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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Sicher hat die Medizinische Chemie in den letzten Jahren ein neues Niveau erreicht. Nach
einem Vierteljahrhundert der schnellen Entwicklung neuer Methoden in diesem Feld, hat sich
gezeigt, dass ,,Rationales Drug Design®“ und Kombinatorische Chemie sich als duflerst
brauchbare Methoden im Wirkstoffentwicklungsprozess erwiesen haben. Von diesen
Verfahren, in Verbindung mit modernem High-Throughput Screening und schneller
Strukturaufklidrung, kann eine Beschleunigung in der Identifizierung von Leitstrukturen, die
gegen viele der Proteasen und Rezeptor-Targets gerichtet sind, die sich aus dem Human
Genom Projekt ergeben, erwartet werden. Trotzdem wird die Entdeckung von effektiven
Liganden gegen neue Proteinklassen oder Protein-Protein-Wechselwirkungen die Forscher
auch in Zukunft mit groen Herausforderungen konfrontieren.

Durch hervorragende Leistungen auf dem Gebiet der organischen Synthese konnten komplexe
Molekiile, wie biologische Cofaktoren, Naturstoffe und Hormone synthetisiert werden.!")
Auch wurde durch intensive Forschungsarbeiten sowohl die Synthese als auch die
Strukturaufklirung von Biopolymeren (DNA/RNA,? Peptide/Proteine,B] Kohlenhydrate)
moglich. Diese Errungenschaften stimulierten die modernen Entwicklungen in der Biologie,
wie z.B. die Entdeckung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).*! Die PCR stellt ein
besonders gelungenes Beispiel fiir das Zusammenspiel von Biologie und Chemie dar. Ohne
die routineméBige Bereitstellung von synthetischen DNA/RNA-Molekiilen wire die heutige
Molekularbiologie nicht moglich. Auch in der organischen Synthese werden heutzutage
immer hédufiger Enzyme und Antikorper eingesetzt, um bestimmte Reaktionen zu
katalysieren. Weiterhin werden Konzepte, wie sie die Natur schon seit Jahrmillionen
praktiziert, in das Repertoire der Chemie aufgenommen. Das prominenteste Beispiel hierfiir
ist die Entwicklung der kombinatorischen Chemie.”"! In der Biologie beruht die Vielzahl der
Rezeptoren des Immunsystems auf der kombinatorischen Vielfalt. Hierbei werden die vier
verschiedenen Gensegmente fiir die Rezeptorproteine, V (variable), D (diversity), C
(constant) und J (joining), in vielen verschiedenen Mdglichkeiten miteinander kombiniert.
AnschlieBend erfolgt die paarweise Zusammenlagerung zweier verschiedener Rezeptorketten.
Es resultieren ,,Bibliotheken“®® von Lymphocyten, die alle einen eigenen, spezifischen
Rezeptor tragen. Dadurch kann das Immunsystem nahezu jeden neuen, bisher unbekannten

Krankheitserreger erkennen und bekdmpfen. In Analogie dazu wird in der prédparativen
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Chemie versucht, durch Kombination verschiedener Bausteine eine grofle Anzahl von
modular aufgebauten Verbindungen zu synthetisieren. Aus diesem pool/ an verschiedenen
Verbindungen (Bibliothek genannt) soll anschlieBend durch biologische oder physikalische
Evaluation (screening) ein Molekiil gefunden werden, das eine bestimmte Eigenschaft
aufweist. Besonders in der Medizinischen Chemie ist die kombinatorische Chemie eine
herausragende Methode, um einen neuen Wirkstoff zu finden bzw. zu optimieren. Da eine
chemische Bibliothek nicht beliebig viele Verbindungen umfassen kann, kam in den letzten
Jahren dem Design von Bibliotheken eine grofe Bedeutung zu. Bei sogenannten biased
libraries werden bereits existierende Informationen iiber ein Zielmolekiil (target) bei dem
Design einer Bibliothek berlicksichtig, um so die Anzahl der zu synthetisierenden
Verbindungen handhabbar zu halten.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch Kombination von organischer Synthese und biologischer
Evaluation niedermolekulare, nichtpeptidische Antagonisten fiir das o4p7-Integrin zu
entwickeln. o4-Integrine sind an einer Reihe pathologischer Vorginge wie
Autoimmunerkrankungen und chronischen Entziindungen beteiligt. Aufbauend auf den
Ergebnissen von Dr. D. Gottschling™ soll eine weitere Optimierung von niedermolekularen,
nichtpeptidischen a4p7-Integrinantagonisten unter besonderer Beachtung eines verbesserten
pharmakologischen Profils erreicht werden. Es werden unter anderem in rationalen Ansétzen
Modifizierungen an der Leitstruktur vorgenommen und neue Bausteine fiir die
Festphasensynthese von Peptidmimetika-Bibliotheken beschrieben. Die biologische
Evaluierung von diversen parallel synthetisierten Bibliotheken sollte uns in die Lage
versetzen, Struktur-Aktivitits-Beziehungen zu erkennen. Im zweiten Teil der Arbeit werden
Beitrdge zur Synthese von transmembranen, physiologisch relevanten Peptiden beschrieben,
die sich zum einen mit der Darstellung und strukturellen Aberration des oberflachenaktiven
SP-C-Peptids und zum anderen mit konvergenten Synthesestrategien von hydrophoben
Peptiden am Beispiel des KdpF befassen. Das sogenannte KdpF-Peptid ist ein kiirzlich
entdecktes kleines (31-mer), hydrophobes Peptid, welches in Zusammenhang mit dem K'-
Transportersystem Kdp, einer P-typ ATPase, in E.coli gesehen wird. K -Ionen besitzen eine
bedeutende Rolle beim Aufrechterhalten des Turgors. Bei kleinen K'-Konzentrationen wird
das Kdp-System als ,,Notsystem™ exprimiert, welches dquimolare Anteile der drei groflen
Untereinheiten A, B und C enthilt, die wahrscheinlich als Oligomer der minimalen
Stochiometrie A;B,C, zusammenwirken. Auch wenn KdpF nicht essentiell fiir die Funktion

des Kdp-Komplexes in vivo ist, so ist es doch Teil des Komplexes und stabilisiert denselben
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in vitro. Eine strukturelle Analyse des KdpF-Peptides wiirde Einblicke in diesen
Mechanismus erwarten lassen.

Bei dem Lungen-Surfactant-Protein C (SP-C) handelt es sich um ein lipophiles Peptid,!'" '
das Bestandteil der vier surfactant-associated proteins (SP) SP-A. SP-B, SP-C und SP-D
ist.'*! Diese wiederum bilden zusammen mit den Phospholipiden und anderen spezifischen
Proteinen das Lungensurfactant, welches notwendig ist, um die Oberflichenspannung an der
alveoldren Luft-Wasser Grenzfliche zu erniedrigen und normale Atmung zu gewihrleisten.!”!
Das 35-mer SP-C nimmt eine entscheidende Rolle bei der Funktion dieser oberfldchenaktiven

Peptide ein und strukturelle Einblicke mogen seine einzigartige Funktion verstehen helfen.!'"
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2 Grundlagen der Medizinischen Chemie
2.1 Allgemeines

Die Medizinische Chemie beschiftigt sich mit der Entdeckung, Identifizierung, Entwicklung
und Synthese biologisch aktiver Verbindungen. Sie umfafit dariiber hinaus die Interpretation
der molekularen Wirkungsweise und den Metabolismus von Wirkstoffen. Ziel der
Medizinischen Chemie ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit therapeutischem Effekt, den
sogenannten Medikamenten."> '®!

Die Leitstruktur stellt den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung neuer Medikamente dar. Die
hiufigsten Quellen zur Auffindung neuer Leitstrukturen sind u.a. Zufall, Inhaltsstoffe von
Pflanzen, tierische Gifte, tierische und mikrobielle Wirkstoffe, Untersuchung des
Wirkstoffmetabolismus, klinische Beobachtungen, rationales Design, virtuelles screening,
molecular modelling, screening von synthetischen Substanzen und Nachahmung endogener
Liganden. Eine Leitverbindung ist ein Prototyp, der neben der gewiinschten biologischen
Aktivitit aber oft noch zahlreiche unerwiinschte Eigenschaften, wie etwa Toxizitét, schlechte
Loslichkeit, mangelnde Selektivitdt, etc. aufweist.

Aufbauend auf einer gefundenen Leitstruktur miissen durch chemische Synthese die
gewiinschten Eigenschaften optimiert und die Nebenwirkungen minimiert werden. Diese
Wirkstoffoptimierung ist ein cyclischer, iterativer Prozel aus chemischer Synthese und
biologischer Testung. Die Ergebnisse, die aus dieser biologischen Evaluation resultieren,
flieBen wiederum in die Entwicklung neuer Verbindungen ein.

Neben der biologischen Wirkung eines Arzneimittels, der sogenannten Pharmakodynamik,
spielt auch die Pharmakokinetik eine sehr wichtige Rolle. Die Pharmakokinetik umfaf3t die
Aufnahme (Resorption), Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung einer Substanz im
Korper. Diese Eigenschaften werden in den ADMET-Parametern zusammengefal3t
(absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity).

Aufgrund der Vielfdltigkeit der Thematik sollen im Folgenden nur solche Themen kurz
erldutert werden, die in der vorliegenden Arbeit bei der Synthese neuartiger

Integrinantagonisten beriicksichtigt wurden.
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2.2 Modifizierung der Leitstruktur

Ein Wirkstoff setzt sich aus unterschiedlichen , Funktionseinheiten® zusammen. Als
Pharmakophor werden jene Gruppen eines Molekiils bezeichnet, die fiir die Bindung an einen
Rezeptor erforderlich sind. Sogenannte Haftgruppen sind fiir die biologische Wirkung einer
Verbindung nicht unbedingt nétig, fiihren aber zu hoheren Aktivitdten. Ferner gibt es Teile in
einem Wirkstoff, die die Lipophilie und damit die Pharmakokinetik beeinflussen.

Gingige Modifikationen der Leitstruktur sind u.a. die Variation der Substituenten und des
Substitutionsmusters, Einfiihrung bzw. Eliminierung von Heteroatomen, Einfithrung bzw.
Eliminierung von Chiralititszentren, Anderung der RinggréBe und Kettenliinge, Einbau von
Verzweigungen, etc. Besondere Bedeutung kommt auch dem Austausch bestimmter Gruppen
in einem biologisch aktiven Molekiil zu. Der Ersatz sterisch und elektronisch verwandter
Gruppen wird als isosterer Ersatz bezeichnet. Bioisostere sind chemisch oder physikalisch
dhnliche Substituenten, die die gleiche biologische Wirkung hervorrufen, z.B. eine Carboxyl-
Gruppe und Tetrazol. Die Anderung der konformativen Flexibilitit, z.B. Erhéhung der
Rigiditét einer Seitenkette oder eines ganzen Molekiils durch Cyclisierung, kann zu erhohter
Aktivitdt und Selektivitidt fliihren. Als grobe Orientierung gilt: die VergroBerung eines
Molekiils, die Einfithrung von Stereozentren und eine konformative Fixierung erhdhen die
Selektivitdt, falls es nicht zu einem Verlust der biologischen Aktivitidt kommt.

Gibt die Natur bereits einen peptidischen Liganden fiir einen Rezeptor als ,,Leitstruktur* vor,
so kann diese als Grundlage benutzt werden, um im Laufe der medizinisch-chemischen
Entwicklung zu einem Wirkstoff weiterentwickelt zu werden.

Oftmals sind Peptide nur eingeschrinkt als Medikamente einsetzbar, da sie (1) durch das hohe
Molekulargewicht und die hohe Polaritét nicht oral bioverfiigbar sind, (2) Peptide metabolisch
nicht sehr stabil sind und (3) sehr rasch im Korper iiber die Leber und Niere ausgeschieden
werden kénnen. Ziel ist es daher, Peptide in sogenannte Peptidmimetika zu iiberfithren.!"”
Peptidmimetika sollen an denselben Rezeptor binden und folgende Eigenschaften aufweisen:
(1) metabolische Stabilitdt durch Verzicht auf Amidbindungen, (2) Erhdhung der
Bioverfiigbarkeit durch geringes Molekulargewicht und (3) feste Bindung an den Rezeptor
durch gleiche rdumliche Anordnung der pharmakophoren Gruppen. Es gibt sehr vielfdltige

] [19]

Maglichkeiten ein Peptid nachzuahmen,"'® wie z.B. Modifikation der Aminosduren,

Cyclisierung,”***! Modifikation der Amidbindung,®*! Substitution des Riickgrates durch ein

24, 25]

Gerﬁstmimetikum,[ etc.



2 GRUNDLAGEN DER MEDZINISCHEN CHEMIE 6

2.3  Empirische Regeln fiir die Entwicklung eines Wirkstoffs

Mit der Etablierung der kombinatorischen Chemie glaubte man zunichst, dafl sich die Zahl
der Medikamente einfach dadurch erhohen 146t, dal man eine groe Zahl von Verbindungen
synthetisiert und biologisch evaluiert. In der Zwischenzeit zeigte sich jedoch, da3 die ersten
Generationen von kombinatorisch erzeugten Bibliotheken nicht optimal waren, da sie meist
grof3e, lipophile, flexible Molekiile enthielten. Aus dieser Erfahrung heraus wird nun bereits
bei dem Design von Bibliotheken versucht, drug-like molecules zu generieren. Hierzu werden
verschiedenste Methoden vom simplen Abzéhlen von Wasserstoftbriicken-Donatoren bis hin
zu komplexen neuronalen Netzwerken verwendet.*

Damit ein Wirkstoff seinen Wirkort erreichen kann, mu3 er sowohl mit einer wiBrigen
Umgebung (z.B. Cytoplasma) als auch mit einer lipophilen Umgebung (z.B. Membran)
wechselwirken konnen. Nur Substanzen mit einer mittleren Lipophilie vermdgen sowohl
durch waBrige als auch durch lipophile Phasen zu gelangen. Zudem setzen sich viele
Bindungsstellen in Proteinen aus polaren und unpolaren Bereichen zusammen. Viele
quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen zeigen daher einen deutlichen Zusammenhang
zwischen der Lipophilie einer Verbindung und deren biologischer Wirkung. Die Lipophilie
beeinfluBt auch die metabolische Aktivitit und die Bindung an Plasmaproteine.””! Zur
Beschreibung der Lipophilie hat sich der Verteilungskoeffizient P (partition coefficient)

zwischen Octan-1-ol und Wasser als sehr geeignet erwiesen. ™

[Verbindung]Octanol

= , o Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser
[Verbindungwasser - (1 — o)

Fiir Verbindungen, die in Octan-1-ol besser 16slich sind, ist P>1 und logP wird dadurch
positiv. Der logP-Wert setzt sich additiv aus den Gruppenbeitrigen einzelner Teile des
Molekiils zusammen. Einige Chemie-Software-Programme haben bereits eine Funktion zur
Berechnung des logP-Wertes fiir eine beliebige Verbindung implementiert.*]

Durch die Analyse von 2245 oral bioverfiigbaren Wirkstoffen, konnten Lipinski ef al. von der
Firma Pfizer Inc. einige allgemeine Eigenschaften oral bioverfiigbarer Substanzen ableiten.”*"
Diese als ,,Pfizer’s rule of five* bekannt gewordenen Eigenschaften trafen auf ca. 90% der

untersuchten Verbindungen zu:
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e logP<5

e Molekulargewicht < 500 g/mol (=100 x 5)

e Anzahl der Wasserstoff-Donatoren <5

e Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren <10 (=2x5)

e FEine der vier vorgenannten Regeln kann verletzt sein.

Trotz der Verletzung der rule of five waren jedoch viele Antibiotika, Fungizide, Vitamine und
herzwirksame Glykoside oral bioverfiigbar. Eine Erkldarung fiir diese Beobachtung ist, dass

diese Molekiile Substrate fiir Transportsysteme darstellen. Die rule of five ist nicht

(31,32

verbindlich, sondern sie gibt nur eine Orientierungshilfe. I Ferner stellte Rishton eine Liste

mit nahezu 25 funktionellen Gruppen zusammen, die aufgrund von Solvolyse und Reaktivitét
mit Nukleophilen ungeeignet fiir die Verwendung in Wirkstoffen sind.”*! Weitere Methoden,

um drug-like molecules zu finden, sind u.a. Analyse des chemistry space,”" Analyse der

29, 35

Bausteine von bekannten Medikamenten'®” **! und die sich daraus ergebende Postulierung von

sog. privilegierten Unterstrukturen,®’

[37]

sowie die Minimierung von flexiblen Bindungen und
der polaren Oberfliche™” und neuronale Netzwerke.”® *! Die sogenannten ,,Veber-Regeln
postulieren eine bevorzugte orale Bioverfiigbarkeit von Molekiilen, die weniger als 10
rotierbare Bindungen enthalten und deren polare Oberfliche kleiner als 140 A ist, was etwa
zwolf oder weniger Wasserstoff-Donatoren und -Akzeptoren entspricht. Im Gegensatz zu dem
in den ,Pfizer-Regeln* verlangten Massenausschlusskriterium (MW < 500), gelten die

,.Veber-Regeln“ unabhingig von der MolekiilgroBe.*”

2.4 Parallelsynthese und kombinatorische Chemie

Noch Ende der 80er Jahre stellte die biologische Testung den limitierenden Schritt bei der
Entwicklung neuer Wirkstoffe dar. Die Anzahl der Testsysteme war begrenzt, sie erforderten
relativ gro3e Substanzmengen und waren langwierig in der Durchfiihrung. Durch Fortschritte
in der Biochemie und Molekularbiologie konnten Anfang der 90er Jahre viele neue
biologische Testmethoden entwickelt werden. Im high-throughput-screening (HTS) und im
ultra-high-throughput-screening (UHTS) konnen heute in wenigen Tagen mehrere 100000

Verbindungen getestet werden.[*”) Auch die Genomforschung liefert stindig eine Vielzahl an
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krankheitsrelevanten, im Assayformat verfiigbaren biologischen fargets. Die exponentiell
angestiegene Nachfrage nach zu testenden Verbindungen fiihrte zur Entwicklung der
Kombinatorischen Chemie. Ziel dabei ist es, viele definierte Substanzen gleichzeitig
herzustellen. Dazu muf die Zielverbindung ABC modular aus den einzelnen Bausteinen A, B
und C aufgebaut werden (Abb. 2.1). Statt zwei Edukte A und B zu einem Produkt AB zu
verkniipfen, werden unterschiedliche Bausteine vom Typ A(A'-A"™ mit verschiedenen
Bausteinen vom Typ B(B'-B") verkniipft. Dabei reagiert jeder Baustein A mit jedem Baustein
B. Die Reaktion kann simultan in einer Mischung (Mischungssynthese) oder parallel in
getrennten Reaktionsgefden (Parallelsynthese) durchgefiihrt werden. Anschlieend werden

alle Produkte AB mit allen Bausteinen C(C'-C") umgesetzt.

a) A’ B’ A'B" A'B* .. AB" C'
A? B2 A’B' AB? ... A%B" C?
+ —_— + —_—
A" B" A'B'" A"BZ .. A"B" c"
b) B'..B" cl..cn

Abbildung 2.1: a) Prinzip der kombinatorischen Synthese. b) Prinzip der mehrstufigen

kombinatorischen Synthese.

Durch Kombination einiger Bausteine kann somit eine grole Anzahl an Verbindungen, eine
sogenannte Bibliothek, synthetisiert werden. Werden fiir die Bausteine A, B und C jeweils 10
verschiedene Verbindungen eingesetzt, so erhilt man bereits 10x10x10=10 Produkte. Auch
die Natur bedient sich dieser Methodik. Neben dem bereits in der Einleitung erwihnten
Beispiel der Rezeptoren des Immunsystems, sind die Proteine ein weiteres Beispiel. Mit nur
21 natiirlichen Aminosduren kann die Natur eine Vielzahl verschiedenster Proteine autbauen.

Die Geburtsstunde der kombinatorischen Chemie basiert auf den bahnbrechenden Arbeiten

von A. Furka, R. Frank,*!' H.M. Geysen,[43] R.A. Houghten[44] und K. Lam.'*!

[46, 47] [48,

Bibliotheken lassen sich sowohl in Losung als auch an der Festphase synthetisieren.
¥l Gegenwirtig erfolgen Bibliothekssynthesen meist an fester Phase, obwohl auch die
Synthese in Fliissigphase zunehmend an Bedeutung gewinnt. Vorteile der Bibliotheksynthese

in Losung sind u.a., (1) maximale strukturelle Diversitét, da es keine Einschrankungen bei den
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chemischen Reaktionen gibt, (2) groBere Ansidtze sind mdglich, (3) keine groferen
Uberschiisse an Reagenzien oder (4) keine orthogonalen Linker sind nétig und (5)
Reaktionskontrolle ist einfacher moglich. Dagegen liegen die Vorteile der Festphasensynthese
in der nicht nicht notwendigen Isolierung und Reinigung von Zwischenprodukten durch die
einfache Entfernung von Nebenprodukten in Waschschritten. Die dadurch resultierende
Reinheit des Endproduktes hat sich insbesondere in der Peptidsynthese als iiberlegen
erwiesen. Zudem erlaubt die Verwendung von Reagenzieniiberschiissen bei der Reaktion
hohe Ausbeuten. Als weitere Neuheit sei die Moglichkeit von immobilisierten Reagenzien

wie Katalysatoren erwéhnt.

Ferner haben sich iiber die Jahre hinweg verschiedene Strategien zum Aufbau und zur

Analyse von chemischen Bibliotheken entwickelt. Erwdhnt seien hierbei die spl/it--Methode

[45] [50, 51]

nach Furka,*! das one-bead one-compound-Konzept von Lam,*”) array Synthesen,

[54]

dynamische Bibliotheken," fluorous synthesis,”" ladder synthesis,"" pin Synthesen, tea-

bag Methode,™ spot synthesis®® und nicht zuletzt die Entwicklung von harzgebundenen

571 yund Reagentien.™™

Katalysatoren
Zur Analyse von Bibliotheken und Festphasenreaktionen ist die Massenspektrometrie die
Methode der Wahl. Sie zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit, Automatisierbarkeit
und hohe Geschwindigkeit aus. Ein weiter Vorteil besteht darin, daB3 die Massenspektrometrie
sich mit anderen analytischen Verfahren wie HPLC und Kapillarelektrophorese koppeln 1463t.

Die kombinatorische Chemie ist nicht mehr ausschlieBlich auf die Medizinische Chemie
beschrinkt, sondern findet auch in Materialwissenschaften,[5 % Katalysatorforschung,[60’ 1 etc.

Anwendung.

2.4.1 Festphasensynthese

Die Festphasensynthese wurde gleichzeitig und unabhingig voneinander von Merrifield

(Festphasensynthese von Peptiden) und Letsinger (Festphasensynthese von Oligonukleotiden)

[62, 63

entwickelt. I'Wihrend sich bei Peptiden und Oligonukleotiden die Festphasensynthese als

wichtigste Methode etabliert hat, wurde sie bei anderen Verbindungsklassen mit wenigen

Ausnahmen!®+®

erst im letzten Jahrzehnt populér.
Bei der Festphasensynthese sind die aufzubauenden Molekiile wéhrend der gesamten

Synthese tiber einen Linker an einen polymeren Trager gebunden (Abb. 2.2).
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Q- Cken —2>  Q-(lnkern ——
Q-Crkerre —— (Q-{Tnken) + a8

Abbildung 2.2: Aligemeines Prinzip der Festphasensynthese.

Der Linker muf3 gegeniiber den verwendeten Reaktionsbedingungen stabil sein. Ebenfalls
muf} aber das Produkt AB ohne Zersetzung wieder von dem Linker abgespalten werden
konnen. Heutzutage gibt es viele verschiedene Linker und polymere Triger, so daB} fiir nahezu
alle Reaktionsfolgen ein geeignetes System kommerziell erhiltlich ist. Die Vorteile der
Festphasensynthese sind u.a. (1) einfache Automatisierbarkeit, (2) Beschleunigung der
Reaktion und hohe Umsitze durch Verwendung von Uberschiissen an Reagentien, (3)
aufwendige Reinigungs- und Aufarbeitungsschritte entfallen, da nur das Harz gewaschen
werden muf3 und (4) einfache Handhabung kleiner Mengen.

Erst im Zeitalter der kombinatorischen Chemie erlebte die Festphasensynthese eine
auBerordentliche Renaissance. Insbesondere der Festphasensynthese komplexer, von
Naturstoffstrukturen  inspirierter ~ Molekiille ~wurde mit der Herstellung von
Substanzbibliotheken besondere Aufmerksamkeit geschenkt. So gelangen an festen Tragern
Synthesen von Deglycobleomycin As,'®”) Penticinnamin E'*® sowie (-)-Saframycin A*”! und
verwandten Systemen.

Dartiber hinaus gab es deutliche Fortschritte in der Synthese oligo- und polymerer Molekiile
wie Oligosacchariden,”®’ Peptiden'”” und Oligonukleotiden.”*! Bemerkenswert ist der
Einzug der fiir die Peptidsynthese etablierten automatisierten Synthese in die
Oligosaccharidsynthese, ~wie in der Synthese von  Malaria-Vaccinen  mit
Glycosylphosphatylinositen demonstriert wurde. Auch die racemisierungsfreie Kupplung N-
alkylierter Aminosduren z.B. zur Herstellung von Omphalotin A und die
Makrolactamisierung!” sind auBergewdhnliche Entwicklungen.

Kombinatorische Bibliotheken konnten die in den 90er Jahren an sie gekniipften
enthusiastischen Erwartungen nicht erfiillen. Trotzdem sind durchaus Erfolge zu verzeichnen

und kombinatorische Strategien werden sich in der Wirkstoffentwicklung weiter etablieren.
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2.4.2 Das one-bead one-compound-Konzept

Furka und Lam et al. erkannten, dass sich auf einem Harz-Kiigelchen (bead) genau eine
Verbindung in vielfacher Kopie befindet (one-bead one-compound).*" ** ™ Dabei ist es
unabhéngig davon, ob die Synthese nach der split--Methode oder als Parallelsynthese erfolgte.
Die biologische Evaluation erfolgt, indem (1) das biologische target direkt an die
harzgebundene Substanz bindet, oder (2) die biologische Wirkung der harzgebundenen

]

Verbindung, zB. Phosphorylierung detektiert wird."” Diese als on-bead screening

[78- 71 jedoch seltener mit

bezeichnete Methode, wurde bereits hdufig mit 16slichen Rezeptoren,
ganzen Zellen durchgefiihrt.*® ®!) Bei der Verwendung von orthogonal-spaltbaren Linkern,
konnen die Verbindungen auch von dem Harz abgespalten und anschlieBend in Ldsung

evaluiert werden.
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3  Integrine als fargets in der Medizinischen Chemie
3.1 Funktion der Integrine

Fiir die Entwicklung, Erhalt und Funktion verschiedener Zell- und Gewebetypen sind
adhisive Wechselwirkungen von Zellen, entweder interzelluldr oder mit der umgebenden
extrazelluliren Matrix (ECM), von groBer Bedeutung. Entscheidende Prozesse, in die die
Adhésion involviert ist betreffen die Enbryogenese, Himostase, Homdostase, Wundheilung

[

und Immunantwort.®®* Vermittelt wird die Adhésion durch Zelladhdsionsrezeptoren,

welche in verschiedene Klassen eingeteilt werden konnen: Integrine, Immunglobulin-

(88901 ynd sonstige.”’! Die Integrine stellen hierbei

Superfamilie,™ Selektine,®® *”! Cadherine
die groBte und vielseitigste Rezeptorfamilie der CAMs dar, und reprisentieren die wichtigsten
Rezeptoren zur physikalischen Verankerung der Zelle. Der Begriff ,,Integrin“ wurde erstmalig
1987 von Tamkun verwendet, um eine Familie strukturell, immunochemisch und funktionell
dhnlicher Oberflachenrezeptoren zu beschreiben, die als integrale Membranproteine bei der
Wechselwirkung der extrazelluldren Matrix mit dem intrazelluldren Zytoskelett beteiligt
waren."
Sie ,,integrieren” durch die Zellmembran hindurch in fokalen Adhésionskomplexen das
Cytoskelett der Zelle in das Geriist der ECM.* ** Uber die mechanische Funktion hinaus
vermitteln Integrine Signale durch die Zellmembran, sowohl von auen nach innen (outside-
in signaling) als auch von innen nach aufen (inside-out signaling).[94] Integrine sind in eine

Vielzahl pathologischer Prozesse involviert, z.B. Tumorwachstum,”™ *®! Thrombosen,®* °7!

[100, 101] [102, 103]

Arthritis,”™  Retinopathie,”” Osteoporose, akutes Nierenversagen und

chronische Entziindungen ! '°!
Auf einer Zelle gibt es typischerweise ca. 100000 Integrine.!'"” Sie liegen in der Membran

. . . . 1 1
bevorzugt in cholesterinreichen Bereichen, den sogenannten rafts.!'*7 1%

3.2 Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine. Sie bestehen aus einer a- und
einer B-Untereinheit, die beide nicht kovalent miteinander verkniipft sind. Es sind 18 a- und 8
B-Untereinheiten bekannt, die untereinander kombiniert 24 verschiedene Integrine bilden

(Abb.3.1), welche sich hinsichtlich ihrer physiologischen Struktur und ihrer Liganden
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unterscheiden. Erkenntnisse aus dem Human-Genom-Projekt postulieren die Existenz von
weiteren sechs o- und einer B-Untereinheit, deren Expression bisher nicht nachgewiesen
werden konnte.!"" Zur Diversitit der Integrine tragen weiterhin verschiedene Splice- und
Glycosylierungs-Varianten bei.!''% ']

Die extrazellulire Doméne der Integrine stellt den groBten Teil dar. Sie besteht aus einer
Kopf-Region, aus der eine gestreckte Stelzen-Region hervorgeht. Uber eine sich jeweils
anschlieende kurze Transmembranhelix und die cyctoplasmatische Doméne ist das Integrin
mit Proteinen des Cytosols verkniipft (Abb. 3.1). Die groBere a-Untereinheit besitzt ca. 1100
Aminoséuren und ist hiaufig aus zwei unterschiedlich langen Aminosiureketten aufgebaut, die
iiber eine Disulfidbriicke miteinander verkniipft sind. N-terminal weisen o-Untereinheiten
eine charakteristische Doménenstruktur von 7 repeat domains auf von denen die letzten 3-4
durch mehrere Ca®" bzw. Mg>'- bindende Abschnitte gekennzeichnet sind.''?! Die
cytoplasmatische Region ist sehr kurz (ca. 20-50 Aminosduren) und weist kaum Homologien
auf, bis auf die hochkonservierte Heptapeptid-Sequenz KXGFFKR. Moglicherweise
interagiert sie mit der, in der B-Untereinheit konservierten Sequenz LLVXIHDR.!"*!

Die B-Untereinheit besteht aus ca. 800 Aminosiuren (Ausnahme B4, ca. 1750 Aminosiuren)
und enthidlt u.a. vier hochkonservierte cysteinreiche Doméinen nahe der transmembranen
Region. Mit Ausnahme von 4 besitzen alle B-Untereinheiten eine cytoplasmatische Region,
die aus 15 bis 65 Aminosiuren besteht und mit dem Cytoskelett iiber a-Actin'''* '"*! und

Talin!''® verankert ist.
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Ligandbindungs-

/ Region

Kopfgruppe

B-Untereinheit

extrazellulare
Domaéne

a-Untereinheit

cysteinreiches
Motiv

Vinculin a-Actinin

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Integrine. Die a- und [ Untereinheit sind
nichtkovalent iiber Bereiche der Kopfgruppe und der Transmembrandomdnen miteinander
verkniipft. Uber die C-terminale Domdine der [-Untereinheit sind die Integrine mit den

Proteinen des Cytoskeletts verkniipfft.

Als Durchbruch auf dem Weg zu einem tieferen Verstandnis der molekularen Grundlagen der
Integrinfunktion, muss die Aufkldrung der Kristallstruktur der extrazelluliren Doméne des
avB3-Integrins durch Xiong et al. gesehen werden (Abb. 3.2)."'"! In Ubereinstimmung mit

'] Wurden ein ovaler Kopf und zwei Stelzen-

elektronen-mikroskopischen (EM) Aufnahmen
Regionen (,,stalk“-Regionen) gefunden. Der vorher nicht beobachtete Knick in den Stelzen-
Regionen konnte ein Element der integrinvermittelten Signaltransduktion darstellen, wenn es
sich hierbei nicht um ein Kristallisationsartefakt handeln sollte. Die Kopfgruppe der o-
Untereinheit besteht aus einem siebenbléttrigen p-Propeller, die sich anschlieBende
Stelzenregion aus drei linear angeordneten -Faltbléttern. Die Kopfgruppe der B-Untereinheit

setzt sich aus der BI-Domine, einem von acht Helices umgebenen sechsstrangigem Faltblatt
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(,,Rossman-Faltung®) und einer Immunglobulin(Ig)-dhnlichen ,,Hybrid“Doméne zusammen.
Auf der BI-Doméne findet sich auch die MIDAS (metal ion dependend adhesion site)-Region,
welche zusammen mit Teilen des Propellers der a-Untereinheit die Liganden-Bindungsstelle
darstellt. Die Stelzen-Region der f-Untereinheit besteht aus sechs Doménen; bei vier davon

handelt es sich um cysteinreiche EGF (epidermal growth factor)-artige Doménen.

A

a-Untereinheit B-Untereinheit
|I-Doméane X
putative |-Doméne
siebenblattriger \
p-Propeller

T .

- fd %
0 Q) e
; EGF-1

Linker 1 ] T
( ¥ é\J EGF-2
C-Terminus des < (Linker 3)
-Propellers
EETep 1 S-S-Briicke \ k Calf-1 (
i-Faltblatter —» zwischen PSI Doméne Doméne
P w Doménen k"’ (N-Terminus) EGF 3
I~
M }" cysleinreiche Doménen \ \) EGF-4
e
Calf-2 r
E g M Domane {4 . % BTD
cytoplasmatische Doméne + | t l | :
e ¢ p3-Unter-

av-Untereinheit  einheit

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Integrine nach Bella et Berman (A) """ und

Réntgenkristallstruktur des extrazelluliren Teils des avB3-Integrins nach Xiong et al. (B) '

Die Kopfgruppen der o- und B- Untereinheit werden u.a. durch Kationen-n-Kontakt
zusammengehalten. So ragt die eine Guanidiniumgruppe eines Arginins der BI-Doméne in
den von aromatischen Resten umgebenen zentralen Hohlraum des Propellers der a-
Untereinheit.

Das erste rontgenkristallographisch charakterisierte Integrinfragment war die al-Doméne

(inserted domain bzw. A-Domine) im freien bzw. ligandgebundenem Zustand.!''
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Sowohl die a- als auch die B-Untereinheit weisen ein N-Glycosylierungsmuster auf.!'>* 1!

Durch Verdnderung des Glycosylierungsmusters wird die integrinvermittelte Adhésion

variiert, bis hin zum Verlust der Adhasionsfihigkeit.!'**"'*%]

3.3 Integrinliganden

Durch Kombination der verschiedenen o- und P-Untereinheiten entstehen Integrine mit
bestimmter Ligandenspezifitit. Die Erkennungssequenzen in den einzelnen Liganden
unterscheiden sich. Dennoch gibt es zwei Motive, die sehr hdufig auftreten: RGD und LDV.
Die RGD-Sequenz ist invariant und stellt fiir viele Integrine die Bindungssequenz dar (z.B.
a5pl, allbp3, avpl, etc.)!'” Bei der LDV-Sequenz hingegen konnen
Sequenzmodifikationen auftreten. a4f1 und o4B7-Integrine erkennen beispielsweise in
Fibronektin die LDVP-Sequenz'®! und in VCAM-1 die IDSP-Sequenz.!"*”! B2-Integrine
erkennen in ICAM-1, -2 und -3 ebenfalls LDV Modifikation (IETP, LETS und LETS).[lzg]
Allen Erkennungssequenzen ist jedoch gemeinsam, dal sie eine saure Aminosdure-
Seitenkette beinhalten. Zu den 16slichen Integrinliganden zéhlen u.a. Matrix-Metalloproteasen

(MMPs).

Die an Integrine bindenden Peptidsequenzen sind verschiedenster Natur. Sie enthalten jedoch
meistens ein Aspartat oder Glutamat, das sich als essentiell fiir die Rezeptorbindung erweist.
Die molekulare Grundlage dieser Tatsache ldsst sich anhand der Kristallstruktur der
Cokristallisation des avp3-Integrins mit dem cyclischen Pentapeptid c¢[R-G-D-f-(NMe)V]
erkldaren, die demonstriert, dass die Carboxylatseitenkette ein zweiwertiges Kation der
MIDAS-Region in der B-Untereinheit komplexiert.!'*”! Eine entsprechende MIDAS-Region

(12, 119 i oo

findet sich auch in der Ligandenbindungsstelle der Integrine mit al-Doméne.
gewonnenen Erkenntnisse tiber die Struktur des avfB3-Integrins ermdglichen in Zukunft nun

auch ein strukturbasiertes Wirkstoffdesign.
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3.4 Signaltransduktion

Die Signaltransduktion in Integrinen ist ein komplexes Netzwerk verschiedenster
Prozesse.!*" Integrine sind in der Lage, in zwei Richtungen Signale zu iibertragen (¢two-way-
signaling). Der cytoplasmatische Teil von VLA-4 ist sowohl mit dem intrazelluldren
Cytoskelett als auch mit Kinasen verbunden.’'! Die Affinitit von a-Integrinen gegeniiber
threm Liganden kann durch Wechselwirkung von Chemokinen mit G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) auf Leukozyten gesteigert werden. Dieser Vorgang verlduft iiber ein
sogenannten outside-in-signaling.!** '*¥ Zusitzlich verursacht die Bindung von Leukozyten
an VCAM oder Fibronektin merkliche Verdnderungen in der Zellmorphologie, was
entscheidend fir die Zellbeweglichkeit ist (outside-in-signaling)*¥ Die fir die
Ligandenaffinitdt verantwortliche gegenseitige Orientierung der beiden Integrinuntereinheiten
wird durch den Kontakt mit Proteinen des Zytoskeletts determiniert.'*” Die a- und p-
Untereinheiten sind konformationell relativ mobil und bewegen sich zwischen high-affinity
und low-affinity Zustinden als Antwort auf physiologische Anregungen.!'*® "]

Die integrinvermittelte Signaltransduktion findet dabei auf verschiedenen Ebenen statt:'**]
Konformationsédnderung, Clustern von Integrinen, Wechselwirkung mit anderen
Membranproteinen, Kraftiibertragung und Translokation.

In Integrinen unterscheidet man niedrigaffine und ligandenkompetente Zustdnde.
Modellrechnungen von K.Gottschalk legen nahe, dass der Ubergang zwischen niedrigaffinen
und ligandbindendem Zustand auf einer Verdrehung von a- und B-Untereinheit beruht. Im
Falle der Bindung eines Liganden bewirkt die scherenartige Bewegung der beiden
Integrinuntereinheiten eine Trennung der beiden Kopfgruppen.!** ! Parallel wird angesichts
der geknickten Form der Kristallstruktur ein sog. ,,Klappmesser-Modell* als kausal fiir die
Konformationsinderung und Signaltransduktion angenommen.!'*'- 14

Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen erfolgen im Zytosol, in der Membran und
im extrazelluldiren Bereich mit Tetraspaninen, Proteinen der Ig-Superfamilie,
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, uPAR (urokinaseartiger Plasminogenaktivator-Rezeptor),
Insulinrezeptor, Ionenkandlen und anderen. Dabei beeinflussen sich beide Bindungspartner
gegenseitig in der Funktion.!!® 138 1431441

Die integrinvermittelte Kraftiibertragung kann neben der mechanischen Funktion in

Zellverankerung und Migration auch eine signalgebende Komponente besitzen. Schon der
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Widerstand, den ligandgebundene Integrine auf die kontraktilen Krifte der Zelle ausiibt, kann
in der Bildung von FAs oder stress fibers resultieren.!'*4"]

Die Translokation von Integrinen aus der Zellmembran kann ebenfalls zur Signalvermittlung
beitragen. So aktivieren z.B. bei der Zellmigration aus der Membran gerissene 1-Integrine

Matrix-Metalloprotease-1 (MMP-1).[!148 14]

3.5 ad4-Integrin-Rezeptoren

o4p1-, a4B7- und aER7-Integrine und die sogenannten leukocyte integrins (aLB2-, aMP2-,
adBf2- und aXP2-) sind an Zell-Zell-Wechselwirkungen beteiligt. Solche Integrin-
vermittelten Zell-Wechselwirkungen fithren u.a. zu Verdnderungen der Zellform, Migration,
Genaktivierung und Sekretion. o4p1-, o4pf7- und oEP7-Integrine sind neben den
sogenannten leukocyte integrins vor allem auf Zellen des Immunsystems exprimiert. Sie
spielen bei Entzindungen und dem Immunprozess eine wichtige Rolle.'” % Die
Extravasation von Leukocyten setzt sich aus verschiedenen Schritten, wie rolling, Adhésion
und schlieBlich Migration durch die Endothelschicht zusammen (Abb. 3.3)."°!) Bei diesem
Prozess sind verschiedene Adhésionsmolekiile beteiligt. Der erste Kontakt (tethering) (1)
zwischen Leukocyten und den Endothelzellen wird vor allem durch E-, L- und P-Selektine,
aber auch in einigen Fillen durch Integrine (z.B. o4p7-Integrin/MAdCAM-I1-
Wechselwirkung) vermittelt. Dies verursacht ein Herabsinken der Geschwindigkeit von
zirkulierenden Leukocyten und fiihrt schlieBlich zum Anhaften und rolling (2) der
Leukocyten an das Endothelium.!'"*"** Dadurch kénnen die Leukocyten die Blutgefifie nach
proadhdsiven Faktoren ,,durchsuchen®. Die Aktivierung (3) der Leukocyten erfolgt durch
Selektine und Cytokine. Chemokin-Rezeptoren sorgen fiir die Hochregulierung und
Aktivierung der Integrine auf den Leukocyten. Diese Integrine vermitteln die Adhésion (4)
der Leukocyten auf der Oberfldche von Endothelzellen. Bisher konnte nur die Beteiligung von
od—Integrinen und P2—Integrinen bei dem Adhésionsschritt nachgewiesen werden. Integrine
und Chemokine sowie ihre Rezeptoren sind bei der anschlieBenden Migration in das Gewebe
beteiligt. Mit Hilfe von Cytokinen, die als Chemoattraktoren (Chemokine) wirken, wandern

die Leukocyten schlieBlich durch das Gewebe.
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4000 pm/s ~40 pm/s 1-20 sec min ~10 min

Endothelzellen

1. loser Kontakt 2. Rolling 3. Aktivierung 4. Adhasion 5. Diapedesis

vermittelt durch durch
Oberflachen- G-gekoppelte
rezeptoren Rezeptoren M = Selektine
= Integrine

® = Chemokine

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der schrittweisen Extravasation von Leukocyten.

Im Immunsystem ist die Extravasation ein wichtiger ProzeB. Hierdurch wird der Zugang
spezialisierter Leukocyten in ganz bestimmtes Gewebe kontrolliert, und somit die Art der
lokalen Immunitédt und die Immunantwort beeinflu3t. Die Spezifitdt hingt dabei von der Art
der vaskuldren Phenotypen und von der Regulation der chemoattractant Rezeptoren und dem
homing der Leukocyten ab. Als homing bezeichnet man den Vorgang, bei dem Leukocyten
thren Bestimmungsort in einem spezifischen Gewebe erreichen. In Tabelle 3.1 sind einige
Adhésionsmolekiile und  Chemokin-Rezeptor-Paare  aufgefiihrt, die bei dem
gewebespezifischen homing beteiligt sind.

In jedem der in Abbildung 3.3 gezeigten Schritte kann das homing der Leukocyten reguliert
werden. Im Gegensatz zu den Selektinen konnen a4-Integrine sowohl an dem tethering als

[153

auch an der Adhision der Leukocyten an das Endothel beteiligt sein.!'>* a4-Integrine dienen

auch dazu, die Geschwindigkeit der rollenden Leukocyten weiter zu vermindern.
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Tabelle 3.1: Adhdsionsmolekiile und Chemokin-Rezeptor-Paare, die bei dem

gewebespezifischen homing beteiligt sind. Vermutete Rezeptoren sind kursiv dargestellt.!">!

Extravasation
Ort Zelltyp :‘e:)tllllienrglng/ Aktivierung Adhésion Diapedese
periphere naive B- und L-Selektin- CCR7-SLC LFA-1- CCR7-
Lymphknoten T-Zellen PNAd ICAM-1 MIP-3p
L-Selektin- LFA-1-
Peyersche naive B- und PNAd; ICAM-1;
Plaques T-Zellen o4p7- unbekannt o4p7- unbekannt
"MAdJCAM-1 MAdCAM-1
T- LFA-1-
Lamina Gedichtnis-  o4p7- ICAM-1;
propria zellen  des MAdCAM-1 CCRO-TECK o4 37- CCRO-TECK
Darms _ MAdCAM-1
T- CLA-E- LFA-1-
Entziindete Gedachtnis-  Selektin; ICAM-1; CCR?-
Haut zellen  der o4pl- CCRA-TARC o4 pl- CTACK
Haut VCAM-1 VCAM-1

Die a4-Integrinuntereinheit wird an der Zelloberfliche als 150000 Da Protein exprimiert.
Durch die Aktivierung von T-Lymphocyten kann diese Integrinuntereinheit zwischen Arg558
und Ser559 gespalten werden, was zur Bildung von Fragmenten mit 70000 und 80000 Da
fiihrt."* Die Adhision an VCAM-1 oder Fibronektin wird durch diese Spaltung nicht
beeinfluflt. Ferner existiert noch eine weitere Form der a4-Integrinuntereinheit mit einem

Molekulargewicht von 180000.1°°" Die beiden VCAM-1 bindenden adB2- und a9f1-

Integrine stehen in einem engen Bezug zu der Biologie der a4-Integrine.!'>” ¥

3.5.1 o4p1-Integrin-Rezeptor

o4B1-Integrine (VLA-4, CD49d/CD29) werden auf Lymphocyten und anderen Leukocyten
exprimiert. Allerdings exprimieren neutrophile Granulocyten keine a4f31-Integrine. Bei reifen
Blutzellen kommen a4p1-Integrine nur auf T- und B- Lymphozyten, natiirlichen Killerzellen,
Monozyten, basophilen und eosinophilen Granulocyten vor.'">” Sie vermitteln das homing

und die Verankerung von unreifen Blutzellen an bone marrow stromal cells und an ihre

extrazellulire Matrix. 6% 161]

Das Matrixprotein Fibronektin!'®* ') und das vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)

[164.165) stellen u.a. die natiirlichen Liganden fiir a4pl-Integrine dar. Auch o4p1-Integrine

. . o . . 166
verschiedener Zellen kénnen miteinander wechselwirken.!'®®
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167, 168]

In Fibronektin binden a4pl-Integrine iiber die LDV-Sequenz an CS1,! mittels der

REDV-Sequenz an humanes CS5"®! und iiber die IDA-Sequenz an HepIL."'"" In VCAM-1
binden a4B1-Integrine iiber einen exponierten B-furn an die Sequenz QIDSP .27 171-174]

Allen Bindungssequenzen (LDV aus CS-1, IDAPS aus Hepll und QIDSP aus VCAM-1) fiir
die o4p1-Integrin/VCAM-1-Wechselwirkung ist gemein, daB der negativ geladene
Asparaginsdure-Rest N-terminal von einer Aminosdure mit einer groBen hydrophoben
Seitenkette flankiert wird. C-terminal befindet sich entweder eine polare Aminoséure wie Thr
bzw. Ser oder eine Aminosdure mit einer kleinen, hydrophoben Seitenkette wie etwa Ala bzw.
Val. Zusammenfassend 146t sich das Erkennungsmotiv der a4 1-Integrine auf die allgemeine
Sequenz /. -D-%/y-P reduzieren.

Es konnte auch gezeigt werden, da3 a4 1-Integrine liber die RGDS-Sequenz an das zentrale
Zellbindungsfragment von Fibronektin binden.!'”™ Sowohl CS1- und IDAPS- Peptide kénnen
die Adhésion von a4 1-Integrinen an die RGD-Bindungssequenz inhibieren und umgekehrt.
Ferner treten noch adhdsive Wechselwirkungen zwischen a4fp1-Integrinen und
Thrombospondin!'"®!

Pseudotuberculosis auf.!"""" Mit 16slichem uPAR D2D3 (uPAR, das nur mit dem Doménen 2

und dem Membranprotein Invasin des Bakteriums Yersinia

und 3 exprimiert wird) konnte gezeigt werden, da3 die Bindung von uPAR an a4p1-Integrine
sehr dhnlich der a4p1-Integrin/VCAM-1- bzw. der a4p1-Integrin/CS-1-Wechselwirkung ist.
Moglicherweise tberlappt die uPAR-Bindungsstelle in o4f1-Integrinen mit jenen fiir
VCAM-1 und CS-1."™

Uber die a4p1-04p1-Integrin-Wechselwirkung ist noch sehr wenig bekannt. Der Ersatz von
Arggy und Aspgy in der o4-Untereinheit unterbindet zwar die a4pB1-a4p1-Integrin-
Wechselwirkung nicht aber die a4f1-Integrin-VCAM-1-Wechselwirkung.!'™!

Das a4p1-Integrin-Heterodimer dissoziiert sehr leicht wieder in die entsprechende a- und -

t."" Ferner bilden o4pl-Integrine selbst nach Ligandbindung keine fokalen

Untereinhei
Adhisionspunkte. Thre Wechselwirkung mit dem Zytoskelett ist vergleichsweise schwach,
was die a4Pl-Integrine in charakteristischer Weise dazu beféhigt, Zellmigrationen zu
unterstiitzen.!'*!- %21

o4p1-Integrine konnen in-vitro entweder durch die Zugabe von Metallionen, wie z.B. Mn?*
oder durch aktivierende Antikérper fiir die f1-Kette aktiviert werden.!'®!

Der Aktivierungszustand der a4-Integrine ist fiir die Entwicklung von Antagonisten von

entscheidender Bedeutung, da viele Tests mit high affinity a4fB1-Integrinen durchgefiihrt
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werden. Allerdings erweisen sich Liganden in einem Test mit low-affinity a4p1-Integrinen
oftmals als um viele GroBenordnungen schwicher.!'® Kiirzlich konnte gezeigt werden, daB
sowohl auf Jurkat- als auch auf PBL-Zellen a4p1-Integrine zu einem gewissen Ausmaf
(< 10%) in dem high affinity state vorliegen.' Dabei bewirken o4B1-Integrine im low
affinity Zustand das tethering und rolling der Zellen auf VCAM-1 wihrend a4 1-Integrine im
high affinity Zustand die feste Adhésion der Zellen an VCAM-1 bewirken.

Die Emigration der Lymphocyten aus dem Blutstrom durch die Blutgefd3e in das Gewebe an
einen  Entziindungsort wird durch die o4p1-Integrin/VCAM-1-Wechselwirkung
vermittelt.'®) In Melanomzellen ist das a4pl-Integrin hochexprimiert. Uber die a4pl-
Integrin/VCAM-1-Wechselwirkung konnen diese Melanomzellen aus dem Blut in das

[187 [188-190]

umgebende Gewebe eindringen und Metastasen bilden.!"®” Auch bei der Himatopoese

[191]

und bei der Muskelentwicklung spielt die o4-Integrin/VCAM-1-Wechselwirkung eine

grof3e Rolle.

3.5.2 a4p7-Integrin-Rezeptor (lymphocyte homing factor receptor)

o4p7-Integrine werden hiufig auch als LPAM-1 bezeichnet (lymphocyte Peyer’s patch
specific adhesion molecule), da sie das homing a4p7-Integrin-exprimierender Leukocyten an
Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe steuern. In erwachsenen Menschen werden
o4p7-Integrine unterschiedlich stark auf T- und B- Zellen exprimiert. Demgegentiiber ist das
Expressionsmuster der a4f7-Integrine auf NK Zellen, eosinophilen Zellen und auf T- und B-

Y2 Wie B7-knockout Miuse zeigten, sind B7-Integrine

1.[193]

Zellen von Neugeborenen homogen.!
fiir die Bildung und den Erhalt des mucosa lymphatischen Gewebes essentiel
o4p7-Integrine binden spezifisch und mit hoher Affinitit an MAdCAM-1. Die Affinitit der
o4p7-Integrine fiir MAdCAM-1 kann durch Aktivierung der Leukocyten deutlich gesteigert
werden. Mit der Aktivierung der Leukocyten geht vermutlich eine konformative Anderung
der extrazelluliren Domine der Integrine einher."** ! Tabelle 3.1 zeigt die Rolle der a4f7-
Integrine bei dem homing von Leukocyten. Naive Leukocyten (L-Selektin®®, a4p7'o™,
LFA-1*) kénnen zwar an die high endothelial venules (HEV) der Peyerschen Plaques (PP)
(L-Selektin-Ligand'®, MAdCAM-1", ICAM-17*, ICAM-2"*) adhirieren, nicht aber an lamina
propria (Selektin-Ligand™®, MAdCAM-1°*). Ursache hierfiir ist das Fehlen des Selektin-
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Liganden auf lamina propria. Nur ein Zusammenspiel von Selektin und o4fB7-Integrin-
/MAdCAM-1-Wechselwirkungen erlaubt ein Adhérieren der naiven Leukocyten an HEV der
Peyerschen Plaques. Durch diesen Mechanismus konnen naive Zellen zwar in mucosa und
peripheres, sekunddres lymphatisches Gewebe gelangen, nicht aber an mucosa
Effektorstellen. Zellen, die sehr stark o4p7-Integrine exprimieren, konnen hingegen
ausschlieBlich iiber diese mit BlutgefiBen der lamina propria interagieren.'” Die
unterschiedliche Expression der hochspezialisierten homing-Rezeptoren und der
entsprechenden Gegenrezeptoren konnen somit das homing regulieren.

Deutlich schwécher und erst nach Aktivierung mit Phorbol-Ester binden a4f7-Integrine an

das CS-1 Fragment von Fibronektin und an die erste und vierte Ig-Doméne von 7D-VCAM-

1 [196-198 199]

] a4p7-Integrine konnen durch Mn®" aktiviert werden.!

3.6 Liganden fiir a4-Integrine

3.6.1 Fibronektin

An Fibronektin (Fn) wurde erstmalig entdeckt, daB3 Integrine {liber die Tripeptid-Sequenz
Arginin-Glycin-Asparaginsdure an extrazellulire Matrixproteine binden konnen.?** 2!
Fibronektin besteht aus zwei dhnlichen Ketten, die in der Ndhe des C-Terminus iiber
Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden sind (Abb. 3.4). Die beiden unterschiedlich
langen Ketten sind einander &hnlich und bestehen aus Fn type I (0), Fn type Il (o) und
Fn type 1l (0) repeat domains.

Die ldngere Kette A weist im Gegensatz zu Kette B eine zusitzliche splice-Region auf. Dieses
sogenannte type Il connecting segment (I1ICS) bzw. variable region (V) ist zwischen den
letzten beiden Fn type Il repeat domains insertiert. Innerhalb dieser IIICS-Region fiihrt
alternatives splicing zu finf verschiedenen Varianten.!>**2%%!

o4p1-Integrine kdnnen tiber diese splice Region IIICS in einer RGD-unabhingigen Weise an

Fibronektin binden.['?% 204

Durch epitop mapping von IIICS wurden zwei nicht
zusammenhdngende Peptide CS1 und CS5 gefunden, die Adhdsion und spreading von a4p1-
Integrin exprimierenden Melanomzellen vermitteln.?* Das Peptid CS1 weist die minimale

[167. 18] Die LDV vermittelte Erkennung von a4p1-Integrinen

Erkennungssequenz LDV auf.
ist nicht nur auf eine Spezies beschrinkt, sondern diese LDV-Sequenz ist in humanem,
Rinder-, Ratten- und Hiithner-Fibronektin sehr stark konserviert.!"*”! Um LDV-haltige Peptide

binden zu kénnen, miissen o4B1-Integrine zuvor mit Mn”"-Ionen oder mit einem Antikdrper
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aktiviert werden.!'®® 1832961 Aych 04B7-Integrine binden nach vorheriger Aktivierung an das

CS1-Fragment von Fibronektin. Allerdings ist die a4B7-Integrin/CS-1-Fragment -

Wechselwirkung relativ schwach.!'®!
Cell Cell
Fibrin Gelatin RGD-dependent o, f,-integrin
Heparin | Collagen integrins —
- . — —_ Heparin I
Cs1 CSs
A-chain * ENIB " ENA A CLINCS
' ) I U
N-O00000OO0 1 H21 3«15 e 7] Yefefrof 1} Y12fraf14fTH] H1sl)})—c
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B-chain L ENB L ENIA |

s )
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integrins

Abbildung 3.4: Domdnenstruktur von Fibronektin mit Integrinbindungsstellen.”®")  Beiden
Ketten sind aus jeweils drei verschiedenen Arten der repeat domains aufgebaut: Type I repeat
domain ist als Raute (0), type Il repeat domain ist als Kreis (0) und type IIl repeat domain ist
als Quadrat (o) dargestellt. Type IIl repeat domains sind von 1 bis 15 durchnumeriert.

CS5, das aus humanem Fibronektin abgeleitet wurde, besitzt die minimale
Erkennungssequenz REDV.['""]

In der zweiten Heparin Bindungsdomine (Hepll) der Fibronektin-Ketten A und B befindet
sich eine weitere Bindungssequenz fiir a4f1-Integrine. Die Erkennung erfolgt iiber die
IDAPS—SequenZ.[169]

Im Vergleich zur REDV-Sequenz (CS5-Peptid) und IDAPS-Sequenz (Hepll) ist die Affinitét
der LDV-Sequenz in CS1 fiir a4f1-Integrine 20-fach stirker.!'”"!
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3.6.2 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)

Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) ist ein Ligand fir aD2,!">" o4p1-11%% 1%
und a4p7-Integrine. VCAM-1 weist jedoch eine deutliche Priaferenz fiir a4p1-Integrine auf.
VCAM-1 gehort mit ICAM-1, ICAM-2 und ICAM-3 und MAdCAM-1 in die
integrinbindende Untergruppe der immunoglobulin superfamily (IgSF)-Rezeptoren (Abb.
3.5).1%*12Ipje VCAM-Expression erstreckt sich iiber die peripheren Organe.

g kohlenhydratreiche
Domane

ICAM-1 ICAM-2 7D 6D 3D MAdJCAM-1
VCAM-1

Abbildung 3.5: Domdnenstruktur der IgSF-Adhdsionsrezeptoren. Domdnen, die mit o4-

Integrinen wechselwirken, sind dunkel hervorgehoben.

Die extrazelluldre Domédne von VCAM-1 besteht je nach splice-Variante aus 3 (3D-VCAM-
1), 6 (6D-VCAM-1) oder 7 (7D-VCAM-1) Immunoglobulin (Ig) Dominen. Die
Bezeichnung der einzelnen Doménen erfolgt vom N-Terminus aus mit D1 bis D7. Dabei
dhneln die ersten drei Ig-Dominen D1-D3 sehr stark den Ig-Doménen D4-D6. Der splice-
Variante 6D-VCAM-1 fehlt die Ig-Doméne D4.

Jede Ig-Doméne besteht wiederum aus 7 B-Strangen, die mit A bis G bezeichnet werden. Die
B-Stringe ABE und CDFG bilden jeweils ein [-Faltblatt aus. Wie bei allen

Immunglobulinfaltungen sind die beiden B-Faltblitter iiber eine Disulfidbriicke zwischen den
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B-Stringen B und F miteinander verkniipftt VCAM-1 besitzt eine sehr kompakte
Tertidrstruktur. In Ig-Domidne D1 ist nur der C-D-loop, der die B-Stringe C und D
miteinander verkniipft, exponiert und gut zuginglich (Abb. 3.6).l'7* 17

Sowohl a4p1- "% 315 auch a4p7-Integrine binden bei 6D-VCAM-1 und 7D-VCAM-1 an
die erste Ig-Domédne D1. Bei 7D-VCAM-1 binden sie noch zusdtzlich an die vierte Ig-
Domine D4.1"7: 198:209. 2101 gy1it kann 7D-VCAM-1 iiber zwei verschiedene Bindungsstellen
mit a4-Integrinen wechselwirken. Die Wechselwirkungen sind unabhédngig voneinander. Da
die Wechselwirkung mit der Bindungsstelle in der vierten Ig-Doméne nicht so stark ist wie
mit jener in der ersten Ig-Domine, miissen a4 1-Integrine stirker aktiviert werden, um an D4
binden zu kénnen.!"* Ferner miissen die benachbarten Ig-Doménen D2 und D5 im Molekiil
vorhanden sein, damit a4 1-Integrine an die Ig-Doménen D1 bzw. D4 binden kénnen.!'*7 17!
Punktmutationsstudien an rekombinantem VCAM-1 lieferten die QID4(SP-Sequenz in der Ig-
Domine DI als Bindungssequenz fiir a4f1-Integrine und o4p7-Integrine.'>” 7" 172 211 Sje
befindet sich in einem B-furn in dem exponierten CD-loop in der Doméne D1.I'* " Der B-
turn wird durch die Ausbildung von Wasserstoftbriicken-Bindungen zwischen den
Aminosduren und durch Prolin stabilisiert. Die starre rdumliche Anordnung der
Bindungssequenz im loop erklirt auch, warum lineare Peptide der selben Sequenz nahezu
keine antagonistische Aktivitit aufweisen.!’* ') Vermutlich aus dem selben Grund, kénnen
cyclische RGD-Peptide im Gegensatz zu linearen RGD-Peptiden die a4p1-Integrin-/VCAM-
1-Wechselwirkung inhibieren.*'”

Dariiber hinaus dienen die Sequenzen GgsNEH im E-F-loop und K7 LEK am Anfang des (3-
Stranges G als Auxilliare fiir die o4B1-Integrin/VCAM-1-Wechselwirkung.*'" *'¥ Die
Wechselwirkung mit den a4-Integrinen ist abhingig von dem jeweiligen Aktivierungszustand
des Rezeptors.

o4p1-Integrine binden iiber die QID3,3SPL-Sequenz innerhalb des CD-/oops an die vierte Ig-
Domine D4 von 7D-VCAM-1.I"? Allerdings ist diese Sequenz im Gegensatz zur QID4SP-

Sequenz in der Ig-Domine D1 in Mensch, Maus und Ratte nicht konserviert. In Maus und

Ratte ist QID3,sSPL durch TDSPL substituiert.*!"!
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Domain |

Domain 2

Abbildung 3.6: Rontgenstruktur der Ig-Doménen DI und D2 von VCAM-1.""" Die QIDSP-
Erkennungssequenz liegt innerhalb des CD-loops.

