde jeweils das [Mteid] (siehe
Abbildung 5.2, links) sowie das [M+Nalon (siehe Abbildung 5.2, rechts). Um die
Fragmentionen in der folgenden Diskussion eindeutig zu definieren, wurden sie
zusatzlich mit dem zur Fragmentierungsstelle benachbarten Baustein im Fragmention
indiziert.

Im Einklang mit dem Ergebnis der Untersuchungen von etaall228] wies das
MS?-Spektrum des [M+H}ons der azaGly-haltigen Verbindui@9 sowohl das B-
bei m/z 200 als auch dasgAFragmention bein/z 174 auf. Im M$-Spektrum des
[M+Na]*-lons der selben Verbindung war die Intensitat dgs=Bigmention bem/z
222 im Vergleich zum A-Fragmention etwa finfmal hoher.

Erfreulicherweise zeigten die MSpektren der [M+H}lonen der isomeren
Verbindungenl45 und 151 deutlich unterschiedliche Intensitatsverhéltnisse der B
bei m/z 214 und A-Fragmentionen beain/z 188. Das [M+H]-lon des azaSar-RGD-
Mimetikums 145 zerfiel mit marginaler Préaferenz zung-Bragmention, wahrend das
[M+H] *-lon der isomeren azaAla-haltigen Verbindukfil nahezu quantitativ dasgA
Fragmention lieferte. Noch deutlicher war dieser Effekt in derf-S{ktren der
[M+Na]*-lonen ausgepragt. Die azaSar-haltige VerbindLézerfiel mit einer 10:1-
Selektivitdt zum B-Fragmention bemn/z 236, die azaAla-haltige Verbindurigl mit
etwa gleicher Selektivitat zumgAFragmention bemn/z210.
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Abbildung 5.2: MS*-Analyse von aza-RGD-Mimetika mit azaGly (a), azaSar (b) und
azaAla (c). (Man beachte, daR das [M+Ndpn der azaSar-haltigen Verbindung
(145 Uberwiegend Fragmentionen des Tygsdais [M+Na] -lon der azaAla-haltigen
Verbindung {51) Gberwiegend Fragmentionen des Typdiéferte.)
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In den untersuchten aza-RGD-Mimetik@9 145 sowie 151 konnte also mit Hilfe
der MS-Analyse Baustein A zweifelsfrei identifiziert werden. Dariiber hinaus konnte
insbesondere anhand der MSpektren der [M+N&}lonen zwischen den isomeren
Bausteinen B azaSar{Bund azaAla (B) differenziert werden.

Im MS?Spektrum des [M+H}ons von 145 ist bei m/z 142 das schwach
ausgepragte Signal desc-Bragmentions zu erkennen. Dieses Fragmention trat
hingegen in allen M$Spektren der B sowie der A-Fragmentionen der protonierten
Spezies vonl39 145 sowie 151 mit deutlich hoherer Intensitdt auf. Mit dieser
Information lieBen sich die Bausteine B und C zuordnen. (Alle Verbindungen in einer
Bibliothek besitzen den gleichen Baustein D, der daher nicht zugeordnet werden muf3).
Somit war es gelungen, die massenspektrometrisch untersuchten aza-RGD-Mimetika
vollstandig und eindeutig zu sequenzieren.

Die Spezifitat der beobachteten CID-Fragmentionen-Muster der aza-RGD-Mimetika
wurde durch die massenspektrometrische Untersuchung der anal8deitigen
Verbindungenl40, 146 sowie 152 bestétigt (siehe Tabelle 5.1). Die fMSpektren der
[M+H] - sowie der [M+Na]-lonen dieser Verbindungen zeigten im Vergleich zu den
korrespondierenden Spektren derabalogen aza-RGD-Mimetika nahezu identische
Verhaltnisse der Signalintensitdten der Fragmentionen vom gyp4und Bs. Auch
hier konnte anhand des ausgepragten Intensitatsunterschiedes dedA:-Signale
in MS?-Spektren der [M+Nd&}lonen zwischen dem azaSat46) und azaAla-RGD-
Mimetikum 152 zweifelsfrei differenziert werden. Wie im oben beschriebenen Fall
ergaben die M%Zerfalle der protonierten &8 und Ag-Fragmentionen jeweils in
hohem Anteil die B-Fragmentionen.

Die zu den Fragmentionen des Typs A und B korrespondierenden Fragmentionen
des Typs X und Y wurden im Gegensatz zur Literaturpraz&3idnea keinem der aza-
RGD-Mimetika-Massenspektren beobachtet. Die massenspektrometrische
Kontrollanalyse einzelndreadsder aza-RGD-Mimetikabibliotheken ergab jedoch, daf3
diese Fragmentionen abh&ngig vom Baustein A ebenfalls auftreten kdnnen (siehe Kap.
5.3).
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Tabelle 5.1: MS-Analyse der aza-RGD-Mimetikd40, 146 sowie 152 (Wie die
analogen Verbindungen mit BausteifWiesen die M&Spektren der [M+Nal]-lonen
der azaSar- und azaAla-haltigen Verbindutg6 und 152 kontrére Intensitats-
verhaltnisse zwischen derg-Aind B-Fragmention auf.)

NH

H,N” “NH o
H
N\;)LNHZ
\COZH
Relative Intensitat der
Nr. Baustein B lon Fragmentionen im MS-Spektrum
Bc (%) Ag (%) Bs (%)
R=R%=H [M+H]" 10 100 2
140 N
(azaGly) [M+Na] 4 40 100
146 R'=H: R=Me [M+H]+ 20 50 100
(azaSar) [M+Na]” 5 5 100
152 Rl:Me; R=H [M+H] ¥ 0 100 0
(azaAla) [M+Na]* 0 100 0

Anhand der massenspektrometrischen Untersuchungen konnte somit belegt werden,
daR eine vollstandige Sequenzanalyse der aza-RGD-Mimetika mit Hilfe voumndS
MS? grundsatzlich méglich ist. Um mit absoluter Sicherheit aus dem CID-Fragment-
ionen-Muster die Struktur des entsprechenden aza-RGD-Mimetikums abzuleiten,
mufte diese Studie auf zahlreiche und mdglichst diverse aza-RGD-Mimetika
ausgeweitet werden.

Zur Bestimmung der 16-Werte wurden einige der selektierten aza-RGD-Mimetika
nachsynthetisiert (siehe Kap. 6.3 und 6.4). Der Vergleich der CID-Fragmentionen-
Muster bestatigte jedoch in allen Fallen die vorhergesagte Struktur und untermauerte
so die Zuverlassigkeit der massenspektrometrischen Strukturbestimmung der aza-
RGD-Mimetika.
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5.3 LC-MS- und MS'-Kontrollanalyse der Bibliotheken

Um die Qualitat der aza-RGD-Mimetikabibliotheken zu Uberprifen, sollten die
Verbindungen von einzelnen Macrobeads abgel6st und anschlie3end per LC-MS und
MS? analysiert werden. Dazu wurden die Macrobeads getrennt in 80-100 pL eines
80:20 CHCN/H,O-Gemisches photolysiert. 10 pL der so erhaltenen Abspaltlésung
wurden per LC-MS untersucht, das restliche Volumen stand dann fur didnag/se
zur Verfugung. Dabei stellte die Charakterisierung der geringen Substanzmengen von
maximal 5 nmol eine weitere Herausforderung an die massenspektrometrische Analyse
dar. Denn insbesondere die aza-RGD-Mimetika der Amino- bzw. Guanylbibliothek
wiesen, vermutlich aufgrund ihrer zwitterionischen Struktur, mangelhafte
lonisierungsausbeuten auf. Ihre hohe Polaritat verhinderte zudem die Trennung vom
Losungsmittelpeak in den LC-MS-Chromatogrammen.

Beide Schwierigkeiten konnte durch Einfihrung einer Boc-Schutzgruppe am Amin
bzw. Guanidin tGberwunden werden. Dazu wurdenbdi@adsmit einer Lésung von
Boc,O und DIPEA in CHCI, behandelt und anschlie3end grindlich gewaschen. Im
Vergleich zu den ungeschutzten aza-RGD-Mimetika zeigten die entsprechenden Boc-
geschutzten Verbindungen eine deutlich bessere lonisierungsausbeute. Die Boc-
Schutzgruppe der [M+FHlonen erwies sich als &uRerst labil, so daR die ESI-MS-
Spektren meist nur die korrespondierenden [M-Boc+H]-lonen enthielten, die dann
direkt mittels MS gemaR Kap. 5.2 untersucht werden konnten. Die Boc-Schutzgruppe
der [M+NaJ-lonen erwiesen sich hingegen als stabiler. Die ESI-MS-Spektren zeigten
jedoch neben den [M+N&]onen die fir die Boc-Schutzgruppe typischen Fragment-
ionen [M-Bu+Na] und [M-Boc+Na]. Auch hier konnten also die [M-Boc+Napnen
direkt per MS gemaR Kap. 5.2 analysiert werden. Die LC-MS-Analyse der
guanylierten aza-RGD-Mimetika zeigte, dal? diese meist nicht vollstindig Boc-
geschutzt wurden. Dies hatte jedoch auf die™M@&quenzierung keinen negativen
EinfluR3.

Zur Kontrolle wurden aus den Amino-BibliothekeK1¢10) mittels LC-MS 12
beads aus der guanylierten Bibliothek'Y sowie der pyrimidylierten BibliothekZ()
jeweils 8beadsuntersucht. Auf allebeadsder Amino-Bibliotheken sowie auf jeweils
7 beads der guanylierten und der pyrimidylierten Bibliothek konnten aza-RGD-
Mimetika nachgewiesen werden. Auf jeweils einbaadder guanylierten sowie der
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pyrimidylierten Bibliothek konnten keine aza-RGD-Mimetika detektiert werden, da in
diesen Fallen vermutlich die Nachweisgrenze unterschritten wurde.

Des weiteren wurden die Strukturen einiger der isolierten aza-RGD-Mimetika mit
Hilfe von MS bestimmt. In Tabelle 2.1 ist das Ergebnis von sechs reprasentativ
ausgewahlten MSUntersuchungen zusammengefaft. Die aza-RGD-Mimeth@
und 157 wurden aus der Amino-Bibliothei8 bzw. X3 isoliert. Das LC-MS-
Chromatogramm voi56 wies ausschlief3lich eine Verbindung mitz 373 (M-Boc)
auf. Diese Information schrankte die Losungsmenge auf das azaSar- und azaAla-
Isomer der gezeigten Struktur ein. Die Fragmentionen im*$®ktrum des
[M-Boc+H]*-lons untermauerten die Struktur. Das gesonderte Auftreten ges A
Fragmentions im M&Spektrum des [M-Boc+N&jlons belegte, da das aza-RGD-
Mimetikum azaAla enthalten muf3te. Im Fa87 zeigte das LC-MS-Chromatogramm
guantifiziert nach der UV-Spur bei 220 nm nelpetz 405 etwa 70% einer um/z 18
leichteren Verbindung, die vermutlich aus der intramolekularen Kondensationsreaktion
wahrend der sauren Seitenkettenentschitzung resultierte (siehe Kap. 4.5.3.2). Die
ermittelte Molekilmasse schrankte auch in diesem Fall die in Frage kommenden
Verbindungen auf die-N- und -N-methylierten Isomere der gezeigten Struktur ein.

Im Gegensatz z456 wiesen die M&Spektren des [M-Boc+F} und [M-Boc+Na]-

lons vonl57 keine Fragmentionen des Typg Aeben dem BFragmention auf. Somit
muldte dieses aza-RGD-Mimetikum azaSar enthalten. Beide Spektren zeigten sowohl
Y a- als auch ¥-Fragmentionen — charakteristisch fir aza-RGD-Mimetika, welche die
sekundaren Amine AA® oder A enthielten.
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Tabelle 5.2: Reprasentative Ergebnisse der massenspektrometrischen Kontrollanalyse
einzelner beads aus den Bibliothek&r 10, Y undZ.

Bib.

Ergebnis der MS-Analyse

X8

X3

N\«Q)LNHZ

NN i
AN N
U H
N (e}
161

LC-MS: 496 [M+Na], 374 [M-Boc+HT;
MS? auf [M-Boc+H]': 206 (30) [R], 180

(100) [Ae];
MS? auf [M-Boc+Na]: 202 (100) [A]

LC-MS: 528 [M+Na], 406 [M-Boc+HT;
MS? auf [M-Boc+H]'": 295 (100) [¥%], 223
(45) [Ya], 184 (6) [Bs];

MS? auf [M-Boc+NaJ: 317 (5) [Ys], 245
(100) [Yal, 206 (3) [Bs]

LC-MS: 482 [M+HT;

MS? auf [M+H]": 310 (100) [B], 284 (30)
[Ag], 238 (15) [R];

MS? auf [M+NaJ": 332 (15) [B], 306 (100)
[As], 267 (80) [¥], 195 (100) [V

LC-MS: 464 [M+Na], 442 [M+H]";

MS? auf [M+H]": 296 (40) [R], 270 (100)
[Ag], 238 (30) [E];

MS? auf [M+NaJ": 318 (50) [B], 292 (100)
[Ag],260 (10) [E]

LC-MS: 444 [M+Na]" 422 [M+H]";

MS? auf [M+H]*: 250 (100) [A], 204 (5)
[Bcl;

MS? auf [M+Na]': 298 (7) [Bs], 272 (100)
[Ag]

LC-MS: 528 [M+Na], 506 [M+HT;

MS? auf [M+H]": 284 (100) [B], 223 (7)
[Y al;

MSA2 auf [M+Na]': 306 (15) [RB], 245 (100)
[Y Al

Die aza-RGD-Mimetikal 58 und 159 stammten aus der guanylierten Bibliothék
In den LC-MS-Chromatogrammen beider Verbindungen waren keine Nebenprodukte

zu erkennen. Mit einer fur die Boc-entschitzte VerbindLb§ermittelten Molekul-

masse vonm/z 481 muldte erneut lediglich zwischen den zwei regioisomeren
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Azabausteinen unterschieden werden. Das Signalintensitatsverhaltnisz van /A
von 15:100 im M&Spektrum des [M+N&}lons wies darauf hin, daR das aza-RGD-
Mimetikum mit hoher Wahrscheinlichkeit amN-Atom methyliert war. Fiur das Boc-
entschitzte aza-RGD-Mimetikumi59 wurde eine Molekilmasse vom/z 441
gefunden. In der guanylierten Biblioth¥kgab es insgesamt vier Verbindungen dieser
Masse. Anhand der charakteristischen FragmentiongmAB und B in den MS-
Spektren der[M+Na]*- und [M+H]-lonen konnte die Struktur vord59 jedoch
zuverlassig bestimmt werden.

Die Verbindungenl160 und 161 wurden aus der pyrimidylierten Bibliothek
isoliert. Die LC-MS-ermittelte Molektlmasse fit60 von m/z 421 wurde von
insgesamt acht Isomeren reprasentiert. Die’BjSktren des [M+H}lons wies
jedoch auch hier die zur vollstandigen Sequenzierung genugende Fragmentionen-
Kombination Ay/Bc auf. Dartber hinaus konnte auch die Regioisomerie am
Azabaustein durch das Verhéltnis vog &1 As im MS*-Spektrum des [M+Na&}lons
geklart werden. Das LC-MS-Chromatogramm \i#1 zeigte nebem/z 505 das fur
Baustein A-typische unpolarere Wasserabspaltungsprodukintei487 mit einem
relativen Anteil von etwa 30% (UV, 220 nm). Mit dem Auftreten der Fragmentionen-
Kombination B/Y 4 in den MS$-Spektren derNl+Na]*- und [M+H]-lonen sowie mit
der Abwesenheit von Alonen konnte die gezeigte Struktur aus einer Losungsmenge
von vier isomeren Verbindungen ebenfalls zuverlassig bestimmt werden.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse schien die massenspektrometrische
Strukturbestimmung von aza-RGD-Mimetika auf selektierten posithvesds eine
praktikable Methode zu sein. Gegenlber der géngigen Vorgehensweise, nicht-
peptidische Bibliotheken chemisch zu codieren (siehe Kap. 3.2.5), um so indirekt auf
die Struktur der aktiven Verbindung zu schliel3en, bot die massenspektrometrische
Analyse einige Vorteile. Zum einen konnte so die Effizienz der Reaktionsflihrung
gesteigert werden, da die chemischen Codierungsreaktionen wéhrend der kombina-
torischen Synthese entfielen. Zum anderen muf3ten die optimierten Reaktions-
bedingungen nicht zusatzlich auf Kompatibilitat mit der chemischen Codierungs-
methode Uberprift werden. Darlber hinaus gab die massenspektrometrische
Untersuchung Aufschlul3 Gber die tatsachlich vorhandenen Reaktionsprodukte auf

einem selektiertehead
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6 Biologische Evaluation

Die kombinatorische Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika wurde mit dem
Ziel durchgefiihrt, neue Integrinliganden zu finden. In diesem Kapitel werden zuerst
die Aktivitaten der in Einzelsynthesen dargestellten aza-RGD-Mimetika am isolierten
allbB3-, avp3- sowie avp5-Rezeptor diskutiert. Die Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit der Firma Merck KGaA, Darmstadt, im Labor von S. L.
Goodman durchgefiihrt. Im Abschnitt 6.2 wird die Etablierung eioesead
Rezeptortests beschrieben. Im Anschlul3 daran wird das Ergebnisnedsrad

Evaluation der aza-RGD-Mimetikabibliotheken vorgestellt.

6.1 Bindungsstudien an isolierten Integrinen

Die verwendeterov-Integrine wurden aus Plazenta und ddi(33-Integrin aus
Blutplattchen menschlichen Ursprungs isoliert bzw. als l6sliche Integrinrezeptoren
gentechnisch hergestellt. Die nattrlichen Liganden Vitronectin und Fibrinogen wurden
aus humanem Plasma isoliert. Die immobilisierten Integrine wurden in einem
Verdrangungsexperiment mit dem I8slichen biotinylierten Liganden und der
Testsubstanz inkubiert. Aus Messungen bei verschiedenen Konzentrationen liel3 sich
nach enzymatischer Anfarbung des biotinylierten Liganden photometrisch die
Inhibierungskonstante (Kg) bestimmen. Ig ist die Konzentration an Testsubstanz,
die benétigt wird, um 50% der maximalen Rezeptorinhibierung zu erreichen.
Definitionsgemal ergibt sich, dald eine Verbindung ein umst&dererInhibitor des
entsprechenden Rezeptors isklgnerdie IG-Konstante ist.

Die isoliert dargestellten aza-RGD-Mimetika Gua-Mab-azaGly-Cysa-fNi34),
Gua-Mab-azaGIWN-BPraMamb-NH (137), Gua-Amob-azaGly-Asp-NH(142), Gua-
Ani-azaGly-Asp-NH (143, Gua-Mape-azaSar-Asp-NH148), Gua-Pab-azaSar-Asp-
NH, (149, Gua-Mamb-azaSar-Asp-NH150), Gua-Mape-azaAla-Asp-NH154) und
Gua-Mamb-azaAla-Asp-NH (155 banden an derullbf33-, av33- sowie av5-
Rezeptor mit 1G-Werten >10 pumol. Sie zeigten also keine Aktivitat innerhalb des
Erfassungsbereichs des Testsystems.

Zusammen mit strukturanalogen inaktiven Verbindungen sind in Tabelle 6.1 die

aza-RGD-Mimetika aufgeflihrt, die eine melRbare Affinitat zu mindestens einem der
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genannten Rezeptoren aufwiesen. Diese aza-RGD-Mimetika enthielten alle die
Strukturelemente Guanidin und-Asparaginsaure, unterschieden sich also nur

hinsichtlich des Azabausteins B und Spacerbausteins C. Diese Verbindungen mit
einem bestimmtem Baustein C wurden jeweils in Kombination mit azaGly, azaSar
sowie azaAla dargestellt und getestet. So konnte insbesondere der Einflu3 des
Azabausteins B auf die Rezeptoraffinitdten der resultierenden aza-RGD-Mimetika

abgeschatzt werden.

Tabelle 6.1: Inhibierungsverhalten der RGD-Mimetika hinsichtlich der Bindung von
Fibrinogen an den isolierteallb 33-Rezeptor und Vitronectin an den isolieri@v(3-
und avp5-Rezeptor (isoliert aus humaner Plazenta).

IC 50 (M)
avB3 avp5 allbp3
o 139 R=H,R=H 68  >100 >100
HZNJLNWLN’I“TH; i, 145 R'=H,RP=Me >100 >100 2.7

Struktur Nr. Baustein B

H o R
|
N vy M 147 R'=H,R=Me >10  >10 >10
NH R ~
@M 153 R'=Me,R=H >10 >10 >10
H 9 H
HzNTNO)Lu/\[rN; N 144 015 60  >10
NH ©  Scom

Die azaAla-haltigen RGD-Mimetikd51, 152und 153 waren mit einem I3 von
>10 pM bzw. >100 pM in allen Rezeptor-Bindungstests inaktiv. Die azaGly-haltigen
RGD-Mimetika mit aliphatischem Guanylrek39 und 140 zeigten mit einem 163 von
6.8 UM und 5.4 puM schwache Aktividt bei der Inhibierung der Bindung von
Vitronectin an dasivp33-Integrin. Wahrend39 zumallb33- undavp5-Integrin keine
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Affinitat aufwies, zeigtel40 mit einem 1Gy-Wert von 8.9 uM anuvp5- und 4.0 uM

am allbPB3-Rezeptor keine Préferenz fir einen der drei Integrinrezeptoren. Im
Gegensatz dazu ergaben die Rezeptor-Bindungstests der analogen azaSar-haltigen
Verbindungen145 und 146 eine Selektivitat beider aza-RGD-Mimetika auf den
Blutplattchenrezeptor: die Verbindunt#5 inhibierte die Bindung vorullbp3 an
Fibrinogen mit einem I6g-Wert von 2.7 uM, Verbindund@46 mit einem 1Gy-Wert

von 22 uM. Beide azaSar-RGD-Mimetika wiesen jedoch innerhalb des Erfassungs-
bereichs keine Affinitat zuravp3- sowieav35-Rezeptor auf.

Das aromatische aza-RGD-MimetikuMlazeigte mit einem Ig-Wert von 17 nM
eine hohe Affinitat zunuvp3-Integrin, wahrend es mit einemglSNVert von 200 nM
am avp5-Rezeptor etwa zehnmal geringere Aktivitat zeigte. Die Bindungoviif83
an Fibrinogen wurde innerhalb des Erfassungsbereichs des Testsystems nicht inhibiert.
Das azaSar-haltige Analogd7 wies bis 10 uM keine Aktivitat an einem der drei
Rezeptoren auf. Vor dem Hintergrund der guten Bindungseigenschaften von
Verbindungl4laan denavf33-Rezeptor wurde zu diesem aza-RGD-Mimetikum die
carbanaloge Verbindung, also das Gly-Analo@d4 synthetisiert und biologisch
evaluiert. Im Vergleich zul4la wies diese Verbindung mit einem siNert von
0.15 uM amavp3-Rezeptor und 6.0 pM amvp5-Rezeptor jeweils eine etwa
zehnfach schlechtere Aktivitat auf. Am Blutplattchenrezeptor zeigte diese Verbindung
keine Aktivitat.

Mit Blick auf die begrenzte Datenmenge wurde davon abgesehen, eine Struktur-
Wirkungsbeziehung abzuleiten. Dennoch konnte anhand dieser Beispiele gezeigt
werden, dal’ durch das Substitutionsmuster des Azabausteins B sowohl die Aktivitat
als auch die Selektivitat der resultierenden RGD-Mimetika effizient beeinfluf3t werden
kann. Offensichtlich war es tatsédchlich gelungen, durch die Einfihrung der
vergleichsweise wenig raumgreifenden Methylgruppen am Azabaustein B die
Diversitdt der aza-RGD-Mimetikabibliothek erheblich zu steigern. Selbst der
vollstandige Aktivitatsverlust an den drei beschriebenen Integrinrezeptoren durch eine
Methylgruppe amu-N-Atom untermauert die hohe Diversitat. Denn auch in diesem
Fall korrelierte mit der minimalen Strukturanderung eine ausgepragte Aktivitats-
anderung (Aktivitatsverlust). Wirde eines der ubrigen sieben RGD-abhangigen

Integrine oder ein anderer Rezeptor an dieser Stelle die Methylgruppe in einem der
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aza-RGD-Mimetika tolerieren, wéare die gefundene azaAla-haltige Verbindung

vermutlich gegeniiber den oben beschriebenen Integrinen selektiv.

6.2 Etablierung eineson-beadRezeptortests

Mit der isolierten Festphasensynthese von aza-RGD-Mimetika war es gelungen,
Liganden fur dervf33- undavp5-Rezeptor zu finden. Diese Liganden erdffneten die
Mdglichkeit, einenon-beadRezeptortest zu etablieren. Da erfreulicherweise Liganden
mit unterschiedlicher Affinitat zumovf3- bzw. avp5-Integrinrezeptor gefunden
wurden, bestand zudem die Mdglichkeit, dembeadRezeptortest zu kalibrieren.

D. h. es konnten Testbedingungen ausgearbeitet werden, die es ermdglichten, zwischen
harzgebundenen aza-RGD-Mimetikmit unterschiedlicher Affinitat zu einem
bestimmten Integrinrezeptor zu differenzieren bzw. aufgrund der Signalintensitat die
Aktivitat der Verbindung abzuschatzen.

Unter Anwendung der in Kap. 4.6 beschriebenen Reaktionsbedingungen wurden die
aza-RGD-Mimetikal4la und 140 als immobilisierte Referenzverbindungen getrennt
an Photolinker-TentaGel-Macrobeads aufgebaut (siehe Abbildung 6.1). Die
photolytische Probeabspaltung und anschlieRende LC-MS-Analyse ergab in beiden
Fallen, dall die RGD-Mimetikd4la und 140 mit hoher Reinheit vorlagen. Als
Negativ-Kontrolle zur Etablierung dem-beadRezeptortests wurde unmodifiziertes

Amino-TentaGel-Macrobead-Harz verwendet.