Alle drei Erkennungssequenzen liegen auf derselben Seite von VCAM-1, so dall das CDFG-
Faltblatt jene Stelle ist, an der die Wechselwirkung mit dem a4fB1-Integrin stattfindet.
Allerdings ist die a4p7-Integrine/VCAM-1-Wechselwirkung relativ schwach.!'*®!

Nach der Aktivierung durch Lipopolysaccharide exprimieren sowohl Endothelzellen von

BlutgefiBen Entziindungs-Zytokine und VCAM-1 [1#7-214-213]
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3.6.3 Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 (MAdCAM-1)

Mucosal addressin cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) ist ein hochaffiner Ligand fiir
o4p7-Integrine. Haufig wird MAdCAM-1 auch als lymphocyte homing factor bezeichnet, da
es das homing o4P7-Integrin exprimierender Leukocyten an mucosaassoziiertes
lymphatisches Gewebe steuert. MAdCAM-1 wird sehr stark auf den postkapillaren Venolen
mit hohem Endothel (HEV) der Peyerschen Plaques und auf den mesenterialen Lymphknoten
auf Venolen in der lamina propria des Darms exprimiert. Dort fungiert MAdCAM-1 als
gewebespezifisches Addressin (=Molekiile auf Endothelzellen, an die Adhisionsmolekiile der

216-220]

Leukocyten binden) oder als homing Faktor.! Die Peyerschen Plaques sind

Ansammlungen von Lymphocyten entlang des Diinndarms, hier vor allem im Bereich des
Ileums. "

MAdCAM-1 wird auch auf dem vaskulidren Endothel der Brustdriise, der Bauchspeicheldriise,
dem Randsinus in der Milz und auf den Blutgefden in Regionen chronischer Entziindungen
exprimiert.">"* 22 MAdCAM-1 besteht aus drei Ig-Dominen und einer Mucin-dhnlichen
Domine. MAdCAM-1 gehort in die integrinbindende Untergruppe der immunoglobulin
superfamily (I1gSF)-Rezeptoren. Die ersten beiden Ig-Doménen von MAdCAM-1 sind jenen
D1/D2 bzw. D4/D5 von 7D-VCAM-1 schr dhnlich.'” Diese Verwandtschaft legt den
Schluss nahe, dass a4p7-Integrine iiber die erste Ig-Domédne mit MAdCAM-1 interagieren
und die zweite Ig-Doméne als Auxiliar dient.[*'® 2]

Die a4pB7-Integrin/MAdCAM-1-Wechselwirkung erfolgt iiber die LD4oT-Sequenz im C-D-
loop.?* ! Die LDT-Bindungssequenz ist in Abbildung 3.7 vergroBert dargestellt. Die
Substitution von Leu innerhalb der LDT-Triade fiihrt zu einem Verlust der
Bindungsaktivitit.!'*> 2]

Zwischen der zweiten und dritten Ig-Domine ist eine Mucin-dhnliche Doméne insertiert. Sie
ist durch O-glykosidisch verkniipfte und Sialylsdure tragende Kohlenhydrate modifiziert
(Abb. 3.7). Die Unterschiede dieser Doméne zwischen murinem und human MAdCAM-1

222]

sind sehr groB.! Diese Mucin-dhnliche Domine vermittelt L-Selectin-abhéngige

Wechselwirkungen zwischen Lymphocyten mit MAdCAM-1, was wiederum zu einem

Kontakt zwischen Lymphocyten und Endothelzellen fithrt.**!
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Domain |

Domain 2

Abbildung 3.7: Rontgenstruktur der Ig-Domdnen D1 und D2 von MAdCAM-1."*%) Das LDT-
Bindungsmotiv liegt innerhalb des CD-loops.

Sowohl die L-Selectin als auch die o4-Integrin vermittelten Wechselwirkungen mit
MAdCAM-1 bewirken eine Emigration der Leukocyten aus dem Blutstrom in das Gewebe,
um wihrend des lymphocyte homing an eine Entziindungsstelle zu gelangen.!'’” Bei der
humanen IBD (inflammatory bowel disease) und in Mausmodellen der Colitis ist die
Expression von MAJCAM-1 im Darm erhsht. 7]

Es sollte erwdhnt werden, dass die beschriebene Kristallstruktur zur Zeit wieder Gegenstand
von Diskussionen ist, da eine neue unabhingige Struktur eine kleine, aber nicht unbedeutende
Abweichung im CD-loop beschreibt, von dem angenommen wird, dass er eine Schliisselrolle
in der Integrinanbindung einnimmt. Ferner wurde die Moglichkeit der MAdCAM-

Dimerenbildung als mdgliche Funktionsregulation beschrieben.”?®) Dies zeigt, dass es
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problematisch ist, eine im Kristall konformativ eingefrorene Loop-Struktur als

Ausgangspunkt fiir rationales Design fiir Liganden zu verwenden.

3.6.4 Osteopontin

Kiirzlich wurde beschrieben, dass a4-Integrine ebenfalls an das N-terminale Fragment, jedoch
nicht das vollstindige Protein, von Osteopontin (OPN) binden, welches nach enzymatischer
Spaltung durch Thrombin entsteht. Dies konnte von Bedeutung sein, da sowohl Osteopontin
als auch Thrombin in entziindeten Geweben nachgewiesen werden konnen. Das
Osteopontinfragment (OPN 17-168) und die beiden Peptide ELVTDFPTDLPAT (OPN 131-
142) und SVVYGLR (OPN 162-168) inhibieren unabhingig voneinander die Adhdsion von
o4-Integrin-exprimierenden Zellen.”””! Es wird angenommen, dass OPN mitunter iiber die
Wechselwirkung mit avp3- und avp5-Integrinen auf Osteoclasten mit verantwortlich fiir den
Verlauf der Gelenkzerstorung bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis (RA) ist.[20251 OpN
ist ein ECM-Protein, welches die Arg-Gly-Asp (RGD) Sequenz repridsentiert und dessen
Hochregulierung in aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Chondrozyten und Synoviozyten in
Verbindung mit entziindlichen Erkrankungen gebracht wird.”**** Das OPN ist unter
anderem verantwortlich fiir Zelladhdsion, Chemotaxie und Immunregulierung {ber

(2391 Die oben erwihnten proteolytischen

Wechselwirkungen mit avB3- und avp5-Integrinen.
OPN-Fragmente besitzen ,kryptische® Bindungsstellen fiir a9p1- bzw. a4pl-Integrine,
welche auf Neutrophilen bzw. auf Monozyten und Lymphozyten exprimiert werden.**” Die
neuerdings beschriebene OPN-Bindungsstelle SVVYGLR vermittelt die Adhision und
Migration von Leukozyten RGD-unabhingig. Es wurde gezeigt, dass nicht nur Makrophagen
und Lymphozyten, sondern auch Neutrophile an der Pathogenese der RA beteiligt sind.!**"
27udem wurden bei der RA in Gelenkfliissigkeit verminderte Konzentrationen an
Koagulationsfaktoren einhergehend mit erhohten Werten an Thrombinaktivitit beobachtet,
was eine Aktivierung der Koagulationskaskade widerspiegelt.**> ***) Darum ist es vorstellbar,
dass die durch Thrombin gespaltene Form des OPN eine wichtige Rolle bei der Entwicklung

von Arthritis einnimmt.
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3.7 Pathologische Bedeutung von a4-Integrinen

3.7.1 Ubersicht: Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen umfassen ein breites Spektrum an Erkrankungen (Tab. 3.2).[2%% 2461

Diese chronischen inflammatorischen Erkrankungen konnen in ihren Auswirkungen von
relativ milden, lokalen Symptomen, wie z.B. bei der Psoriasis, bis zu schweren,
lebensbedrohenden Organbeteiligungen, z.B. der Lungenfibrose bei Sklerodermie oder der
Leberzirrhose bei der Hepatitis C reichen. Auf den ersten Blick ist es nicht offensichtlich, wie
viele anscheinend verschiedenste Krankheiten miteinander verwandt sind, da sie praktisch
jedes Organ in fast jedem System des Korpers befallen konnen. Einige sind akuter Natur,
wihrend andere chronisch sind und wiederum andere nur wenige Male im Laufe des Lebens
auftreten. Autoimmunerkrankungen betreffen jede Alterschicht und geschitzte zehn Prozent
der Bevdlkerung in unterschiedlichem Ausmall. Alle derartigen Erkrankungen besitzen ein
gemeinsames Krankheitsprofil, dass durch eine ungeeignete Immunantwort auf den eigenen
Korper gekennzeichnet ist. Dies flihrt schlieBlich zur Zerstorung des betroffenen Gewebes.
Bei der Multiplen Sklerose z.B. wird die Nervenbahnen umgebende Markscheide im Gehirn
und Riickenmark durch die kérpereigene Abwehr angegriffen.”*”) Beim Morbus Crohn und

248

der Colitis ulcerosa ist die Magenschleinhaut im Darm und Dickdarm betroffen,***! wihrend

Rheumatoide Arthritis und Asthma durch &hnliche Angriffe auf Gelenkinnenhaut und
Knorpel bzw. die Lunge gekennzeichnet sind.**- 2"

Die derzeitige Therapie von Autoimmunerkrankungen beruht auf Steroiden oder anderen
immunsuppresiven Wirkstoffen, die bei chronischen Erkrankungen iiber einen lidngeren

81 Zudem verlangt das

Behandlungszeitraum ineffektiv oder auch toxisch wirken kénnen.|
Fehlen von addquaten Therapien bei Patienten mit schweren Krankheitsbildern invasive
chirurgische Eingriffe, z.B. das Entfernen von Teilen des Darms von am Morbus Crohn
leidenden Patienten.

Die Vielzahl der in diesem Zusammenhang zu sehenden Erkrankungen zeigt auf, dass
Autoimmunerkrankungen ein bedeutendes medizinisches Problem darstellen. Auch wenn die
exakten Ursachen fiir die meisten der genannten Krankheiten noch unklar sind, so wird doch
allgemein akzeptiert, dass Leukozytenakkumulationen in den betroffenen Geweben und /oder
Organen wesentlich zu der Pathogenese der Krankheit beitragen.”* °!1 Es gilt als sicher, dass
Integrine und ihre natiirlichen Liganden eine entscheidene Rolle bei der Migration, Adhésion,

Proliferation und anschlieBender Akkumulation von Leukozyten besitzen, was schlieSlich zu

chronischen Entziindungen fiihrt.'” Deshalb stellen Integrinantagonisten, welche die
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Adhision von Integrinen an ihre natiirlichen Liganden inhibieren konnen, einen Ansatz zur

Behandlung von Autoimmunerkrankungen dar.

[251]

Nervensystem

Magen Darm

Endocrines System

Multiple Sklerose

Gravierende Muskelschwiche

Morbus Crohn
Hanot-Krankheit

Diabetis mellitus

Morbus Basedow

Neuropathie Hepatitis Hashimoto-Thyreoiditis
Uveitis Colitis Ulcerosa Oophoritis
Kreislaufsystem Bewegungsapparat Haut
Héamolytische Anemie Rheumatoide Arthritis Psoriasis

Perniziose Anemie

Thrombozytopenie

Temporal Arteriitis
Antiphospholipid-Syndrom
Wegeners Granulomatosis

Behcets Erkrankung

Lupus erythematosus
Sklerodermie
Polymyositis

Spondyloarthropathie

Sjogren-Syndrom

Bechterew Krankheit

Dermatitis herpetiformis
Pemphigus vulgaris

Dermatomyositis

Atemwege

Asthma

Tabelle 3.2: Autoimmunerkrankungen (geordnet nach betroffenem System).

[246]

Bei vielen Autoimmunkrankheiten kommt es als Antwort auf inflammatorische Reize zu einer
abnormalen Akkumulierung von Entziindungszellen (T-Lymphocyten, Plasmazellen,
Moncyten/Makrophagen, Neutrophile). Dies fiihrt zusammen mit Aktivierung von
Endothelzellen des Gewebes und Fibroblasten zur Freisetzung von Lipiden,
Wachstumsfaktoren, Cytokinen und Enzymen, die das Gewebe lokal schidigen. Gelegentlich
tritt auch Proliferation und Fibrose auf. Die Ursachen fiir Entziindungskrankheiten bleiben
weiter unklar, aber sowohl genetische als auch Umweltfaktoren spielen eine wichtige Rolle
dabei.

Auch heute noch gibt es nur wenige therapeutische Ansétze, um Entziindungskrankheiten und
Autoimmunkrankheiten, wie rheumatoide Arthritis, inflammatory bowel diseases (IBD),
Multiple Sklerose, Psoriasis und Asthma, zu behandeln. Gegenwirtig konnen solche
Erkrankungen nur mit relativ alten Medikamenten, wie etwa Corticosteroiden und

Methotrexat, behandelt werden, die teilweise geringe Wirksamkeiten und/oder
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Sicherheitsrisiken aufweisen. Langsam werden die molekularen und zelluliren Vorgénge
dieser Erkrankungen verstanden. Dies fiihrte in den spdten 90-iger Jahren zu einer
Entwicklung neuartiger Medikamente gegen Entziindungskrankheiten wie etwa die

253 .
] und fumor necrosis

Leukotrien-Antagonisten,>* Cyclooxygenase 2 (COX2) Inhibitoren!
factor (TNF) blockers.>* **>) Weitere Therapieansitze stellen Zelladhisionsmolekiile
(Selektine und Integrine), abbauende Enzyme (Tryptase, Chymase, Matrixmetalloproteinasen)

und Angiogenese-Inhibitoren dar.

3.7.2 o4-Integrine in der Pathogenese

Den Adhésionsmolekiilen kommt bei entziindlichen Erkrankungen eine groBe Bedeutung

(2561 Sje spielen sowohl bei dem Kontakt unterschiedlicher Immunzellen, als auch bei der

Zu.
Wanderung von Entziindungszellen vom Blutstrom in das entziindete Gewebe eine wichtige
Rolle. Bei vielen Krankheiten, bei denen Entziindungen und Immunzellen beteiligt sind,
findet auch eine Hochregulierung bzw. Uberexpression von Adhésionsmolekiilen statt. Auch
Tumorzellen niitzen Adhésionsmolekiile, um sich im Koérper auszubreiten.[**”!

Die Inhibierung der Adhisionsmolekiile stellt somit eine Moglichkeit dar, um Infiltration
und/oder die Aktivierung der Immunzellen zu verhindern, was wiederum in einem Ausbleiben
der Entziindung resultieren sollte. Die Nachteile dieses Anti-Adhésionstherapieansatzes liegen
darin, dal Adhisionsmolekiile hdufig auf verschiedenen Zelltypen exprimiert sind und daf3
viele Zellen mehrere Adhdsionsmolekiile auf ihrer Oberfliche exprimieren. Ferner stellen
verschiedene Molekiile Liganden fiir ein Adhdsionsmolekiil dar. Somit kann die Inhibierung
der Zelladhdsion grofle Einfliisse auf das Immungeschehen haben. Trotz dieser mdglichen
»Nebenwirkungen®“ stellen oa4p1-Integrine vielversprechende targets zur Therapie von
Autoimmun- und Entziindungskrankheiten dar. So konnten a4 1-Integrinantagonisten bereits
erfolgreich in einigen Tiermodellen eingesetzt werden. Ferner befinden sich einige a4f1-
Integrinantagonisten in Klinischer Phase II (z.B. BIO-1211)** oder Klinischer Phase I (z.B.
TR-14035).12%- 2601

Bei der humanen inflammatory bowel disease (IBD) und in Mausmodellen der Colitis ist die
Expression von MAACAM-1 im Darm erhoht.**”) Human inflammatory bowel disease (IBD)
ist eine chronische Entziindungskrankheit, deren Entstehungsursache unbekannt ist. Beide
Geschlechter konnen von IBD betroffen werden. Klinisch kann diese Krankheit in zwei sich

iiberschneidende Phanotypen eingeteilt werden: colitis ulcerosa (UC) und Crohn-Krankheit

(CD, Enteritis regionalis). IBD betrifft meist den Dickdarm (UC und CD) und/oder das
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terminale Ileum (CD). Im letzteren Fall kann die Entziindung entweder oberflachlich (UC)

oder transmural (CD) auftreten.*®!!

Lange Zeit deuteten alle wissenschaftlichen
Untersuchungen darauf hin, dass sowohl genetische als auch Umweltfaktoren bei der
Pathogenese eine wechselseitige Rolle spielen. Neuere immunologische Studien weisen
darauf hin, dass IBD durch eine mangelnde Regulation der mucosalen Immunantwort auf ein
oder mehrere Antigene hervorgerufen wird.**”! Diese Antigene kommen in der gewdhnlichen
bakteriellen Flora vor.

Gerade weil MAACAM-1 im Vergleich zu anderen Adhédsionsmolekiilen nur auf sehr wenigen
Geweben exprimiert wird, ist es ein idealer Ansatzpunkt fiir die Therapie von entziindlichen
Darmerkrankungen. Die Modulation der a4p7-Integrin/MAdCAM-1-Wechselwirkung hat
somit keinen tiefgreifenden Einfluss auf das tibrige Immungeschehen. Der Erfolg dieses
Therapieansatzes konnte bereits mit Antikérpern in einem Colitis-Modell unter Beweis

gestellt werden,[263264]

Primartumor

Celro
anat,a.-q‘-'-h.':na-n
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Abbildung 3.8: Effekte von o4-Integrinen innerhalb der Metastasierungskaskade.
Tumormodelle, bei denen diese Effekte beobachtet werden konnten, sind aufgelistet. Das
Plus- bzw. Minuszeichen zeigt an, ob o4-Integrine einen bestimmten Prozess fordern bzw.

inhibieren.

Wenngleich  oa4-Integrine  vorwiegend als  targets zur  Bekdmpfung  von

Entziindungskrankheiten —angesehen werden, so lassen sich gegebenenfalls a4-
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Integrinantagonisten auch zur Beeinflussung von Tumorzellen verwenden. In Abbildung 3.8
sind die einzelnen Effekte von a4-Integrinen innerhalb der Metastasierungskaskade
zusammengestellt.**"]

o4-Integrine verhindern unter Umstéinden auf Zellen des Primartumors die Loslosung und
Invasion von malignen Zellen. a4-Integrine, die auf zirkulierenden Tumorzellen exprimiert
sind, konnen die Dissemination verstirken. Moglicherweise kontrolliert die o4p7-
Integrin/MAdCAM-1-Wechselwirkung die Dissemination von MLP (lymphomatous
polyposis) Lymphoma Zellen an die Darmschleimhaut.*®® Die wichtige Rolle der a4p7-
Integrine bei der Dissemination von Tumorzellen wurde auch durch Untersuchungen mit non-

Hodgkin’s Lymphomen bestitigt.[**”]

Die Ausbreitung von neuen Tumorkolonien in
verschiedenen Organen kann durch a4-Integrine entweder verstéirkt oder inhibiert werden. Im
Falle von murinen Lymphomazellen kénnen a4-Integrine das Wachstum der Tumorzellen

entweder durch Apoptose oder durch Verminderung der Proliferationsrate inhibieren.

Kiirzlich konnte in mikrochirurgischen Modellen der heterotopen Diinndarmtransplantation
an der Maus gezeigt werden, dass die Inhibierung der B7-Untereinheit von a4p7-Integrinen
mit monoklonalen Antikdrpern die Infiltration des Transplantes durch Empfanger-
Lymphozyten vermindert und die AbstoBungsreaktion verzogert. f7-Integrine stellen somit
einen moglichen Angriffspunkt fiir eine immunsuppressive Therapie nach klinischer

Diinndarmtransplantation dar.?**!

Monoklonale Antikorper gegen o4-Integrine oder ihre natiirlichen Liganden zeigten bislang
einen positiven Effekt in Tiermodellen auf das Krankheitsgeschehen bei Asthma,**”!
rheumatoider Arthritis (RA) und inflammatory bowel disease (IBD).*’” Zusitzlich zu ihrer
Funktion im Entziindungsprozess, sind o4-Integrine an der Stammzellenadhdsion an

Knochenmarkbindegewebszellen®”'*"*! beteiligt.

3.8 Synthetische a4-Integrinantagonisten als Therapeutika

Bis heute nimmt die Zahl der in der wissenschaftlichen Literatur beschriebenen a4-
Integrinantagonisten kontinuierlich zu.*** *’* Der GroBteil der chemischen Arbeiten auf
diesem Gebiet findet sich in Patenten wieder. In Tabelle 3.3 sind einige o4-

Integrinantagonisten aus der Literatur und Patenten zusammengestellt. Oftmals wird in
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Patenten nicht zwischen a4f1- und a4p7- Integrinantagonisten unterschieden. Es wird die
Aktivitdt beziliglich beiden Rezeptoren untersucht.

Anfanglich ging man bei der Entwicklung von VLA-4 Integrinantagonisten von den Proteinen
Fibronektin, VCAM-1 und einem anti-a4 Antikorper aus. Die meisten peptidischen VLA-4
Integrinantagonisten sind von CS-1 aus Fibronektin abgeleitet. 1992 berichtete Wayner et al.,
daB das Pentapeptid EILDV an VLA-4 Integrine bindet.!"®®! Bochner et al. konnte durch den
Einbau eines Tyrosins in die Sequenz GPEYLDVP-NH, eine deutliche Aktivitétssteigerung

275]

gegeniiber dem natiirlichen Liganden CS-1 beobachten.! Basierend auf diesen

Entdeckungen konnte Vanderslice et al. potente, cyclische VLA-4 Integrinantagonisten I

entwickeln.?”®

Derivate, der von Arrhenius et al. synthetisierten Verbindung II, konnten erfolgreich in einem

[277, 278

Tiermodel gegen Asthma eingesetzt werden. I Der erste niedermolekulare VLA-4

Antagonist (IIT), der in die klinische Phase eingebracht wurde, stammt von Lin ez al.*”"
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Tabelle 3.3: Auswahl von 041 und a4B7 Integrinantagonisten.

Nr. Struktur Rezeptor 1Cs Lit.
I ¢(*C-Y-L-D-V-C¥) adpl 50 nM [276]
COOH
A gf gt
1 m I . a4B1 60 nM [278]
\7/ @ CONH,
oo COOH
11| @ I O/YNJ\ g( J\\\/ adpl 1 nM [279]
adpl 90 nM
v asp1 [280]
\% adpl 1 nM [281]
VI adpl 3000nM  [282]
VII adpl 0.08nM  [283]
VIII adpl 1.6nM  [284]
X adBl 037nM  [285]
X 04p7 3100nM  [299]
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Ausgehend von einem bekannten allbf3-Integrinantagonist entwickelte Nowlin ef al. einen

VLA-4 Antagonisten (IV).”® Weitere Optimierungsarbeit fiihrte schlieBlich zu einen

nanomolar aktiven VLA-4-Antagonisten (V).1281

Auch beim screening von Bibliotheken ergaben sich VLLA-4 Antagonisten. Saouers et al.

konnte aus einer Bibliothek, die auf einem cyclischen B-furn scaffold basierte, einen im

mikromolaren Bereich aktiven Antagonisten (VI) finden.***!

Die aktuelle Forschung  befasst sich mit der Optimierung der pharmakologischen
Eigenschaften von N-sulfonierten Dipeptiden (VII)**!

Hydanthoin-Geriisten (VIII)[284] die sich als vielversprechende Substanzklassen fiir VLA-4

und der Weiterentwicklung von

Antagonisten erwiesen haben.

Tilley et al. synthetisierten potente N-Benzylpyroglutamyl-L-phenylalanin-Derivate (IX),
welche den von vielen Gruppen beschriebenen Phenylalanin-Baustein enthalten.**!

Bei der Entwicklung von a4-Integrinantagonisten ist die Verwandtschaft zu den aDp2-und
a9B1-Integrinen zu beriicksichtigen. So sind in der Patentliteratur a4 1-Integrinantagonisten

beschrieben, die ebenfalls a9p1-Integrine blockieren.**"!

Ferner sollte erwdhnt werden, dal3 sich derzeit zwei monoklonale Antikdrper in klinischen
Studien fiir die Behandlung von IBD befinden. Die Firma Millenium (frither Leukocyte)
entwickelt den 04p7 spezifischen Antikorper LPD-02, welcher sich in der klinischen Phase I1
befindet, wédhrend Elan Pharmaceuticals den humanisierten a4 Antikdrper Natalizumab

(Antegren®) bisher erfolgreich in Phase III Studien gefiihrt hat.[**” %%

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass eine anti-o4 Integrin Therapie theoretisch die in
Bezug auf entziindliche Erkrankungen des Darmes selektivste Methode darstellen sollte. Von
besonderem Interesse wird es sein, ob die Antiadhdsionsmolekiiltherapie sich effektiv in
Patienten zeigen wird, welche nicht auf TNF-Antikorper ansprechen. Aullerdem sollten iiber
Kombinationsansdtze = von  a4-Antagonisten und  Anti-TNF  Strategien  bzw.
Immunosuppressiva evaluiert werden. Ein bedeutungsvolles Target fiir die zukiinftige
Forschung in Bezug auf Antiadhdsionsmolekiiltherapie stellen die Chemokine und ihre
Rezeptoren dar. Der Chemokinrezeptor CCR9 scheint selektiv auf die Migration von T Zellen
in den Darm zu wirken und konnte somit ein paralleler Ansatzpunkt in der

Wirkstoffentwicklung werden.!**”
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Die molekulare Grundlage fiir die a4B7-Spezifitit ist unbekannt, wenn auch eine Studie vor
Kurzem demonstrierte, dass die Fusion der zweiten Domédne von MAdCAM mit der ersten
Domine von VCAM zu einem Hybridprotein fiihrte, welches selektiv an a4p7 gebunden
wurde. Dieses wiirde nahe legen, dass die Spezifitit groBtenteils durch die Doméne II

determiniert wird.**> 2!
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4  Entwicklung von a47-Integrinantagonisten

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Entwicklung niedermolekularer, nichtpeptidischer
04pB7-Integrinantagonisten. Die Entwicklung von Bibliotheken, welche das Leitmotiv in
verschiedener Weise variieren und zum Teil lediglich auf seine prinzipielle schematische
Struktur reduzieren, ist im Folgenden dargestellt. Ein Hauptaugenmerk wurde auf die
Reduzierung von im Molekiil enthaltenen Amidbindungen gelegt, indem u.a. die in unserem
Arbeitskreis erprobte Substitution von Amidbindungen durch planare aromatische Systeme

durchgefiihrt worden ist.

4.1 Einfiihrung

4.1.1 Vorarbeiten

1- [290, 291 [79, 292
9

Am Beispiel von a4p 1 oIIp3- und avp3-Integrinantagonisten I konnte bereits
eindrucksvoll gezeigt werden, wie von peptidischen Leitstrukturen, die den natiirlichen
Liganden nachahmen, niedermolekulare nichtpeptidische Antagonisten entwickelt werden
konnten.

Die Verwendung von cyclischen Peptiden ist ein allgemein anwendbares Verfahren zur
Aufklarung von bioaktiven Konformationen und zur Generierung von Leitverbindungen.
Durch die Cyclisierung des Peptidriickgrats wird eine drastische Reduktion des
konformativen Freiraums erreicht, da lineare Peptide meist flexible Molekiile sind. Diese
Reduktion der Freiheitsgrade kann auch zu einer Erhohung der Bindungsaffinitdt fiihren,
wenn es gelingt, die bioaktive Konformation zu fixieren (Abb. 4.1).°! Weitere Vorteile der

Cyclisierung sind u.a. die Erh6hung der Protease-Stabilitdt und gegebenenfalls die Zunahme

der Selektivitit fiir einen bestimmten Rezeptor-Subtyp.
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Konformationsgleichgewicht Rezeptor
weniger aktiv aktiv
Konformationelle Restriktion Komplex
nicht aktiv aktiv

Abbildung 4.1: Flexible Molekiile kénnen in Losung unterschiedliche Konformationen
einnehmen. Durch Restriktionen z.B. Cyclisierung kann die aktive Konformation fixiert

werden.

Allerdings kann die Cyclisierung auch zu einem vollstindigen Verlust der biologischen
Aktivitét fihren. Dies tritt immer dann ein, wenn die pharmakophoren Gruppen der ehemals
flexiblen, linearen Verbindung in eine ungiinstige Konformation gezwungen werden oder
verhindert wird, dass die bioaktive Konformation {iberhaupt eingenommen wird.

Mittlerweile sind die Strukturen von cyclischen Peptiden in unserem wie auch in anderen
Arbeitskreisen ausgiebig untersucht worden, so dafl einige Strukturvorhersagen moglich

293 241 1n homodeten, cyclischen Peptiden bestimmt die Konfiguration der einzelnen

sind.!
Aminosduren die Konformation. D-Aminosduren im Allgemeinen, sowie D-Prolin im

Besonderen bevorzugen die i+ Position einer BII'- bzw. einer pI-Schleife (Abb. 4.2).12%
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Abbildung 4.2: Verschiedene Schleifentypen in Cyclopeptiden.

Wir konzentrierten unser Design auf cyclische Penta-und Hexapeptide. In homodeten
Cyclopeptiden ist die Riickgradkonformation stark abhidngig von der Konfiguration der
Aminoséureseitenketten. Wechselwirkungen der funktionellen Gruppen der Seitenketten mit

292. 2951 Die Kenntnis dieses konformationellen

dem Peptidriickgrad sind weniger bedeutend.!
Verhaltens in Abhédngigkeit von der Konfiguration der Aminosduren kann fiir ein templat-
gestiitztes Wirkstoffdesign benutzt werden. Deshalb untersuchten wir intensiv die
Losungsstrukturen von cyclischen Penta- und Hexapeptiden, welche D- und L-Alanin, bzw.
D- und L- Prolin als strukturinduzierende Aminoséuren enthalten.'** >

Fir das spatial screening™* *°! der pharmkophoren LDT-Aminosduresequenz wurden
Bibliotheken von cyclischen Penta- und Hexapeptiden synthetisiert, welche D-Prolin als

(2971 Von diesen zeigte das Peptid cyclo(L-D-T-

strukturinduzierende Aminosédure enthielten.
A-p-A) eine starke inhibierende Wirkung auf die Adhédsion von a4p7 exprimierenden Zellen
an MAdCAM-1 (Tab. 4.1). In Anlehnung an unsere Modelle werden in cyclischen
Hexapeptiden zwei gegeniiberliegende f-turns in Gegenwart des D-Prolins induziert: ein
S’ -turn in dem die D-Aminoséure die i+1 Position einnimmt und einen gegeniiberliegenden

S-turn der im Gleichgewicht einen SI- bzw. BII-Typ repréisentiert (Abb. 4.2).



4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINANTAGONISTEN 43

Verbindung Adhasion [%]
04p7 / MAdCAM-1
c(L-D-T-A-p-A) 7
c(L-D-T-A-p-F) 7+/-3
c(L-D-T-D-p-F) 3+/-4
¢(L-D-T-D-p-Tic) 9+/-1

Tabelle 4.1: Effekt von cyclischen Peptiden auf die 047 / MAdACAM-1 —Adhdsion.

Die anschlieBende Optimierung dieses Cyclopeptids fiihrte zu weiteren aktiven Vertretern
(Tabelle 4.1) und ermoglichte die Abschitzung von Struktur-Aktivitits-Beziehungen (Abb.
4.3).

E;L i Phe, Tyr, His, Tic, Bpa
N Asp, Glu
N H‘gio ¢

Abbildung 4.3: Abgeleitete Struktur-Aktivitdts-Beziehungen aus Bibliotheken von cyclischen

Hexapeptiden im Rahmen der Optimierung des Peptids ¢(L-D-T-A-p-4).*°"

Anhand der Analyse von in unserem Arbeitskreis synthetisierten Cyclopeptide konnten wir
durch NMR-Spektroskopie Strukturinformationen gewinnen, die Auskunft {iber die rdumliche
Orientierung der pharmakophoren Gruppen der Erkennungssequenz LDT gaben (Abb.
4.4)27
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Abbildung 4.4: Struktur des Cyclopeptids c(L-D-T-D-p-Tic) in DMSO.

Asp

Tic®

Leu
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Ausgehend von diesen Ergebnissen waren wir in der Lage, das Erkennungsmotiv auf ein

Mannosegeriist zu iibertragen (Abb. 4.5)25 298]

bzw. das rationale Design von
Peptidomimetika unter weiterer Reduktion des peptidischen Charakters zu einer neuen

Leitstruktur zu fithren (Abb. 4.6).1% %]

)\ (COOH selektiver a4 1-Ligand

Zelladhiision [%] 047 / MAdCAM-1 : 104+/- 26
o o a4Bl /VCAM  :30+/-15

selektiver a4p7-Ligand

oM O
e OBn 0
o 0 JX\
o) o) OH Zelladhision [%] a4p7 / MAICAM-1 : 15+/- 6
OMe

a4pl / VCAM L TTH-5

Abbildung 4.5: Ubertragung der pharmakophoren Gruppen eines Cyclopeptids auf ein

Zuckergeriist.

Ausgehend von dieser Leitstruktur wurde eine weitere Optimierung in Bezug auf Aktivitit,
Selektivitit und pharmakologisches Profil angestrebt. Vorher soll auf die Charakteristika der
bisherigen Leitstruktur eingegangen werden (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Leitstruktur fiir weitere Entwicklung von o4f7-Integrinliganden.

4.1.2

a4p1 / VCAM 271 +/-14

NWOH Zelladhiision [%] 04B7 / MAACAM-1 : 10 +/- 4
o)
ICso( 04B7 / MAACAM-1): 1402 +/- 267 pM

[299]

Die Verbindung fdllt bei der Synthese als Diastereomerenpaar an; das eine
Diastereomer wird als potenter Inhibitor der a4p7 / MAdCAM-Wechselwirkung mit
Selektivitit gegeniiber der a4pfl / VCAM beschrieben, wihrend das andere
Diastereomer gleichermallen aktiv beide Wechselwirkungen inhibiert.

Die Amidbindung zwischen Leucin und der verwendeten 3-Amino-3-aryl-
propionséure konnte ohne Aktivititsverlust durch die reduzierte Amidbindung ersetzt
werden.

Der ICsp wurde durch Titration mit 1402 +/- 267 uM beschrieben.

Die sog. Pfizer-Regeln sind erfiillt.”"’

Das Substitutionsmuster des Aromaten der 3-Amino-3-aryl-propionsdure besitzt nur
einen marginalen Einflul auf die Aktivitét.

Die N-terminale Acylierung mit der 3-Isochinolin-carbonsdure geht auf die Shroff et.
al. zurick, welche demonstrierte, dass dieser besondere annelierte Heterocyclus nicht
obligatorisch ist, sondern lediglich eine aromatische Substitution sich als wichtig
erweist.?!

Die Relevanz der N-terminalen Amidgruppe ist nicht bekannt und sollte Gegenstand

weiterer Untersuchungen werden.

Prinzipien des Ansatzes der Entwicklung von Peptidmimetika als a4p7-

Integrinliganden

Peptide sind im menschlichen Organismus als Enzymsubstrate oder als Botenstoffe fiir

zahlreiche biologische Funktionen verantwortlich. Dementsprechend sind Peptide auch fiir die

Therapie interessant und in der Tat sind einige wichtige Arzneimittel Peptide (z.B. Insulin,
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Oxytocin oder Cyclosporin). Der Einsatz von Peptiden als Medikamente wird allerdings

durch einige Faktoren wesentlich beschrinkt.

- Peptide werden nach oraler Gabe meist schlecht resorbiert, im Wesentlichen bedingt
durch das hohe Molekulargewicht und die hohe Polaritét.

- Peptide werden durch Proteasen im Magen-Darm-Trakt und im Serum leicht gespalten
und sind daher metabolisch wenig stabil.

- Der Korper ist in der Lage, Peptide tiber die Leber und die Nieren sehr schnell wieder

auszuscheiden.

Es besteht daher ein grofes Interesse daran, Wirkstoffe ohne die oben genannten negativen
Eigenschaften zu finden, die aber trotzdem am gleichen Rezeptor wie das Peptid binden, bzw.
das Enzym blockieren, das sonst ein peptidisches Substrat umsetzt. Ein Peptidmimetikum

muss also folgende Eigenschaften aufweisen:

- wenige bzw. nicht spaltbare Amidbindungen zur Erhohung der metabolischen
Stabilitit,

- geringes Molekulargewicht zur Erh6hung der oralen Verfligbarkeit,

- die gleiche rdaumliche Anordnung der fiir die Rezeptor- bzw- Enzymbindung

verantwortlichen Gruppen wie im Peptid, um eine feste Bindung zu gewéhrleisten.

Diese Grundsitze bilden das Leitmotiv fiir die folgenden Ansétze der Optimierung der durch
die minimale Erkennungssequenz (LDT) und die in unserem Arbeitskreis durchgefiihrten

Vorarbeiten vorgegebenen Leitstruktur, die in Abbildung 4.7 definiert werden soll.

!* ;
CH,od.| N - -
Aromat,—{Spacer ( 02)

Abbildung 4.7: Schematische Leitstruktur von a4f7-Integrinantagonisten.
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Da bei der Synthese von Peptidsurrogaten, insbesondere wenn nicht auf die natiirlichen
Aminosduren zuriickgegriffen werden kann, eine racemische Synthese von Bausteinen sich
als 0konomischer erweist, werden die folgenden Synthesen in der Regel auf diese Art
durchgefiihrt. Hierbei entstehen beide Stereoisomere in gleichen Mengen und werden als
Gemisch biologisch getestet. Sollte das Gemisch aktiv sein, werden dann die Isomeren separat
untersucht. Diese Vorgehensweise ist effektiver, als viel Zeit und Kosten mit enantio- bzw.
diastereoselektiven Synthesen zu verlieren.?°

Besitzt die Priifung der biologischen Wirksamkeit im verwendeten Assay nicht unbedingt die
Notwendigkeit der Verwendung von enantiomerenreinen Verbindungen, so sei doch auf die
eventuelle  Bedenklichkeit der pharmakologischen  Wirkung von  racemischen
Substanzgemischen im menschlichen Korper hingewiesen, wie z.B. im schwerwiegensten
bekannten Fall des Thalidomids. Enantiomere unterscheiden sich namlich nicht nur in der

Wirkstirke, sondern auch in ihren Wirkqualitdten. Diese Unterschiede konnen sich als

unerwiinschte Nebenwirkungen eines Antipoden manifestieren.
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4.2 Modifikation der N-terminalen Amidbindung durch Ketomethylen-

Isostere

4.2.1 Einfiihrung

Der Ersatz einer Amidbindung im Riickgrad von biologisch aktiven Peptiden ist eine sehr
effektive Methode, peptidmimetische Wirkstoffe mit giinstigen pharmakologischen
Eigenschaften darzustellen (um damit grofBere metabolische Stabilitdt oder verbesserte orale
Verfiigbarkeit zu erreichen). Dazu ist bekannt, dass der isostere Ersatz einer Amidbindung
durch eine nicht-hydrolysierbare Ketomethylen-Bindung haufig peptidmimetische Substanzen
hervorbringt, welche Inhibierungseigenschaften wie die urspriinglichen Molekiile
aufweisen.?>

Unter Ketomethylen-Pseudopeptiden versteht man entweder den Einbau einer Methylen-
Einheit in die Amidbindung (A) oder den Ersatz einer —-NH-Gruppe durch die Methylen-
Gruppe (B) (Abb. 4.8). Ein mdglicherweise wichtiger Unterschied zwischen diesen beiden

Klassen von Peptidomimetika ist, dass Aminoketone (A) die Fahigkeit zur Ausbildung von

Wasserstoffbriicken-Bindungen tiber die -NH- Gruppe behalten.

0 R i oo Rk Lo
N N N N N N
e = et
R1 H2 0 R1 H 0] R1 H2 H
B Peptid A
"Carbapeptid" Methylen-Insertion

Abbildung 4.8: Verschiedene Ketomethylen-Pseudopeptide im Vergleich zur Peptidbindung.
4.2.2 Synthese und biologische Evaluierung von Ketomethylensurrogaten
Die Synthese von Ketomethylen-Analoga der N-terminalen Amidbindung der auf ein N-

acyliertes Dipeptid reduzierten Leitstruktur fand ihren Ausgang in der Alkylierung von

kommerziell erhiltlichem Malonsiurediethylester unter Standardbedingungen.*®! Der so
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erhaltene Isobutylmalonsdurediethylester wurde anschlieBend in DMF mittels Natriumhydrid
deprotoniert und mit ®-Brom-acetonaphthon (a- bzw B- Derivat) alkyliert (Abb. 4.9). Die
Alkylierungsprodukte wurden nach wissriger Aufarbeitung ohne weitere Reinigung alkalisch

verseift und anschlieBend zum gewlinschten Reaktionsprodukt decarboxyliert.

1. NaH, DMF
o o 1. NaOEt, EtOH o) @) ?
~ \n/\n/ ~ 3 Isobutylbromid, o~ ~ 2. @)
o) o) reflux O o Br
1 2 85 % OO 3
3.H", H,0

1. NaOH, H,O, EtOH

OH
~.© SN 2.H', H,0 OO 5

0O O

e o

4 alpha: 47%
5 beta: 52%

Abbildung 4.9: Synthese der Bausteine fiir N-terminale Ketomethylenanaloga iiber

Malonestersynthese.

Tabelle 4.2 fasst die Ergebnisse der biologischen Evaluierung der Ketomethylenanaloga
zusammen. Die B-Substitution des Naphthylrestes ist gegeniiber dem a-Substitutionsmuster

bevorzugt.
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Verbindung Struktur Zelladhision [%)]
o4p7 / MAdCAM-1

6a a) 20 + 10

6b @ b) 49+12

a) n.d.

SE
b ‘I @ b) 54 +16

Tabelle 4.2: Biologische Evaluierung der Ketomethylensurrogate in Zelladhdsionsassays,

9 Zelladhdsion [%] a4 Bl / VCAM: 14 +/- 0.

4.2.3 Enantioselektive Synthese von 3-Amino-3-phenyl-propionsiuren

Eine enantioselektive Synthese der C-terminalen B-Aminosdure wurde aus dem Grunde
wiinschenswert, da die 3-Amino-3-aryl-propionséuren bei den bisherigen Darstellungen der
teils hochaktiven a4-Integrinantagonisten stets in ihrer kommerziell erhéltlichen racemischen

bzw. der iiber die nicht-stereoselektive Radionov-Reaktion>*"

zugénglichen Form eingesetzt
wurden (Abb. 4.10) und somit keine Aussage iiber die biologisch aktive Konstitution am C-3-
Atom mdglich war. Die Einfiihrung eines zweiten Stereozentrums am C(a) des Leucins bzw.
Leucin-nachahmender Bausteine fithrt jeweils zur Bildung von Diastereomeren, welche
mittels priaparativer HPLC nur bedingt trennbar sind. Informationen {iber die jeweils aktive

Konfiguration der C-terminalen Aryl-Gruppe wéren sehr aufschlussreich fiir das Verstandnis

der geometrischen Beschaffenheit des Rezeptors.
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R
X ‘\\
| P HOWOH 2 eq. NH,OAc, EtOH _
+ 0
0 e} 6 h, reflux /\)k
S0 H,oN OH

Abbildung 4.10: Radionow-Reaktion zur Synthese von [-Amino-f-aryl-propionsduren.

In der Tat ist die Frage nach der aktiven Konfiguration am asymmetrischen Kohlenstoffatom
der B-Aminosdure wichtig, da dieselbe Baueinheit auch flir die in diesem Arbeitskreis
synthetisierten avB3-Integrinantagonisten verwendet wird und biologische Assays in beiden
Féllen mit racemischen Mischungen durchgefiihrt werden, was in Bezug auf das ,,one
compound‘“‘-Konzept bei der Zulassung von Wirkstoffen bedenkenswert ist.

Die Leitstrukturoptimierung nahm ihren Anfang in der Darstellung verschieder N-acylierter
Tripeptide, die sich von der minimalen Erkennungssequenz (LDT) des MAdCAM-1
ableiteten (Abb. 4.11).

H
o] y O ©
wN N@)ﬁN NH; ICs0 (uM) : 3.1 (Shroff et al.)
H =
_N o) YUH o)
8 ﬂ o

(0] (0]
H
N Nji;N\_S)kN@ Zelladhasion [%], a4p7 / MADCAM-1 : @) 74 +/- 22
‘ N H i}(UH b)43 +/-12

@)
@)

(0]
H
X N/¢N © Zelladhasion [%], a4p7 / MADCAM-1 : a) 21 +/- 2
| H b) 26 +/- 9
_N 0] OH
10 o

Abbildung 4.11: Rationale C-terminale Modifikation von a4f7-Integrinantagonisten.
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In Folge der schrittweisen Modifikation des C-Terminus mit aromatischen Gruppen wurde
schlieBlich das L-Threonin vollstindig ersetzt und die Position der verbriickenden
Amidbindung zwischen Asparaginsdure und Threonin von aromatischen Seitenketten
eingenommen. Somit wire die Schlussfolgerung naheliegend, dass die biologisch aktive
Konfiguration am C-3-Kohlenstoffatom derjenigen am natiirlichen Liganden MAdCAM-1
folgt und dementsprechend S-Konfiguration aufweisen sollte. Diese Annahme sollte sich
natlirlich nur im Falle von vergleichbaren Bindungsmodi der verglichenen Verbindungen

bewahrheiten.

Die Synthese beruht auf der hoch-stereoselektiven Michael-Addition von den chiralen
sekunddren Aminen (R)-(-)-N-Benzyl-methylbenzylamin bzw. seines (S)-Enantiomers in
Form ihrer Lithiumamide an Zimtsédure-zert.-butylester (Abb. 4.12).°°”! Die Verwendung von
tert.-Butylestern in dieser Synthese wird als vorteilhaft beschrieben, da die Nebenreaktion der
Carbonsdureamidbildung bei sterisch weniger gehinderten Methyl- bzw. Ethylestern zu

geringeren Ausbeuten fiihrt.

Ph

bk )

R°N NH, O
/k Ph R N J< Ha (1 atm.), J<
Pearlman Kat S O
MeOH, H,O, CH3COOH

12a (3S,aR) 81% 13a (S) 100%
12b (3R,aS) 79% 13b (R) 100%

Abbildung 4.12: Enantioselektive Synthese von 3-Amino-3-phenyl-propionsdure.

Die Lithiumamide der chiralen sekundédren Dibenzylamine wurden in diesem Falle bei -78°C
in THF mittels n-BuLi generiert und nach 15 min. tropfenweise mit Zimtsdure-tert.-butylester
versetzt. Nach Quenchen mit ges. NH4Cl-Lsg. und wissriger Aufarbeitung erhélt man die
tertidren Amine in guten Ausbeuten und mit hoher Diastereoselektivitit.

Die Debenzylierung zu den enantiomerenreinen 3-Amino-3-phenyl-propionsédure-zert.-
butylestern ist bei einer Hp,-Atmosphére von 1 bar mittels des sog. Pearlman-Katalysators in
einer Mischung aus Methanol / H,O / Essigsdure (40:4:1) tiber 24 h quantitativ.Bog]

Das Ergebnis des biologischen Assays war jedoch erniichternd, da alle enantiomerenreinen

Epimere die gleiche Aktivitit zeigten (Tab. 4.3). Dies wiirde sogar nahe legen, dass die

Stereochemie am zweiten asymmetrischen Kohlenstoffatom vollkommen willkiirlich sei und
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somit die Isobutylgruppe, welche die natiirliche Seitenkette des Leucins darstellt, nicht in der

natiirlichen S-Konfiguration vorzuliegen hitte und ihr somit keine Relevanz zu unterstellen

ware.

Verbindung

Strukturformel

Zelladhision [%]
a4p7 / MAACAM-1

14 a 0 o a) 14+/-3
14b O‘ N on | b 30+-3
o H
\(
15a o @ o a) 14+/-3
15b O‘ Aoy | by 14453

Tabelle 4.3: Vergleich der vier moglichen enantiomerenreinen Konfigurationsisomeren der

[3-[2-[2-(2-Naphthyl)-2-oxo-ethyl] (4-methyl- 1-oxo-pentyl) ]-amino]-3-phenylpropionsdure.

Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass die inhibierende Wirkung dieser Substanzklasse der
Ketomethylenanaloga auf anderen, unspezifischen Wechselwirkungen beruht oder sogar auf

eine evtl. Cytotoxizitit zuriickzufiihren ist.

4.3 Modifikation der N-terminalen Amidbindung durch Harnstoff- und

Sulfonamidderivate

In den bisherigen strukturellen Modifikationen wurde der Einfluss der Amid-Bindung des
Leucinrestes zum N-terminalen aromatischen Rest nicht eingehend untersucht und bei den

rationalen Abidnderungen der Peptidmimetika konserviert. Um einerseits den Anteil der
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Amidbindung an der biologischen Aktivitdt zu evaluieren, andererseits Verbindungen mit
gesteigerter Stabilitdt gegeniiber proteolytischem Abbau zu generieren, wurde eine kleine
Bibliothek N-terminal modifizierter Mimetika synthetisiert, welche das reduzierte
Erkennungsmotiv {iber eine Amid- (-CO-NH-), Sulfonamid- (-SO,-NH-) bzw.
Harnstoffeinheit  (-NH-CO-NH-) mit einem aromatischem Rest (1-Naphthyl bzw. 2-
Naphthyl) verbriickt. Die Festphasensynthese dieser Verbindungen wurde am Wang-Harz
nach Belegung mit Fmoc-B-Aminosdure und anschlieBender Kupplung von Fmoc-L-Leucin
unter Standard-Kupplungsbedingungen durchgefiihrt. Die amid-verbriickten Verbindungen 16
und 17 wurden durch Kupplung von Naphthoesduren mit TBTU / HOBt / DIPEA in NMP
dargestellt. Die Harnstoff-Peptidomimetika 20 und 21 konnten aus der Reaktion von
Naphthyl-isocyanaten mit der freien Aminosdure des Leucins erhalten werden und die
entsprechenden  Sulfonamide 18 wund 19 entstehen bei der Behandlung mit

Sulfonsdurechloriden und Hilfsbase (DIPEA).

0 Q :
Fmoc N 0] 1. 20 % Piperidin / NMP X N OH
” o q 2. Methode A, B oder C H m

3. TFA/ TIPS / H,0 o

Aryl = 1-Naphthyl, 2-Naphthyl

X =-CO- (Methode A) 75-83%
-SO,- (Methode B) 60-85%
-NCO- (Methode C) 20-60%

Methode A: Ar-COOH, TBTU, HOBt, DIPEA, NMP
Methode B: Ar-SO,CI, DIPEA, CH,Cl,
Methode C: Ar-NCO, DIPEA, NMP

Abbildung 4.13: Festphasensynthese N-terminaler Amidbindungs-Surrogate.
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Zelladhision [%]

Zelladhision [%]

Verbindung Arylrest Spacer X a4p7 / MAACAM-1 o4B1/VCAM
16 a O a)42 +/-2 a) 47 +/- 18
16b %)kf b) 23 +/- 8 b) 31 +/- 10
17 a O O a)49 +/-0 a) 52 +/-3
17b ‘ %9)&; b) 46 +/- 2 b) n.t.
18a 0 a) 45 +-3 a) 58 +/- 18

s
18b 5 b) 60 +/- 6 b) n.t.
19a O O a) 64 +/- 3 a) n.t.
s
19b ‘ i b) 55+/- 2 b) 64 +/- 16
20a a) 25 /- 5 2) 62 +/- 21
20b o b) 15 +/-2 b) 32+/- 8
< J
kol
H
2a O 0 a) 57 +/- 18 a) 63 +/-29
N
21b N b) 19 +/- 6 b) 23 +/-8

Tabelle 4.4: Inhibierung der 04p7-/ MAdCAM Adhdsionsinhibierung durch

Amidbindungssurrogate.

Die allgemeine Beobachtung und Lehre aus den vorliegenden Daten, 146t den SchluB3 zu, dass

die generell hohere Aktivitidt der Harnstoffderivate auf die Tatsache zuriickzufiihren ist, dass

diese im Vergleich zu den Amiden bzw. Sulfonamiden eine weitere sphirische Ausdehnung

des N-terminalen aromatischen Restes aufweisen. Wie schon vormals beschrieben, steigt die

Aktivitat generell mit der GroBe des aromatischen Systems an.
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4.4  Substitution der N-terminalen Amidbindung durch aromatische Surrogate

4.4.1 Einfiihrung

Der folgende Ansatz verfolgte die Idee, die N-terminale Amidbindung der dipeptidischen
Leitstruktur durch Surrogate zu ersetzen, die der planaren Struktur der Amidbindung
gleichkommen. Ein Templat, das diesen strukturellen Anspriichen geniigt, sind aromatische
Systeme. Es gibt Beispiele aus der Literatur, in denen bereits die Bedeutung dieses
isosterischen Ersatzes eindrucksvoll demonstriert worden ist. Einerseits gelang es unserer
Gruppe, auf dem Gebiet der avB3- bzw. a4-Integrinantagonisten die minimale
Erkennungssequenz in beiden Féllen am C-Terminus auf eine f-Amino-B-aryl-Aminosdure zu
reduzieren, indem die Amidbindung durch substituierbare Phenylringe ersetzt wurde (Abb.

4.14).

@*NW“*U?J - @@*ﬁmfj

O

Zelladhasion [%], a4p7 / MADCAM-1 : a) 21 +/- 2

ICs (uM) : 3.1 (Shroff et al.) b) 26 +/- 9

Abbildung 4.14: Substitution der Asp-Thr-Amidbindung durch Aromaten unter Erhalt der

Aktivitdt bei a4-Integrinantagonisten.

Dass diese Substitution nicht nur in der Peripherie der Erkennungssequenz, sondern auch im
Peptidriickgrat von Peptidmimetika moglich ist, demonstrierten DuPont-Merck mit der
Entwicklung von potenten RGD-Mimetika (Abb. 4.15), die zunichst den Argininrest durch
Benzamidin ersetzten und schlieBlich einen 1,3-disubstituierten Phenylring als Ersatz fiir die
Arginin-Glycin-Amidbindung einfiigten. So wurde die Evolution von der urspriinglichen
Leitstruktur (DMP 728) zum potenten Analogon beschrieben. Der Spacer zwischen der

Guanidin- und Sauregruppe im cyclischen Peptid betrdgt 11 Atome, wahrend das Benzamidin
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und die Sdurefunktion durch 13 Atome getrennt sind. Molecular Modeling zeigte, dass dieser

Spacer ein guter Ersatz fiir das originale Peptidriickgrat darstellte.

NH (0] H
N NH
HszNWkN/ﬁ( COOH
T 0 HN o — COOH
\\\“. N O ”/\‘/
H HNYO
O"Bu
DMP 728

Abbildung 4.15: Rationales Design von Glycoprotein IIb/Illa Antagonisten.
4.4.2 Amino-phenylessigsiauren als Bausteine fiir Peptidmimetika

Die Verwendung von Phenylessigsduren bietet sich an, da die die Leucin-Seitenkette
reprasentierende Isobutylgruppe synthetisch einfach durch die a-Alkylierung des
entsprechenden Esters einzufiihren ist. Der Phenylrest sollte so substituiert sein, dass eine
weitere Modifikation moglich ist, da bisherige Untersuchungen zeigten, dass biologische
Aktivitit mit der Beschaffenheit — insbesondere mit der rdumlichen Ausdehnung des
aromatischen Systems am N-Terminus — korreliert. Der verschieden-substituierte Phenylring

imitiert die N-terminale Amidbindung des acylierten Leucins (Abb. 4.16).

@) H H
%)LH I N\f  — R; \fﬁ'

)

Abbildung 4.16: Phenylring immitiert die N-terminale Amidbindung.

Nitrophenylessigsduren sind in allen Substitutionsmustern kommerziell erhdltlich und bieten
die Moglichkeit der kovalenten Modifikation nach Reduktion der Nitrogruppe zur
Aminogruppe. Der zuerst dargestellte Methylester wird nach der  Alkylierung mit
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Isobutylbromid in a-Position im AnschluB an die Deprotonierung mit Natriumhydrid
wiederum alkalisch verseift (Abb.4.17). Die freie Nitrophenylessigsdure wird daraufhin zur
Aminophenylessigsdure hydriert und nach dem Schutz mit Fmoc-OSu als Baustein fiir die
Festphasensynthese zugénglich gemacht. Das entsprechende ortho-Derivat war auf diesem

Wege nicht zuginglich, worauf spéter noch eingegangen werden soll.(Kap.4.13)

OH MeOH, H,S0, O OS 1.NaH, DMF O
O2N- o 2 0 2. Isobutylbromid ON- o)

60°C
22 a/b meta: 100%, 23 a . meta: 99%, 24 a
2 para: 99%, 23b 3.H, H0 para: 81%,24 b
1. LiOH, Dioxan/H,O OH H, (1 atm), Pd/C OH
2.H"H O,N- MeOH H,N-
, HO 2 0 2 o
meta: 100%, 25 a meta: 95%, 26 a
para: 100%, 25 b para: 93%,26b
1. Fmoc-OSu, NaHCOg,
Aceton/H-0 (1:1) OH
2. H', H,0 FmocHN-

0]

meta: 86%, 27 a
para: 100%, 27 b

Abbildung 4.17: Synthese der N-Fmoc-(aminophenyl)-essigsdure-Bausteine fiir die
Festphasensynthese.

Die Festphasensynthese wurde an mit N-Fmoc-B-phenylalanin belegtem TCP-Harz nach der
Fmoc-Strategie durchgefiihrt. Nach der Kupplung der beschriebenen Bausteine 27 a/b wurden
Bibliotheken iiber die Acylierung der Amino-Phenylgruppen mit einer Auswahl von

verschiedenen aromatischen Carbonsduren synthetisiert (Abb. 4.17).
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1. 20% Piperidin/NMP
2. 4x waschen NMP EmocHN- Q Q

Fmoc < 3. X, TBTU, HOBt, DIPEA,
O_O NMP H O_O

Iz

1. 20% Piperidin/NMP

=
2. 4x waschen NMP o HN— Q Q
3. ArCOOH, TBTU, HOBY, Ar A VJ\O_O
DIPEA, NMP o)
0 0
TFA, H,0, TIPS HN-
2h Ar X N OH

H
Y 28-39 34-98%

Abbildung 4.18: Festphasensynthese der N-terminal-modifizierten Integrinantagonisten.

Das Ergebnis der biologischen Evaluierung ist in Tabelle 4.5 dargestellt. Die synthetisierten
Verbindungen fallen als Diastereomerenpaare an und wurden — soweit moglich — getrennt
isoliert und getestet. Aufgrund der unterschiedlichen relativen Konfiguration an beiden
Stereozentren der racemisch eingesetzten Bausteine sollte erwartet werden, dass die Aktivitét
jeweils eines Diatereomeren die des anderen tibertreffen sollte, ndmlich diejenige welche den
einzelnen Konfigurationen im natiirlichen Liganden entsprechen. Jedoch ist eine Voraussage
schwierig, da diese Aussage wohl nur erfiillt wire, wenn es sich um identische Bindungsmodi
verglichen mit dem nativen peptidischen Liganden handeln wiirde und diese Annahme sich

nicht immer als richtig erweist.
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Verbindung Arylrest (Ar) | Substitutionsmuster | Zelladhasion [%]
o4p7 / MAdCAM-
1
28 Phenyl para a) 27+/- 11
b) 15+/-2
29 3-Isochinolyl para a)46 +/- 13
b) 33 +/- 11
30 1-Naphthyl para a)44 +/- 6
b) 22 +/-9
31 4-Phenyl-phenyl para a)41 +/-15
b) 28 +/- 2
32 2-Phenyl-phenyl para a) 14 +/-3
b) 30 +/- 11
33 4-Benzoyl- para a) 30+/- 6
phenyl b) 33 +/-3
34 4-Fluor-phenyl meta a)30+/-11
b) 51 +/-7
35 3-Isochinolyl meta a)23+/-3
b) 31 +/- 11
36 1-Naphthyl meta a) 30 +/- 11
b) 33 +/- 13
37 4-Phenyl-phenyl meta a)34+/-9
b) 50 +/- 7
38 2-Phenyl-phenyl meta a) 24 +/-7
b) 19 +/-7
39 4-Benzoyl- meta a)39+/-13
phenyl b) 26 +/- 13

Tabelle 4.5: Inhibierung der a4f37-/ MAACAM Adhdsion durch Phenylessigsdurederivate.

Die biologische Evaluierung ergab, dass eine Reihe von diesen Verbindungen im Stande
waren, die Adhdsion von o4p7-exprimierenden Zellen an MAdCAM-1 zu unterbinden.
Haufig war ein Diastereomer aktiver als das andere, was gegen eine unspezifische Inhibierung

spricht.
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Unter diesen Verbindungen wurde die aktivste ausgesucht 32 a und titrimetrisch der ICso-

Wert bestimmt.

IC501 187 ]JM

Abbildung 4.19: Potentielle Leitstruktur 32 a aus der Phenylessigsdure-Bibliothek.

Es ist also moglich, unter Erhalt der Aktivitdt, die N-terminale Amidbindung durch
aromatische Geriistmimetika zu ersetzen. Diese Beobachtung ldsst zudem die Vermutung zu,
dass weder die Carbonylgruppe noch die Aminogruppe der Amidbindung {iber

Wasserstoffbriickenbindungen am rezeptorgebundenen Zustand beteiligt sind.

Im Folgenden wird die Synthese von zwei Bibliotheken beschrieben, welche nach dem
Gesichtspunkt besserer Bioverfiigbarkeit entwickelt wurden. Die Verbindungen der in Kap.
4.4.2 beschriebenen Bibliothek weisen zwei Amidbindungen auf, was nicht zwangslaufig zu
a priori ungeeigneten Verbindungen fiihrt, jedoch unter dem Aspekt der wiinschenswerten

proteolytischen Stabilitdt bei oraler Applikation Beachtung finden sollte.

4.4.3 Amino-phenylessigsiuren als Bausteine fiir Peptidmimetika mit

reduzierten Amidbindungen

Im ersten Ansatzpunkt wird die Amidbindung zwischen dem racemischen Leucin-Mimetikum
und der C-terminal verwendeten B-Aminosdure durch eine reduzierte Amidbindung ersetzt.
Die Synthese der verwendeten Bausteine ist in Abbildung 4.20 dargestellt.

Wiederum ausgehend von den kommerziell erhéltlichen Nitrophenylessigsduren, wurden
diese nach der sdurekatalytischen Veresterung mit dem die Leucin-Seitenkette
reprisentierenden Isobutylseitenkette alkyliert. Um aus den erhaltenen Carbonsdureestern die

korrespondierenden Alkohole zu erhalten, wurden diese in THF mit LiAlH4 selektiv in
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Gegenwart der Nitrogruppe reduziert. Die Reaktionsbedingungen miissen so gewiahlt werden,
dass die Reaktionsmischung nach 1 h bei -78°C innerhalb von 20 min. auf -40°C erwédrmt und
anschlieBend gequencht wird. Unterhalb dieser Temperatur ist die Reduktion nicht
vollstidndig, wihrend oberhalb die Nitrogruppe zu gewissem Malle zur Aminogruppe reduziert
wird. Diese vollstindige Reduktion ist zwar beabsichtigt und wird im nédchsten
Reaktionsschritt auch durch die Hydrierung durchgefiihrt, jedoch wire die Nitrogruppen-
Reduktion mit LiAlH4 mit einer problematischen Aufarbeitung aus einem stark basischem
wissrigen Medium verbunden. Die anschlieBende Protektion der Aminogruppe gelingt mit

Fmoc-OSu unter Standardreaktionsbedingungen.

)\ 1. LiAIH,, THF

O -78°C (1h) auf -40°C OH
Oz 0 2. H', H0 O2N-
24 a meta: 98%, 40 a
24 b para: 95%,40 b
H, (1 atm), Pd/C oH [Emoc-OSu, NaHCOa,, OH
MeOH H,N- Dioxan,H,O Fmoc-HN-

meta: 98%, 41 a meta: 92%, 42 a
para: 100%, 41 b para: 96%,42b

Abbildung 4.20 Synthese von Bausteine der Phenylessigsduregertistmimetika mit reduzierter

Amidbindung.
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)? OH 1. C,0,Cly, DMSO, DIPEA )? 0
Fmoc-HN-©/\/ CHzCl, Fmoc-HM@N

42 a/b 43 a/b

H )? Boc
|
Fmoc/N\{\ﬂ/o O 1.20% Piperidin/NMP N
o) 2. xxx (5 €q.), TMOF / DCM (1:1)  Fmoc-HN-

3. NaBH3CN (3 eq.), CH,Cly, 24 h
4. Boc,0, CH,Cl,, DIPEA

1. 20% Piperidin/NMP o )?
2. R-COOH, TBTU, HOBt, N in @/v
NMP K ~

3. TFA TIPS, H,O (90:7:3)

ZT

{\H/OH
O

44-53

Abbildung 4.21: Festphasensynthese von Phenylessigsduregeriistmimetika 44-53 mit

reduzierter Amidbindung.

Die in Abbildung 4.20 beschriebenen geschiitzten Aminoalkohole werden in einer Swern-
Reaktion vor der reduktiven Aminierung an der Festphase zu den entsprechenden Aldehyden
oxidiert und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Es erwies sich als vorteilhaft, die so
entstehende sekundire Aminogruppe vor der abschlieBenden Acylierung mit der Boc-
Schutzgruppe zu versehen, da unter den Reaktionsbedingungen der Acylierung (Uberschuf3 an
aromatischer Sdurekomponente und Kupplungsreagenz) als Nebenprodukt auch das doppelte

Acylierungsprodukt zu beobachten ist, was sich negativ auf die Ausbeute auswirkt.
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Verbindung Rest (R) Substitution Zelladhasion [%] Zelladhision
a4p7 / MAACAM-1 [%]
a4p1/ VCAM
44 4-Fluor-phenyl meta 9+/-1 15+/-0
45 3-Isoquinolyl meta 9+/-2 10+/-2
46 1-Naphthyl meta 9+/-2 10 +/-2
47 4-Phenyl-phenyl meta 9+/-2 12 +/-8
48 2-Phenyl-phenyl meta 9+/-3 15+/-8
49 4-Fluor-phenyl para 13+/-3 n.t.
50 3-Isoquinolyl para 18 +/- 4 n.t.
51 1-Naphthyl para 16 +/-2 n.t.
52 4-Phenyl-phenyl para 21+/-3 n.t.
53 2-Phenyl-phenyl para 9+/-2 n.t.

Tabelle 4.6: Inhibierung der Zelladhdsion durch Phenylessigsdurederivate mit reduzierter

Amidbindung.

Die Evaluierung der obigen Verbindungen in Zell-Adhisionsassays (Tab. 4.6) ergab eine
starke inhibitorische Wirkung aller Verbindungen mit reduzierter Amid-Bindung. Jedoch sind
diese Ergebnisse mit Vorsicht zu genieflen, da die ausfiihrende Person die Verbindungen bei
der Inkubation in der Zelllosung als ,,optisch verdichtig beschrieb, d.h. dass die
Verbindungen z.T. unl6slich zu sein scheinen, bzw. die Zellen auf andere Weise beeinflussen
und ein im Mikroskop nicht eindeutiges Aggregationsverhalten der Zellen hervorrufen. Eine
verringerte Loslichkeit scheint aufgrund der Tatsache, dass die Verbindungen statt der Amid-
Bindung eine sekundire Aminofunktion und damit polarere funktionelle Gruppe aufweisen,
ungewohnlich. Jedoch ist wohl die Bildung von Zwitterionen fiir die Schwerldslichkeit
verantwortlich. Um eine abschlieBende Bewertung dieser Substanzklasse abzugeben, sollte
iiber die Synthese von loslicheren Vertretern, z.B. durch die Verwendung von Pyridinen als

aromatische Gruppen nachgedacht werden.




4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINANTAGONISTEN 66

4.4.4 N-terminale Modifizierung mittels Mitsunobu-Reaktion
4.4.4.1 Zielsetzung der isosterischen Substitution der Amidbindung durch
Benzylether

Die vielversprechenden Ergebnisse der beschriebenen Phenylessigsaurederivate als Ersatz fiir
die N-terminale Amidbindung lieB den Wunsch autkommen, die zweite zu kniipfende
Amidbindung am Anilinbaustein aus Griinden der Bioverfligbarkeit aus dem Zielmolekiil zu
entfernen. Da sich das ausgedehnte aromatische System am N-Terminus essentiell fiir die
Aktivitdt der zu untersuchenden Verbindungen erwiesen hatte, wurde nach einem Weg
gesucht, den Phenylessigsdurebaustein - mdglichst vereinbar mit Festphasenchemie - mit
aromatischen Resten zu modifizieren.

Weil der Einflufl der als Linker benutzten Amidbindung zwischen den beiden aromatischen
Systhemen bisher nicht bekannt ist, wire ein isosterer Ersatz derselben aus zweierlei Hinsicht
interessant, da die planare Geometrie der Amidbindung evtl. einen strukturellen Einfluss
besitzt, wenn auch in der Peripherie des Molekiils (Abb. 4.22). Einen flexiblen Linker von
gleicher Bindungsldnge stellt die Oxymethyleneinheit (-CH,-O-) dar, welche das
Amidbindungssurrogat von Phenyl-Benzylethern darstellt. Die Methode der Wahl zur
Generierung von Benzylethern an der festen Phase, ist die Mitsunobureaktion zwischen

Phenolen und Benzylalkoholen

iy 5y
R@imméww — R@Aom5

Abbildung 4.22: Isosterische Substitution von Amidbindungen durch Benzylether.

Aus pharmakologischer Sicht wire das Vermeiden der aromatischen Aminogruppe ebenfalls
winschenswert, da die Toxizitdit von Anilinen im Metabolismus eine nicht zu
vernachlédssigende negative Begleiterscheinung wire. Die Mitsunobureaktion ist eine sehr

effektive unter milden Bedingungen ablaufende Reaktion und auch in der Festphasensynthese
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vielfdltig einsetzbar. So wurden schon eine Vielzahl von Naturstoffen, z.B. Kohlenhydrate

und Alkaloide, unter Mitsunobu-Bedingungen synthetisiert oder derivatisiert.

4.4.4.2 Festphasensynthese von alkoxysubstituierten 2-Isobutyl-

phenylessigsidure-derivaten

Um die hydroxysubstituierten Phenylessigsduren der Festphasensynthese zuginglich zu
machen, musste gleichermallen eine Hydroxyschutzgruppe gewihlt werden, welche den stark
basischen Reaktionsbedingungen der Alkylierung Stand hélt und sich als kompatibel fiir eine
Entschiitzung an fester Phase erweist. Die kommerziell erhéltlichen Hydroxy-
phenylessigsduren wurden zuerst in den Methylester umgewandelt, dessen phenolische OH-
Gruppe geschiitzt werden musste, um bei der anschlieBenden Alkylierung die
Isobutyletherbildung zu vermeiden. Der Einsatz der p-Tosyl-Gruppe erwies sich als
unbrauchbar, da bei der Alkylierung eine Vielzahl von verschiedenen Produkten erhalten
wurde. Die Verwendung der sdurelabilen THP-Schutzgruppe schien vorteilhaft, da eine
Entschiitzung in Gegenwart des sdureresistenteren Wang-Linkers moglich ist. Allerdings
gestaltete sich die Bildung des THP-Acetals etwas schwieriger, da die literaturbeschriebene
Reaktion mit 2,3-Dihydro-2H-pyran und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsidure in
Dichlormethan in diesem Fall lediglich zur langsamen Polymerisation des Pyrans unter
Schwarzfirbung fiihrte, ohne nennenswerte Reaktion mit dem Phenol zu beobachten. Wurde
jedoch das weniger saure Pyridinium-(p-toluolsulfonat) (PPTS) als Katalysator verwendet, so
gelang die Umsetzung sehr sauber bei Raumtemperatur iiber Nacht (Abb. 4.23). Die so
geschiitzten Verbindungen konnten nach Deprotonierung mit Natriumhydrid in DMF mit
Isobutylbromid in guten Ausbeuten alkyliert werden. Bei der anschliefenden wéssrigen
Aufarbeitung muf3 schlieBlich darauf geachtet werden, dafl der pH-Wert pH = 5 nicht
unterschreitet , da sonst die THP-Gruppe sehr leicht abgespalten wird. Die Entschiitzung des
Methylesters erreicht man durch die basische Hydrolyse. Um die freigesetzte Carbonsdure
nach der Hydrolyse vom wissrigen Medium extrahieren zu kdénnen, mufl beim Ansduern

wieder strengstens darauf geachtet werden, da3 der pH-Wert nicht zu niedrig wird.
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o)
MeOH, H,SO RN DHP.PPTS . ~
MeOH, H504 . Ho- BTV 0
THP o

55 a-c 56 a-c 57 a-c
1. NaH, DMF
2. Isobutylbromid, 60°C
3.H*, H,0
ortho: 56 a 100%
57 a 100%
58 a 88%
59 a 94% 0
~N
meta: 56 b 93% O o
57b 63% THP
58 b 84% 58 a-¢
59 b 97%

para: 56 ¢ 91% LiOH, Dioxan / H,0

57 ¢ 85%
58 ¢ 80%
59 ¢ 92%

OH

THP

59 a-c

Abbildung 4.23: Bausteine fiir die Benzyl-phenyl-ether Bibliotheken.

Diese so erhaltenen Bausteine 59 a-¢ konnten nun in der Festphasensynthese eingesetzt
werden. Die Kupplung erfolgte mit Standard-Methoden an immobilisierte 3-Amino-3-aryl-
propionsduren. Die Verwendung von Wang-Linkern ist obligatorisch, da der sdurelabilere
TCP-Linker unter den fiir die Abspaltung der THP-Schutzgruppe benétigten Bedingungen
nicht stabil wire. Fiir die Abspaltung erwies sich eine Losung von p-Toluolsulfonsiure (2.5
mg/mL) in Dichlormethan / Methanol (93:7) am vorteilhaftesten. Da ein Monitoring der
Abspaltungsgeschwindigkeit an der festen Phase nicht moglich war, weil die THP-Gruppe
unter den stark sauren Abspaltungsbedingungen vom Wang-Linker (90% TFA) gleichsam
vollstdndig entfernt wird, wurde bei der Behandlung des Bausteines 59 unter denselben
Bedingungen in Losung gezeigt, da3 die THP-Gruppe nach spitestens 2h vollstindig entfernt
war. So wurde das Harz nach der Kupplung der Bausteine 59 a-c jeweils zweimal 1 h mit der
beschriebenen Abspaltlosung behandelt und danach mehrmals mit Dichlormethan gewaschen.

Fiir die anschlieBenden Mitsunobu-Reaktionen wurde das Harz in Glasreaktoren iiberfiihrt,
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um das Arbeiten unter Inertatmosphire zu gewihrleisten. Das Harz wurde dazu in 2 mL THF
vorgequollen und bei 0°C mit jeweils 3 eq. des jeweiligen Benzylalkohols, Triphenylphosphin
und DIAD versetzt. Unter leichtem Riihren wurden die Reaktionsansitze 3-4 h bei 0°C
belassen, und anschlieend sorgfaltig mit Dichlormethan gewaschen.(Abb. 4.24)

Diese milden Reaktionsbedingungen haben sich als vorteilhafter erwiesen als die urspriinglich
gewdhlte Route der nucleophilen Substitution mit Benzylbromiden in DMF unter Zusatz von
Kaliumcarbonat als Base. Diese Reaktion lieferte bei niedrigeren Reaktionstemperaturen
keinen Umsatz und ergab bei hoheren Temperaturen (90-110°C) und léngeren
Reaktionszeiten Gemische von Nebenprodukten neben schlechten Ausbeuten des

Substitutionsproduktes.

1. 20% Piperidin/NMP o] o
0 o
2. waschen NMP THP/ /E\/U\
Fmoc. OO 3. X, TBTU, HOBt, DIPEA, NMP H O‘O
H

pTsOH,
DCM / MeOH (93:7)
2h

A
|
T Z

= ;
o= | 0 O 1.Methode A or B HO- Q 9
7\ N OH  2.TFA/TIPS/H,0 N 00
\(H
60-70 32-82%

Methode A: Benzylalkohol, PPh;, DIAD, THF, 0°C, 4 h
Methode B: Benzylbromid, K,CO3, DMF, 90°C, 12 h

Abbildung 4.24: Festphasensynthese von Benzyl-phenyl-ethern als a4f37-Integrin-
antagonisten.
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Verbindung Rest (R) Substitutionsmuster Zelladhision [%]
a4p7 / MAACAM-1
2-Pyridyl- ortho a) n.d.
60 b) 44 +/- 2
4-Chlorphenyl- ortho a) 53 +/- 21
61 b) n.d.
3- ortho a) 58 +/-0
62 Methoxyphenyl- b) 23 +/- 2
2-Pyridyl- meta a) 41l +/-7
63 b) 16 +/- 4
4- meta a)32+/-5
64 Methoxyphenyl- b) 27 +/- 9
4-Chlorphenyl- meta a) 14 +/-3
65 b) 9 +/- 2
2,6- meta a)6+/-2
66 Dichlorphenyl- b) 7 +/-2
2-Pyridyl- para a)42 +/-5
67 b) 33 +/- 5
4-Chlorphenyl- para a)8+/-2
68 b) 11 +/-2
2,6- para a)6+/-0
69 Dichlorphenyl- b) 21 +/- 15
3- para a)15+/-0
70 Methoxyphenyl- b) 18 +/- 0

Tabelle 4.7: Biologische Evaluation der Benzyl-phenyl-ether.

Tabelle 4.7 demonstriert, dall die ortho-substituierten Peptidmimetika eine generell

niedrigere Aktivitit aufweisen. Die Verbindungen 63 b, 65 b, 66, 68 a und 69 a stellen hier

sehr vielversprechende Vertreter fiir eine weitere Optimierung dar.

Zuletzt sollte erwdhnt werden, dass kiirzlich eine elegante asymmetrische Synthese von

Alkyl-Arylessigsduren verdffentlicht worden ist, die auf einer chiralen Protonierung des in-

situ generierten Alkyl-Aryl-Ketens mit (R)-Pantolacton beruht (Abb. 4.25) 3%
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O
Br OH 1. (COoCl), Br c (R)-Pantolacton Br )\‘ 0
3 2. Me,NEt 20 o
(0]

96 %, 87 % d.e.

Abbildung 4.25: Enantioselektive Synthese von Alkyl-aryl-essigsduren.

Dies kann bei einer weiteren Konzentration auf diese in dieser Arbeit prisentierten
neuartigen Peptidmimetika genutzt werden, um eine Resolution der beiden bisher als Racemat

getesteten Verbindungen zu erreichen.

4.5 Synthese von Sulfid-, Sulfoxid- und Sulfon-analoga

Die Verwendung von Sulfid-, Sulfon- bzw. Sulfoxid-Surrogaten der N-terminalen
Amidbindung erschien interessant, da die Verbindung 6a mit der beschriebenen
Ketomethylen-Einheit (-CO-CH,.) zu den aktivsten der bisher untersuchten Verbindungen
zahlt. Der isosterische Ersatz durch Sulfide, Sulfoxide oder Sulfone konnte Einblick in die
Fragestellung gewdhrleisten, ob und in welchem Malle die Ketomethylengruppe fiir die
Aktivitat verantwortlich ist. Im Gegensatz zu jener, welche eine planare Geometrie aufweist,
nehmen alle Schwefelanaloga unabhidngig vom Oxidationsgrad eine tetrahedrale Anordnung
an und der Einfluss des Sauerstoffs ist wuntereinander in Abhédngigkeit des

Oxidationszustandes direkt zu vergleichen.

Die Synthese des bendtigten N-terminalen Bausteins bereitete allerdings einige Probleme. Die
zunichst angestrebte Synthese iiber die Mitsunobu-Reaktion des 2-(Hydroxymethyl)-4-
methyl-pentanséureesters mit 2-Thionaphthol bendtigte eine Synthese des ersteren. Es schien
sinnvoll die Isobutylgruppe iiber eine a-Alkylierung des entsprechend geschiitzten 3-
Hydroxy-propionsdureesters 71 einzufiihren (Abb. 4.26). Diese Voraussetzung wurde mit der
basenkatalysierten konjugierten Addition von Benzylalkohol an Acrylsduremethylester

geschaffen.
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Abbildung 4.26: Basenkatalytische Michael-Addition von Benzylalkohol an Acrylsdure-

methylester.

Jedoch ist das einzige nachweisbare Produkt der Alkylierungsreaktion nach Deprotonierung
mit Lithiumdiisopropylamid bei -78°C das Eliminierungsprodukt. In dieser in diesem Ausmal3
nicht erwarteten E2cb-Eliminierung fungiert das Benzylalkoholat als Abgangsgruppe (Abb.
4.27).

@\/ 1. LDA, THF
ov\n/o\ 2. Isobutylbromid ©\/O o ¥ /\H/O\
~
0]
o)

3.H", H,0
o)

71 0% quant.

Abbildung 4.27: Unerwartete Eliminierungsreaktion bei Deprotonierung von T1.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde das gewiinschte Zielmolekiil {iber die Alkylierung des
4-Methyl-pentansduremethylesters 72 mit Benzyloxychlormethan erreicht. Bei dieser
Reaktionsfithrung vermeidet man das Vorhandensein einer Abgangsgruppe und somit die
unerwiinschte Bildung des Acrylsdureesters. Die hydrogenolytische Entfernung der

Benzylschutzgruppe gelingt mit Wasserstoff unter Pd-C-Katalyse (Abb. 4.28).

()V . 1.LDA, THE _ @ Hp/PdC .
0_~Cl Ol 2. H' HoO 0 O._ MeOH ~
0 (0]
72 73 74

Abbildung 4.28: Synthese von 2-(Hydroxymethyl)-4-methyl-pentansduremethylester.
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Die Mitsunobu-Reaktion des 3-Hydroxy-propionsidureesters 74 mit 2-Thionaphthol wurde

unter den von Park und Kim""

beschriebenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt, ohne
jedoch das Kupplungsprodukt zu erhalten, da bei dieser Reaktionsfilhrung die
Eliminierungsreaktion zum dominanten Reaktionskanal wird. Zwar wurde in der
literaturbeschriebenen Reaktion die acidere Thioessigsdure als Elektrophil eingesetzt, jedoch

scheint die angegebene Literaturausbeute von 70% fragwiirdig (Abb. 4.29).

_PPhg, DIAD

o} o o}

0%
74 75

Abbildung 4.29: Eliminierungsreaktion des 2-(Hydroxymethyl)-4-methyl-pentansdureesters

74 unter Mitsunobu-Bedingungen.

So wurde diese Syntheseroute verworfen und im Anschluss versucht, die 3-Thionaphthyl-
substituierte Carbonsdure direkt {iber eine Michael-Addition an den 2-Isobutyl-
acrylsdureethylester zu erhalten.(Abb. 4.31) Der zunéchst aus einer Malonsédureester-Synthese
zugingliche Isobutylmalonsdurediethylester 76 wird hierbei zunédchst mittels 1 eq. KOH in
Ethanol zum Halbester 77 verseift. Dieser kann in einer Eintopf-Reaktion unter Piperidin-
Basen-Katalyse mit Paraformaldehyd in Pyridin zum Acrylséureester umgesetzt werden. Der
Reaktionsverlauf entspricht einer Hydroxymethylierung des Halbesters, welche unter
RiickfluB3 von der Kondensation und Decarboxylierung zur a, - ungesittigten Verbindung 78

gefolgt wird (Abb. 4.30).

1. KOH, EtOH CH,0 / Piperidin
\/O)\’;\'(Ov > HCI HO)\[;\'(O\/ Pyridin o _-
o O O O O

-H,0/-CO,

17 %
76 77 78

Abbildung 4.30: Eintopfsynthese von Isobutylacrylsdureester 78.
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Die Literaturrecherche fiir die konjugierte Addition von Thiophenolen an Acrylséuren lieferte
eine Reihe von Reaktionen die sdmtlich bei Raumtemperatur unter Basenkatalyse mit
Triethylamin bzw. Natriummethanolat in THF oder Methanol ablaufen sollten. Nur erhielt
man in diesem Fall selbst bei vielféltiger Variation der genannten Reaktionsbedingungen und
unter Inertatmosphére (!) bei lingeren Reaktionszeiten letztlich nur das Oxidationsprodukt
des 2-Thionaphthols als Dimeres, welches schon zu geringem Anteil in kommerziell
erhéltlichen Chargen des Thiols enthalten ist.

In moderaten Ausbeuten kann das Michael-Additionsprodukt unter Riickflul in Toluol mit
katalytischen Mengen Piperidin erhalten werden (Abb. 4.31). Jedoch ist eine
sdulenchromatographische Trennung des erhaltenen Esters von dem immanenten
Nebenprodukt 80 nicht moglich, da beide aufgrund ihres hydrophoben Verhaltens sehr
dhnliche R~Werte aufweisen. So mufl der Ethylester des gewlinschten Reaktionsproduktes

erst alkalisch hydrolysiert werden, bevor eine Trennung moglich ist.

O
78 75

SH Piperidin, Toluol
+ o \/ reflux, 8 h S O\/
!

KOH, Dioxan

80
S OH
I

79 83%

S\s

Abbildung 4.31: Michaeladdition und anschlieffende Hydrolyse.

Die freie Sdure 79 wurde in Losung mit dem Methylester der 3-Amino-3-phenyl-propionsiure
81 gekuppelt, nach wissriger Aufarbeitung in Dichlormethan geldst und tiber Nacht mit leq.
meta-Chlorperbenzoesdure oxidiert. Nach Entfernen des Losungsmittels i.Vak. wurde der

Riickstand mit 1 N LiOH in Wasser / Dioxan (1:1) bei Raumtemp. mehrere Stunden geriihrt
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und somit der Methylester verseift. Bei der HPLC-Reinigung des Riickstandes erhielt man 3
Diastereomere des Mono-Oxidations-Produktes 83, jedoch nur einen Peak fiir das Sulfons
84, was jedoch auch bedeuten kann, dass jene moglichen Diastereomere nicht aufgetrennt

werden konnten.

s\/d;OH N EDCI, HOBt, DIPEA S H
I HoN CH,CI,
o) o
o” o~
1 2
79 8 /O

8

1. mCPBA (2 eq.), 1. mCPBA (1 eq.),
CH,Cl, CH,Cl,
2. LiOH, Dioxan/H,0O 2. LiOH, Dioxan/H,O

&5
53
&

!
OH OH

84 83

Abbildung 4.32 : Synthese von Thio-, Sulfoxid- bzw. Sulfon-Surrogaten.
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Zelladhision
Verbindung Strukturformel Zelladhision [%] [%o]
o4p7 / MAACAM-1 | a4p1/ VCAM-
1

85 H 38 +/- 69 n.t.
SJYN
I

83 0 H a) 94 +/- 20 n.t.
S N
b) 59 +/- 6
0]

COOH ¢) 48 +/- 2

84 0 )\H 76 +/- 12 nt,
——

Tabelle 4.8 : Biologische Evaluierung der Sulfid-, Sulfoxid- und Sulfonanaloga.

Ygetestet als Diastereomerengemisch.

Auffilligerweise besitzt das Sulfid 85 die groBte inhibitorische Wirkung. Die durch die
Generierung eines neuen Stereozentrums am Schwefelatom der Sulfoxide isolierten drei
Diastereomere weisen jeweils unterschiedliche, aber geringe Aktivitit auf. Bemerkenswert ist
die Tatsache, dass die Sulfongruppe als Amidsurrogat wiederum mit einer
Aktivititsminderung einhergeht. Zusammenfassend bleibt zu vermerken, daBl diese

Substanzklasse eine sehr interessante in Hinblick auf weitere Untersuchungen darstellt.

4.6 C-Terminale Modifikation der Leitstruktur

Die Synthese von a-Alkylphosphonsduren wurde in den letzten Jahrzehnten viel untersucht.
Von besonderem Interesse war und ist die Suche nach biologisch aktivem Ersatz fiir die

entsprechenden Carbonsdurefunktionen. Aminoalkyl-Phosphonsiduren wurden ausfiihrlich in
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Bezug auf ihre enge Verwandtschaft zu Aminoséduren und biologisch aktiven Peptiden
untersucht.

Der isosterische Ersatz der Carboxylatgruppe durch die Phosphonat-Einheit geht einher mit
betrichtlichen Anderungen der chemischen Eigenschaften der Aminosiure. Der bedeutendste
Unterschied zwischen den beiden Gruppen liegt in ihren pK,-Werten. Wihrend eine
gewohnliche Carboxylat-Funktion einer Aminosdure in biologischen Peptiden einen pK,-Wert
von ungefihr 4 besitzt, hat ein Ersatz durch eine Phosphonsdure zur Folge, dass eine Gruppe
entsteht, welche bei jedem physiologischem pH-Wert anionisch ist. Aullerdem existiert neben
der ersten starken Protolyse-Stufe noch eine zweite schwichere Saurefunktion mit einem
pKa-Wert ~ 8.

Phosphono- bzw. Phosphino-Peptide reprédsentieren eine Gruppe von Peptidmimetika, deren
biologische Eigenschaften in den letzten Jahren mit steigendem Interesse untersucht worden
sind. Als strukturelle Analoga von Peptiden fungieren sie als deren Antagonisten und
konkurrieren mit ihren Carboxylat-Gegenstiick um aktive Bindungsstellen von Enzymen als
Ubergangszustand-Analoge fiir das tetraedrische Intermediat bei Serin-Proteasen und bzw.
den natiirlichen Liganden von Zell-Rezeptoren.”'") Dies ist trotz der vielseitigen Unterschiede
zwischen Phosphonsédure- und Carbonsdure-Gruppen moglich. Sie unterscheiden sich in

folgenden Punkten:

- in Bezug auf die GroBe ist die Phosphonsduregruppe betrachtlich raumfiillender
- die Gestalt betreffend ist die Carboxylat-Funktion planar im Gegensatz zur tetrahedralen
Phosphonséure

- in der Aciditit unterscheiden sich beide Funktionalitdten um mindestens 3 pK,-Einheiten.

Beziiglich der biologischen Aktivitit von Phosphono- bzw. Phosphino-Peptiden zeigt sich

ihre Niitzlichkeit bevorzugt in natiirlichen und synthetischen antibakteriellen Wirkstoffen'*

320] (3113213321 Ayich herbizide und neuroregulatorische Wirksamkeit

und Protease-Inhibitoren.
wurde fiir diese Substanzen nachgewiesen.

Nicht zu vernachldssigen ist die Tatsache, dass zahlreiche Phosphonsdure-Analoga des
Dihydrofolsdure-Reduktase Antagonisten Methotrexat (Abb. 4.33) welches cytostatische
Aktivitdit (Einsatz z.B. bei Lymphomen) besitzt und besonders bei entziindlichen
rheumatologischen Erkrankungen (z.B. RA und Psoriasis) eine Standard-Basistherapie
darstellt, synthetisiert worden sind. Keines dieser Derivate erreicht anndhernd die Aktivitit

von Methotrexat, 33333
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Abbildung 4.33: Methotrexat und inaktive Phosphonsdurederivate.

Im Hinblick auf eine mogliche Verwendung von Phospho-Peptiden bzw. Phosphinat- oder
Phosphonat-modifizierten  Peptidmimetika als  therapeutische  Agentien ist ihre

vernachléssigbare Toxizitdt erwédhnenswert.
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Bry. HOAc ﬂ?—E?s—> 0
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Abbildung 4.34: Urspriingliche Versuche zur Synthese von Dietyl-2-amino-2-phenyl-
ethylphosphonat.

Die urspriinglich geplante Synthese dieses C-terminalen Bausteins begann mit der o-
Bromierung von Acetophenon unter Sdurekatalyse. Dieses aktivierte Bromid ergab in der
anschlieBenden Abuzov-Reaktion den 2-Keto-phosphonsdureester. Die literaturbeschriebene
reduktive Alkylierung mit Ammoniumchlorid und Natriumcyanoborhydrid lieferte das
gewiinschte Reaktionsprodukt nicht (Abb. 4.34).°°°! Ein alternativer Reaktionsweg, der die
Birch-Reduktion mit Benzylamin und anschlieBende reduktive Entfernung der Benzylgruppe
beinhaltete, wurde ebenfalls verworfen, da als Reduktionsprodukt der ersten Stufe lediglich
die 2-Hydroxy-Verbindung isoliert werden konnte.

Schlielich gelang die Synthese in einer dreistufigen Reaktionsfolge ausgehend von dem
kommerziell erhéltlichem Diethyl-2-phenyl-ethyl-phosphonat (Abb 4.35). Das benzylische
Bromderivat erhédlt man aus der radikalischen Bromierung mit N-Brom-succinimid in

Tetrachlorkohlenstoff in guten Ausbeuten. Die anschlieBende nucleophile Substitution mit
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Natriumazid liefert das Eliminierungsprodukt als Nebenprodukt, welches nach der
Hydrierung des Rohproduktes der Substitutionsreaktion sdulenchromatographisch vom

gebildeten Amin abgetrennt werden kann.

o} NBS, AIBN o} NaN3 o}
I Tcoh I DMF 3
™ R ™
S NN
91
89 90 93,
H,, Pd/C
MeOH ﬁ
\\
BN
88
70%

Abbildung 4.35: Synthese des Phospho-mimetikums der 3-Amino-3-phenyl-propionsdure.

Der so synthetisierte Baustein wird in der Losungssynthese in Standard-Kupplungs-
Protokollen eingesetzt. Als N-terminaler Baustein wurde die 3-Keto-carbonsdure 5 gewiéhlt,
welche mit der 3-Amino-3-phenyl-propionséure als C-terminalen Baustein zur bisher
aktivsten Verbindung gefiihrt hat. Somit wiirde eine direkte Bewertung des Eisflusses der
Phosphonsédure moglich. Bei der Kupplung in Dichlormethan mit EDCI war die Verwendung
von HOBt obligat, da ohne den Zusatz, die Nebenreaktion lediglich zu Addukten mit dem
Kupplungsreagenz fiihrt. Dieses Reaktionsprodukt wurde bei mehreren entsprechenden
Reaktionsansétzen in der Abwesenheit von HOBt bei der massenspektroskopischen Analyse
anhand des Signals [Saurekomponente+EDCI+H]" im ESI-MS beobachtet. Beziiglich der
Bildung dieses Sédurekomponente-EDCI-Adduktes wurde angenommen, dass es sich iiber den
Isoharnstoff nach intramolekularem Acylshift bildet (Abb. 4.36). Dabei bildet sich ein N-
acylierter Harnstoff, der nicht mehr in der Lage ist den Acylrest auf Aminkomponenten zu

{ibertragen. Diese Beobachtung ist in der Peptidchemie lange bekannt.[**”!
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Abbildung 4.36: Mechanismus der Bildung des Sdurekomponente-EDCI-Adduktes in
Abwesenheit von HOBt.
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Abbildung 4.37: Phosphonsdure-Derivat 93 des Mimetikums 6a.
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Es wurden verschiedene Entschiitzungsmethoden fiir den Phosphonsiureester evaluiert, von
denen alle als Hauptprodukt eine Verbindung mit einer um 18 Masseneinheiten geringeren
Masse als der gewlinschten freien Phosphonsdure bildeten (Abb. 4.37). Dieses
Eliminierungsprodukt besitzt eine geringere Polaritit als die als Diastereomerenpaar
anfallenden Phosphonsduren. Dieses Eliminierungsprodukt wurde nicht weiter untersucht.
Von den erprobten Entschiitzungsmethoden: a) reines Trimethylsilyliodid, b) 10%
Trimethylsilyliodid in DCM, c¢) reines Trimethylsilylbromid oder 5 eq. Trimethylsilylbromid
in Dichlormethan erwies sich die letzte als effektivste. Der Phosphorsdurediethylester war in

der Regel nach Reaktion iiber Nacht bei Raumtemperatur vollstindig umgesetzt.

Verbindung Strukturformel Zelladhasion [%]
o4p7 / MAACAM-1

93 a Q H o a) 18+/-3

N n_OH
93 b fﬁ’ b) 16+/-6
(e OH

Tabelle 4.9: Biologische Evaluierung von Phosphonsdurederivaten.

Beim Vergleich der beiden erhaltenen Diastereomeren nach der Entschiitzung wurde nur ein
marginaler Unterschied in den Aktivititen beobachtet (Tab. 4.9). Zudem wurden die
Verbindungen im Zelladhédsionsassay wieder als ,,optisch auffillig® beschrieben, was die
Vermutung nahe legt, dass die inhibierende Wirkung nicht unbedingt auf eine Kompetition

um den Rezeptor zuriickzufiihren ist.

4.7 Thiazol-Geriistmimetika

Der isostere Einbau von heterocyclischen Einheiten in Peptidmimetika ist ein vielseitig
bearbeitetes Gebiet. Es wurden in diesem Fall thiazolheterocyclische Verbindungen mit
gleichzeitiger konformationeller Einschrinkung der Leucin-Seitenkette synthetisiert und

untersucht (Abb. 4.38).




4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINANTAGONISTEN 83

O O N
Jén K
NN — TN N s
N H OH g A 0 OH
@) @)

Abbildung 4.38: Thiazolgeriist-Analoga mit eingeschrdnkter Flexibilitdt der Leucin-
Seitenkette.

Ausgehend  vom  4-Methyl-3-oxo-pentanséduremethylester ~ wurde diese 1,3-
Dicarbonylverbindung in der 2-Position in wéssrigem Medium bromiert und das
Substitutionsprodukt nach Extraktion mit organischen Losungsmitteln ohne weitere
Aufreinigung mit Thioharnstoff in Methanol zum Thiazolheterocyclus kondensiert (Abb.
4.39).

S
0 0 A
. H,N” “NH, N
o _ 2 o | >_NH2
P 0°C, H20 - Br MeOH, 80°c O S
0 o) O 449

94

Abbildung 4.39: Synthese von 2-Amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsduremethylester.

Der Versuch diese Verbindung nach Esterhydrolyse und anschlieBender Protektion der
Aminogruppe mit der Fmoc-Gruppe fiir die Festphasensynthese zugédnglich zu machen,
scheiterte, da sich der Heterocyclus mit der unacylierten, freien Aminogruppe als basenlabil
herausstellte und unter Zersetzung abreagierte.

Deshalb wurde die Aminogruppe zuerst in Losung mittels EDCI mit einer Auswahl
aromatischer Carbonsduren acyliert, anschlieBend der Methylester mit LiOH in Dioxan /
Wasser verseift und die freie Sdure an die 3-Amino-3-aryl-propionsdure gekuppelt (Abb.

4.40).
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Abbildung 4.40: Synthese N-acetylierter Aminothiazole als Bausteine fiir die Darstellung

konformationell eingeschrdnkter a4f7-Intergrinantagonisten.
Die biologisch getesteten Verbindungen mit Thiazolgeriist weisen die in Abbildung 4.41

gezeigte allgemeine Strukturformel 96 auf. In Tabelle 4.10 sind die Ergebnisse der

Zelladhdsionsassays dargestellt.

96

Abbildung 4.41: Allgemeine Struktur der Thiazolgeriistmimetika.

Zelladhision [%] Zelladhision [%]
Verbindung Rest (R) o4p7 / MAACAM-1 | o4PB1/VCAM-1
96 a Phenyl 25+/-5 16 +/- 10
9 b 2-Naphthyl 6+/-0 n.d.
96 ¢ 1-Naphthyl 30 +/-3 55+/21
96 d 2-Phenyl-phenyl 12 +/-3 n.d.

Tabelle 4.10: Biologische Evaluierung der Thiazolbibliothek.
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Diese Ergebnisse sind ermutigend in Hinblick auf eine zukiinftige Verwendung von
heterocyclischen Geriistmimetika. Der 4it 96 b sollte jedoch durch eine groBere Vielfalt von

strukturanalogen Verbindungen validiert werden.

4.8 Phenolether als Geriistmimetikum

4.8.1 3-[[2(S)-Aryloxy-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiuren

Da die bisherigen Untersuchungsergebnisse bestitigten, dal die N-terminale Amidbindung
tiber die Leucineinheit durch aromatische Substitution ersetztbar ist, und somit wohl nicht
tiber Wasserstoffbriicken am Bindungsmodus des Liganden partizipiert, konnte jetzt nach
weiteren Strukturen gesucht werden, die lediglich das Motiv: Leucin-Seitenkette / 3-Aryl-f-
Aminosdure als konserviertes Strukturelement enthielten. Hierbei wurde nach einem Weg
gesucht, das Stereozentrum des Leucins enantiomerenrein, d.h. in der dem natiirlichen
Liganden eigenen L-Konfiguration einzusetzen. So wird die mit dem Vorhandensein des
zweiten  Stereozentrums der racemisch eingesetzten 3-Amino-3-aryl-propionsidure

zwangsldufige Bildung von nicht-trennbaren Enantiomeren vermieden.

(o) =
H OH R | OH
%N — 0
H o 0

Abbildung 4.42: Phenolether als Amidbindungssurrogate.

ZT

Unter den vielen bekannten Methoden der enantioselektiven Synthese bietet der Zugriff auf
enantiomerenreine Ausgangsstoffe und deren stereochemisch eindeutig verlaufende
Modifizierung einen einfachen Zugang zu enantiomerenreinen Reaktionsprodukten. Als
Reaktion dieses Typs bietet sich wiederum die vielseitig einsetzbare Mitsunobu-Reaktion zu
Phenolethern an (Abb. 4.42), welche aufgrund des ihnen eigenen SN2 — Mechanismus
sekundédre Alkohole unter Inversion mit H-aciden Komponenten zu den entsprechenden

Kupplungsprodukten umsetzen.
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In diesem Fall wurde das kommerziell erhéltliche D-Leucin verwendet, welches in der in
Eisessig unter Retention verlaufenden Desaminierungsreaktion zur D-2-Acetoxy-4-methyl-
pentansdure reagiert(Abb. 4.48). Der anschlieBende Kupplungsschritt mit dem 3-Amino-3-
phenyl-propionsdureester  liefert die beiden sdulenchromatographisch trennbaren
Diastereomeren. Nach der selektiven Entschiitzung der Hydroxygruppe zum sekundéren
Alkohol entsteht bei der Mitsunobureaktion mit verschiedenen H-aciden Komponenten unter
Inversion der Konfiguration die Leucin-Seitenkette wieder in der natiirlichen L-Konfiguration
(Abb. 4.43). Als Reaktionspartner und H-acide Komponente bieten sich Phenole an, die
kommerziell in groBer Variation zugédnglich sind und sich so ausgezeichnet im Einsatz zur
kombinatorischen Chemie eignen. Die biologische Bewertung der so erhaltenen Bibliothek
von 3-[[2(S)-Aryloxy-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsduren ist in

Tabelle 4.11 zusammengefalt.

o _)\
)\ HoN O ; H
N o)
)C])\ T oo W EDCI, HOBt, DIPEA )J\O/\n/ \(\( >
o/\”/ O CH,Cl, O @ 0O
o)

97 81 98

K,CO3,
MeOH, H,0

0
"o \g/\[(OH | ArOH,PPhy DIAD  HO™ Y w A
o) o) THF O 0
@ 2. LiOH, H,0, Dioxan

100-105 929

Abbildung 4.43: Synthese von 3-[[2(S)-Aryloxy-4-methyl- 1-oxo-pentyl]-amino]-3-pheny!-

propionsauren in Losung.
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Zelladhasion [%] | Zelladhasion[%]
Verbindung Strukturformel 047/ MAACAM-1 | ad4f1/VCAM-1

100 ¢4 46 +/- 12 nt.
N OH
(@)

101 O N 31 +/-2 nt.
0 N\{\[(OH
(@] (@)

J

Cl
102 \Q g 35 4/-2 429
0 N\{\[(OH

103 ~ | N n.t.
N~ 0 N\{\[(OH

104 ~ N N n.t.
™ 0 N\(\[(OH

105 15 +/-2 n.t.

QEO e
Cl @) o)

Tabelle 4.11: Biologische Evaluierung der 3-[[2(S)-Aryloxy-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-
3-phenyl-propionsiuren 100-105. “aus Einfachbestimmung.
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4.8.2 Festphasensynthese von 3-[[2(S)-Aryloxy-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-

phenyl-propionsiuren

Angesichts der Moglichkeit einer weiteren Modifizierung des N-Terminus dieser neuen
Klasse von Arylethern ist {iber eine Festphasenstrategie der Synthese nachgedacht worden.
Dafiir muss eine festphasenkompatible Hydroxyl-Schutzgruppen-Strategie entwickelt werden.
Fiir den Schutz der Hydroxygruppe wurde bereits in Kap. 4.4.4.2 die THP-Schutzgruppe als
duBerst zweckmiBig beschrieben.

Ein selektiver Schutz der Hydroxygruppe in Gegenwart der Carbonsdurefunktion ist nicht
moglich und fiihrt stattdessen zu einer Mischung aus THP-Ethern, THP-Estern und nicht
umgesetzten Ausgangsstoff (Abb. 4.44).

A PN
HO I PPTS U HOW

106 107 109

Abbildung 4.44: Unselektive THP-Schutzgruppeneinfiihrung.

Die Synthese von 107 gelang wie in Abbildung 4.45 beschrieben nach Umschiitzung der
Acetoxy-4-methyl-pentansidure, Schutz der a-Hydroxygruppe und anschlieBende alkalische
Verseifung. Der Baustein 107 war so der Festphasensynthese zuginglich. Zur anschlieenden
Entschiitzung wurden dieselben Reaktionsbedingungen, wie filir die Entschiitzung von
Phenolen angewendet (s. Kap. 4.4.4.2) und die Mitsunobu-Reaktion ebenfalls nach dem
bisher etablierten Protokoll durchgefiihrt. Jedoch konnte kein Kupplungsprodukt nach der
Abspaltung von Harz detektiert werden. Falls die Reaktion aufgrund sterischer Barrieren am
sekunddren Alkohol nicht mdglich sein sollte, wire eventuell an eine Optimierung mit
sterisch weniger anspruchsvollen Phosphinderivaten zu denken, jedoch wurde dieser Ansatz

nicht weiter verfolgt.
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PN A

: MeOH, HCl,.. .

//M\O//\EE/OFi
97 110

R N DHP. CH,Cl,
Hoﬁof PPTS

Q : LIOH, H,0. Dioxan , Q o
0”0 O 0”0y
0

O
111 107

Abbildung 4.45: THP-geschiitzte D-Leucin-Mimetika fiir die Festphasensynthese.

4.8.3 Biaryle als Geriistmimetika

Die Synthese von Biarylfunktionalititen in Peptidmimetika ist von besonderem Interesse, da
angesichts der Evaluierung von Wirkstoffeigenschaften, die Biphenylgruppe und Biaryle im
allgemeinen eine besondere Hiufung in proteinbindenden Substanzen aufweisen. Diese
Baueinheiten werden unter diesen Gesichtspunkten als ,,privilegierte Strukturen* angesehen
und besitzen eine hohe Wahrscheinlichkeit als Template fiir die Entdeckung und das Design
von Therapeutika mit hoher Affinitit und Spezifitit zu dienen.***!

Im Folgenden ist die Festphasensynthese von Biaryl-funktionalisierten LDT-Mimetika

beschrieben, die nach Kupplung von in Losung synthetisierten Iodaromatenhaltigen

Bausteinen iiber die Suzuki-Biaryl-Kupplung an Wang-Harz zugénglich wurden.

4.8.3.1 Die Suzuki-Reaktion

Der relativ kleine Elektronegativitdtsunterschied zwischen Kohlenstoff (2.55) und Bor (2.04),
im Vergleich mit Lithium, Magnesium und den Ubergangsmetallen, bedeutet, dass

Organobor-Verbindungen normalerweise nicht mit Elektrophilen wie organischen
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Halogenverbindungen reagieren. Suzuki und Miyaura beschrieben 1979 die Kupplung von
Alkenylboranen in der Gegenwart von Pd(0)-Katalysator mit Alkenyl- und Alkinyl-, Aryl-
und Benzyl-Halogeniden.****!]

Es war ihre Entdeckung, dass stabile, leicht zu handhabende Arylboronsduren in der
Gegenwart von Basen eine Palladium-katalysierte Kreuzkupplung mit Arylhalogeniden
eingehen (Abb. 4.46). Dies fiihrte zu einem groBen Interesse an dieser Reaktion und eine
Vielzahl von Reaktionen wurden in der Folge entwickelt, um unsymmetrische Biaryle und

verwandte Verbindungen zu synthetisieren.

@B(OH) e ol 3 mol% (PhaP)4Pd = /=
2 N Na,COs X \ 4.
\_/ 77 H,0 - Benzol 2< z

Abbildung 4.46: Biaryl-Kreuzkupplung.

Frither wurden fiir solche Synthesen die Kupplung von hochreaktiven organometallischen
Reagentien (Grignard, Organolithium, Organozink etc.) mit Arylhalogeniden, hiufig in der
Gegenwart von verschiedenen Katalysatoren benutzt, die normalerweise streng wasserfreie
Bedingungen und inerte Atmosphire benotigen. AuBBerdem kommt als limitierender Faktor
dazu, dass die Anwesenheit von funktionellen Gruppen nicht toleriert wird. Im Gegensatz
dazu wird die Suzuki-Kupplung von Boronsduren normalerweise in der Gegenwart von
Wasser durchgefiihrt und eine Vielzahl von funktionellen Gruppen wird toleriert (Abb. 4.46
und Abb. 4.47). Die sehr vielseitige Stille-Kreuzkupplung verwendet toxische und
umweltgefihrdende  Organozinn-Verbindungen.  Unter den  Standard  Suzuki-
Reaktionsbedingungen werden meist Arylbromide als Elektrophile benutzt, jedoch sind
Iodide reaktiver. Die erfolgreiche Kupplung von leichter erhiltlichen, jedoch normalerweise

unreaktiven Arylchloriden wird unter modifizierten Bedingungen entweder mit Palladium-"**

31 oder Nickel-Katalysator erreicht.***?**] Wegen ihrer Vielseitigkeit und den milden

Reaktionsbedingungen findet die Suzuki-Reaktion breite Anwendung in der

Festphasensynthese.**"~>%
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Ar'X
Ar-Ar’ Y Pd(0)
Ar-Pd-Ar’ Ar’-Pd-X
_ Na*
B(OH), Ar’-Pd-OH
5 NaX
ArB(OH Ar-B(OH
rB(OH), r-B(OH)3 X = Br, |
Abbildung 4.47: Katalytischer Kreislauf der Suzuki-Biaryl-Kupplung.?**>*!
4.8.3.2 Festphasensynthese von [[2-(S)-Biaryloxy-4-methyl-1-oxo-pentyl]-

amino]-3-phenyl-propionsiuren

Im Folgenden ist die Festphasensynthese von Biaryl-funktionalisierten LDT-Mimetika
beschrieben, die nach Kupplung von in Losung synthetisierten iodaromaten-enthaltenden
Bausteinen iiber die Suzuki-Biaryl-Kupplung an Wang-Harz zugénglich wurden.

Das iiber die Desaminierung von D-Leucin in Eisessig zugéngliche Acetoxyderivat wird liber
die Kupplung mit fert.-Butanol an der Saurefunktion geschiitzt und anschlieBend die

Acetylgruppe unter schwach basischen Bedingungen entfernt (Abb. 4.48).

BN NP 0 A

NaNO,, CH;COOH H (CH5);COH, DCC,DMAP :
)J\O/\H/OH CH,CT, )J\O/\”/O\’<
o)

O 0

A
HO/:\[C])/ O\’<

113

97 112

K2CO3, Hzo, MeOH

Abbildung 4.48: Darstellung des (R)-2-Hydroxy-4-methyl-pentansdure-tert.-butylesters.
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Die so erhaltenen o-Hydroxy-derivate des D-Leucins werden nun unter
Konfigurationsumkehr in einer Mitsunobu-Reaktion mit drei stereoisomeren lodphenolen zu
den verschiedenen (S)-2-lodphenoxy-4-methyl-pentanséure-fert.-butylestern umgesetzt, die
nach Entschiitzung der ters-Butylgruppe als Bausteine in der Kupplungsreaktion mit

immobilisierten B-Amino-f-arylpropionsduren eingesetzt werden konnen (Abb 4.49).

/k "@L , PPhg, DIAD ¢ ]
Ho/\[( \’< OH @ \K TFA, CH,Cl, ©\o I OH

quant.

113 ortho: 70 %, 114 a 115 a-c
meta: 82 %, 114 b
para: 84 %, 114 ¢

Abbildung 4.49: Stereoselektive Synthese (S)-lodphenoxy-4-methyl-pentansdure-tert.-
butylestern 115 a-c.

Vor der parallelen kombinatorischen Synthese mit verschieden Arylboronsduren wurden die
optimalen = Reaktionsbedingungen  evaluiert, 1indem  systhematisch  verschiedene
Losungsmittelsysteme (DMF bzw. DMF/H,O), Basen (NEt; bzw K,CO3) und
Palladiumkatalysatoren (Palladium-tetrakis-(triphenylphosphin) (Pd(PPhs)a), Tris-
(dibenzylidenaceton)-dipalladium (Pd,(dba);) bzw. Palladium(diphenylphosphinoferrocen)-
(IT)-chlorid (Pd(dppf).Cl,)) getestet wurden. Die Verwendung von 2-Thienylboronsdure als
Modellkupplungskomponente erbrachte jedoch niemals das gewiinschte Produkt. Stattdessen
konnten in verschiedenen Ansdtzen stabile Insertionsprodukte des Pd-Katalysators in die
Kohlenstoff-lod-Bindung massenspektoskopisch nachgewiesen werden (Abb.4.50).

PN

H
NwOH
(Ph)sR
b © ©
(PRsP™ “p(ph),

Abbildung 4.50: Detektiertes Nebenprodukt bei der Suzuki-Biaryl-Kreuzkupplung.
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Die Verwendung von Pd(dppf),Cl, (20 mol%) in DMF unter Zuhilfenahme von Triethylamin
erwiesen sich als beste Reaktionsbedingungen. Alle Reaktionen wurden im Folgenden unter

diesen Bedingungen mit 5 eq. Arylboronsdure durchgefiihrt (Abb. 4.51).

Fmoc

@ o 1. 20% Piperidin/NMP o @ o
2. X, TBTU, HOBt, DIPEA
S0 B o L, o

N N
H H

1. Ar-B(OH); (5 eq.), Pd(dppf),Cl, (20 mol%),

0] ; 0]
EtaN (10 eq.), DMF, 65 °C, 24 h
o M AN,

2. TFA/TIPS/H,0 (90:7:3) A @/ - ON
r- = H

116 Ausbeuten: 0-94%

Abbildung 4.51: Suzuki-Reaktion an der festen Phase.

Die Abb. 4.52 demonstriert die strukturelle Diversitit der auf diese Weise synthetisierten
Bibliothek.

ha 5,
@ F\Qf E;Eo)”

Abbildung 4.52: Bibliothek und strukturelle Diversitdt der [[2-(S)-Biaryloxy-4-methyl-1-oxo-
pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsduren.
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4.9 Reduzierte Amidbindung

Szelke et al. zeigten anhand den von ihnen synthetisierten angiotensinogen-analogen
Peptiden, dass der Ersatz einer proteolytisch spaltbaren Amidbindung durch die reduzierte
Amidbindung (-CH,-NH-) zu hochaktiven Renin-Inhibitoren fithren kann und demonstrierten
so zum ersten Mal die Moglichkeit des isosteren Austausches von Peptidbindungen durch
nicht-hydrolysierbare Analoge des tetrahedralen Ubergangszustandes wihrend der
proteolytischen Spaltung.”**

Im Rahmen der systematischen Optimierung der tripeptidischen Leitstruktur von oufs-
Intergrinantagonisten konnte gezeigt werden, dal die Amidbindung zwischen den beiden
Aminosduren Leucin und Asparaginsdure nicht essentiell ist und ohne Aktivititsverlust durch

die reduzierte Amidbindung [CH,-NH] ersetzt werden kann.*!

Die Untersuchung
beschrinkte sich jedoch auf die C-terminale Amidbindung der auf ein Dipeptid reduzierbaren
Leitstruktur. Eine entsprechende Modifikation der N-terminalen Amidbindung wiirde
weiteren Aufschluss iiber die essentiellen pharmakophoren funktionellen Gruppen geben und
gleichzeitig die Entwicklung zu einem vollstindig nicht-peptidischem Mimetikum
voranbringen.

Als Synthesevorschrift eignet sich die reduktive Aminierung an der festen Phase. An das mit
einer  3-Aryl-3-amino-propionsdure  belegte = Wang-Harz  wird unter  Standard-
Kupplungsbedingungen Fmoc-L-Leucin gekuppelt an dessen freier Aminofunktion die
Iminbildung mit aromatischen Aldehyden unter wasserentziechenden Bedingungen
(TMOF/CH,Cl,) moglich ist. Das an der festen Phase immobilisierte Imin wird im Anschluf}

mit Natriumtriacetoxyborhydrid in Dichlormethan reduziert und die Zielverbindung

schlieBlich mit Trifluoressigsdure vom Harz abgespalten (Abb 4.53).



4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINANTAGONISTEN

95

R1

1. 20% Piperidin/NMP
2. Fmoc-Leu-OH, TBTU,
HOBt, DIPEA, NMP

O
Fmoc . T
O—O 3. 20% Piperidin/NMP

Iz

HZNJOJ\NE 10\0—0
T

R1
1. R-CHO, TMOF/CH,Cl, (1:1), 5 h
2. Na(CH3COO)3BH, CH2C12, 20h H O 0]
3. TFA/TIPS/H,0 (90:7:3 R? N
20 (90:7:3) — :QJ\N on
EYH

117-121 24-96%

Abbildung 4.53: Synthese von y [CH>-NH]-Isosteren der N-terminalen Amidbindung.
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Zelladhésion Zelladhision
Verbindung Strukturformel [Y] [%o]
adp7/ adpf1/ VCAM-
MAdCAM-1 1
H
N OH

117 N Y 27 +/-9 n.t.

H

N OH
118 O N T 44 +/-2 n.t.

l H o 0
H
N OH

119 Qﬁ N YU a) 73 +/- 8 n.t.

0] (0]

F b) 73 +- 12
H
N OH
120 N e 74/-2 n.t.
l H o 0

H

N OH
121 SN YU n.t. n.t.

Tabelle 4.12: Biologische Evaluierung der w [CH,-NH]-Isosteren 117-121.
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Die hier (Tab. 4.12) beschriebenen Verbindungen mit reduzierter Amidbindung belegen
wiederum, dass die Aktivitdt direkt mit der Ausdehnung des aromatischen Systems korreliert,
so dass das Biphenylderivat 120 sich als aktiver als die Naphthyl- bzw Fluorphenylderivate
117, 118 und 119 erwies.

4.10 Synthese N-alkylierter Peptidmimetika

Die Alkylierung der sekundidren Aminofunktion der Leitverbindung liefert Informationen
tiber die strukturelle Relevanz der Aminogruppe. Das von D. Gottschling beschriebene N-
verbriickte Isochinolinderivat (Abb. 4.54) zeigt in Adhésionsassays keine Inhibierung der
Zelladhdsion von o4f7- Integrin  exprimierenden Zellen an MAdCAM-1.2"! Dies kann
mehrere Griinde haben, z.B. kann das Fehlen des Amid-Protons und das dadurch bedingte
Fehlen der Fihigkeit, Wasserstoftbriicken ausbilden zu konnen. Andererseits und sicher
schwerwiegender ist die eingeschriankte Drehbarkeit und fixierte Konformation des 3-
Arylrestes der p-Aminosdure im Tetrahydroisochinolin-Geriist. Zudem hat die
Ethylenverbriickung der Amidgruppe mit dem aromatischen Rest einen gewissen
Raumbedarf.

Der Einfluss der direkten rdumlichen Umgebung der Aminogruppe wurde durch verschiedene

Alkylierungsmuster untersucht.

Zelladhision [%] 04B7/MAdCAM : 106 +/- 11

N
H
N O “cooH

Abbildung 4.54: C-terminales Isochinolin-Derivat besitzt keine Aktivitdt.

Die Festphasensynthese der sekundéren Amine geht von der an Wang-Harz immobilisierten
Fmoc-B-Aminosdure aus, die nach Entschiitzung fiir 5 h unter wasserentziechenden
Bedingungen mit dem Fmoc-geschiitzten Aminosdurealdehyd des Leucins umgesetzt wird.
Das so gebildete Imin wird anschlieBend mit einer Suspension von

Natriumtriacetoxyborhydrid in Dichlormethan iiber 20 h bei Raumtemperatur behandelt. Nach
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dem Waschen des Harzes kann das Amin am Harz mit Methyliodid bzw. Propargylbromid in
DMF bei unterschiedlichen Temperaturen alkyliert werden (Abb. 4.55).

Zur Synthese des unalkylierten sekunddren Amins hat es sich als vorteilhaft erwiesen, das
Amin intermedidr durch die Behandlung mit Boc-Anhydrid zu schiitzen, bevor der N-
Terminus acyliert wird, da unter den Acylierungsbedingungen mit einem Uberschul der
Sdurekomponente als Nebenprodukt sonst jeweils auch das doppelte Acylierungsprodukt

erhalten wird, was sich negativ auf die Ausbeute auswirkt.