NH
Ho,N™ TNH
H v oH § C v oH §
HoN N N _N -PL -N NJI\ -PL
) VYN e
H : H H : H
NH 0] ~ O ~
CO,H CO,H

1l41a 140

ICsq (avb3) = 17 nM ICsq (avb3) = 6.8 uM

ICsq (avb5) = 200 nM HZNO ICsq (avb5) = >100 uM

Negativ-Kontrolle

Abbildung 6.1: TentaGel-MB-gebundene aza-RGD-Mimetika zur Etablierung des on-
bead-Rezeptortests.
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Abbildung 6.2 veranschaulicht die Vorgehensweise bebddreadEvaluation der
aza-RGD-Mimetika. Zuerst wurden die komplett entschitzten harzgebundenen aza-
RGD-Mimetika mit einem biotinylierten I6slichen Integrinrezeptor inkubiert (grtn).
Dann wurde mit Biotinantikdrper-Phosphatase-Konjugat inkubiert (beige) und mit den
Standardsubstraten BCIP62) und NBT (65 angefarbt.

= @®°
-

Inkubation mit

@_O biotinyliertem Integrin

Inkubation mit Anti-Biotin-
Phosphatase-Konjugat

o L7 o 1L Oxidation g,
¢ > O O
N N Br

162 . 164
BCIP Blauer N|ederschlag

N~y
ass - O
N=NY Reduktion NN

Violetter Niederschlag

Abbildung 6.2: Prinzip des on-bead-Rezeptortests. Das harzgebundene aza-RGD-
Mimetikum wird zuerst mit I6slichem biotinyliertem Integrinrezeptor und anschlie3end

mit Anti-Biotin-Phosphatase-Konjugat inkubiert. Wurde vom Rezeptor eine harzge-
bundene Verbindung erkannt, kann das entsprechende bead mit BCIP und NBT
angefarbt werden.

Wies ein harzgebundenes aza-RGD-Mimetikum Affinitat zum Integrinrezeptor auf,
wurde dieser spezifisch an dasadgebunden. Die Biotin-Markierung des Rezeptors

ermdglichte dann die Erkennung des gebundenen Rezeptors mit einem Biotin-
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antikorper-Phosphatase-Konjugat. Die auf diese Weise abeeithmit einer aktiven
Verbindung immobilisierte Phosphatase konnte anschlielBend mit dem Standard-
substrat-System BCIP/NBT angefarbt werden. Sowohl das Alkylphosphatase-Substrat
BCIP (162 als auch das Oxitationsmittel NBTGH ist nahezu farblos und in Wasser

gut l6slich. Die Phosphatase katalysiert die Verseifung des Phosphorsaurg@aters
zum 3-Hydroxyindol163 das durch Oxidation mit NBTL65) in das schwer l6sliche
hellblaue Indigoderival64 tberfihrt wird. Die reduzierte Ford66 des Oxidations-
mittels 165 ist ebenfalls in Wasser schwer l6slich und fallt als dunkelvioletter
Niederschlag aus.

Trotz des denkbar einfachen Prinzips desbeadRezeptortests konnten bei der
experimentellen Umsetzung zahlreiche Parameter verandert werden. Zur Optimierung
mul3te daher deon-beadRezeptortest unter verschiedenen Inkubationsbedingungen
wiederholt durchgefuhrt werden. Als ideale Inkubationsgefal3e erwiesen sich
Kunststoffspritzen mit PP-Fritten. In diesen Gefallen konnten die Inkubations- und
Waschlésungen schnell und effizient ausgetauscht werden. Des weiteren konnte im
Gegensatz zu offenen Gefalien in den Kunststoffspritzen eine gute Durchmischung der
Harzsuspension wahrend der Inkubations- und Waschschritte gewéhrleistet werden.

Um unspezifische Wechselwirkungen zwischen Rezeptorbead zu vermeiden,
wurden die Harze zu Beginn der Rezeptortests mit einer 33 mg/mL BSA-L6sung in
Tris-Puffer bei 37 °C blockiert und anschlieRend mit Tris-Bindungspuffer gewaschen.
Die Inkubationen mit Rezeptor sowie mit polyklonalem Ziegen-Biotinantikérper-
Alkylphosphatase-Konjugat erfolgten jeweils Uber einen Zeitraum von einer Stunde bei
37 °C. AnschlieRend wurden dleeadserneut grindlich gewaschen und mit einer
BCIP/NBT-LOsung in Trispuffer Gber einen Zeitraum von 20-40 min bei Raumtem-
peratur behandelt. Die Farbreaktion wurde durch Waschen mit Wasser abgebrochen.
Die Bedingungen der Blockierung mit BSA sowie der Inkubation mit dem Antikorper
wurden nicht variiert.

In ersten Untersuchungen wurde zur Inkubation mit dev3-Integrin eine
optimale Rezeptorkonzentration von 0.10-0.05 pug/mL ermittelt. Zudem konnte durch
Zusatz des Detergens Tween 20 das unspezifische Anfarben vermindert werden. In
Tabelle 6.2 sind die entscheidenden Ergebnisse der Optimierungpordesad

Rezeptortests mit deav33-Rezeptor zusammengestellt. Nach der oben beschriebenen
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Vorgehensweise zeigten dieadsmit der aktiven Verbindung4laund der schwach
aktiven Verbindundl40 nach dem Rezeptortest etwa gleiche Farbintensitatb&xds

der Negativ-Kontrolle wurden hingegen nicht angefarbt (Tabelle 6.2, dritte Spalte von
rechts). (Diebeadsmit Verbindungl4laund 140 wurden wahrend der Festphasen-
synthese erheblich beschadigt. Bei der Synthese der aza-RGD-Mimetikabibliotheken
konnte durch stufenweises Schrumpfen und Quellen der Macrobeads diese
Beschadigung jedoch weitgehend verhindert werden.) Wurde der Test in Abwesenheit
eines Integrinrezeptors durchgefihrt, so wurdenbgi@adsmit 141a und 140 nicht
angefarbt (Tabelle 6.2, vierte Spalte von rechts). Mit diesen Untersuchungen konnte
somit belegt werden, dal3 dew[33-Rezeptor sowohl an dieeadsmit Verbindung

14l1aals auch an40gebunden hatte.

Tabelle 6.2:Ergebnis der Optimierung des on-beadB3-Rezeptortests

ohneavf3 0.1 pg/mLavp3 0.1 pg/mLavp3 0.1 pg/mLavp3

;‘i‘ﬂzl%;f(gm 100 M NaCl 100 mM NaCl 100 nM NaCl 250 mM NaCl
10 M MnCl, 10 pm MnCl; 1 mMm MnCl, 10 pM MnCl,
L ] » P D& . ";-,'T
141a

ICso(avP3) = 17 nM

2ody
APy
g ¥ \‘J'
.4‘..,"" .. '
228 5e ¢
£ SRR VY ré
PA‘ > 7 A g _:-. ‘ »
0 O s ‘::i g ‘..
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~ gt N e LY 3 & & A - ¥
ICso(avPB3) = 5.4 uM Y SN O > g0 N e
D L o 2 P ,*3% = VAR
e o VR J (&) E}s.{); \"‘z—ii_}‘ i \‘.’
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Negativ-
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Die Erhéhung der Mii-lonenkonzentration im Bindungspuffer filhrte zu keinem
sichtbaren Effekt (Tabelle 6.2, zweite Spalte von rechts). Wurde jedoch die NaCl-
Konzentration im Bindungspuffer von 100vimauf 250 nv erhoht, farbten dibeads
mit der aktiven Verbindund4la deutlich starker als die mit der weniger aktiven
Verbindung 140. Die Harzpartikel der Negativ-Kontrolle wurden unter diesen
Bedingungen nicht angefarbt (Tabelle 6.2, erste Spalte von rechts).

AbschlieBend sollte mit Verdrangungsexperimenten geklart werden, ob die
Rezeptorenavp3 und avp5 spezifisch an die harzgebundenen aktiven aza-RGD-
Mimetika banden. Dazu wurden die Rezeptortests parallel unter gleichen Bedingungen
mit c(RGDfV) sowie ohne Cyclopeptid durchgefiihrt. Das Cyclopeptid c(RGDfV)
weist mit einem IG-Wert von 5.2 nM auf denvp3-Rezeptor und einem §gWert
von 400 nM auf derovp5-Rezeptor zu beiden Rezeptoren eine hohe bis malige
Affinitat auf.

In Tabelle 6.3 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. Wie die
deutliche Unterdriickung der Anfarbung belegte, konnte mit dem Cyclopeptid die
Bindung desavp3-Rezeptors an die harzgebundenen aza-RGD-Mimé#dka und
140 inhibiert werden (Tabelle 6.3, vierte und dritte Spalte von rechts). Das gleiche,
wenn auch weniger pragnante Ergebnis lieferte das Verdrangungsexperiment mit
Verbindungl4laund denovp5-Rezeptor. Aufgrund der schwachen Affinitat des aza-
RGD-Mimetikums 140 zum av5-Integrinrezeptor wurde sowohl mit als auch ohne
Cyclopeptid keine signifikante Anfarbung beobachtet (Tabelle 6.3, zweite und erste

Spalte von rechts).
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Tabelle 6.3: Verdrangungsexperiment dewvf33- bzw. ay5-Rezeptorbindung an
harzgebundene aza-RGD-Mimetika mit c(RGDfV)

avp3 avps
avp3 + c(RGDfV) avps + c(RGDfV)
10 pm 10 pm

141a SRS o &5 . L T
: R . S99 :lt@\‘: ;’ ) &
ICso(avp3) =17 nM B B ks > ¥ A %&
ICso(avB5) = 200 M 887 " B8 : o 55
Fz3
£
140 Y

ICso(avB3) = 5.4 uM
ICso(avB5) = 9.8 uM

Mit diesen Untersuchungen konnte demonstriert werden, dafheasad screening
der dargestellten aza-RGD-Mimetikabibliotheken grundséatzlich méglich war. Wurden
die Tests in Abwesenheit des Integrinrezeptors oder in Gegenwart des Cyclopeptids
c(RGDfV) durchgefuhrt, wiesen dibeads mit den aktiven Verbindungen keine
signifikante Farbung auf. Somit schien sowohl das verwendete polyklonale Ziegen-
Biotinantikorper-Alkylphosphatase-Konjugat als auch das BCIP/NBT-Substratsystem
kompatibel mit den harzgebundenen aza-RGD-Mimetika zu sein. Erfreulicherweise
war es durch Optimierung der Inkubationsbedingungen zudem gelungen, zwischen

beadsmit unterschiedlich aktiven aza-RGD-Mimetika zu differenzieren.

6.3 On-bead screeningler aza-RGD-Mimetikabibliotheken |

Nachdem die Untersuchungen des Rezeptortests an bekannten Verbindungen zu
konsistenten Ergebnissen fihrte, sollte er auf die Bibliotheken angewandt werden.

Mit Einfihrung der Split-Methode ergab sich die Frage, wie grol3 die Zabkdels
in einer gegebenen Bibliothek sein muf3, um mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit
zu garantieren, daf3 eine bestimmte Anzahl unterscheidiiadsvorliegt. K. Burgess
gelang es mit Hilfe eines Computerprogramms diese Frage fur den Einzelfall zu

beantworteri®70 Anhand dieser Computersimulationen ergab die Abschatzung, dal3
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jeweils etwa 180 Harzpartikel (zehnfache Redundanz) der Biblioth¥kehO zur
Testung vorliegen muf3ten, um mit 99%-iger Wahrscheinlichkeit sicherzustellen, daf}
99% aller Verbindungen getestet wurden. Um die gleiche Wahrscheinlichkeit fur die
grolReren Bibliothekery und Z zu erreichen, mufdten hier jeweils 1260 Harzpartikel
(siebenfache Redundanz) vorliegen.

Abbildung 6.3 zeigt didbeadsder BibliothekernX1-10, Y undZ nach denon-bead
Rezeptortest mit demavf3-Integrin gemall der in Kap. 6.2 ausgearbeiteten
Bedingungen.

Abbildung 6.3: BibliothekenX1-10, Y undZ nach dem on-bead-Rezeptortest mit dem
avB3-Integrin geman der in Kap. 6.2 ausgearbeiteten Bedingungen
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Nach demon-bead screeninger aza-RGD-Mimetikabibliotheken mit demv[33-
Rezeptor wurde eine erstaunlich hohe Anzahl positreadsvorgefunden. Innerhalb
der meisten Bibliotheken wiesen dieadsedoch deutlich unterschiedliche Farbinten-
sitdten auf. Somit war es also gelungen, zwischen verschiedenen harzgebundenen aza-
RGD-Mimetika eindeutig zu differenzieren. Aus den Amino-aza-RGD-Bibliotheken
X1-4 und X6-10 wurden jeweils die sechs bis acht am intensivsten gefabataeds
selektiert. (Aufgrund der schwachen Anfarbung wurdenX&ukeinebeadsselektiert).

Aus der guanylierten aza-RGD-Mimetikabibliothek wurden 24, aus der
pyrimidylierten Bibliothek Z acht beads selektiert. Die Harzpartikel wurden mit
DMSO gewaschen und per LC-MS bzw. M@ach der in Kap. 5.3 beschriebenen
Vorgehensweise analysiert. Von den 97 isoliefteadsgelang es in 78 Fallen die
entsprechenden Verbindungen zu charakterisieren — obwohl auf zahlréiehds
unerwartete Verbindungen gefunden wurden.

In Abbildung 6.4 ist das Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung der
Bibliotheken X1-4 und X6-10 zusammengefal3t (Beschreibung der einzelnen
Massenspektren siehe Anhang, Tabelle 11.1a-h). Alle sechs aus der anilinischen
Bibliothek X8 selektierten Verbindungen konnten nicht charakterisiert werden. Von
sieben selektiertebeads aus X1 trugen mit hoher Wahrscheinlichkeit sechs die
Nitrosoverbindung 167 und ein Harzpartikel die Nitrosoverbindungj68 Bei
Bibliothek X2 ergab die Analyse von acht selektierteradssiebenmal die cyclisierte
Verbindung 169. Neben dieser Verbindung wurden ebenfalls Spuren der analogen
Nitrosoverbindung gefunden (mdgliche Erklarung s. u.). Von éeads aus X3
enthielten sechs das reine aza-RGD-Mimetikiuth An die Ubrigerbeadswar172im
1:1-Verhéltnis mit dem fiir Baustein ®Atypischen HO-Eliminierungsprodukt
gebunden. Aus Bibliothei4 wurde ausschlie3lich70, ausX6 ausschliel3lichL73
jeweils ohne signifikante Nebenprodukte selektiert. Die Analyse von sieben
selektierterbeadsaus X7 ergab zweimal reines74 und finfmall75 — ohne das fur
Baustein & charakteristische Cyclisierungprodukt. Auf den sieben selektibeads
aus Bibliothek X9 wurde funfmal 176 und zweimal 177 gefunden. Beide
Verbindungen waren stark mit nicht identifizierten Produkten verunreinigt, konnten
aber dennoch zweifelsfrei mit Hilfe von M8harakterisiert werden. Ad10 wurden
auf acht selektiertebeadsje dreimall78 und 179 als Reinverbindungen gefunden.
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Auf den Ubrigerbeadswar 180im 1:1-Verhaltnis mit dem ¥D-Eliminierungsprodukt

gebunden (nur ein Regioisomer gezeigt).

-
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Abbildung 6.4: Ergebnis der LC-MS- und M®nalyse der positiven beads in den

BibliothekenX1-4 und X6-10



120 6 Biologische Evaluation

Auffallig war, daR immer nur die Kombination azaGly-Asp-@") bzw. azaSar mit
sekundarem Amin (BA¥A%A®) gefunden wurde. Die Verunreinigung der
Verbindungenl72 und 180 mit dem HO-Eliminierungprodukt resultierte vermutlich
aus der sauren Entschitzen der aza-RGD-Mimetika (vgl. Kap. 4.5.3.2). Fiur das
Auftreten der Nitrosoverbindungeb67 und 168 konnte zunéchst keine Erklarung
gefunden werden.

Das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse von 24 aus der guanylierten
aza-RGD-Mimetikabibliotheky selektierterbeadswarf zusatzliche Fragen auf. Von
den untersuchten Harzpartikeln konnten die Verbindungen doéddscharakterisiert
werden (Beschreibung der einzelnen Massenspektren siehe Anhang, Tabelle 11.1i-j).
Davon wies aber nur eibead mit Verbindung184 ein aza-RGD-Mimetikum mit
erwarteter Struktur auf. Auf 17beads hingegen wurden die entguanylierten
Verbindungerl70, 171, 173 sowiel81und182gefunden.

( \
Bibliothek Y
(0] (o] (o] (o]
H H H H
HZN\/\)J\ -N N /\/\)J\ -N N
H \Ig é NH, H,N H \Ig NH,
181 COzH 182 CO,H
4 von 24 beads 4 von 24 beads
HZN\/\/\)L -N_ N .
N NH
g \Ic]: \{l " HN H \[or i
170 COzH 171 COzH
2 von 24 beads 5 von 24 beads
NH2 NH
% H H o JJ\ H H
N,N N NH HoN N N/N\n/N NH,
H b 2 H H
173 ° COzH 184 CO,H
2 von 24 beads 1 von 24 beads
~ J
( N
Bibliothek Z

K D G
| \\( NTON
N (@] K NH,

185

5 von 8 beads
. J

Abbildung 6.5: Ergebnis der LC-MS- und M%\nalyse der positiven beads in den
BibliothekenY undZ
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Die isoliertenbeads welche aus der guanylierten aza-RGD-Mimetikabibliotiek
zur Kontrolle entnommen und untersucht wurden, trugen aber jeweils vollstandig
guanylierte Verbindungen (vgl. Kap. 5.3). Offensichtlich wurde also der Guanylrest
der selektierten RGD-Mimetika wahrend des Rezeptortests abgespalten.

Auf funf der acht aus BibliothekZ selektierten beads wurde das bD-
Eliminierungsporduki85 gefunden (nur ein Isomer gezeigt).

Mit Hilfe der massenspektrometrischen Untersuchung konnte somit gezeigt werden,
dal3 ein hoher Anteil der nach demm-bead screeningussortierten Harzpartikel
Verbindungen trug, deren Synthese nicht beabsichtigt war. Obwohl das Auftreten von
Nitrosoverbindungen sowie der entguanylierten aza-RGD-Mimetika zunachst nicht
erklart werden konnte, unterstreicht dieses Ergebnis dennoch den Vortditedéen
Analyse der auf positiverbeads gefundenen Verbindungen. Mit Hilfe indirekter
Methoden wie der chemischen Codierung von Bibliotheken hétte grundsatzlich keine
Mdoglichkeit bestanden, die tatsachlich auf deradsvorhandenen Verbindungen zu
charakterisieren.

Fur die Bestimmung der KgWerte wurden einige der selektierten Amino-aza-
RGD-Mimetika nachsynthetisiert (siehe Abbildung 6.6). Die RGD-Mimetika mit
Asparaginsdure wurden als-Enantiomere X703 1713 173a und 1743 und
D-Enantiomere X70b, 171b, 173b und 174b) an Rink-Amid MBHA-Harz jeweils in
guantitativer Ausbeute aufgebaut. Da die Massenspektren dieser Verbindungen auf
eine exzellente Reinheit hinwiesen, wurde von einer zusatzlichen Reinigung per HPLC
abgesehen. Die ungereinigten aza-RGD-Mimefika 175 176 und 178 zeigten in
den LC-MS-Chromatogrammen leichte Verunreinigungen und wurden daher mit Hilfe
praparativer HPLC gereinigt. Die Ausbeute bezogen auf die Harzbelegung variierte
von 43-84%.
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Abbildung 6.6: Ergebnis der Nachsynthese von Amino-aza-RGD-Mimetika, die auf
selektierten beads gefunden wurden.

Die Bindungsuntersuchungen an isolierten Rezeptoren ergab jedoch, dal3 alle
nachsynthetisierten aza-RGD-Mimetika keine nachweisbare Affinitdt awfB8-
Rezeptor sowie zumvp5- undallb33-Rezeptor aufwiesen. Den-beadRezeptortest
lieferte also ausschlielich falsch posithits. Mit diesem Befund, zusammen mit dem
inkonsistenten Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der selektierten
Harzpartikel, bestand grof3e Gewil3heit, dal’ die ausgearbeiteten Bedingungan des

beadRezeptortest nicht kompatibel mit den aza-RGD-Mimetikabibliotheken waren.
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6.4 On-bead screeningler aza-RGD-Mimetikabibliotheken Il

Fur die gefundenen falsch positivaiis waren drei potentielle Ursachen denkbar
(vgl. dazu Abbildung 6.2 in Kap. 6.2):

» Der l6slicheav3-Rezeptor band unspezifisch an bleads.

 Einige aza-RGD-Mimetika wurden vom polyklonalen Biotinantikdrper-
Alkylphosphatase-Konjugat erkannte.

» Das Alkylphosphatase-Substrat BCIE62) und/oder das Oxidationsmittel NBT
(165 verursachten das unspezifische Anfarben.

Die Spezifitdit der Rezeptorbindung kénnte mit dem in Kap. 6.2 beschriebenen
Verdrangungsexperiment Uberpruft werden (vgl. Tabelle 6.3). Dieses Experiment
wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Der puonbead
Rezeptortest verwendete polyklonale BiotinantikGrper schien die potentiell grofite
Fehlerquelle zu sein. Da polyklonale Antikorper als Gemisch verschiedener Antikorper
vorliegen, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dal3 eine der zahlreichen AntikGrperspezies
eine oder mehrere Verbindungen in einer grol3en Substanzbibliothek erkennt. Um diese
Gefahr zu minimieren, wurde die weiteren-beadRezeptortests mit monoklonalem
Biotinantikorper-Phosphatase-Konjugat durchgeftihrt.

Ein aulRerst Uberraschendes Ergebnis lieferte die Behandlung der aza-RGD-
Mimetikabibliotheken mit dem Oxidationsmittel NBTLGS (ohne Rezeptor oder
Antibiotin). Nach Inkubation der Bibliotheken mit NBTLE5 unter typischen
Anfarbebedingungen zeigten die Harzpartikel eine &hnliche Farbverteilung wie sie
nach denon-beadRezeptortest gefunden wurde. Unter gleichen Bedingungen wurden
die beadsmit dem Alkylphosphatase-Substrat BCI®2) nicht angefarbt. Demzufolge
resultierte zumindest ein Teil der falsch positbeadsaus der Reaktion von NBT
(165 mit den entsprechenden harzgebundenen aza-RGD-Mimetika. Dieser Befund
stand im Einklang mit den selektierten Nitrosoverbindunges und 168
Offensichtlich wurden hier die harzgebundenen Amine von NB@5( oxidiert,
wahrend dieses zum dunkelviolett266 reduziert wurde und so das falsch positive

Signal ausloste (vgl. dazu Abbildung 6.2 in Kap. 6.2). Des weiteren wurde die
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beobachtete Guanylabspaltung in Bibliothékvermutlich ebenfalls von NBT165
verursacht.

Erneut durchgefiihrteon-beadRezeptortests mit den harzgebundenew33-
Ligandenl4laund 140 (siehe Kap. 6.2) enthllten jedoch, dafl} das Oxidationsmittel
NBT (165 fur die Farbreaktion nicht essentiell war. Denn zur Oxidation des BCIP-
Hydrolyseproduktsl63 zum hellblauen Indigoderivdi64 geniigte bereits der geloste
Luftsauerstoff (vgl. dazu Abbildung 6.2 in Kap. 6.2).

Gemal dieser Modifikation wurden jeweils etwa bgdds(zehnfache Redundanz)
der BibliothekenX1-10 sowie jeweils etwa 90®eads (fiinffache Redundanz) der
BibliothekenY undZ erneut mit denuvpB3-Rezeptor evaluiert. Zur Kontrolle wurden
alle Bibliotheken zusatzlich nach dem gleiclseneeningProtokoll — aber ohnev33-
Rezeptor getestet. Unter diesen Bedingungen wurde keine Anfarbung beobachtet.

In den Amino-BibliothekenX1-10 wurden keine positiven Harzpartikel gefunden.
Abbildung 6.7 zeigt dideadsder BibliothekenY undZ nach denon-bead screening
mit dem avp3-Rezeptor. Erfreulicherweise konnte durch Ausschluf® des Oxidations-
mittels NBT beim Entwickeln der inkubiertdmeadsdas Signal/Rausch-Verhéltnis
enorm verbessert werden. In der guanylierten Bibliothielwaren vier intensiv und
etwa zehn schwach angefarliteadszu erkennen. Die pyrimidylierte Bibliothek

enthielt lediglich zwei schwach angefarbte Harzpartikel.
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Abbildung 6.7: BibliothekenY undZ nach dem on-bead-Rezeptortest mit aefi3-
Integrin. Abweichend von den in Kap. 6.2 ausgearbeiteten Bedingungen wurden die
beads nicht mit BCIP/NBT, sondern nur mit BCIP entwickelt.

Aus der guanylierten BibliotheK wurden die vier intensiv gefarbten Harzpartikel
sowie zehn schwach gefarbveads aus der pyrimidylierten Bibliothek die zwei
schwach gefarbtebeadsselektiert. Mit Hilfe von LC-MS und MSkonnten alle auf
den aussortierten positivéaeadsgebundenen RGD-Mimetika eindeutig charakterisiert
werden (siehe Anhang, Tabelle 11.2.a-e). In Abbildung 6.8 sind die ermittelten
Strukturen der entsprechenden RGD-Mimetika dargestellt. Die vier intensiv gefarbten
beadsin BibliothekY trugen ausnahmslos die aromatische Verbindidig Von den
zehn schwach gefarbten Harzpartikeln aus der selben Bibliothek wurde noch einmal
Verbindung141, dreimal187, finfmal 186 sowie einmal Verbindun@39 gefunden.