1. 20% Piperidin / NMP

o) 2. 5 eq. Fmoc-Leunical H o
10% TMOF, CH,Cl, 5 h H
Fmoc~ 0—+Q) _3.3eq. NaBH(OAC), CH,Cl, 12 Fmoc™ ™~ N -
H z H

1. CH;31, DMF, DIPEA, 40°C, 12 h
2.20 % Piperidin / NMP =

3. Isochinolin-3-carbonséure, 2
TBTU, HOBt, DIPEA

NI 0
! N
YN OH
4. TFA / TIPS / H,0O o ( 122

38%

1. Propargylbromid, DMF, DIPEA, 85°C, 12 h
2.20 % Piperidin / NMP Z N H 0
3. Isochinolin-3-carbonsdure [
> N
N ~ N OH

TBTU, HOBt, DIPEA

4. TFA / TIPS / HyO o ;
? 4( I\% 123 45%

1. BOCzo, DMAP, CH2C12
2. 20 % Piperidin / NMP

— - Z N Y O
3. Isochinolin-3-carbonsdure, | N
TBTU, HOBt, DIPEA S ~ N OH
4. TFA / TIPS / H,0 o H
< 124 22%

Abbildung 4.55: Alkylierung sekunddrer Amine an der Festphase.
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Verbindung Strukturformel Zelladhision Zelladhision
[Yo] [Yo]
od4B7/ o4B1/ VCAM-1
MAdCAM-1
122
o} | 25+/-3 % 63 +/-26 %
X N N
| _N H ~
COOH
Z4
123 O 38 +/-2% 60 +/- 23 %
A N N
| _N H ~
COOH
124 0 ﬁH 30 +/-3 % 45 +/-13 %
A N N
| N H ~
COOH
125 0 80 +/- 24 % nt
WY
H
N © COOH

Tabelle 4.13: Biologische Evaluierung von N-alkylierten Peptidmimetika.

Auffillig an den in Tabelle 4.13 beschriebenen Aktivititen ist, das vollstindige Fehlen der

biologischen Aktivitdt des tliberbriickten Derivates 125, was — angesichts des schon von

D.Gottschling beschriebenen Verbindung (Abb. 4.54) - letztlich die Vermutung bestétigt, dass

jegliche Tetrahydroisochinolinderivate als B-Aminosduresurrogate ungeeignet sind. Die N-

methylierte Verbindung 122 offenbart eine gewisse Differenzierung zwischen den beiden

konkurrierenden Rezeptoren und sollte durch Variation des Alkylierungsmusters weiter

untersucht werden.
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4.11 Untersuchung des Einflusses des 3-Isochinolylcarbonylrestes

Im Zuge der Optimierung der in unserem Arbeitskreis erhaltenen neuen Leitstruktur (s. Kap.
4.1.1), wurde der Versuch unternommen, den Einfluss der den N-Terminus acylierenden 3-
Isochinolylcarbonsdure bzw. jeweils anderer diese Position einnehmender aromatischen
Geriiste zu bewerten. Neben der ein génzlich planares aromatisches System darstellenden
genannten Carbonsdure, wurden in Festphasensynthese ebenfalls die L- bzw. D- 1,2,3,4-
Tetrahydroisochinolin-3-carbonséuren (L- und D- Tic) als reduzierte Strukturanaloga fiir die

Isochinolin-3-carbonsédure eingesetzt (Abb. 4.56).

o
TN oM HLOH %OH
 —
N
N . L-1,2,3,4-Tetrahydro- D-1,2,3,4-Tetrahydro-
Isochinolin-3-carbonsidure . 7 .. . N ..
isochinolin-3-carbonsdure isochinolin-3-carbonsiure

Abbildung 4.56: L- bzw. D- 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin-3-carbonsduren als

Strukturanaloga der Isochinolin-3-carbonsdure.
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Verbindung Strukturformel Zelladhision Zelladhésion
[%o] [%o]
adp7/ a4Bl / VCAM-
MAdCAM-1 1
126 Jf a) 29+/-3 a) n.t.
S E/Y b) 40+/-6 b) 44 +/- 4
127 b9 ﬁj 70 +/-3 n.t
7N {Y
NH H ;
128 e ﬁj 35+/-3 539

pd
T
Iz

@

Tabelle 4.14: Evaluierung von a4f7-Integrinantagonisten mit unterschiedlichen

Acylierungsmustern des N-Terminus.(“ Einfachbestimmung)

Die bedeutendste Auffilligkeit der vorliegenden Untersuchung (Tab. 4,14) liegt sicherlich in

der Beobachtung, dass die strukturanaloge Verbindung mit dem Tic-Baustein in der L-

Konfiguration 127 eine weitaus niedrigere Inhibierung verursacht als die sonst gleiche

Verbindung mit der D-Tic-Acylierung 128. Das Vorhandensein eines neuen stereogenen

Zentrums bedingt zwei strukturelle Konsequenzen, von denen sich mindestens eine auf die

Aktivitédtssteigerung auszuwirken scheint:
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a) die sekundire Aminogruppe des Tic-Bausteins befindet sich je nach Konfiguration des
benachbarten Stereozentrums entweder links oder rechts von der Ebene des Molekiils
und nimmt somit einen vollstindig andere relative Lage im Rezeptor gebundenen
Zustand ein, so dass auch verschiedene Wechselwirkungen zu erwarten sind.

b) der aromatische Rest der Tic-Bausteine weist je nach Konfiguration am C-3 eine
unterschiedliche Verdrehung gegeniiber der Molekiilebene auf (gegen bzw. mit dem
Uhrzeigersinn). Zum Vergleich liegt der Aromat bei Verwendung des ungesittigten

Isochinolin-3-carbonséaurerests in der Molekiilebene.

Nicht zu unterschlagen ist die Tatsache, dass die in den Tic-Bausteinen reprisentierte
sekundire Aminofunktion eine groBere Basizitét als das Isochinolin-surrogat besitzt, und so

zumindest zur verbesserten Loslichkeit beitragt.

4.12 Beitrige zur Synthese von Alken-Dipeptid-Isosteren

Die Alken-Dipeptid-Isosteren sind Peptidmimetika mit eingeschrankter Rotation um die die
Amidbindung, wodurch das gleichzeitige Vorhandensein von cis-frans Konformeren
auszuschlieBen ist. Die trans-Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung erscheint das
naheliegendste Mimetikum zu sein, da sie sehr &dhnliche Eigenschaften in Bezug auf
Bindungsgeometrie und -ldnge besitzt. So nimmt die Amidbindung in Peptiden eine planare
Konformation ein und besitzt wie die C-C-Doppelbindung eine Bindungsldnge von ungeféhr
3.8 A. Im Gegensatz zur Amidbindung , die eine gewisse Flexibilitit und die Fahigkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen besitzt, ist die C-C-Doppelbindung in einer
Konformation fixiert und verliert die Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoftbriicken (Abb.
4.57). Deshalb konnen trans-Doppelbindungsisostere von Peptiden wertvolle Informationen
iiber die Rolle der Amidbindung an einer bestimmten Stelle des Peptids liefern, da im Falle
des Aktivitétserhalts erkannt wire, dass die Amidbindung nicht direkt an der Sekundér- bzw.
Tertidrstruktur beteiligt ist.

Sie werden weitverbreitet benutzt, um die Bedeutung der Amid-Bindungs-Polaritit zu

[357-359] [357, 358, 360

untersuchen, als Baustein fiir B-furn Substrukturen ' und um die cis/trans-

Isomerisierung von Peptid-Bindungen zu unterdriicken.[*!-36)
Es wurden mehrere erfolgreiche Beispiele bei der Synthese von Analogen des

Enkephalins,*®” ***) ACE-Inhibitoren**”! und Proteinkinase-Inhibitoren beschrieben.?’"*""]
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Z,{HY%”i}z — A
R 0 R’ o}

trans-Peptidbindung

O O
H H H
Qg/ N \(%N \HJ\;"‘V  — 7_&(/ N — <
R’ R? \R(_\RHJ\

cis-Peptidbindung

Abbildung 4.57: Eingeschrdnkte cis/trans-Konformationsdnderung bei Alken-

Dipeptidisosteren.

Der Synthesevorschlag folgt in diesem Fall nicht den vielfdltig literaturbeschriebenen
Vorschriften, da im Gegensatz zu jenen die C-terminale Aminosdure in diesem Fall im
Verlauf der rationalen Optimierung schon auf eine f-Aminosdure reduziert worden ist. Das
Schema zeigt die geplante Synthesestrategie iiber eine Wittig-Horner-Emmons-Reaktion im
Schliisselschritt, durch welche das Alken-Surrogat der Amidbindung zwischen Leucin und

dem B-Phenylalanin gebildet werden sollte (Abb. 4.58).

@ O,
)\' (F)’\/g\)(i J< _Base | Boc” H wok
N \(
129 j 130

Abbildung 4.58: Synthesevorschlag fiir Alken-Isostere zwischen a- und - Aminosduren.

Das Boc-geschiitzte Leucinal ist wie andere Aminoaldehyde leicht aus dem entsprechenden
enantiomerenreinem Aminoalkohol iiber eine Swern-Oxidation zuginglich. Die groBere

synthetische Herausforderung sollte die Synthese des Phosphonsidureesters werden, dessen
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Synthese im Folgenden beschrieben wird. Eine Standardprozedur zu Phosphonséureestern ist
die Abuzov-Reaktion von Alkylhalogeniden mit Trialkylphosphit bei erhdhter Temperatur.

Das Schema =zeigt die bequeme Synthese der entsprechenden Bromalkylverbindung
ausgehend vom Phenacylaldehyd und Glyoxalsdure, die unter leicht saurer Katalyse zu einem
ungesdttigten y-Hydroxy y-Lacton kondensieren. In zwei aufeinanderfolgenden
Reduktionsschritten wird das dehydroxylierte y-Lacton erhalten, welches unter Ringoffnung
mit 37 proz. HBr in Eisessig zur y-Brom-Buttersdure umgesetzt werden kann. Der Schutz der

Carbonséurefunktion gelingt mit ‘Bu-2,2,2-trichloracetimidat in Dichlormethan (Abb. 4.59).

[O
@J ? 0 N+ o - NaBH o
H, —end
+ o)
/% HO*" N~ =0 0

S oH Dioxan / H,O MeOH
72 % 85 %
132 133
H,, Pd-C
MeOH
@ tert.-Butyl-2,2,2- 0 37 % HBr / CH,COOH
\/i/[ok J< trichloracetimidat Br o
Br o CH,Cl, OH 0
37 % 96 % 90 %
136 135 134

Abbildung 4.59: Synthese von 4-Brom-3-phenyl-buttersdure-tert.-butylester.

Leider war die angestrebte Abuzov-Reaktion des folgenden Schrittes unter keinen
Reaktionsbedingungen moglich. Selbst das Erhitzen unter Riickflul in Triethylphosphit als
Losungsmittel flihrte zu keinem Umsatz der Ausgangsverbindung (Abb. 4.60).

Der Versuch, die Reaktion unter ,Finkelstein-artigen Bedingungen in Aceton unter
Verwendung von Natriumiodid zu fiithren, ergab den gewiinschten Phosphonsdureester in

nicht isolierbaren Spuren neben der quantitativen Umsetzung zum entsprechenden Alkyliodid.
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0 0
POEt);  + 9 J< J % ﬁ’%ok
0 )

136 130

Abbildung 4.60: Abuzov-Reaktion zum Phosphonsdureester.

Dieses Ergebnis konnte durch die fehlende Reaktivitit des Alkylbromids erklirt werden.
Anzunehmen ist eine sterische Hinderung durch den Phenylring in benachbarter Position der
das Reaktionszentrum fiir den nucleophilen Angriff abschirmt.

Die bekannte Reaktivititssteigerung von Allylbromiden im Vergleich zu Alkylbromiden, lie3
es als praktisch erscheinen, die Abuzov-Reaktion mit dem strukturanalogen Allylbromid
durchzufiihren, um die gesittigte Verbindung im Anschluss durch die Hydrierung der

Doppelbindung zu erhalten (Abb. 4.61).

\ oJ NaH, THF N
0. 0 —
+ ~N
P o o
0 O O Ps
137 138 quant.
NBS, AIBN,
ccl,
0 0 0
/\o/PMok H pac —Osf PO, Tolwol g |
o MeOH O
f g L ® K ®
130 quant. 140 60% 139 quant.

Abbildung 4.61: Synthese des Phosphonsdureesters 130.
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Das Ergebnis der anschliefend durchgefiihrten Reaktion des Phosphonsdureesters 130 nach
LDA-Deprotonierung mit Boc-Leucinal lieferte jedoch statt des gewiinschten
Wittigreaktionsproduktes lediglich das Additionsprodukt einer aldolartigen Reaktion iiber das
C*-H-Atom des Carbonsiureesters (Abb. 4.62).

)\' ? Q J< LDA,THF __ 9 0/
BOC\N/\70 + /EMO ~78°C-RT ﬁ
OH o)

130 141

Abbildung 4.62: Fehigeschlagene Synthese von C-C-Doppelbindungsisosteren.

Da die Bevorzugung dieses Reaktionskanals auf die Aciditdt der a-H-Atome zum Carboxylat
zuriickzufiihren ist, wire die folgerichtige Losung eine Verminderung der Aciditét. Es wurden
zwel Wege in Betracht gezogen, von denen der erste unter Verwendung des Orthoesters die
Keto-Enol-Tautomerie des Enolats nach Deprotonierung verhindern sollte (Abb. 4.63 A). Der
zweite Ansatz beruhte auf der Reduktion der Carboxylatgruppe zum korrespondierendem
Alkohol und Schutz desselben durch sdurelabile Schutzgruppen. Nach erfolgter

Wittigreaktion wiirde dieser zurilick zur Carbonsdure oxidiert werden konnen (Abb. 4.63 B)

A:
T 142 T 142 o T 144

A: BF3-Et20, CH20|2

g O
' , DCC, CH,Cl,
OH
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B:
0 A (H) i P\/\)i
I P — NP
OT j j
145 146 144

A: lsobuten, H2SO4, CH2C12

B: 1. Isobutylchlorformiat, NMM, THF, 2. NaBH,4, MeOH

Abbildung 4.63: Zukiinftig realisierbare Strategien zur Synthese von Alken-Isosteren

zwischen o- und - Aminosduren.

Aus Zeitgriinden konnten diese Umsetzungen im Rahmen dieser Dissertation nicht mehr

durchgefiihrt werden.

4.13 Biologische Evaluierung von o4-Intergrinantagonisten

Die Synthese der LDT-Mimetika diente zur Identifizierung der pharmakophoren Gruppen.
Die daraus gewonnenen Informationen sollten fiir die Entwicklung neuartiger a4p7-
Integrinantagonisten verwendet werden.

Die biologische Testung wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Bernhard Holzmann,
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Technischen

Universitidt Miinchen, Klinikum rechts der Isar durchgefiihrt.
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4.13.1 Zelladhiisionsassay - Allgemeine Testbedingungen

Die Testung der Verbindungen auf ihre biologische Aktivitit erfolgte mit
Zelladhdsionsassays. Dazu wurden 96-iger Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden
natiirlichen Liganden MAdCAM-1 und VCAM beschichtet. a4fB1-und o4p7- Integrin
exprimierende Zellen wurden zunidchst fluoreszenzmarkiert und mit der Testsubstanz
inkubiert. Anschlieend wurde die Zellsuspension auf der Mikrotiterplatte ausgesét und die
Fluoreszenz bestimmt. Nach halbstiindiger Inkubation wurden nicht adhérierte Zellen durch
inverse Zentrifugation entfernt. Adhérierte Zellen konnten durch erneutes Messen der
Fluoreszenz quantifiziert werden. Dabei ist die Abnahme der Fluoreszenz ein Mal} dafiir, wie
stark die Verbindung die Ligand-Protein-Wechselwirkung inhibieren kann. Die so erhaltenen
Werte stellen keine Fixgrofen dar, sondern sie erlauben aufgrund der Streuung des
Testsystems nur Aussagen liber aktive und nicht-aktive Verbindungen. Dabei représentiert
jeder MeBwert den Mittelwert aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten, bestehend
aus drei Einzelmesswerten.

Bei der Beschichtung der Mikrotiterplatten kann durch Variation der Ligandkonzentration die
Empfindlichkeit des Testsystems eingestellt werden. Die Empfindlichkeit des Testsystems
steigt, wenn die Ligandkonzentration verringert wird. Um stets reproduzierbare Werte zu
erhalten ist es wichtig, dass sich bei der biologischen Testung das Verhéltnis Zellen/Ligand
entweder im Sattigungsbereich bzw. knapp unterhalb davon befindet. Alle Verbindungen
wurden mit jenem Testsystem untersucht, bei dem das Verhiltnis Zellen/Ligand im
Sattigungsbereich lag. Nur solche Verbindungen, die in diesem Test eine sehr schwache
Aktivitit aufwiesen, wurden nochmals mit einem empfindlicheren Testsystem evaluiert, bei
dem das Verhéltnis Zellen/Ligand knapp unterhalb des Sittigungsbereichs lag. Die
Verwendung des jeweiligen Testsystems ist im Text erwéhnt.

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um o04p7-Integrin- exprimierende 38C1337-
Zellen (B Lymphoma-Zellinie) und um o4p1-Integrin exprimierende Jurkat-Zellen.

Da bei der Entwicklung eines Wirkstoffes die Selektivitdt oftmals eine entscheidende Rolle
spielt, wurden die synthetisierten Verbindungen in den folgenden Testsystemen evaluiert:
38C13p7-Lymphoma-Zellen/MAdCAM-1 und Jurkat-Zellen/'VCAM-1. Sowohl VCAM-1 als
auch MAdCAM-1 gehdren zu den endogenen Liganden der a4fB7-Integrine. Die
Bindungsmotive beider Liganden sind sehr dhnlich. a4p7-Integrine erkennen in MAdCAM-1
die (-GLDTS-)-Sequenz, in VCAM-1 die (-QIDSP-)-Sequenz und oa4f1-Integrine binden
ebenfalls liber die (-QIDSP-)-Sequenz an VCAM-1.7? Die Selektivititstests stellen auch
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einen internen Kontrollversuch dar. Weist eine Verbindung nun in einem Testsystem eine
biologische Aktivitit auf und in einem anderen nicht, so kann ausgeschlossen werden, daf3
diese Verbindung einen unspezifischen Effekt hervorruft. Zudem wurden alle wells einer
Mikrotiterplatte unter dem Mikroskop tiberpriift, ob sich wédhrend der biologischen Testung
ein Niederschlag bildete.

Oftmals werden in der Literatur Integrinliganden an aktivierten Integrinrezeptoren getestet.
Die Ergebnisse dieser Tests sind aber hinsichtlich ihrer in-vivo Aussagekraft fraglich. Zum
einen fehlen isolierten Integrinrezeptoren wichtige Funktionen, wie etwa die Moglichkeit zur
Signaltransduktion oder auch die Moglichkeit andere Ligand/Rezeptor-Wechselwirkungen
auszubilden. Dariiber hinaus liegen unter physiologischen Bedingungen weniger als 10% der

71 Viele o4-Integrinantagonisten, die

VLA4-Integrine in einem aktivierten Zustand vor.
selektiv fiir aktivierte Integrine sind, binden um GroBenordnungen schlechter an nicht-
aktivierte Integrine.'®! Aus diesen Griinden wurden in dieser Arbeit zelluldre Testsysteme
verwendet, die auf eine Aktivierung der Integrine verzichteten. Allerdings sei noch
angemerkt, da3 auch den o4-Integrinliganden, die selektiv nur an aktivierte Integrine binden,

eine Rolle bei der Behandlung von Krankheiten zukommen kann.?”

4.13.2 In-vivo Migrationsassays

Im Rahmen der in-vivo-Migrationsassays wurden intravends in C57/Bl6-Mduse a4p7-
exprimierenden 38C13-B7 Zellen mit der Verbindung 6a injiziert und nach 2 h die Milz,
Peyer’schen Plaques und Lymphknoten entnommen. Bei einer erwarteten f7-Selektivitit wére
im Vergleich zu der inaktiven Kontrollverbindung eine geringere Anzahl Zellen in den
Peyer’schen Plaques nachweisbar, wihrend die Konzentration der Zellen in den Lymphknoten
keine Aberration aufweisen sollte. Normalerweise wird in einem solchen Fall der selektiven
Inhibierung eine erhohte Konzentration von Lymphomzellen in der Milz nachgewiesen. Die
Beobachtung war jedoch, dass die Verbindung 6a eine Anreicherung der Zellen in jedem der
drei Gewebe inhibierte. (Abb. 4.64) Dies lédsst folgende Schlussfolgerungen zu: a) die
Verbindung inhibiert nicht selektiv die a4p7-MAdCAM-Wechselwirkung, b) die Verbindung
wirkt toxisch auf die verwendeten Zellen oder ¢) die Verbindung verursacht eine Clusterung
der Zellen (wie in manchen Fillen des in-vitro Adhésionsassays beschrieben) und verursacht
so eine clearance der Zellen tiber die Leber.

So wurde das Schicksal von Wirkstoff-Kandidaten in der klinischen Evaluierung in einem

frithen Stadium demonstriert, da die in-vivo an Mausmodellen getesteten Verbindungen nicht
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in der Lage waren selektive a4-Ligand-Wechselwirkungen zu inhibieren, sondern bisher eher

pharmakologisch bedenkliches Verhalten offenbarten.
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Abbildung 4.64: In-vivo Migrationsassay mit der Verbindung 6a inC57/Bl6-Mdusen.

Vergleichsverbindung 280a erwies sich in Adhdsionsassays als inaktiv.

Die Niitzlichkeit dieses Modells wurde mit dem p7-selektiven Antikorper (FIB27)

nachgewiesen, der die erwartete Verarmung der PPs an 38C13-B7 Zellen im selben

Mausmodell aufwies(Abb. 4.65).
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Abbildung 4.65: [n-vivo Migrationsassay  in C57/Bl6-Mdusen mit o4f7-selektivem
Antikorper (FIB27).
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4.13.3 Kritische Betrachtung von Zell-Adhéasionsassays

Beim Vergleich der Wirksamkeit von Antagonisten ist es von Bedeutung zu beachten, dass
die beschriebenen Affinititen keine wahren Gleichgewichtskonstanten darstellen. Die
beschriebenen ICso-Werte hingen stark von der Konzentration und dem Assayformat ab, und
spiegeln eventuell die wahren Affinititen der getesteten Verbindungen fiir die
Integrinrezeptoren nicht exakt wieder. Die verschiedensten Assay-Bedingungen, die in
verschiedenen Laboratorien etabliert wurden, um Integrinliganden zu evaluieren, ldsst den
Vergleich der verschiedenen Verbindungen untereinander zu einer schwierigen
Herausforderung werden. Zudem betrachten die meisten Bindungsassays eine kompetetive
Hemmung der Antagonisten mit zwei verschiedenen Liganden — VCAM und MAdCAM — an
zweil verschiedenen Integrinrezeptoren, worauthin die Bestimmung von Selektivititen auf

04P1 bzw. 047, die sich auf die bestimmten 1Cso-Werte bezieht, irrefiihrend sein kann.

Trotzdem konnen viele Schliisse aus den ermittelten Daten gezogen werden. Meist liefern
Zell-Adhidsionsassays hohere 1Cso-Werte, da es an der Zelloberfldche zu multiplen Rezeptor-
Wechselwirkungen kommen kann. Die ICso-Werte von Verbindungen aus derselben Testreihe
spiegeln gewohlich verléssliche relative Affinititen wieder. Dagegen variieren die Werte aus
unterschiedlichen Laboratorien teils betrdchtlich und die Daten sollten mit duBerster Vorsicht

interpretiert werden.

4.13.4 Selektivitat

Die unterschiedlichen Expressionsprofile von a4 Integrinen und ihren Liganden impliziert,
dass es wiinschenswert wére, in der Lage zu sein, bevorzugt den einen oder den anderen
Rezeptor zu blockieren. Die Tatsache, dass MAdCAM spezifisch an a4p7, wihrend VCAM
gleichsam an 04P1 und an a4f7 bindet, deutet therapeutisch relevante Unterschiede zwischen
diesen beiden Proteinen an, was letztlich die Auswahl von klinischen Kandidaten beeinflussen
wird. Zum Beispiel wiirden a4p1 selektive Antagonisten die Migration von Leukocyten in
VCAM exprimierendes Gewebe inhibieren, wiahrend a4B7 selektive Antagonisten deren

Wanderung in den Magen-Darm-Trakt verhindern wiirden, wo MAdCAM Uberexpression in
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Verbindung mit Koliken gebracht werden kann. Es muss darauf hingewiesen werden, dass
eine unselektive Inhibierung von beiden 04 Integrinen den groBten Nutzen bei der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen offenbaren wiirde, da ein allgemeiner a4 Integrin
Antagonist ein breiteres Anwendungsgebiet abdecken konnte. Ob die Spezifitét fiir a4B1 bzw.
04p7 wiinschenswert ist, ist umstritten. Diese Frage wird vermutlich dann beantwortet, wenn
die entsprechenden Verbindungen nach weiteren klinischen Untersuchungen bewertet werden

konnen.
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5 Das Lungensurfactantpeptid SPC

5.1 Einfiihrung - Physiologische Grundlagen der Surfactant-Peptide

Das ,,oberflichenaktive Material“ der Lunge ist eine komplexe Mischung aus
Phospholipiden, primir bestehend aus 1,2 - Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC),
1,2- Dipalmitoylphosphoglycerin (DPPG) und mindestens vier verschiedenen Surfactant
Polypeptiden, SP-A, SP-B, SP-C und SP-D, welche im Lungenepithelium gebildet werden.
Das Surfactant wird in die Alveolen abgeschieden, um dort die Oberflichenspannung an der
Alveolen Luft / Fliissig-Phasengrenze zu reduzieren. Hierbei wird der Kollaps der Alveolen

375-377

bei kleinen Lungenvolumina verhindert.! I Der Mangel an ausreichend Surfactant z.B. bei

Frithgeborenen ist mit dem sog. Atemnotsyndrom (RDS) verbunden, welches der Hauptgrund

fiir neonatale Mortalitit ist.*’**%

Das RDS kann sehr effektiv mit einem exogenen
Lungensurfactant behandelt werden welches hauptsdchlich DPPC und ca. 1-2 % SP-B und
SP-C enthlt."%%!

Endogenes Lungen-Surfaktant wird in Alveolen-Typ II Zellen gebildet und intrazellulédr in
dichten Multibilayer-Strukturen gelagert. Diese ,,Lamellar-Korper” werden von dort in die
alveolare fliissige Subphase ausgeschieden, wo sie in komplexere Doppelschicht-Strukturen
(,,tobular myelin*) umgewandelt werden, aus denen die oberflichenaktiven Monoschichten
gebildet werden konnen. Man nimmt an, dass SP-C eine wichtige Rolle spielt, indem es die
Umwandlung der Bilayerstrukturen in die oberflachenaktiven DPPC Monolayer an der Luft /
Fliissigkeit- Phasengrenze gewihrleistet.%?!]

Die klinische Anwendung hatte ein groBles Interesse an der Struktur und den
molekularbiologischen Grundlagen von SP-B und SP-C zur Folge.*> ** Es ist zu erwihnen,
dass die heute kommerziellen therapeutischen Surfactanten, die SP-B und SP-C enthalten,
wirksamer sind als jene, die nur lipidischer Natur sind.”**! Andererseits muB beachtet werden,
dass die derzeitigen Therapeutika aus Tieren erhaltene Proteine beinhalten, was Bedenken
beziiglich Immunogenizitit und der Ubertragung von Krankheiten aufbringt. Aus diesem
Grund besteht ein Interesse in der Entwicklung neuer Surfaktant-Ersatzstoffe mit

13931 Deshalb wachsen die Bemiihungen,

vorteilhafteren Eigenschaften der Proteinkomponente.
den Mechanismus der Stabilisierung der Alveolenoberfliche durch SP-B und SP-C zu

verstehen. Da zudem eine Bereitstellung von SP-B und SP-C im groflen Malistab schwierig
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ist, sind synthetische — wenn moglich nicht-peptidische — Analoga fiir therapeutische Zwecke
von besonderem Interesse.**% 37!

Derzeit befindet sich ein gentechnisch hergestellter ,,lung-surfactant-factor* (LSF) unter dem
Namen Venticute® (r-SP-C(FFI)) in klinischen Phase-III-Studien zur Behandlung von
Patienten mit Schocklunge. Jedoch entsprach diese Substanz den Erwartungen bisher nicht,

und es werden derzeit mogliche therapeutische Neuansétze diskutiert.

5.2 Das Lungen-Surfactant Polypeptid SP-C

Das Surfaktant Polypeptid-C (SP-C) ist ein ausgesprochen hydrophobes, kleines Protein
(Abb. 5.1), das nicht nur schwierig in groBeren Mengen zu synthetisieren, sondern auch
wihrend der Untersuchung problematisch zu handhaben ist. Es enthélt zu > 70 % nicht-polare
Seitenketten und trdgt kovalent gebundene Fettsdureketten. SP-C, das aus Lungensurfactant
gewonnen wird, ist kein einheitliches Molekiil, sondern eine Mischung aus mehreren
Isoformen, von denen es eine in vivo dominierende gibt. Die Zahl an bekannten
Modifikationen steigt mit der steigenden Sensibilitdt der analytischen Methoden und es ist
anzunehmen, dass noch mehrere Isoformen gefunden werden. Auch wenn die Hauptform des
isolierten SP-C wahrscheinlich die biologisch aktive Form darstellt, ist die Charakterisierung
der weniger verbreiteten Isoformen aufschlussreich, da sie Informationen iiber die
proteolytische Bildung von SP-C und Alterungsprozesse in einer Phospholipid-Umgebung
zulassen. Die SP-C-Polypeptidkette des Menschen, des Schweins und des Hasens enthalten
jeweils 35 Aminosduren, wihrend Hunde- und Rinder-SP-C am N-Terminus um eine
Aminosdure verkiirzt sind. SP-C wird gebildet durch posttranslatorische Proteolyse und
Modifikation eines 21 kDa Vorlduferproteins (proSP-C). Es wird entweder mit einem (bei
Hunden und Nerzen) oder mit zwei Palmitoyl-Resten (bei allen anderen Spezies) ausgestattet,
welche tiber Thioesterbriicken mit den Seitenketten der Cysteine Cys-4 und Cys-5 verkniipft

sind.
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Die Zuordnung der Aminosduresequenz von Menschen-, Schweine-, Rinder-, Hunde-, Hasen-

, Ratten- und Méuse-SP-C offenbart vier verschiedene konservierte Regionen:**”!

- Die ,Poly-Valin“-Region entlang den Positionen 12-27, welche ausschlielich
Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten enthilt (hauptsdchlich Valin). Leu-21 ist
streng konserviert und liegt zwischen zwei Abschnitten mit sieben bzw. vier abfolgender
B-verzweigter Aminoséduren.

- Das folgende C-terminale Heptapeptid, das sich direkt der ,,Poly-Valin“-Sequenz
anschlief3t, ist hoch konserviert.

- Das gilt auch fiir das folgende Lys-Arg-Paar an den Positionen 10 und 11.

- Die schon genannte Tatsache, dass man in allen Spezies palmitoylierte Cysteine an den
Positionen 4 und 5 gefunden werden (auBBer bei Hund und Nerz), welche ausnahmslos

von Prolinen in den Positionen 3 und 6 umgeben sind.

GIPCCPVHLKRLLIVVVVVVL?' IVVVIVGALLMGL

N /\ﬁ(_/
~

"Valin-reiche" Region hochkonse.r VierFe
\ \ Heptapeptidregion
): o o
(CH)14(CH) 14
CH; CHj

Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung der Sequenz des menschlichen SP-C.

Die Struktur von SP-C ist in Lésung bestimmt worden und strukturelle Untersuchungen des
Proteins in verschiedenen Umgebungen wurden durchgefiihrt.””® **! Die SP-C-Struktur
enthilt eine sehr geordnete a-Helix mit anndhernd idealer Geometrie, die die Positionen 9-34
iiberspannt.(Abb. 5.2) Der N-Terminus mit den beiden palmitoylierten Cysteinen wird
allerdings als flexibel und ungeordnet beschrieben.

Die nicht vorhandenen Strukturinfomationen iiber diesen N-terminalen Abschnitt legten es
nahe sich diesem einmal entkoppelt von der langen, a-helicalen und synthetisch auch nicht

zuginglichen C-terminalen Doméne zu widmen.
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rSP-C (FFI) pSP-C

Abbildung 5.2 : Vergleich der Strukturen von Schweine-SP-C (pSP-C) und der FFI-Variante
(rSP-C(FFI)) in CDCl; / CD;0H """
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5.3 Chemische Synthese von SP-C-(2-12) und Analoga

Die Synthese des SPC-(1-11)-Fragmentes folgte einer Peptidfestphasensynthese nach der
Fmoc-Strategie, unter besonderer Beriicksichtigung der Seitenkettenschutzgruppen und der
Auswahl des Festphasenlinkers. Da die Modifizierung der Cysteine in der Seitenkette
wiinschenswerter Weise an der festen Phase durchzufilhren war, um eine moglichst
vollstindige Palmitoylierung mit groem Reagentieniiberschul und anschlieBender
Entfernung des Uberschussreagenz durch Waschprozesse zu gewihrleisten, wurde eine
auBerst sdurelabile Thiolschutzgruppe verwendet. Die 4-Methoxytrityl (Mmt)-Schutzgruppe
kann in Anwesenheit der sdureresistenteren Gruppen Boc bzw. Pbf leicht selektiv bereits mit

1% Trifluoressigsdure in Dichlormethan entfernt werden.[*'*"]

Diese Behandlung des
Peptids an der festen Phase verlangt aulerdem die Verwendung eines weniger séurelabile
Linkers, so daB} statt des sonst iiblichen Trityllinkers ein unter diesen Bedingungen stabiles
Wang-Harz verwendet wurde (Abb. 5.3).

Die Acylierung der N-terminalen Aminofunktion wurde in Erwéigung gezogen, da das
Vorhandensein von freien Aminogruppen im Peptid die ,,Alterung® des Peptids im Sinne
einer Acyl-Ubertragung von den Palmitoylgruppen der Thioester auf Aminofunktionalitiiten
begiinstigt. Dieses Phinomen des Acyltransfers fiihrt in den nativen SP-C-Varianten zu bis zu
4 % beobachteter Palmitoylierung am Lys-10.[*4

Die Acylierung der freien Thiolgruppen wird durch das Anhydrid der Palmitinsdure unter
basischen Reaktionsbedingungen in Dichlormethan erreicht und diese Thioester erwiesen sich

auch unter der sauren Abspalt- und Entschiitzungsbedingungen stabil.
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Fmoc-GIy-IIe-Pro-Cys(Mmt)-Cys(Mmt)-Pro-VaI-His(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Arg(be)-G—O

1. 20% Piperidin / NMP, 2x
Cl

0 Cl
2. HJLO , 20% Collidin, NMP

Cl

FormyI-GIy-IIe-Pro-Cys(Mmt)—Cys(Mmt)-Pro-VaI-His(Trt)—Leu-Lys(Boc)-Arg(be)—O—O

1.1% TFA / CH,Cl,
2. (C45H31C0),0, DCM, DIPEA

CysHz1  CqsHz4

0~ S § 0O
FormyI-GIy-IIe-Pro-C;lls-C{/s-Pro-Val-His(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Arg( be)-O—O

1. TEA/TIPS/H,O (90:7:3)

CisHar  CysHsq
o S § O
Formyl-Gly-lle-Pro-Cys-Cys-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH

PCCPpalm

Abbildung 5.3: Festphasensynthese von SPC-(1-11).

Zum Vergleich des Einflusses der Palmitoylierung der Cysteinseitenketten wurden zudem das
unpalmitoylierte Undecapeptid (PCCP) und das N-terminale Fragment der recombinanten

FFI-Variante des SP-C (PFFP) an der festen Phase nach der Fmoc-Strategie synthetisiert
(Abb. 5.4).
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A
Formyl-Gly-lle-Pro-Cys-Cys-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH

PCCP

Formyl-Gly-lle-Pro-Phe-Phe-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH

PFFP

Abbildung 5.4.: Synthetisierte Varianten von SPC-(1-11)

5.4 NMR-Spektroskopische Untersuchungen der verschiedenen SP-C

Varianten

Im Folgenden wurden die strukturellen Eigenheiten dieser drei Peptide in Wasser, im

CDCIl3/CD;OH 1:1-Gemisch (v/v) und in DPC-Micellen NMR-spektoskopisch untersucht.

Im Gegensatz zu fritheren Strukturuntersuchungen der vollstdndigen SPC-Peptide, in denen
eine flexible ungeordnete Konformation fiir den N-terminalen Teil ermittelt worden ist, waren
die verkiirzten synthetischen Polypeptid-Varianten von menschlichem und FFI-SPC einer
NMR-Strukturuntersuchung zugénglich. Fiir die neun zu bestimmenden Strukturen wurde
teilweise ein zweiter bzw. dritter Satz von Resonanzen ermittelt, die anderen
Peptidkonformationen zugeordnet werden konnten. Trotzdem betrug der Anteil der
Hauptkonformation der Peptidstrukturen in jedem Fall mindestens 70 %, was die Zuordnung
erleichterte. Fiir alle Peptide, auBBer der palmitoylierten menschlichen Variante in Wasser,
konnten vollstindige und eindeutige sequenz-spezifische 'H- und '"*C-Zuordnungen
vorgenommen werden. Zudem konnten eine Vielzahl von sequentiellen (i+1) und medium-
range (1+2, 1+3) Nuclear Overhauser Effekte (NOE) zwischen Ile-2 und dem PXXP-
Palmitoylierungsmotiv beobachtet werden, was die Bestimmung von Strukturen hoher
Qualitdt in dieser Region erlaubte. Auf der anderen Seite zeigte die Domine der Reste 7-11
keinen a-Helix-Charakter, der fiir ein N-terminales Heptadecapeptid-Fragment in DPC
Micellen und SPC;.34 in CDCl3/CD;OH beobachtet werden konnte.[**’!
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5.4.1 Menschliches, FFI und depalmitoyliertes menschliches SPC (1-11) in H,O /
D,0 (90:10)

Die an den Cysteinen Cys-4 und Cys-5 palmitoylierte menschliche Variante in Wasser war
einer Strukturbestimmung nicht zuginglich. Das Verhalten dieses Peptids ist interessant,
jedoch nicht iiberraschend. Wegen der Grof3e und der unpolaren Natur der Palmitoylgruppen
16st sich das Peptid nicht in Wasser. Es gibt jedoch Hinweise, dass das Peptid in Wasser
Micellen bildet, da lediglich die Seitenketten-Resonanzen von Leu-9 und den polaren
Seitenketten Lys-10 und Arg-11 beobachtet werden konnten.

Wihrend die depalmitoylierte menschliche Variante eine sehr definierte Struktur besitzt, ist
die Struktur der FFI Variante nur schlecht determiniert, was sich durch das Fehlen von
medium-range (i+2, i+3) NOE's entlang der Peptidsequenz ausdriickt.

Das Motiv der menschlichen Variante zeigt einen inversen y-turn der die Aminoséuren Ile-2,
Pro-3 und Cys-4 umfasst. Dieser inverse y-Turn wurde durch zahlreiche medium-range (i+2,
i+3) NOE's zwischen Ile-2 und dem PCCP-Motiv charakterisiert. Auflerdem ergaben die MD-
Rechnungen dass die 5 besten Strukturen eine Wasserstoffbriicke COyea-NHppes aufwiesen.
Zudem stimmten die berechneten Pro-3 ¢ (-65°) und vy (55°) Dihedralwinkel gut mit den

einen inversen y-furn definierenden Winkel iiberein (-79° bzw. 69°).

5.4.2 Menschliches, FFI und depalmitoyliertes menschliches SPC (1-11) in
CDCI;/CD3;0H 1:1 (v:v)

Der Ergebnisse der Messung der Peptide in CDCI3/CD3sOH 1:1 (v:v) weisen eine dhnliche
Schleife innerhalb des Palmitoylierungsmotivs auf, das von einer Vielzahl medium-range
(i+2) NOE's zwischen Ile-2, Pro-3, Cys-4 oder Phe-4 gekennzeichnet ist. Trotzdem offenbart
eine sorgfiltige Analyse Unterschiede und eine Abhédngigkeit der Strukturen von der
Aminosédure an Position 4 und 5 und dem Vorhandensein der Palmitoylgruppen. Die besten
20 Strukturen der menschlichen Variante offenbaren einen inversen vy-turn entlang den
Aminoséduren Ile-2, Pro-3 und Cys-4. Dieses Merkmal konnte durch die charakteristische
COyie2-NHppes-Wasserstoffbriicke und die Pro-3 ¢ (-88°) und y (55°) Dihedralwinkel bestétigt
werden. Das FFI Peptid tendiert zu einer Faltung in einen BI-Turn, da die bestimmten

Strukturen eine Stabilisierung durch COper-NHppea und COyjer-NHppes-Wasserstoffbriicken
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aufzeigen. Wiederum konnte das Vorhandensein einer zweiten Konformation des FFI-Peptids
in Losung nachgewiesen werden.

Das menschliche Peptid zeigt ebenfalls eine Neigung einen Pl-furn auszubilden.
Strukturrechnungen belegen, dass die Struktur durch COper-NHeyss und COpea-NHcyss-
backbone-Wasserstoftbriicken stabilisiert wird. Es wurde ebenfalls ein NOE zwischen NHjje,-
NHcyss beobachtet, was deren rdumliche Nihe offenbart. Dies wurde bestitigt durch die
Messung eines 5A-Abstandes zwischen dem ersten (Ile-2) und dem vierten (Cys-5) alpha-

Kohlenstoff-Atom, die den turn bilden, was charakteristisch fiir einen B-furn ist.

5.4.3 Menschliches, FFI und palmitoylierte menschliches SP-C Peptide in
[*Hs3] DPC-Micellen in H,O / D,O (90:10)

Die Strukturen der Peptide in DPC-Micellen représentieren die interessantesten Fille, da sie
am ndchsten die in-vivo Bedingungen nachahmen, unter denen SPC seine Funktion entfaltet.
Trotz erheblicher Linienverbreiterung waren wir in der Lage, die Signale eindeutig
zuzuordnen. Die drei Peptide zeigen alle bestimmte wohl definierte Strukturen, die durch
NOE'’s belegt wurden. Die Struktur der depalmitoylierten Varianten offenbaren einen
inversen y-furn entlang den Aminoséiuren Ile-2, Pro-3 und Cys-4.

Die palmitoylierte menschliche Variante zeigte eine starke Tendenz in einen B-turn zu falten,
was durch NOE’s innerhalb des palmitoylierten Motivs und zwischen Ile-2 und Cys-5
charakterisiert wurde. So wie fiir das FFI Peptid in Wasser, so faltet dasselbe in Micellen in
einem gestreckten Bogen.

Die detailliert beschriebenen Strukturen befinden sich derzeit in Bearbeitung zur Publikation.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass der N-terminale Teil von Varianten des
menschlichen SPC eine starke Neigung besitzt, am PXXP-Motiv in definierte Schleifen zu
falten , die am PXXP-Motiv zu finden sind. Interessanterweise fanden sich diese Schleifen
bisher nicht bei vorherigen Strukturuntersuchungen an Schweine-, Menschen- bzw. FFI- SPC
und menschlichem SPC in DPC-Micellen. Die Strukturen des gesamten SPC Peptids wurden
in CDCI3/CD;OH (1:1) ausgefiihrt, wobei die a-Helix nicht in dem Mafe ausgebildet vorlag
wie in Micellen. Da hauptsédchlich Seitenketten-NOE’s vom und zum Ile-2 die Struktur der

beobachteten Turns beschreiben, kénnte ein Problem von vorherigen Studien die Uberlappung
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von Seitenketten-Signalen der Leucine, Isoleucine und Valine in der langen unpolaren a-
helicalen Domine gewesen sein. Es wurde vorher aufgezeigt, dass das SPC-Protein in der
oberflichenaktiven Monoschicht mit den positiv geladenen Seitenketten (Lys-10 und Arg-11)
zu den polaren Kopfgruppen ausgerichtet ist und die a-Helix in die lipidische Schicht zeigt.
Es ist wahrscheinlich, dass die Palmitoylgruppen in die Lipidschicht ragen und als eine Art

Verankerung in der Monoschicht dienen.

5.5 Vergleich der Strukturen untereinander

5.5.1 Vergleich der Strukturen des menschlichen Peptids

Abbildung 5.5 zeigt die Uberlagerung der 20 besten Strukturen des palmitoylierten
menschlichen SP-C-Peptids in DPC Micellen. Die Segmente 2-5 bzw. 8-11 (Abb. 5.6 A bzw.
Abb. 5.6 B) weisen eine relativ starre Struktur auf, wiahrend der Abschnitt 6-8 duflerst flexibel
ist. Dies wire in Ubereinstimmung mit jiingsten Studien, dass der N-terminale Part von SP-C
das Peptid auf einer Seite der Phospholipidschicht verankert ist. Das palmiloylierten
menschlichen SP-C-Peptid weist einen engen turn auf, der den Palmitoylgruppen erlaubt,
parallel in die Phospholipid-Schicht zu zeigen. In CDCIl; / CD;OH (1:1) werden die
Palmitoylgruppen nicht in eine bestimmte Richtung gedringt und ein Minimum an freier
Energie wiirde bei einem maximalen Abstand der beiden Gruppen erhalten. Da die
beschriebene Schleife in CDCl3/ CD3OH nicht so ausgebildet ist, zeigen folgerichtig die
Palmitoylgruppen in unterschiedliche Richtungen. In Wasser scheinen die Peptide ein
micellares System von supramolekularer GroBe zu bilden, was die Detektion der Riickgrat-
Resonanzen nicht erlaubt.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Palmitoylketten in dieselbe Phospholipidschicht
zurlickfalten (Abb. 5.7), beziehungsweise umgekehrt scheinen die Palmitoylgruppen den BI-

turn weitgehend zu stabilisieren.
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Abbildung 5.5: Palmitoyliertes menschliches SPC in Chloroform / Methanol (links) bzw.
Micellen (rechts).
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Abbildung 5.6: Teilstrukturen des menschlichen palmitoylierten SPC in Micellen, A) Segment
2-5, B) Segment 6-11.
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f

11-34 a-helix

Abbildung 5.7 Angenommene Funktion der Palmitoylgruppen bei der Verankerung von SP-C

in Lipidmembranen.

5.5.2 Vergleich der Strukturen der menschlichen depalmitoylierten Variante

Die menschliche depalmitoylierten Variante zeigt dieselbe Neigung zur Ausbildung eines
Turns innerhalb der 2-6 Region, welcher jedoch nicht so ausgebildet ist wie jener des
palmiloylierten menschlichen Peptids in DPC Micellen. (Abb. 5.8) Dies bestitigt die
Annahme, dass die Ausrichtung der Palmitoylgruppen in DPC-Micellen die treibende Kraft
zur Ausbildung der sehr engen Schleife ist. Aullerdem bleibt zu erwidhnen, dass die
menschliche unpalmitoylierten Variante in CDCls/ CD3;0OH und DPC-Micellen und das
palmitoylierten menschliche Peptid in CDCls/ CD3OH sehr dhnliche Strukturen aufweisen,

was hauptséchlich auf hydrophobe Solvens-Effekte zuriickzufiihren zu sein scheint.
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Abbildung 5.8: Depalmitoyliertes menschliches SPC in Chloroform / Methanol (links) bzw.
DPPC-Micellen (rechts).

5.5.3 Vergleich der Strukturen der FFI Variante

Der Vergleich der menschlichen und der rekombinanten FFI Variante ist von besonderem
Interesse, da EPR Messungen auf eine strukturelle Ahnlichkeit der beiden hinweisen. Es ist
bisher sehr wenig iiber die molekulare Basis des Wirkmechanismus von FFI in-vivo bekannt.
In Wasser zeigte sich eine nicht eindeutiger Schleife in der 2-6 Region, die auch in DPC-
Micellen zugegen war. Uberdies zeigt die Struktur eindeutig, dass die zwei Phenylringe (Phe-
4 und Phe-5) in entgegengesetzte Richtungen zeigen. Messungen in Wasser demonstrieren,
dass die Phenylringe flexibel sind und ihre Ausrichtung im Vergleich zum Peptidriickgrad
nicht definiert ist (Abb. 5.9).

Da der erste Teil des Peptids durch das Vorhandensein der Phenyl-Substituenten hydrophob
wird, nehmen wir an, dass die ersten sechs Aminosduren die Phospholipidschicht vollstindig
in die Lipidschicht penetrieren. Dieser neue Strukturvorschlag wiirde die biologische Aktivitét

der FFI-Peptide erkldren. (Abb. 5.10)



5 DAS LUNGENSURFACTANTPEPTID SPC 126

Abbildung 5.9: SPC-FFI-Variante in Choroform / Methanol (oben), in Micellen (unten links)

und in Wasser (unten rechts).



5 DAS LUNGENSURFACTANTPEPTID SPC 127

anmm,
o M

*

11-34 a-helix

Abbildung 5.10: Schweratomdarstellung der FFI-Variante in Micellen (rechts) und
hypothetische Penetration der FFI-Variante in einer Lipiddoppelschicht.

5.6 Zusammenfassung

Es wurde die Synthese des N-terminalen Fragments des Surfactant-Polypeptids C (SP-C) und
dessen Varianten beschrieben. Mittels Festphasen-Peptidsynthese wurden drei Peptide
synthetisiert und strukturell charakterisiert. Eine spezielle Schutzgruppenstrategie der
Cysteinseitenketten Cys-5 und Cys-6 ermoglichte die Freisetzung der Seitenketten an der
festen Phase und die Modifikation mit Palmitoylthioestern, die der posttranslatorischen

Konversion des SP-C entspricht.

Es wurde deutlich, dass die Faltung des FFI Peptids der des menschlichen Peptids &hnelt.
Zudem wurde gezeigt, dass das palmitoylierte Undekapeptid in Dodecylphosphocholin (DPC)
Micellen — die den natiirlichen physiologischen Bedingungen unter denen die Surfactanden in
vivo wirken sehr nahe kommen — einen ausgeprigten Bogen zwischen Pro3 und Pro6

aufweist, was den Palmitoylgruppen erlaubt parallel in die Phospholipidschicht zu zeigen.

Es zeigte sich, dass die Faltung dieser drei Undekapeptide stark durch das Motiv PXXP und

die Palmitoylgruppen beeinflusst wird. Diese Ergebnisse geben neuen Einblick in die
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Struktur von SP-C in Phospholipidschichten und lassen Schliisse iiber Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen zu. Das Interesse an diesen Ergebnissen geht liber das SPC-System hinaus, da
das PXXP Motiv in einer Vielzahl von biologisch aktiven Proteinen beobachtet wird, wie z.B.
in SH3 Dominen.*”*" In diesem Fall wird dieses Motiv in Polyprolinpeptidsequenzen
gefunden wo es als Ligand fiir SH3 Doménen dient. Dieses Motiv faltet bei SH3-Doménen in
eine Polyprolin Type II (PPII) Helix.
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6. Synthese des Transmembranpeptids KdpF

6.1 Der KdpFABC-Komplex

Im Falle von Turgorschwankungen iiber die Zellmembran von Escherichia coli exprimieren
die Zellen den hochaffinen K'-Transporter KdpFABC-Proteinkomplex, eine P-Typ Transport
ATPase (P-ATPase) von besonderer Struktur, in der sich die einzelnen Untereinheiten
zusammensetzen. Die Expression des kdpFABC-Operons wird reguliert iiber die
membrangebundene Sensor-Kinase KdpD und das 16sliche Antwort-Regulator Protein KdpE.
Die Kommunikation zwischen diesen beiden regulatorischen Proteinen geschieht iiber
Phosphorylierungs-Dephosphorylierungs Vorginge. Da regulatorische Proteine, welche in der
Signaliibertragung involviert sind, alle &dhnliche strukturelle Merkmale aufweisen, wére die
Aufklarung der Struktur von KdpD bzw. KdpE von ausgesprochenem Interesse fiir das
Verstehen von Signaltranduktions-Mechanismen auf einem molekularem Level.

Der membrangebundene KdpFABC-Komplex ist ein hochaffines K'-Transportsystem (K, ~ 2
uM) welches sowohl in Escherichia coli als auch in anderen Bakterienstimmen gefunden
worden ist. Die Rolle des KdpFABC-Komplexes als ein Reserve- oder ,,Stand-by*“- System ist
erklart sich aus der Art seiner Regulation. Das kdpFABC-Operon wird lediglich exprimiert,
wenn die anderen K'-Transportsysteme nicht mehr in der Lage sind, die fiir die Zelle nétigen
K'-Konzentrationen aufrechtzuerhalten. Es ist etwas ungewdhnlich, dass die Regulation nicht
durch K'-Ionen an sich bestimmt zu sein scheint, sondern eher beeinflusst zu sein von der K-
Ionen-Konzentration im Cytoplasma, welche fir die Aufrechterhaltung des Turgors
verantwortlich ist, der fiir das Bakterien-Wachstum benétigt wird.!*'*!

Der KdpFABC-Komplex gehort zu der Klasse der P-ATPasen, zeigt jedoch eine besondere
Zusammensetzung von vier Membranproteinen, welche in ihrer Grée zwischen 3 bis 72 kDa
liegen. So wie es von anderen P-ATPasen bekannt ist, vermittelt der KdpFABC-Komplex
eine  Reithe von  Phosphorylierungsreaktionen, die von einer Reihe von
Konformationsédnderungen der beteiligten Untereinheiten begleitet werden. Die grofite
Untereinheit KdpB stellt die katalytische dar und enthilt ausgedehnte Homologie-Regionen
mit der groBen Untereinheit von anderen P-ATPasen. Thre vorgeschlagene Topologie stimmt

[415-417]

mit den Grundmerkmalen von allen P-ATPasen tiiberein, und ist vereinbar mit dem

,head-piece-stalk“-Modell das fiir diese Art von Enzymen angenommen wird.*'® #!"]
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Dieses Modell wurde kiirzlich durch die Kristallstruktur einer Ca**-ATPase des sarcoplasmic

reticulum bestétigt.

Nucleotide-binding domain
“N-domain”

B-strand domain
“‘A-domain”

cytoplasm

cytoplasmic
membrane

periplasm

Abbildung 6.1: Die Domdnen-Organisation von P-ATPasen: A: Struktur der Ca’*-ATPase
nach Toyoshima et al.,"** B: Modell von KdpB (Modelling mit den Programmen ,,0* und

,, Whatif* nach unveroffentlichten Ergebnissen von Engelbrecht et al.

Auch wenn beide ATPasen zu der selben Klasse von Transportern mit iibereinstimmenden
Motiven der P-ATPasen gehoren, so gehoren doch beide zu verschiedenen Untergruppen
dieser heterogenen Proteinfamilie, mit einer Homologie in den Kernsequenzen von weniger
als 25%.1*!]

Die hydrophobe 59 kDa Untereinheit KdpA besitzt 10 die Zellmembran durchziehende
Abschnitte.**?) KdpA zeigt geringe strukturelle Ahnlichkeiten mit K'-Kanélen, in besonderer
Weise mit dem so genannten H5-Motiv.!*? *24

Die Tatsache, dass diverse KdpA-Mutanten verschiedene K,-Werte aufweisen, legt die
Vermutung nahe, dass diese Untereinheit fiir die K'-Ionen-Bindung und deren Transport

verantwortlich ist. Die Untereinheit KdpC (20.5 kDa) besitzt wahrscheinlich nur eine einzige

transmembrane o-Helix an ihrem N-Terminus. Der Rest des Proteins befindet sich im
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Cytoplasma. Es steht fest, dass KdpC essentiell fiir die Funktion des Gesamtkomplexes ist,

425, 4261 B¢ ist zu betonen,

jedoch ist seine Rolle immer noch Gegenstand von Diskussionen.
dass weder KdpA noch KdpC ausgedehnte Homologien mit anderen Proteinen aus der
Genbank data base besitzen und somit ihre Einzigartigkeit dokumentieren.

Das KdpF-Peptid (3kDa) besteht aus lediglich einem hydrophoben membranstindigen
Abschnitt. Die Analyse von Stimmen mit kdpF-Deletion legt die Vermutung nahe, dass
dieses Peptid in vivo nicht essentiell ist. Allerdings beobachtet man bei in vitro Studien mit
dem isoliertem KdpFABC-Komplex von solchen Stimmen keine ATPase-Aktivitdit mehr.
Jedoch ist es moglich, die ATPase Aktivitdt wiederzuerlangen, wenn man isoliertes KdpF
dem Komplex zufiihrt. Dieses Phdnomen nihrt die Annahme, dass KdpF den KdpF-Komplex

in vitro stabilisiert.!*?” 4?8

6.2 Festphasensynthese von Peptiden

Seit der Entwicklung des Konzepts zur Festphasensynthese von Oligonukleotiden und
Peptiden vor fast vierzig Jahren durch Letsinger'® und Merrifield** ist die Optimierung
von Kupplungsreagenzien, Losungsmitteln und Schutzgruppen so weit fortgeschritten, dass
die Synthese kurzer Oligopeptide in guten Ausbeuten und hervorragenden Reinheiten heute
keine Herausforderung mehr in der bioorganischen Chemie darstellt. Auch die Synthesen
kurzer Peptidsequenzen mit N-Alkylresten oder sterisch gehinderten Seitenketten (o- oder f3-
verzweigt) stellen nur noch geringe Anforderungen an die Optimierung der Verfahren.!** +*!!
Ein vollkommen anderes Phinomen unvollstidndiger oder ginzlich ausbleibender temporirer
Schutzgruppenabspaltungen oder Kupplungen {iber mehrere Aminosdurereste hinweg
beobachtet man im Fall der sogenannten 'difficult sequences'****! Diese sind

gekennzeichnet durch:

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

e unvollstindige oder ausbleibende Acylierung des N-Terminus

Diese Schwierigkeiten in der Synthese treten frithestens ab der 5. Aminosdure einer Sequenz

auf und werden ab der 15. Aminosiure statistisch wieder seltener.[**¢!



6 DAS TRANSMEMBRANPEPTID KDPF 132

Ursache dieses Verhaltens ist die Bildung von faltblattartigen Sekundirstrukturen, die
entweder durch Riickfaltung der Peptidkette oder durch intermolekulare Wechselwirkung mit
benachbarten Peptidketten oder dem polymeren Triger selbst erfolgen konnen, die
unvollstindige Solvatisierung des Peptidylharzes zur Folge haben und so den Zugang zu den
freien Aminotermini verhindern.

Dieses fiihrt dann weiterhin zu einem stark verminderten Quellvolumen des Peptidylharzes
mit schlechter Reagenzpermeabilitdt. Dariliber hinaus ist die Erkennung einer aggregierenden
Sequenz ohne HPLC-Kontrolle schwierig, da die Ninhydrintests, die auf Vollstindigkeit der
Kupplung detektieren, falsch positive Ergebnisse anzeigen.

Grofle Anstrengungen sind unternommen worden, die oben beschriebenen synthetischen
Probleme im Zusammenhang mit bestimmten Aminosduresequenzen zu iiberwinden. Die
bisherigen state-of-the-art Strategien, die zumindest das Risiko der Aggregation mindern

konnen und routineméfig angewendet werden sollten, sind im Folgenden zusammengestellt:

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

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

e Verwendung neuer Harze mit polaren Baugruppen, wie Polyamidharze oder PEG-
funktionalisierte Harze.!*****!

e Durchfiihrung von Doppelkupplungen.

Von den vielen weiteren beschriebenen Strategien zur Uberwindung einzelner schwieriger
Sequenzen sind der Einsatz von Boc- statt Fmoc-Strategie, die Kupplung bei hoheren
Reaktionstemperaturen*** und der Zusatz chaotroper Salze wie NaClO4, LiCl oder KSCN
noch am universellsten anwendbar.**) Die Verringerung des Anteils der Nebenprodukte ist
allerdings héaufig nur gering und stellt sich erst nach mehreren Optimierungscyclen ein, die fiir
jede einzelne Fmoc-Abspaltung und folgende Kupplung erneut wiederholt werden miissen,

bis die aggregierende Region iiberwunden ist! Ob dagegen der Einsatz von Ultraschallt**® 7]

[448-450]

oder solubilisierender Prasequenzen sich zu allgemein anwendbaren Losungsstrategien

entwickeln werden, bleibt noch abzuwarten.
Uber den Einfluss der Seitenkettenschutzgruppen auf das Aggregationsverhalten gibt es
ebenso unterschiedliche Befunde wie iiber die aus empirischen Untersuchungen abgeleiteten

[434, 451-454

Versuche, das Auftreten schwieriger Sequenzen vorherzusagen. ' In jedem Fall
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bedarf die Synthese schwieriger Sequenzen durch batch-Strategie einer umfassenden
Optimierung der einzelnen Reaktionsschritte, wobei nicht vorhergesagt werden kann, ob die
Synthese tiberhaupt erfolgreich durchgefiihrt werden kann oder ein Strategiewechsel bei der
Synthese erforderlich ist. Wegen des grofen Aufwands, der mit den erforderlichen
Vorabsynthesen und nachfolgendem upscaling der Ansdtze verbunden ist, sind Strategien
entwickelt worden, die schneller zum gewiinschten Produkt fiihren und beim Auftreten einer
uniiberwindlichen Abspaltungs- oder Kupplungsreaktion innerhalb der Sequenz alternative
Routen ermoglichen.

Diese wesentlich elegantere Strategie zur Synthese groBer Peptide bis hin zu Proteinen ist die

konvergente Peptidsynthese, deren Prinzip in Abbildung 6.2 dargestellt ist.[**> 46!

H-AA,~0—) H-AA—0—)

1. SPPS SPPS
2. HOAc

H—AA3—O—O Fmoc— Fragment; —OH  Fmoc— Fragment; —O—o

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

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

H— Fragment; +—— Fragment, — Fragment{ —OH

Abbildung 6.2: Prinzip der konvergenten Peptidsynthese nach Fmoc/tBu-Strategie auf TCP-

Harz.

Die Synthese der geschiitzten Fragmente kann auch nach Boc-Strategie erfolgen, wobei die
Verankerung auf dem polymeren Tréger iiber einen orthogonalen Linker erfolgen muss (z. B.

den in letzter Zeit entwickelte Fmoc-Linker).*”” **® Auch muss die Kondensation der

4391 und auch nicht

t [458, 460, 461] Die

geschiitzten Fragmente nicht in der gezeigten Reihenfolge geschehen

zwangsldufig an fester Phase, sofern man den C-Terminus orthogonal schiitz
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Kombination aus Festphasensynthese geschiitzter Fragmente nach Boc-Strategie mit der
Phenacylgruppe (Pac) als C-terminaler Schutzgruppe und Kondensation in dem
Losungsmittelsystem TFE, HFIP oder Phenol in CHCl3 (25%/75%, v/v)H*** *®) hat zur
Synthese des mit 238 Aminosduren bisher grofiten bekannten synthetischen Proteins GFP

464

(green fluorescent protein) durch Sakakibara et al. gefiihrt.**" Die Ubertragung eines

analogen Losungsmittelsystems auf die Kondensation an fester Phase ist ebenfalls

. 452, 4
beschrieben,[** +3!

allerdings ist diese Strategie nicht mit dem TCP-Harz kompatibel
(Saurelabilitdt des Linkers!) und die Verwendung stirker sdureresistenter Linker ist aufgrund
der drastisch verlingerten Abspaltzeiten fiir die Reaktionskontrolle bei der
Syntheseentwicklung unvorteilhaft.

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

Die Festlegung der Schnittstellen fiir die Fragmentkondensation erfolgt nach folgenden

Gesichtspunkten, die allerdings selten gleichzeitig realisierbar sind:

e Fragmente mit weniger als 12 Aminosduren (Loslichkeit).

e (- und N-terminal moglichst keine sterisch gehinderten Aminoséuren (3-Verzweigung
in Val, Ile und Thr) die die ohnehin schon geringe Reaktionsgeschwindigkeit weiter
verlangsamen wiirde.

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

e (-terminal moglichst Gly oder Pro (keine Racemisierung), aber keinesfalls His(Trt),
Cys(Trt), Phe, Tyr(tBu), Trp(Boc), Asp(OtBu), Asn(Trt) oder GIn(Trt), da diese
wiéhrend der Aktivierung in Fragmentkupplungen, in der genannten Reihenfolge, sehr

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

. .1 [465, 466
verwiesen wird, 463 466]

6.3 Reversible Schutzgruppen des Riickgrats von Peptiden

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

Stabilitdt der Sekundirstruktur nachhaltig stort.

-0 %r Q §<
j&4 s
", L7
%{ ’

f\ﬂ/Ngj\f

o)
200: R = H ;ggf R -H
201: R = Fmoc ‘R7=Me

R’= Xaa Seitenkette

Abbildung 6.3 Strukturen der Derivate zum reversiblen Schutz des Peptidriickgrats durch 2-
Hydroxy-4-methoxybenzylreste (Hmb, 200 und 201) und von Ser und Thr abgeleitete
Pseudoproline (202) und (203).

Bei den beiden vorgeschlagenen reversiblen Schutzgruppen handelt es sich um die von

467 4981 eingefiihrten substituierten N-Benzylgruppen (200, 201) und die aus

Sheppard et al
Seitenketten-Riickgrat-Cyclisierung resultierenden Pseudoproline (202, 203) von Mutter et al.

(Abb. 6.3).146%-4701
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6.3.1 Die N-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl-Schutzgruppe

Die Einfithrung der Hmb-Schutzgruppe erfolgt entweder als N,0-bis- (200) oder N-mono-
Fmoc-N-Hmb-Aminosduren (201). Urspriinglich wurde angenommen, dass die stark
nukleophile, phenolische Hydroxygruppe der Hmb-Gruppe in 200 wéhrend der Kupplung zu
Substitutionen am aktivierten C-Terminus fithren wiirde (intra- oder intermolekular) und

deshalb ebenfalls tempordr geschiitzt werden miisste.!*’!]

Diese Substitution erfolgt
tatsichlich, aber liberwiegend unter intramolekularer Cyclisierung, wobei das gebildete
Intermediat 205 eine gerade ausreichende Acylierungstendenz gegeniiber dem N-Terminus
von nicht-B-verzweigten Aminosduren im Peptidylharz 206 zeigt.*’> *”*! Nach Fmoc-
Abspaltung von 206 erfolgt die Kupplung der folgenden aktivierten Fmoc-Aminosdure erst an
die phenolische Hydroxygruppe zu 208 und nach N, O-Acyltransfer entsteht das Peptidylharz

209 (Abb. 6.4).1474

—0
I

o) OH —0 OH
H,N— Peptidkette —( ]
0 TBTU 5 206 \)C])\ N
Fmoc N~ Ao DIPEA Fmos N« Fmoc” N
R H

R R ©
204 205 207
—0, 1. 20% Pip/NMP
2. Fmoc-AA-OBt
OH —0
R’ o) R o)
Fmoc\NJﬁ(N\__)]\N Peptidkette|— ) <—— Fmoc\N)ﬁ(O HN\:)]\N Peptidkette|—( )
209 208

Abbildung 6.4: Aktivierung und Kupplung von N-Fmoc-N-Hmb-Aminosduren 204 zu den N-
Hmb-geschiitzten Peptidylharzen 209.

Die Acylierung der sekunddren (N-Hmb-)Aminogruppe ist ebenfalls vom sterischen Anspruch

431 Wihrend Kupplungen zwischen sterisch wenig

der Aminosiureseitenkette abhingig.!
gehinderten Resten wie Gly und Ala (eine der beiden Aminosduren jeweils als N-Hmb-
geschiitzter N-Terminus des Peptidylharzes) noch unter Standardbedingungen mittels
Aktivierung durch das System TBTU/HOBt/DIPEA zu vollstindigem Umsatz gebracht

werden  konnen, erfordern vollstindige Kupplungen von Fmoc-Val-OH an
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H-Val(N-Hmb)-Peptidylharze den Einsatz von Aminosdurefluoriden und Temperaturen von
60 °C tber einen Zeitraum von 12 h fiir die Kupplungsreaktion! Die Abspaltung der N-Hmb-
Schutzgruppe erfolgt bei der sauren Abspaltung der Aminosédureseitenkettenschutzgruppen
mit 90% TFA, allerdings nur, wenn die Phenolfunktion des Hmb nicht acyliert ist (siche
nachfolgende Betrachtungen zur Strukturinduktion).

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt gibt es wenige Untersuchung, die den strukturellen Einfluss
der N-Hmb-Schutzgruppe belegen konnten. Ein Vergleich der aggregierenden
B—Amyloid,_4-Sequenz mit der entsprechenden Penta(O-Acetyl-Hmb)******3"_yerbindung
(erhalten durch capping der Phenolfunktionen mit Ac,O und anschlieende
Seitenkettenentschiitzung mit TFA) zeigte eine Destabilisierung der helikalen Eigenschaften
in TFE durch die N-Hmb-Modifikation. In wissrigem Medium zeigt die N-Hmb-modifizierte
Verbindung zwar eine verstirkte Tendenz zur Faltblattbildung aber im Gegensatz zur

4751 Fiir den strukturellen Einfluss wird ein long

natiirlichen Verbindung keine Aggregation.
range Effekt postuliert, sodass eine N-Hmb-Modifikation nur an jeder sechsten Aminosédure
notwendig sein sollte, um die Aggregation wirkungsvoll zu inhibieren. Allerdings sind
Ausnahmen von dieser Regel beschrieben worden.!’®

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

Anwendungsbreite in den nichsten Jahren sicher noch vergroBern werden. 7% 473 4764821

6.3.2 Die Mutter'schen Pseudoproline

Im Gegensatz zu den im vorigen Kapitel beschriebenen Hmb-Derivaten handelt es sich bei
den von Mutter et al. entwickelten Pseudoprolinen um Seitenketten-Riickgrat-cyclisierte
Derivate von Ser 202 und Thr 203 in Abbildung 6.3 (auch solche des Cysteins, dessen

).4%) Die Pseudoproline werden aufgrund

Derivate hier aber nicht besprochen werden sollen
der sehr schlechten Tendenz zur Acylierung in Form der Fmoc-Xaa-Ser/Thr(¥M*"*pro)-OH
Dipeptide in die wachsende Peptidkette eingefiihrt, was neben der allgemeinen Beschrinkung
auf Serin und Threonin einen der Hauptnachteile dieser Methode bedingt, da in einer
separaten Synthese immer erst der entsprechende Baustein von 40 theoretisch moglichen

Dipeptiden hergestellt werden muss.[*” Entsprechend den Betrachtungen zur konvergenten
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Peptidsynthese verlduft die Kupplung der Pseudoprolindipeptide an das Peptidylharz
erwartungsgemdll ohne Racemisierung und mittels der im Kapitel beschriebenen
Kupplungsreagenzien quantitativ. Die Spaltung der Pseudoprolinschutzgruppe erfolgt unter
den Bedingungen fiir die Seitenkettenentschiitzung des Zielpeptids mit 90 % TFA innerhalb
einer Stunde. Neben dem tuning der Sdurelabilitdt hat die symmetrische Substitution mit den
beiden Methylgruppen in Pseudoprolinen (202, 203) den Vorteil, dass die Verbindungen
achiral sind (im Gegensatz zu den Thiazolidin-Derivaten aus Cystein und substituierten
Benzaldehyden). Die im Hinblick auf die Sekundirstruktur wichtigste Eigenschaft ist
allerdings, dass in diesen Dipeptiden die Amidbindung zwischen Pseudoprolin und N-terminal
nachfolgender Aminosdure zu 100 % in die cis-Konfiguration gezwungen wird, wie durch
NMR-spektroskopische Untersuchungen an Modellpeptiden belegt werden konnte.!***!

Der Einfluss auf die Inhibition der Aggregation sollte wie im Fall der N-Hmb-Derivate
mindestens iiber einen Abstand von sechs Aminosduren reichen und wurde von Mutter et al.
fiir einige schwierige Sequenzen demonstriert. Dabei ist besonders der Einfluss der
Modifikation auf die Loslichkeit der vollstindig geschiitzten Fragmente bemerkenswert.[***!
In einem unabhéngigen Vergleich von Ede et al. haben sich die Pseudoproline gegeniiber der
N-Hmb-Schutzgruppe in der Synthese einiger schwieriger Sequenzen in Bezug auf die

Reinheit der synthetisierten Peptide als iiberlegen erwiesen.**"

6.4 Aminosiuresequenz von KdpF und Synthesestrategie

Ein erster Blick auf die Aminosiuresequenz des KdpF-Peptids lédsst sofort die bevorzugten
Schnittstellen fiir eine konvergente Synthese erkennen. Die Kupplung von Peptidfragmenten,
die naturgemif nicht im groBen Uberschuss eingesetzt werden, erfordern an den C-terminalen
Enden der zu aktivierenden Aminosdure moglichst eine Aminosdure, welche unter den
Bedingungen einer starken Aktivierung flir die Kupplung nicht im Stande sind zu
racemisieren- namentlich Glycin bzw. Prolin. Das 29-mer lésst sich strategisch in drei nicht
iiberméBig lange Fragmente unterteilen an deren Ende sich die Glycine Gly-8 bzw. Gly-17
befinden.
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Formyl-M'SAGVITG*VLLVFLLLG'"YLVYALINAEAF”-COOH

Fmoc-Tyr(tBu)-Leu-Val—Tyr(tBu)-Ala-Leu—Ile—Asn(Trt)—Ala—Glu(tBu)-Ala-Phe—TrtPEGO
210

1. 20% Piperidin/NMP
2. Fmoc-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-OH (211), 2)
HATU, HOAt, 20% Collidin/NMP

Fmoc-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-

Gly-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tBu)-Ala-Leu-Ile-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe-TrtPEG-O
212

1. 20% Piperidin/NMP

2. Fmoc-Met-Ser(tBu)-Ala-Gly-Val-Ile-Thr(tBu)-Gly-OH (213),
HATU, HOAt, 20% Collidin/NMP

3. 20% Piperidin/NMP

4. TFA / TIPS / H,0

H-Met-Ser-Ala-Gly-Val-Ile-Thr-Gly-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-
Gly-Tyr-Leu-Val-Tyr-Ala-Leu-Ile-Asn-Ala-Glu-Ala-Phe-OH

214

Yalternativ gleich die Kupplung mit Fmoc-Met-Ser(tBu)-Ala-Gly-Val-Ile-
Thr(tBu)-Gly-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-OH (215)

Abbildung 6.5: Synthesestrategie zur Fragmentkondensation zum KdpF'.

Diese Strategie lieB sich jedoch aufgrund der geringen Loslichkeit des mittleren Valin- und
Leucin-reichen Fragments 211 nicht verwirklichen. Weder in DMF noch NMP, selbst unter
Zugabe von DMSO war Loslichkeit gegeben. Dies flihrte zu der Idee, die beiden fiir die
Kupplung einzusetzenden Fragmente in einem Strang darzustellen, um sie gemeinsam in der
Fragmentkupplung an das am Harz befindliche 12-mer zu kuppeln. Dieses um neun
Aminoséduren verldngerte Fragment 215 konnte unter Umstidnden eine gesteigerte Loslichkeit
aufweisen, trotz der generellen Beobachtung, dal die Ldslichkeit von vollstindig in den
Seitenketten geschiitzten Peptiden eher mit der Kettenlinge abnimmt. Mitunter wird jedoch
auch beobachtet, dal Doménen von Peptiden sich gegenseitig in nicht vorhersehbarem Mal3e
in ithrem Verhalten beeinflussen. Es wére zu erwarten, dafl die etwas polarere N-terminale
Doméne die Hydrophobizitit der mittleren, nur unpolare Seitenketten enthaltenen
Aminosdure-Sequenz zumindest teilweise kompensiert. Bei dem Versuch das mittlere

Fragment an der festen Phase um das N-terminale 9-mer zu verldngern, stellte sich jedoch
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heraus, daf3 sich die NFmoc-Schutzgruppe nicht mehr entfernen lieB. Selbst die ausgedehnte
Behandlung mit 30 % Piperidin / NMP iiber Nacht lie die Fmoc-Gruppe unberiihrt, womit
dieser Syntheseansatz ebenfalls aufzugeben war. Dieses Verhalten ist angesichts der
ausgesprochen hydrophoben Natur der Peptidsequenz nicht verwunderlich und ldsst sich
vermutlich durch die Ausbildung von Sekundérstrukturen am Harz erkldren, die den N-
Terminus in einer dem Abspaltreagenz nicht zugénglichen Position aufweisen. Wie sich
spiter herausstellen sollte, war eine Entschiitzung an dieser Position doch mdglich (s.

Abschnitt 6.9).

6.5 Batchsynthese

Neben anderen Ansétzen wurde natiirlich auch versucht, das 29-mer in einem Stiick am Harz
in konsekutiven Schritten aufzubauen. Dieses gelingt ohne die mit der Synthese von langen
Peptiden eigenen Problemen der unvollstindigen Kupplung und Entschiitzung bis zur

Aminoséure Val-12, was einem 18-mer entspricht.

6.6 Einsatz von Hmb-Derivaten

Es wurde ebenfalls versucht die Aggregation der wachsenden Peptidkette durch den Einbau
von Fmoc-(N*Hmb-Ala)-OH bzw. Fmoc-(N*Hmb)-Leu-OH an verschiedenen Positionen zu
unterbinden, jedoch war es ab einer gewissen Kettenlédnge des wachsenden Peptids nicht mehr
moglich, neben den unvollstandigen Kupplungsprodukten und unvollstindig entschiitzten
Fragmenten das gewlinschte Peptidfragment zu detektieren. Diese Tatsache ist sicher auch auf
die unvollstindigen Loslichkeit der lingeren entschiitzten Fragmente zuriickzufiihren, die
dann mit einfachen analytischen Methoden auch nicht mehr nachweisbar sind. Jedenfalls muf3
der Einfluss von N-Hmb-derivatisierten Aminosduren in diesem Fall als unbefriedigend

beschrieben werden.

6.7 Zwei-Fragment-Strategien

Durch die Moglichkeit der Elongation des C-terminalen Fragmentes bis zu einem 18-mer, war

es moglich, eine alternative Zwei-Fragment-Strategie zu entwickeln. Dadurch wiirde der
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duBerst hydrophobe Zwischenteil des Peptids auf zwei Fragmente verteilt, was sich eventuell

positiv auf die Loslichkeit auswirken sollte (Abb. 6.6).

Fmoc-Phe-Leu-Leu-Leu-

Gly-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tBu)-Ala—Leu-Ile—Asn(Trt)—Ala—Glu(tBu)-Ala-Phe—TrtPEGO

1. 20% Piperidin/NMP He

2. Fmoc-Met-Ser(tBu)-Ala-Gly-Val-
Te-Thr(y™*M°pro)-Gly-Val-Leu-Leu-Val-OH (217), HATU, HOAt,
20% Collidin/NMP

3. 20% Piperidin/NMP

4. TFA / TIPS / H,0O

H-Met-Ser-Ala-Gly-Val-Ile-Thr-Gly-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-

Gly-Tyr-Leu-Val-Tyr-Ala-Leu-Ile-Asn-Ala-Glu-Ala-Phe-OH 214

Abbildung 6.6: Zwei-Fragment-Strategie der Synthese von KdpF (214), Fmoc-KdpF;_;;
(217)+ H-KdpF'13.29 (216) (immobilisiert).

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass sich die N-terminale Aminoséure Phe-13 des C-
terminalen Fragments noch vollstindig entschiitzen lie. Somit wurde diese Position als
Schnittstelle gewéhlt.

Zur Loslichkeitssteigerung des zu kuppelnden Fragments wurde statt des Dipeptids Ile-
Thr(‘Bu) der Pseudoprolinbaustein des Fmoc-lIle-Thr-Dipeptids eingebaut (Abb. 6.7), was
tatsdchlich zu einer betrdchtlichen Loslichkeitssteigerung des 12-mers im Vergleich zu einer

konventionellen ‘Bu-Schutzgruppen-Strategie fiihrte.

OH
0] \r OH 0
o ’ N/YOH o) Y o0 o— COOH
Fmoo. L. K} 2 moc L L on BT pmee L
: o 5 © E EW = 8

0 - s ﬂ\o
/W Na,COs3, aq. /W Pyridinium-p- r\

Aceton, RT, 5 h Toluolsulfonat,
218 29 THF, Molsieb, 4A

Abbildung 6.7: Synthese von Fmoc-Ile-Thr(y""*™pro) nach Mutter.

Diese Strategie weist jedoch eine ungiinstige Schnittstelle auf, da die C-terminale Aminosédure

des KdpF;-12 (217) ein Valin darstellt, was erstens bei starker Aktivierung eine Racemisierung
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am C, zur Folge haben konnte und zweitens aufgrund der Verzweigung in der Seitenkette
eine per se schwierige Kupplung darstellt. Die Neigung zur Epimerisierung wurde unter
verschiedenen Kupplungsbedingungen anhand von kleinen Peptiden untersucht. Ein Epimeres
eines so groflen Peptids mit 30 Aminosduren diirfte kaum in Gegenwart des Hauptprodukts
mit all-L-Konfiguration zu identifizieren, geschweige denn zu trennen sein.

Mit diesem Ansatz war es ein einziges Mal moglich, das am N-Terminus unacylierte
gewiinschte Peptid in Spuren in der HPLC-gekoppelten ESI-Massenspektroskopie zu
beobachten. Nach der N-terminalen Formylierung konnte das Peptid nicht mehr nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse konnten leider nicht reproduziert werden.

Nach der vollstandigen Entschiitzung und Abspaltung vom Harz wurden lediglich Artefakte
beobachtet, welche sich nicht zuordnen lieSen. Dies ist evtl. auf die vollstindige Unloslichkeit
des hydrophoben Peptids zuriickzufiihren, da alle Proben vor der analytischen Betrachtung

filtriert werden.

6.8 Der vorteilhafte Einfluss von DBU auf die Fmoc-Entschiitzung

Die Beobachtung der unvollstindigen bzw. nicht moglichen Fmoc-Entschiitzung bei
hydrophoben, aggregierenden Peptidsequenzen ist ein weit verbreitetes und wohlbekanntes
Phinomen. Trotzdem gibt es bis heute keine generelle Losung dieses Problems, sondern
lediglich die in Kap. 6.2 dargestellten Anséitze, die je nach Sequenz nicht allgemein giiltig
sind und (nach dem Prinzip ,,Versuch und Irrtum*) auszuprobieren sind. Ein bisher nicht
ausfihrlicher  erwéhnter  Ansatz  beruht auf der Verwendung von  1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU), welches ebenfalls als Entschiitzungsreagenz fiir die
basenlabile Fmoc-Schutzgruppe beschrieben wird. Beim wissenschaftlichen Austausch mit
Mitarbeitern des Karolinska-Instituts in Stockholm, wurde der Gebrauch von DBU als
iiberlegen im Vergleich zu Piperidin bei der Entschiitzung von Fmoc-Gruppen in schwierigen
Sequenzen beschrieben. Als vorteilhaft stellt sich die groBere Basizitit des DBU dar. So
gelang die mit Piperidin nicht mogliche Entschiitzung des Fragments 221 und die weitere

Kettenverlangerung dieser duBerst hydrophoben Sequenz (Abb. 6.8).
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Fmoc-Val—Leu—Leu-Val-Phe-Leu—Leu—Leu—Gly—O—TItPEGO
221

20 % Piperidin, NMP = 2 % DBU, 2 % Piperidin, NMP
5 min/ 15 min. 2 x 15 min.

\

H—Val—Leu-Leu—Val—Phe—Leu—Leu—Leu-Gly—O-TrtPEGO

Abbildung 6.8: Erfolgreiche Entschiitzung in der Gegenwart von DBU.
Die Behandlung des Fmoc-geschiitzten Peptids an der festen Phase hat jedoch in Gegenwart
von 2 % Piperidin zu erfolgen, um das aus der B-Eliminierung entstehende Dibenzofulven

abzufangen, damit eine irreversiblen Alkylierung der peptidischen Aminoséure unterbunden

werden kann (Abb.6.9).

D ap ¥ B
SRR O

Abbildung 6.9: Entschiitzung mit DBU und anschlief3endes Scavengen des entstehenden

Dibenzofulvens durch Piperidin.

Die Uberlegenheit dieser Methode konnte ebenfalls wihrend der Syntheseversuche der C-
terminalen a-helicalen hydrophoben Domine des SPC-Peptids demonstriert werden. Dort ist
die C-terminale Poly-Valin-Sequenz fiir das Auftreten von unvollstindigen Entschiitzungen
und Kupplungen verantwortlich und eine chemische Synthese dieser Domine ist bis heute

nicht moglich.
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Da man nun in der Lage war, die schwierige Position am Val-9 im Fragment 221 zu
tiberwinden, konnte nun iiber die Synthese langerer Fragmente verfiigt werden. Es bot sich

aus Griinden der Loslichkeitssteigerung an, das bereits vormals eingebaute Pseudo-Prolin-

Me,Me

Derivat Fmoc-Ile-Thr(y pro)-OH (220) zu verwenden, um (liber einen long-range-Effekt)

die mogliche Aggregation in einem spateren Kupplungsschritt zu verhindern. So gelang die
Synthese der Fragmente Fmoc-KdpF;.;7-OH (222), Fmoc-KdpFs.;7-OH (223) bzw. Boc-
KdpF,.17-OH (224). Der Versuch diese an das immobilisierte Fragment H-KdpFs.,9-TrtPEG
zu kuppeln, scheiterte jedoch jeweils aus Griinden der Unloslichkeit und Tendenz zur

Gelbildung der N-terminalen Fragmente (Abb. 6.10).

F moc-Tyr(tBu)—Leu—Val-Tyr(tBu)-Ala—Leu-Ile-Asn(Trt)—Ala-Glu(tBu)-Ala—Phe-TrtPEGO
210

A.

1. 20% Piperidin / NMP

2. Fmoc—Val-Ile—Thr(wMe’Mepro)—Gly—Val—Leu—Leu-Val-Phe—Leu-Leu-Leu—Gly—OH (223),
HATU, HOAt, 20% Collidin / NMP, 20 h

3. 20% Piperidin / NMP, nacheinanderfolgende Kupplungen von Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH und Boc-Met-OH

4. TFA / TIPS / H,0O

oder

B.

1. 20 % Piperidin / NMP

2. Boc-Met-Ser(tBu)—Ala—Gly—Val—Ile-Thr(\yMe’Mepro)-Gly-Val-Leu—Leu—Val—
Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-OH (224), HATU, HOAt, 20% Collidin / NMP, 20 h

3. TFA /TIPS / H,0O

\\
\\

H-Met-Ser-Ala-Gly-Val-Ile-Thr-Gly-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-
Gly-Tyr-Leu-Val-Tyr-Ala-Leu-Ile-Asn-Ala-Glu-Ala-Phe-OH

Abbildung 6.10: Synthesestrategie [KdpF ;7 + KdpFs.29] bzw. [(KdpF's.;;+ KdpF'15.29)+
KdpF | 4].

Somit wurden die Versuche zur Synthese von KdpF aufgegeben.
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6.9  Beitrige zur Synthese und Reinigung von hydrophoben Peptiden

6.9.1 ,,Solubilising Tail“ Methode zur Reinigung von hydrophoben Peptiden

Die in Kap. 6.1 und 6.2 besprochenen Methoden zur Uberwindung der Schwierigkeiten, die
mit der Synthese von sog. ,,difficult sequences* bei extrem hydrophoben Peptiden verbunden
sind, sind eine groBe Bereicherung fiir die heutige Festphasen-Synthese von solchen
Verbindungen. Jedoch entfallen die Iosungsvermittelnden Eigenschaften -eingesetzter
Pseudoprolin bzw. N-Hmb-Derivate nach der Total-Entschiitzung der Peptide im Abschluf3 an
die erfolgte Synthese, so dass eine konventionelle Reinigung mittels RP-HPLC nicht moglich
wird, da diese Peptide den in gewdhlich fir HPLC-Trennungen genutzten Ldsungsmitteln
leidlich 16slich sind und somit — wie vielfach beschrieben — einfach auf der Chromatographie-
Saule ,,verschwinden®.

Die Gruppe um D.R. Englebredsen beschrieb eine Methode bei welcher hydrophoben,
schwerloslichen Modellpeptiden am C-Terminus mit einem 16slichkeitsvermittelnden,
hydrophilen Peptid, das sich wiederholende [Arg-Gly]- bzw. [Lys-Gly]-Sequenzen enthélt,
modifiziert wurden (Abb 6.11). Sowohl in einer Festphasen-Boc-Strategie, bei der ein
Glycolamid-Ester-Linker benutzt wurde, als auch bei der spéter erarbeiteten Fmoc-
kompatiblen Synthese, bei der ein 4-Hydroxymethylbenzamid-Ester als Linker zum Einsatz
kam, wurden 16sliche Peptid-Konstrukte erhalten, welche ohne weiteres mittels HPLC zu

reinigen waren.[*** %]

0 0
H,N-[ Hydrophobes Peptid]—“—OCHZAQ—LHN—[HdeOPh”eS Peptid]-OH

Abbildung 6.11: Prinzip der ,,Solubilising Tail* Methode.

Bei Anwendung der Fmoc-/tBu-Strategie (Abb. 6.12) wird hierbei zuerst mittels Standard
Kupplungs- und Entschiitzungs-Protokollen (Kupplungen mit Fmoc-Aminosduren, TBTU,
HOBt, DIPEA in NMP, Entschiitzung mit 20% Piperidin in NMP) das hydrophile Peptid an
einem sdurelabilem Linker aufgebaut. Die Zahl der Wiederholungseinheiten wurden hierbei

erfolgreich zwischen 4 und 6 variiert. Nach Kupplung der 4-Hydroxymethyl-benzoesaure (4-
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HMB) (A) wird die erste Aminosdure des zu synthetisierenden Peptids mittels der Anhydrid-
Methode iiber das jeweilige symmetrische Anhydrid an die Hydroxygruppe des 4-HMB-
Linkers gebunden (B). Die folgende Festphasensynthese des hydrophoben Peptids folgt dem
oben erwdhnten Standard-Protokoll (C). Es besteht nun die Maoglichkeit das
seitenkettenentschiitzte Peptidkonstrukt nach der Abspaltung vom Harz mittels HPLC zu
reinigen und das Peptid nach alkalischer Hydrolyse des 4-Hmb-Linkers mit verdiinnter
Natronlauge im wéssrigen Medium auszufillen. Das wasserldsliche Peptidfragment bleibt

dabei in Losung (D).
Fmoc—[Lys(Boc)-GIHﬁO

1. 20% Piperidin/NMP
2.4-Hmb, TBTU, HOBt, (A)
DMF

0
HOCHZAQ—LHN—[LyS(Boc)-GIy-]n—O

(Fmoc-AA),O, DMAP
CH,Cl, (B)

0 0
Fmoc-MiOCHz@HN—[Lys(Boc)—GIy]n—O

1. SPPS
2. TEAITIPS/H,0 (€)

0 0
H2N—[AA]n—“—OCH24©—“~HN—[Lys-GIy]n-OH

1. Purifikation via RP-HPLC (D)
2. NaOH

O
H2N-[AA]n—“—OH

Abbildung 6.12: Allgemeines Schema der Fmoc ,,Solubilising Tail “ Methode nach
Englebredsen.
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Mit dieser Methode wurde zwar ein wertvoller Beitrag zur Reinigung von hydrophoben
Peptiden geleistet, jedoch bestehen weiterhin dieselben Probleme bei der Synthese an der

festen Phase, die mit der Selbstaggregation wachsender hydrophober Peptidsequenzent*** +**

453] 485]

und/oder deren geringerer Loslichkeit*® verbunden sind und sich in unvollstindiger

436. 486 bzw. in Problemen bei der N*-Fmoc-Entschiitzung duBern. Tatsichlich ist

Kupplung!
die sich auf dem Harz befindliche Peptidsequenz sogar um 8 bis 12 Aminoséduren ldnger als
das native Peptid und der l6slichkeitserhohende Einflu kann so noch nicht zum Tragen
kommen, da die permanente Schutzgruppen-Strategie verlangt, dass die Arginin- bzw. Lysin-
Seitenketten wihrend der Ketten-Elongation geschiitzt vorliegen. So ist anzunehmen, dass
beim Vorhandensein einer sog. ,,schwierigen Sequenz die beschriebenen Probleme bei der

Englebredsen-Variante eher bei einem fritheren Kupplungsschritt auftreten als spéter in der

Sequenz.

6.9.2 Entwicklung eines neuen bifunktionalen 4-Hmb-DMPA-acetal -Linkers

Um die Vorteile der ,,solubilising tail“~-Methode fiir die Reinigung des hydrophoben KdpF-
Peptides zu nutzen, jedoch die Probleme, die mit der Synthese des um 8-12 Aminoséuren
verlangerten Peptides an der festen Phase verbunden sind, zu umgehen, wurde folgende
Strategie entwickelt, welche auch allgemein anwendbar sein sollte.

Hierbei bietet sich die vielfach beschriebene und zuverldssige Methode der ,,chemoselektiven
Ligation® an. Wire es moglich, das hydrophobe Peptid mit einer Aldehyd-Gruppe zu
funktionalisieren, so besteht die Moglichkeit, liber ein Oxim mit einem Hydroxylamin-
funktionalisiertem, hydrophilen ,,Schwanzpeptid* ein 16sliches Ligationsprodukt zu erhalten

(Abb. 6.13).

H,N—{ hydrophobes Peptid }—-CHO + H,N—O—{hydrophiles Peptid |

unloslich I6slich

H
H,N—{hydrophobes Peptid }—C=N-0—{hydrophiles Peptid |

[6sliches Oxim

Abbildung 6.13: Strategie zur Reinigung von hydrophoben Peptiden.
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In der Literatur mangelt es nicht an der Beschreibung von zahlreichen Methoden zur Synthese
und/oder Verankerung von Peptidyl-Aldehyden an die feste Phase, wie zum Beispiel die

Immobilisierung C-terminaler Aldehyde iiber Semicarbazone (Abb. 6.14, A)."*"! Eine

(488, 489]

alternative Methode zur Festphasensynthese von C-terminalen Peptidaldehyden oder

Aldehyden von kleineren Molekiilen!**"!

verwendet die reduktive Abspaltung mit LiAlH4 von
Weinreb-Amid-Linkern (Abb. 6.14, B).[491] Zusitzliche Methoden bemiihen weiterhin

intermedidre Oxazolidine (Abb. 6.14, C) ***) oder photoabspaltbare Acetale.!*”!

SPPS

H o H*, H,0 H —>_N|LQ
Re{ <—CH2(§ R DK CONH{Q)

Peptid—NH H Peptid—NH
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B:
R H
H X cooH iy
G ,N% 2
e Q) b X" 77 NC
OCH,4 Kupplung H' R oOcH,
SPPS
0O
e LiAIH, R‘% H,
P— - p—
AA3—AA2/N>-/)J\H AA3—AA; e N-C
H R R OCH,
X = Fmoc oder Boc
(Q = CHCO-NH-MBHA
C:
O o
HO_ . 1O
Fmoc-Val-H H
1% DIPEA in MeOH N jwrGly-NH—O
- F : N
HzNjﬁ(Gly NH—O oH, 60°C moc H
PN O
)
spontane
Cyclisierung
1. SPPS Fmoc—NH O .~
AA3-AA2-V8|-H —
2. 5% AcOH, H,0 _\ Nj}(Gly-NH—O
H
@]

Abbildung 6.14: Immobilisierung bzw. Generierung von Peptidylaldehyden an fester Phase.

In der Tat ist die Wirksamkeit der chemoselektiven Ligation iiber eine Oxim-Bindung in
mehreren Fillen fir die Bildung von Peptid-Konjugaten beschrieben.*** **1 Bei den

Bemiihungen, transmembrane Peptide auf diese Art und Weise - also durch eine Kombination
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der Englebredsen-Methode mit dem Prinzip der chemoselektiven Oxim-Ligation — 16slich und

einer konventionellen Aufreinigung zugidnglich zu machen, bestiinden so folgende Nachteile:

a) die Uberschreitung der Kettenlinge des zu synthetisierenden Peptids um die Zahl der
Aminoséduren des hydrophilen ,,Schwanzpeptids® und die mit wachsender Kettenldnge
verbundenen synthetischen Schwierigkeiten bei der Synthese (Aggregation und/oder
Unloslichkeit). Das ist als grundsitzliches Problem der Englebredsen-Methode bereits
oben ausgefiihrt.

b) die irreversible Oxim-Bildung und damit ein mdoglicher EinfluB der hydrophilen

Doméne auf die zu untersuchende Struktur des hydrophoben Peptids.

Der hier verfolgte Ansatz versucht diese Probleme durch den Einsatz eines neuen
bifunktionellen Linkers fiir die Festphasensynthese zu {iberwinden, der sowohl die
konventionelle Peptidfestphasensynthese von C-terminalen Aldehyden erlaubt, als auch eine
selektive Abspaltung des freien hydrophoben Peptids von Oxim-Konjugat.

Als Linker fungiert hier ein 4-Hydroxymethyl-benzaldehyd 226, dessen Synthese in
Abbildung 6.15 dargestellt ist. Die partielle Reduktion von Terephthalaldehyd gébe ein
schwer zu trennendes Gemisch an Reaktionsprodukten, so dass dieser Ansatz verworfen
wurde. Den gewlinschte para-Hydroxymethyl-benzaldehyd (225) erhélt man jedoch in guten
Ausbeuten aus der Reduktion von  Terephthalaldehyd-mono-diethylacetal — mit
Natriumborhydrid in Methanol (2 h, 0°C). Bei der anschlieBenden sauren, wissrigen
Aufarbeitung bildet sich spontan der freigesetzte Aldehyd und es wird kein Acetal mehr

isoliert.

1. NaBH,, MeOH
2.H*, H,0

225 99 % 226

Abbildung 6.15: Synthese von p-Hydroxymethyl-benzaldehyd.

Dieser Benzylalkohol wird zunéchst iiber eine Esterbindung mit der C-terminalen A*Fmoc-

geschiitzten Aminosdure verknilipft (Abb. 6.16). AnschlieBend kann mit der 2,2-
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Bis(hydroxymethyl)propionsiaure ~ (DMPA®) unter Siurekatalyse und  azeotropen
Destillationsbedingungen in Toluol das entsprechende Sechsring-Acetal (228) erhalten

werden.
HO
) pcc | "o

Fmoo. oH CH,Cl, Fmoc O

N N

H e} O/ : ©

6 227
o/jL«OH
(e
p-TsOH, Toluol ©
+ HHOO%TOH Dean-Stark, Fmoc. O
o reflux H
O 18

é_O \_@_{3%0_; (4-Hmb-DMPA-Acetal )
0]

0]

Abbildung 6.16: Synthese des bifunktionalen Linkers 228.

Uber die freie Carbonsdure ist nun die Immobilisierung dieser Aminosiure auf dafiir
geeigneten Harzen mdoglich. Im Falle der Verwendung von Wang-Harz ist man in der Lage
nach Behandlung mit p-Toluolsulfonsiure in CH,Cl, / MeOH unter Offnung des Acetals
einen C-terminalen Aldehyd unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen zu generieren. (Abb.
6.17, A) Im Falle der Verwendung von Sieber-Amid-Linkern kann nach der Abspaltung mit
1% TFA in CH,Cl, das C-terminale Carbonsidureamid unter Erhalt des Acetals erhalten
werden , und so das Fragment einer Kupplung in Losung zuginglich gemacht werden. (Abb.

6.17, B)
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Fmoc-Phe{4-Hmb-DMPA-Acetal }—H
228 Methode A od. B, Fmoc-Phe- (4-Hmb-DMPA-Acetal }—{Linker A od. B)—O

+ Linker A od. B .

SPPS,
Fmoc-Strategie

H-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tbu)-Ala-Leu-Tle-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe- (4-Hmb-DMPA-Acetal }—(Linker A od. B}—O
229

\ Abspaltung A od. B

H-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tbu)-Ala-Leu-lle-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe—0O /0 A

oder

H-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tbu)-Ala-Leu-lle-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe—Q 0]
B
231 \_©_<O:>§7/NH2
(o}

Linker A: Wang, Linker B: Sieber

A: MSNT, Melm, CH,Cl,, 8 h

B: TBTU, HOBt, DIPEA, NMP, 8 h

Abspaltung A: p-TsOH, CH,Cl, / MeOH (97:3),2 h
Abspaltung B: 1 % TFA in CH,Cl,

Abbildung 6.17: Synthese der C-terminal modifizierten KdpF-Fragmente 230 und 231.

Gemadl der Abbildung 6.18 wurden die beiden Fragmente in Losung unter den Sakakibara-
Bedingungen gekuppelt, d.h. Verwendung des Losungsmittelsystems CHCls / TFE mit WSC /
HOOBt als Kupplungsreagenz. Nach 20 h wurde das Losungsmittel entfernt und der
Riickstand zusammen mit 2 eq. Boc-NH-CH,-CO-[Gly-Lys(Boc)]s-Gly-OH mit TFA / Phenol
/ H,0 behandelt, um eine vollstindige Entschiitzung aller sdurelabilen Gruppen zu erreichen.
Die Verwendung von Phenolen als Scavenger statt des iiblich verwendetet Triisopropylsilans
ist notwendig, da Silane unter diesen Abspaltbedingungen den Aldehyd vollstindig zum
Benzylalkohol reduzieren. Nach dem Entfernen der Abspaltlosung im Vakuum wurde der
Riickstand in 0.1 M NaOAc aufgenommen und bei Raumtemperatur geriihrt. Neben einem
Gemisch verschiedener Fragmente nicht zuordenbarer Massen wurde allerdings in einem

Probeansatz das Konjugat nicht detektiert.

Der amphiphile Charakter der Zielverbindung erfordert offensichtlich eine umfangreiche

Optimierung der Losungs- und Laufmittelsysteme flir die Reinigung mittels
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chromatographischer Methoden, wobei die gidngigen Losungsmittel fiir schwer losliche

Peptide fiir diesen Zweck nicht geeignet scheinen

Boc-Met- Ser(tBu)-Ala-Gly-Vatl-Ile-Thr(‘{’]vl e’M‘D’pro)-Gly—Val—Leu—L eu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-OH

224
+
H-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tbu)-Ala-Leu-Ile-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe—QO O
21 L®#<O>§fw
(0]

WSC, HOOB,
CHCI; / TFE (3:1),
20 h

Boc-Met-Ser(tBu)-Ala-Gly-Val-Tle-Thr(¥M*Mpro)-Gly-
-Val-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-

-Tyr(tBu)-Leu-Val-Tyr(tbu)-Ala-Leu-Ile-Asn(Trt)-Ala-Glu(tBu)-Ala-Phe—QO O
232 \—©—<O:>§rNH2

@)
Boc-NH-0O-CH,CO-[Gly-Lys(Boc)-]4Gly-OH (2 eq.)
TFA / Phenol / H,0, 3 h 233

H-Met-Ser-Ala-Gly-Val-Ile-Thr-Gly-Val-
-Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr-

-Leu-Val-Tyr-Ala-Leu-Ile-Asn-Ala-Glu-Ala-Phe—Q N—0O
- \—®J 'CH,CO-[Gly-Lys-1,Gly-OH

1. HPLC-Trenung
2.0.1 N NaOH

H-Met-Ser-Ala-Gly-Val-Ile-Thr-Gly-Val--Leu-Leu-Val-Phe-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr-Leu-Val-Tyr-
Ala-Leu-Ile-Asn-Ala-Glu-Ala-Phe l

235

Abbildung 6.18: Strategie der Solubilising-Tail-Methode anhand der Synthese des
hydrophoben Transmembranpeptides KdpF.

Auch wenn die Wirksamkeit dieser Methode leider noch nicht zu demonstrieren ist, so liegt

doch ein groBeres Potential darin, da man nach der chromatischen Reinigung via HPLC im



6 DAS TRANSMEMBRANPEPTID KDPF 154

Stande wire, durch einfache Behandlung des l6slichen Peptids mit verdiinnten Basen, das
Peptid von seinem basenlabilen Linker zu trennen und nach Prézipitation als natiirliches

Peptid zu erhalten, wiahrend der 16sliche ,,Schwanz-Teil* in wéssriger Losung verbliebe.

6.10 Neuartige Ansitze in der Peptidchemie

6.10.1 in-situ backbone-Benzylierung

Zuletzt sollen noch zwei experimentelle neue Ansétze diskutiert werden, welche neue Ansitze
in der Peptidchemie repridsentieren. Da die Verwendung von N-Hmb-Schutzgruppen wie
beschrieben neben den Vorteilen der Aggregationsunterbindung von hydrophoben Peptiden
wihrend der Festphasensynthese auch mit den Nachteilen unvollstindiger Kupplung an
sekunddre Amine einhergeht, offenbart der Kupplungsschritt von Hmb-derivatisierten
Aminosédurebausteinen hiufig das nichste Problem. Der aggregationsinhibierende Einfluss
bleibt unbestritten. Wire man nun in der Lage die donorsubstituierte Benzylgruppe in die
schon bestehende Peptidkette einzubauen, wiirde das Problem der Kupplung von sterisch
anspruchsvollen Derivaten entfallen. Durch den statistischen Einbau mehrerer Benzylgruppen
wiirde so die zur Aggregation neigende Peptidkette gestreckt und wére so der weiteren
Kupplung zuginglich. Umgangsprachig wiirde man dieses Phdnomen als ,biigeln®

bezeichnen (Abb. 6.19).
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Abbildung 6.19: Trimethoxybenzyl(Tmb)-backbone-Modifikation an der festen Phase.

Das allgemeine Prinzip sah vor, nach einer bestimmte Zahl von Aminosidurekupplungen,
einen Backbone-Benzylierungsschritt durchzufiihren bevor die betrachtete Sequenz
Aggregation zeigt. Als Benzylderivat sollte statt des 2-Hydroxy-4-methoxy-benzylrestes
(Hmb) der ebenso sédurelabile 2,4,6-Trimethoxybenzylrest (Tmb) in Form des Benzylalkohols
iber eine Mitsunobureaktion an der festen Phase eingefiihrt werden. Der entsprechende Hmb-
Alkohol eignet sich fiir diese Strategie nicht, da es aufgrund der phenolischen OH-Gruppe
unter den Reaktionsbedingungen zur Bildung intermolekularer Etherbindungen fiihren wiirde.
Es ist nicht zu erwarten, dass eine Reaktion dieser Art stochiometrisch bzw. regioselektiv
ablaufen wird, abgesehen von einer Bevorzugung sterisch weniger anspruchsvoller
Reaktionszentren. Dieses ist auch nicht erforderlich, da ein statistischer Einbau von
Benzylgruppen in das Riickgrat durch die bekannte Weitbereich-Wirkung der
Aggregationsinhibierung mindestens an jeder sechsten bis siebten Position ausreichend fiir
den gewiinschten Effekt wire. So ist letztlich der N-Alkylierungsgrad unerheblich, dabei der
abschlieBenden Abspaltung und Seitenschutzgruppenentschiitzung die Tmb-Gruppen

ebenfalls abgespalten wiirden.
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Als Modellpeptid wurde das mittlere hydrophobe KdpF-Fragment (Fmoc-Leu-Leu-Val-Phe-
Leu-Leu-Leu-Gly-OH) an der Festphase 2 h bei 0°C mit je 40 eq. 2,4,6-
Trimethoxybenzylalkohol, PPh; und DIAD in THF behandelt. Jedoch konnte neben Spuren
von niedermolekularen Verunreinigungen nach der Reaktion nur das urspriinglich eingesetzte
Peptid ohne N-Alkylierung nachgewiesen werden.

Ob tiber eine Neubetrachtung dieser Strategie nachgedacht werden sollte ist fraglich. Um
eine Reaktion der Amidbindungen unter Mitsunobubedingungen zu erreichen, konnte eine
Reaktionstemperaturerh6hung in Betracht gezogen werden, was gleichzeitig jedoch
Nebenreaktionen die Tiir 6ffnen wiirde. Inwieweit dies mit dem Anspruch von mindestens
99.5 %iger Kupplungsausbeute bei jedem Reaktionsschritt der Peptidsynthese vereinbar ist
bleibt zu beantworten.

6.10.2 Bifunktioneller Pac-Linker

(4961 etablierte

Die Phenacyl (Pac)-Schutzgruppe ist die in der Sakakibara-Strategie
Carboxylatschutzgruppe fiir den Schutz der C-terminalen Carbonsdurefunktion in der
konvergenten Losungssynthese von Peptiden (Abb. 6.20). In einer tempordren Boc-
Schutzgruppenstrategie fiir die Aminofunktion ist die Pac-Gruppe gegeniiber TFA-
Behandlung stabil und 148t sich unter milden Bedingungen (Reduktion mit Zink in Essigsdure
bei 40°C) entfernen. Die bisherige Strategie geht von der Losungssynthese C-terminal-Pac-
geschiitzter Peptidfragmente aus. Ein so hergestelltes Boc-Peptid-OPac-Fragment kann nach

der Entfernung der Boc-Schutzgruppe als Aminokomponente bzw. nach Entfernung der Pac-

Gruppe als Carbonsdurekomponente in einer Losungssynthese eingesetzt werden.

O

o

Pac
Abbildung 6.20: Schutzgruppenstrategie nach Sakakibara.
Die Synthese von Peptiden in Losung mit zwangsldufigen Reinigungsschritten nach jeder

einzelnen Kupplung ist ein sehr zeitaufwendiges Verfahren. So wurde versucht iiber die

Synthese eines bifunktionalen Pac-Linkers, eine Methode zu entwickeln das C-terminal Pac-
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geschiitzte Peptidfragment an der Festphase nach der Fmoc-Strategie aufzubauen und unter

Erhalt der C-terminalen Schutzgruppe abzuspalten.

0 o)
O . . Br.
% CH,COCl, AICI, e} 1. LiOH, Dioxan / Wasser 0
0" > CHyCl, 2. Br,, CHCls, HOAC
o™ OH

O
tert.Butyl-2,2,2- Br (0]
’ - Phe. (0)
trichloracetimidat, (0] Fmoc-Phe-OH, NEt; Fmoc-Phe” o)
BFs, CH,Cl, CH,CN J<
O o)
(0]

TFA / CH,Cl, Fmoc-Phe”° 0
0°C,2h
OH

Abbildung 6.21: Entwicklung des bifunktionellen Pac-Linkers.

Die Synthese ist in Abbildung 6.21 dargestellt. Durch die Friedel-Crafts-Acylierung des
Phenylessigsdureethylesters wird das para-Acetyl-substituierte Derivat erhalten, welches nach
Verseifung des Carbonsdureesters an der Acetylgruppe bromiert werden kann. Die
Carbonséurefunktion wird anschlieBend als zerz.-Butylester geschiitzt und schlie8lich gelang
die nucleophile Substitution mit einer Fmoc-geschiitzten Aminosdure an der
Bromacetylgruppe unter Standardreaktionsbedingungen. Nach der Entschiitzung des tert-
Butylesters erhédlt man eine C-OPac-geschiitzte Fmoc-Aminosdure, die iiber die para-
Funktionalisierung der Pac-Schutzgruppe an der festen Phase immobilisiert werden kann. Die
Verwendung von SieberAmid-Harzen wiirde die Mdglichkeit erdffnen, C-terminal geschiitzte

Fragmente zu synthetisieren (Abb. 6.22).
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Abbildung 6.22: Synthese C-terminal Pac-geschiitzter Peptidfragmente iiber einen

neuartigen bifunktionalen Linker.

Leider stellte sich heraus, dass der Pac-Ester-Linker zu basenlabil ist, um der Behandlung mit
Piperidin bei der Fmoc-Entschiitzung standzuhalten, so dass schon bei der ersten
Entschiitzung die verkniipfte Aminosdure als Piperazid vom Linker gelost wird. Damit ist

diese Strategie zumindest fiir einen Fmoc-Schutzgruppenstrategie ungeeignet.
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7  Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der parallelen Festphasensynthese von
niedermolekularen o4-Integrinantagonisten. a4p7- und a4p1-Integrinantagonisten spielen bei
einer Vielzahl von pathologischen Prozessen wie chronischen Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle. Im Mittelpunkt der Arbeit stand die
Inhibierung der 04p7- Integrin / MAdCAM-1-Wechselwirkung, denn diese bietet einen sehr
spezifischen Ansatzpunkt zur Bekdmpfung der inflammatory bowel disease (IBD).
Ausgehend von der in unserem Arbeitskreis bereits auf ein minimales dipeptidisches
Leitmotiv reduzierten Verbindung konnten strukturell vielseitige niedermolekulare
Verbindungen unter dem Gesichtspunkt eines verbesserten pharmakologischen Profils
synthetisiert werden. Einen Uberblick iiber die durchgefiihrten strukturellen Abberationen
findet sich in Abbildung 7.2. Nachdem wir erkannt haben, dass die C-terminale Amidbindung
isoster durch die reduzierte Amidbindung (-CH2-NH-) ersetzt werden konnte, wurde ein
Hauptaugenmerk auf die N-terminale Amidbindung gelegt (Abb. 7.2, gelb). Jene wurde unter
Konservierung von aromatischen Restgruppen durch Harnstoff-, Sulfonamid-, Ketometylen-,
Thiomethylen-, Sulfoxido- und Sulfonomethylen-Surrogate und reduzierte Amidbindungen
ersetzt. Ferner konnte die Amidbindung nach dem Prinzip des isosteren Einbaus von
Aromaten durch Phenylessigsdurederivate bzw. Phenolether ersetzt werden, die hochaktive

o4-Integrinantagonisten darstellten (Abb. 7.1).

RIC H i (LH N
Q\O/é‘/o\N\; (——— %A”/TN\; — RL\ N

—-— 0

Abbildung 7.1: Isostere Substitution von Amidbindungen durch Aromaten.

Ferner wurde gezeigt, dass die Alkylierung des N-Atoms der C-terminalen B-Aminosdure
lediglich marginalen Einfluss auf die Aktivitit besitzt, wiihrend jegliche Uberbriickung, wie in
Isochinolin bzw. Chinolin-Gerlistmimetika, mit einem Verlust der Aktivitidt einhergeht.
Auffillige Struktur-Aktivitdtsbeziehungen wurden beim Vergleich des Isochinolin-3-
carbonsdurerestes mit dem L-Tic- bzw. D-Tic-Baustein beobachtet, die jeweils zwar eine
niedrigere Aktivitit aufwiesen, jedoch untereinander abhingig von der Stereochemie

bedeutende Aktivitdtsunterschiede zeigten.
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Abbildung 7.2: Zusammenfassung der Entwicklung von niedermolekularen o4f7-
Integrinantagonisten.
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Aufgrund der Metallion-komplexierenden Eigenschaften des essentiellen Asparagin-
sdurerestes, wurde eine Synthese von Phosphonsidurederivaten der 3-Amino-3-aryl-
propionsduren entwickelt, deren Niitzlichkeit sich in Zukunft auch an anderen
Integrinantagonistklassen erweisen sollte.

Schlieflich wurden enantioselektive Reaktionen demonstriert, mit denen man nun in der Lage
ist, die zwei auftretenden Stereozentren der Peptidomimetika in enantiomerenreiner Form

darzustellen und getrennt zu testen.

Die chemische Synthese des transmembranen KdpF-Peptids bleibt ein ungeldstes Problem.
Unter Aufwendung unterschiedlichster Strategien stellte sich bisher keine als niitzlich heraus,
um die mit der Synthese und Reinigung von hydrophoben Peptiden verbundenen Probleme zu
iiberwinden. Als niitzliche Erkenntnis aus unzihligen Syntheseansétzen bleibt der iiberlegene
Einsatz von DBU gegeniiber Piperidin zur Entschiitzung von tempordren Fmoc-
Schutzgruppen bei aggregierenden Peptidsequenzen zu erwidhnen. Dieses Verfahren wurde
wurde inzwischen in unserer Gruppe als Standard-Methode etabliert. Ein neuentwickelter
bifunktionaler Linker ermdglicht die Festphasensynthese von reversibel C-terminal-

aldehydfunktionalisierten Peptiden.

Weiterhin gelang die Synthese des palmitoylierten N-terminalen Fragments des Lungen-
Surfactant-Peptids SP-C in einer vollstindig an der festen Phase durchgefiihrten
Reaktionsfolge, welche die selektive Entfernung von sédurelabilen Cys-Seitenketten-
Schutzgruppen und anschlieBende selektive S-Palmitoylierung nach einem neuen Protokoll
beinhaltete. Damit konnte das erste Mal eine Struktur dieses lipophilen Peptids und
gleichzeitig Einblick in die molekularen Grundlagen der biologischen Wirkung des Lungen-

Surfactant Faktors (LSF) gewonnen werden.
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8 Experimenteller Teil:

8.1 Material und allgemeine Arbeitstechniken

Die Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI), chemical ionisation (CI)
oder electrospray ionisation (ESI) erhalten. HPLC-ESI-MS Massenspektren wurden mit
einem Gerdt der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem HPLC-System
Hewlett Packard HP 1100 (Sdulenmaterial Nucleosil 100 5C;s) durchgefiihrt. Die ESI-
Spektren werden in der Form ,,X (Y) [M + Z]*“ angegeben, wobei die Molekiilmasse X mit
der Intensitit Y % detektiert wurde. X entspricht dabei dem Anlagerungsprodukt aus dem
untersuchten Molekiil mit dem Molekulargewicht M und dem Kation Z.

Bereits bekannte Verbindungen wurden mit der CAS-Nr. hinter der jeweiligen
Molekularmasse versehen.

HPLC-Trennungen wurden mittels reversed-phase-Chromatographie an Geriten der Firmen
Beckmann (System Gold, Hochdruckpumpenmodul 126, UV-Detektor 166) oder Pharmacia
Biotech (Akta Basic 10/100, Autosampler A-900) durchgefiihrt. Die UV-Detektion erfolgte
meist bei 220 nm. Es wurden folgende Sédulen verwendet: YMC-Pack ODS-A (250 x 20 mm,
S-5 um, 12 nm und 250 x 4.6 mm, S-5 pm, 12nm). Als Eluent dienten Laufmittelgemische
aus Acetonitril und Wasser mit jeweils 0.1% TFA im Gradientenbetrieb.
Diinnschichtchromatographische Kontrollen (DC-Kontrolle) und Ry-Wert-Bestimmungen
wurden mit Merck DC Kieselgel 60 F-254 Aluminium-Folien durchgefiihrt. Die Detektion
erfolgte durch UV-Absorption bei 254 nm und/oder durch 5%ige ethanolische
Ninhydrinldsung und/oder ein wifriges Cer-(IV)-sulfat/Molybdénsdurebad (Losung aus
6.25 g Phosphormolybdénséurehydrat, 2.5 g Cer-(IV)-sulfat und 15 mL Schwefelsdure in
235 mL Wasser) und jeweils anschlieBender Warmebehandlung.

Alle technischen Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach den
gingigen Verfahren absolutiert.

Die eingesetzten Reagenzien stammten von den Firmen E. Merck, Fluka, Sigma, Aldrich und
entsprachen der Qualitit ,,zur Synthese” oder ,per analysis“ und wurden ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Das Tritylchlorid-Polystyrol-Harz (TCP-Harz) wurde von der Firma
PepChem (Tiibingen) und das TentaGel-Harz von der Firma Rapp Polymere bezogen. Die
Harze Rink-Amid, MBHA und Wang stammten von der Firma Novabiochem. Die

Aminoséuren, falls diese nicht selbst synthetisiert wurden, HOBt und Fmoc-Cl kamen von
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den Firmen Alexis, Advanced Chemtech, Bachem, Neosystem, Novabiochem oder Senn.
Aminoséduren und Palladium/Aktivkohle waren Stiftungen der Firma Degussa.
Sidulenchromatographische Trennungen wurden mit Kieselgel 60 bzw. 40 (63-200 pm
bzw. 40-63 pm) der Firma Merck und 1.0-1.4bar Uberdruck durchgefiihrt. Die
Rohsubstanzen wurden fiir gewdhnlich auf Kieselgel 60 (63-200 um) aufgezogen.

Samtliche luft- oder hydrolyseempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasgeriten
unter einer Argonatmosphére (99.996%) durchgefiihrt. Das Entfernen des Luftsauerstoffs aus
Reagenzien erfolgte durch Behandlung der Probe im Ultraschallbad mit anschlieBendem
Durchleiten von Argon.

Die Peptidsynthese wurde entweder manuell oder auf einem Multisyntech Syro II-
Synthesizer ausgefiihrt. Manuelle Peptidkupplungen wurden bei groBeren Ansédtzen in
Schiittelgefden aus Glas (sogenannte ,,Enten”) durchgefiihrt. Bei kleinen Harzmengen
erfolgten die Kupplungen in den handelsiiblichen 2 mL, 5 mL oder 10 mL Einmalspritzen der
Firma Becton-Dickinson. Die hierfiir ndtigen PE-Fritten stammten von der Firma Vetter
Labortechnik.

Reaktionen an fester Phase wurden ebenfalls in 2mL, 5SmL, 10 mL oder 20 mL
Einmalspritzen der Firma Becton-Dickinson durchgefiihrt. Die hierflir nétigen PE-Fritten
stammten von der Firma Vetter Labortechnik. Die Durchmischung der Harzsuspension
erfolgte durch Rotation der Kunststoffspritzen. Typischerweise wurde 1 mL gequollenes Harz
dreimal mit je 5 mL Losungsmittel fiir 5 min. gewaschen. Um bei Festphasenreaktionen
sowohl die Reaktionsdquivalente als auch die Ausbeute berechnen zu konnen, wurden
entweder die UV-spektroskopisch bestimmten, gravimetrisch bestimmten oder die vom
Hersteller angegebenen Belegungen verwendet. Bei luft- und feuchtigkeitsempfindlichen
Reaktionen wurden die Reaktionsldsungen unter absoluten Bedingungen in einem mit Septum
verschlossenen Spitzkolben vorgelegt. Mittels einer Kaniile wurden sie anschlieend in eine
mit Harz befiillte Kunststoffspritze iiberfiihrt. Festphasenreaktionen bei hdheren
Temperaturen fiihrte man in Schott-Druckflaschen durch. Hierbei wurde ein Papiertuch mit
dem verwendeten Losungsmittel angefeuchtet und mit der Spritze in die Flasche gelegt. Mit
Hilfe eines temperierbaren Trockenschranks wurde das Reaktionsgefdl auf die gewiinschte
Temperatur erwdrmt. Ferner verwendete man auch kombinierte Heiz- und
Schiittelapparaturen der Firma Advanced ChemTech. In diesen Féllen wurden die Reaktionen
entweder in 2mL bzw. 4 mL Schraubflaschen oder in kleinen Glasapparaturen mit

RiickfluBkiihler durchgefiihrt.
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Bei lichtempfindlichen Reaktionen wurde sowohl wihrend der Reaktionsdurchfiihrung als
auch bei der Lagerung direkte Lichteinstrahlung vermieden. Dazu umhiillte man sdmtliche
Reaktions- und Aufbewahrungsgefifle mit Alu-Folie.