Auf den zwei aus Bibliotheld selektierterbeadswurde jeweils die zum aza-RGD-
Mimetikum 141 analoge Verbindung 188 nachgewiesen. Alle ermittelten
Verbindungen wiesen die Bausteinkombination azaGly-AspA® auf. Auf 15 der 16
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aussortierterbeadswurden RGD-Mimetika gefunden, deren Bausteine C zwischen

Amin und Carbonylgruppe drei Kohlenstoffatome aufwiesen. Der Abstand der nur
einmal selektierten Verbindurdi@9 betrug vier Kohlenstoffatome.

Cl
H ? H H 0 (0] o]
NN NN NH HoN N N N
T, T My v Y
NH ° CO5H NH H
2
4 von 4 beads COyH
( 1 von 10 beads J ( 3 von 10 beads )
L-Asp D-Asp L-Asp D-Asp
141a (65%) 141b (45%) 187a (53%) 187b (61%)
IC50 (avB3) 0.15 uM 7.2 uM IC50 (avB3) 5.0 uM 41 pM
IC50 (avp5) 8.3 uM >100 puM IC50 (avB5) >100 pM >100 pM
ICs5 (al1bB3) >100 pM >100 pM ICs0 (allbB3)  >100 uM >100 pM
NH o o]
H H o] (0]
HoN N N \n/ NH, HZN\[]/N\/\)I\ N,N\"/N NH,
" - CO,H NH H 0o
2 CO,H
( 1von 10 beads) (5 von 10 beads ) 2
L-Asp L-Asp D-Asp
139 186a (75%) 186b (59%)
IC50 (avB3) 6.8 UM IC50 (avB3) 3.1uM 50 uM
ICsp (avB5) >100 uM ICsp (avp5) 57 uM >100 uM
ICs0 (allbB3)  >100 uM ICs0 (allbp3)  >100 uM >100 UM

O 0]
N

N. N
| S H hig fLNHz
2N O

CO,H

ZT

L-Asp D-Asp

188a (62%) 188b (69%)
IC50 (aVvB3) 15 puM 53 uM
IC50 (avpB5) >100 uM >100 uM
IC50 (allbB3) >100 pM >100 uM

Abbildung 6.8: Ergebnis der LC-MS- und M&nalyse der positiven beads in den
Bibliotheken Y und Z. Zudem sind die Ergebnisse der Nachsynthesen der
entsprechenden RGD-Mimetika sowie dereg, |Werte an den Rezeptorerv(3,
avp5 undallb 3 aufgefuhrt (diexv-Integrine wurden gentechnisch hergestellt).
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Um die IGy-Werte zu bestimmen, wurden die selektierten RGD-Mimetika mit
Ausnahme der schon isoliert dargestellten Verbindi@@jeweils alsL-Enantiomer
(1413 1863 187aund 18839 bzw. b-Enantiomer 141h 186b, 187b und 188b) an
Rink-Amid MBHA-Harz nachsynthetisiert. Die Ausbeuten bezogen auf die
Harzbelegung variierten hierbei nach Reinigung mit Hilfe praparativer HPLC von 45%
bis 75%.

Die Bestimmung der Inhibierungskonstanten am isoliecte@3-Integrinrezeptor
zeigte, dal3 sowohl die- als auch dieo-Enantiomere der selektierten Verbindungen
eine melRbare Affinitat zumvp3-Rezeptor aufwiesen. Die aza-RGD-Mimetika mit
L-Asparaginsaure erwiesen sich jedoch als 3.5- bis 48-fach aktivev@3sRezeptor
als die analogen Verbindungen miAsparaginsaure. Demgemal} erfolgte beim
bead screeninglie Rezeptorerkennung der racemisch vorliegenden RGD-Mimetika
139, 141und186-188hauptsachlich tber dieEnantiomere.

Mit einem IGg-Wert von 150 nM zeigte Verbindurigltlg die auf den vier intensiv
gefarbten Harzpartikeln in Bibliothek gefunden wurde, im Vergleich zu den tbrigen
selektierten aza-RGD-Mimetika die hochste Affinitat zanf33-Rezeptor. Demnach
korrelierte die Farbintensitdt der positivdreads deutlich mit der Affinitat der
harzgebundenen RGD-Mimetika zum Rezeptor. (In Kap. 6.1 wurdbdfiaein 1Gq-

Wert von 17 nM anuvp33-Rezeptor ermittelt. Die Verwendung von rekombinantem
anstelle von humanem Rezeptor konnte diese Abweichung erklaren.) Auf einem der
zehn weniger intensiv gefarbtéeadsaus BibliothekY wurde nochmals Verbindung

141 gefunden. Die restlichen neun Harzpartikel trugen die RGD-Mimét#éa 186

und 187, deren_-Enantiomerel39g 186aund187aim Vergleich zul41laetwa 20- bis
45-fach geringere Aktivitat amv33-Rezeptor aufwiesen.

Wie aufgrund der schwachen Anfarbung zu erwarten war, zeigte Verbid@&ag
die auf beiden selektiertdreadsder pyrimidylierten BibliothelZ gefunden wurde, mit
einem IGo-Wert von 15 uM ebenfalls nur geringe Aktivitat bei der Inhibierung der
Bindung von Vitronectin an dasvp3-Integrin. Die pyrimidylierte Verbindun@88a
wies also im Vergleich zur analogen guanylierten Vebindi#ipeine etwa 100-fach
geringere Aktivitdt anov33-Rezeptor auf. Demzufolge scheint 2-Aminopyrimidin fur

denav3-Rezeptor kein geeignetes Guanidinmimetikum zu sein.
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Alle selektierten aza-RGD-Mimetika banden an adib33-Rezeptor mit 1G-
Werten >100 uM, zeigten also keine Aktivitat innerhalb des Erfassungsbereichs des
Testsystems. Zumvp5-Rezeptor wiesen lediglich die Verbindungetiia und 186a
eine schwache Affinitat auf, die jedoch in beiden Fallen im Vergleich au33-
Rezeptor weniger ausgepragt war. Somit zeigten alle selektierten aza-RGD-Mimetika
eine klare Praferenz fur detv3-Rezeptor.

Mit Hilfe der on-beadEvaluation konnte also keine Verbindung gefunden werden,
die eine hohere Aktivitat amv[33-Rezeptor aufwies als das bereits bekannte aza-
RGD-Mimetikum14l1a Dennoch konnte demonstriert werden, dafd der entwiakelte
beadRezeptortest gut geeignet ist, um nichtpeptidische niedermolekulare RGD-

Mimetikabibliotheken zuverlassig und effizient zu evaluieren.
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7 Aza-RGD-Mimetika in biokompatiblen Materialien

Wie in Kap. 6.2 gezeigt, wurde mit der@-Terminus* der aza-RGD-Mimetika eine
geeignete Stelle zur Verknipfung an den festen Trager gefunden, welche die
Erkennung der Rezeptorenvf3 und avpB5 nicht behinderte. Daher war es
naheliegend, Gber diese Verknlipfungsstelle das gangige Implantatmaterial Polymethyl-
methacrylat (PMMA) mit einem zu Verbinduriglla (siehe Kap. 6.1) analogen aza-
RGD-Mimetikum zu beschichten, um das Polymer auf diese Weise im naturlichen

Knochengewebe zu integrieren (biologischer Hintergrund siehe Kap. 2.4).

BocHN \"/
BocN
C02t Bu

189
21%

1. HATU (1.2 Aquiv.), HOAt (1.0 Aquiv.)
Collidin (10 Aquiv.), DMF, RT, 2h
2. 1,6-Diaminohexan (20 Aquiv.), 70 min

BocHN H i H H\)?\ NH
- NN
BocN 0] ~

CO,t-Bu
190

1. HATU (2.2 Aquw) Collidin (22 Aquiv.),
193 (2. OAqU|v) DMF, RT, 1h

ST s

CO,t-Bu 191aR =

191b R = Boc
32%
TFA
2 \"/ - \"/ - N/\/\/\/ N
H H H
HN ~ o

Schema 7.1Synthese des Acrylatanker-verknipften RGD-Mimetiki@as
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Schema 7.2 zeigt die Synthese des Acrylatanker-verknipften RGD-Mimetikums
192 Zuerst wurde das seitenkettengeschitzte RGD-MimetikiBA an TCP-
Polystyrolharz gemalR der in Kap. 4 beschriebenen Reaktionsbedingungen mit einer
noch zu verbessernden Ausbeute von 21% aufgebaut. Die Carboh3@urerde mit
Hilfe von HATU in Gegenwart von HOAt und Collidin voraktiviert und mit einem 20-
fachen UberschuR an 1,6-Diaminohexan umgesetzt. Das Prb8lOkivurde durch
Extraktion mit Wasser von uberschissigem 1,6-Diaminohexan befreimunidilfe
von HATU/Collidin an den von M. Kantlehner synthetisierten Acrylatank®8
gekuppelt. Nach praparativer HPLC-Reinigung erhielt man die Bis-Boc-geschiitzte
Verbindungl91b zusammen mit der Mono-Boc-geschitzten VerbindiBitpals 1:2-
Gemisch in 32% Ausbeute. Entschitzung mit TFA ergab schlie3lich das Acrylatanker-
verknipfte RGD-Mimetikuni92in 95% Ausbeute.

Die Untersuchungen zur Adhéasion von Osteoblasten an beschichteten Oberflachen
wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Merck Biomaterial GmbH, Darmstadt, im
Labor von Dr. J. Meyer durchgefiihrt. Die PMMA-Oberflachen wurden dazu durch
Ldsen vonl92in DMSO, sukzessive Verdinnung mit Isopropylalkohol und Campher-
chinon-vermittelte radikalische Polymerisation beschichtet. Zur Quantifizierung der
Osteoblastenadhasion an die beschichteten Oberflachen wurden diese mit einer
Zellsuspension inkubiert. Anschlieend wurde die prozentuale Zelladhasionsrate
(Verhaltnis der Zahl der adharierten Zellen zur Gesamtzahl der Zellen x 100)
bestimmt.

Abbildung 7.1 veranschaulicht das Ergebnis dieser Untersuchungen. Wie erwartet,
stieg die prozentuale Zelladh&sionsrate mit zunehmender Ligandendichte an der
Oberflache an. Um eine prozentuale Zelladhasionsrate von etwa 70% zu erreichen,
muf3te zur Oberflachenbeschichtung die Konzentration des Acrylatanker-verknipften
RGD-Mimetikums 192 mindestens 1 mM betragen. Die gleiche prozentuale
Zelladh&sionsrate wurde vom cyclischen Peptid c(RGDfK), welches Uber das Lysin
ebenfalls mit dem Acrylatankdr93 verknlpft ist, bereits mit einer Konzentration der
Belegungslosung von etwa 1 pM erreicht. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
hoheren Aktivitat von c(RGDfK) arav33- sowie anovp5-Rezeptor. Moglicherweise
konnten die adhasiven Eigenschaften der aza-RGD-Mimetika durch Optimierung des

Ankerbausteins noch verbessert werden.
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Abbildung 7.1: Zellanhaftungsrate von MC3T3E1-Maus-Osteoblasten in
Abhangigkeit der Ligandenkonzetration in der Beschichtungslosung. Getestet wurde
jeweils zweimal c(RGDfK)-Acrylatank&pl und192

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse scheint die Entwicklung bioaktiver
Implantate basierend auf aza-RGD-Mimetika moglich zu sein. Die gefundene
Selektivitat einiger aza-RGD-Mimetika fur deavp3- und denavp5-Rezeptor
gegenuber dem Blutplattchenrezeptib33 (siehe Kap. 6.4) kénnte helfen, selektiv
die zur Geweberegeneration beitragenden Zellen zu aktivieren und die unerwtnschte
Anheftung der Blutplattchen an die Implantatoberflachen zu verhindern. Im Hinblick
auf die im Vergleich zu cyclischen Peptiden bessere synthetische Zugéanglichkeit, sind
aza-RGD-Mimetika eine interessante Alternative und kénnten somit einen Beitrag zur

Einsatzfahigkeit dieser Beschichtungstechnik leisten.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der kombinatorischen Festphasen-
synthese niedermolekularer RGD-Mimetika. Dies sind von der Aminosauresequenz
Arg-Gly-Asp (RGD) abgeleitete Verbindungen mit dem Potential, verschiedene
Integrinrezeptoren zu inhibieren, die in diverse pathophysiologische Prozesse
involviert sind. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht devp3-Integrinrezeptor, welcher
an adhasiven Vorgdngen wahrend der Migration und Extravasation von Tumorzellen
beteiligt ist und eine entscheidende Rolle bei der tumorinduzierten Angiogenese spielt.

Durch retrokombinatorische Analyse wurde die RGD-Sequenz in RGD-Mimetika
transformiert, die modular aus den vier Bausteinen A-D an der Festphase aufgebaut
werden konnten (siehe Abbildung 8.1). Die orthogonale Verknupfung der RGD-
Mimetika an die Festphase Uber einen Photolinker erméglicht die Vorgehensweise

nach denone-bead one-compouwikbnzept.

Arg Gly Asp
NH o

?NH (0] \COZH

U

1
H R n Jcl)\ NO2
Base N Spacer N’N N N
'IQZ 0 Slaure i O/\/\n/ H\O
B A __ OMe o,
Y

Photolinker

Abbildung 8.1: Transformation der RGD-Sequenz in RGD-Mimetika, die modular am
festen Trager aufgebaut und biologisch evaluiert wurden.

Zur Festphasensynthese der RGD-Mimetika wurden sowohl kommerziell
verfiugbare Bauteine als auch die Uber einen kurzen Syntheseweg zugéanglichen
Bausteine A43, 47 und 52a/52bsowie die Bausteine 64-72 verwendet. Basierend
auf der Fmoc-Strategie sollten die Bausteine A-D schrittweise am festen Trager
miteinander verknupft werden. Anhand von Modellreaktionen und der Synthese einer
Auswahl von RGD-Mimetika wurden die einzelnen Verknipfungsreaktionen

hinsichtlich ihrer Eignung zur kombinatorischen Synthese Uberprift. Die Bausteine A
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und C konnten dabei ohne Probleme unter Standardbedingungen mit HATU/Collidin
eingefihrt werden.

Die literaturbekannten Methoden zur Inkorporation der Azabausteine B wurden
jedoch den hohen Ansprtichen der kombinatorischen Festphasensynthese nicht gerecht.
Daher muldte eine neue Strategie zur Einfihrung der Azabausteine B ausgearbeitet
werden. Mit Hilfe einer Lésung von Phosgen in Toluol konnten aus den korrespondie-
renden Fmoc-Hydrazinen das als Oxadiazolon aktivierte Azagly@irsowie die als
Carbazinsaurechloride aktivierten Bausteine Azasarcb3thund Azaalaninl03 in
hohen Ausbeuten dargestellt werden. In einer systematischen Untersuchung wurden
milde, hocheffiziente und reproduzierbare Reaktionsbedingungen zur Einfihrung
dieser Bausteine entwickédtll

Die Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika sollte mit Einfihrung der basischen
Bausteine D Guanidin oder Pyrimidin abgeschlossen werden. Durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen gelang es, mit dem literaturbekannten Reagenz Bis-Boc-
guanylpyrazol 81) harzgebundene aliphatische Amine sowie Aniline vollstandig zu
guanylieren. Mit Hilfe des Reagenzes 2-FluorpyrimidB) (konnte die konventionelle
Pyrimidylierung von Aminen in Lésung, die unter &uRRerst drastischen Bedingungen
verlauft, unter wesentlich milderen Bedingungen auf die Festphase Ubertragen
werdenl272]

Zuerst wurden 18 aza-RGD-Mimetika gemald der optimierten Reaktions-
bedingungen isoliert dargestellt. Danach wurden nach der Split-Methode zehn
Bibliotheken ohne Baustein D (mit freiem Amin) mit je 33 Verbindungéir10) und
zwei je 330 Verbindungen umfassende Bibliotheken mit Guanyl} bzw.
Pyrimidylrest Z) synthetisiert. Mittels systematischer M&nalyse der isoliert
dargestellten RGD-Mimetika konnten Regeln abgeleitet werden, mit deren Hilfe die
Struktur einer aus den Bibliotheken selektierten Verbindung zuverlassig anhand ihres
CID-Fragmentionen-Musters bestimmt werden konnte.

Die biologischen Aktivitdten der in Einzelsynthesen dargestellten aza-RGD-
Mimetika wurden bei der Firma E. Merck, Darmstadt, am isolient®n33-, av[33-
sowie avp5-Rezeptor untersucht. Die RGD-Mimetikd-0*B*-A’ (139 145, 151)
und D-C°-B*-A! (140, 146, 152, die sich nur hinsichtlich ihres Bausteins B

unterschieden, zeigten abhangig vom Substitutionsmuster des Azabausteins im
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mikromolaren Bereich stark variierende Aktivitaten und Selektivitaten. Damit konnte
gezeigt werden, dal3 der Azabaustein B als diversitatsinduzierendes Sturkturtemplat
verwendet werden kann. Mit dem aza-RGD-Mimetik@idla wurde ein gegentber

dem allbB3-Rezeptor hoch selektiverv3-Inhibitor mit Aktivitdt im nanomolaren
Bereich gefunden. Mit Hilfe dieser Verbindung gelang es, einen zuverlassigen
beadRezeptortest zu etablieren. Dam-bead screeningder Bibliotheken und
anschlieRende massenspektrometrische Identifikation der selektierten aza-RGD-
Mimetika lieferte neben schon bekannten Verbindungen neue RGD-Mimetika, die
schwache aber selektive Affinitat zumpB3-Rezeptor zeigten.

Zur kovalenten Beschichtung des gangigen Implantatmatierials Polymethyl-
methacrylat (PMMA) wurde das biologisch aktive Acrylatanker-verknipfte RGD-
Mimetikum 192 synthetisiert. Im Rahmen eines Modellsystems konnte die
Stimulierung von Osteoblasten erreicht werden. Dies stellt den Ausgangspunkt fir eine

Verbesserung der Biokompatibilitdt von Knochenimplantaten dar.

Die vorliegende Arbeit beschreibt somit neuartige Methoden zur kombinatorischen
Festphasensynthese niedermolekularer Verbindungen nach der Fmoc-Strategie sowie
deren biologisch®n-beadEvaluation und die massenspektrometrische ldentifikation
der selektierten Substanzen mittels M8m Beispiel der Entwicklung selektiver
avp3-Antagonisten konnte die Tragfahigkeit dieses Gesamtkonzepts zur
Wirkstoffentwicklung belegt werden.

Basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Leitstrukturen kdnnten
neue hochaffine und selektive Integrininhibitoren abgeleitet werden. Zudem ist es
naheliegend, das ausgearbeitete Konzept auf weitere Substanzklassen zu erweitern, um
so den Umfang sowie die Diversitat der resultierenden Bibliotheken zu steigern.
Insbesondere die Einfiihrung méglichst unpolarer Basenbausteine D bleibt hinsichtlich
der Entwicklung von Wirkstoffen mit optimalem pharmakokinetischem Profil ein
wichtiges Ziel. Des weiteren kdnnte der etabliemtebeadRezeptortest auf weitere

Integrinrezeptoren Ubertragen werden.
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9 Experimente

9.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Alle technischen_dsungsmittel wurden destilliert und gegebenenfalls absolutiert.
Dichlormethan, Toluol, Ether, Acetonitrii und Dimethylformamid wurden mit
Natriumhydrid, Natrium bzw. Calciumhydrid unter Ruckflu? gekocht, abdestilliert und
Uber Molekularsieb A aufbewahrt. Tetrahydrofuran wurde durch RiickfluBkochen mit
Natrium in Gegenwart von Benzophenon getrocknet, Methanol mit Magnesium unter
Ruckfluld gekocht und abdestilliert. Chloroform wurde lichtgeschitzt ber
Molekularsieb A aufbewahrt.

Die Reagenzien wurden von den Firmen Alexis, Aldrich, Bachem, Fluka,
Lancaster, Neosystem, Novabiochem oder Sigma bezogen und ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Das Tritylchlorid-Polystyrdiarz (TCP-Harz) stammte von
der Firma PepChem, das TentaGel von der Firma RAPP Polymere und das Rink-Amid
MBHA-Harz von der Firma Novabiochem. Der Fmoc-Aminoethyl-Photolinker wurde
nach Holmeset all223] selbst hergestellt. Abweichend von der Originalvorschrift
wurde die Hydrierung des Hydroxylamins im Autoklaven bei einem Wasserstoffdruck
von 50-70 bar durchgefthrt.

Samtliche Reaktionen unter Beteiligung hydrolyse- oder luftempfindlicher
Substanzenwurden in ausgeheizten Glasgeraten in einer Argonatmosphéare (%9.996
durchgefihrt. Lésungen wurden zu diesen Ansatzen Uber Gummisepten mit zuvor von

Feuchtigkeit befreiten Transfernadeln, Kunststoff- oder Glasspritzen zugegeben.

Dunnschichtchromatographische Kontrolle (DC-Kontrolle) und RWert-
Bestimmung erfolgte auf mit Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien der Firma
Merck (Kieselgel 60 fz4). Die Detektion erfolgte anhand UV-Absorption bei 254 nm
sowie durch Eintauchen in%ige methanolische Schwefelsdurésige ethanolische
Ninhydrinlosung oder 5%ige ethanolische Molybdatophosphorsaurelésung und
anschlieRender Warmebehandlung.
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Saulenchromatographische  Trennungeld’3l  wurden an  Kieselgel 60
(0.040-0.063 mm, Merck) bei 0-8..2 bar Uberdruck durchgefuihrt. Die Bedingungen
der Chromatographie werden in der Form ,(Ethylester:Héan ab Fr.M N:O, ...)"
angegeben, d. h. es wurde mit einem Gemischikvdreilen Ethylester untl Teilen
Hexan eluiert. Ab FraktioM erhdhte man die Polaritat abfO Anteile usw. Die
Volumina der aufgefangenen Fraktionen betrugen 30-50 mL.

(RP)-HPLC-Analytik und semipraparative Trennungen wurden an Geraten der
Firmen Waters (Hochdruck-Pumpen 510, Multiwellenlangendetektor 490E und
Chromatographie-Arbeitsstation Maxima 820), Beckman (Hochdruck-Pumpen 110B,
Gradientenmischer, Controller 420) mit UV-Detektor (Uvicord) von Knauer und
Amersham Pharmacia Biotech (Akta Basic 10/100, Autosampler A-900) praparative
Trennungen an einem System von Beckman (System Gold, Hochdruckpumpenmodul
126, UV-Detektor 166) durchgefiihrt. Die UV-Detektion erfolgte in der Regel bei der
Wellenlange 220 nm. Folgende Saulenmaterialien wurden fir die Andlytk fim
und 4.6 mm) und die semipréparativen bzw. praparativen Trennung2h (nm bzw.

0 40 mm) benutzt: Nucleosil RP1§1,5Nucleosil RP18 HD |5 und Nucleosil RP18

71 von Macherey & Nagel, Ultrasphere OD@ %on Beckman sowie ODS-A 5u von
YMC. Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus Acetonitril und Wasser mit jeweils
0.1 Vol-% TFA im Gradientenbetrieb.

El-Massenspektrenwurden an einem Gerat der Firma Finnigan vom Typ MAT
8200 durchgefuhrt. Die ESI-Massenspektren sowie die LC-MS-Untersuchungen
wurden mit einem Gerét der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem
HPLC-System Hewlett Packard HP 1100 (S&ulenmaterial Nucleosil 10@ 5C
durchgefiihrt. Die ESI-Spektren werden in der Foxn(y) [M + Z']* angegeben,

d. h. es wurde die Molekilmasse mit der IntensitatY% detektiert, die dem
Anlagerungsprodukt des untersuchten Molekils mit Kafibantspricht.

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

gemessen und sind nicht korrigiert.
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IR-Messungenwurden an einem Geréat der Firma Perkin-Elmer durchgefihrt.

Elementaranalysenwurden am Institut fir Organische Chemie und Biochemie der
TU Minchen an einem C, H,-Analyseautomaten EA 415/0 der Firma Heraeus

durchgefihrt.

FolgendeNMR-Spektrometer und Technikenwurden verwendet: Bruker AC 250,
AMX 500 und DMX 500. Das Prozessieren der NMR-Daten erfolgte an Bruker Aspect
1000- (AC 250), X32- bzw. Silicon Graphics Indy-, O2- und Octane-Arbeitsstationen
bzw. auf Origin-Servern. Die verwendeten Pulsprogramme stammen aus der Bruker
Bibliothek oder wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe geschrieben. Interner
Standard fiir chemische Verschiebungen #érund *C war das Lésungsmittelsignal
von DMSO-d&: 2.49 ppm {H-NMR) und 39.5 ppm *fC-NMR); CHCk: 7.24 ppm
(*H-NMR) und 77.0 ppm*C-NMR) sowie HDO: 4.77 ppm'i-NMR). **C-NMR-
Spektren wurden mit'H-Breitbandentkopplung aufgenommen. Die Signal- und
Konfigurationzuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe von HMQC-COSY-, HMBC- und
NOESY-Experimentef#r4]

9.2 Synthese der Bausteine

AAV 1 (Synthese vonN-Fmoc-geschiitzten Aminosauren modifiziert nach Chang
et all237]):

Die Aminoséure (17.0 mmol) wird in einer 10%igen walrigenQdy-L6sung
(30 mL) gel6st und mit Dioxan (17 mL) versetzt. Die Reaktionsmischung wird auf
0 °C gekuhlt und anschliel3end wird unter starkem Ruhren eine L6sung von FmocCl
(4.89 g, 18.9 mmol, 1.1 Aquiv.) in Dioxan (25 mL) innerhalb 15 min zugetropft. Nach
15 min wird das Kihlbad entfernt und 5-15 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach
wird das Reaktionsgemisch in Wasser (500 mL) gegossen und @i(Ex 120 mL)
extrahiert. Der pH-Wert der walrigen Phase wird mit konz. HCI auf 1-2 eingestellt.
Fallt die N-Fmoc-geschiitzte Aminosauren als Feststoff aus, wird diese durch Filtration
abgetrennt und mit Wasser ¥50 mL) gewaschem-Fmoc-geschitzte Aminosauren,

die sich nach Ansauern als Ol abscheiden, werden mit Ethylacetatl(® mL)
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extrahiert, die organische Phase wird Gbe;sST getrocknet und das Losungsmittel
im  Vakuum entfernt. Reinigung erfolgt durch Umkristallisieren oder
Saulenchromatographie.