Die log P-Werte wurden nach Crippen et al. berechnet.*”” Alternativ wurde der log P-Wert
nach Broto bestimmt.**® Dies wird im Text gesondert aufgefiihrt. Diese Funktionen sind in
dem Computerprogramm CS ChemDraw Pro der Firma CambridgeSoft enthalten.

Alle "TH-NMR und “C-NMR Spektren wurden mit den Geriten AC250, DMX500 und
DMX600 der Firma Bruker aufgenommen. Das Prozessieren der NMR-Daten erfolgte an
Bruker Aspekt 1000 (AC250) bzw. Silicon Graphics Indy-, O2- und Octane-Arbeitsstationen.
Die chemischen Verschiebungen (8) sind relativ zu Tetramethylsilan in parts per million
(ppm) angegeben. Als interner Standard wurde entweder Tetramethylsilan oder der
Losungsmittelpeak verwendet: DMSO-ds: 2.49 ppm (‘H-NMR) und 39.5 ppm (*C-NMR);
CHCls: 7.24 ppm (‘"H-NMR) und 77.0 ppm (>C-NMR).

Samtliche Experimente zur Zuordnung der Protonen- und Kohlenstoffresonanzen sowie zur
Strukturbestimmung wurden an den Hochfeldgerdten DMX 500 und DMX 600 durchgefiihrt.
Die Adhiisionsassays fiihrte man in 96-iger Mikrotiterplatten der Firma Corning durch.
thVCAM-1 stammte von R&D Systems. MAdCAM-1 wurde aus dem Uberstand transfizierter
293T-Zellen gewonnen. Der donkey anti-human IgG wurde von Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc. hergestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff H33342 wurde von der Firma
Calbiochem bezogen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Cytofluor 2300 der Firma Millipore
gemessen. Zur einheitlichen Durchfiihrung der Adhésionsassays wurden die Verbindungen in
DMSO gelost. Die Stammldsungen hatten eine Konzentration von 1 mg/10uL und wurden bei

—20 °C aufbewahrt.

8.2 Synthese von Bausteinen

8.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 1: Modifizierte Darstellung von N-Fmoc-geschiitzten Aminosiuren nach Chang ez
al.:1*

Zu einer eisgekiihlten Losung aus Aminosiure (5.0 mmol), Dioxan (5 mL) und 10 %iger
Na,COs;-Losung (15 mL) tropft man langsam Fmoc-Cl (5.5 mmol) in Dioxan (7.5 mL) zu.
Die Reaktionslosung wird fiir eine Stunde bei 0 °C und anschlieBend iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend gibt man Eiswasser (150 mL) hinzu und extrahiert die

wafirige Phase zweimal mit kaltem Diethylether (150 mL). Bei tert-Butyl-geschiitzten
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Derivaten wird die eisgekiihlte, wiBirige Phase mit 10 %iger Zitronensdure auf pH 4
eingestellt. Bei sdurestabilen Derivaten stellt man die eisgekiihlte, wédlrige Phase mit 1N HCI
auf pH 2 ein. Der ausgefallene Feststoff wird dreimal mit je 150 mL Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wéscht man mit verdiinnter HCI (pH 3) und
dreimal mit Wasser. Nach dem Trocknen der organischen Phase tiber MgSO,; wird das
Losungsmittel abrotiert. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie (Gradient von

Methanol in Chloroform mit 0.1 % Essigsdure) aufgereinigt.

AAYV 2: Synthese von 3-Amino-3-aryl-propionsiure-Derivaten modifiziert nach Cardillo
et al.:P"

Ein aromatischer Aldehyd (20 mmol), Malonséure (2.08 g, 20 mmol) und Ammonium-acetat
(3.08 g, 40 mmol) werden in Ethanol (30 mL) geldst und fiir 6 h unter Riickflufl gekocht. Man
146t den Reaktionsansatz erkalten und iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Anschlieend
wird der ausgefallene Feststoff abgesaugt und mehrmals mit kaltem Ethanol gewaschen. Auf
eine weitere Reinigung der Produkte kann meist verzichtet werden. Anderenfalls werden die

Produkte umkristallisiert.

AAYV 3: Synthese von N-Fmoc-geschiitzten Aminoaldehyden nach Blaskovich ez al. 501

Oxalylchlorid (70 uL, 0.8 mmol, 1.6 Aquiv.) wird unter Schutzgas in trockenem CH,Cl,
(8 mL) gelost, auf —78 °C abgekiihlt und mit trockenem DMSO (115 uL, 1.63 mmol,
3.3 Aquiv.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 10 min bei —78 °C geriihrt. Wihrenddessen
wird eine Losung des N-Fmoc-geschiitzten Aminoalkohols (0.50 mmol) in trockenem CH,Cl,
(1.5 mL) unter einer Argonatmosphire auf -78 °C abgekiihlt. Mittels einer Kaniile iiberfiihrt
man nach 10 min die Losung des N-Fmoc-geschiitzten Aminoalkohols in die Oxalylchlorid-
Losung. Die Reaktionslosung wird 80 min bei —78 °C geriihrt und anschlieBend mit DIPEA
(430 uL, 2.47 mmol, 5. Aquiv.) versetzt. Man 148t die Lésung 40 min bei 0 °C riihren und
gibt anschlieBend CH,Cl, (50 mL) hinzu. Die Losung wird mit eiskalter, waBriger NH4CI-
Losung (3%, 2 x 75 mL) und geséttigter, wéaBriger NaCl-Losung (1 x 75 mL) gewaschen.
Nach dem Trocknen der organischen Phase mit MgSO4 wird das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Aldehyd wird ohne weitere Reinigung eingesetzt, da eine

sdulenchromatographische Trennung zur Zersetzung fiihrt.
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AAYV 4: Entschiitzung von fert.-Butyl-estern
Der zu entschiitzende tert.-Butyl-ester wird in 2,2,2-Trifluoressigsdure / Dichlormethan
(50:50) bei 0°C 2 h geriihrt. Die Entschiitzungslosung wird anschlieend i.Vak. entfernt und

der Riickstand nach Zugabe von Toluol zweimal zur Trockene einrotiert.

AAYV 5: Synthese von Sulfonsiurechloriden

Es wurden 1.00 g der Sulfonsdure in 10 mL Thionylchlorid bei 0°C mit wenigen Tropfen
DMF versetzt. Nachdem Erwédrmen auf Raumtemperatur wurde die Mischung 1 h unter
RiickfluB erhitzt und das Thionylchlorid anschlieBend i.Vak. entfernt. Die

Sulfonsdurechloride wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

AAYV 6: Darstellung von symmetrischen Carbonsiureanhydriden

Es wurden 1.00 mol Carbonsédure in Dichlormethan bei 0°C mit 0.50 mol DCC versetzt und
die resultierende Suspension 2 h bei 0°C geriihrt. Der ausgefallene N,N’-
Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

AAYV 7: Verseifung von Carbonsiuremethylestern

Der Carbonsdureester wurde mit 3-5 eq. IN Lithiumhydroxidlosung in Wasser / Dioxan bei

Raumtemp. geriihrt und der Umsatz via DC verfolgt.

AAYV 8: Kupplungen mit EDCI-HCI

Die zu kuppelnde Carbonsdure wurde mit 1 eq. Amin, 1.1 eq. EDCI-HCI] und 1 eq. HOBt
unter Zugabe von 2.6 eq. DIPEA in Dichlormethan geldst. Die Reaktionslosung wurde erst
unter Eiskiihlung, dann bei Raumtemp. iiber Nacht geriihrt. Nach Versetzen mit Wasser
wurde die organische Phase abgetrennt und die wissrige Phase mit Dichlormethan extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden mit verd. HCl und ges. Natriumchloridlésung

gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet.
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8.2.2 Spezielle Arbeitsvorschriften

Isobutylmalonsiurediethylester (2)

In einem 1-1 Dreihalskolben mit Riihrer, Riickflusskiihler und Calciumchloridrohr wurden aus
11.5 g (500 mmol) Natrium und 300 mL abs. Ethanol eine Natriumethanolatlésung
hergestellt. Zu dieser Losung wurden 80.1 g (500 mmol) Malonsédurediethylester (1) und
anschlieend 75.4 g (550 mmol) Isobutylbromid tropfenweise unter Riihren zugegeben. Es
wurde anschlieBend 10 h unter RiickfluBl erhitzt und nachfolgend die Losung durch
Destillation des Losungsmittels eingeengt. Die abgekiihlte Reaktionslosung wurde mit 200 g
Eis versetzt und viermal mit Diethylether extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das
Trockenmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Der Riickstand wurde fraktioniert destilliert.

Ausbeute: 91.9 g (85%) farbloses Ol

C11H2004; 216.14 g/mol, (10203-58-4)

"H-NMR (250 MHz, CDCl;): 0.94 (d, J] = 6.6 Hz, 6 H), 1.29 (t, ] = 7.1 Hz, 6 Hz), 1.49-1.67
(m, 1H), 1.79 (t, ] = 7.3 Hz, 2 H), 3.43 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 4.22 (q, ] = 7.1 Hz, 4 H).

MS-EI (70 eV): 217.1 (D[M™+1], 215.1 ()[M'-1], 171.1 (46)[M"-C,H50], 160 (100), 133
(49), 73 (38) [C,H5CO;, ]

2-Brom-1-(1-naphthalenyl)-ethanon (3a)

Zu 15.0 g (88.0 mmol) 2-Acetyl-naphthalein und 0.50 mL Essigsdure in 200 mL Chloroform
wurden unter Eiskiihlung 14.1 g (1 eq.) Brom iiber einen Zeitraum von 30 min. zugetropft.
Nach erfolgter Zugabe wurde die Losung noch 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Es wurde
anschlieBend mit 100 g Eis versetzt und die organische Phase abgetrennt. Die wéssrige Phase
wurde zweimal mit Chloroform extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-
Lsg. gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i.Vak.

entfernt.
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Ausbeute: 20.6 g (95%) gelbes Ol

C12HsBrO; 247.89 g/mol, (13686-51-6)

HPLC(5-100 % in 30 min.): R, = 23.34 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): 4.60 (s, 2H), 7.53-7.69 (m, 2H), 7.85-8.04 (m, 4H),

8.53 (s, 1H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCLy): 33.8, 124.2, 125.7, 126.8, 128.4, 128.5, 130.6, 132.2, 133.0,
133.9, 134.1, 194.3.

2-Brom-1-(2-naphthalenyl)-ethanon (3b)

Die Durchfiihrung der Bromierung wurde analog der fiir das 2-Brom-1-(1-naphthalenyl)-
ethanon (s.o.) durchgefiihrt.

Ausbeute: 21.5 g (98%) gelber Feststoff

C12H9BrO; 247.89 g/mol, (613-54-7)

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): 4.58 (s, 2H), 7.47-7.68 (m, 3H), 7.86-7.97 (m, 2H), 8.05 (d,
1H, ] = 8.3 Hz), 8.64 (d, 1H, J = 8.6 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCLy): 31.1, 124.1, 127.1, 127.9, 128.8, 129.1, 129.7, 130.9, 131.2,
132.4, 135.8, 191.3.

2[[2-Oxo0-(2-naphthyl)-ethyl]]-4-methyl-pentansiure (5)

8.00 g (36.9 mmol) Isobutylmalonsiurediethylester in 50 mL abs. THF wurden bei 0°C
tropfenweise zu 1.62 g (1 eq.) 60% NaH-Suspension in Mineral6l, die vorher zweimal mit
Pentan gewaschen worden war, gegeben. Bis zur vollstindigen Auflésung des
Natriumhydrids wurde anschlieend noch 30 min. bei Raumtemp. geriihrt. SchlieBlich wurden
9.20 g (1 eq.) w-Brom-2-acetonaphthon in 20 mL abs. THF unter Eiskiihlung tropfenweise
zugegeben und die resultierende Losung iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 50 g Eis versetzt und mit 2N HCI angesduert. Die organische

Phase wurde abgetrennt, die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert, die vereinten
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organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und liber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt.

Das Rohprodukt (14.1 g oranges Ol) wurde ohne Aufreinigung 4h in 180 mL 0.7 M KOH-
Losung in Ethanol/Wasser (2:1) unter Riickflu3 erhitzt. Die Hauptmenge des Losungsmittels
wurde 1.Vak. entfernt, der Riickstand mit 200 g Eis versetzt und mit konz. HCI auf pH = 0
angesduert. Es wurde fiinfmal mit Diethylether extrahiert und die vereinten organischen
Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und der
Riickstand 1 h auf 100°C erwarmt bis keine CO,-Entwicklung mehr zu beobachten war. Der

Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 5.43 g (52%) gelber Feststoff, Ry: 0.27 (EE/Hex 20:80, 0.5% Essigsdure)

Cy0H1303; 284.14 g/mol

HPLC (10-90% in 30 min.): 24.32 min.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.87 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.92 (d, 3H, ] = 6.6 Hz), 1.35-1.43
(m, 1H), 1.50-1.58 (m, 1H), 1.65-1.73 (m, 1H), 2.86-2.95 (m, 1H), 3.24 (dd, 1H, J = 17.9 Hz
und 4.3 Hz), 3.5 (dd, 1H, J = 17.9 Hz und 9.4 Hz), 7.58-7.67 (m, 2H), 7.95-8.03 (m, 3H), 8.12
(d, 1H, T =7.9 Hz), 8.61 (s, 1H), 12.1 (bs, 1H).

BC.NMR (125 MHz, DMSO-d6): 23.2, 23.3, 26.2, 39.1, 41.2, 41.8, 124.3, 127.8, 128.5,
129.1, 129.5, 130.5, 130.8, 133.1, 134.7, 135.9, 177.5, 199.3.

EI-MS (70eV): m/z 284 (16)[M"]

HRMS (70 eV): 284.14118 calc. 284.14124

2[[2-Oxo-(1-naphthyl)-ethyl]]-4-methyl-pentansiure (4)

8.00 g (36.9 mmol) Isobutylmalonsdurediethylester in 50 mL abs. THF wurden bei 0°C
tropfenweise zu 1.62 g (1 eq.) 60% NaH-Suspension in Mineral6l, die vorher zweimal mit
Pentan gewaschen worden war, gegeben. Bis zur vollstindigen Auflosung des
Natriumhydrids wurde anschlieBend noch 30 min. bei Raumtemp. geriihrt. Schlielich wurden
9.20 g (1 eq.) ®w-Brom-1-acetonaphthon in 20 mL abs. THF unter Eiskiihlung tropfenweise
zugegeben und die resultierende Losung iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 50 g Eis versetzt und mit 2N HCI angesduert. Die organische

Phase wurde abgetrennt, die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert, die vereinten
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organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und liber Natriumsulfat getrocknet. Das
16sungsmittel wurde i.Vak. entfernt.

Das Rohprodukt (14.1 g oranges Ol) wurde ohne Aufreinigung 4h in 180 mL 0.7 M KOH-
Losung in Ethanol/Wasser (2:1) unter Riickflu3 erhitzt. Die Hauptmenge des Losungsmittels
wurde 1.Vak. entfernt, der Riickstand mit 200 g Eis versetzt und mit konz. HCI auf pH = 0
angesduert. Es wurde fiinfmal mit Diethylether extrahiert und die vereinten organischen
Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und der
Riickstand 1 h auf 100°C erwarmt bis keine CO,-Entwicklung mehr zu beobachten war. Der

Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 4.98 g (47%) gelber Feststoff, Ry: 0.43 (EE/Hex 20:80, 0.5% Essigsdure)

Cy0H1303; 284.14 g/mol

HPLC (10-90% in 30 min.): 23.85 min.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.87 (d, 3H, ] = 6.6 Hz), 0.91 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 1.32-
1.40 (m, 1H), 1.50-1.57 (m, 1H), 1.62-1.70 (m, 1H), 2.91-2.98 (m, 1H), 3.20 (dd, 1H,J = 17.7
Hz und 4.5 Hz), 3.35 (dd, 1H, J = 17.7 Hz und 9.6 Hz), 7.58-7.61 (m, 3H), 7.99 (d, 1H, J =
7.4 Hz), 8.07 (dd, 1H, J = 7.2 Hz und 1.0 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 8.40 (d, 1H, J = 8.1
Hz), 12.2 (bs, 1H).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d6): & = 23.22, 23.32, 39.5, 41.6, 44.6, 125.7, 126.2, 127.2,
128.5, 128.7, 130.2, 133.2, 134.3, 136.5, 177.5, 203.8.

EI-MS (70eV): m/z 284 (13)[M']

HRMS (70eV): 284.14118 calc. 284.14124

Zimtsiure-tert.-butylester (11)

Es wurden 8.00 g (53.9 mmol) Zimtsdure mit 4.00 g (leq.) tert.-Butanol, 11.1 g (1 eq.) N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 100 mg DMAP in 100 mL trockenem Dichlormethan
bei 0°C unter Inertgas iiber Nacht geriihrt. Der ausgefallene Nierderschlag von N,N'-
Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand

wurde sdulenchromatographisch gereinigt.
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Ausbeute: 8.80 g (80 %) farbloses Ol, Ry: 0.82 (Eluent EE/Hex: 20:80)

Ci3H602; 204.12 g/mol, (7042-36-6)

HPLC (5-100% in 30 min.): 22.98 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.52 (s, 9H), 6.37 (d, 1H, J = 16.0 Hz), 7.34-7.39 (m, 3H),
7.48-7.54 (m, 2H), 7.59 (d, 1H, J = 16.0 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3): 8 =28.2, 80.7, 120.2, 127.9, 128.8, 129.9, 134.7, 143.5, 166.3
EI-MS (70eV): m/z 204.1 (20)[M ], 148.1 (100), 131.1 (23), 103.0 (68), 57.1 (37).

tert-Butyl (3R, aS)-3-(/N-benzyl-N-a-methyl-benzylamino)-3-phenylpropionat (12b)

46.0 mL (73.6 mmol) n-Butyllithium (1.6 M Lsg. in Hexan) wurden tropfenweise bei -78°C
zu einer Losung von 15.6 g (1 eq.) (S)-(-)-N-Benzyl-methylbenzylamin in abs. THF gegeben
und die tiefrote Losung anschlieBend 30 min. unter Inertgas bei -78°C geriihrt. 3.00 g (0.2 eq.)
Zimtsdure-tert-butylester in 20 mL abs. THF wurden anschlieend tropfenweise bei -78°C
zugegeben und die Reaktionslosung 1h bei -78°C geriihrt. Die Mischung wurde auf 50 mL
ges. NH4Cl-Lsg. gegeben und die organische Phase abgetrennt. Die wiéssrige Phase wurde
dreimal mit je 60 mL Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen jeweils
dreimal mit je 10 mL 1N HCI, 1N NaOH und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknung
iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel i.Vak. entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 4.76 g (78%) farbl Ol, R¢:0.80 (EE/Hex: 30:70)

C3H33NO,; 415.25 g/mol, (265669-72-5)

HPLC (55-65% in 30 min.): 11.02 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.22 (s, 9H), 1.26 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 2.45-2.55 (m, 2H),
3.68 (s, 2H), 4.00 (q, 1H, J = 7.1 Hz), 4.41 (dd, 1H, J = 9.2 Hz und 5.9 Hz), 7.15-7.46 (m, 15
H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3). § = 16.7, 28.3, 38.9, 51.3, 57.5, 60.2, 80.6, 126.9, 127.2,
127.5, 128.3, 128.4, 128.5, 128.7, 142.1, 142.3, 144.6, 171.5.

EI-MS (70eV): m/z 415.0 (3)[M'], 399.9 (4), 300.0 (30), 205 (62), 189.0 (33), 146.0 (883),
105.0 (63), 91.0 (100), 57.0 (76).
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tert-Butyl (3S, aR)-3-(/N-benzyl-N-a-methyl-benzylamino)-3-phenylpropionat (12a)

61.7 mL (97.3 mmol) n-Butyllithium (1.6 M Lsg. in Hexan) wurden tropfenweise bei -78°C
zu einer Losung von 20.5 g (1 eq.) (R)-(-)-N-Benzyl-methylbenzylamin in 150 mL abs. THF
gegeben und die tiefrote Losung anschlieBend 30 min. unter Inertgas bei -78°C geriihrt. 4.00 g
(0.2 eq.) Zimtsdure-tert-butylester in 40 ml abs. THF wurden anschlieend tropfenweise bei -
78°C zugegeben und die Reaktionslosung 1h bei -78°C geriihrt. Die Mischung wurde auf 50
mL ges. NH4Cl-Lsg. gegeben und die organische Phase abgetrennt. Die wéssrige Phase wurde
dreimal mit je 60 mL Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen jeweils
dreimal mit je 10 mL 1N HCI, 1N NaOH und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknung
iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel i.Vak. entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 6.55 g (81%) farbl.Ol , Ry = 0.75 (EE/Hex 20:80)

C3H33NO,; 415.25 g/mol, (151133-00-5)

HPLC (55-65% in 30 min.): 11.07 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.25 (s, 9H), 1.29 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.51-2.57 (m, 2H),
3.71 (s, 2H), 4.02 (q, ] = 6.9 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 9.3 Hz und 5.9 Hz), 7.18-7.47 (m, 15 H).
EI-MS (70 eV): m/z 415.0 (3)[M'], 399.9 (4), 300.0 (30), 205 (62), 189.0 (33), 146.0 (88),
105.0 (63), 91.0 (100), 57.0 (76).

HRMS (70 eV): 415.25082 calc. 415.2511

tert-Butyl (5)-3-amino-3-phenylpropionat (13a)

140 g (3.37 mmol) tert-Butyl (3S, aR)-3-(N-benzyl-N-o-methyl-benzylamino)-3-
phenylpropionat in 80 mL MeOH, 8 mL H,O und 2 mL Essigsdure wurden mit 150 mg
Pearlman-Katalysator 24 h unter H,-Atmosphidre (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Nach

Versetzen des Riickstandes mit ges. NaHCO;-Lsg. wurde viermal mit Essigester extrahiert



8 EXPERIMENTELLER TEIL 173

und die vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 0.75 g (100%) farbloses Ol

C13H19N02; 221.14 g/l’l’lOl, (120686-18-2)

HPLC (5-100 in 30 min.): 14.24 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 1.41 (s, 9H), 2.50 (bs, 2H), 2.61 (d, 2H, ] = 7.2 Hz), 4.37 (t,
1H, J=7.2 Hz), 7.21-7.39 (m, 5H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3) & = 28.0, 45.3, 52.8, 80.7, 126.3, 127.3, 128.3, 144.7, 171 2.
EI-MS (70 eV): m/z 211.0 (1)

tert-Butyl (R)-3-amino-3-phenylpropionat (13b)

140 g (337 mmol) tert-Butyl (3R, aS)-3-(N-benzyl-N-a-methyl-benzylamino)-3-
phenylpropionat in 80 mL MeOH, 8 mL H;O und 2 mL Essigsdure wurden mit 150 mg
Pearlman-Katalysator 24 h unter H,-Atmosphire (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Nach
Versetzen des Riickstandes mit ges. NaHCOs-Lsg. wurde viermal mit Essigester extrahiert
und die vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 0.75 g (100%) farbloses Ol

C13H19N02; 221.14 g/l’l’lOl, (161671-34-7)

HPLC(5-100% in 30 min.): 14.24 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.43 (s, 9H), 2.83 (dd, 1H, J = 17.5 Hz und 4.1 Hz), 3.11
(dd, 1H, J =17.5 Hz und 9.6 Hz), 4.52-4.62 (m, 1H), 7.33-7.37 (m, 5H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3) & = 28.0, 45.3, 52.8, 80.7, 126.3, 127.3, 128.3, 144.7, 171 2.
EI-MS (70 eV): m/z 211.0(1)
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2-(4-Nitrophenyl)-essigsdure-methylester (23b)

15.0 g (82.8 mmol) 4-Nitrophenylessigsdure wurden in 150 mL abs. Methanol mit 1 mL konz.
H,SO, tliber Nacht unter RiickfluB3 erhitzt. Die Losung wurde anschlieBend i.Vak. eingeengt
und mit 200 g Eis versetzt. Es wurde viermal mit Essigester extrahiert und die vereinten
organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknung iiber Magnesiumsulfat

wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 16.1 g (99%) gelbe Kristalle

CoHoNOy; 195.05 g/mol, (2945-08-6)

HPLC (5-100% in 30 min.): R= 18.64 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 3.71 (s, 3H), 3.74 (s, 2H), 7.49 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.21 (d,
2H, ] = 8.7 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCly): § =40.7, 52.3, 123.7, 128.4, 130.3, 141.3, 147.2, 170.6.
EI-MS (70 eV): m/z 194.9 [M']

HRMS (70 eV): 195.05316 calc. 195.0532

2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansiure-methylester (24b)

8.00 g (41.0 mmol) p-Nitrophenylessigsdure-methylester in 80 mL abs. DMF wurden
topfenweise bei 0°C zu 1.64 g (1 eq.) Natriumhydrid (60%-ige Suspension in Mineraldl)
gegeben. Nach Zugabe wurde noch 30 min. bei 0°C und 15 min. bei Raumtemp. geriihrt und
darauf tropfenweise 5.80 mL (1.3 eq.) Isobutylbromid unter Riihren zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde anschliefend 10 h bei 60°C geriihrt und nach dem Abkiihlen mit 200 g
Eis versetzt. Nach dem Ansduern mit 2N HCIl wurde viermal mit Essigester extrahiert, die
vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das  Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.
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Ausbeute: 8.30 g (81%) gelbes Ol, R 0.45 (EE/Hex: 20/80)

Ci13H17NOy4; 251.12 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): R=25.15 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3): 8 = 0.88 (d, 6 H, ] = 6.6 Hz), 1.25-1.46 (m, 1H), 1.54-1.74 (m,
1H), 1.85-2.06 (m, 1H), 3.61 (s, 3H), 3.79 (dd, 1H, J = 7.8 Hz und 7.8 Hz), 7.49 (d, 2H, J =
8.6 Hz), 8.13 (d, 2H, J = 8.6 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCly): & = 22.1, 22.5, 25.9, 42.8, 49.4, 52.3, 123.8, 128.9, 146.6,
147.2,173.5.

MS-EI (70eV): 250.9 (1)[M'], 235.9 (1), 194.9 (100), 162.9 (9), 150.0 (17), 39.9 (20).

2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansiure (25b)

6.00 g (23.9 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansédure-methylester wurden bei
Raumtemp. mit 30 mL 1IN LiOH-Lsg. in 40 mL Dioxan 1.5 h hydrolysiert. Die
Reaktionslosung wurde mit 50 mL Wasser verdiinnt und mit 6 N Salzsdure angeséuert. Die
wassrige Phase wurde viermal mit Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel

wurde 1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 6.10 g (100%) gelbl. Feststoff

C12H1sNO4; 237.10 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): R= 21.54 min.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d6): & = 0.88 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.27-1.48 (m, 1H), 1.53-1.71
(m, 1H), 1.82-1.98 (m, 1H), 3.80 (dd, 1H, J = 7.8 Hz), 7.63 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.20 Hz (d,
2H, J =8.7 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, DMSO-d6): & = 22.3, 22.9, 25.9, 42.2, 49.2, 123.9, 129.8, 146.9,
148.1, 166.2, 174.4.

MS-EI (70eV): 236.9 [M']

HRMS (70eV): 237.09998 calc. 237.10011
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2-(4-Aminophenyl)-4-methyl-pentansiiure (26b)

530 g (22.2 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansdure wurden mit 150 mg Pd/C-
Katalysator (5%) tiber Nacht in 150 mL Methanol unter H,-Atmosphire (1 bar) bei
Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wurde tiber Celite filtriert und das Losungsmittel

1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 4.28 g (93%) farbloser Feststoff

C12H17N02; 207.13 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): R= 12.46 min.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.83 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.31-1.39 (m, 1H), 1.39-1.49
(m, 1H), 1.68-1.78 (m, 1H), 3.33 (dd, 1H, J = 7.8 Hz), 6.48 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 6.91 (d, 2H, J
= 8.3 Hz).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d6): & = 23.0, 23.3, 25.3, 43.0, 48.9, 114.7, 127.6, 129.0, 148.3,
176.5.

N-Fmoc-2-(4-Aminophenyl)-4-methyl-pentansiure (27b)

Zu einer Losung von 2.00 g (9.65 mmol) (4-Aminophenyl)-4-methyl-pentansdure und 1.05 g
(1.3 eq.) Natriumhydrogencarbonat in 100 ml Wasser/Aceton (1:1) wurden 3.58 g (1.1 eq.)
Fmoc-OSu gegeben und 6h bei Raumtemp. geriihrt. Es wurde mit Eis und 60 mL Essigester
versetzt und mit 2N Salzsdure angeséduert. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase viermal mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde

1.Vak.entfernt. Der Riickstand wurde aus tert-Butanol lyophilisiert.

Ausbeute: 5.47 g (quant.) farbl. Feststoff

C27C27NO4; 429.19 g/mol
HPLC (5-100% in 30 min.): R= 26.53 min.
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"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.91 (d, 3H, J = 6.7 Hz), 0.92 (d, 3H, J = 6.7 Hz), 1.42-
1.53 (m, 1H), 1.57-1.66 (m, 1H), 1.86-1.97 (m, 1H), 3.55-3.64 (m, 1H), 4.22-4.30 (m, 1H),
4.37-4.56 (bs, 2H), 7.10-7.44 (m, 8H), 7.61-7.81 (m, 4H).

BC-NMR (125 MHz, MeOH): & = 21.6, 22.0, 26.1, 30.1, 42.7, 49.3, 66.8, 119.2, 119.9,
125.1,127.2, 127.8, 128.4, 134.7, 138.2, 141.6, 144.3, 155.0, 177.0.

ESI-MS: m/z 897.2 (100) [2M+K], 881.2 (27) [2M+Na'], 859.1 (27) [2M+H"], 468.3 (22)
[M+K'], 452.4 (19) [M+Na'], 430.0 (67) [M+H].

2-(3-Nitrophenyl)-essigsdure-methylester (23a)

5.00 g (27.6 mmol mmol) 3-Nitrophenylessigsdure wurden in 80 mL abs. Methanol mit 1 mL
konz. H,SO, iiber Nacht unter RiickfluB erhitzt. Die Losung wurde anschlieend i.Vak.
eingeengt und mit 200 g Eis versetzt. Es wurde viermal mit Essigester extrahiert und die
vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknung {iber

Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 5.54 g (100 %) farblose Kristalle

CyoHgNO4; 195.05 g/mol, (10268-12-9)

HPLC (10-90% in 30 min.): R= 18.70 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.72 (s, 3H), 3.75 (s, 2H), 7.46-7.57 (m, 1H), 7.30 (d, 1H, J
=17.4 Hz), 8.11-8.19 (m, 2H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCLs): & = 40.44, 52.3, 122.3, 124.4, 129.5, 135.6, 135.8, 148.8,
170.8.

MS-EI (70eV): 194.9 [M+]

HRMS (70eV): 195.05308 calc. 195.05316

2-(3-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansiure-methylester (24a)

5.50 g (28.2 mmol) 3-Nitrophenylessigsdure-methylester in 80 mL abs. DMF wurden

tropfenweise bei 0°C zu 1.13 g (1 eq.) Natriumhydrid (60%-ige Suspension in Mineraldl)
gegeben. Nach Zugabe wurde noch 30 min. bei 0°C und 15 min. bei Raumtemp. geriihrt und



8 EXPERIMENTELLER TEIL 178

darauf tropfenweise 5.02 g (1.3 eq.) Isobutylbromid unter Riithren zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde anschlieend 10 h bei 60°C geriihrt und nach dem Abkiihlen mit 200 g
Eis versetzt. Nach dem Ansduern mit 2N HCl wurde viermal mit Essigester extrahiert, die
vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das  Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.

Aubeute : 7.00 g (99%) farbloses Ol, Ry 0.20 (EE/Hex 10:90)

Ci13H17NOy4; 251.12 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): R= 25.15 min.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 = 0.92 (d, 6H, J = 6.2 Hz), 1.42-1.47 (m, 1H), 1.67-1.72 (m,
1H), 1.99-2.06 (m,1H), 3.68 (s, 3H), 3.78 (t, 1H), 7.51 (t, 1H), 7.67 (d, 1H), 8.13 (d, 1H), 8.20
(s, 1H).

BC-NMR(125 MHz,CDCl3):5 = 22.5, 22.9, 26.3, 42.8, 44.9, 49.6, 52.7, 122.7, 123.5, 129.9,
134.6, 141.7, 148.8, 174.0.

MS-EI (70eV): 251.0 (<1), 235.9 (1), 233.9 (2), 196.0 (100), 162.9 (10), 150.0 (30), 136.0
(14).

2-(3-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansiure (25a)

6.00 g (23.9 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentanséure-methylester wurden bei
Raumtemp. mit 30 mL IN LiOH-Lsg. in 40 mL Dioxan 1.5 h hydrolysiert. Die
Reaktionslosung wurde mit 50 mL Wasser verdiinnt und mit 6 N Salzsdure angeséduert. Die
wissrige Phase wurde viermal mit Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel

wurde 1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 6.10 g (100%) gelbl. Feststoff

C12H15sNOy4; 237.10 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.75-0.88 (2d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.32-1.42 (m, 1H), 1.58-
1.67 (m, 1H), 1.84-1.94 (m, 1H). 3.33 (t, 1H,J =7.7 Hz), 7.64 (dd, I1H,J =79 Hzund ] = 7.9
Hz), 7.80 (d, 1H, J=7.6 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.18 (s, 1H).
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BC.NMR (125 MHz, DMSO): 22.8, 23.3, 26.4, 42.8, 49.2, 123.8, 123.4, 130.8, 135.7, 142.9,
148.7, 175.2.

MS-EI (70eV): 236.9 (1), 219.9 (9), 180.9 (100), 163.9 (20), 150.0 (38), 136.0 (27), 57.0
(94), 41.0 (37).

2-(3-Aminophenyl)-4-methyl-pentansiure (26a)

5.30 g (22.2 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansdure wurden mit 150 mg Pd/C-
Katalysator (5%) tiiber Nacht in 150 mL Methanol unter H,-Atmosphire (1 bar) bei
Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert und das Losungsmittel

1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 4.36 g (95%) gelbl. Feststoff

Ci2H7NOy; 207.13 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMS0-d6): & = 0.86 u. 0.87 (2d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.32-1.41 (m, 1H),
1.58-1.65 (m, 1H), 1.84-1.91 (m, 1H), 3.83 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.63 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.79
(d, J=7.7 Hz, 1H), 8.12 (dd, J = 8.2 Hz u. 2.0 Hz, 1H), 8.16-8.18 (m, 1H).

N-Fmoc-2-(3-Aminophenyl)-4-methyl-pentansiure (27a)

Zu einer Losung von 1.31 g (6.30 mmol) (3-Aminophenyl)-4-methyl-pentansidure und 750 mg
(1.4 eq.) Natriumhydrogencarbonat in 80 mL Wasser/Aceton (1:1) wurden 2.34 g (1.1 eq.)
Fmoc-OSu gegeben und 6h bei Raumtemp. geriihrt. Es wurde mit Eis und 60 mL Essigester
versetzt und mit 2N Salzsdure angesduert. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wissrige Phase viermal mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde

i.Vak.entfernt. Der Riickstand wurde aus terz-Butanol lyophilisiert.

Ausbeute: 2.32 g (86%) farbloser Feststoff
C27C27NO4; 429.19 g/mol
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HPLC(5-100% in 30 min.) 26.54 min.

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): 8 = 0.91 (d, 6H, J = 6.7 Hz), 1.45-1.52 (m,1H), 1.58-1.66 (m,
1H), 1.86-1.95 (m, 1H), 3.60 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 425 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 4.44 (d, 2H, ] = 6.8
Hz), 4.85 (bs, 2H), 7.00 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.15-7.45 (m, 6H), 7.68 (d, 2H, J = 7.06 Hz), 7.78
(d, 2H, I =7.5 Hz).

BC-NMR (125 MHz, CD;0D): & = 21.7, 22.0, 26.1, 30.1, 42.6, 49.9, 66.8, 117.7, 118.6,
119.9, 122.8,125.2, 127.2, 127.8, 128.9, 139.1, 140.9, 141.6, 144.3, 155.0, 176.7.

ESI-MS: m/z 897.2 (100) [2M+K ], 881.2 (27) [2M+Na'], 859.1 (27) [2M+H'], 468.3 (22)
[M+K'], 452.4 (19) [M+Na'], 430.0 (67) [M+H].

2-(2-Hydroxy-phenyl)-essigsduremethylester (56a)

10.0 g (65.7 mmol) 2-Hydroxy-phenylessigsdaure wurden iiber Nacht in 200 mL. Methanol mit
2 mL konz. Schwefelsdure unter RiickfluBl erhitzt. Die Reaktionslosung wurde i. Vak.
eingeengt und mit 200 g Eis versetzt. Es wurde fiinfmal mit Essigester extrahiert und die
vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Trockenmittel wurde

abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 12.3 g (100%) farbl. Feststoff

CoHoO3; 166.03 g/mol, (22446-37-3)

HPLC (5-100% in 30 min.): 14.81 min.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 3.69 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 6.85-6.97 (m, 2H), 7.07-7.24 (m,
2H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCls): & = 37.5, 52.6, 117.5, 120.6, 120.9, 129.2, 130.9, 155.1,
177.3.

MS-EI (70eV): 166.0 (64)[M'], 134.0 (100), 106.0 (87), 78.0 (40).

2-[2-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl)-essigsduremethylester (57a)

Zu 109 g (65.6 mmol) 2-(2-Hydroxy-phenyl)-essigsduremethylester in 200 mL abs.
Dichlormethan wurden unter Eiskiihlung 6.59 mL (1.1 eq.) 3,4-Dihydro-2H-pyran und 0.5 g
PPTA gegeben und 24h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit gesitt.

Natriumhydrogencarbonatlsg. versetzt und die organische Phase abgetrennt. Die wéissrige
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Phase wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinten organischen Phasen mit
gesitt. Natriumchloridlsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel

wurde 1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 17.2 g (100%) gelbes Ol

C14H1504; 250.12 g/mol, (153623-45-1)

HPLC (5-100% in 30 min.): 21.81 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): & = 1.53-2.08 (m, 6H), 3.55-3.65 (m, 1H), 3.66 (s, 2H), 3.69 (s,
3H), 3.80-3.92 (m, 1H), 5.45 (dd, 1H, J = 2.9 Hz und 2.9 Hz), 6.95 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.10-
7.25 (m, 3H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3): & = 18.3, 25.1, 30.2, 36.3, 51.7, 61.5, 95.7, 113.9, 121.2,
123.4,128.5, 130.7, 154.8, 172.2.

MS-EI (70eV): 250.1 [M']

2-(4-Hydroxy-phenyl)-essigsduremethylester (56¢)
Die Durchfiihrung wurde analog der Arbeitsvorschrift fiir 2-(2-Hydroxy-phenyl)-
essigsduremethylester ausgefiihrt; AnsatzgroBe: 98.6 mmol; das Rohreaktionsprodukt wurde

ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ausbeute: 16.3 g (91%) gelbes Ol

CoHs05; 166.03 g/mol, (14199-15-6)

HPLC (5-100% in 30 min.): 13.64 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): & = 3.55 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 6.43 (bs, 1H), 6.71 (d, 2H, J
=8.5 Hz), 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCly): & =40.1, 52.2, 115.5, 125.1, 130.2, 155.0, 173.5.

MS-EI (70eV): 165.9 (51) [M"], 107.0 (100), 77.0 (14)
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2-|4-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl)-essigsduremethylester (57¢)

Die Durchfiihrung wurde analog der fiir 2-[2-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl)-
essigsduremethylester ausgefiihrt; AnsatzgroBe: 99.5 mol; das Reaktionsprodukt wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 20.9 g (85%) farbl. Ol, Ry 0.66 (EE/Hex : 40:60)

Ci14H304; 250.12 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 21.88 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): & = 1.52-2.09 (m, 6H), 3.53-3.64 (m, 1H), 3.56 (s, 2H), 3.68 (s,
3H), 3.91 (dd, 1H, J = 9.2 Hz und 3.2 Hz), 5.39 (dd, 1H, J = 3.0 Hz und 3.0 Hz), 7.01 (d, 2H,
J=8.7Hz),7.19 (d, 2H, J = 8.7 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCls): & = 18.8, 25.2, 30.4, 40.3, 51.9, 61.9, 96.4, 116.6, 127.0,
130.2, 156.2, 172.2.

MS-EI (70eV): 250.1 [M"]

2-(3-Hydroxy-phenyl)-essigsiuremethylester (56b)
Die Durchfiihrung ist analog der fiir 56a , Ansatzgrof3e: 32.9 mmol.

Ausbeute: 5.10 g (93%) farbl. Ol

CoHoO3; 166.03 g/mol, (42058-59-3)

HPLC (5-100% in 30 min.): 14.28 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): & = 3.59 (s, 2H), 3.71 (s, 3H), 6.70-6.84 (m, 3H), 7.16 (t, 1H, J
= 7.8 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3): & = 40.9, 52.3, 114.3, 116.2, 121.2, 129.7, 135.1, 156.0,
172.8.

MS-EI (70eV): 166.0 [M]

2-[3-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]|-phenyl)-essigsiuremethylester (57b)
Die Durchfithrung wurde analog der fiir 57 a ausgefiihrt; Ansatzgrofe: 48.2 mmol; das

Reaktionsprodukt wurde sdaulenchromatographisch gereinigt.
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Ausbeute: 7.81 g (65%) farbl. Ol, R¢ 0.30 (EE/Hex 15:85)

C14H;304; 250.12 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 21.83 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): 8 = 1.52-2.11 (m, 6H), 3.55-3.66 (m, 1H), 3.60 (s, 2H), 3.69 (s,
3H), 3.85-3.97 (m, 1H), 5.41 (dd, 1H, J = 3.2 Hz und 3.2 Hz), 6.87-7.01 (m, 3H), 7.19-7.25
(m, 1H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCls): & = 19.5, 25.3, 30.6, 41.1, 52.0, 62.9, 94.7, 114.3, 116.3,
121.0, 129.7, 135.2, 156.4, 172.3

MS-EI (70eV): 250.1 [M']

2-[2-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl]-4-methyl-pentansiure-methylester (58a)

15.0 g (59.9 mmol) 2-[2-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl)-essigsduremethylester in
200 mL abs. DMF wurden unter Eiskiihlung tropfenweise zu 2.40 g (1 eq.) Natriumhydrid
(60%ige Suspension in Mineralol) gegeben und 1.5 h bei Raumtemp. geriihrt. Zu dieser
Losung wurden dann 10.7 g (1.3 eq.) Isobutylbromid gegeben und die Reaktionslosung iiber
Nacht bei 60°C geriihrt. Die abgekiihlte Lésung wurde mit 200 g Eis und 5.80 g (1.5 eq.)
versetzt und sechsmal mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i.

Vak. entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 16.2 g (88%) farbl Ol Ry : 0.46 (EE/Hex 15:85)

Ci8H2604, 306.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 27.50 u. 27.62 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 6H), 1.41-1.44 (m, 9H), 3.50-4.19 (m,
6H), 4.93-5.02 (m, 0.5 H), 5.43-5.23 (m, 0.5 H), 6.85-7.33 (m, 4H).

MS-EI (70eV): 306.0 [M]
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2-[2-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|-phenyl]-4-methyl-pentansiure (59a)

Nach AAV 7 und Neutralisation mit NH4Cl, wurde mit Essigester mehrmals extrahiert und
die vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im

Vakuum entfernt.

Ausbeute: 94%

C17H2404; 292.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 23.52 u. 23.82 min.

MS-EI (70eV): 292.0 (<1), 208 (12), 189.9 (24), 146.9 (22), 134.0 (23), 107.0 (24), 85.0
(100), 57.0 (15), 41.0 (21).

2-[4-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|-phenyl]-4-methyl-pentansiure-methylester (58c¢)

Die Durchfiihrung wurde analog zu der von 58 a ausgefiihrt, Ansatzgrofie 71.9 mmol

Ausbeute: 17.5 g (80 %) farbl. Feststoff, R 0.23 (EE/Hex 15:85)

Ci8H2604, 306.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 27.69 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): § = 0.89 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.37-2.00 (m, 9H), 3.48-3.65 (m,
2H), 3.64 (s, 3H), 3.85.3.98 (m, 1H), 5.35.5.41 (m, 1H), 6.98 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.20 (d, 2H,
J=8.5Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCls): & = 18.8, 22.2, 22.6, 24.4, 25.2, 25.7, 30.4, 42.5, 48.7, 51.8,
62.0,96.4, 116.5, 128.8, 132.3, 156.3, 174.9.

MS-EI (70eV): 306.1 [M']

HRMS (70eV): 306.18313 calc. 306.18311

2-[4-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|-phenyl]-4-methyl-pentansiure (59c¢)

Nach AAV 7 und Neutralisation mit NH4Cl, wurde mit Essigester mehrmals extrahiert und

die vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im

Vakuum entfernt.
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C17H2404; 292.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 23.79 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;): 8 = 0.89 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.41-2.08 (m, 9H), 3.55-3.64 (m,
2H), 3.84- 3.96 (m, 1H), 5.39 (dd, 1H, J =3 Hz), 6.99 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.22 (d, 2H, J = 8.6
Hz).

MS-EI (70eV): 292.0 [M]

HRMS (70eV): 292.16763 calc. 292.16746

2-[3-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl]-4-methyl-pentansiure-methylester (58b)

Die Durchfiithrung wurde analog zu der von 58 a ausgefiihrt, Ansatzgrof3e 31.2 mmol

Ausbeute: 8.00 g (84%) farbl. Ol, Ry 0.46 (EE/Hex 15:85)

Ci8H2604, 306.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 27.66 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): & = 0.90 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.39-2.06 (m, 9H), 3.55-3.67 (m
2H), 3.65 (s, 3H), 3.86-3.99 (m 1H), 5.41 (dd, 1H, J = 3.1 Hz), 6.89-7.03 (m, 3H), 7.22 (dd,
1H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCI3): & = 18.8, 22.2, 22.5, 25.2, 25.8, 30.4, 42.5, 49.5, 51.7, 61.8,
96.3,114.8, 116.4, 121.1, 129.3, 140.7, 157.3, 174.4.

MS-EI (70eV): 306.1 [M']

HRMS (70eV): 306.18301 calc. 306.18311

2-[3-[(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl]-4-methyl-pentansiure (59b)
Nach AAV 7 und Neutralisation mit NH4Cl, wurde mit Essigester mehrmals extrahiert und
die vereinten organischen Phasen tiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im

Vakuum entfernt.

Ausbeute: 97%
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C17H2404; 292.18 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 23.65 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;): 8 = 0.90 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 1.40-2.11 (m, 9H), 3.52-3.67 (m,
2H), 3.84-3.98 (m, 1H), 5.38-5.43 (m, 1H), 6.91-7.05 (m, 3H), 7.17-7.26 (m, 1H).

MS-EI (70eV): 292.0 [M']

HRMS (70eV): 292.16780 calc. 292.16746

2-Amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsaureester (44)

25.0 g (174 mmol) Methylisobutyracetat wurden in 75 mL Wasser suspendiert und die 6lige
mischung bei 0°C innerhalb von 30 min. tropfenweise mit 27.8 g (1 eq.) Brom unter Riihren
versetzt. Nach weiteren 30 min. bei 0°C wurde mit 50 mL Diethylether versetzt und die
organische Phase abgetrennt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit Diethylether extrahiert
und die vereinten organischen Phasen mit 5%-iger Natriumhydogensulfit-Lsg. und ges. NaCl-
Lsg.gewaschen. Nach Trocknung iiber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel i. Vak.
entfernt.

Dieser gelbe, Olige Riickstand wurde ohne weitere Reinigung mit 13.0 g (171 mmol)
Thioharnstoff in 80 mL Methanol 1h unter Riickflu} erhitzt. Die Reaktionslosung wurde auf
200 mL Eiswasser gegeben und mit 25%-iger Ammoniaklsg. neutralisiert. Der ausgefallene

Feststoff wurde abfiltriert und aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 14.9 g (45%) farblose Kristalle

CsH2N>0,S; 200.06 g/mol

HPLC (5-50 in 30 min.): 16.59 min.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d6): & = 1.5 (d, 6H, J = 7.0 Hz), 4.08 (s, 3H), 4.08-4.28 (m, 1H),
8.18 (bs, 2H).

MS-EI (70eV): 199.9 [M']

HRMS (70eV): 200.06175 calc. 200.06195
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N-acylierte 2-Amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsiureester

Folgende Verbindungen wurden nach AVV 8 aus 2-Amino-4-isopropylthiazol-5-

carbonsdureester (44) und den entsprechenden aromatischen Carbonsduren dargestellt.

SN

N
HN— |
R— _<s

O 0

N-(4-Fluorbenzoyl)-2-amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsiureester

Ausbeute: 86%

Ci5H15FN2O3S; 322.08 g/mol

"H-NMR (500 MHz, CDCl3) § = 1.39 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 3.64 (s, 3H), 4.10-4.16 (m, 1H),
7.14 (dd, 2H, J = 8.5 Hz und 8.5 Hz), 7.91 (dd, 2H, J = 8.7 Hz und 5.2 Hz).

EI-MS (70 eV): 321.8 (10), 290.0 (26), 261.9 (13), 123.0 (100), 95 (25), 40 (16).

N-(2-Naphthoyl)-2-amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsiureester

Ausbeute: 86%
Ci9H13N2038S; 354.10 g/mol
EI-MS (70 eV): 354.1 (23), 322.0 (25), 294.0 (8), 155.1 (100), 127.1 (70), 40.0 (12).

N-(1-Naphthoyl)-2-amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsiureester
Ausbeute: 79%

C19H18N203S; 354.10 g/mol
EI-MS (70 eV): 354.1 (4), 327.1 (13), 155.1 (40), 127.1 (22), 58.1 (100), 40.0 (21).
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N-(4-Phenyl-benzoyl)-2-amino-4-isopropylthiazol-5-carbonséiureester

Ausbeute: 88%

C21H20N,05S; 380.12 g/mol

EI-MS (70 eV): 379.0 (14), 352.1 (15), 200.0 (13), 181.0 (100), 168.0 (30), 153.0 (59), 58.1
(72), 40.0 (27).

N-(2-Phenyl-benzoyl)-2-amino-4-isopropylthiazol-5-carbonsiureester

Ausbeute: 64%
C21H20N203S; 380.12 g/mol
EI-MS (70 eV): 380.0 (16), 348.0 (11), 181.0 (100), 152.1 (26), 58.1 (46), 40.0 (20).

4-Methyl-2-methylen-pentansiuremethylester (78)

Es wurden zu einer Losung von 80.4 g (370 mmol) Isobutylmalonsiurediethylester in 250 mL
Ethanol bei Raumtemp. eine Losung von 20.7 g (370 mmol) Kaliumhydroxid in 250 mL
Ethanol tropfenweise iiber einen Zeitraum von 1 h zugegeben. Anschlieend wurden 12h bei
Raumtemp. geriihrt und die Reaktionslosung i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wurde in 40 ml
Wasser aufgenommen und unter Eiskiihlung mit 33 mL konz. Salzsdure angesduert. Es wurde
viermal mit Diethylether extrahiert und die vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat
getrocknet. Das Trockenmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Der Riickstand wurde ohne weitere Reinigung mit 65.7 g (0.83 mol) Pyridin, 3.18 g (0.04
mol) Piperidin und 9.25 g (0.30 mol) Paraformaldehyd 1.5 h unter Riickflu} erhitzt. Das
abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde mit 1.2 L Wasser versetzt und dreimal mit je 110 mL
Pentan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser, verd.
Salzsdure, ges. Natriumhydrogencarbonatlsg. und verd. Natriumchloridlsg. gewaschen. Die
vereinten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Trockenmittel
abfitriert. Das Losungsmittel wurde durch Abdestillation bei Normaldruck entfernt und der

Riickstand anschlieBend im Wasserstrahlpumpenvakuum destilliert.

Ausbeute: 9.71 g (17%) farblose Fliissigkeit Sdp.: 65°C (15 mbar)



8 EXPERIMENTELLER TEIL 189

CsH1602; 156.12 g/mol, (87438-94-6)
'H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 0.88 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.29 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 1.70-1.91
(m, 1 H), 2.18 (d, 2H, T = 7.0 Hz), 4.19 (q, 2H, J= 7.0 Hz), 5.48 (s, 1H), 6.15 (s, 1H).
3C-NMR (62.5 MHz, CDCL3): & = 14.5,22.5, 27.5, 41.6, 60.8, 125.6, 140.3, 167.7.

MS-EI (70eV): 156.0 (33)[M'], 114.0 (94), 86 (100), 69 (34), 55 (24), 41.0 (40).

tert.-Butyl-P,P-dimethylphosphonoacetat (137)

20.0 mL (136 mmol) tert.-Butylbromacetat und 29.0 ml (1.8 eq.) Trimethylphosphit wurden
15 h auf 80°C erhitzt und anschlieBend im Hochvakuum fraktioniert destilliert.

Ausbeute: 27.5 g (90%) farbloses Ol, Sdp.: 120°C (Hochvakuum)

CsH 705P; 224.08 g/mol, (62327-21-3)

"H-NMR (250 MHz, CDCl3): § = 1.48 (s, 9H), 2.90 (d, 2H, ] = 21.4Hz), 3.81 (d, 6H, T =11.2
Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCly): & = 27.9, 33.6, 35.7, 55.0, 82.3, 164.7.

3-Phenyl-but-2-ensiure-tert.-butylester (138)

4.24 g (106 mmol) Natriumhydrid (60%ige Suspension) wurden dreimal mit Pentan
gewaschen und anschlieBend mit 26.9 g (120 mmol) tert.-Butyl-P,P-dimethylphosphonoacetat
in 190 mL abs.THF bei 0°C tropfenweise versetzt. Nachdem die Reaktionslésung 1 h bei
Raumtemp. geriihrt worden war wurden 12.0 g (120 mmol) Acetophenon in 100 mL THF
tropfenweise bei 0°C {liber einen Zeitraum von 1.5 h tropfenweise zugegeben und
anschliefend 3 d bei Raumtemp. geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde mit Eis versetzt und die
organische Phase abgetrennt. Die wissrige Phase wurde dreimal mit Diethylether extrahiert
und die vereinten organischen Phasen mit ges. Natriumchloridlosung gewaschen. Nach

Trocknung iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 24.8 g (quant.) farbl. Ol

C14H1502; 218.13 g/mol, (75814-56-1)
"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.52 (s, 9H), 2.53 (s, 3H), 6.05 (s, 1H), 7.21-7.46 (m, SH).
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4-Brom-3-Phenyl-but-2-ensiure-zert.-butylester (139)

15.0 g (68.7 mmol) 3-Phenyl-but-2-ensdure-tert.-butylester und 13.5 g (1.1 eq.) N-Brom-
Succinimid wurden in 200 mL Tetrachlorkohlenstoff mit 100 mg AIBN iiber Nacht unter
Riickflul erhitzt. Nachdem die Reaktionslosung abgekiihlt war wurde das Succinimid

abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 20.1 g (quant.) gelbl. Ol

C14H7BrOy; 296.04 g/mol
"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.54 (s, 9H), 4.93 (s, 2H), 6.13 (s, 1H), 7.38-7.53 (m, 5H).

4-Diethylphosphono-3-phenyl-but-2-ensiure-tert.-butylester (140)

10.0 g (33.6 mmol) 4-Brom-3-Phenyl-but-2-ensédure-fert.-butylester wurden mit 8 mL
Triethylphosphit 1.5 h auf 110°C unter Riihren erhitzt. Die leichtfliichtigen Komponenten

wurden i. Vak. entfernt und der Riickstand sédulenchromatographisch getrennt.

Ausbeute: 6.5 g (60 %) gelbl.Ol, R¢= 0.13 Eluent (EE/Hex 50:50)

C16H2305P; 326.13 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 1.52 (s, 9H), 3.56 (d, J = 11 Hz, 6H), 3.92 (d, ] = 24.4 Hz,
2H), 6.12 (d, T = 5.7 Hz, 1H), 7.32-7.52 (m, SH).

ESI-MS: m/z 675.0 (15) [2M+Na'], 349.2 (100) [M+Na'], 327.1 (16) [M+H'].

4-Diethylphosphono-3-phenyl-butansiure-zert.-butylester (130)
Es wurden 6.00 g (18.3 mmol) 4-Diethylphosphono-3-phenyl-but-2-ensdure-tert.-butylester in
100 mL Methanol mit 300 mg Pd-C unter H,-Atmosphére iiber Nacht hydriert. Der

katalysator wurde abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 6.02 g (100%) farbl. Feststoff
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Ci6H2505P; 328.14 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.27 (s, 9H), 2.10-2.21 (m, 2H), 2.51-2.83 (m, 3H), 3.50-
3.59 (m, 6H), 7.17-7.35 (m, 5H).

ESI-MS: m/z 679.1 (19) [2M+Na'], 351.1 (100) [M+Na'], 329.1 (9) [M+H'].

2-(4-Nitro-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (40b)

2.00 g (7.96 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-4-methyl-pentansdure-methylester in 25 mL abs. THF
wurden bei -78°C tropfenweise zu 1.12 g (3.7 eq.) Lithiumaluminiumhydrid in 150 mL abs.
THF gegeben und anschlieBend 1h bei -78°C geriihrt. Uber einen Zeitraum von 15 min.
wurde auf -40°C erwdarmt und die Reaktionslosung nacheinander mit Essigsdureethylester

feuchtem Diethylether, Wasser und 2N Salzsdure versetzt. Die organische Phae wurde
abgetrennt und die wéssrige Phase viermal mit Diethylether extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und {iiber Natriumsulfat

getrocknet. Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt.

Ausbeute: 2.1 g rotes Ol

Ci2H7NOs3; 223.12 g/mol

HPLC (5-100 in 30 min.) R¢: 22.93 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 0.87 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.88 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 1.24-1.67
(m, 4H), 2.98-3.10 (m, 1H), 3.70-3.85 (m, 2H), 7.40 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.19 (d, 2H, J = 8.7
Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3): & = 21.7, 23.4, 25.3, 40.9, 46.4, 67.4, 123.8, 128.9, 146.7,
151.0.

MS-EI (70eV): 223.1 (9)[M'], 193.0 (39), 150.0 (55), 137.0 (100), 91 (34), 43.1 (32).

HRMS (70eV): 223.12104 calc.223.12085

2-(4-Amino-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (41b)

1.90 g (8.51 mmol) 2-(4-Nitro-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol wurden mit 100 mg Pd/C (10%)
in 100 mL Methanol unter Wasserstoffatmosphire (1 bar) 9h bei Raumtemp. geriihrt. Der

Katalysator wurde iiber Celite abfiltriert und das Losungsmittel 1. Vak. entfernt.

Ausbeute: 1.64 g (99%) rotes Ol



8 EXPERIMENTELLER TEIL 192

HPLC (5-100 in 30 min.) R:12.29 min.

"H-NMR (250 MHz, DMSO): & = 0.78 (d, 3H, ] = 6.4 Hz)), 0.79 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 1.15-
1.34 (m, 1H), 1.35-1.54 (m, 2H), 2.63-2.78 (m, 1H), 3.42 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 7.09 (d, 2H, J =
8.1 Hz), 7.21 (d, 2H, J = 8.2 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz,DMSO): = 22.0, 24.0, 25.4, 41.4, 45.9, 66.8, 121.4, 129.5, 133.5, 141.8.
MS-EI (70eV): 193.1 21)[M], 162.1(56), 106.1 (100), 69 (9), 45 (13).

HRMS (70eV): 193.14665 calc. 193.14667

N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)- 2-(4-amino-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (42b)

1.64 g (848 mmol) 2-(4-Amino-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol wurden in 80 mL
Wasser/Aceton (1:1) mit 936 mg (1.4 eq.) Natriumhydrogencarbonat und 2.95 g (1.1 eq.)
Fmoc-OSu versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt und
anschlieend mit 2N Salzsdure angesduert. Die organischen Phasen wurden viermal mit
Essigester extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und
das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt und aus fert-BuOH lyophilisiert.
Ausbeute: 3.13 g (89%) farbloser Feststoff R¢: 0.21 (EE/Hex 30:70)

Cy7H29NO3; 415.21 g/mol

HPLC: (5-100 in 30 min.) Ri: 26.45 min

"H-NMR (500 MHz, CDCl5): 6 =0.79 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 0.81 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 1.20-1.34
(m, 1H), 1.40-1.57 (m, 2H), 2.63-2.72 (m 1H), 3.42 (d, 2H, J = 6.7 Hz), 4.28-4.32 (m, 1H),
4.47 (d, 2H, J = 6.3 Hz), 7.08 (d, 2H, J = 7.61 Hz), 7.29-7.45 (m, 6H), 7.74 (d, 2H, J = 7.27
Hz), 7.90 (d, 2H, J = 7.35 Hz), 9.59 (bs, 1H).

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.78-0.82 (m, 6H), 1.22-1.31 (m, 1H), 1.39-1.50 (m,
2H), 2.62-2.66 (m, 1H), 4.27-4.31 (m, 1H), 4.40-4.46 (m, 2H), 7.06 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.31-
7.44 (m, 6H), 7.73 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 9.57 (bs, 1H).