AAV 2 (Synthese vorN-Fmoc-geschitzten Aminosauren modifiziert nach Boliret
al.[238]);

Die Aminosdure (22 mmol) wird unter Ausschlul3 von Luftfeuchtigkeit in
absolutiertem CECI, (50 mL) suspendiert und mit TMSCI (5.5 mL, 4.7 g, 44 mmol,
2.0 Aquiv.) versetzt. AnschlieRend tropft man innerhalo von 15 min bei 0 °C
wasserfreies DIPEA (15 mL, 11 g, 88 mmol, 4.0 Aquiv.) zu. Das Reaktionsgemisch
wird weitere 10 min bei 0 °C und 40 min bei Raumtemperatur gerthrt. (In der Regel
entsteht nach DIPEA-Zugabe eine homogene Reaktionslosung). Danach wird das
Reaktionsgemisch erneut auf 0 °C gekihlt und in einer Portion mit festem FmocCl
(5.69 g, 22.0 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt. Dazu wird wahrend der FmocCl-Zugabe das
Gummiseptum vom Reaktionsgefal3 abgenommen. Man a3t die Reaktion auf
Raumtemperatur kommen und kontrolliert den Reaktionsverlauf per DC oder HPLC.
Nach vollstdndigem Umsatz wird das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt, der
Ruckstand in EOD (120 mL) aufgenommen und mit 5%iger walrigesQN-LOsung
(2 x 100 mL) ausgeschuttelt. Die vereinigten walrigen Phasen (bei manchen
Aminosauren heterogene Suspension) werden nochmals gt @t x 150 mL)
extrahiert und mit & HCI (50 mL) auf pH = 0 angesauert. Fallt l&moc-geschiitzte
Aminosauren als Feststoff aus, wird diese durch Filtration abgetrennt und mit Wasser
(2 x 50 mL) gewascherN-Fmoc-geschitzte Aminoséauren, die sich nach Ansduern als
Ol abscheiden, werden in Ethylacetat X2100 mL) aufgenommen, Uber )0,
getrocknet und das L6sungsmittel im Vakuum entfernt. Reinigung erfolgt durch

Umkristallisieren oder Saulenchromatographie.
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(0]
FmocHN\)j\OH

SS04H

-(DIPEA), 7

Fmoc-Cysa-OH- (DIPEA); (43):

L-Cysteinsaure Monohydrat (2.50 g, 13.4 mmol) wurde in Wasser (30 mL) gelost,
im Eisbad gekiihlt und mit DIPEA (7.0 mL, 5.3 g, 41 mmol, 3.1 Aquiv.) versetzt. Zur
Reaktionslosung wurde unter heftigem Ruhren innerhalb 1 h eine Losung von FmocCl
(4.15 g, 16.0 mmol, 1.2 Aquiv.) in Dioxan (16 mL) getropft. Nach 1 h wurde das
Eisbad entfernt und nochmals DIPEA (2.0 mL, 1.5 g, 11 mmol, 0.8 Aquiv.) zugegeben.
Die Reaktionslésung wurde 130 min bei Raumtemperatur gertihrt und anschliel3end
mit Hexan (2x 20 mL) und EO (1x 20 mL) extrahiert. Die waldrige Phase wurde mit
Et,O (30 mL) Uberschichtet, Gber Nacht leicht gerthrt, von der organischen Phase
abgetrennt und im Vakuum eingeengt. Lyophilisieren aus wasserfreiem Dioxan ergab
Fmoc-Cysa-OH- (DIPEA), (43) (9.92 g, quant.)als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, DMSO, enthalt 2.7 Aquiv. DIPEAY = 7.88 (d,J =
7.3 Hz, 2H, arom.), 7.68 (br. d,= 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.48-7.27 (m, 5H,
arom., NH), 4.28-4.12 (m, 4H, OH;-CH, CH-CO,H), 3.52 (m, 5.4H, 2x
CH(CHs), von DIPEA), 3.03 (br. gq) = 7.3 Hz, 5.4H El,-CH; von DIPEA),
2.85 (br. d,J = 5.0 Hz, 2H, G,-SO;H), 1.31-1.16 (m, 40.5H, 8 CHs; von
DIPEA); HPLC (10-90% in 30 min) &= 13.1 min; ESI-MSm/z821.0 (100)
[2M+K™], 804.9 (80) [2M+N4], 414.2 (20) [M+N43], 391.9 (10) [M+H].

CO,H

*HCl
HN COzH

rac-cis-2,5-Piperidindicarbonsdure  (H-Cpdc-OH) (50) modifiziert nach
Mastafanovaet all233l;

2,5-Pyridindicarbonsaure (2.7 g, 16 mmol) wurde in 13%iger HCI (100 mL) geldst
und mit PtQ (190 mg, 0.837 mmol, 0.05 Aquiv.) versetzt. AnschlieBend wurde die
Suspension 3 d bei Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphare bei Normaldruck

heftig gerthrt. Entfernen des Katalysators durch Filtration tGber Celite, Einengen des
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Filtrats im Vakuum und Lyophilisieren aus® (50 mL) ergabeb0 (2.7 g, quant.) als

farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, DMSO):8 = 4.20 (br. s, 1H, 2-H), 3.22 (br. s, 2H,
6-H,), 2.85 (m, 1H, 5-H), 2.26-1.40 (M, 4H, By, 4-Hy).

CO,H

N COZH
Fmoc”

rac-cis-N-Fmoc- 2,5-Piperidindicarbonséure (Fmoc-Cpdc-OH) (51):
rac-cis-2,5-Piperidindicarbonsauré&@) (2.70 g, 15.6 mmol) wurde nach AAV 1
(3.0 Aquiv. NaCO;) umgesetzt. Reinigung per Flashchromatographie

(CHCIy/MeOH/HOAC 20:1:0.2) ergabl (4.08 g, 66%) als farblosen Feststoff.

Ri=0.4 (CHC{YMeOH/HOAc 10:1:0.1); Smp.: 180-183 °CH-NMR
(250 MHz, DMSO, 300 K (zwei Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1
sichtbar, Zuordnung abgeleitet vaa7)): 6 = 12.73 (br. s, 2H, 2 x C8), 7.88
(d,J=7.4 Hz, 2H, arom.), 7.68-7.54 (m, 2H, arom.), 7.47-7.24 (m, 4H, arom.),
4.68 (br. dJ = 4.6 Hz, 0.5H, 2-H), 4.63 (br. d,= 4.8 Hz, 0.5H, 2-H), 4.45-
4.18 (m, 3H, CH-CKO), 4.10 (g, 1H, 6-H%, 2.99 und 2.84 (2 x t) =
12.7 Hz, 1H, 6-8Y, 2.32 (m, 1H, 5-H), 2.21-2.07 (m, 1H, 3, 1.99-1.86
(m, 1H, 4-HY, 1.62 (m, 1H, 3-H), 1.34-1.12 (m, 1H, 4-#); 'H-NMR
(250 MHz, DMSO, 350 K (Zuordnung abgeleitet v&#7)): 6 = 7.85 (d,J =
7.4 Hz, 2H, arom.), 7.61 (br. d= 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.41 @,= 7.1 Hz, 2H,
arom.), 7.31 (tmJ = 7.4 Hz, 2H, arom), 4.65 (br. s, 1H; 2-H), 4.45-4.20 (m,
3H, CH-CH-0), 4.10 (br. dJ = 11.4 Hz, 1H, 6-Ff), 2.96 (br. tJ = 12.6 Hz,
1H, 6-H"), 2.30 (dddd]) =J'=12.0,J = J' = 4.1 Hz, 1H, 5-H), 1.93 (dnd,=
13.6 Hz, 1H; 3-H%, 2.00-1.86 (m, 1H, 4-#), 1.63 (ddddJ = J' = 13.6,J =
6.1,J = 3.7 Hz, 1H, 3-8, 1.34 (ddddJ = J' = J" = 13.0,J = 3.3 Hz, 1H,
4-H™); BC-NMR (62.5 MHz, DMSO, 300 K (zwei Konformationen im
Verhéltnis von ca. 1:1 sichtbar)):= 174.1, 172.2, 155.2, 155.0, 143.8, 143.1,
140.7, 127.7, 127.1, 125.0, 120.1, 67.1, 53.4, 53.1, 46.6, 42.6, 42.5, 25.5, 25.3,
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23.7; HPLC (10-90% in 30 min);R 20.8 min; ESI-MSm/z829.0 (100) [2M
+ K], 812.9 (80) [2M + N§, 418.1 (60) [M + N&], 395.9 (15) [M + H].

CO,t-Bu

N CO,t-Bu
Fmoc”

rac-cis-N-Fmoc-Di(tert-butyl)- piperidin-2,5-dicarboxylat (Fmoc-Cpdc(Bu,)) (53):
rac-cis-N-Fmoc-2,5-Piperidindicarbonsaur&1j (3.00 g, 7.60 mmol) wurde in

wasserfreiem CECl, (40 mL) geldst und mitert-Butyl-2,2,2-trichloroethanimidoat

(9.0 mL, 11 g, 50 mmol, 6.6 Aquiv.) versetzt. Nach 4 d Rihren bei Raumtemperatur

wurde von einem wahrend der Reaktion entstandenen farblosen Niederschlag

abfiltriert. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und Flashchromatographie

(Hexan/Ethylacetat 5:1) ergabB8 (3.365 g, 87%) als farbloses Ol.

Rf = 0.7 (Hexan/Ethylacetat 2:14-NMR (250 MHz, DMSO, 300 K (zwei
Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1 sichtbar, Zuordnung abgeleitet von
247). 6 =7.88 (d,J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.67-7.53 (m, 2H, arom.), 7.41 (t,
J= 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.36-7.24 (m, 2H, arom.), 4.59 (b#.74.3 Hz, 0.5H,
2-H), 4.51 (br. dJ = 4.9 Hz, 0.5H, 2-H), 4.48-4.19 (m, 3H, CH-£8), 4.08
(br. d,J = 12.7 Hz, 0.5H, 6-£%), 3.91 (br. d,J = 12.0 Hz, 0.5H, 6-), 2.85 (t,
J=12.6 Hz, 0.5H, 6-M), 2.78 (t,J = 12.8 Hz, 0.5H, 6-&), 2.39-2.14 (m, 1H,
5-H), 2.14-2.01 (m, 1H, 399, 1.94-1.78 (m, 1H, 4-1), 1.68-1.49 (m, 1H,
3-H™), 1.38 (br. s, 18H, 2 x C(GM), 1.26-1.05 (m, 1H, 4-#); *C-NMR
(62.5 MHz, DMSO, 300 K (zwei Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1
sichtbar)):0 = 169.8, 167.9, 153.4, 153.2, 142.0, 141.8, 138.9, 125.9, 125.2,
123.1, 118.3, 79.7, 79.5, 78.4, 65.3, 65.0, 51.9, 51.7, 44.8, 39.1, 25.8, 23.6,
21.6; HPLC (10-90% in 30 min) (R= 36.7 min; ESI-MS:m/z 530.1 (100)

[M + Na'].
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CO,t-Bu CO,H

N COyH N CO,t-Bu
Fmoc” Fmoc”

52a 52b
62:38-Isomerengemisch ausrac-cis-N-Fmoc-2-tert-Butoxycarbonyl)piperidin-5-
carbonsaure (Fmoc-Cpdc(2-Bu)-OH) (52a) undrac-cis-N-Fmoc-5-{ert-Butoxy-
carbonyl)piperidin-2-carbonséure (Fmoc-Cpdc(5-Bu)-OH) (52b):
rac-cis-N-Fmoc-Ditert-butyl)-piperidin-2,5-dicarboxylat53) (3.37 g, 6.64 mmol)
wurde in CHCl, (150 mL) gelost und mit TFA (8.0 mL) versetzt. Der
Reaktionsverlauf wurde per HPLC (10-90% in 30 min) kontrolliert. Nach 8 h betrug
das Integralverhaltins vob1:52a52b:53 15:30:21:34. Nach weiteren 2 h Ruhren
wurde die Reaktionslosung mit ges. walriger NakliC&sung (40 mL) versetzt.
AnschlieBend wurde unter heftigem Ruhren durch Zugabe von festem NadtéCO
pH-Wert der wassrigen Phase auf 6 eingestellt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und im Vakuum eingeengt. Reinigung per Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat
mit 1% HOAc 5:1, ab Fr. 10 2:1, ab Fr. 40 1:1) ergab ein Isomerengemisdfaon
und52bim HPLC-Integralverhaltnis von 62:38 (1.61 g, 54%) als farbloses Ol.
Trennung des 62:38-Isomerengemisches $8a und 52b (394 mg) per HPLC
(90%, isokratisch) ergab isomerenreib@gs (209 mg, 53%) als farblosen Feststoff und
52b (150 mg, 38%, verunreinigt mit 5924) als farbloses Ol.

rac-cis-N-Fmoc-2-¢ert-Butoxycarbonyl)piperidin-5-carbonsaure
(Fmoc-Cpdc(2-Bu)) (52a):

R: = 0.45 (Hexan/Ethylacetat 1:1 mit 1% HOAc); Smp. 124 ¥GNMR
(500 MHz, DMSO, 300 K (zwei Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1
sichtbar)):6 = 7.88 (d,J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.66-7.54 (m, 2H, arom.), 7.41
(t, J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.35-7.25 (m, 2H, arom.), 4.63 (bd € 5.0 Hz,
0.5H, 2-H), 4.50 (br. d) = 4.8 Hz, 0.5H, 2-H), 4.42-4.20 (m, 3H, CH-&8),
4.15-4.02 (m, 1H, 6-B), 2.96 (t,J = 12.7 Hz, 0.5H, 6-H), 2.80 (t,J =
12.7 Hz, 0.5H, 6-&), 2.32 (m, 1H, 5-H), 2.10 (ry 1H, 3-HY, 1.92 (m, 1H,
4-H%9), 1.61 (m, 1H, 3-H), 1.39 und 1.38 (2 x s, 9H, C(GK), 1.27-1.12 (m,
1H, 4-H"); *C-NMR (125 MHz, DMSO, 300 K (zwei Konformationen im
Verhéltnis von ca. 1:1 sichtbar)):= 173.9, 169.7, 155.2 und 155 (Singulett-
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Paar)*, 143.7, 140.7, 127.6, 127.0, 124.8, 120.1, 81.4 und 81.3 (Singulett-
Paar)*, 67.0, 53.7 und 53.5 (Singulett-Paar)*, 46.6, 42.5 und 42.4 (Singulett-
Paar)*, 39.6 und 39.4 (Singulett-Paar)*, 27.5, 25.5, 23.4 und 23.3 (Singulett-
Paar)*; HPLC (10-90% in 30 min);R 29.8 min; ESI-MSm/z941.0 (50) [2M
+ K], 924.9 (15) [2M + N§, 474.0 (100) [M + N§. *Wie im HMQC-COSY-
und HMBC-Spektrum zu erkennen ist, entsprechen die Singulett-Paare einem

Kohlenstoffatom und resultieren aus zwei verschiedenen Konformationen.

rac-cis-N-Fmoc-5-¢ert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure (Fmoc-
Cpdc(5-Bu)) (52b):

Ri = 0.50 (Hexan/Ethylacetat 1:1 mit 1% HOACH-NMR (500 MHz,
DMSO, 300 K (zwei Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1 sichtbéary):
7.87 (d,J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.67-7.55 (m, 2H, arom.), 7.41 &,7.7 Hz,
2H, arom.), 7.35-7.27 (m, 2H, arom.), 4.65 (brJ&,5.2 Hz, 0.5H, 2-H), 4.61
(br. d,J = 5.7 Hz, 0.5H, 2-H), 4.47-4.21 (m, 3H, CH-€8), 4.09 (br. d,J =
13.4 Hz, 0.5H, 6-Ef), 3.92 (br. d,J = 12.8 Hz, 0.5H, 6-ff), 2.87 (t,J =
12.7 Hz, 0.5H, 6-Ff), 2.81 (t,J = 12.6 Hz, 0.5H, 6-H), 2.30 und 2.21 (2 x ;M
1H, 5-H), 2.11 (rg 1H, 3-H9), 1.87 (m, 1H, 4-H9%, 1.60 (m, 1H, 3-H), 1.41
und 1.39 (2 x s, 9H, C(Ght), 1.29-1.13 (m, 1H, 4-#); *C-NMR (125 MHz,
DMSO, 300 K (zwei Konformationen im Verhaltnis von ca. 1:1 sichtbéary):
172.1, 171.6, 155.2, 143.8, 140.8, 127.7, 127.1, 125.0, 80.3, 67.2 und 66.8
(Singulett-Paar)*, 53.4 und 53.0 (Singulett-Paar)*, 46.7 und 46.6 (Singulett-
Paar)*, 42.5, 41.0, 27.7, 25.4 und 25.1 (Singulett-Paar)*, 23.6; HPLC (10-90%
in 30 min) R = 30.4 min; ESI-MSm/z941.0 (60) [2M + K], 696.7 (60) [3M +
H* + Nd&], 474.0 (100) [M + N&. *Wie im HMQC-COSY-Spektrum zu
erkennen ist, entsprechen die Singulett-Paare einem Kohlenstoffatom und

resultieren aus zwei verschiedenen Konformationen.
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NHY 0,07 H\/\coz‘ NH
3,3-Iminodipropionsaurediammoniumsalz (H-Idp-OH) (45) nach Ashton et
al.[231];

3,3-Iminodipropionitril (10 g, 81 mmol) und Ba(OHR8 g, 0.16 mol) wurden zu
H,O (125 mL) gegeben und auf 70 °C erwarmt. Nach 16 h lie3 man das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abkihlen und neutralisierte vorsichtig mit
konz. HSO, (15.7 g, 0.160 mmol). Das ausgefallene Ba®@rde durch Filtration
abgetrennt und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Kristallisation des 6ligen Riuckstands
in wasserfreiem Methanol ergdb (11g, 70%) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, BO): & = 3.10 (t,J = 6.6 Hz, 4H, N-Ch), 2.46 (t,J =
6.5 Hz, 4H, CO-CH).

Fmoc\N/\/C02H

N

CO,H

N-Fmoc-3,3-Iminodipropionsaure (Fmoc-ldp-OH) (46):
3,3-Iminodipropionsdurediammoniumsadd) (3.0 g, 15 mmol) und NEO; (4.8 g,

45 mmol, 3.0 Aquiv.) wurden in 4 (50 mL) gel6st. AnschlieBend wurde die Losung

im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde erney®ir§38 mL)

aufgenommen, gemal AAV 1 umgesetzt und aufgearbeitet. Fallen dg3 gelkdsten

Dicarboxylats durch Ansauern mit konz. HCI, Filtration, Waschen des Rickstandes mit

H,O und Trocknen im Vakuum ergaben die Verbindd6d3.6 g, 63%) als farblosen

Feststoff.

Smp. 140 °C*H-NMR (250 MHz, DMSO, zwei Konformationen sichtbar):
0=12.2 (s, 2H, 2 x Cf), 7.85 (d,J = 7.2 Hz, 2H, arom.), 7.62 (d, =
7.0 Hz, 2H, arom.), 7.39 (8 = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.31 (,= 7.0 Hz, 2H,
arom.), 4.54-4.18 (m, 3H, O-GHCH), 3.31 (br. s, 4H, 2 x N-Gi{ 2.20 (br. s,
2H, CO-CH), 1.94 (br. s, 2H, CO-CHt *C-NMR (DMSO, 125.0 MHz, zwei
Konformationen sichtbarp = 172.7, 154.9, 143.9, 140.8, 127.6, 127.0, 124.8,
120.1, 66.5, 46.7, 43.7, 43.2, 33.1, 32.7; HPLC (10-90% in 30 mir) R
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18.6 min; ESI-MSm/z805.0 (100) [2M + K], 789.9 (60) [2M + N§, 422.1
(10) [M + K'], 406.1 (10) [M + N4, 383.9 (10) [M + H].

Fmoc\N/\/COZH

CO,t-Bu
N-Fmoc-3,3-Iminodipropionsauremonotert-butylester (Fmoc-ldp(Bu)-OH) (47):

Eine Losung vonN-Fmoc-3,3-Iminodipropionsaured) (3.55 g, 9.27 mmol) in
wasserfreiem CECl, (40 mL) und DMF (4 mL) wurde mittert-Butyl-2,2,2-
trichloroethanimidoat (8.0 mL, 9.6 g, 45 mmol, 4.9 Aquiv.) versetzt und bei
Raumtemperatur gerihrt. Der Reaktionsverlauf wurde per Dinnschicht-
chromatographie verfolgtd6 R; = 0.2; 47 R; = 0.5; Ditert-butylester R = 0.9;
Hexan/Ethylacetat 1:1 mit 1% HOAc). Nach 24 h betrug das Verhaltnig&di:N-
Fmoc-3,3-Iminodipropionsauretirt-butylester ca. 1:2:1 und das Ldsungsmittel
wurde im Olpumpenvakuum entfernt. Reinigung per Flashchromatographie
(Hexan/Ethylacetat mit 1% HOAc 4:1, ab Fr. 15 2:1) ergab die Verbindit(b.99 g,
49%) als gelben Feststoff.

Ri = 0.5 (Hexan/Ethylacetat 1:1 mit 1% HOAc); Smp. 98 ‘8:NMR
(250 MHz, DMSO0):6 = 7.86 (d,J = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.62 (d,= 7.3 Hz,
2H, arom.), 7.40 (tJ = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.31 (8, = 7.4 Hz, 2H, arom.),
4.48-3.41 (m, 2H, O-CH-B,), 4.27 (t,J = 5.8 Hz, 1H, O-G-CH,), 3.42-3.08
(m, 4H, 2 x N-CH), 2.44-2.02 (m, 4H, 2 x CO-GH 1.37 (br. s, 9H,
C(CHy)s); *C-NMR (62.5 MHz, CDGJ): 8= 176.2, 170.8, 155.8, 143.9, 141.3,
127.6, 127.0, 124.8, 119.9, 80.8, 67.1, 47.2, 44.3, 43.7, 34.7, 34.4, 33.5, 28.0;
HPLC (10-90% in 30 min) R= 26.5 min; ESI-MSm/z916.9 (90) [2M + K],
900.9 (40) [2M + N§, 462.0 (100) [M + N§.
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Facan

tBuO" "O
Harzgebundenes tert-Butyl-3-{[3-(aminocarbonyl)benzyllamino}propanoat
(N-BPra(Bu)Mamb) (57):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.358 g, 0.26 mmol/gu@8l) wurde
nach AVV 9 entschitzt und anschlieRend mit DMF (6 x 7 mL, je 3 migQ) B X
7 mL, je 3 min) sowie trockenem GEl, (4 x 7 mL, je 3 min) gewaschen. Eine
Losung von Chloro[3-(chloromethyl)phenyllmethandsv)( (0.120 g, 0.633 mmol,

6.8 Aquiv.) und DIPEA (0.224 mL, 0.163 g, 1.27 mmol, 13.6 Aquiv) in trockenem
CHCl, (4 mL) wurde Uber ein Gummiseptum in das Reaktionsgefal
(Kunststoffspritze mit PP-Fritte) transferiert. Nach 75 min Schitteln bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Waschen miCGK6 x 7 mL, je 3 min)
abgebrochen. Das Harz wurde in,&t(3 x 7 mL, je 3 min) geschrumpft und im
Vakuum getrocknet.

Tert-Butyl-3-aminopropanoathydrochloricb®) (2.49 g, 13.7 mmol, 147 Aquiv.)
wurde zu einem Gemisch aus DMF (1.8 mL) und DIPEA (3.6 mL) gegeben. Nach
30 min heftigem Ruhren beliel3 man das Gemisch 10 min ohne Ruhren. Es entstand ein
Zweiphasensystem, von dem die untere Phaed-Butyl-3-aminopropanoat mit
30 Mol-% DIPEA) zum getrockneten Harz gegeben wurde. Man beliel3 die Reaktion
12 h bei 45 °C und schittelte das Reaktionsgefal3 im Abstand von 1-2 h, bis eine
-homogene* Suspension entstand. Danach wurde das Harz mit DMF (6 x 7 mL, je
3 min) CHCI, (3x 7 mL, je 3 min) gewaschen, in,8t (4 x 10 mL, je 3 min)
geschrumpft und im Vakuum getrocknet. Zur Reaktionskontrolle wurde eine Probe des
Harzes (10 mg) nach AAV 17 (1.5 h) photolysiert.

HPLC (10-90% in 30 min (verunreinigt mit 9% tertidrem Arbibei R =
13.9 min) R= 12.4 min; ESI-MS:m/z 301.0 (30) [M + N&, 278.9 (40)
M+ H].
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H
N
Fmoc NH,

Fmoc-Hydrazin (60) modifiziert nach Carpino et all235:

Eine L6sung von Hydrazinhydrat (40 mL, 40 g, 0.81 mol) }®HK1.0 I) wurde mit
einem Eisbad gekuhlt. Das Reaktionsgemisch wurde mit einem KPG-RUuhrer heftig
durchmischt, wahrend man eine Losung von FmocCl (5.17 g, 20.0 mmol) ;GNCH
(100 mL) innerhalb 2 h zutropfte. Absaugen des Niederschlags und Lyophilisieren aus
Dioxan (100 mL) ergabe®0 (4.98 g, 98%) als farblosen Feststoff.

Smp.: 165 °C (Lit.: 171 °C)*H-NMR (250 MHz, DMSO):5 = 8.34 (br. s,
1H, HbN-NH), 7.88 (d,J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.69 (d,= 7.2 Hz, 2H, arom.),
7.41 (t,J = 7.1 Hz, 2H, arom.), 7.32 3,= 7.4 Hz, 2H, arom.), 4.15-4.32 (m,
3H, CH-CH), 4.07 (br. s, 2H,N-NH).

Fmoc\l}I,NHz
CHs

1-Fmoc-1-Methylhydrazin (62):

Eine Losung von Methylhydrazin (1.0 mL, 0.88 g, 19 mmol) untNE2.9 mL, 2.1
g, 21 mmol, 1.1 Aquiv.) in CKCl, (20 mL) wurde bei -78 °C tropfenweise mit einer
Lésung von FmocCl (3.802 g, 14.70 mmol, 0.8 Aquiv.) in,CH (10 mL) versetzt.
Man lie3 innerhalb von 4 h auf Raumtemperatur auftauen und rihrte das
Reaktionsgemisch tber Nacht. Anschlieend wurde @@ (@ x 40 mL) extrahiert,
Uber NaSQ, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Reinigung per
Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 1:1, ab Fr. 11 1:2, ab Fr. 24 1:5) éd8aben
(3.31 g, 84%) als farblosen Feststoff.

Rr = 0.5 (Hexan/Ethylacetat 1:2); Smp.: 84 *8:NMR (250 MHz, CDC}):
0=17.26 (d,J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.72 (br. d,= 7.2 Hz, 2H, arom.), 7.36
(tm, J= 7.2 Hz, 2H, arom.), 7.30 (tnd,= 7.4 Hz, 2H, arom.), 4.42 (d, =
6.8 Hz, 2H, ®,-CH), 4.24 (tJ = 6.9 Hz, 1H, CHCH), 4.10 (br. s, 2H, N},
3.11 (s, 3H, ChH); *C-NMR (CDC}, 125.0 MHz):d 157.6, 143.8, 141.3,
127.7, 127.0, 124.9, 120.0, 67.8, 47.2, 38.4; HR-EI-MS: ber. fiH,eN,O,:
268.1212; gef.: 268.1213.
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2 N
moc<, N
H CHa

1-Fmoc-2-Methylhydrazin (63):

Eine Losung von Bg© (1.76 g, 10.1 mmol, 1.3 Aquiv.) in wasserfreiem CHCI
(10 mL) wurde bei -78 °C uber einen Zeitraum von 5 s mit Methylhydrazin (0.25 mL,
0.36 g, 7.8 mmol) versetzt. Unmittelbar nach der Zugabe bildete sich ein farbloser
Niederschlag, der sich nach Entfernen des Kihlbads volistandig aufloéste. Das
Reaktionsgemisch wurde 30 min bei Raumtemperatur gerthrt und anschliel3end in
einer Portion mit FmocCl (2.02 g, 7.81 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt. Dazu wurde
wahrend der Fmoc-Zugabe das Gummiseptum vom Reaktionsgefal? abgenommen.
Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch innerhalb 10 min mit DIPEA (1.6 mL,
1.2 g, 9.3 mmol, 1.2 Aquiv.) versetzt. Nach 8 h Riihren bei Raumtemperatur tropfte
man TFA (10 mL) Uber einen Zeitraum von 15 min zu. Die Reaktionsldsung wurde
gerihrt, bis per DC-Kontrolle (Edukt; R 0.8; ProdukiR; = 0.5; Hexan/Ethylacetat
1:2) vollstandiger Umsatz von FmocHN-NMeBoc detektiert wurde (nach ca. 2 h).
Anschiel3end wurde die Reaktionslosung im Vakuum eingeengt. Der Rickstand wurde
in Ethylacetat (70 mL) aufgenommen und mit 10%iger waldriger NaH©8ung (3x
70 mL) sowie mit gesattigter walriger NaCl-Lésung gewaschen. Trocknen Uber
NaSQO,, Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und Reinigung per
Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 2:1, ab Fr. 11 1:1, ab Fr. 20 1:2, ab Fr. 26
1:5) ergabe®3 (1.22 g, 64%) als farblosen Feststoff.

Ri = 0.5 (Hexan/Ethylacetat 1:2); Smp.: 155 °@-NMR (500 MHz,
CDCl): 6 =7.75 (d,J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.57 (d,= 7.5 Hz, 2H, arom.),
7.39 (t,J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.30 @,= 7.4 Hz, 2H, arom.), 6.27 (br. s, 1H,
CO-NH), 4.45 (br. s, 2H, CH44,), 4.22 (br. s, 1H, B8-CH,), 3.88 (br. s, 1H,
HN-CHs), 2.62 (br. s, 3H, N-Ch); **C-NMR (125.0 MHz, CDG)): 5 = 157.2,
143.8, 141.4, 127.8, 127.1, 125.0, 120.0, 67.0 (br. s), 47.2 (br. s), 39.3 (br. s);
HR-EI-MS: ber. fur GeH1eN-O,: 268.1212; gef.: 268.1212.
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(A~
O\( )40
® NN+

5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on (101):

Bei 0 °C wurde eine Suspension von Fmoc-Hydra@m®©95 g, 3.91 mmol) in
CH.CI, (40 mL) und ges. walriger NaHGQOosung (40 mL) tber einen Zeitraum von
5 min heftig geriihrt. Danach beliel? man die Reaktionsmischung 5 min ohne zu rihren,
gab mit einer Spritze Phosgen (1.89 M in Toluol, 5.3 mL, 10 mmol, 2.6 Aquiv.) zur
organischen (unteren) Phase wund begann unmittelbar nach Zugabe die
Reaktionsmischung wieder zu rihren. Nach 10 min wurde das Reaktionsgemisch unter
Ruhren mit HO (15 mL) und CHECI, (15 mL) versetzt. AnschlieRend wurden die
Phasen getrennt, die walrige Phase mitGIH(2 x 40 mL) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen Ubes3@ getrocknet. Filtration und Entfernen des
L6sungsmittels im Vakuum ergdl®1 (0.958 g, 87%) als farblosen Feststoff.

Dec: >260 °C*H-NMR (250 MHz, CDCJ): & = 8.19 (br. s, 1H, NH), 7.75

(dm,J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.58 (drid,= 7.9 Hz, 2H, arom.), 7.45 (tn,=

7.4 Hz, 2H, arom.), 7.35 (td,= 7.5, 1.3 Hz, 2H, arom.), 4.50 @= 7.2 Hz,

2H, CH,-CH), 4.36 (t,J = 7.3 Hz, 1H, CHCH); **C-NMR (62.50 MHz,
CDCl): 6 = 156.1, 152.5, 142.4, 141.3, 128.2, 127.3,125.1, 120.2, 72.9, 46.2;
IR (KBr): v = 3303, 178%, 165G, 145Im, 1426n, 134/, 1224m, 918n,
758y, 740m cm’; Elementaranalyse (%): ber. fiir,g81,N,0O5; C 68.56,

H 4.32, N 9.99; gef.: C 68.17, H 4.51, N 9.49.

H

Fmoc\N,N\"/

|
CH; O

Cl

2-(Chlorocarbonyl)-1-Fmoc-1-methylhydrazin (Fmoc-azaSar-Cl) (102):

Eine Lo6sung von 1-Fmoc-1-Methylhydrazir62f (0.925 g, 3.30 mmol) in
wasserfreiem Dioxan (20 mL) wurde bei 0 °C Uber einen Zeitraum von 5 min zu
Phosgen (1.89 M in Toluol, 4.4 mL, 8.3 mmol, 2.5 Aquiv.) getropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde das Kihlbad entfernt und man rihrte die Reaktion weitere
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70 min bei Raumtemperatur. Wahrend der Zugabe bildete sich eine farbloser
Niederschlag, der sich nach ca. 15 min Ruhren bei Raumtemperatur vollstandig
aufloste. Einengen der Reaktionsldsung im Vakuum und Lyophilisieren aus Dioxan
ergaber102(1.092 g, quant.) als farblosen Feststoff.

Smp. 146 °C*H-NMR (500 MHz, CDCJ): & = 7.75 (d,J = 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.54 (dmJ = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.39 (td= 7.9 Hz, 2H, arom.), 7.31
(tm, J= 7.5 Hz, 2H, arom.), 4.48 (d,= 6.6 Hz, 2H, E&,CH), 4.23 (t,J =
6.5 Hz, 1H, CHCH), 3.19 (s, 3H, N-Ch); **C-NMR (125.0 MHz, CDG)): 6 =
155.9, 148.2, 143.8, 141.8, 128.4, 127.7,125.4,120.5, 69.3, 47.5, 37.8; IR
(KBr): v = 3250m, 3048v, 1782, 1694, 1479n, 1452n, 1403v, 1355n,
130w, 1200m, 1141In, 94w cmi’; Elementaranalyse (%): ber. fir
Cy17H1sCINoOs: C 61.73, H 4.57, N 8.47; gef.. C 62.27, H 4.72, N 8.31.

GHs

Fmoc<. _N
N

O

Cl

2-(Chlorocarbonyl)-1-Fmoc-2-methylhydrazin (Fmoc-azaAla-Cl) (103):

Eine Losung von 1-Fmoc-2-Methylhydrazir63} (0.449 g, 1.60 mmol) in
wasserfreiem Dioxan (5 mL) wurde bei 0 °C Uber einen Zeitraum von 5 min zu
Phosgen (1.8® in Toluol, 1.7 mL, 3.2 mmol, 2.0 Aquiv.) getropft. Nach vollstandiger
Zugabe wurde das Kuhlbad entfernt und man ruhrte die Reaktion weitere 70 min bei
Raumtemperatur. Einengen der Reaktionslosung im Vakuum und Lyophilisieren aus
Dioxan ergaberi03(0.531 g, quant.) als farblosen Feststoff.

Smp: 62 °C;*H-NMR (250 MHz, CDC}, 300 K):3 = 7.75 (d,J = 7.4 Hz,
2H, arom.), 7.56 (br. d) = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.40 (tnd, = 7.1 Hz, 2H,
arom.), 7.31 (tmJ = 7.4 Hz, 2H, arom.), 6.95 und 6.72 X2or. s, 1H, NH),
4.64-4.36 (m, 2H, 8,CH), 4.23 (t,J = 6.2 Hz, 1H, CHCH), 3.37, 3.24 und
2.99 (3x br. s, 3H, N-CH)); (250 MHz, CDC}, 335 K):5 = 7.75 (dJ = 7.3 Hz,
2H, arom.), 7.56 (dm] = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.39 (tid,= 7.4 Hz, 2H, arom.),
7.30 (tm,J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 6.76 (br. s, 1H, NH), 4.59 (brJ &,6.1 Hz,
2H, CH,CH), 4.23 (t,J = 6.2 Hz, 1H, CHCH), 3.17 (br. s, 3H, N-C}); °C-



9 Experimente 151

NMR (62.50 MHz, CDG, 335 K): & = 154.4, 151.6, 143.3, 141.5, 127.9,
127.2, 124.8, 120.1, 68.1, 47.2, 39.2; IR (KBr,§nmv = 3298n, 2954,
1749s, 1257m, 1103m, 916w, 740m, 667m; HR-EI-MS: ber. fii &N,OsClI
330.0771; gef.: 330.0778; Elementaranalyse (%): ber. fi}H,€CIN,Os:

C 61.73, H 4.57; gef.: C 61.99, H 4.62.

FmocHN o

OH
Cis-N-Fmoc-4-Aminocyclohexancarbonséure (Fmoc-Cyh-OH) (72%75]
4-Aminocyclohexancarbonséure (1.04 g, 7.26 mmol) wurde nach AAV 2 lber einen
Zeitraum von 1 h mit FmocCl (1.88 g, 7.26 mmol, 1.0 Aquiv.) umgesetzt.
Lyophilisieren augert-Butanol ergaty2 (2.58 g, 97%) als farblosen Feststoff.

Smp. 133-135 °C (Lit.: 128-130 °CJH-NMR (250 MHz, DMSO):d =
12.08 (br. s, 1H, C), 7.87 (br. d,J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.70 (br. d, 7.3 Hz,
2H, arom.), 7.44-7.23 (m, 5H, NH, arom.), 4.28-4.12 (m, 3H, Q-CH), 3.39
(br. s, 1H, 1-H), 2.37 (br. s, 1H, 4-H), 1.98-1.77 (m, 2H, aliphat.), 1.64-1.37
(m, 6H, aliphat.); HPLC (30-80% in 30 min) R22.5 min; ESI-MSm/z388.3
(15) [M+Na'], 366.0 (100) [M + H].

Cl

FmocHN CO,H

rac-N-Fmoc-4-Amino-3-(4-chlorophenyl)buttersdure (Fmoc-Cpb-OH) (64):
4-Amino-3-(4-chlorophenyl)buttersaure (1.83 g, 8.58 mmol) wurde nach AAV 2
Uber einen Zeitraum von 1 h mit FmocCl (2.00 g, 7.73 mmol, 0.9 Aquiv.) umgesetzt.

Der nach dem Anséuern entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, @ii(3Hx

20 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Der Rickstand wurde in wasserfreiem
Dioxan (50 mL) aufgenommen und vom Unldslichen abfiltriert. Lyophilisieren ergab
64 (3.25 g, 87%) als farblosen Feststoff.
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Smp. 170-171 °C*H-NMR (250 MHz, DMSO): 7.88 (dJ = 7.4 Hz, 2H,
arom.), 7.71 (d, 7.1 Hz, 2H, arom.), 7.45-7.17 (m, 8H, arom.), 4.34-4.11 (m,
3H, CH-CH), 3.16 (br s, 3H, N-CHCH), 2.69-2.39 (m, 2H, B,-COH);
HPLC (10-90% in 30 min) R= 27.8 min; ESI-MSm/z908.9 (100) [2M + K],
893.0 (40) [2M + N§, 474 (20) [M + K], 458 (20) [M + N4, 435.9 (10)

[M + H™].

CO,H
FmocHN/\©/

N-Fmoc-m-(Aminomethyl)benzoesaure (Fmoc-Mamb-OH) (65) modifiziert nach
Jacksonet all236];

m-Cyanobenzoesaure (5.0 g, 34 mmol) wurde in Ethanol (100 mL) bei 50 °C unter
Ruhren gel6st. Unter Argonatmosphare wurde 5% Pd/C (0.53 g) zugegeben.
AnschlielBend wurde die Suspension 2 d bei 35 °C unter Wasserstoffatmosphéare bei
Normaldruck heftig geruhrt. Der Katalysator wurde durch Filtration Uber Celite
abgetrennt und mit ¥ gewaschen. Im Filtrat bildete sich dabei ein farbloser
Niederschlag (Edukt), der durch erneute Filtration entfernt wurde. Einengen des
Filtrats im Vakuum und Lyophilisieren aus ,® (50 mL) ergabenm
(Aminomethyl)benzoesaure (H-Mamb-OH) (2.42 g, 42% verunreinigt mit 10 Mol-%
m-Aminomethyl-benzoesaureethylester) als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, DMSO):5 = 12.61 (s, 1H, C&), 8.51 (s, 2H, Nb),
8.09 (s, 1H, 2-H), 7.92 (d,= 6.5 Hz, 1H, 6-H), 7.75 (d,= 8.1, 1H, 4-H), 7.55
(dd,J=J'=7.6, 1H, 5-H), 4.08 (s, 2H, GH

m-(Aminomethyl)benzoesaure (2.42 g, 12.9 mmol) wurde nach AAV 1 Uber einen
Zeitraum von 5 h mit FmocCl (3.34 g, 12.9 mmol, 1.0 Aquiv.) umgesetzt. Reinigung
per Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 5:1, ab Fr. 10 2:1, ab Fr. 30 1:1) ergab
die Verbindungs5 (0.76 g, 16%) als farblosen Feststoff.

R =0.6 (Hexan/Ethylacetat 1:1); Smp. 205-208 °C (Lit.: 200-201°C);
'H-NMR (250 MHz, DMSO):8 = 7.96-7.79 (m, 5H, arom.), 7.69 (d, J = 7.5
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Hz, 2H, arom.), 7.45-7.27 (m, 6H, arom., NH), 4.33Jd;, 7.0 Hz, 2H, El,-
CH), 4.25-4.10 (m, 3H, CHCH, Ar-CH,). HPLC (10-90% in 30 min) =
30.8 min; ESI-MSm/z785.2 (100) [2M+K], 747.0 (30) [2M+H], 396.2 (20)
[M+Na'], 373.9 (30) [M+H].

0]

FmocHN
OH

Fmoc-Mab-OH nach AAV1 (66):

m-Aminobenzoesaure (2.34 g, 17.0 mmol), FmocCl (4.89 g, 18.9 mmol, 1.1 Aquiv.)
und Kristallisation aus Hexan/Ethylacetat 3:1 ergaben nach AAV1 Fmoc-Mal&&)H (
(5.30 g, 87%) als farblosen Feststoff.

Smp.: 224 °CIH-NMR (250 MHz, DMSO0):6 = 12.9 (br. s, 1H, CH),
9.90 (s, 1H, NH), 8.06 (br. s, 1H, arom.), 7.90J¢, 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.75
(d,J =7.3 Hz, 2H, arom.), 7.72-7.28 (m, 7H, arom.), 4.49)(d,6.7 Hz, 2H,
CH,-CH), 4.31 (t,J = 6.3 Hz, 1H, CBCH); HPLC (10-90% in 30 min) R=
20.4 min; ESI-MSm/z757.0 (60) [2M+K], 740.8 (20) [2M+NJ], 718.8 (20)
[2M+H™], 359.8 (10) [M+H].

(@]
FmocHN—@—(
N=— OH

N-Fmoc-6-Aminonicotinsdure (Fmoc-Ani-OH) (67):

6-Aminonicotinsaure (3.02 g, 21.8 mmol) wurde nach AAV 2 (ber einen Zeitraum
von 3 h mit FmocCl (4.55 g, 17.6 mmol, 0.8 Aquiv.) umgesetzt. Das Rohprodukt (4.70
g) wurde in einem Ldsungsmittelgemisch aus Dioxan (140 mL) und DMF (35 mL) bei
110 °C gelost und mit # (25 mL) versetzt. Abkihlen und Abtrennen des
Niederschlags durch Filtration ergal@h(4.00 g, 63%) als farblosen Feststoff.

Smp. >240 °C*H-NMR (250 MHz, DMSO):3 = 13.08 (br. s, 1H, Ci),
10.86 (s, 1H, NH), 8.79 (dd] = 2.3, 0.8 Hz, 1H, 6-H), 8.20 (dd,= 8.8,
2.3 Hz, 1H, 3-H), 7.94-7.78 (m, 5H, arom.), 7.47-7.28 (m, 4H, arom.), 4.45-
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4.25 (m, 3H, CH-CH); HPLC (30-80% in 30 min) & 23.4 min; ESI-MSm/z
461.1 (55) [M+H].

CH50

O
FmocHN
OH

N-Fmoc-4-Amino-3-methoxybenzoesaure (Fmoc-Amob-OH) (68):
4-Amino-3-methoxybenzoesaure (1.04 g, 6.24 mmol) wurde nach AAV 2 Uber einen

Zeitraum von 3 d mit FmocCl (1.91 g, 7.37 mmol, 1.2 Aquiv.) umgesetzt.

Umkristallisieren aus einem CHglexan-Gemisch ergalt8 (1.10 g, 45%) als

farblosen Feststoff.

Smp. 230-233 °C*H-NMR (250 MHz, DMSO0):5 = 8.91 (s, 1H, NH), 7.90
(d, J = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.78 (d, 7.5 Hz, 3H, arom.), 7.54-7.29 (m, 6H,
arom.), 4.44 (dJ = 6.9 Hz, 2H, E,-CH), 4.30 (t,J = 6.6 Hz, 1H, CHCH),
3.87 (s, 3H, Ch); HPLC (30-80% in 30 min) R= 27.5 min; ESI-MSm/z
389.9 (100) [M + H.

FsCO
O
FmocHN
OH

N-Fmoc-4-Amino-3-(trifluormethoxy)benzoeséure (Fmoc-Atob-OH) (69):
4-Amino-3-(trifluormethoxy)benzoesaure (1.42 g, 6.43 mmol) wurde nach AAV 2
uber einen Zeitraum von 5 d mit FmocCl (1.66 g, 7.72 mmol, 1.2 Aquiv.) umgesetzt.

Umkristallisieren aus einem Ethylacetat/Hexan-Gemisch e6é§afi.30 g, 46%) als

farblosen Feststoff.

Smp. 232-233 °C!H-NMR (250 MHz, DMSO):d = 13.23 (br. s, 1H,
COH), 9.94 (s, 1H, NH), 7.96-7.85 (m, 4H, arom.), 7.83-7.72 (m, 3H, arom.),
7.42 (t,J= 7.1 Hz, 2H, arom.), 7.32 (8,= 7.4 Hz, 2H, arom.), 4.45 (d,=
7.0 Hz, 2H, G1,-CH), 4.32 (t,J = 6.6 Hz, 1H, CHCH); HPLC (10-90% in
30 min) R= 27.8 min; ESI-MS:m/z 924.7 (80) [2M + K], 908.8 (40)

[2M + K], 703.5 (100) [3M + 2K], 482.0 (20) [M + K].
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FmocHN
\©/\COZH

N-Fmoc-2-Mm-Aminophenyl)essigsaure (Fmoc-Mape-OH) (70):

2-(mAminophenyl)essigsaure (2.56 g, 17.0 mmol) wurde nach AAV 2 Uber einen
Zeitraum von 3 h mit FmocCl (4.39 g, 17.0 mmol, 1.0 Aquiv.) umgesetzt.
Umkristallisieren aus einem Hexan/Ethylacetat-Gemisch er@afb.60 g, 88%) als

farblosen Feststoff.

Smp. 192 °CIH-NMR (250 MHz, DMSO0):6 = 12.30 (br. s, 1H, Cl),
9.70 (s, 1H, NH), 7.89 (d] = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.75 (d,= 7.3 Hz, 2H,
arom.), 7.48-7.26 (m, 6H, arom.), 7.19Jt 7.8 Hz, 1H, arom.), 6.89 (d,=
7.5 Hz, 1H, arom), 4.45 (d,= 6.8 Hz, 2H, Ei,-CH), 4.30 (t,J = 6.8 Hz, 1H,
CH,-CH), 3.49 (s, 2H, €,-CO,H); HPLC (10-90% in 30 min) &= 25.0 min;
ESI-MS:m/z784.9 (100) [2M+K], 769.0 (60) [2M+NJ], 412.1 (35) [M+K],
396.1 (50) [M+N4], 373.9 (20) [M+H].

FmocHN—@—COZH

N-Fmoc- p-Aminobenzoesaure (Fmoc-Pab-OH) (71):

p-Aminobenzoesaure (2.66 g, 19.4 mmol) wurde nach AAV 2 Uber einen Zeitraum
von 3 h mit FmocCI (5.00 g, 19.4 mmol, 1.0 Aquiv.) umgesetzt. Umkristallisieren aus
einem Hexan/Ethylacetat-Gemisch er§al{5.47 g, 79%) als farblosen Feststoff.

Smp. >260 °C*H-NMR (250 MHz, DMSO):8 = 12.65 (br. s, 1H, CBl),
10.05 (s, 1H, NH), 7.95-7.79 (m, 4H, arom.), 7.75)(&, 7.0 Hz, 2H, arom.),
7.54 (br. d,J = 8.2 Hz, 2H, arom.), 7.47-7.29 (m, 4H, arom.), 4.53J(d,
6.5 Hz, 2H, @1,-CH), 4.32 (t,J = 6.4 Hz, 1H, CHCH); HPLC (10-90% in
30 min) R = 25.1 min; ESI-MS:m/z 756.9 (40) [2M+K], 740.9 (40)
[2M+Na'], 718.7 (50) [2M+H], 359.8 (20) [M+H].



156 9 Experimente

NH

BocHNJ\I\\I}
N\

N-Boc-1-guanylpyrazol modifiziert nach Wuet all2431 (80):

1-Guanylpyrazolhydrochlorid (3.37 g, 23.1 mmol) und DIPEA (11.9 mL, 8.97 g,
69.4 mmol, 3.0 Aquiv.) wurden in GBI, (20 mL) gelost und bei 0 °C tropfenweise
mit eine Lésung von Be® (5.58 g, 25.6 mmol, 1.1 Aquiv.) in GEl, (6 mL)
versetzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch noch weitere 2 h bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend mit,Et(40 mL) verdinnt, mit O (3 x 40 mL) gewaschen
und Uber NgSO, getrocknet. Einengen im Vakuum und Flashchromatographie
(Hexan/Ethylacetat 4:1) ergab8@ (4.74 g, 98%) als farbloses Ol.

R: = 0.8 (Hexan/Ethylacetat 2:}4-NMR (250 MHz, DMS0)3 = 8.80 (br.
s, 2H, 2 x NH), 8.40 (br. dl = 2.6 Hz, 1H, 5-H), 7.87 (br. s, 1H, 3-H), 6.54
(dd,J = 2.7, 1.6 Hz, 1H, 4-H), 1.44 (s, 9H, C(H).

BocN

BocHNJ\l\\I}
N\

N,N'-Bis-Boc-1-guanylpyrazol modifiziert nach Wuet al[243] (81):

Eine Losung vor80 (0.570 g, 2.71 mmol) in trockenem THF (2 mL) wurde bei 0 °C
innerhalb von 6 min zu einer Suspension von NaH (55-60% in Paraffin, 0.25 g, ca.
6.3 mmol, ca. 2.1 Aquiv.) in trockenem THF (3 mL) getropft. Nach 5 min wurde das
Kihlbad entfernt und das Reaktionsgemisch noch weitere 20 min bei Raumtemperatur
gertihrt. Danach wurde ein Lésung von B2q0.650 g, 2.98 mmol, 1.1 Aquiv.) in
trockenem THF (4 mL) zugegeben und anschlieBend mit THF (15 mL) verdinnt. Das
Reaktionsgemisch wurde 4 h bei 65 °C gerihrt, auf 0 °C abgekuhlt und bei dieser
Temperatur mit Essigsadure/THF (2 mL/6 mL) versetzt. Das ausgefallene Natriumacetat
wurde abfiltriert und mit BEO (2 x 30 mL) gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum
auf ein Volumen von ca. 10 mL eingeengt, mit 10%igesQ&a-Losung (25 mL)
versetzt und 20 min bei Raumtemperatur geruhrt. Extraktion @ & x 20 mL),
Trocknen Uber N&£O, Entfernen des LoOsungsmittels im Vakuum und
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Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 10:1, ab Fr. 8 5:1) er@gdb@n654 g,
78%) als farbloses Ol.