BC-NMR (500 MHz, CDCls): & = 22.4, 24.6, 25.8, 41.9, 46.3, 47.5, 66.3, 67.4, 119.3, 121.0,
126.0, 127.9, 128.5, 128.9, 137.7, 138.7, 141.7, 144.7, 154 3.

ESI-MS: m/z 8532 (21) [2M+Na'], 831.2 (23) [2M+H'], 643.1 (100) [(3M+H+K)*"/2],
438.4 (24) [M+Na'], 416.3 (41) [M+H"].



8 EXPERIMENTELLER TEIL 193

2-(3-Nitro-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (40a)
Durchfiihrung wurde analog 40 b ausgefiihrt.

Ausbeute: 98%

Ci2H7NO3; 223.12 g/mol

HPLC (5-100% in 30 min.): 21.51 min.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d6): & = 0.82 (yt, J = 7.2 Hz, 6H), 1.25-1.34 (m, 1H), 1.49-1.55
(m, 2H), 2.90-2.97 (m, 1H), 3.50-3.58 (m, 2H), 4.62 (t, ] = 5.2 Hz, 1H), 7.56-7.59 (m, 1H),
7.69 (d, 7.2 Hz, 1H), 8.04-8.06 (m, 2H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDClL): & =21.7, 23.3, 25.2, 40.8, 45.9, 67.2, 121.6, 122.7, 129.5,
134.5, 145.3, 148.3.

MS-EI (70eV): 223.1 (23)[M'], 193.1 (44), 176.1 (62), 150.1 (100), 137.1 (53), 43.1 (41).
HRMS (EI, 70 eV): 223.12077 calc. 223.12085

2-(3-Amino-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (41a)
Durchfiihrung wurde analog 41b ausgefiihrt

Ausbeute: 98%

Ci2H9NO; 193.14 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) 12.27 min.

"H-NMR (250 MHz, DMSO0-d6): & = 0.78-0.81 (m, 6H), 1.24-1.31 (m, 1H), 1.38-1.51 (m,
2H), 2.61-2.67 (m, 1H), 6.70-6.81 (m, 3H), 7.13 (s, 1H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCls): & = 21.5, 23.7, 24.8, 41.1, 46.2, 66.6, 111.7, 113.5, 115.4,
128.5, 144.1, 148.3.

GCMS (EI, 70 eV): 193.1 (52)[M'], 137.1 (44), 119.1 (80), 106.1 (100), 59.0 (45).

HRMS (EI, 70 eV): 193.14646 calc. 193.14667

N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)- 2-(3-amino-phenyl)-4-methyl-pentan-1-ol (42a)

Durchfiihrung wurde analog 42b ausgefiihrt.
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Cy7H29NO3; 415.21 g/mol

HPLC: (5-100 in 30 min.) Ry: 26.92 min.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0-78-0.82 (m, 6H), 1.26-1.36 (m, 1H), 1.40-1.53 (m,
2H), 2.62-2.66 (m, 1H), 3.40-3.45 (m, 2H), 4.27-4.30 (m, 1H), 4.44 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 4.53
(bs, 1H), 6.81 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.13-7.18 (m, 1H), 7.25-7.36 (m, 4H), 7.42 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.90 (d, ] = 7.5 Hz, 2H), 9.60 (bs, 1H).

ESI-MS: m/z 853.2 (54) [2M+Na"], 831.2 (38) [2M+H], 643.1 (100) [(3M+H+K)*/2],438.4
(60) [M+Na'], 416.3 (67) [M+H].

(R)-2-Acetoxy-4-methyl-pentansiure (97)

Zu einer Losung von 14 g (107 mmol) D-Leucin wurden in 300 mL Eisessig gelost und bei
0°C unter Riithren portionsweise mit 16.8 g (2.3 eq.) Natriumnitrit versetzt. Es wurde 1h bei
0°C und anschlieBend 2h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wurde i. Vak.
eingeengt und mit 200 g Eis versetzt. Es wurde sechsmal mit Diethylether extrahiert und die

vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen.

Ausbeute: 17.0 g (91%) farbloses Ol

CsH 404, 174.08 g/mol, (19892-90-1)

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 0.95 (yt, 6H, J = 6.7 Hz), 1.60-1.89 (m, 3H), 2.14 (s, 3H),
5.05 (dd, 1H, J = 9.4 Hz und 4.0 Hz).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCl3): & = 20.5, 21.5, 22.9, 24.6, 39.6, 70.6, 170.8, 176.8.

EI-MS (70 eV) : 174.1 (3) [M'], 129.1 (38) [M-CHO,], 43.0 (100) [CH,05'].

(R)-2-Acetoxy-4-methyl-pentansiure-zert.-butylester (112)

7.57 g (43.4 mmol) (R)-2-Acetoxy-4-methyl-pentansdure und 9.08 mL (2.2 eq.) tert.-Butanol
wurden in 100 mL trockenem Dichlormethan bei 0°C mit 11.7 g (1.3 eq.) NN'-
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und 650 mg N,N-Dimethyl-4-aminopyridin versetzt und
iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallende N,N’-Dicyclohexylharnstoff
wurde abfiltriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.
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Ausbeute: 7.37 g (74%) farbloses Ol, Ry: 0.66 (Eluent: Essigester/Hexan 20:80)

C12H2,04; 230.15 g/mol, (19892-91-2)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 0.92 (2d, 6 H, J = 6.4 Hz), 1.44 (s, 9H), 1.51-1.82 (m, 3H),
2.10 (s, 3H), 4.86 (dd, 1H, J = 9.3 Hz und 4.3 Hz).

3C-NMR (62.5 MHz, CDCL3): & = 20.6, 21.6, 22.9, 24.6, 27.9, 39.7, 71.6, 81.8, 169.9, 170.6.
EI-MS (70 eV) : 157.0 (29) [M-C4Hs0], 129.1 (40) [M-COOC4Hs], 57.0 (96) [C4Ho'], 43.0
(100) [CH,05"].

(R)-2-Hydroxy-4-methyl-pentansiure-zert.-butylester (113)

6.50 g (28.2 mmol) (R)-2-Acetoxy-4-methyl-pentansdure-tert.-butylester wurden bei
Raumtemperatur mit 11.7 g (3 eq.) Kaliumcarbonat in einer Mischung aus 30 mL Wasser und
43 mL Methanol kréftig iber Nacht geriihrt. Die Losung wurde mit Wasser versetzt und
mehrmals mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und des Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 4.79 g (91%) farbloses Ol, Ry: 0.54 (Eluent: Essigester/Hexan 20:80)

C1oH2003; 188.14 g/mol, (19892-92-3)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): § = 0.92 (2d, 6 H, J = 6.6 Hz), 1.46 (s, 9H), 1.43-1.53 (m, 2H),
1.78-1.94 (m, 1H), 4.03 (dd, 1H, J = 8.1 Hz und 5.5 Hz).

3C-NMR (62.5 MHz, CDCL3): § = 21.6, 23.3, 24.5, 27.8, 43.6, 69.3, 82.1, 175.2.

EI-MS (70 €V) : 189.1 (1) [M+H], 131.1 (2) [M-C4Ho0], 57.0 (100) [CsHy'].

(5)-2-(2-Iodphenoxy)-4-methyl-pentansiure-tert.-butylester (114a)

Zu einer Losung von 1.00 g (5.31 mmol) D-fert-Butyl-2-Hydroxy-4-methylpentanoat, 1.17 g
(1 eq.) 2-Iod-phenol und 1.39 g (1 eq.) Triphenylphosphin in 60 mL trockenem THF wurde
unter Inertgas bei 0°C mit 1.13 g (1.1 eq.) Diisopropylazodicarboxylat tropfenweise versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der

Riickstand wurde in CH,Cl, und Wasser aufgenommen. Die organische Phase wurde iiber
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Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

C16H23IO3I 390.07 g/mol
Ausbeute: 1.45 g (70%) farbl.Ol

"H-NMR (500 MHz, CDCL3): § = 0.96 u. 1.03 (2d, J = 6.7 Hz, 6 H), 1.42 (s, 9H), 1.68-1.73
(m, 1H), 1.98-2.07 (m, 2H), 4.55-4.57 (m, 1H), 6.65 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.71 (t, J = 8.1 Hz,
1H), 7.24 (t,J = 8.0 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 1H).

BC-NMR (500 MHz, CDCly): 22.3, 23.6, 25.1, 28.2, 41.7, 76.9, 82.4, 87.0, 112.6, 123.2,
129.5, 140.1, 157.1, 171.2.

MS-EI (70 eV): 390.0 [M](38), 288.9 (48), 219.9 (38), 162.1 (61), 57 (100).

HRMS (EL 70 eV): 390.06897 calc. 390.06918

(5)-2-(3-Iodphenoxy)-4-methyl-pentansiure-zert.-butylester (114b)

Zu einer Losung von 1.00 g (5.31 mmol) D-fert-Butyl-2-hydroxy-4-methylpentanoat, 1.17 g
(1 eq.) 2-lIod-phenol und 1.39 g (1 eq.) Triphenylphosphin in 60 ml trockenem THF wurde
unter Inertgas bei 0°C mit 1.13 g (1.1 eq.) Diisopropylazodicarboxylat tropfenweise versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und das Losungsmittel 1.Vak. entfernt. Der
Riickstand wurde in CH,Cl, und Wasser aufgenommen. Die organische Phase wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

C16H23IO3I 390.07 g/mol
Ausbeute: 1.70 g (82%) farbl. Ol

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 0.94 u. 1.00 (2d, J = 6.2 Hz , 6 H), 1.45 (s, 9H), 1.63-1.67 (m,
1H), 1.86-1.90 (m, 2H), 4.46-4.49 (m, 1H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.98 (¢, J = 7.6 Hz, 1H),
7.22 (s, 1H), 7.27-7.29 (m, 1H).

BC-NMR (500 MHz, CDCL): 22.2, 23.4, 25.0, 28.2, 41.8, 76.0, 82.6, 94.6, 114.9, 124. 6,
130.8, 131.1, 158.9, 171.3.

MS-EI (70 eV): 390.1 [M'](32), 289.1 (57), 262.1 (22), 162.1 (58), 57 (100).

HRMS (EL 70 eV): 390.06909, calc. 390.06918
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(5)-2-(4-lodphenoxy)-4-methyl-pentansiure-tert.-butylester (114c)

Zu einer Losung von 1.00 g (5.31 mmol) D-fert-Butyl-2-Hydroxy-4-methylpentanoat, 1.17 g
(1 eq.) 2-Iod-phenol und 1.39 g (1 eq.) Triphenylphosphin in 60 mL trockenem THF wurde
unter Inertgas bei 0°C mit 1.13 g (1.1 eq.) Diisopropylazodicarboxylat tropfenweise versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde {iber Nacht geriihrt und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der
Riickstand wurde in CH,Cl, und Wasser aufgenommen. Die organische Phase wurde tiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

C16H23IO3I 390.07 g/mol
Ausbeute: 1.74 g (84%) farbl. Feststoff

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 0.93 u. 1.00 (2d, J = 6.5 Hz, 6H), 1.43 (s, 9H), 1.63-1.66 (m,
1H), 1.86-1.92 (m, 2H), 4.45-4.47 (m, 1H), 6.65 (d, J = 8.71 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 8.71 Hz ,
2H).

BC-NMR (500 MHz, CDCly): 22.1, 23.4, 25.0, 28.2, 41.8, 76.0, 82.5, 83.8, 117.7, 138.6,
158.6, 171.3.

MS-EI (70 eV): 390.1 [M](50), 289.1 (41), 262.1 (62) 162.1 (51), 57 (100).

HRMS (EL 70 eV): 390.06877, calc. 390.06918

(5)-2-(2-Iodphenoxy)-4-methyl-pentansiure (115a)

1.00 g (2.56 mmol) (S)-2-(2-lodphenoxy)-4-methyl-pentansdure-zert.-butylester wurden in
TFA / CH,Cl, (50:50) bei 0°C 2 h geriihrt und das Losungsmittel anschlieBend i.Vak.

entfernt. Der Riickstand wurde zweimal mit Toluol coevaporiert.

C12H;5105: 334.01 g/mol

Ausbeute: 853 mg (100 %) farbl. Feststoff

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.89 u. 0.96 (2d,J = 6.6 Hz, 6 H), 1.66-1.71 (m, 1H), 1.85-
1.99 (m, 2H), 4.70-4.73 (m, 1H), 6.71-6.77 (m, 2H), 7.06 (t, J =, 1H), 7.30 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 7.76 (d, J = 6.6 Hz, 1H).
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BC.NMR (500 MHz, DMSO-d6): 22.5, 23.9, 25.3, 41.7, 75.8, 87.3, 113.2, 123.7, 132.3,
140.0, 157.1, 173.3.

MS-EI (70 eV): 333.9 [M'](48), 219.9 (100), 207.0 (10) 69.0 (16), 41 (15).

HRMS (EI, 70 eV): 334.00640, calc. 334.00659

(5)-2-(3-Iodphenoxy)-4-methyl-pentansiure (115b)

1.00 g (2.56 mmol) (S)-2-(3-lodphenoxy)-4-methyl-pentansidure-tert.-butylester wurden in
TFA / CH,Cl, (50:50) bei 0°C 2 h geriihrt und das Losungsmittel anschlieBend i.Vak.

entfernt. Der Riickstand wurde zweimal mit Toluol coevaporiert.

Ci2H;5105: 334.01 g/mol

Ausbeute: 855 mg (100 %) farbl. Ol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.89 u. 0.93 (2d, J = 6.4 Hz, 6 H), 1.62-1.67 (m, 1H), 1.75-
1.81 (m, 2H), 4.70-4.73 (m, 1H), 6.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 7.23 (s,
1H), 7. 29 (d, J = 8.1 Hz , 1H).

BC-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 22.2, 23.4, 25.0, 28.2, 41.8, 76.0, 82.6, 94.6, 114.9, 124. 6,
130.8, 131.1, 158.9, 171.3.

MS-EI (70 eV): 333.8 [M'](86), 261.9 (46), 219.9 (100), 182.9 (29), 43.0 (25).

HRMS (EI, 70 eV): 334.00638, calc. 334.00659

(5)-2-(4-Iodphenoxy)-4-methyl-pentansiure (115¢)

1.00 g (2.56 mmol) (S)-2-(4-lodphenoxy)-4-methyl-pentansdure-zert.-butylester wurden in
TFA / CH,Cl, (50:50) bei 0°C 2 h geriihrt und das Losungsmittel anschlieBend i.Vak.

entfernt. Der Riickstand wurde zweimal mit Toluol coevaporiert.

C12H;5105: 334.01 g/mol

Ausbeute: 849 mg (100 %) farbl. Ol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.88 u. 0.93 (2d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.62-1.67 (m, 1H), 1.76-
1.82 (m, 2H), 4.65-4.67 (m, 1H), 6.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 7.4 Hz, 2H).

BC-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 22.5, 23.7, 25.2, 41.6, 75.0, 84.5, 118.4, 138.9, 158.5,
173.5.
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MS-EI (70 eV): 333.8 [M'](60), 261.9 (74), 219.8 (100), 182.9 (48), 43.0 (21).
HRMS (EL 70 eV): 334.00652, calc. 334.00659

Diethyl-2-brom-2-phenyl-ethylphosphonat (90)

6.50 g (26.8 mmol) Diethyl-2-phenyl-ethylphosphonat wurden mit 5.25 g (1.1 eq.) N-Brom-
succinimid und 100 mg AIBN in 100 mL Tetrachlorkohlenstoff 2 h unter Riickfluf3 erhitzt.
Aus der abgekiihlten Reaktionsldsung wurde das Succinimid abfiltriert und das Losungsmittel

1.Vak. entfernt.

Ausbeute: 8.40 g (98%) farbloses Ol
ClelgBrO3PZ 320.02 g/mol

HPLC (5-100 in 30 min.) R¢: 20.75 min.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): § = 1.11 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.19 (t, 3H, J = 7 Hz), 2.82-2.96 (m,
2H), 3.68-3.07 (m, 4H), 7.22-7.48 (m, 5H).

3C-NMR (62.5 MHz, CDCL3): & = 16.1, 37.6 (d), 46.3, 62.0, 127.3, 128.6, 141.3, 141.4.
EI-MS (70 eV): 320.8 (2) [M'], 240.9 (100), 197.0 (42), 169.0 (35), 131.0 (29), 108.9 (52),
104.0 (34).

Diethyl-2-amino-2-phenyl-ethylphosphonat (88)

Es wurden 6.40 g (19.9 mmol) Diethyl-2-brom-2-phenyl-ethylphosphonat mit 3.30 g (2.5 eq.)
Natriumazid in 80 mL DMF {iber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Die Losung wurde mit 100 g
Eis versetzt und viermal mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit ges. Natriumchloridlésung gewaschen und {iber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde 1.Vak entfernt.

Es wurden 4.17 g eines gelbes Ol erhalten, welches neben dem gewiinschten Azid [HPLC (5-
100 in 30 min) R = 20.37 min.] das Eliminierungsprodukt enthielt [HPLC (5-100 in 30 min)
R; = 19.46 min.]. Da sich dieses Gemisch als sdulenchromatographisch nicht trennbar erwies,
wurde dieses ohne Aufreinigung weiterverarbeitet.

3.67 g des obigen Rohproduktes wurden in 80 mL MeOH geldst und mit 400 mg Pd-C-

Katalysator versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht unter Hp-Atmosphére (1 atm)
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geriihrt und am néchsten Tag iiber Celite filtriert. Der Riickstand, der neben dem Amin
[HPLC (10-100) in 30 min) R; = 9.96 min.] auch das Hydrierungsprodukt des o,p-
ungesittigten Phosphonsédureesters enthilt [HPLC (10-100) in 30 min) R; = 18.62 min.] wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel getrennt. Zuniachst wurde das Nebenprodukt mit 100%
Essigester eluiert und anschlieBend das polarere Amin mit Chloroform/Methanol (9:1) von
der Sdule gelost.

Ausbeute: 3.13 g (70%) gelbes Ol

C12H,0NO;3P; 257.12 g/mol, (67264-28-2)

HPLC (10-100 in 30 min) R, = 9.96 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): 1.30 (t, 6H, J = 7.0 Hz), 2.08-2.25 (m, 2H), 2.43 (bs, 2H), 4.08
(dq, 4H, J = 7.2 Hz und 7.3 Hz), 4.37-4.47 (m, 1H), 7.23-7.38 (m, SH).

BC-NMR (62.5 MHz, DMSO0-d6): 16.6, 35.9 (d), 51.4, 61.3, 126.8, 127.2, 128.5, 146.7.
ESI-MS: m/z 537.0 (8) [2M+Na'], 280.6 (5) [M+Na'], 258.1 (100) [M+H"].

rac.-3-Amino-3-phenyl-propionsiuremethylester (81)

2.00 g (12.1 mmol) rac.-3-Amino-3-phenyl-propionsdure wurden in 5 ml trockenem
Dichlormethan gelost und zu dieser Suspension bei Raumtemperatur tropfenweise 3.43 mL
(3.8 eq.) Thionylchlorid zugegeben. Die Mischung wurde l1h bei Raumtemp. geriihrt und
einrotiert. Der Riickstand wurde bei Raumtemp. tropfenweise mit Methanol versetzt,
anschlieBend 1h bei geriihrt und schlieBlich mit Eis versetzt. Die Losung wurde mit
Natriumcarbonat versetzt (pH = 9) und die wéssrige Phase viermal mit Essigester extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden {iber Natriumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 2.39 g (91%) farbl.Ol

C1oH13NO»: 179.09 g/mol, (14898-52-3)

HPLC (5-100% in 30 min) R, = 9.76 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 2.38 (bs, 2H), 2.72 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 3.65 (s, 3H), 4.45 (t,
1H, ] = 6.8 Hz), 7.26-7.40 (m, 5H).

BC-NMR (62.5 MHz, CDCLy): § = 43.9, 51.7, 52.6, 126.2, 127.5, 128.7, 144.6, 172.5.

EI-MS (70 eV): 179.0 (20)[M*], 106.1 (100), 104.0 (23), 79.0 (34).
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2[(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-pentansaure (79)

Es werden 1.03 g (6.40 mmol) 2-Thionaphtol und 1.00 g (1eq.) 2-Isobutylacrylsdureethylester
in 20 mL Toluol mit wenigen Tropfen Piperidin 5 h unter Riickflu und Inertatmosphére
erhitzt und anschlieBend 3 d bei Raumtemp. geriihrt. Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt
und der Riickstand in 4N KOH in Dioxan / Wasser iiber Nacht verseift, nachdem sich das
Reaktionsprodukt als untrennbar von dem Oxidationsprodukt des 2-Thionaphthols erwiesen
hat.

Die alkalische Losung wurde mit 100 g Eis und anschliefend tropfenweise mit konz.
Salzsdure versetzt, bis ein pH-Wert von 0-1 erreicht war. Die wissrige Losung wurde viermal
mit Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet.

Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand sdulenchromatographisch getrennt.

Ausbeute: 1.54 g (83%) farbl.Feststoff , Rr = 0.19, Eluent: Essigester/Hexan 80:20 (0.5 %

Essigsaure)

C26H29NO3S; 288.12 g/mol

HPLC (10-100 in 30 min) R, = 24.65 min.
"H-NMR (250 MHz, CDCL3): 5 = 0.94 (d, 6H, J = 7.8 Hz), 1.45-1.76 (m, 3H), 2.70-2.82 (m,
1H), 3.09 (dd, 1H, J = 13.3 Hz und 5.8 Hz ), 3.29 (dd, 1H, J = 13.3 Hz und 8.3 Hz), 7.41-7.51
(m, 3 H), 7.74-7.84 (m, 4H).

BC-NMR (250 MHz, CDCls): 22.0, 22.8, 26.0, 36.2, 40.9, 43.6, 125.9, 126.6, 127.2, 127.7,
128.0, 128.4, 128.6, 132.1, 133.0, 133.7, 180.6.

EI-MS (70 eV): 287.9 (92)[M"], 172.9 (68), 159.9 (100), 115.0 (34).

3-[(2-(R)-Acetoxy-4-methyl-1-oxo-pentyl)-amino]-3-phenyl-propionsiure-methylester
(98)

1.50 g (8.37 mmol) (R)-2-Acetoxy-4-methyl-pentansdure und 1.46 g (1 eq.) 3-Amino-3-
phenyl-propionsduremethylester wurden mit 1.13 g (1 eq.) HOBt und 1.60 g (1 eq.)
EDCI'HCI und 5.13 mL (4.2 eq.) DIPEA in 50 mL CH,Cl, iiber Nacht geriihrt. Nach

Versetzen der Reaktionslosung mit Wasser wurde die organische Phase abgetrennt und
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anschlieBend mit verd. HCI-Lsg., ges. NaCl und Wasser gewaschen. Nach Trocknung tiber

Natriumsulfat wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 2.80 g (95%) farbloser Feststoff

Ci8H25NOs; 335.17 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) Ry =20.30 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCls): 0.80-0.90 (m, 6H), 1.67-1.82 (m, 3H), 2.22 (s, 1H), 2.82-3.02
(m, 2H), 3.64 und 3.65 (2s, 3H), 5.22-5.30 (m, 1H), 5.38-5.49 (m, 1H), 7.22-7.45 (m, 6H).
ESI-MS: m/z 358.3 (40) [M+Na'], 355.6 (100) [(2M+Ca)*/2], 336.3 (49) [M+H'].

3-[(2-(R)-Hydroxy-4-methyl-1-oxo-pentyl)-amino|-3-phenyl-propionsiure-methylester
99)

Es wurden 1.20 g (3.58 mmol) 3-[(2-(R)-Acetoxy-4-methyl-1-oxo-pentyl)-amino]-3-phenyl-
propionsdure-methylester in einer Mischung aus 6 mL Wasser und 4 mL Methanol mit 1.48 g
(3 eq.) Kaliumcarbonat versetzt und bei Raumtemp. 8 h kriftig geriihrt. Nach dem Ansduern
der Reaktionsloung mit verd. HCI-Losung wurde viermal mit Essigester extrahiert und die
vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 730 mg (70 %) farbloser Feststoff, R¢: 0.27 (Eluent: Essigester/Hexan 1:1)

Ci16H23NO4; 293.36 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R;=17.58 und 17.91 min.

"H-NMR (250 MHz, CDCl5): 0.92-1.10 (m, 6H), 1.50-1.75 (m, 2H), 1.79-1.95 (m, 1H), 2.82-
3.02 (m, 2H), 3.65 (s, 3H), 4.15-4.24 (m, 1H), 5.41-5-52 (m, 1H), 7.23-7.41 (m, 5H), 7.42-
4.53 (m, 1H).

ESI-MS: m/z 459.9 (100) [BM+H+K)**/2], 316.3 (24) [M+Na'], 294.3 (17) [M+H"].
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8.3 Synthese von a4-Antagonisten in Losung

8.3.1 Phenolether iiber Mitsunobureaktion

Zu jeweils 60.0 mg (0.20 mmol) 3-[(2-(R)-Hydroxy-4-methyl-1-oxo-pentyl)-amino]-3-
phenyl-propionsdure-methylester wurden in 2 mL trockenem THF jeweils 1 eq. Phenol und
54 mg (1 eq.) Triphenylphosphin gegeben. Bei 0°C wurden 40 uL (1 eq.) DIAD zu der
Reaktionslosung gegeben und die tiber Nacht unter Inertgas geriihrt. Das Losungsmittel
wurde 1. Vak. entfernt und der Riickstand 12 h in 1 N LiOH / Dioxan geriihrt. Das
Losungsmittel wurde 1. Vak entfernt und der Riickstand mittels HPLC gereinigt.

3-[12(S)-| 3,5-Dichlor-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
(105)

Ausbeute: 65 %

C,1H23CINOy: 423.10 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 24.87 min.; ESI-MS: m/z 885.2 (41) [2M+K ], 869.2 (13)
[2M+Na'], 424.1 (100) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.87 (yt, ] = 6.5 Hz, 3H), 0.92 (yt, ] = 5.5 Hz, 3H),
1.52-1.58 (m, 1H), 1.68-1.78 (m, 2H), 2.60-2.76 (m, 2H), 4.63-4.66 (m, 0.5H), 4.71-4.74 (m,
0.5 H), 5.11-5.21 (m, 1H), 6.93-6.96 (m, 2H), 7.10-7.13 (m, 1H), 7.16-7.22 (m, 3H), 7.28-
7.30 (m, 2H), 8.66 (d, J = 6.2 Hz, 0.5H), 8.87 (d, J = 8.1 Hz, 0.5H), 12.3 (bs, 1H).

3-[[2(S)-[ 4-Chlor-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure (102)

Ausbeute: 54 %
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C1H24CINO,, 389.14 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 23.26 min.; ESI-MS: m/z 817.2 (39) [2M+K'] , 801.2 (21)
[2M+Na'], 390.2 (100) [M+H'].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § = 0.86 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.91 (yt, ] = 5.2 Hz, 3H),
1.48-1.57 (m, 1H), 1.69-1.81 (m, 2H), 2.61-2.77 (m, 2H), 4.50-4.56 (m, 1H), 5.11-5.23 (m,
1H), 6.84-6.89 (m, 2H), 7.10-7.32 (m, 7H), 8.67 u. 8.72 (2d, J = 8.6 Hz, 1H), 12.3 (bs, 1H).

3-[[2(S)-[ 1-Naphthoxy]|-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionséiure (101)

Ausbeute: 33 %

Cy5H27N Oy, 405.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 24.12 min.; ESI-MS: m/z 849.3 (41) [2M+K ] , 833.3 (26)
[2M+Na'], 428.2 (14) [M+Na'], 406.2 (100) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.85 (d, ] = 5.7 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.58-
1.67 (m, 1H), 1.82-1.96 (m, 2H), 2.62-2.74 (m, 2H), 4.62-4.76 (m, 1H), 5.11-5.23 (m, 1H),
6.69 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.09-7.31 (m, 6H), 7.39-7.51 (m, 3H), 7.78-7.88 (m, 1H), 8.12-8.24
(m, 1H), 8.66 u. 8.76 (2d, J = 8.3 Hz, 1H), 12.3 (bs, 1H).

3-[[2(S)-[ 2-Naphthoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionséiure (100)
Ausbeute: 49 %

Ca5H27N Oy, 405.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 23.67+23.78 min.; ESI-MS: m/z 849.3 (70) [2M+K'] ,
833.3 (41) [2M+Na'], 428.3 (14) [M+Na'], 406.2 (100) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMS0-d6): & = 0.88-0.91 (m, 3H), 0.94-0.96 (m, 3H), 1.55-1.64 (m,
1H), 1.76-1.87 (m, 2H), 2.67-2.78 (m, 2H), 4.68-4.72 (m, 0.5H), 4.72-4.79 (m, 0.5 H), 5.17-
5.24 (m, 1H), 7.03-7.39 (m, 8H), 7.41-7.48 (m, 1H), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 0.5 H), 7.72 (d, ] =
8.3 Hz, 0.5 H), 7.75-7.86 (m, 2H), 8.69 (d, J = 8.4 Hz, 0.5 H), 8.86 (d, J = 8.4 Hz, 0.5 H), 12.3
(bs, 1H).

3-[[2(S)-[3-Pyridinyloxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsaure (103)

Ausbeute: a) 21 %
C20H24N204, 356.17 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 14.45 min.; ESI-MS: m/z 751.3 (10) [2M+K ] , 735.3 (5)
[2M+Na'], 379.3 (4) [M+Na'], 357.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § = 0.87 u. 0.92 (2d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.53-1.60 (m, 1H),
1.72-1.81 (m, 2H), 2.64-2.77 (m, 2H), 4.60-4.67 (m, 1H), 5.15-5.22 (m, 1H), 7.12 (d, ] = 7.1
Hz, 2H), 7.16-7.23 (m, 3H), 7.26-7.30 (m, 2H), 8.18 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.70 (d,
J=8.3Hz, 1H), 12.3 (bs, 1H).

Ausbeute: b) 25 %

C20H24N204, 356.17 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 14.90 min.; ESI-MS: m/z 751.3 (7) [2M+K'] , 735.3 (4)
[2M+Na'], 379.3 (3) [M+Na'], 357.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.87 u. 0.92 (2d, J = 6.3 Hz, 6H), 1.55-1.61 (m, 1H),
1.72-1.80 (m, 2H), 2.66 (d, 2H), 4.65-4.70 (m, 1H), 5.13-5.19 (m, 1H), 7.19-7.23 (m, 1H),
7.28-7.31 (m, 5H), 8.16-8.18 (m, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.75 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 12.3 (bs, 1H).

3-[[2(S)-[3-Isochinolinyloxy]-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
(104)

Ausbeute: b) 67 %

C24H,6N,04, 406.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 21.61 min.; ESI-MS: m/z 851.4 (21) [2M+K '], 429.4 (8)
[M+Na'], 407.2 (20) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.89 u. 0.94 (2d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.56-1.64 (m, 1H),
1.77-1.87 (m, 2H), 2.63-2.78 (m, 2H), 5.16-5.26 (m, 2H), 7.04-7.38 (m, 6H), 7.39-7.48 (m,
1H), 7.63-7.68 (m, 1H), 7.80-7.83 (m, 1H), 8.00-8.04 (m, 1H), 8.47-8.69 (m, 1H), 8.97 (s,
1H), 12.3 (bs, 1H).
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8.3.2 S-haltige Surrogate des hits 6a

3-[[[2-(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino]-3-phenyl-

propionsiuremethylester (82)

Es wurden 200 mg (0.69 mmol) 2[(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-pentansidure , 129 mg
(1 eq.) 3-Amino-phenyl-propionsduremethylester, 160 mg (1 eq.) EDCI und 93.4 mg (1 eq.)
HOBt mit 458 pL (2.69 mmol) DIPEA in 2 mL Dichlormethan iiber Nacht bei
raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit Wasser versetzt und die organische
Phase mit verd. HCl, Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wurde
iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

ohne weitere Reinigung fiir die folgenden Oxidationsschritte eingesetzt.

3-[[[2-(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino]-3-phenyl-

propionsiure (85)

Es wurden 50.0 mg (1.11 mmol) 3-[[[2-(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-
amino]-3-phenyl-propionsduremethylester in 3 mL 1 N LiOH und 3 mL Dioxan iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und der Riickstand

tiber HPLC gereinigt.

Ausbeute: 85%

Ca6H29NO3S: 435.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 24.36 min.; ESI-MS: m/z 909.2 (9) [2M+K'], 893.1 (12)
[2M+Na'], 870.9 (6) [2M+H'], 436.1 (100), [M+H'].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.70-0.86 (m, 6H), 1.28-1.58 (m, 3H), 2.50-2.69 (m,
3H), 3.02-3.17 (m, 2H), 5.19-5.24 (m, 1H), 7.20-7.52 (m, 8H), 7.72-7.87 (m, 4H), 8.47 u.
8.53(2d, J =8.2 Hz, 1H), 12.2 (bs, 1H).
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3-[[[2-(2-Naphthyl)sulfonyl-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino]-3-phenyl-

propionsaure (84)

80.0 mg (0.17 mmol) 3-[[[2-(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino]-3-
phenyl-propionsduremethylester wurden in 3 mL CH,Cl, bei 0°C mit 61.4 mg (2 eq.) m-
Chlorperbenzoesdure versetzt und liber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde 1. Vak.
entfernt und der Methylester mit 1N LiOH in Wasser / Dioxan verseift. Das Losungsmittel

wurde entfernt und der Riickstand iiber praparative HPLC getrennt.

Ca6H29NOsS; 467.18 g/mol

Ausbeute: a) 32%

HPLC (10-100 in 30 min) R, = 21.03 min.

ESI-MS: m/z 973.3 (37) [2M+K'], 975.2 (35) [2M+Na'], 490.4 (25) [M+Na'], 468.2 (100)
[M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § = 0.68 u. 0.79 (2d, J = 6.5 Hz, 6H), 1.22-1.18 (m, 1H),
1.35-1.42 (m, 1H), 1.43-1.49 (m, 1H), 2.57-2.67 (m, 2H), 2.78-2.83 (m, 1H), 3.31-3.37 (m,
1H), 3.55-3.60 (m, 1H), 5.07-5.13 (m, 1H), 7.21-7.24 (m, 1H), 7.27-7.30 (m, 4H), 7.66-7.78
(m, 2H), 7.85 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 8.06-8.15 (m, 3H), 8.50-8.53 (m, 2H), 12.20 (bs, 1H).
Ausbeute: b) 23%

HPLC (10-100 in 30 min) R, = 21.30 min.

ESI-MS: m/z 973.3 (47) [2M+K'], 975.2 (53) [2M+Na'], 490.4 (35) [M+Na'], 468.2 (100)
[M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § = 0.60 u. 0.73 (2d, J = 5.9 Hz, 6H), 1.17-1.31 (m, 5H),
2.73-2.82 (m, 1H), 3.35 (dd, J = 14.4 Hz u. 4.0 Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 14.4 Hz u. 8.0 Hz, 1H),
4.96-5.01 (m, 1H), 7.16-7.30 (m, 5H), 7.68-7.77 (m, 1H), 7.90 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 8.08 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 8.17-8.23 (m, 2H), 8.52-8.58 (m, 2H), 12.23 (bs, 1H).

3-[[[2-(2-Naphthyl)sulfoxyl-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino|-3-phenyl-

propionsiure (83)

80.0 mg (0.17 mmol) 3-[[[2-(2-Naphthyl)thio-methyl]-4-methyl-1-oxo-pentanyl]-amino]-3-
phenyl-propionsduremethylester wurden in 3 mL CH,Cl, bei 0°C mit 31.0 mg (1 eq.) m-
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Chlorperbenzoesdure versetzt und liber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde 1. Vak.
entfernt und der Methylester mit 1N LiOH in Wasser / Dioxan verseift. Das Losungsmittel

wurde entfernt und der Riickstand iiber praparative HPLC getrennt.

Ausbeute: a) 5%

Ca6H29NO4S; 451.18 g/mol

HPLC (5-100 in 30 min) Ry = 20.03 min.

ESI-MS: m/z 941.3 (21) [2M+K'], 925.1 (15) [2M+Na'], 474.3 (22) [M+Na'], 452.1 (100)
[M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.79 u. 0.86 (2d, J = 6.3 Hz, 6H), 1.42-1.46 (m, 1H),
1.52-1.65 (m, 2H), 2.61 (d, 7.5 Hz, 2H), 2.66-2.72 (m, 1H), 2.87-2.98 (m, 2H), 5.12-5.17 (m,
1H), 7.18-7.21 (m, 1H), 7.26-7.29 (m, 4H), 7.61-7.66 (m, 2H), 7.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.00-
8.04 (m, 2H), 8.08 (d, 8.6 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.65 (bs, 1H), 12.23 (bs, 1H).

Ausbeute: b) 12%

HPLC (5-100 in 30 min) R; =20.47 min.

ESI-MS: m/z 941.2 (23) [2M+K'], 925.2 (25) [2M+Na'], 474.3 (22) [M+Na'], 452.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.76 u. 0.83 (2d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.13-1.23 (m, 1H),
1.45-1.53 (m, 2H), 2.69 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.74-2.78 (m, 1H), 2.89-2.98 (m, 1H), 3.05-3.08
(m, 1H), 5.26-5.30 (m, 1H), 7.21-7.40 (m, 3H), 7.39 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.52-7.76 (m, 3H),
8.00-8.18 (m, 4H), 8.76 (bs, 1H), 12.23 (bs, 1H).

Ausbeute: ¢) 19%

HPLC (5-100 in 30 min) Ry =21.16 min.

ESI-MS: m/z 941.2 (21) [2M+K'], 925.1 (37) [2M+Na'], 474.2 (20) [M+Na'], 452.1 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.68 u. 0.79 (2d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.09-1.16 (m, 1H),
1.23-1.30 (m, 1H), 1.36-1.47 (m, 1H), 2.62-2.83 (m, 3H), 2.86-2.94 (m, 1H), 3.06-3.13 (m,
1H), 7.20-7.36 (m, 5SH), 7.62-7.76 (m, 3H), 8.02-8.16 (m, 3H), 8.23 (s, 1H), 8.82 (d, ] = 8.8
Hz, 1H), 12.22 (bs, 1H).
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8.3.3 Enantiomerenreine Synthese des hits 6a

3(S)-[[[2-(2-Naphthyl)-2-oxo0-ethyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-

propionsiure

Ausbeute a) 66%

Ca7H20NOy, 431.21 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 23.11 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (67) [2M+K'], 885.2 (35)
[2M+Na'], 454.4 (13) [M+Na'], 432.1 (100) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.85 u. 0.92 (2d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.21-1.27 (m, 1H), 1.49-1.66 (m,
2H), 2.64 (d, ] = 7.6 Hz, 2H), 2.96-3.00 (m, 1H), 3.05-3.12 (m, 1H), 33.34-3.40 (m, 1H),
5.16-5.19 (m, 1H), 7.14-7.31 (m, 5H), 7.58-7.67 (m, 2H), 7.90-7.98 (m, 3H), 8.10 (d, J =,
1H), 8.47 (bs, 1H), 8.62 (s, 1H), 12.2 (bs, 1H).

Ausbeute b) 45%

Ca7H20NOy, 431.21 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 23.45 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (76) [2M+K '], 885.2 (62)
[2M+Na'], 454.4 (20) [M+Na'], 432.1 (100) [M+H"].

3(R)-[[[2-(2-Naphthyl)-2-oxo-ethyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-

propionsiure

Ausbeute a) 45%

Ca7H20NOy, 431.21 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 23.16 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (62 [2M+K '], 885.2 (27)
[2M+Na'], 454.4 (14) [M+Na'], 432.1 (100) [M+H"].

Ausbeute b) 48%

Ca7H20NOy, 431.21 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 23.50 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (100) [2M+K ] , 885.3 (44)
[2M+Na'], 454.4 (20) [M+Na'], 432.1 (95) [M+H'].
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8.3.4 Phosphonsiurederivate des hits 6a

2-[[2-[[2-Oxo0-(2-naphthyl)-ethyl]]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-ethyl-phosphon

sidurediethylester

Es wurden 200 mg (0.70 mmol) 2[[2-Oxo-(1-naphthyl)-ethyl]]-4-methyl-pentansdure mit 181
mg (1 eq.) Diethyl-2-amino-2-phenyl-ethylphosphonat und 135 mg (1 eq.) EDCI in
Gegenwart von 95.0 mg (1 eq.) HOBt und 467 pL (2.75 mmol) DIPEA in 2 mL
Dichlormethan bei Raumtemperatur liber Nacht geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit
Wasser versetzt und die organische Phase mit verd. HCI, Wasser und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Die organische Phase wurde {ber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Riickstand wurde ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ausbeute: 335 mg (91 %) farbloses Ol

C30H38NO5P, 523.25 g/mol
HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 25.82 min.; ESI-MS: m/z 1070.1 (11) [2M+K'], 1069.1
(20) [2M+Na'], 546.4 (97) [M+Na'], 524.2 (40) [M+H'], 506.3 (100) [M-OH].

2-[[2-[[2-Oxo-(2-naphthyl)-ethyl]]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-ethyl-phosphon
sidure (93)

Das obige Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in 3 mL trockenem Dichlormethan mit
5 eq. Trimethylsilylbromid unter Inertatmosphire 3d bei Raumtemp. geriihrt. Nach Zugabe
von 5 mL Wasser wurde noch 1 h geriihrt und der Reaktionsansatz anschlieend i.Vak.
eingeengt.

Der Riickstand wurde mittels HPLC gereinigt.

Ausbeute a) 10%

Ca6H30NOsP, 467.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 20.71 min.; ESI-MS: m/z 973.3 (100) [2M+K ], 957.2 (52)
[2M+Na'], 935.1 (36) [2M+H '], 490.4 (35) [M+Na'], 468.2 (44) [M+H'], 450.2 (81) [M-
OH"].

Ausbeute b) 9%
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Ca6H30NOsP, 467.19 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 20.07 min.; ESI-MS: m/z 973.3 (100) [2M+K ], 957.2 (54)
[2M+Na'], 935.2 (36) [2M+H'], 490.4 (36) [M+Na'], 468.2 (49) [M+H], 450.2 (76) [M-
OH'].

Ausbeute c) n.b.

C26H2sNO4P, 449.18 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 22.53 min.; ESI-MS: m/z 937.3 (62) [2M+K ], 899.1 (67)
[2M+H'], 472.3 (20) [M+Na'], 450.2 (100) [M+H"].

8.4 Synthese von Bausteinen fiir die Synthese von

Transmembranen Peptiden

Fmoc-Ile-Thr(¥"**pro)-OH

Es wurden 3.57 g (30 mmol) L-Threonin in 30 mL 10% Natriumcarbonatldsung geldst und
bei Raumtemp. zu einer Lsg. von 5.20 g (10 mmol) Fmoc-Ile-Pfp in 80 mL Aceton gegeben.
Es wurde iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt und unter Eiskiihlung mit 2N Salzsdure
angesduert. Die wissrige Phase wurde fiinfmal mit je 100 mL Essigester extrahiert und die
vereinten organischen Phasen mit Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Es wurde liber

Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.
Ausbeute: 5.40 g farbl Feststoff

Der Riickstand wurde ohne weitere Aufreinigung in 100 mL abs. THF gelost und nach
Zugabe von 250 mg PPTA und 5 mL 2,2-Dimethoxypropan 8 h unter Riickflul und Molsieb
4A erhitzt. Die erkaltete Reaktionsldsung wurde 350 uL Triethylamin versetzt und bis zur
Trockene einrotiert. Der Riickstand wurde mit 250 mL Essigester aufgenommen und dreimal
mit je 70 mLl Wasser gewaschen. Es wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel 1. Vak entfernt.

Der Riickstand wurde sédulenchromatographisch gereinigt.
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Ausbeute: 4.58 g farbl. Pulver (nach Lyophilisieren aus fert.-Butanol)

Ca8H34N,0¢; 494.6 g/mol

HPLC (5-100 in 30 min.) Ry: 25.30 min.

ESI-MS: m/z 1028.4 (100) [2M+K'], 1012.2 (52) [2M+Na'], 643.1 (100), 517.6 (84)
[M+Na'], 495.2 (53) [M+H].

4-(Hydroxymethyl)-benzaldehyd

Es wurden 5 g (24.0 mmol) Terephthalaldehyd-mono-diethylacetal in 50 mL MeOH bei 0°C
mit 1.37 g (1.5 eq.) Natriumborhydrid portionsweise versetzt und anschlieBend 2 h geriihrt.
Die Reaktionslosung wurde anschlieBend mit 50 g Eis versetzt und mit 2N Salzsdure
angesduert (pH = 2). Die wissrige Phase wurde viermal mit Essigester extrahiert und die
vereinten organischen Phasen mit ges. Natriumchloridlsg. gewaschen. Nach Trocknung {iber

Natriumsulfat wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 3.23 g (99%) farbloses Ol

CsHsO5; 136.05 g/mol, (52010-97-6)

HPLC (5-100 % in 30 min.): 6.88 min.

'H-NMR (250 MHz, CDCL): 4.80 (s, 2H), 7.53 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.88 (d, 2H, J = 8.1 Hz),
10.0 (s, 1H).

EI-MS (70 ¢V): 136.1 (79)[M'], 107.1 (100)[M-CHO"], 89.1 (28), 79.1 (64).

N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-phenylalanin-(4-formylphenyl)-methylester

Bei 0°C wurden 1.01 g (7.42 mmol) 4-(Hydroxymethyl)-benzaldehyd und 2.87 g (1 eq.)
Fmoc-Phenylalanin in 80 mL abs. Dichlormethan mit 1.53 g (1 eq.) DCC und einer
Spatelspitze DMAP versetzt. Es wurde unter Argon iiber Nacht geriihrt und der Riickstand
abfiltriert. Das Losungsmittel wurde i. Vak entfernt.

Ausbeute: 4.8 g farbloses Ol

Cs2H27NOs; 505.19 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.): 27.00 min.
ESI-MS: m/z 1032.8 (46) [2M+Na'], 1010.9 (39) [2M+H'], 528.3 (23) [M+Na'], 506.1
(100) [M+H"].

N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-phenylalanin-[4-[(2,6-dioxa-4-carboxy-4-
methyl)-cyclohexyl]-phenyl]-methylester

Eine Losung aus 2.60 g (5.14 mmol) 594 und 690 mg (1leq.) DMPA mit 50 mg p-TsOH in
100 mL Toluol wurde {iber Nacht am Dean-Stark-Wasserabscheider unter RiickfluB3 erhitzt
und nach dem Abkiihlen, das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 3.16 g (99%) farbl. Feststoff

C37H35NOs; 621.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.): 26.0 und 26.4 min (Diatereomerengemisch)

ESI-MS: m/z 1281.1 (22) [2M+K'], 1265.0 (21) [2M+Na'], 1243.0 (21) [2M+H'], 660.1
(25) [M+K'], 644.3 (100) [M+Na'], 622.2 (54)[M+H].

8.5 Festphasensynthese

8.5.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 9: Belegung des TCP-Harzes:

Zu trockenem TCP-Harz (maximale Belegungsdichte 0.9 mmol/g Harz, 1.0 g) werden die N-
terminal geschiitzte Aminosiure (1.26 mmol, 1.4 Aquiv.), trockenes CH,Cl, (8 mL) und
DIPEA (1.01 mmol, 1.12 Aquiv.) hinzugefiigt. Nach fiinfminiitigem Schiitteln bei RT gibt
man weiteres DIPEA (2.38 Aquiv.) in trockenem CH,Cl, (2 mL) langsam hinzu. Diese
Suspension wird flir 45 min bei RT geschiittelt. Zum Cappen von nicht umgesetzten Trityl-
Gruppen wird anschlieBend Methanol (1 mL) hinzugefiigt und weitere 15 min geschiittelt.
Das Harz wird iiber eine Fritte abgesaugt und mit folgenden Waschlosungen gewaschen:

CH,Cl, (3 x je 3 min), DMF (3x je 3 min) und abschlieBend nochmals mit CH,Cl, (3 x je
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3 min). Das Harz wird iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Die Bestimmung der

Beladung konnte photometrisch gravimetrisch nach folgender Formel ermittelt werden:

(m, —m,)-1000
(Mw —36.46)-m,

Belegungsgrad [mmol | g] =

m; = Masse des eingesetzten Harzes [g]
m; = Gesamtmasse des Harzes nach der Belegung [g]
Mw = Molgewicht der N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure [g/mol]
Der Fehler, der durch die unterschiedlichen Massen von Cl- und MeO- entsteht, ist

vernachlissigbar.

AAV 10: Belegung von OH-funktionalisierten Harzen nach Blankemeyer-Menge et
al.:”"

Die Quellung des Harzes erfolgt jeweils 5 min mit trockenem DMF und anschlieBend mit
trockenem CH,Cl,. Zu einer 0.1 M Ldsung aus N-Fmoc-geschiitzter, wasserfreier
Aminosiure (2 Aquiv.) (Fmoc-Aminosduren mit Kristallwasser werden zuvor aus Dioxan
lyophilisiert) in trockenem CH,Cl, fiigt man N-Methylimidazol (1.5 Aquiv.) und MNST
(2 Aquiv.) hinzu. Falls die Fmoc-Aminosiure nur sehr schlecht 18slich sein sollte, so wird
etwas abs. THF zugegeben. Diese Losung wird unter Argon zum Harz gegeben. Nach 1 h
wird das Harz mit CH,Cl; (3 x je 3 min) und DMF (3x je 3min) gewaschen. Nicht umgesetzte
OH-Gruppen werden mit einer Losung aus Essigsdureanhydrid (2 mL), DIPEA (3.4 mL) und
DMF (30.6 mL) gecappt. AbschlieBend wird das Harz jeweils mit DMF (3 x je 3 min),

Methanol (3x je 3 min) und CH,Cl; (3 x je 3 min) gewaschen und im Hochvakuum getrocknet

AAYV 11: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe:

Das Harz (1 g) wird fiir 5 min mit DMF (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe erfolgt mit 20 %-iger Piperidin/DMF Losung (2 x 10 mL, 15 min). Das Harz
wird anschlieBend mit DMF (5 x 10 mL, je 3 min) gewaschen.

AAYV 12 Kupplungen mit TBTU/HOBt:
Das harzgebundene, freie Amin wird mit NMP (3 x je 3 min) gewaschen und anschlieBend

mit einer 0.1-0.25 M Losung aus N-Fmoc-geschiitzter Aminosiure (3 Aquiv. bezogen auf die
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Harzbelegung), TBTU (3 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung), HOBt-H,O (3 Aquiv.
bezogen auf die Harzbelegung) und DIPEA (9 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung) in NMP
versetzt. Die Kupplungsdauer betridgt 60 min. Das Harz wird anschlieBend mit NMP (5 x je

3 min) gewaschen.

AAYV 13: Kupplungen mit HATU/HOAt:

Das harzgebundene, freie Amin wird mit NMP (3 x je 3 min) gewaschen und anschlieBend
mit einer 0.1-0.25 M Losung aus Fmoc-geschiitzter Aminosiure (3 Aquiv. bezogen auf die
Harzbelegung), HATU (3 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung), HOAt (3 Aquiv. bezogen
auf die Harzbelegung) und sym-Collidin (30 Aquiv. bezogen auf die Harzbelegung) in NMP
versetzt. Die Kupplungsdauer betragt 60 min. Das Harz wird anschlieBend mit NMP (5 x je

3 min) gewaschen.

AAV 14: Festphasensynthese linearer Peptide mit Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppen-
strategie:
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosiure und die Kupplung

einer weiteren N-Fmoc-geschiitzten Aminosédure erfolgt nach folgendem Schema:

Schritt Reagenzien Operation Anzahl  Zeit [min]
1 NMP Quellen 2 3

2 20% Piperidin/DMF Entschiitzten 2 15

3 NMP Waschen 4 3

4 Fmoc-AS-OH Kuppeln 1 60

Kupplungsreagenz/Base
5 NMP Waschen 7 3

Wird die Synthese an einer Stelle unterbrochen, so wischt man das Harz mit DMF
(5 x 10 mL, je 3 min), CH,Cl, (5 x 10 mL, je 3 min) und trocknet es im Vakuum.

Vor der Abspaltung des Peptids vom Harz wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe analog
der Schritte 1-3 des FlieBschemas entfernt.
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AAYV 15: Abspaltung vollstindig entschiitzter Verbindungen vom Wang-Harz:

Das Harz (0.6 g) wird zunédchst mit CH,Cl, (3 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und dann mit
einem 95:2.5:2.5 Gemisch aus TFA:TIPS:H,O (10 mL) fiir 1 h versetzt. Das Harz wird mit
einem 95:5 Gemisch TFA:H,O gewaschen (3 x 10 mL, je 5 min). Die vereinigten Filtrate

werden im Vakuum eingeengt.

AAYV 16: Abspaltung seitenkettengeschiitzter Peptide vom TCP-Harz:

Das Harz (0.6 g) wird zundchst mit CH,Cl, (3 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und dann
zweimal je 1h mit einem Gemisch aus 20% Hexafluorisopropanol in Dichlormethan
behandelt. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingeengt und der Riickstand dreimal
mit Toluol koevaporiert. AbschlieBend lyophilisiert man das vollgeschiitzte Peptid aus tert-

Butanol.

AAYV 17: Reduktive Alkylierung an der Festphase nach Krchnak ef al. 3031

Das freie, harzgebundene Amin wird mit trockenem DMF (3 x je 5 min) und TMOF (3 x je 5
min) gewaschen und anschlieBend mit einer 0.17 M Lsung aus dem entsprechenden Aldehyd
(5 Aquiv.) in TMOF versetzt. Nach 5 h wiischt man das Harz mit CH,Cl, (3 x je 5 min) und
fiillt eine 0.1 M Suspension Natriumtriacetoxyborhydrid (5 Aquiv.) in CH,Cl, in die Spritze
ein. Nach 16 h wird das Harz mit DMF (3 x je 5 min) und CH,Cl, (3 X je 5 min) gewaschen.

Das Trocknen des Harzes erfolgt im Hochvakuum.

AAYV 18: Synthese von Sulfonamiden

Das freie, harzgebundene Amin wird mit trockenem Dichlormethan gewaschen und
anschlieBend mit einer Losung von 3 eq. Sulfonsdurechlorid und 3.9 eq. DIPEA in
Dichlormethan versetzt. Nach 3 h wurde das Harz mehrmals mit Dichlormethan gewaschen

und im Hochvakuum getrocknet.

AAYV 19: Synthese von Harnstoffen

Das freie, harzgebundene Amin wird mit DMF gewaschen und mit einer Lésung von 4 eq.
Isocyanat und 5.2 eq. DIPEA in DMF versetzt. Nach 12 h wurde das Harz mehrmals mit
DMF anschlieBend mit Dichlormethan gewaschen, und schlieBlich im Hochvakuum

getrocknet.
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8.5.2 Spezielle Arbeitsvorschriften

8.5.2.1 Derivate mit reduzierter Amidbindung

120 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsidure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 12 mit Fmoc-L-Leu-OH, AAV 17 mit versch. aromatischen Aldehyden und
AAYV 15 nach HPLC-Reinigung:

A Ne)
, Na(OAc)3BH,

HoN

zT
O
/
o
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_/
I=
ZT
O
/
o

ZT

OH
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3-[[(2S)-2-[(2-Naphthalenylmethyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino|-3-(4-methyl)-
phenyl-propionsaure (117)

Ausbeute: 44%

Cy7H3:N,05: 432.55 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 18.47min.; ESI-MS: m/z 903.4 (6) [2M+K'], 887.2 (8)
[2M+Na'], 433.2 (100) [M+H'].

3-[[(2S)-2-[(1-Naphthalenylmethyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl)-
phenyl-propionsiure (118)

Ausbeute: 24%

Cy7H35N,05: 432.55 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 18.47min.; ESI-MS: m/z 903.4 (5) [2M+K"], 887.4 (2)
[2M+Na'], 433.3 (100) [M+H].

3-[[(2S)-2-[(4-Phenyl-phenylmethyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl)-
phenyl-propionsiure (120)

Ausbeute: 42%

C2oH34N,03: 458.26 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 19.60min.; ESI-MS: m/z 955.4 (5) [2M+K'], 939.6 (3)
[2M+Na'], 459.3 (100) [M+H'].

3-[[(2S)-2-[(2-Pyridinylmethyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl)-
phenyl-propionsiure (121)

Ausbeute: a) 27%

C22H29N303: 383.22 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 14.31min.; ESI-MS: m/z 805.5 (7) [2M+K"], 789.3 (5)
[2M+Na'], 406.4 (7) [M+Na'], 384.3 (100) [M+H"].

Ausbeute b) 29%
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C22H29N303Z 383.22 g/l’IlOl
HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 15.89min.; ESI-MS: m/z 805.5 (11) [2M+K'], 789.3 (5)
[2M+Na'], 406.4 (6) [M+Na'], 384.3 (100) [M+H].

3-[[(2S)-2-[(4-Fluorphenyllmethyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl)-
phenyl-propionsaure (119)

Ausbeute a) 48%

C23H20FN>O3 : 400.22 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 16.90 min.; ESI-MS: m/z 839.3 (8) [2M+K'], 823.2 (5)
[2M+Na'], 401.2 (100) [M+H'].

Ausbeute b) 48%

C23H20FN>O3 : 400.22 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 17.23 min.; ESI-MS: m/z 839.4 (7) [2M+K'], 823.2 (6)
[2M+Na'], 401.2 (100) [M+H'].

8.5.2.2 Benzyl-Phenylether des Phenylessigsiduren-scaffolds
“ 10 0
R— XX ” OH

Es wurden je 200 mg Fmoc-B-(4-Methyl)-phenyl alanin-Wang-Harz (0.6 mmol/g) in NMP 30
min. gequollen und anschlieend mit zweimal mit 20% Piperidin/NMP behandelt (5 und 15
min.). Nach mehrmaligem Waschen mit NMP wurden 3eq. der jeweiligen 2-[(Tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)oxy]-phenyl-4-methyl-pentansdure mit 3 eq. TBTU, 3 eq. HOBt und 7.8 eq.
DIPEA in moglichst geringem Volumen NMP gelost und iliber Nacht zum Harz gegeben. Das
Harz wurde dreimal mit NMP und anschlieBend achtmal mit Dichlormethan gewaschen.
SchlieBlich wurde das Harz zweimal je 1 h mit p-TsOH (2.5 mg/ml) in Dichlormethan /
MeOH (97:3) behandelt und hinterher fiinfmal mit Dichlormethan gewaschen.
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Das getrocknete Harz wurde in einen 5 mL Glasreaktor mit Septum tiberfiihrt und 1 h mit
THF vorgequollen. Zum Harz wurden bei 0°C 3 eq. des entsprechenden Benzylalkohols und 3
eq. Triphenylphosphin gegeben. Nach 10 min. vorsichtigem Riithren wurden 3 eq. DIAD
dazugegeben und 4 h bei 0°C periodisch geriihrt.

Das Harz wurde danach mit Dichlormethan gewaschen und in 5 ml Spritzen tiberfiihrt.

Es wurde weiterverfahren nach AAV 15 und die HPLC-gereinigten Verbindungen aus
Wasser/tBuOH lyophilisiert.

Ortho-substituierte Derivate:

3-[[[2-[(2-Pyridyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (60)

Ausbeute a) 23%

CsH35N,04: 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 18.48 min.; ESI-MS: m/z 483.2 (13) [M+Na'], 461.2 (100)
[M+H].

Ausbeute b) 24%

CsH35N,04: 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 19.16 min.; ESI-MS: m/z 483.2 (12) [M+Na'], 461.2 (100)
[M+H].

3-[[[2-[(4-Chlorphenyl)methoxy|-phenyl]-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (61)

Ausbeute a) 29%

Cy9H3,CINOy: 493.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 26.34 min.; ESI-MS: m/z 1025.5 (32) [2M+Na'], 1009.2
(37) [2M+Na ], 516.3 (53) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H].

Ausbeute b) 32%

Ca9H3,CINOy: 493.2 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 26.88 min.; ESI-MS: m/z .1025.5 (37) [2M+Na'], 1009.2
(35) [2M+Na '], 986.9 (5) [2M+H'], 516.3 (33) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H'].

3-[[12-[(2,6-Dichlorphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure

Ausbeute a) 32%

Ca9H3;CI,NOy: 527.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 27.00 min.; ESI-MS: m/z 1093.2 (31) [2M+Na'], 1077.2
(28) [2M+Na '], 550.3 (61) [M+Na'], 528.1 (100) [M+H].

3-[[12-[(3-Methoxyphenyl)methoxy]|-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiaure (62)

C30H35NOs: 489.2 g/mol

Ausbeute a) n.b.

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 25.12 min.; ESI-MS: m/z 1017.4 (100) [2M+Na'], 1001.5
(19) [2M+Na '], 528.4 (23) [M+K'], 512.5 (43) [M+Na'], 490.3 (17) [M+H'].

C30H35NOs: 489.2 g/mol

Ausbeute b) n.b.

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 25.52 min.; ESI-MS: m/z 1017.4 (100) [2M+Na'], 1001.3
(24) [2M+Na '], 528.4 (52) [M+K'], 512.5 (82) [M+Na'], 490.4 (16) [M+H].