Rr = 0.6 (Hexan/Ethylacetat 2:T¥-NMR (250 MHz, CDC}): & = 8.91 (br.
s, 1H, NH), 8.30 (dd) = 2.8, 0.7 Hz, 1H, 5-H), 7.62 (dd,= 1.6, 0.7 Hz, 1H,
3-H), 6.41 (dd,J = 2.8, 1.6 Hz, 1H, 4-H), 1.55 und 1.49 (2 x s, 18H, 2 x
C(CHg)s).

9.3 Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika

Allgemeine Anmerkungen zur Festphasensynthese

Die Festphasensynthesen wurden in SchittelgefaRen aus Glas (Harzmasse >1 g)
oder in 10 mL-, 5 mL- bzw. 2 mL-Kunststoffspritzen mit PP-Fritten der Firma Vetter-
Laborbedarf (Tubingen) durchgefuhrt. Die Kunststoffspritzen wurden zur
Durchmischung der Harzsuspension mit ca. 15 rpm tber Kopf rotiert.

Die Umsetzungen der Azabausteine, die Guanylierungen sowie die
Pyrimidylierungen an der Festphase wurden unter Ausschluf3 von Luftfeuchtigkeit
durchgefihrt. Dazu werden feste Reagenzien in einen Spitzkolben gegeben und
mindestens 10 min im Vakuum getrocknet. Der Spitzkolben wird mit Argon belliftet
und mit einem Gummiseptum verschlossen (Argonidberdruck). Wasserfreie
Losungsmittel und fliissige Reagenzien werden Uber das Gummiseptum mit einer
Kunststoffspritze zugegeben. Die Reaktionslosungen werden ebenfalls Uber das
Gummiseptum direkt in das Reaktionsgefald (Kunststoffspritze mit PP-Fritte)
transferiert.

Bei Verwendung von Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-Harzen wurde sowohl
wahrend der Reaktionsdurchfihrung als auch bei der Lagerung direkte
Lichteinstrahlung vermieden. Um dies zu gewéhrleisten, wurden die Reaktions- und
Aufbewahrungsgefal3e mit Aluminiumfolie umhillt. Bei Arbeitsschritten, die visuelle
Kontrollen des GefaRinnenraums erforderten, wurde vor Entfernen der Aluminiumfolie
Tageslicht vollstdndig ausgeschlossen und die Deckenbeleuchtung im Umkreis von ca.

4 m ausgeschaltet.



158 9 Experimente

Bei Verwendung von Rink-Amid-MBHA- und Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-
TentaGel-Harz wurde zur Berechnung der Reagenz-Aquivalente sowie der Ausbeuten
die vom Hersteller angegebenen Belegungsdichten verwendet. Da die RGD-Mimetika
nach saurem Abspalten vom Rink-Amid-MBHA-Harz sowie nach Reinigung per
HPLC mit sehr groRer Wahrscheinlichkeit als TFA-Salze vorlagen, wurden die
Ausbeuten der so erhaltenen RGD-Mimetika auf die molaren Massen der

entsprechenden TFA-Salze bezogen.

9.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Festphasensynthese

AAV 3 (Belegung des TCP-Harzes):

Das TCP-Harz (Kapazitat ca. 0.9 mmol/g, 1.0 g) wird in absolutepCIZKLS5 mL)
suspendiert. Zu dieser Suspension wird dNeerminal-geschitzte Aminosaure
(1.2 mmol) sowie DIPEA (0.5 mL, 3 mmol) gegeben und die Mischung 1 h bei
Raumtemperatur geschittelt. Nach Zugabe von DIPEA (0.5 mL, 3 mmol) und
Methanol (3 mL) wird weitere 15 min geschuttelt. Das Harz wird Uber eine Fritte
abgesaugt und mit DMF (3 x 20 mL, je 3min), £H (3 x 20 mL, je 3 min) und ED
(3 x 20 mL, je 3 min) gewaschen. Nach Trocknung im Vakuum tber Nacht wird die
Belegungsdichte des Harzes nach folgender Formel bestimmit:

n Mol Aminosaure am Harz
Myes Gesamtmasse des Polymers nach
= Toes ™ Mhiar der Kupplung [g]
MGXXX - I\/KBCI .
Myarz Masse des eingesetzten Harzes [g]
MGyxx Molmasse der Fmoc-Aminosaure

minus 1 (Fmoc-Xxx-O) [g/mol]
MGg; Molmasse Chlorid (35.45 g/mol)
Der Fehler, der dabei durch die unterschiedliche Massen von Cl- und MeO- entsteht,

ist zu vernachlassigen.
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AAV 4 (Kupplung nach der HOBt/TBTU-Methode):

Das harzgebundene freie Amin (1.0 g) wird mit DMF (1 x 10 mL, 5 min)
gewaschen und anschlieend mit einer ca. M.1.6sung von Fmoc-geschutzter
Aminosaure (2.5 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung), TBTU (2.4 Aquiv.) sowie
HOBt- H,O (2.5 Aquiv.) in DMF versetzt. Der pH-Wert wird mit DIPEA auf etwa 8
eingestellt und wahrend der Reaktion durch Nachtitration mit DIPEA konstant
gehalten. Da sich in nicht walrigen Systemen kein pH-Wert ermitteln l1ai3t, wurde als
Anhaltspunkt der Wert verwendet, den angefeuchtete Indikatorstdbchen (Merck
Neutralit) nach 30 s anzeigen, wenn sie mit 3 Tropfen der Reaktionslésung versetzt
wurden. Nach einer Kupplungszeit von ca. 1.5 h wird die Reaktion durch Waschen mit
DMF (5 x 10 mL, je 3 min) beendet. Das Harz wird anschlieRend nochmals mit
CH,CI; (2 x 10 mL, je 3 min) gewaschen, in,@t(4 x 10 mL, je 3 min) geschrumpft

und im Vakuum getrocknet.

AAV 5 (Kupplung nach der HATU-Methode):

Das harzgebundene freie Amin (1.0 g) wird mit DMF (1 x 10 mL, 5 min)
gewaschen und anschlielend mit einer ca. M.1.6sung von Fmoc-geschutzter
Aminosaure (3.0 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung), HATU (2.8 Aquiv.) sowie
symCollidin (30 Aquiv.) in DMF versetzt. Nach einer Kupplungszeit von 1-12 h wird
die Reaktion durch Waschen mit DMF (5 x 10 mL, je 3 min) beendet. Danach wird das
Harz nochmals mit CKCl, (2 x 10 mL, je 3 min) gewaschen, in@t(4 x 10 mL, je

3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAYV 6 (Einbau von Fmoc-azaGly an der Festphase):

Das harzgebundene freie Amin (1.12 g, 0.18 mmol/g, 0.20 mmol) wird mit
trockenem CHCI, (3 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und mit einer Lésung vortb-(9
Fluoren-9-ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-243on (101) (0.176 g, 0.629 mmol,

3.1 Aquiv.) in trockenem C}l, (5 mL) oder DMF (5 mL) versetzt. Nach 90 min
Schitteln bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch Waschen mit NMP (5 x 5 mL,
je 3 min) und CHCI, (3 x 5 mL) abgebrochen. Anschlie3end wird das Harz, O &

x 10 mL, je 3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.
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AAV 7 (Einbau von Fmoc-azaSar an der Festphase):

Das freie harzgebundene Amin (0.372 g, 0.18 mmol/g, 67 pmol) wird mit
trockenem CHCI, (3 x 5 mL, je 5 min) gewaschen und mit einer L6sung von Fmoc-
azaSar-Cl 102 (0.112 g, 0.339 mmol, 5.1 Aquiv.) in trockenem L£H (3 mL)
versetzt. Nach 10 min Schitteln bei Raumtemperatur wird innerhalb 1 h eine Losung
von DIPEA (69ul, 52 mg, 0.40 mmol, 6.0 Aquiv.) in GBI, (0.9 mL) in drei gleich
groBen Portionen zugegeben. Um Nebenprodukte zu vermeiden, mufl3 das
Reaktionsgemisch unmittelbar nach Zugabe von DIPEA geschiittelt werden! Nach
vollstandiger DIPEA-Zugabe wird die Suspension noch 1 h geschittelt. Anschlie3end
wird die Reaktion durch Waschen mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min) undGGH3 x
10 mL, je 3 min) abgebrochen. Danach wird das Harz i#® 4 x 10 mL, je 3 min)
geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 8 (Einbau von Fmoc-azaAla an der Festphase):

Das freie harzgebundene Amin (0.577 g, 0.17 mmol/g, 98 pmol) wird mit
trockenem DMF (3 x 5 mL, je 5 min) gewaschen und mit einer Losung von Fmoc-
azaAla-Cl (03 (0.164 g, 0.496 mmol, 5.1 Aquiv.) und DIPEA (92 69 mg,

0.54 mmol, 5.5 Aquiv.) in trockenem DMF (5 mL) versetzt. Nach 15 h Schiitteln bei
Raumtemperatur wird die Reaktion durch Waschen mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min)
und CHCI, (3 x 10 mL, je 3 min) abgebrochen. AnschlieRend wird das Harz@ Et
(4 x 10 mL, je 3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 9 (Abspalung der Fmoc-Schutzgruppe):

Das Harz (1 g) wird mit DMF (1 x 10 mL) 5 min gewaschen, mit 20% Piperidin in
DMF (2 x 10 mL) zuerst 5 min und danach 20 min entschutzt. Das Harz wird
anschlieend mit DMF (7 x 10 mL, je 3 min) und LLH (2 x 10 mL, je 3 min)
gewaschen, in ED (4 x 10 mL, je 3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 10 (Guanylierung von harzgebundenen aliphatischen Aminen):

Das freie harzgebundene aliphatische Amin (0.336 g, 0.17 mmol/g, 57 pmol) wird
mit wasserfreiem CpCl, (2 x 7 mL, je 5 min) gewaschen und mit einer Loésung von
N,N-Bis-Boc-1-guanylpyrazol §1) (35.6 mg, 0.115 mmol, 2.0 Aquiv.) in GEl,
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(1.6 mL) versetzt. Nach 15 h Schutteln bei Raumtemperatur wird das Harz st,CH

(6 x 7mL, je 3 min) gewaschen, inBX (4 x 7 mL, je 3 min) geschrumpft und
anschlie@end im Vakuum getrocknet. Um nicht umgeset2igN-Bis-Boc-1-
guanylpyrazol §1) zurtickzugewinnen, werden die vereinigten ,CHFiltrate im
Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wird in Dioxan aufgenommen und von den in
Dioxan unloslichen Weichmachern, resultierend aus den verwendeten
Kunststoffspritzen, abfiltriert. Das Filtrat wird im Vakuum vom Dioxan befreit, in
Hexan aufgenommen und das in Hexan unlosliche Pyrazol abfiltriert. Nach Entfernen

des Hexans im Vakuum erh&lt man reihgN-Bis-Boc-1-guanylpyrazol8l).

AAV 11 (Guanylierung von harzgebundenen Anilinen):

Das getrocknete freie harzgebundene Anilin (0.347 g, 0.16 mmol/g, 56 umol) wird
mit wasserfreiem CHGI(2 x 5 mL, je 5 min) gewaschen und mit einer LOsung von
N,N-Bis-Boc-1-guanylpyrazol 1) (0.328 g, 1.06 mmol, 19 Aquiv.) in CHCI
(3.0 mL) versetzt. Das verwendete Ckl@lurde Uber NZCO; gelagert, um Spuren
von HCI zu entfernen. Um das Eintrocknen der Reaktionssuspension zu verhindern,
wird das Reaktionsgefald (Kunststoffspritze mit PP-Fritte) zusammen mit einem in
CHClz-getrankten Zellstoff in eine 1 |-Flasche mit Schraubverschlul® gegeben. Die
Flasche wird verschlossen und in einem Trockenschrank auf 50 °C erwéarmt. Nach
10 min wird die Flasche kurz geoffnet, um einen kritischen Uberdruck abzubauen.
Man belal3t die Reaktion 20 h bei 50 °C und schittelt das Reaktionsgefald im Abstand
von 2-3 h, bis eine ,homogene“ Suspension entsteht. Danach wird das Harz mit
CH.ClI, (6 x 10 mL, je 3 min) gewaschen, in,@t(4 x 10 mL, je 3 min) geschrumpft
und im Vakuum getrocknet. Die Rickgewinnung von nicht umgesetztem Bis-Boc-1-
guanylpyrazol 1) wird analog zu der in AAV 10 beschriebenen Methode
durchgefihrt.
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AAV 12 (Pyrimidylierung von harzgebundenen aliphatischen Aminen):

Das getrocknete freie harzgebundene Alkylamin (30 mg, 0.20 mmol/g, 6.0 pmol)
wird in einer Losung von 2-Fluorpyrimidir88) (8.9 mg, 90 pumol, 15 Aquiv.) und
DIPEA (15 pL, 12 mg, 90 pmol, 15 Aquiv.) in trockenem DMF (180 pL) suspendiert.
Nach 24 h Schitteln bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch Waschen mit DMF
(4 x 1 mL, je 3 min) und C}€l, (2 x 1 mL, je 3 min) abgebrochen. Anschlie3end wird
das Harz in BED (4 x 1 mL, je 3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 13 (Pyrimidylierung von harzgebundenen Anilinen):

Das getrocknete freie harzgebundene Anilin (30 mg, 0.20 mmol/g, 6.0 umol) wird
in einer Losung von 2-Fluorpyrimidin8®) (18 mg, 0.18 mmol, 30 Aquiv.) und
BF;- E£O (9 pL) in trockenem DMF (180 pL) suspendiert. Nach 7 d Schutteln bei
Raumtemperatur wird die Reaktion durch Waschen mit DMF (6 x 1 mL, je 3 min) und
CH.CIl, (2 x 1 mL, je 3 min) abgebrochen. Anschliel3end wird das Harz,@ @t x
1 mL, je 3 min) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 14 (Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen):

Das Harz (0.7 g) wird mit C)l, (2 x 10 mL) gewaschen, mit einem 50:50:5-
Gemisch aus C)Cl,, TFA und TIPS (10 mL) oder einem 95:5-Gemisch aus TFA und
H,O (10 mL) versetzt und 1-2 Stunden geschittelt. Anschlielend wird das Harz mit
CH.CI, (3 x 10 mL, je 3 min) gewaschen und mit einer 20%igen Losung von DIPEA
in CH,CI, (10 mL, 5 min) neutralisiert. Danach wird das Harz mitClsi(5 x 10 mL,
je 3 min) gewaschen, in 8 (4 x 10 mL) geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

AAV 15 (Abspaltung vom TCP-Harz):

Das Harz (0.7 g) wird zunachst mit g&, (2 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und
dann einmal 1 h, einmal 30 min und einmal 3 min mit einem 3:1:6-Gemisch aus
Essigsaure, MeOH und GE&l, (10 mL) geschittelt und abfiltriert. Die vereinigten
Filtrate werden eingeengt und der Rickstand dreimal mit Toluol koevaporiert.
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AAV 16 (Abspaltung vom Rink-Amid-MBHA-Harz mit Seitenketten-
entschitzung):

Das Harz (0.7 g) wird zunachst mit g8, (2 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und
dann einmal 1 h mit einem 95:5-Gemisch aus TFA ug@d @0 mL) und dann 1 h mit
einem 4:1 Gemisch aus GEN und HO (10 mL) geschittelt und abfiltriert. Die
vereinigten Filtrate werden eingeengt und der Ruckstand dreimal mit Toluol

koevaporiert.

AAV 17 (Abspaltung vom Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel-Harz):

Das Harz (0.3 g) wird in einer 4:1-L6sung (seitenkettengeschiitzte Verbindungen)
bzw. 1:1-LOsung (seitenkettenentschitze Verbindungen) va€Bkind HO (8 mL)
suspendiert. Die Suspension wird im Abspaltgefald (Kunststoffspritze mit PP-Fritte)
1-6 h mit einem 150 W Quecksilber-Hochdruckstrahler (TQ 150 Z2 von Heraeus) aus
einer Entfernung von ca. 1 cm bestrahlt und mit Hilfe eines Magnetrihrers leicht
gerthrt. Bei Probeabspaltungen wird der Uberstand nach Filtration direkt per HPLC
bzw. LC-MS analysiert. Bei quantitativen Abspaltungen wird der Uberstand abfiltriert,
nochmals mit dem entsprechenden ;CN/H,O-Gemisch (3 x 8 mL, je 3 min)
gewaschen, die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt und a0s (Bl mL)
lyophilisiert.

9.3.2 Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika

Das Vorgehen bei der Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika ergibt sich aus
folgendem FlieBschema. Die in AAV 4-17 beschriebenen Quell- und Schrumpfschritte
sowie das Trocknen im Vakuum wurden nur bei Unterbrechung der Synthese befolgt.
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Tabelle 9.1Festphasensynthese der aza-RGD-Mimetika nach der Fmoc-Strategie bei
Verwendung von Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel- bzw. Rink-Amid-MBHA-
Harz.

Schritt Funktion AAV
[Nr.]

1 Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe (20% Piperidin in DMF) 9

2 Belegung des Harzes nit-Fmoc-geschitzer Aminosaure 4 oder 5

nach der HATU- oder TBTU-Methode

3 Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe (20% Piperidin in DMF) 9

4 Einbau der aktivierten aza-Bausteine 6, 7 oder 8

5 Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe (20% Piperidin in DMF) 9

6 Einbau einerN-Fmoc-geschitzen Aminosaure nach der5
HATU-Methode

7 Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe mit 20% Piperidin ird
DMF

gl Guanylierung oder Pyrimidylierung disTerminus 10, 11, 12

oder 13

9 Entfernen der permanenten Schutzgruppen mit TFA (und4 oder 16
Abspaltung vom Harz bei Verwendung von Rink-Amid-
MBHA-Harz)

10 Abspaltung vom Harz durch Photolyse 17

[a] Bei Festphasensynthesen der aza-RGD-Mimetika mit fré\eferminus wird

dieser Schritt ausgelassen.

JI\IJ\H o . 4 0
HoN H/\/\)LH'N\"/N\?)LNHZ
© Sco
Gua-0Ava-azaGly-Asp-NH, (139):
Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.336 g, 0.17 mmol/g,uf®mol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 10, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung 139 (13.2 mg, 70% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per

HPLC (0-20% in 30 min) ergati39 (9.6 mg, 38%) als farblosen Feststoff.
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'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K)d = 9.45 (s, 1H, CKCO-NH-NH),
7.91 (s, 1H, CBHHCO-NH-NH), 7.54 (br. s, 1H, bN-CNH,-NH), 7.25-6.85 (m,
6 H, HN-CNH,-NH, CO-NH,), 6.57 (d,J = 8.3 Hz, 1H, CO-N-CH), 4.35
(me, 1H, NH-CH-CO), 3.09 (rg, 2H, NH-CH,-CH,) 2.60 (m, 2H, CH-CH,-
CO,H), 2.13 (t,J = 7.0 Hz, 2H, CHCH,-CO), 1.61-1.44 (m, 4H, CHCH,),-
CH,); *C-NMR (125.0 MHz, DMSO, 320 K) = 172.8, 171.8, 171.7, 157.3,
156.8, 49.7, 40.3, 36.4, 32.4, 27.8, 21HPLC (0-30% in 30 min) R= 4.4
min; ESI-MS:m/z332.3 (100) [M + H].

NH,

HN)\

NH o L, 4 O
AR,
~Co,H
cis-Gua-Cyh-azaGly-Asp-NH, (140):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.310 g, 0.17 mmol/g,u®8l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 10, 14 (95:5 TFAMBGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung140 (20.8 mg, quant. Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per

HPLC (0-20% in 30 min) ergab40(11.0 mg, 44%) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K)3 = 9.44 (s, 1H, CH-CO-N-NH),
7.87 (s, 1H, CH-CO-NH-N), 7.61 (br. s, 1H, BN-CNH,-NH), 7.22-6.83 (m,
6H, H,N-CNH»,-NH, CO-NH,), 6.64 (br. s, 1H, CO-N-CH), 4.33 (3, 1H,
NH-CH-CO), 3.63 (br. s, 1H, NH4E(CH,),), 2.59 (m, 2H, CH-CH,-COH),
2.30 (m, 1H, (CH,),CH-CO), 1.81-1.53 (m, 8H, aliphat.°C-NMR (128.0
MHz, DMSO, 300 K):0 = 174.7, 173.1, 172.4, 157.5, 155.9, 49.7, 46.2, 39.0,
36.6, 28.6, 23.8 und 23.6 (Singulett-Paar)*; HPLC (0-20% in 30 mirg R
10.8 min; ESI-MS:m/z 358.3 (100) [M + H]. *Wie im HMQC-COSY-
Spektrum zu erkennen ist, resultieren die beiden Singuletts aus zwei

verschiedenen Konformeren.
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H H H
HZN\H/NO)‘\H/N\H/N\;)LNHZ
NH @) ~

CO,H

Gua-Mab-azaGly-Asp-NH, (141a):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.349 g, 0.17 mmol/g,us®l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 11, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl4la (11.3 mg, 55% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per
HPLC (0-20% in 30 min) ergab4la(4.8 mg, 18%) als farblosen Feststoff.

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.36 g, 0.59 mmol/g, 0.21 mmol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 11 und 16 die Verbindudgila (179 mg, quant. Rohausbeute) als
farbloses Ol. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) ertyaba (63.4 mg, 65%) als

farblosen Feststoff.

'H-NMR (600 MHz, DMSO) = 12.30 (br. s, 1H, Cf1), 10.32 (s, 1H, Ar-
CO-NH-NH), 10.02 (s, 1H, N-Ar), 8.27 (s, 1H, Ar-CO-NH-M), 8.26-7.54
(m, 7H, 3 x Ar-H,H,N-CNH,-NH), 7.42 (ng, 1H, 1 x Ar-H), 7.18 und 7.13 (2
x br. s, 2H, CO-NH), 6.82 (br. s, 1H, CO-N-CH), 4.40 (g, 1H, NH-CH-
CO), AB-Signal d = 2.67,0s = 2.58,Jas = 16.2, zusatzlich aufgespalten
durch Ja @ = 5.3 Hz unddg e = 7.1 Hz, 2H, CH-EBl,-COH); **C-NMR
(150.0 MHz, DMSO):6 = 174.0, 172.0, 166.0, 158.0, 136.4, 134.7, 130.5,
128.3, 125.9, 124.2, 50.6, 39lPLC (0-20% in 30 min) = 10.8 min; ESI-
MS: m/z352.2 (100) [M + H].

O

0
H H
_N__N
NH N \:)LNHZ
J H o
HoN” N CO,H
H o OcH,

Gua-Amb-azaGly-Asp-NH, (142):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.407 g, 0.17 mmol/g,u®®l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 11 (20 Aquiv., OM, 60 °C, 2 d), 14 (95:5 TFAUD-
Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die Verbinduhg2 (23.4 mg, 89% Rohausbeute) als
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gelben Feststoff. Reinigung per HPLC (0-20% in 30 min) efg&(5.4 mg, 16%) als
farblosen Feststoff.

HPLC (0-20% in 15 min) R= 2.0 min; ESI-MSm/z382.2 (100) [M + HI.

Gua-Ani-azaGly-Asp-NH, (143):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.370 g, 0.17 mmol/g,u®8l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 11 (15 Aquiv., OM, 60 °C, 7 d), 14 (95:5 TFA4D-
Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die stark verunreinigte Verbindi#®)(18.6 mg, 84%
Rohausbeute) als gelben Feststoff.

HPLC (0-20% in 15 min) R= 4.7 min; ESI-MSm/z353.1 (100) [M + H.

O

(0]
H H
HZNTNO)‘\H/\"/N\;)LNHZ
NH (0] ~
CO,H

Gua-Mab-Gly-Asp-NH, (144):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.306 g, 0.17 mmol/g,u®sdl) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 9, 11, 14 (95:5 TFAJEB-Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl44 (15.6 mg, 86% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 18.8 min; ESI-MSm/z351.2 (100) [M + H].



168 9 Experimente

HZNJLH/\/\)LN'H\"/H\?)LNHZ
SCOo,H
Gua-0Ava-azaSar-Asp-NH, (145):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.372 g, 0.18 mmol/g,u®ol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 10, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung 145 (22.3 mg, 96% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per

HPLC (0-20% in 30 min) ergab45(12.8 mg, 42%) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K)b = 8.48 (s, 1H, N-N), 7.54 (br. s,
1H, HbN-CNH,-NH), 7.29-6.83 (m, 6HH,N-CNH,-NH, CO-NH,), 6.68 (d,J
= 7.7 Hz, 1H, CO-M-CH), 4.39 (q,J = 6.8 Hz, 1H, NH-EI-CO), 3.09 (q,J =
6.1 Hz, 2H, NH-G,-CH,), 2.95 (s, 3H, N-Ck), AB-Signal f = 2.64,5g =
2.56,Jas = 16.1, zusatzlich aufgespalten dudhye = 5.3 Hz undlg j) =
7.4 Hz, 2H, CH-E1,-COH), 2.29 (br. s, 2H, CHCH,-CO), 1.48 (br. s, 4H,
CH,-(CH,),-CH,); *C-NMR (128.0 MHz, DMSO, 300 K)5 = 175.0, 172.9,
172.0, 156.7, 156.4, 50.1, 40.5, 36.8, 35.3, 30.8, 28.1; RPBC (0-30% in
30 min) R=14.0 min; ESI-MSm/z346.3 (100) [M + H].

NH,

HN)\

NH

| o L 4 O
N'N\"/N\)LNHZ

[}
CH; O

:\COZH
Gua- cisCyh-azaSar-Asp-NH, (146):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.300 g, 0.18 mmol/g,umél) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 10, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 die Verbindung
146 (16.6 mg, 83% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K (Probe enthalt PEG (s ®ei 3.52))):5
= 8.49 (br. s, 1H, N-N), 7.40 (d,J = 8.2 Hz, 1H, EN-CNH»-NH), 7.23-6.82
(m, 4H,H,N-CNH,-NH), 6.70-6.58 (m, 2H, CO-N}), 6.02 (d,J = 8.0 Hz, 1H,
CO-NH-CH), 4.40 (g, 1H, NH-CH-CO), 3.74-3.62 (m, 1H, NH4€(CH,),),
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2.96 (s, 3H, N-ChH), 2.79-2.69 (m, 1H, (Cp,CH-CO), AB-Signal §, = 2.65,

Og = 2.57,Jas = 16.0, zusatzlich aufgespalten dudghyq) = 5.4 Hz undlg v

= 7.3Hz, 2H, CH-El,-COH), 1.74-1.37 (m, 8H, aliphat.)**C-NMR

(128.0 MHz, DMSO, 300 K)d = 177.9 und 177.5 (Singulett-Paar)*, 172.8,
171.9, 156.5, 155.9, 50.0, 45.8 und 43.1 (Singulett-Paar)*, 36.8 (2C), 35.4,
28.6, 23.3 (br. $HPLC (0-20% in 30 min) R= 16.0 min; ESI-MSm/z372.4

(100) [M + H7. *Wie im HMQC-COSY- und HMBC-Spektrum zu erkennen

ist, entsprechen die Singulett-Paare einem Kohlenstoffatom und resultieren aus

zwei verschiedenen Konformationen.

H H H
Y T
NH CH3 @) \COZH

Gua-Mab-azaSar-Asp-NH, (147):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.308 g, 0.18 mmol/g,ussl) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 11, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung147 (20.4 mg, quant. Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per
HPLC (0-20% in 30 min) ergab47(10.0 mg, 38%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 14.8 min; ESI-MSm/z366.3 (100) [M + H].

Gua-Mape-azaSar-Asp-NH (148):
Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.311 g, 0.18 mmol/g,u®m6l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 11, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
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Verbindung 148 (19.7 mg, 93% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per
HPLC (0-20% in 30 min) ergab48(12.3 mg, 45%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 20.6 min; ESI-MSm/z380.3 (100) [M + HI.

Gua-Pab-azaSar-Asp-NH (149):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.369 g, 0.18 mmol/g,u®6l) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 11, 14 (95:5 TFA®BFGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung 149 (17.9 mg, 74% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per
HPLC (0-20% in 30 min) ergab49(14.8 mg, 47%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 11.6 min; ESI-MSm/z366.3 (100) [M + H].

cisGua-Mamb-azaSar-Asp-NH, (150):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.289 g, 0.18 mmol/g,u®mdl) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9, 10, 14 (95:5 TFAMBGemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl50(17.3 mg, 88% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

ESI-MS:m/z759.2 (20) [2M + F, 380.2 (100) [M + Hi.
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JI\II\H O CoHy, O
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7 H H \[OI/ : 2
SCOo,H

Gua-0Ava-azaAla-Asp-NH, (151):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.306 g, 0.18 mmol/g,u®m6l) ergab
nach AAV 5 (12 h), 8, 9, 10, 14 (95:5 TFA®B+Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl51(18.9 mg, quant. Rohausbeute) als gelben Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K (Probe enthalt PEG (s bei 3.51))):
5=9.94 (s, 1H, N-M), 8.11 (br. s, 1H, BN-CNH,-NH), 7.30-6.75 (m, 7H,
H,N-CNHy-NH, CO-NH,, CO-NH-CH), 4.27 (ng, 1H, NH-CH-CO), 3.11 (g
2H, NH-CH,-CH,), 2.93 (s, 3H, N-Ch), 2.59-2.55 (m, 2H, CH-8,-COH),
2.23-2.11 (m, 2H, CHCH,-CO), 1.66-1.43 (m, 4H, CHCH,),-CH,):
3C-NMR (128.0 MHz, DMSO, 300 K)5 = 173.6, 173.1, 172.1, 157.1, 156.9,
50.7, 40.3, 36.4, 35.7, 32.7, 27.8, 21HPLC (0-20% in 30 min) R
12.0 min; ESI-MSm/z691.2 (30) [2M+ H], 346.1 (100) [M + H].

NH

H,N” NH 0 cHs, O

tﬁ/”\,N N
N \)LNHz

H 0o

\cozH
Gua- cisCyh-azaAla-Asp-NH, (152):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.261 g, 0.18 mmol/g,udol) ergab
nach AAV 5 (12 h), 8, 9, 10, 14 (95:5 TFA®B-Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindung 152 (17.1 mg, 98% Rohausbeute) als gelben Feststoff. Reinigung per
HPLC (0-20% in 30 min) ergatb2(11.0 mg, 48%) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 320 K)3 = 9.91 (s, 1H, N-NH), 7.48 (br. s,
1H, H,N-CNH,-NH), 7.19-6.78 (m, 6HH,N-CNH,-NH, CO-NH,), 6.66 (d,
J= 8.0 Hz, 1H, CO-M-CH), 4.34 (ng, 1H, NH-CH-CO), 3.65 (br. s, 1H, NH-
CH(CH,),), 2.92 (s, 3H, N-Ck), 2.62 (d,J = 5.9 Hz, 2H, CH-El,-CO,H),
231 (m, 1H, (CH),CH-CO), 1.78-1.55 (m, 8H, aliphat)**C-NMR
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(128.0 MHz, DMSO, 300 K)d = 174.5, 173.2, 172.5, 157.2, 155.9, 50.4, 46.1,
38.9, 36.1, 35.6, 28.5, 23.6 und 23.3 (Singulett-PaadPLC (0-20% in

30 min) R = 19.2 min; ESI-MS:m/z 743.3 (30) [2M + H], 372.2 (100)

[M + H™]. *Wie im HMQC-COSY-Spektrum zu erkennen ist, entsprechen die
Singulett-Paare einem Kohlenstoffatom und resultieren aus zwei verschiedenen

Konformationen.

HoN_ N A
2 P
Co,H

Gua-Mab-azaAla-Asp-NH, (153):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.335 g, 0.16 mmol/g,umél) ergab
nach AAV 5 (12 h), 8, 9, 11, 14 (95:5 TFA®B-Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl53(14.9 mg, 75% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 22.8 min; ESI-MSm/z366.1 (100) [M + H].

HZNJ\N N'N\"/N\)LNHZ

\COZH
Gua-Mape-azaAla-Asp-NH (154):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.347 g, 0.16 mmol/g,u®m6l) ergab
nach AAV 5 (12 h), 8, 9, 11, 14 (95:5 TFA®B+Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl194 (18.3 mg, 86% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 24.4 min; ESI-MSm/z759.1 (20) [2M + H],
380.2 (100) [M + H].
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O CH;

N N
HoN N N X NH
2 N N \[O]/ z 2

SCOo,H

o)

Gua-Mamb-azaAla-Asp-NH, (155):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.285 g, 0.16 mmol/g,u#6l) ergab
nach AAV 5 (12 h), 8, 9, 10, 14 (95:5 TFA®B+Gemisch, 1 h) und 17 (6 h) die
Verbindungl55(16.1 mg, 92% Rohausbeute) als gelben Feststoff.

HPLC (0-20% in 30 min) R= 24.8 min; ESI-MSm/z380.2 (100) [M + HI.

] Q\W
H,oN H H N O
2 rd
Y L
NH 0]
CO,H

Gua-Mab-azaGly- N-BPraMamb-NH (137):

N-BPra(Bu)Mamb-Aminoethyl-Photolinker-TentaGeb7f (0.192 g, 0.36 mmol/g,
55 pumol) ergab nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 11, 14 (50:50:5 TFAJCHTIPS-Gemisch,
1.5 h) und 17 (6 h) die Verbindun37 (9.45 mg, 39% Rohausbeute) als gelben
Feststoff.

HPLC (10-90% in 30 min (verunreinigt mit 59% M - 18 bei=R9.7 min))
R; = 8.6 min; ESI-MSm/z442.0 (60) [M + H], 424.1 (100) [M - HO + H].

H H H
HZN\H/NO)‘\H/N\H/N\;)LNHZ
NH @) ~

SOsH

Gua-Mab-azaGly-Cysa-NH (135):

Fmoc-Aminoethyl-Photolinker-TentaGel (0.394 g, 0.17 mmol/g,u®ol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 6, 9, 11, 14 (50:50:5 TFA/&H/TIPS-Gemisch, 1.5 h) und 17
(6 h) die Verbindund.35(21.4 mg, 81% Rohausbeute) als braunen Feststoff.
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HPLC (0-20% in 30 min) R= 9.0 min; ESI-MSm/z426.0 (10) [M + K],
410.0 (20) [M + N4, 388.0 (80) [M + H].

H H
NN

N =" NH

H;\O)LH \g/ \ i

COLH

H-Inp-azaGly-Asp-NH, (171a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §8nol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindung7la (49.8 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 1.8 min; ESI-MSm/z641.0 (10) [2M + K],
603.0 (30) [2M + H], 302.1 (100) [M + H.

HNTY 0 0
H H
v I M,
H & 3
co,H

H-Cmp-azaGly-Asp-NH, (174a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §énol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindung74a (59.9 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen

Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 1.8 min; ESI-MSm/z671.1 (20) [2M + K],
632.9 (10) [2M + H], 317.1 (100) [M + H.
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H-gAhx-azaGly-Asp-NH, (170a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §énol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindung7Oa (47.6 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 2.2 min; ESI-MSm/z645.1 (20) [2M + K],
606.9 (10) [2M + H], 304.1 (100) [M + H.

H-cisCyh-azaGly-Asp-NH, (173a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §é8nol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindung73a (47.7 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 2.2 min; ESI-MSm/z669.2 (10) [2M + K],
631.1 (20) [2M + H], 316.0 (100) [M + H].

o) § o o)
CO,H

H-Inp-azaGly-D-Asp-NH, (171b):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §énol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindunt71lb (48.3 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.
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HPLC (0-60% in 20 min) R= 1.9 min; ESI-MSm/z603.0 (20) [2M + HI,
302.1 (100) [M + HI.

(SS¥TE
N .N__N
N i f‘\NHZ
o]

CO,H

H-Cmp-azaGly-D-Asp-NH, (174b):
Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, 8§8nol) ergab nach AAV 5 (1.5

h), 6, 9 und 16 die Verbindun74b (59.2 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 1.8 min; ESI-MSm/z671.0 (10) [2M + K],
633.0 (10) [2M + H], 317.1 (100) [M + H].

HZN\/\/\)?\N/H N I
N \g/ f‘\NHZ
CO,H
H-gAhx-azaGly-D-Asp-NH,; (170b):
Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §énol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindungj7Ob (42.2 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen
Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 2.2 min; ESI-MSm/z606.9 (10) [2M + HI,
304.1 (100) [M + H.
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e
CO,H
H-cisCyh-azaGly-D-Asp-NH, (173b):
Rink-Amid-MBHA-Harz (0.20 g, 0.43 mmol/g, §énol) ergab nach AAV 5 (1.5
h), 6, 9 und 16 die Verbindung39d (51.0 mg, quant. Rohausbeute) als farblosen

Feststoff.

HPLC (0-60% in 20 min) R= 2.2 min; ESI-MSm/z631.0 (20) [2M + HI,
316.0 (100) [M + HI.

CO,H
H-Inp-azaSar-N-BPraMamb-NH , (172):

Rink-Amid-MBHA-Harz-gebundene$7 (0.168 g, 0.50 mmol/g, 84mol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9 und 16 die Verbinduhg?2 (89.0 mg, quant. Rohausbeute)
als farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) et@al§36.3 mg,
83%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 16.6 min; ESI-MSm/z 832.9 (20) [2M +
Na'], 811.0 (15) [2M + H], 428.1 (30) [M + N4, 406.1 (100) [M + H].

CHz O o)

ISARRacA

CO,H
H-Cmp-azaSarN-pPraMamb-NH, (175):

Rink-Amid-MBHA-Harz-gebundene$7 (0.169 g, 0.50 mmol/g, 84mol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9 und 16 die Verbinduhgb (80.8 mg, quant. Rohausbeute)
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als farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) et@al§37.7 mg,
84%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 15.7 min; ESI-MSm/z879.0 (20) [2M + K],
459.1 (30) [M + K], 443.1 (40) [M + N4, 421.1 (100) [M + H].

}
N.
H,N HJ\N NH,
0 H

cl
H-Cpb-azaSarN-BPraMamb-NH, (176):

Rink-Amid-MBHA-Harz-gebundene$7 (0.231 g, 0.50 mmol/g, 13%mol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9 und 16 die Verbindubg6 (130.8 mg, quant. Rohausbeute)
als farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-60% in 30 min) et@él§40.0 mg,
43%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-60% in 30 min) R= 17.0 min; ESI-MSm/z 1016.9 (30) [2M +
K'], 978.8 (30) [2M + HI], 490.0 (100) [M + H.

CO,H
H-(2S,4S)-Azpc-azaSaiN-BPraMamb-NH, (178):

Rink-Amid-MBHA-Harz-gebundene$7 (0.179 g, 0.43 mmol/g, 74Imol) ergab
nach AAV 5 (1.5 h), 7, 9 und 16 die Verbinduhg8 (56.0 mg, quant. Rohausbeute)
als farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) et@8l§31.4 mg,
65%) als farblosen Feststoff.
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HPLC (0-30% in 30 min) R= 15.7 min; ESI-MSm/z 1042.9 (30) [2M +
Na'], 533.1 (60) [M + N&, 511.0 (100) [M + H].

H H H
HzNTN\/\)I\H,N\"/N\I)LNHZ
Co,H
Gua-yAbu-azaGly-Asp-NH, (186a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 10 und 16 die Verbinduri@6a (45.0 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) edf#a (27.9 mg,
75%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 6.4 min; ESI-MSm/z635.1 (20) [2M + HI,
318.1 (100) [M + HI.

SR S ey
CO,H
Gua-yAbu-azaGly-D-Asp-NH, (186b):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 10 und 16 die Verbindud@6b (38.4 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) eff6b (21.9 mg,
59%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 6.1 min; ESI-MSm/z635.1 (20) [2M + HI,
318.1 (100) [M + HI.
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Gua-Cpb-azaGly-Asp-NH, (187a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 10 und 16 die Verbindui@7a (54.8 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) edfata (24.8 mg,
53%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 20.7 min; ESI-MSm/z854.9 (15) [2M + H,
428.1 (100) [M + H].
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Gua-Cpb-azaGlyD-Asp-NH, (187Db):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 10 und 16 die Verbindud@7b (57.8 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) efd&th (28.5 mg,
61%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 21.6 min; ESI-MSm/z855.0 (20) [2M + H],
428.1 (100) [M + H].
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Gua-Mab-azaGly4 -Asp-NH, (141b):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 11 und 16 die Verbindudglb (47.1 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-30% in 30 min) efg&lb (18.2 mg,
45%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-30% in 30 min) R= 9.0 min; ESI-MSm/z703.1 (20) [2M + H],
352.0 (80) [M + H].

0 0

H H H
LN\Y H/NT gLNHz
N SCO,H

Pym-Mab-azaGly-Asp-NH, (188a):

Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 13 und 16 die Verbindui@8a (49.9 mg, quant. Rohausbeute) als
farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-60% in 30 min) edfifa (26.9 mg,
62%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-60% in 30 min) R= 12.2 min; ESI-MSm/z813.0 (40) [2M + K],
797.0 (60) [2M + N§, 774.9 (20) [2M + H], 410.1 (40) [M + N&], 388.0
(100) [M + H1.

N N I HoR T
X N NH
Z CO,H

Pym-Mab-azaGly-D-Asp-NH, (188b):
Rink-Amid-MBHA-Harz (0.15 g, 0.56 mmol/g, §6mol) ergab nach AAV 4, 5
(2.5h), 6, 9, 13 und 16 die Verbindud®8b (59.9 mg, quant. Rohausbeute) als
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farblosen Feststoff. Reinigung per HPLC (0-60% in 30 min) eff8b (29.7 mg,
69%) als farblosen Feststoff.

HPLC (0-60% in 30 min) R= 12.2 min; ESI-MSm/z813.0 (20) [2M + K],
796.9 (20) [2M + N&, 774.9 (20) [2M + H], 388.0 (100) [M + H.

9.3.3 Kombinatorische Synthese von aza-RGD-Mimetika nach der Split-
Methodel150.182}

Die kombinatorische Synthese der aza-RGD-Mimetika wurde an TentaGel Macro-
beads (280-320 um) durchgefiihrt. Um einen vollstandigen Umsatz zu gewahrleisten,
wurden daher die in AVV 5-14 beschriebenen Reaktionszeiten sowie die Dauer der
Waschschritte verdoppé#3l Beim Schrumpfen der Macrobeads wurde zuerst mit
einem 1:1-Gemisch aus zuletzt verwendetem Losungsmittel y@g &nn mit einem
1:4-Gemisch und abschlieBend mit reinemOEtgewaschen. Zum Quellen der
Macrobeads erfolgte die Losungsmittelzugabe in umgekehrter Reihenfolge. Durch
diese Vorgehensweise konnte das Zerbrechen von Macrobeads weitgehend verhindert
werden.

Sechs 10 mL-Kunststoffspritzen mit PP-Fritte wurden jeweils mit Fmoc-
entschitztem Aminoethyl-Photolinker-TentaGel-MB-Harz (180 mg, 0.29 mmol/g,
52 umol) beladen. In einem Reaktionsgefald wNeéPra(Bu)Mamb %7) nach der
oben beschriebenen Submonomermethode aufgebaut. In den Ubrigen Reaktionsgefafien
wurden nach AAV 5 (5 h) die Aminosauren Frmec-Asp(Bu)-OH @37/38, Fmoc-
D,L-Glu-OH (39/40, Fmoc-Cpdc(2Bu)-OH 52a/Fmoc-Cpdc(5Bu)-OH F2b) als
62:38-Isomerengemisch, Fmoc-ldp(Bu)-OH7  und Fmoc-Cysa-OH- (DIPEA)

(43) getrennt an die Harze gekuppelt und anschliel3end nach AAV 9 Fmoc-entschutzt.
Die Harze wurden als Suspension in DMF mit Hilfe einer Pipette in eine 10 mL-
Spritze mit PP-Fritte transferiert, deren Leergewicht zuvor bestimmt wurde. Das
Uberschiissige DMF wurde dabei durch Anlegen eines Vakuums abgesaugt. Die
vereinigten Harze wurden anschliel3end in DMF suspendiert, 15 min durch Rotation
Uber Kopf durchmischt, in ED geschrumpft und im Vakuum getrocknet. Danach
betrug die Gesamtmasse des Harzes 1.169 g. Man erhielt drei mit gleicher Harzmenge
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beladene Reaktionsgefal3e, indem in zwei 10 mL-Spritzen mit PP-Fritte jeweils 0.290 g
des Harzes Ubertragen wurde. Nach AAV 6-8 wurden die aktivierten Fmoc-geschuitzen
Azaaminosauren 5-t®-Fluoren-9-ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-2{3-on (101, Fmoc-
azaSar-Cl 102 und Fmoc-azaAla-ClI103 getrennt mit den Harzen zur Reaktion
gebracht und anschlieBend nach AAV 9 Fmoc-entschitzt. Geméal der oben
beschriebenen Methode wurden die drei Harzportionen vereinigt (1.165 g), gemischt
und auf 10 ReaktionsgefaRe (je 0.116 g) aufgeteilt. Die Fmoc-geschitzten
Aminosauren FmogAbu-OH (73), FmocdAva-OH (74), Fmoc-Inp-OH 76), Fmoc-
eAhx-OH (75), Fmoc-Mab-OH §6), FmoceisCyh-OH (72), Fmoc-Cmp-OH T7),
Fmoc-Mape-OH 70), Fmoc-Cpb-OH §4) sowie Fmoc-(3,49)-Azpc-OH (78) wurden

nach AAV 5 (16 h) getrennt an die Harze gekuppelt und anschlieend nach AAV 9
Fmoc-entschitzt. Jedem Reaktionsgefald wurden ca. 85 mg Harz entnommen, nach der
oben beschriebenen Methode, vereinigt (0.859 g), gemischt und auf zwei
Reaktionsgefalle (je 0.430 g) aufgeteilt. Der eine Teil wurde zuerst nach AAV 10 dann
nach AAV 11 guanyliert, der andere zuerst nach AAV 12 dann nach AAV 13
pyrimidyliert. AbschlieBend wurden die Bibliotheken jeweils gemafll AAV 14
seitenkettenentschutzt.

9.3.4 Synthese eines aza-RGD-Mimetikums mit Acrylatanker

(0] (0]
H H H
BocHN N _N N\)]\
N Ny on
H -
BocN (@] ~
CO,t-Bu

Gua(Boc)-Mab-azaGly-Asp(Bu)-OH (189):
Asp(Bu)-TCP-Harz (1.00 g, 0.6 mmol/g, 0.6 mmol) ergab nach AAV 3, 5 (1.5 h), 6,
9, 11 und 15 die Verbinduri9 (75.5 mg, 21% Rohausbeute) als farbloses Ol.

HPLC (10-90% in 30 min) & 21.9 min; ESI-MS:m/z 1239.1 (30)
[2M + Na'], 1217.0 (30) [2M +F], 631.1 (30) [M + N&, 609.0 (100)
M+ H.
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H H H
BocHN._N NN~ ~NH
BocN O ~ .

Gua(Boc)-Mab-azaGly-Asp(Bu)-Hda-H (190):

Gua(Boc)-Mab-azaGly-Asp(Bu)-OH 189 (75.2 mg, 0.123 mmol), HOAt
(16.8 mg, 0.124 mmol, 1.0 Aquiv.) und HATU (56.5 mg, 0.148 mmol, 1.2 Aquiv.)
wurden in wasserfreiem DMF (1.5 mL) gelost und anschlieRend mit Collidin (163 pL,

149 mg, 1.23 mmol, 10 Aquiv.) versetzt. Nach 2 h wurde diese Lésung unter heftigem
Ruhren bei 10 °C innerhalb 5 min zu einer Losung von 1,6-Diaminohexan (0.287 g,
2.47 mmol, 20 Aquiv.) in DMF (2 mL) getropft. Man belieR? die Reaktion 10 min bei
dieser Temperatur und ruhrte dann weitere 70 min bei Raumtemperatur. Anschlie3end
wurde das Reaktionsgemisch im Olpumpenvakuum eingeengt. Der Riickstand wurde
in CH,CI, (15 mL) aufgenommen und mit,@& (2 x 15 mL) extrahiert. Einengen im
Vakuum ergab die Verbindurip0 (82.2 mg, 95% Rohausbeute) als braunen Feststoff.

HPLC (10-90% in 30 min) & 20.1 min; ESI-MS:m/z 1435.2 (30)
[2M + Na'], 1413.2 (30) [2M +H], 729.2 (60) [M + N3, 707.2 (100)
[M + H].

H C v on § H 7
BocHN__ N N,N\n/N\)j\N/\/\/\/N N =
F:II\]I/ Ho o N 0 H
CO,t-Bu 2
191aR=H
191b R =Boc

2:1-Gemisch von Gua(Boc)-Mab-azaGly-Asp(Bu)-Hd&Ahx-eAhx-Aca (191a)

und Gua(Boc)-Mab-azaGly-Asp(Bu)-Hda-€Ahx-gAhx-Aca (191b):
6-{[6-(allanoylamino)hexanoyllamino}hexansaure (AoA&hx-eAhx-OH) (69 mg,

0.23 mmol, 2.0 Aquiv.) und HATU (97 mg, 0.26 mmol, 2.2 Aquiv) wurden in

wasserfreiem DMF (2.5 mL) geldst und anschlie3end mit Collidin (340 pL, 310 mg,

2.6 mmol, 22 Aquiv.) versetzt. Nach 1 h wurde unter Rihren innerhalb 5 min eine

Losung von Gua(Bog)Mab-azaGly-Asp(Bu)-Hda-H100) (82.0 mg, 0.116 mmol) in

DMF (1 mL) zugetropft. Nach 2 h wurde das Reaktionsgemisch im Olpumpenvakuum
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eingeengt. Der Rickstand wurde in einem Losungsmittelgemisch ai@3,GH mL)

und TFE (250 pL) aufgenommen und langsam zyd@MH(35 mL) getropft. Es bildete

sich ein farbloser Niederschlag, der durch Zentrifugieren und Abdekandieren
abgetrennt wurde. Entfernen des Losungmittels im Vakuum und Reinigung per HPLC
(30-80% in 30 min) ergab ein Gemisch vdiBla und 191b im HPLC-

Integralverhéltnis von 2:1 (33.9 mg, 32%) als farblosen Feststoff.

191a
HPLC (10-90% in 20 min) R= 11.8 min; ESI-MSmM/z909.3 (70) [M + Nj,
887.3 (40) [M + H].

191a
HPLC (10-90% in 20 min) R= 16.8 min; ESI-MSm/z1009.3 (90) [M + N§.

O O O
H H H H
HoN( N -N N\)]\ e Vavl =
NH O O 5

\cozH
Gua-Mab-azaGly-Asp-Hda€Ahx-eAhx-Aca (192):

Ein 2:1-Gemisch voi9l1laund191b (33 mg, 36 pmol) wurde in G&l, (0.5 mL)
suspendiert und anschlie3end mit einem 95:5 TEA/Bemisch versetzt. Nach 1 h
wurde das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt. Lyophilisieren ugrgab die
Verbindung 192 (29.0 mg, 95%, verunreinigt mit 10% der entguanylierten

Verbindung) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO):5 = 10.31 (s, 1H, Ar-CO-N-NH), 10.02 (s,
1H, NH-Ar), 8.24 (s, 1H, Ar-CO-NH-N), 8.04 (m, 1H, CO-NH) 7.77 (dJ =
7.8 Hz, 1H, arom), 8.24-7.50 (m, 8H, 2 x ArdHhN-CNH>-NH, 2 x CO-NH),
7.41 (d,J = 7.9 Hz, 1H, arom), 7.17-7.09 (m, 1H, CO-NH), 6.80 (br. s, 1H,
NH-NH-CO-NH), 6.19 (ddJ=17.2, 10.1 Hz, 1H, CO44=CH,), 6.04 (ddJ =
17.1, 2.1 Hz, 1H, CO-CH=d"™H""Y, 5.54 (dd,J = 10.1, 2.1 Hz, 1H, CO-
CH=CH™H"", 4.42 (dt,J = J' = 7.9 Hz, 1H, NH-E&-CO), 3.13-2.94 (m, 8H,
4 x CO-NH-CH,) AB-Signal ©a = 2.63,05 = 2.55,Jas = 16.1, zusatzlich
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aufgespalten durchy yq) = 5.4 Hz undlg ) = 7.2 Hz, 2H, CH-EI,-CO,H),

2.01 (t,J = 7.3 Hz, 4H, 2 x CO-C}), 1.51-1.15 (m, 20H, aliphat.}*C-NMR

(125.0 MHz, DMSO):3 = 172.0, 171.83, 171.76, 170.6. 164.4, 157.6, 155.8,
135.6, 133.9, 131.9, 129.8, 127.6, 125.3, 124.7, 123.4, 50.1, 38.7, 38.4, 38.3,
38.2, 35.3, 29.0, 28.9, 28.8, 26.1, 25.9, 25.0; HPLC (10-80% in 30 min) R
10.6 min; ESI-MSm/z753.3 (10) [M + N&, 731.3 (100) [M + H].

9.4 On-bead sceeningnd Analyse der aza-RGD-Bibliotheken

9.4.1 Zusammensetzung descreeningLosungen

Bindungspuffer:

In H,O (800 mL) werden gelost: TRIS (6.06 g, 50.0 mmol)
NaCl (14.6 g, 250 mmol)
CaCl: (H,0O) (0.219 g, 1.00 mmol)
MgCl,- (H,0)e (0.203 g, 1.00 mmol)
MnSGQ, (1.7 mg, 10 pmol)
BSA Fraktion V (1.00 g)
Tween 20 (1.00 mL)

Der pH-Wert wird durch Zugabe von 2N HCI auf 7.4 eingestellt. Anschliel3end wird

mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 1000 mL aufgefullt.

Blockierungspuffer:
Dazu wird BSA (330 mg) in Bindungpuffer (10 mL) gelost.

Biotinanitkorperlésung:
Das monoklonale Biotinantikorper-Alkalinphosphatase-Konjugat (A-6561, Sigma)
wird mit Bindungspuffer 1:10000 verdunnt.

AP-Entwickler:
In H,O (800 mL) werden gel6st: TRIS (12.1 g, 100. mmol)
NaCl (5.84 g, 100 mmol)
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MgCl,- (H,0)e (1.02 g, 5.00 mmol)
Der pH-Wert wird durch Zugabe von 2N HCI auf 9.5 eingestellt. Anschliel3end wird
mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 1000 mL aufgefuillt.

Substratlésungen:
NBT/BCIP-LOsung: NBT (2.5 mg) und BCIP (1.0 mg) werden jeweils in DMF
(400 pL) mit Hilfe eines Ultraschallbades suspendiert und anschlieRend zur AP-

Entwickler-L6ésung (10 mL) gegeben.

BCIP-L6sung: BCIP (2.0 mg) wird in DMF (400 pL) mit Hilfe eines
Ultraschallbades suspendiert und anschlieRend zur AP-Entwickler-Losung (10 mL)

gegeben.

9.4.2 On-bead screeningund Analysemethoden

Protokoll des on-bead screenings einer aza-RGD-Bibliothek, die 180
unterscheidbarebeadsenthalt:

Die TentaGel-MB-gebundene aza-RGD-Bibliothek (14.3 mg, ca. Bdads
5.2facher UberschuR) wurde in eine 2 mL-Spritze mit PP-Fritte gegeben. AnschlieRend
wurden diebeadsin Blockierungspuffer (1.6 mL) suspendiert und 1 h bei 37 °C mit
Hilfe eines Orbitalschittlers mit 120 rpm geschittelt. Das Harz wurde mit
Bindungspuffer (3 x 1.6 mL) jeweils 10 min gewaschen und dabei mit ca. 15 rpm Uber
Kopf bei Raumtemperatur rotiert. Danach wurdenlsiadsmit biotinyliertemav[33-
Rezeptor (0.4 pg/mL in Bindungspuffer, 1.6 mL) Uber einen Zeitraum von 1 h bei
37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde erneut mit Bindungpuffer (3 x 1.6 mL) jeweils
10 min bei Raumtemperatur gewaschen und 1 h mit Biotinanitkdrperlésung (1.6 mL)
bei 37 °C inkubiert. Das Harz wurde anschlie3end mit Bindungspuffer (5 x 1.6 mL)
jeweils 4 min bei Raumtemperatur gewaschen und dann mit BCIP-L6sung (1.6 mL)
versetzt. Nach 25 min Rotieren bei Raumtemperatur wurde die Farbreaktion durch

Waschen mit KO (5 x 2 mL, je 3 min) unterbrochen.
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Analyse der positivenbeads

Nach demon-bead screeningvurde die TentaGel-MB-gebundenen aza-RGD-
Bibliotheken als Suspension in,® (ca. 1.5 mL) mit einer Pipette jeweils in eine
Vertiefung einer 24er Mikrotiterplatte transferiert. Die Bibliotheken wurden mit einem
Stereomikroskop bei ca. 40facher VergroRerung auf Anwesenheit von positiven
(gefarbten)beadsuntersucht. Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurden angefédnbéels
einzeln entnommenBeads die aus der selben Bibliothek isoliert wurden und die
gleiche Farbintensitat aufwiesen, wurden zusammen in ein 1.5 mL PP-Reaktionsgefal
mit Schraubverschluld gegeben. Man gab zubdaasDMSO (1 mL) und rotierte die
Reaktionsgefalle 48 h mit ca. 15 rpm bei Raumtemperatur Uber Kopf. Anschlie3end
wurden die ReaktionsgefaRe zentrifugiert und die Uberstande wurden vorsichtig mit
einer Pipette abgetrennt. Dieser Waschschritt wurde mit einem 43;CNZH,O-
Gemisch viermal wiederholt, wobei die Waschzeit jeweils 3 h betrug. Danach wurden
die beadsmit CH;CN (2 x 1 mL, je 20 min) und einem 4:1 ¢H,/Et,O-Gemisch (1 x
1 mL, 20 min) gewaschen. Nach Entfernen des LoOsungsmittels wurden in die
Reaktionsgefalle jeweils eine Lésung von Bod20 mg, 92 pumol) und DIPEA
(8.1 pL, 5.9 mg, 46 umol) in GE&l, (0.54 mL) und BO (0.06 mL) gegeben und 12 h
bei Raumtemperatur mit 15 rpm rotiert. AnschlieBend wurden miCEBH3 x 1 mL,
je 15 min) gewaschen. Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurde jeweilbezidin einen
250 pL-Injektions-Vial-Glaseinsatz (kein Kuststoffeinsatz!) gegeben. Mit einer
Glasspritze (keine Kunststoffspritze!) wurde zu jedbead ein 4:1 CHCN/H,O-
Gemisch (100 pL) so zugegeben, dallEsdvom Boden des Glaseinsatzes wéahrend
der Losungsmittelzugabe aufgewirbelt wurde. Nach 10 min wurde das L&sungsmittel
mit einer Spritze entfernt. Dieser Waschschritt wurde viermal wiederholt.
Anschlielend gab man nochmals ein 4:1;CNH,0O-Gemisch (100 pL) zu jedem
beadund verschlol3 die Glaseinsatze mit Parafilm. ligiadswurden mit einem 150 W
Quecksilber-Hochdruckstrahler (TQ 150 Z2 von Heraeus) aus einer Entfernung von ca.
1 cm zuerst 4 h und nach einer Unterbrechung von 12 h nochmals 2 h bestrahlt. Nach
weiteren 4 h wurde der Uberstand mit einer Glasspritze entnommen und direkt per LC-
MS und MS analysiert.
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11 Anhang
Tabelle 11.1a:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits
Nr. Struktur Methode Ergebnis
167 2 LC-MS R =12.1 min;
6 xin NH,  (10-90) m/z=516.2 (100) [M+Boc+N4] 394.2 (80)
X1) o [M+H]”
O, N« H*-Fragmentionen erkennbar von:
N N N
/\/\[Or H o o
CO,H NH, NH,
Exact Mass: 393,16 CH; O
HN.
H N HN\
CO,H CO,H
_________________________________________________________________________________ A% T
168 GHs 9 ? LC-MS R =11.2 min;
(1xin O\‘N/\/\H/N‘HJ\N/\)LNHZ (10-90) m/z= 454.2 (100) [M+Boc+Nd] 332.2
X1) o "N (20) [M+H]*
CO,H H'-Fragmentionen erkennbar von:

M

(0] (o) 0]
HN‘HJLN/\)I\NHZ HN/\)I\NHZ

N

CO,H CO,H
__________________________________________________________________________________ A v\ A
169 CHs O o LC-MS R, =11.8 min;
. HZNV\/\WN\NJLN/\)LNHZ (10--90) m/z= 450.1 (100) [M+Boc+N3, 350.3 (15)
%2) 0 A M +Na]", 328.3 (10) [M+H]
Exact Mass: 313,18 MS”auf """"""""""""""""""" o T
[M+H] " \N—N )
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Tabelle 11.1b:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
170  w on f LC-MS R;=10.2 min;
(7 xin HZN\/\/\)\H'NWN%NHZ (10-.90) m/z= 426.0 (40) [M+Boc+N4] 304.1 (30)
X4) ° Seom M+eHT™
Exact Mass: 303,15 MS" auf 9 ., 4 0
[M+H]* HZN\/\/\)LH/N\[I/N\{LNHZ
© CO,H
lMSZ
H oH
HoN \n/N NH, 5 ? 2
© CO,H 242 203 281
80% 40% 60% 100%
oo
ms hoch 3
NN
HoN \ﬂ/ |
© IC oH
_____________________ OO
MS" auf H Q H H
[M+Boc >( \n’N\/\/\)LH’N\n/N\fLNHz
+ (0]
Na]j l COLH
Ms?2
H\/\/\)OI\ d R
HOTN H,N\[]/N\fl\NHZ
° 60% ° CO,H
O 4 4 ©°
HZ“\/\/\)Lr\rN\n/N\f‘\r\nH2
100|:/o o CO,H
lMS3
176 2’2?6 ﬁ 244
L0 T00% 100
171 Q v ouw f LC-MS R:=10.2 min;
6xin O*H'NTN%NHZ (10-90) m/z= 424.0 (30) [M+Boc+N4] 302.0 (25)
HN (o} M+H]+
X3) CoM . )
Exact Mass: 301,14 Msn auf (0] (0]

100%
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Tabelle 11.1c:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
172 O-NH2 LC-MS R=12.2 min;
(2 xin (10-90) m/z=528.2 (30) [M+Boc+N4d] 406.2 (100)
X3) o L Y [I_V_I_-I:I__!]_j ____________________________________________
NN MS" auf Oy -OH
N
HﬁéHS\[g ICOzH [M+H]” ? ;/
Exact Mass: 405,20 N'N\n/N NH,
HN CH; O o}
Ms?
i o}
N’N“c\\ Y\
N &n, © H3C\N,N\n/N NH,
H o o}

25%

173 e o o LC-MS  R.=10.7 min;

6xin WH'NTN{LNHZ (10--90) m/z= 438.0 (50) [M+Boc+Nd] 316.2 (20)

X6) © COH . [M+H] _____________________________________________
Exact Mass: 315,15 Ms"

H i MS®  H,N” N
HN" Y NH, N |
o) COM CO,H
100% 100%
? ?
279 297

H
lmsz
o) HoH o)
o) N’ NH
1 Q* A
HO” N CO,H
N 21 o e
100% NN
DR
H,N CO,H
20%
ms?

? H,oN” \ﬂ/ %NHZ HZN’N\H/N\E
256.3 o o

100% 10%  COH 20% CO,H
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Tabelle 11.1d:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
174 HN o L, 4 © LC-MS R(=7.5min;
@2xin K/N\)LNfNTNfLNHZ (10-.90) m/z= 339.1 (100) [M+Nd]} 317 (30)
X7) "o CoOH [M+H]+ ____________________________________________
Exact Mass: 316,15 MS" auf HN o]

y ;
100% 2 10% © (gg;
lMS3 lMS3
NN
- 108 148
HaN Wg j|\ 100%  80%
COH
100%
n
MS" auf >|\ JOL
[M+Boc A OP WY
+NaJ N NH,
© CO,H
ms?
b

175 O NH2 LC-MS R;=10.4 min;

X7) Y o, Y [M+H]+ ____________________________________________

Exact Mass: 420,21 HN/\ o
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Tabelle 11.1eMassenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
175 O -NH2 MS" auf o
(5xin MBoc ol o K©\r
XD owy g Nl R
n L RN °
N \L

[}
CHz O

CO,H
Exact Mass: 420,21

176 cl Oy NH2 LC-MS R:;=14.3 min;
(5xin (10-.90) m/z= 612.1 (50) [M+Boc+Nd] 490.0 (30)
[M+H]*, 295 (100), 223 (40)
X9) o Y e AT N
HN N

n
N N MS" auf cl On-NH2
LT L
8 CO,H
Exact Mass: 489,18

|
10% 0o
Q@ H
HoN N,N\n/N o
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Tabelle 11.1f:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Struktur Methode Ergebnis
LC-MS R;=13.7 min;
(me (10-90) m/z=550.0 (70) [M+Boc+Nd], 233.0
x99 T Sw (100),216.1(45)
MS" auf 7 o nn
CH3 COZH [M+H]* ’
Exact Mass: 427,16 H 9 4
o._N N,N\n/N
X o) l Iz (0] \LCOZH
MS
cl
Oy NH;
o Tj
° cl 80‘!/0 © \LcozH ¢
Oy NHp
o}
o ;/>|/O\H/H Nseo
el NNTNI o 100% ! ©
10% ° COH lMSz
lms2
NH f
e
HN" Y I H o
CO,H HO\"/N NNsee
30% o 000 | ©
HN_ O %
COzH o
HoN Ny
100% ’]‘ Co
_______________________________________________________________________________________________________ AT
178 Q LC-MS R =13.2 min;
(3xin HoN NH;  (10-90) m/z= 633.2 (100) [M+Boc+N4] 511.2 (30)
X10) CHs O (M+H]”
A
ok LB

CO,H
Exact Mass: 510,22
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Tabelle 11.1g:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
178 Q MS" auf Oy NH2
(3 xin H,N NH; [M+BOC
X10) GHa O +Na] 0
gl\ljw‘/N‘NJLN >< ? ,H Nv\
& o H 0\, N COLH
O H N._o ©O
COLH ol
Exact Mass: 510,22 l MS2
OxNH,
OxNH,
o) Q H
HoJ(N_CHLN’N\n/NV\COZH
H N_Oo ©O o
NN o
20% Ph HZN N\ \n/ V\f
N__o O OH
100%
Ph
lMS3
OxNH,
o}
/NQCQO
N
HzN—CK\o\
HN~co,m ;f
100% 15%
179 = [cMS R=125min;
; GHs O Q - /z=571.2 (100) [M+Boc+N4] 449.1 (20)
3xin (10-90) m
Mo L LY N
A RN an o TReay T e

CO,H
Exact Mass: 448,21
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Tabelle 11.1h:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
180 LC-MS R=12.7 min;

H,N
0. NH
- CHs O ’ (10-.90) m/z= 583.2 (60) [M+Boc+Nd], 461.3 (20),
(2xin NN 261.1 (100)
X9) & o " :
(@]
H

I Msn an BocHN N,
? [M+Boc ¢Hs O
Exact Mass: 460,21 +N a]+ N No SN

o)
NH o NH BocHN
HO 2
CHs O cH
X 0
N NN SN N., .C*
H N N~
P& © O
0,
50% CO.H 50%
H,N
Os_NH,
CHs O
NN AL
NN
Ph’§ o]
O  100%
CO,H
l ms?®
H, H2N O _NH;,
H
E ’ ° EHS
N “N* N \NHZ HN
Ph/go o] Ph o]
100% 20% CO,H
CHs O O N2 35%
HN.
NJ\N
H
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Tabelle 11.1i:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
181 Q u u LC-MS R =9.0 min;
4xin HZN\/\)LH'NTN%NHZ (10--90) m/z= 398.1 (30) [M+Boc+Nd], 276.1 (20)
Y) ° eos MeH]"
Exact Mass: 275,12 H"-Fragmentionen erkennbar von:
o
HN’H\H/N{J\NH
2 2
© CO,H
_____________________________________________________________ 0 ____.
182 Q H H LC-MS R =9.9 min;
4xin HZN/\/\)LH'NTN N, (10-90) m/z= 412.1 (40) [M+Boc+Nd], 290.1 (30)
Y) COH . f___['i"_t'ﬂ]_ ______ SR S ——
Exact Mass: 289,14 MS" au H H
+NaJ’ lMS(; CO,H
J A
HO™ N H’ g NH,
CO,H
80% (0] H H (0]
H,N H’N\H/N NH,
MS3l © 2
100%
HN" Y fl\NHZ 07 213
o COH 100% 10%)
___________________________________________________________ o ____.
170 v onH P LC-MS R;=10.7 min;
(2xin HZN\/\/\)\H'NEN%NHZ (10— 90) H\m/{z; ]4+26.2 (45) [M+Boc+N4d] 304.1 (30)
Y) CO,H +H]
Exact Mass: 303,15 identisch mitl70aus Bibliothekx4
171 S v on L LC-MS R;=10.1 min;
(5xin O*H'NTN%NHZ (10-90) m/z= 424.0 (35) [M+Boc+N4d] 302.0 (30)
Y) HN © CO,H [M+H]™;
Exact Mass: 301,14 identisch mitLl71aus BibliothekX3
173 NH2 0 o} LC-MS R;=10.6 min;
H H '
(@xin ww T Nt (10-.90) m/z= 438.1 (60) [M+Boc+Nd] 316.1 (30)
Y) "o OaH [M+H]+

Exact Mass: 315,15

identisch mitl71aus BibliothekxX6
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Tabelle 11.1j:Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.3 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
184 HN  w on § LC-MS R = 2.2 min;
(1xin HZNJ\”/\/\)\H’NT” NH, (10-90)  m/z= 354.2 (80) [M+ Nal, 332.2 (100)
Y) © Scom [M+H] "
ExactMass: 331,106
MS" auf NH QS wv onw 9
[M+H] + HZNJI\H/\/\)LH’N NH,
(0] OH
l Ms2 (0]
NH (o]
HZNJ\H/\/\)J\H “ HZNJ\ /\/\)I\ H;
45% 100%

l ms®

kkN/\/\)cl)\N,NHz HZNJ\]T /\/\)O

100% H 75%

LC-MS R =13.4und 13.7 min;

185 y ’
s NP P (10-90) m/z= 446.3 (100) [M+Naf],424.1(80)
sxn 1Y 20, =

Exact Mass: 423,17 Msn an

[M+H]* [/\r m )—Q/K

Exact Mass: 423,17

l Ms?

lN\\r o s CH,
/N (@] /N
100%
MS" auf H H j\
[M+Na]” |N\\(N NN P
2N o )_Q/(NHZ
g
l Ms?
o 0
N H N\ C” HoN. )I\ 0o

100% 10% 10%

ms®
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Tabelle 11.2.aMassenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.4 beschriebenen hits

Nr Struktur Methode Ergebnis

141 H  w oy P LC-MS R;=11.8 min;
“zNTNﬁH'NTNﬁwHZ (10-90) m/z=352.1 (100) [M+H], 194.0 (50).
NH (0] (0]
OH

Vermutlich M+Boc, im Massenspektrum
Exact Mass: 351,13 aber nicht zu erkennen.

Exact Mass: 351,13

‘MSZ
H (o} (o}
H,oN N _NH -N _NH
2 \n/ N 2 HN’/C/ H 2
NH H

Exact Mass: 193,10 (100) Exact Mass: 176,07 (5)

141 dto. LC-MS R;=11.8 min;
(10-90) m/z=352.1 (100) [M+H], 194.1 (50).
vermutlich M+Boc, im Massenspektrum
aber nicht zu erkennen.

141 dto. LC-MS R;=11.9 min;
(10-90) m/z=352.1 (100) [M+H], 194.0 (50).
Vermutlich M+Boc, im Massenspektrum
aber nicht zu erkennen.

141 dto. LC-MS R;=11.8 min;
(10-90) m/z= 352.0 (100) [M+H], 194.0 (50).
Vermutlich M+Boc, im Massenspektrum
aber nicht zu erkennen.

141 dto. LC-MS R;=11.8 min;
(10-90) m/z=352.0 (100) [M+H], 194.1 (50).
Vermutlich M+Boc, im Massenspektrum
aber nicht zu erkennen.
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Tabelle 11.2.bMassenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.4 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
187 ¢l LC-MS R;=2.4 min
(10-90) m/z=428.0 (80) [M+H], 270 (100), 238.1
H  wow (40) ________________________________________________
HzN\n/N H,N\n,N\i;NH2 MSn cl
NH o] OH
auf
(6] +
M+H 0 o]
Exact Mass: 427,14 [ ] HZN\H/H NH\H/H NH,
NH H o OH
Exact Mass: 427,14 ©
|M52
cl Cl
HoN N N'N\\C\ HoN N N'NHZ
\II\]J/H H ~0 1];_' H
Exact Mass: 295,08 (25) Exact Mass: 269,10 (100)
Cl
HZN\H/H /c’/o
NH
Exact Mass: 237,07 (25)
187 dto. LC-MS Ri=2.4 min;

(10-.90) m/z= 450.0 (5) [M+Nal], 296.0 (45), 270.1
(100), 238.1 (40)

187 dto. LC-MS Ri=2.4 min;
(10-90) m/z=466.0 (10) [M+K], 296.0 (45), 270.1
(100), 238.1 (40)
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Tabelle 11.2.cMassenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.4 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
186 H Q w u T LC-MS R;= 2.0 min;
“zerN\/\)LH'erN NH,  (10-90) m/z= 356.0 (45) [M+K], 318.1 (100)
NH o OH [M+H]", 186.0 (30), 160.1 (35), 128.0 (20)
o T o o T
. Msnh H H H
Exact Mass: 317,14 HoN N\/\)LN,N N H
aI\L/IJE-H . m H \g/ oH
[ ] Exact Mass: 317,14 (@]
l Ms?
H (0] H (e}
HN N~ NG HN N~ NH,
A N T N
NH NH
Exact Mass: 185,09 (45) Exact Mass: 159,11 (100)
HN_ N c©
2! NN
T

Exact Mass: 127,07 (35)

186 dto. LC-MS  R= 2.0 min;
m/z= 356.0 (55) [M+K], 340.1 (45)
[M+Na]*, 318.2 (100) [M+H], 186.0 (30),
160.1 (50), 128.0 (20)

186 dto. LC-MS  R=1.9 min;
m/z= 356.3 (70) [M+K], 318.2 (100)
[M+H]*, 186.1 (50), 160.1 (70), 128.0 (20)

186 dto. LC-MS  R= 2.0 min;
m/z= 356.1 (90) [M+K], 318.1 (100)
[M+H]*, 186.0 (30), 160.1 (60), 128.0 (40)

186 dto. LC-MS R=1.9 min;
miz= 356.3 (60) [M+K], 318.1 (100)
[M+H]*, 186.1 (30), 160.0 (30), 128.0 (30)
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Tabelle 11.2.dMassenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.4 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
139 NH 2w onw f LC-MS R =2.3 min;
HZNJ\H/\/\)LH’N\H’N NH,  (10-90) m/z= 370.0 (50) [M+K], 354.0 (40)
(0] OH

Exact Mass: 331,16 o

[M+Na]*, 332.2 (100) [M+H], 200 (50)

o J'\/\/\)Lf; """"

Exact Mass: 331,16

M-18 (60) Exact Mass: 199,11 (100)

HoN N/\/\)I\N,NHZ
H H
Exact Mass: 173,13 (10)

Msh
auf /\/\)]\ \¢NH2
[M+H] " Exact Mass: 331,16

ms?
m-17 (40)
J\ﬂ-' /\/\)cl)\ g i
HoN™ °N N’ ‘C\ JLN/\/\)LN,NH
H H SoH H H
Exact Mass: 199,11 (50) Exact Mass: 173,13 (100)
l ms®
NH (0]
J\ C’O /\/\)L -NH
HoN™ NN H,N H
H
Exact Mass: 141,09 (80) Exact Mass: 131,11 (20,
[0}
s~ e C/O
N/ 2 HzN/\/\/

H
Exact Mass: 114,08 (100) Exact Mass: 99,07 (10)
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Tabelle 11.2.e Massenspektrometrische Analyse der in Kap. 6.4 beschriebenen hits

Nr. Struktur Methode Ergebnis
188 W H 7 HoH 2 LC-MS R;=2.5min;
O ﬁu g ﬁNHz (10-90) m/z=198.0 (100), 230 (30), 170 (20)
2N o] OH  mom o mm oo os oSS oooosSsooososooooosoooooes
X MS m/z= 410.2 (100) [M+Na]

ExactMass: 387,13 O mrmmmmmmmomm oo

Exact Mass: 387,13 O

o}

H
N N _NH,
X N
N

Exact Mass: 229,10 (100)

Exact Mass: 387,13 ¢}

o

H
N N _NH,
X N
N

Exact Mass: 229,10 (100)

lM53
+
o
/N

Exact Mass: 198,07 (100)

188 dto. LC-MS Ri=2.4 min;
(10-90) m/z=426.1 (20) [M+K], 230 (30) 198.0
(200)