Meta-substituierte Derivate:
3-[[[3-[(4-Methoxyphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-

phenyl)-propionsiure (64)

C30H35NO5I 489.2 g/mol
Ausbeute a) 17 %
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 22.82 min.; ESI-MS: m/z 1017.4 (37) [2M+Na'], 1001.5
(50) [2M+Na ], 979.1 (13) [2M+H'], 512.4 (14) [M+Na'], 490.3 (100) [M+H].
C30H35NOs: 489.2 g/mol

Ausbeute b) 20%

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 23.79 min.; ESI-MS: m/z 1017.4 (43) [2M+Na'], 1001.2
(43) [2M+Na '], 512.4 (14) [M+Na'], 490.4 (100) [M+H].

3-[[[3-[(2-Pyridylphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsaure (63)

Ausbeute a) 39 %

Ca3H32N204, 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 17.66 min.; ESI-MS: m/z 943.1 (6) [2M+Na'], 483.3 (9)
[M+Na'], 461.2 (100) [M+H"].

Ausbeute b) 34 %

Ca3H32N204, 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 18.91 min.; ESI-MS: m/z 943.1 (4) [2M+Na'], 483.3 (12)
[M+Na'], 461.3 (100) [M+H"].

3-[[[3-[(2,6-Dichlorphenyl)methoxy|-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionséiure (66)

Ausbeute a) 40%

Ca9H3,C1,NO4: 527.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 26.47 min.; ESI-MS: m/z 1093.2 (9) [2M+Na'], 1077.1 (12)
[2M+Na ], 1054.9 (6) [2M+H'], 550.3 (5) [M+Na'], 528.1 (100) [M+H].

Ausbeute b) 42%

Ca9H3,C1oNO4: 527.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 26.47 min.; ESI-MS: m/z 1093.2 (9) [2M+Na'], 1077.1 (11)
[2M+Na ], 1054.9 (6) [2M+H], 550.3 (8) [M+Na'], 528.1 (100) [M+H].
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3-[[[3-[(4-Chlorphenyl)methoxy|-phenyl]-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsaure (65)

Ausbeute a) 28%

Ca9H3,CINO4: 493.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 26.46 min.; ESI-MS: m/z 1025.3 (4) [2M+Na'], 1009.2 (5)
[2M+Na ], 987.0 (13) [2M+H], 516.3 (3) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H].

Ausbeute b) 28%

Ca9H3,CINOy: 493.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 26.80 min.; ESI-MS: m/z .1025.3 (11) [2M+Na"], 1009.1
(13) [2M+Na '], 987.0 (15) [2M+H], 516.3 (2) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H"].

Para-substituierte Derivate:

R = 2-Pyridyl
3-[[[4-[(2-Pyridylphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsaure (67)

Ausbeute a) 25%

Ca3H32N204: 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 17.04 min.; ESI-MS: m/z 499.3 (7) [M+K'], 483.2 (6)
[M+Na'], 461.2 (100) [M+H"].

Ausbeute b) 25%

CasH3:N204: 460.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 18.58 min.; ESI-MS: m/z 499.3 (7) [M+K'], 483.2 (5)
[M+Na'], 461.2 (100) [M+H'].

3-[[[4-[(4-Chlorphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiiure (68)

Ausbeute a) 19%
C29H32CINO4Z 4932 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 26.22 min.; ESI-MS: m/z 1025.5 (3) [2M+Na'], 1009.2 (7)
[2M+Na ], 986.9 (13) [2M+H'], 516.3 (2) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H].

Ausbeute b) 4%

C29H3,CINOy: 493.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 26.50 min.; ESI-MS: m/z .1025.5 (5) [2M+Na"], 1009.2 (8)
[2M+Na ], 986.9 (14) [2M+H], 516.3 (2) [M+Na'], 494.2 (100) [M+H].

3-[[14-[(2,6-Dichlorphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (69)

Ausbeute a) 36%

Ca9H3,C1oNO4: 527.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 26.36 min.; ESI-MS: m/z 1093.2 (4) [2M+Na'], 1077.2 (8)
[2M+Na "], 1054.9 (18) [2M+H'] 566.2 (2) [M+K'], 550.1 (3) [M+Na'], 528.1 (100)
[M+H'].

Ausbeute b) 44%

CaoH31C1,NOy: 527.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 26.75 min.; ESI-MS: m/z 1093.2 (4) [2M+Na'], 1077.2 (6)
[2M+Na "], 1054.9 (16) [2M+H'], 566.2 (2) [M+K'], 550.2 (3) [M+Na'], 528.1 (100)
[M+H].

3-[[[4-[(3-Methoxyphenyl)methoxy]-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (70)

Ausbeute a) 22%

C30H3sNOs: 489.2 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 24.55 min.; ESI-MS: m/z 1017.2 (24) [2M+Na'], 1001.2
(16) [2M+Na ], 979.1 (7) [2M+H"], 528.3 (13) [M+K'], 512.4 (6) [M+Na'], 490.2 (100)
[M+H].

Ausbeute b) 24%

C30H35NOs: 489.2 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 25.12 min.; ESI-MS: m/z 1017.3 (19) [2M+Na'], 1001.4
(17) [2M+Na "], 979.1 (6) [2M+H'], 528.3 (12) [M+K'], 512.4 (10) [M+Na'], 490.2 (100)
[M+H].

8.5.2.3 Aminoessigsiurederivate mit reduzierter Amidbindung

150 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsidure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 17 mit 42a nach AAV 3 und AAV 12 mit verschiedenen

aromatischen Aminosauren, im Anschlu3 an AAV 15 und HPLC-Reinigung:

(@) (@)

3-[[2-[[3-(4-Fluor-phenyl)carbonyl-amino]|-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (44)

Ausbeute: 30%

CaoH33FN,O35: 476.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 21.80 min.; ESI-MS: m/z 991.3 (8) [2M+K'] , 975.2 (5)
[2M+Na'], 953.1 (21) [2M+H"], 499.2 (9) [M+Na'], 477.3 (100) [M+H].
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"H-NMR (500 MHz): § = 0.74-0.82 (m, 6H), 1.10-1.20 (m, 1H), 1.38-1.46 (m, 2H), 2.27 u.
2.29 (2s, 3H), 2.68-2.75 (m, 1H), 2.80-2.97 (m, 2H), 3.00-3.11 (m, 2H), 4.44-4.52 (m, 1H),
6.89-7.40 (m, 8H), 7.61-7.65 (m, 2H), 7.99-8.03 (m, 2H), 10.2 (s, 1H).

3-[[2-[[3-(3-Isochinolyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (45)

Ausbeute: 28%

Cs,H35N3035: 509.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 22.97 min.; ESI-MS: m/z 1057.3 (8) [2M+K'], 1041.4 (3)
[2M+Na'], 1019.1 (3) [2M+H'], 532.2 (5) [M+Na'], 510.2 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.76-0.85 (m, 6H), 1.15-1.23 (m, 1H), 1.38-1.50 (m, 2H), 2.27 u.
2.29 (2s, 3H), 2.73-2.86 (m, 2H), 2.93-3.11 (m, 3H), 4.41-4.53 (m, 1H), 6.92-7.38 (m, 6H),
7.72-7.95 (m, 4H), 8.24 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.70 (s, 1H), 9.47 (m,
1H), 10.69 u. 10.71 (2s, 1H).

3-[[2-[[3-(1-Naphthyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (46)

Ausbeute: 37 %

Cs3H36N,035: 508.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 21.98 min.; ESI-MS: m/z 1055.3 (5) [2M+K ] , 1039.3 (4)
[2M+Na'], 1017.0 (7) [2M+H'], 531.3 (4) [M+Na'], 509.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.75-0.85 (m, 6H), 1.14-1.22 (m, 1H), 1.36-1.48 (m, 2H), 2.27 u.
2,29 (2s, 3H), 2.70-2.76 (m, 1H), 2.78-2.85 (m, 1H), 2.91-2.98 (m, 1H), 3.00-3.09 (m, 2H),
4.41-4.52 (m, 1H), 6.90-7.38 (m, 6H), 7.56-7.76 (m, 6H), 8.00-8.21 (m, 3H), 10.6 (s, 1H).
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3-[[2-[[3-(4-Phenyl-phenyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (47)

Ausbeute: 61%

C35H33N203: 534.29 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 23.57 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (5) [2M+K'], 1091.5 (4)
[2M+Na'], 1069.1(13) [2M+H"], 557.2 (5) [M+Na'], 535.3 (100) [M+H'].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.74-0.84 (m, 6H), 1.13-1.23 (m, 1H), 1.39-1.49 (m, 2H), 2.27 u.
2.29 (2s, 3H), 2.69-2.75 (m, 1H), 2.79-2.88 (m, 1H), 2.91-2.98 (m, 1H), 3.01-3.12 (m, 2H),
4.45-4.53 (m, 1H), 6.88-6.97 (m, 1H), 7.19-7.24 (m, 2H), 7.31-7.38 (m, 3H), 7.40-7.44 (m,
1H), 7.48-7.53 (m, 2H), 7.65-7.70 (m, 2H), 7.75 (d, J =7.8 Hz , 2H), 7.85 (d, ] = 8.2 Hz, 2H),
8.04 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 10.27 (s, 1H).

3-[[2-[[3(2-Phenyl-phenyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiaure (48)

Ausbeute: 80%

Cs5H3sN»03: 534.29 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 22.28 min.; ESI-MS: m/z 535.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.72-0.83 (m, 6H), 1.13-1.23 (m, 1H), 1.35-1.41 (m, 2H), 2.29 u.
2.30 (2s, 3H), 2.62-2.68 (m, 1H), 2.76-2.89 (m, 2H), 2.91-3.08 (m, 2H), 4.41-4.52 (m, 1H),
7.05-7-58 (m, 17H), 10.22 (s, 1H).

150 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsidure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 17 mit 42b nach AAV 3 und AAV 12 mit verschiedenen

aromatischen Aminosauren, im Anschlu3 an AAV 15 und HPLC-Reinigung:
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ZT

OH

3-[[2-[[4-(4-Fluor-phenyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (49)

Ausbeute: 60%

C2oH33FN2035: 476.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 21.80 min.; ESI-MS: m/z 991.3 (10) [2M+K'] , 975.3 (6)
[2M+Na'], 953.1 (8) [2M+H'], 499.3 (9) [M+Na'], 477.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.73-0.80 (m, 6H), 1.08-1.13 (m, 1H), 1.21-1.23 (m, 1H), 1.32-1.47
(m, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.72-2.28 (m, 1H), 2.83-2.96 (m, 2H), 3.02-3.12 (m, 2H), 4.48-4.56 (m,
1H), 7.14 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.20-7.26 (m, 2H), 7.32-7.39 (m, 4H),
7.69-7.72 (m, 2H), 8.00-8.02 (m, 2H), 10.25 (s, 1H).

3-[[2-[[4-(3-Isochinolyl)carbonyl-amino]|-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsiure (50)

Ausbeute: 89 %

Cs2H3sN305: 509.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 21.97 und 22.2 min.; ESI-MS: m/z 1057.4 (8) [2M+K'] ,
1041.4 (3) [2M+Na'], 1019.3 (10) [2M+H"], 532.3 (23) [M+Na'], 510.3 (100) [M+H].
"H-NMR (500 MHz): § = 0.74-0.81 (m, 6H), 1.09-1.18 (m, 1H), 1.32-1.40 (m, 1H), 1.42-1.49
(m, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.74-2.82 (m, 1H), 2.86-3.00 (m, 2H), 3.05-3.16 (m, 2H), 4.49-4.59 (m,
1H), 7.17-7.26 (m, 4H), 7.34-7.38 (m, 2H), 7.83-7.87 (m, 1H), 7.89-7.94 (m, 3H), 8.24 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.69 (s, 1H), 9.47 (s, 1H), 10.77 (s, 1H).
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3-[[2-[[4-(1-Naphthyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propionsaure (51)

Ausbeute: 84%

Cs3H36N2035: 508.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 22.17 min.; ESI-MS: m/z 1055.3 (8) [2M+K ], 1039.5 (5)
(2M+Na'], 1017.2 (21) [2M+H'], 531.2 (9) [M+Na'], 509.3 (100) [M+H'].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.75-0.83 (m, 6H), 1.12-1.19 (m, 1H), 1.21-1.24 (m, 1H), 1.33-1.40
(m, 1H), 1.42-1.49 (m, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.68-2.76 (m, 1H), 2.77-2.84 (m, 1H), 2.85-2.94 (m,
1H), 2.97-3.08 (m, 2H), 4.42-4.51 (m, 1H), 7.15-7.25 (m, 4H), 7.32-7.36 (m, 2H), 7.57-7.62
(m, 3H), 7.70-7.76 (m, 3H), 8.00-8.03 (m, 1H), 8.07 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.13-8.16 (m, 1H),
10.56 (s, 1H).

3-[[2-[[4-(4-Phenyl-phenyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsaure (52)

Ausbeute: 64%

Cs5H3sN»03: 534.29 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 23.58 min.; ESI-MS: m/z 1107.4 (8) [2M+K ] , 1091.4 (5)
(2M+Na'], 1069.2 (20) [2M+H'], 557.3 (11) [M+Na'], 535.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.74-0.81 (m, 6H), 1.12-1.19 (m, 1H), 1.32-1.48 (m, 2H), 2.30 (s,
3H), 2.65-2.73 (m, 2H), 2.83-2.95 (m, 3H), 4.28-4.41 (m, 1H), 7.12-7.23 (m, 4H), 7.27-7.32
(m, 2H), 7.41-7.44 (m, 1H), 7.49-7.53 (m, 2H), 7.72-7.76 (m, 4H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
8.03 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 10.27 (s, 1H).

3-[[2-[[4-(2-Phenyl-phenyl)carbonyl-amino]-phenyl]-4-methyl-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsaure (53)

Ausbeute: 69%

Cs5H3sN»03: 534.29 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.23 min.; ESI-MS: m/z 1107.4 (6) [2M+K ] , 1091.4 (5)
(2M+Na'], 1069.2 (5) [2M+H'], 557.3 (19) [M+Na'], 535.3 (100) [M+H"].
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"H-NMR (500 MHz): & = 0.71-0.78 (m, 6H), 1.03-1.11 (m, 1H), 1.28-1.35 (m, 1H), 1.37-1.42
(m, 1H), 2.30 (s, 3H), 2.68-2.74 (m, 1H), 2.82-2.90 (m, 2H), 3.00-3.11 (m, 2H), 4.45-4.58 (m,
1H), 7.05 u. 7.09 (2d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.21-7.25 (m, 2H), 7.28-7.39 (m, SH), 7.42-7.58 (m,
8H), 10.26 (s, 1H).

8.5.24 Bibliothek des Phenylessigsidure-scaffolds

120 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit 27b , AAV 11 und AAV 12 mit verschiedenen aromatischen
Carbonséduren nach AAV 15 und HPLC-Reinigung:

3-[[2-[(4-Phenylcarbonyl-amino)-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-

propionsiure (28)

Ausbeute a) 33%

CasH30N>04, 458.22 g/mol

HPLC (10-100 % in 30 min.) R, = 19.74 min.; ESI-MS: m/z 955.2 (15) [2M+K '], 939.2 (16)
[2M+Na'], 917.2 (35) [2M+H'], 497.3 (13) [M+K'], 481.4 (19) [M+Na'], 459.3 (100)
[M+H"].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.86 u.0.89 (2d, J = 5.8 Hz, 6H), 1.39-1.45 (m, 2H), 1.82-1.88 (m,
1H), 2.64 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 3.55-3.60 (m, 1H), 5.14-5.20 (m, 1H), 7.12-7.17 (m, 3H), 7.18-
7.25 (m, 4H), 7.48-7.53 (m, 2H), 7.55-7.59 (m, 1H), 7.62 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.92 (d, ] = 7.9
Hz, 2H), 8.53 (d, ] = 8.3Hz, 1H), 10.12 (s, 1H), 12.25 (bs, 1H).

Ausbeute b) 30%

Ca3H30N204, 458.22 g/mol

HPLC (10-100 % in 30 min.) R; = 20.46 min.; ESI-MS: m/z 955.2 (8) [2M+K'] , 939.2 (6)
[2M+Na'], 917.2 (10) [2M+H'], 497.4 (23) [M+K'], 481.5 (28) [M+Na'], 459.3 (100)
[M+H].
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3-[[2-[4-(3-Isochinolinyl-carbonyl)-amino]-phenyl-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsiure (29)

Ausbeute a) 40%

Cs31H31N304; 509.23 g/mol

HPLC (10-100 % in 30 min.) Ry = 22.12 min.; ESI-MS: m/z 1057.2 (2) [2M+K ], 1041.2 (1)
[2M+Na'], 1019.1 (10) [2M+H'], 548.4 (5) [M+K'], 532.4 (5) [M+Na'], 510.3 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz): 0.88 u.0.90 (2d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.40-1.48 (m, 2H), 1.82-1.92 (m, 1H),
2.61-2.68 (m, H), 3.57-3.63 (m, 1H), 5.14-5.20 (m, 1H), 7.12-7.23 (m, 5H), 7.26 (d, ] = 8.5
Hz, 2H), 7.78-7.86 (m, 3H), 7.88-7.92 (m, 1H), 8.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.29 (d, ] = 8.1 Hz,
2H), 8.6 (bs, 1H), 8.68 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 10.66 (s, 1H), 12.30 (bs, 1H).

Ausbeute b) 43%

C31H31N304; 509.23 g/mol

HPLC (10-100 % in 30 min.) R, = 22.61 min.; ESI-MS: m/z 1057.2 (2) [2M+K ], 1041.2 (2)
[2M+Na'], 1019.1 (17) [2M+H'], 548.4 (7) [M+K'], 532.4 (7) [M+Na'], 510.3 (100)
[M+H"].

3-[[[2-(4-(4-Phenyl)-phenyl-carbonyl)-amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (31)

Ausbeute a) 12%

C34H34N204; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.25 min.; ESI-MS: m/z 1107.2 (3) [2M+K'], 1091.1 (5)
[2M+Na'], 1069.2 (64) [2M+H'], 573.4 (8) [M+K'], 557.4 (12) [M+Na'], 535.3 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.87 u.0.90 (2d, J = 5.6 Hz, 6H), 1.40-1.48 (m, 2H), 1.81-1.90 (m,
1H), 2.61-2.67 (m, 2H), 3.56-3.61 (m, 1H), 5.14-5.20 (m, 1H), 7.12-7.29 (m, 7H), 7.40-7.43
(m, 1H), 7.48-7.52 (m, 2H), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.82 (d, T = 7.5
Hz, 2H), 8.03 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 8.57 (bs, 1H), 10.20 (s, 1H), 12.28 (bs, 1H).

Ausbeute b) 22%
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C34H34N204; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.68 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (7) [2M+K'], 1091.1 (11)
[2M+Na'], 1069.2 (70) [2M+H'], 573.4 (14) [M+K'], 557.4 (19) [M+Na'], 535.3 (100)
[M+H'].

3-[[[2-(4-(1-Naphthyl)-carbonyl)-amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (30)

Ausbeute a) 30%

C32H35N,04; 508.24 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.32 min.; ESI-MS: m/z 1055.3 (26) [2M+K'] , 1039.2
(26) [2M+Na'], 1017.2 (73) [2M+H], 547.4 (8) [M+K'], 531.4 (30) [M+Na'], 509.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.87 u. 0.90 (2d, J = 6.1 Hz, 6H)), 1.41-1.48 (m, 2H),
1.83-1.88 (m, 1H), 2.65 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.57-3.61 (m, 1H), 5.13-5.21 (m, 1H), 7.13-7.27
(m, 7H), 7.55-7.60 (m, 3H), 7.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 6.9 Hz), 7.99-8.02 (m, 1H),
8.06 (d, J = 8.25 Hz, 1H), 8.14-8.16 (m, 1H), 8.56 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 10.47 (s, 1H), 12.27
(bs, 1H).

Ausbeute b) 30%

Cs2H3:N,04; 508.24 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.21 min.; ESI-MS: m/z 1055.4 (49) [2M+K'] , 1039.2
(54) [2M+Na'], 1017.1 (92) [2M+H'], 547.3 (10) [M+K'], 531.4 (45) [M+Na'], 509.2 (100)
[M+H].

3-[[[2-(4-(2-Phenyl)-phenyl-carbonyl)-amino|-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsiure (32)

Ausbeute a) 44%

C34H34N,04; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.80 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (34) [2M+K'] , 1091.3
(25) [2M+Na'], 1069.1 (29) [2M+H], 573.4 (47) [M+K], 557.4 (47) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz): 5 = 0.84 u. 0.87 (2d, J = 6.0 Hz, 6H), 1.36-1.43 (m, 2H), 1.78-1.84 (m,
1H), 2.63 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 3.51-3.56 (m, 1H), 5.12-5.18 (m, 1H), 7.11-7.19 (m, 7H), 7.27-
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7.30 (m, 1H), 7.33-7.37 (m, 4H), 7.40-7.47 (m, 4H), 7.52-7.55 (m, 2H), 8.49 (d, ] = 8.4 Hz,
1H), 10.14 (s, 1H), 12.25 (bs, 1H).

Ausbeute b) 28%

C34H34N,04; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.59 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (39) [2M+K'] , 1091.2
(39) [2M+Na'], 1069.1 (20) [2M+H"], 573.4 (62) [M+K ], 557.4 (83) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].

3-[[[2-(4-(4-Benzoyl)-phenyl-carbonyl)- amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (33)

Ausbeute a) 60%

C35H34N205; 562.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.80 min.; ESI-MS: m/z 1163.3 (14) [2M+K], 1147.1
(18) [2M+Na'], 1125.1 (52) [2M+H'], 601.3 (16) [M+K '], 585.4 (15)[M+Na'], 563.2 (100)
[M+H'].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.87 u. 0.89 (2d, J = 5.8 Hz, 6H), 1.40-1.47 (m 2H), 1.82-1.89 (m
1H), 2.65 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.57-3.62 (m, 1H), 5.13-5.21 (m, 1H), 7.12-7.28 (m, 7H), 7.57-
7.61 (m, 2H), 7.64 (d, J = 8.52 Hz, 2H), 7.69-7.73 (m, 1H), 7.76 (d, ] = 7.7 Hz, 2H), 7.84 (d, J
= 8.24 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 8.25 Hz, 2H), 8.54 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.27 (bs,
1H).

Ausbeute b) 30%

C35H34N,0s; 562.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.41 min.; ESI-MS: m/z 1163.3 (13) [2M+K], 1147.1
(15) [2M+Na'], 1125.1 (59) [2M+H], 601.3 (11) [M+K"], 585.4 (10)[M+Na'], 563.2 (100)
[M+H].

120 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit 27a , AAV 11 und AAV 12 mit verschiedenen aromatischen
Carbonséduren nach AAV 15 und HPLC-Reinigung:
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3-[[2-[(3-(4-Fluor-phenylcarbonyl-amino)-phenyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsiaure (34)

Ausbeute a) 35 %

CasH29FN,O4, 476.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R = 22.42 min.; ESI-MS: m/z 991.3 (40) [2M+K] , 975.2 (36)
[2M+Na'], 953.1 (41) [2M+H'], 515.3 (7) [M+K'], 499.3 (27) [M+Na'], 477.2 (100)
[M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.87 u. 0.90 (2d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.40-1.48 (m, 2H),
1.85-1.92 (m, 1H), 2.63 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.58-3.63 (m, 1H), 7.03 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.11-
7.22 (m, 6H), 7.34 (t, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 8.00-8.03 (m,
2H), 8.60 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 10.2 (s, 1H), 12.3 (bs, 1H).

Ausbeute b) 35%

CasH29FN,04, 476.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.12 min.; ESI-MS: m/z 991.3 (60) [2M+K '], 975.2 (42)
[2M+Na'], 953.1 (28) [2M+H'], 515.3 (17) [M+K'], 499.4 (40) [M+Na'], 477.2 (100)
[M+H].

3-[[2-[3-(3-Isochinolinyl-carbonyl)-amino|-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (35)

Ausbeute a) 42%

C31H31N304; 509.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.50 min.; ESI-MS: m/z 1057.3 (6) [2M+K ], 1041.2 (7)
[2M+Na'], 1019.1 (27) [2M+H"], 548.3 (4) [M+K'], 532.3 (10) [M+Na'], 510.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.90 u. 0.92 (2d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.45-1.52 (m, 2H),
1.87-1.92 (m, 1H), 2.64 (d, ] = 7.6 Hz, 2H), 3.60-3.64 (m, 1H), 7.05 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.09-
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7.13 (m, 1H), 7.16-7.20 (m, 4H), 7.22-7.26 (m, 1H), 7.76 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 7.82-7.93 (m,
3H), 8.24 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.56-8.64 (m, 1H), 8.68 (s, 1H), 9.45
(s, 1H), 10.6 (s, 1H), 12.3 (bs, 1H).

Ausbeute b) 45%

C31H31N304; 509.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 25.04 min.; ESI-MS: m/z 1057.3 (11) [2M+K ], 1041.3 (9)
[2M+Na'], 1019.1 (48) [2M+H'], 548.3 (4) [M+K'], 532.4 (10) [M+Na'], 510.2 (100)
[M+H'].

3-[[[2-(3-(1-Naphthyl)-carbonyl)-amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (36)

Ausbeute a) 58%

C32H35N,04; 508.24 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.69 min.; ESI-MS: m/z 1055.3 (26) [2M+K] , 1039.2
(26) [2M+Na'], 1017.2 (73) [2M+H"], 547.4 (8) [M+K'], 531.4 (30) [M+Na'], 509.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 0.88 u. 0.91 (2d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.40-1.49 (m, 2H),
1.86-1.93 (m, 1H), 2.65 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 3.60-3.65 (m, 1H), 5.16-5.21 (m, 1H), 7.06 (d, ] =
7.9 Hz, 1H), 7.13-7.25 (m, 6H), 7.55-7.64 (m, 4H), 7.71 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H),
7.98-8.02 (m, 1H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.14-8.17 (m, 1H), 8.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 10.5
(s, 1H), 12.2 (bs, 1H).

Ausbeute b) 40%

C3,H35N,04; 508.24 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.43 min.; ESI-MS: m/z 1055.4 (49) [2M+K'] , 1039.2
(54) [2M+Na'], 1017.1 (92) [2M+H"], 547.3 (10) [M+K ], 531.4 (45) [M+Na'], 509.2 (100)
[M+H"].

3-[[12-(3-(4-Phenyl)-phenyl-carbonyl)-amino]|-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-

phenyl-propionsaure (37)

Ausbeute a) 29%
C34H34N204; 534.25 g/mol
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HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 23.66 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (20) [2M+K] , 1091.2
(22) [2M+Na'], 1069.1 (59) [2M+H"], 573.3 (8) [M+K'], 557.4 (27) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.88 u.0.91 (2d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.42-1.48 (m, 2H), 1.88-1.92 (m,
1H), 2.65 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 3.59-3.63 (m, 1H), 5.16-5.21 (m, 1H), 7.04 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.11-7.23 (m, 6H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.73-7.77 (m, 3H), 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
10.2 (s, 1H), 12.3 (bs, 1H).

Ausbeute b) 43%

C34H34N,04; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.11 min.; ESI-MS: m/z 1107.4 (29) [2M+K'] , 1091.2
(38) [2M+Na'], 1069.2 (88) [2M+H"], 573.3 (10) [M+K ], 557.4 (35) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].

3-[[[2-(3-(2-Phenyl)-phenyl-carbonyl)-amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsiure (38)

Ausbeute a) 31%

C34H34N,04; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.61 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (15) [2M+K'], 1091.2 (19)
[2M+Na'], 1069.2 (68) [2M+H'], 573.4 (16) [M+K'], 557.4 (17) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.85 u.0.87 (2d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.35-1.42 (m, 2H), 1.77-1.84 (m,
1H), 2.58 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 3.50-3.56 (m, 1H), 5.08-5.14 (m, 1H), 7.10-7.19 (m, 5H), 7.26-
7.38 (m, 5H), 7.41-7.48 (m, 4H), 7.52-7.57 (m, 2H), 8.55-8.67 (bs, 1H), 10.1 (s, 1H), 12.3 (bs,
1H).

Ausbeute b) 24%

C34H34N,04; 534.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.35 min.; ESI-MS: m/z 1107.3 (23) [2M+K'], 1091.2 (26)
[2M+Na'], 1069.2 (93) [2M+H'], 573.4 (16) [M+K'], 557.4 (20) [M+Na'], 535.2 (100)
[M+H].
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3-[[12-(3-(4-Benzoyl)-phenyl-carbonyl)- amino]-phenyl-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsaure (39)

Ausbeute a) 41 %

C35H34N,0s; 562.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.53 min.; ESI-MS: m/z 1163.3 (14) [2M+K'], 1147.1
(18) [2M+Na'], 1125.1 (52) [2M+H'], 601.3 (16) [M+K '], 585.4 (15)[M+Na'], 563.2 (100)
[M+H'].

"H-NMR (500 MHz): & = 0.88 u.0.91 (2d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.41-1.48 (m, 2H), 1.86-1.93 (m,
1H), 2.65 (d, T = 7.5 Hz, 2H), 3.60-3.64 (m, 1H), 5.16-5.21 (m, 1H), 7.05 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.11-7.24 (m 6H), 7.59 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.69-7.78 (m, 4H), 7.84
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.08 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 8.59 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 10.4 (s, 1H), 12.3 (bs,
1H).

Ausbeute b) 41%

C35H34N,0s; 562.25 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 25.23 min.; ESI-MS: m/z 1163.3 (13) [2M+K], 1147.1
(15) [2M+Na'], 1125.1 (59) [2M+H], 601.3 (11) [M+K"], 585.4 (10)[M+Na'], 563.2 (100)
[M+H"].

8.5.2.5 Harnstoff-Derivate des Dipeptids Leu-pPhe

100 mg Fmoc-3-(Methyl-phenyl)-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 12 mit Fmoc-L-Leu-OH , AAV 11 und AAV 19 mit verschiedenen
Isocyanaten nach AAV 15 und HPLC-Reinigung:
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3-[12-[[[(2-Naphthyl)amino]-carbonyl]-amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (20)

Ausbeute a) 10%

C17H31N,04; 461.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 22.87 min.; ESI-MS: m/z 961.4 (13) [2M+K'], 945.2 (24)
[2M+Na'], 923.1 (72) [2M+H'], 484.3 (10)[M+Na'], 462.2 (100) [M+H].

Ausbeute b) 20%

Ca7H31N,04; 461.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.32 min.; ESI-MS: m/z 961.3 (9) [2M+K ], 945.2 (18)
[2M+Na'], 923.2 (100) [2M+H ], 484.3 (4)[M+Na'], 462.2 (96) [M+H].

3-[[2-[[[(1-Naphthyl)amino]-carbonyl]-amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-
methyl-phenyl)-propionsiure (21)

(nicht sauber trennbar, angereicherte Fraktionen)

Ausbeute a) 30%

Cy7H31N,04; 461.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 22.07 min.; ESI-MS: m/z 961.4 (41) [2M+K'], 945.3 (42)
[2M+Na'], 923.2 (31) [2M+H"], 484.4 (14) [M+Na'], 462.2 (100) [M+H].

Ausbeute b) 28%

Cy7H31N,04; 461.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 22.31 min.; ESI-MS: m/z 961.3 (13) [2M+K'], 945.2 (42)
[2M+Na'], 923.2 (64) [2M+H'], 484.3 (11) [M+Na'], 462.2 (100) [M+H].

8.5.2.6 Ketomethylen-Surrogate des Dipeptids Leu-pPhe

100 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsédure-TCP-Harz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit 4 bzw. 5, AAV 16 und HPLC-Reinigung:
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3-[[[2-(1-Naphthyl)-2-oxo0-ethyl]-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
(M

Ausbeute a)15%

Cy7H29NOy4; 431.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.64 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (63) [2M+K ], 885.2 (49)
[2M+Na'], 454.3 (13) [M+Na'], 432.1 (100) [M+H].

Ausbeute b) 18%

Cy7H29NOy4; 431.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 25.02 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (87) [2M+K '], 885.2 (32)
[2M+Na'], 454.4 (12) [M+Na'], 432.1 (100) [M+H"].

3-[[[2-(2-Naphthyl)-2-oxo0-ethyl]-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
(6)

Ausbeute a) 27 %

Cy7H29NOy4; 431.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.54 min.; ESI-MS: m/z 901.4 (41) [2M+K'], 885.3 (21)
[2M+Na'], 454.4 (17) [M+Na'], 432.2 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz): § = 0.85 u. 0.92 (2d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.21-1.27 (m, 1H), 1.49-1.66 (m,
2H), 2.64 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.96-3.00 (m, 1H), 3.05-3.12 (m, 1H), 33.34-3.40 (m, 1H),
5.16-5.19 (m, 1H), 7.14-7.31 (m, 5H), 7.58-7.67 (m, 2H), 7.90-7.98 (m, 3H), 8.10 (d, J =,
1H), 8.47 (bs, 1H), 8.62 (s, 1H), 12.2 (bs, 1H).

Ausbeute b) 20%

Cy7H29NOy4; 431.21 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R = 24.03 min.; ESI-MS: m/z 901.3 (65) [2M+K'], 885.3 (40)
[2M+Na'], 454.4 (32) [M+Na'], 432.3 (100) [M+H].
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200 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsdure-TCP-Harz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit 4 bzw. 5, AAV 16 und HPLC-Reinigung:

3-[[[2-(2-Naphthyl)-2-oxo0-ethyl]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl)-phenyl-

propionsiure

Ausbeute a) 24 %

CasH31NO4; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.80 min.; ESI-MS: m/z 929.4 (34) [2M+K ], 913.2 (34)
[2M+Na'], 891.0 (4) [2M+H'], 468.3 (3) [M+Na'], 446.2 (100) [M+H'].

Ausbeute b) 26 %

CasH31NO4; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 25.24 min.; ESI-MS: m/z 929.4 (45) [2M+K ], 913.2 (55)
[2M+Na'], 891.0 (4) [2M+H'], 468.3 (14) [M+Na'], 446.2 (100) [M+H'].

3-[[[2-(1-Naphthyl)-2-oxo-ethyl]-4-methyl-1-o0xo-pentyl]-amino]-3-(4-methyl)-phenyl-

propionsiure

Ausbeute a) 18%

CasH31NOy4; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.36 min.; ESI-MS: m/z 929.4 (32) [2M+K'], 913.2 (41)
[2M+Na'], 891.0 (7) [2M+H"], 468.3 (9) [M+Na'], 446.1 (100) [M+H].

Ausbeute b) 12 %

CasH31NOy4; 445.23 g/mol
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HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 24.91 min.; ESI-MS: m/z 929.3 (40) [2M+K ], 913.2 (51)
[2M+Na'], 891.0 (7) [2M+H'], 468.4 (10) [M+Na'], 446.2 (100) [M+H'].

8.5.2.7 N-Acyl-Derivate des Dipeptids Leu-pPhe

200 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsdure-TCP-Harz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit Fmoc-L-Leu-OH , AAV 11, AAV 12 mit a- bzw. - Naphthoeséure ,
AAYV 16 und HPLC-Reinigung:

3-[[(2S)-2-[(1-Naphthoyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl)-phenyl-

propionsiure (17)

Ausbeute a) 37%

Cy7H30N,04; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 22.09 min.; ESI-MS: m/z 931.4 (49) [2M+K'], 915.2 (96)
[2M+Na'], 893.2 (68) [2M+H'], 469.4 (17) [M+Na'], 447.1 (100) [M+H].

Ausbeute b) 45%

Cy7H30N,04; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 22.60 min.; ESI-MS: m/z 931.4 (49) [2M+K'], 915.2 (96)
[2M+Na'], 893.2 (68) [2M+H'], 469.4 (18) [M+Na'], 447.1 (100) [M+H].

3-[[(2S)-2-[(2-Naphthoyl)amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]amino]-3-(4-methyl-phenyl)-

propionsiure (18)
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Ausbeute a) 30%

Cy7H30N,04; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 22.70 min.; ESI-MS: m/z 931.3 (39) [2M+K'], 915.1 (48)
[2M+Na'], 893.1 (53) [2M+H'], 469.3 (17) [M+Na'], 447.1 (100) [M+H].

Ausbeute b) 45%

Cy7H30N,04; 445.23 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.03 min.; ESI-MS: m/z 931.4 (60) [2M+K'], 915.2 (92)
[2M+Na'], 893.2 (50) [2M+H"], 469.3 (19) [M+Na'], 447.2 (100) [M+H].

8.5.2.8 Sulfonamid-Derivate des Dipeptids Leu-Phe

150 mg Fmoc-3-(Methyl-phenyl)-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 12 mit Fmoc-L-Leu-OH , AAV 11 und AAV 18 mit 1- bzw. 2-
Naphthylsulfonséurechlorid nach AAV 15 und HPLC-Reinigung:

3-[[(285)-4-Methyl-[[(1-naphthyl)sulfonyl]amino]-1-0xo-pentyl]amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propansiure (19)

Ausbeute a) 55%

Ca6H30N205S; 482.19 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 22.53 min.; ESI-MS: m/z 1003.3 (56) [2M+K'], 987.1 (82)
[2M+Na'], 965.0 (48) [2M+H'], 505.3(11) [M+Na'], 483.1 (100) [M+H'].

Ausbeute b) 30%

Ca6H30N205S; 482.19 g/mol
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HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 22.97 min.; ESI-MS: m/z 1003.3 (51) [2M+K'], 987.1 (93)
[2M+Na'], 965.0 (72) [2M+H'], 505.4 (15) [M+Na'], 483.1 (100) [M+H'].

3-[[(28)-4-Methyl-[[(2-naphthyl)sulfonyl]amino]-1-0xo-pentyl]amino]-3-(4-methyl-
phenyl)-propansiure (18)

Ausbeute a) 39%

Ca6H30N,05S; 482.19 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 21.78 min.; ESI-MS: m/z 1003.2 (14) [2M+K'], 987.1 (62)
[2M+Na'], 965.0 (61) [2M+H"], 505.3(10) [M+Na'], 483.1 (100) [M+H"].

Ausbeute b) 30 %

Ca6H30N,05S; 482.19 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 22.21 min.; ESI-MS: m/z 1003.3 (15) [2M+K'], 987.1 (63)
[2M+Na'], 964.9 (57) [2M+H'], 505.3 (12) [M+Na'], 483.1 (100) [M+H'].

8.5.2.9 Heterocyclische a-4 Antagonisten mit Thiazol-scaffold

200 mg Fmoc-3-Phenyl-3-aminopropionsdure-TCP-Harz (approx. 0.6 mmol/g) ergab nach
AAV 11, AAV 12 mit 95 f-j , AAV 16 und HPLC-Reinigung:

@) 0]
N STON OH
\ S H
HN>/
=0
R

3-[[[2-(Benzoyl-amino)-4-[(2-methyl)-ethyl]-5-thiazolyl]|carbonyl]amino]-3-phenyl-

propansiure (96a)

Ausbeute: 80%
C23H22FN304S; 455.13 g/mol
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HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.23 min.; ESI-MS: m/z 949.1 (39) [2M+K ], 932.9 (27)
[2M+Na'], 911.0 (21) [2M+H'], 478.2 (11) [M+Na'], 456.1(100) [M+H"].

3-[[[2-(2-Naphthoyl-amino)-4-[(2-methyl)-ethyl]-5-thiazolyl]carbonyl]amino]-3-phenyl-
propansiure (96b)

Ausbeute: 65 %

Cy7H25N304S; 487.16 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 25.24 min.; ESI-MS: m/z 1013.1 (7) [2M+K"], 997.0 (8)
[2M+Na'], 975.0 (32) [2M+H"], 510.3 (10) [M+Na'], 488.2 (100) [M+H"].

3-[[[2-(1-Naphthoyl-amino)-4-[(2-methyl)-ethyl]-5-thiazolyl]carbonyl]amino]-3-phenyl-

propansiure (96¢)

Ausbeute : 89%

C27H25N304S; 487.16 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 25.77 min.; ESI-MS: m/z 1013.1 (12) [2M+K'], 997.0 (17)
[2M+Na'], 974.9 (18) [2M+H'], 510.2 (12) [M+Na'], 488.2 (100) [M+H].

3-[[[2-((2-Phenyl-phenyl)-amino)-4-[(2-methyl)-ethyl]-5-thiazolyl]carbonyl]amino]-3-
phenyl-propansiure (96d)

Ausbeute: 84%

C2oH27N304S; 513.17 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 23.96 min.; ESI-MS: m/z 1065.1 (10) [2M+K'], 1049.1 (8)
[2M+Na'], 1026.9 (3) [2M+H'], 536.2 (10) [M+Na'], 514.2 (100) [M+H"].
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8.5.2.10 Weitere a4-Antagonisten

3-[2-[(Isochinolin-3-carbonyl)-amino]-4-methyl-pentylamino]-3-(4-methylphenyl)-
propionséure (126)

350 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 17 mit Fmoc-L-Leu-H, AAV 11 und AAV 12 mit Isochinolin-3-
carbonsiure, im AnschluB an AAV 15 und HPLC-Reinigung:

Ausbeute: 7%

Ca6H31N303, 433.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 19.42 min.; ESI-MS: m/z 905.4 (13) [2M+K'], 889.2 (31)
(2M+Na'], 456.2 (14) [M+Na'], 434.2 (100) [M+H"].

Ausbeute: 28%

Ca6H31N303, 433.24 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 19.45 + 19.61min (Diastereomerengemisch)

3-12-[((S)-1,2,3,4-Tetrahydro-isochinolin-3-carbonyl)-amino|-4-methyl-pentylamino]-3-
(4-methylphenyl)-propionsiure (127)

150 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 17 mit Fmoc-L-Leu-H, AAV 11 und AAV 12 mit Fmoc-Tic-OH
und AAV 11 im Anschluf3 an AAV 15 und HPLC-Reinigung:

Ausbeute: 55%

C16H35N303, 437.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 14.68 min.; ESI-MS: m/z 913.4 (13) [2M+K'], 897.3 (14)
[2M+Na'], 875.1 (4) [2M+H'], 460.3 (6) [M+Na'], 438.3 (100) [M+H'].
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3-[2-[((R)-1,2,3,4-Tetrahydro-isochinolin-3-carbonyl)-amino]-4-methyl-pentylamino]-3-
(4-methylphenyl)-propionsiure (128)

150 mg Fmoc-3-(4-Methyl-phenyl)-3-aminopropionsdure-Wangharz (approx. 0.6 mmol/g)
ergab nach AAV 11, AAV 17 mit Fmoc-L-Leu-H, AAV 11 und AAV 12 mit Fmoc-D-Tic-
OH und AAV 11 im Anschlufl an AAV 15 und HPLC-Reinigung:

Ausbeute a): 26%

Ca6H35N303, 437.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 15.48 min.; ESI-MS: m/z 913.4 (15) [2M+K'] , 897.3 (13)
[2M+Na'], 875.2 (4) [2M+H'], 460.3 (6) [M+Na'], 438.3 (100) [M+H].

Ausbeute b): 27%

Ca6H35N303, 437.27 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min.) R; = 15.62 min.; ESI-MS: m/z 913.4 (17) [2M+K'] , 897.3 (11)
[2M+Na'], 875.2 (4) [2M+H'], 460.3 (7) [M+Na'], 438.3 (100) [M+H].

Die folgenden Verbindungen wurden an mit N-Fmoc-3-amino-3-phenyl-propionsiure
belegtem Wang-Harz (Belegung: 0.6 mmol/g) durchgefiihrt. Nach AAV 11 und der Reaktion
mit Fmoc-Leu-H nach AVV 17 wurden die bei den einzelnen Verbindungen beschriebenen
Reaktionsschritte durchgefiihrt. AnschlieBend wurde nach AVV 11 die Isochinolin-3-
carbonsdure nach AVV 12 geekuppelt. Nach AVV 15 und HPLC-Reinigung wurden folgende

Verbindungen erhalten.
3-[2-[(Isochinolin-3-carbonyl)-amino]-4-methyl-pentyl-methyl-amino]-3-phenyl-
propionsiure (122)

Das Harz mit dem immobilisierten sekundidren Amin wurde 1 h in DMF gequollen und
anschlieend mit 23.0 pL (6 eq.) Methyliodid und 79.6 puL (7.8 eq.) DIPEA iiber Nacht bei

40°C geschiittelt. Anschliefend wurde das Harz dreimal gewaschen.

C26H31N3O3; 43324
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Ausbeute: 77%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 19.14 min.; ESI-MS: m/z 905.4 (2) [2M+K'], 889.2 (3)
[2M+Na'], 465.2 (4) [M+Na'], 434.3 (100) [M+H'].

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.94-0.97 (m, 6H), 1.32-1.42 (m, 1H), 1.68-1.79 (m, 2H),
2.89-3.28 (m, 2H), 2.92 (s, 1.5H), 3.02 (s, 1.5H), 3.35-3.54 (m, 2H), 4.61-4.73 (m, 1H), 4.91-
5.02 (m, 1H), 7.49-7.56 (m, 5H), 7.80-7.84 (m, 1H), 7.86-7.91 (m, 1H), 8.12 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 8.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.60 (s, 1H), 9.33 (s, 1H).

3-[2-[(Isochinolin-3-carbonyl)-amino]-4-methyl-pentyl-(2-propinyl)-amino]-3-phenyl-
propionsiure (123)

Das Harz mit dem immobilisiertem sekundiren Amin wurde 1 h in DMF gequollen und
anschlieBend mit 90.0 pL (10 eq.) einer 80%igen Losung von Propargylbromid in Toluol und
132 uL (13 eq.) DIPEA iiber Nacht bei 70°C geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz

dreimal gewaschen.

CasH31N303; 457.24
Ausbeute: 80%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 20.54 min.; ESI-MS: m/z 953.4 (10) [2M+K'], 480.2 (10)
[M+Na'], 458.2 (100) [M+H"].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.83-0.89 (m, 6H), 1.21-1.30 (m, 0.5 H), 1.37-1.45 (m,
0.5H), 1.52-1.60 (m, 2H), 2.68-2.92 (m, 2H), 2.95-3.11 (m, 2H), 4.23-4.51 (m, 2H), 7.23-7-39
(m, 5H), 7.78-7.83 (m, 1H), 7.86-7.90 (m, 1H), 8.17-8.21 (m, 1H), 8.24-8.28 (m, 1H), 8.28-8-
33 (m, 1H), 8.56 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 8.59-8.72 (m, 1H), 9.38 u. 9.41 (2s, 1H).

3-[2-[(Isochinolin-3-carbonyl)-amino|-4-methyl-pentyl-amino]-3-phenyl-propionsiure

(124)

Das Harz mit dem immobilisiertem sekundéren Amin wurde 1 h in Dichlormethan gequollen
und anschlieBend mit 52.3 g (4 eq.) Di-t-butyl-dicarbonat und 53.1 pL. (5.2 eq.) DIPEA 2 h
bei Raumtemp. Dbehandelt. AnschlieBend wurde das Harz dreimal mit Dichlormethan

gewaschen.
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Ca5H29N303; 419.22 g/mol

Ausbeute: 40%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 18.66 min.; ESI-MS: m/z 877.4 (7) [2M+K'], 861.2 (8)
[2M+Na'], 442.3 (5) [M+Na'], 420.3 (100) [M+H].

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 0.81-0.86 (m, 6H), 1.17-1.80 (m, 1H), 1.43-1.62 (m,
2H), 2.90-3.03 (m, 2H), 3.11-3.23 (m, 2H), 4.42-4.51 (m, 1H), 4.58-4.70 (m, 1H), 7.40-7.54
(m, 5H), 7.82 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 7.88 (t, ] = 7.3 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.26 (d, ] =
7.5 Hz, 1H), 8.60 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 8.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 9.40 (d, ] =4.5 Hz, 1H).

2-[2-[(Isochinolin-3-carbonyl)-amino]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-1,2,3,4-tetrahydro-3-

isochinolin-essigsiaure (125)

Nach AAV 9 wurden 160 mg TCP-Harz mit Fmoc-(S)-1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin-3-
carbonséure belegt. Nach AAV 11, AAV 12 mit Fmoc-L-Leu-OH, AAV 11 und AAV 12 mit
Isochinolin-3-carbonséure, erhielt man nach AAV 16 und HPLC-Reinigung:

C27H29N304; 459.22 g/mol

Ausbeute: 37%

HPLC (5-100 % in 30 min.) R, = 22.18 min.; ESI-MS: m/z 957.4 (71) [2M+K'], 941.2 (19)
[2M+Na'], 482.2 (22) [M+Na'], 460.0 (21) [M+H'], 268.9 (63) [(M+2K")/2], 241.0 (100)
[(M+2Na")/2].

"H-NMR (500 MHz): 5 = 0.88 u. 0.92 (2d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.02-1.05 (m, 3H), 1.52-1.73 (m,
3H), 2.28-2.44 (m, 2H), 2.58-2.64 (m, 1H), 2.74 u. 2.86 (2d, J = 16.4 Hz, 1H), 2.97-3.02 und
3.16-3.22 (2m, 1H), 4.20 (d, J = 18.4 Hz, 0.5 H), 4.58 (d, ] = 16.3 Hz, 0.5H), 4.69-4.75 (m,
0.5H),4.98 (d,J =17.9 Hz, 1H), 5.08-5.14 u. 5.16-5.22 (2m, 1H), 5.31-5.37 (m, 0.5 H), 7.14-
7.33 (m, 4H), 7.79-7.92 (m, 2H), 8.15-8.28 (m, 2H), 8.55 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 8.82 (d, J =
8.55 Hz, 0.5 H), 8.92 (d, ] = 8.09 Hz, 0.5H), 9.39 (d, ] = 14.8 Hz, 1H), 12.4 (bs, 1H).

8.5.2.11 Biaryle als a4-Antagonisten — Suzukireaktion an fester Phase

1.00 g Fmoc-3-Amino-3-Phenyl-propionsdure-Wangharz (0.64 mmol/g) wurden nach AAV

11 und AAV 12 mit 115a-¢, mit DMF und Dichlormethan gewaschen und anschlieBend im

Hochvakuum getrocknet.
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Zu jeweils 200 mg Wang-Harz wurde in 5 mL Glasreaktoren 5 eq. Arylboronsdure, 20 mol%
Pd(dppf).Cl,, 10 eq. Triethylamin und 3 ml DMF gegeben. Durch das Losungsmittel wurde
20 min. lang Argon geleitet und anschlieBend 24 h bei 65°C unter Inertgas erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurde das Harz ausfiihrlich mit DMF und anschlieBend mit CH,Cl, gewaschen.
Anschlieend wurden nach AAV 15 und HPLC-Reinigung folgende Verbindungen erhalten:

3-[[2(S)-[4-(4-Fluorphenyl)-phenoxy]|-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 58%

Cy7H28FNOy; 449.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 26.11 min.; ESI-MS: m/z 937.3 (66) [2M+K ], 921.3 (44)
[2M+Na'], 899.1 (4) [2M+H"], 472.3 (9) [M+Na'], 450.2 (100) [M+H].

3-[[2(S)-[3-(4-Fluorphenyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 52%

Cy7H28FNOy; 449.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 26.13 und 26.23 min.; ESI-MS: m/z 937.4 (45) [2M+K'],
921.4 (20) [2M+Na'], 472.4 (4) [M+Na'], 450.3 (100) [M+H"].

3-[[2(S)-[2-(4-Fluorphenyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 39%

Cy7H28FNOy; 449.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 26.24 min.; ESI-MS: m/z 937.3 (98) [2M+K ], 921.4 (32)
[2M+Na'], 472.4 (16) [M+Na'], 450.3 (100) [M+H"].

3-[[2(S)-[4-(3-Thienyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
Ausbeute: 27%

CasH27NO4S; 437.17 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 23.31 min.; ESI-MS: m/z 913.4 (43) [2M+K'], 897.4 (24)
[2M+Na'], 460.5 (12) [M+Na'], 438.3 (100) [M+H].
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3-[12(S)-[2-(3-Pyridyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
Ausbeute: 85%

Ca6H28N204; 432.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 16.10 u. 16.29 min.; ESI-MS: m/z 903.3 (2) [2M+K'],
455.3 (3) [M+Na'], 433.3 (100) [M+H'].

3-[12(S)-[3-(2-Benzo[b]thiophenyl)-phenoxy|-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 26%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 28.48 u. 28.57 min.; ESI-MS: m/z 1013.3 (13) [2M+K'],
997.2 (10)[2M+Na'], 975.0 (23)[2M+H"], 510.4 (2) [M+Na'], 488.2 (100) [M+H'].

3-[12(S)-|2-(2-Benzo[b]thiophenyl)-phenoxy]|-4-methyl-1-0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 24%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 28.50 min.; ESI-MS: m/z 1013.2 (14) [2M+K'], 997.2
(10)[2M+Na'], 974.9 (5)[2M+H'], 510.4 (7) [M+Na'], 488.2 (100) [M+H"].

3-[[2(S)-[3-(3-Chlorphenyl)-phenoxy]-4-methyl-1-o0xo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

Ausbeute: 17%

Cy7H23CINOy; 465.17 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 27.63 u. 27.74 min.; ESI-MS: m/z 969.3 (14) [2M+K'],
953.3 (15) [2M+Na'], 488.4 (3) [M+Na'], 466.3 (100) [M+H"].

3-[12(S)-[3-(3-Pyridyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
Ausbeute a): 39%

Ca6H28N204; 432.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 16.18 min.; ESI-MS: m/z 903.4 (3) [2M+K], 887.2 (4)
[2M+Na'], 433.3 (100) [M+H].

Ausbeute b): 42%

Ca6H28N204; 432.20 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 16.98 min.; ESI-MS: m/z 903.3 (3) [2M+K], 887.2 (5)
[2M+Na'], 433.3 (100) [M+H].
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3-[[2(S)-[2-(3-Thienyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure
Ausbeute: 23%

CysH27NO4S; 437.17 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R; = 25.54 u. 25.65 min.; ESI-MS: m/z 913.2 (38) [2M+K ],
897.3 (13) [2M+Na'], 476.3 (5)[M+K ], 460.3 (13) [M+Na'], 438.2 (100) [M+H"].

3-[12(S)-[3-(3-Thienyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure

ergab nach Abspaltung vom Harz in Gegenwart von Triisopropylsilan (TIPS) nur das

Reduktionsprodukt des Thiophens: Ausbeute 29%

3-[12(S)-[3-[3-(2,3,4,5-Tetrahydrothienyl)|-phenoxy|-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-
phenyl-propionsiaure

Ausbeute b): 29%

CysH31NO4S; 441.17 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 24.93 min.; ESI-MS: m/z 921.3 (18) [2M+K ], 905.4 (25)
[2M+Na'], 442.2 (100) [M+H].

3-[[2(S)-[4-(2-Benzo[b]thiophenyl)-phenoxy]-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-
propionsiure

C29H29NO4S; 487.18 g/mol

Ausbeute: 11%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R, = 28.64 min.; ESI-MS: m/z 1013.3 (8) [2M+K'], 997.1
(14)[2M+Na'], 975.0 (14)[2M+H"], 510.4 (5) [M+Na'], 488.3 (100) [M+H"].

Neben dem Reduktionsprodukt 3-[12(S)-[4-(2-Benzo|[b]-2,3-dihydro-thiophenyl)-
phenoxy|-4-methyl-1-oxo-pentyl]-amino]-3-phenyl-propionsiure

Ca9H31NO4S; 489.18 g/mol

Ausbeute: 13%

HPLC (10-90 % in 30 min.) R = 25.72 min.; ESI-MS: m/z 1017.2 (12) [2M+K'], 1001.1
(10)[2M+Na'], 979.1 (15)[2M+H'], 528.4 (10) [M+K'], 512.2 (6) [M+Na'], 490.3 (100)
[M+H].
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8.6 Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir Adhésionsassays mit o4-Integrin

exprimierenden Zellen

Adhisionspuffer

Der Adhisionspuffer besteht aus Click’s RPMI Medium, 1 % BSA, 1.0 mM MgCl, und
1.0 mM CacCl,

Tris Buffer Saline (TBS-Puffer) fiir die Integrin-Stimulation mit Mn**-Ionen

Der 1x TBS-Puffer besteht aus Tris (14 mM), NaCl (137 mM) und KCI (2.7 mM), Glucose
(2 mM) und Mn*" (1mM).

Medium fiir 38C1361- und 38C1307- Zellen

Click’'s RPMI-Medium (2.5L) werden mit FCS (35mL), Glutamin (5mL) und B-
Mercaptoethanol (1000 X, 0.5 mL) versetzt.

Medium fiir Jurkat-Zellen

Click’s RPMI-Medium (2.5 L) werden mit FCS (35 mL) und Glutamin (5 mL) versetzt.
38C1307-Zellen

B Zell-Lymphom aus der C3H/He Maus, infiziert mit LB7SN Virus und mit G418 selektiert.
38C1361- und 38C1387-Zellen in Kultur

Téglich wird ca. %/3 der Zellosung abgesaugt und wieder mit neuem Medium aufgefiillt. Die
Zellkulturen werden in einem Warmeschrank bei 37 °C aufbewahrt.

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit VCAM

Es wird eine thVCAM-1 Stammlosung (75 pL, 0.5 pg/pL) mit PBS (12.5 mL) verdiinnt und
auf eine 96-iger Mikrotiterplatte aufgetragen (0.3 pg rthVCAM in 100 uL. PBS pro well). Die
Mikrotiterplatte wird tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit MAdCAM-1

Es wird eine donkey a human IgG-Stammlésung (48 uL, 1.3 pg/uL) mit PBS (12.5 mL)
verdiinnt und auf eine 96-iger Mikrotiterplatte aufgetragen (0.5 ug donkey o human 1gG in
100 uL PBS pro well). Die Mikrotiterplatte wird iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.. Anschliefend
wischt man die Platte mit Adhésionspuffer (1 x 100 pL/well) und inkubiert sie 30 min bei RT
mit MAdCAM-1 Uberstand (je nach Konzentration des MAdCAM-1 Uberstands 100-
150 puL/well).
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Zellbasierter Adhisionsassay fiir a4-Integrin-exprimierende Zellen

Es wurden folgende Adhésionsassays durchgefiihrt: 38C1387-Zellen auf MAdCAM-1
beschichteten Platten, 38C1337-Zellen auf VCAM-1 beschichteten Platten und Jurkat-Zellen
auf VCAM-1 beschichteten Platten.

Vorbereitung der Mikrotiterplatten:

Die mit VCAM-1 oder MAACAM-1 beschichteten Mikrotiterplatten wurden mit
Adhisionspuffer gewaschen (1 x 100 pL/well) und anschlieBend mit Adhdsionspuffer fiir 1 h
bei RT blockiert.

Vorbereitung der Zellen:

Die entsprechende Zellsuspension (12.5 mL) wurde 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert, mit
PBS (1 x5mL) gewaschen und abermals 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert. Man
resuspendierte die Zellen in Adhédsionspuffer (3 mL) und inkubierte die Zellsuspension
30 min bei 37 °C mit einem Fluoreszenzfarbstoff (H33342, 6 pL). Die Zellsuspension wurde
3 min bei 1500 Upm zentrifugiert, mit PBS/1 mM EDTA (5 mL) gewaschen, bei 1500 Upm
fiir 3 min zentrifugiert und in PBS (10 mL) resuspendiert. Nach dem Ziahlen der Zellen
wurden diese abermals 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert und in einer entsprechenden Menge
Adhisionspuffer geldst (ca. 8*%10° Zellen/mL).

Durchfithrung des Adhésionsassays:

Die Zellsuspension (350 uL, ca. 8*10° Zellen/mL) wurde mit der entsprechenden Substanz
(3.5 uL aus der Stammlosung, 1 mg/10 uL DMSO) 10 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend  auf die Platte aufgetragen (3 xje 100 uL). Man =zentrifugierte die
Mikrotiterplatten fiir 10 min bei 15 g und analysierte sie im Fluorimeter. Die Mikrotiterplatten
wurden 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, unter dem Mikroskop auf ausgefallene
Verbindungen untersucht, in ein PBS-Bad eingetaucht und anschlieend mit einer Klebefolie
die einzelnen wells abgeklebt. Die Mikrotiterplatte wurde invers 10 min bei 50 g zentrifugiert.
Von der invertierten Platte zog man die Klebefolie ab und driickte sie auf einem
Zellstoffpapier aus. Die immer noch invertierte Mikrotiterplatte wurde mit einer Pasteur-
Pipette ausgesaugt. Die Mikrotiterplatte wurde nun wieder umgedreht, mit Adhdsionspuffer
befiillt (100 pL/well) und im Fluorimeter vermessen. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft

Excel®.
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8.7 Synthese der SPC-Undecapeptid-Fragmente

8.7.1 Synthese der menschlichen und der FFI Undecapeptid-Varianten von SPC

Die Peptide wurden an Tritylchlorid-Harz, welches mit Fmoc-Arg(Pbf)-OH (0.60 nmmol/g)
belegt war, nach der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Strategie synthetisiert. Es wurden
Doppelkupplungen in jedem Kupplungsschritt mit der Fmoc-Aminosdure / 2-(1H-
Benuotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium  tetrafluoroborat  (TBTU) / N-
Hydroxybenzotriazol (HOBt) / Diisopropylethylamin (DIPEA) im Verhéltnis (3:3:3:7.8 eq.)
zweimal 45 min. in N,N-Dimetylformamid ausgefithrt. Um Racemisierung zu vermeiden,
wurde Fmoc-Cys(Trt)-OH unter den folgenden Reaktionsbedingungen gekuppelt: Fmoc-
Cys(Trt)-OH / TBTU / HOBt (3:3:3) in 20 % Collidin / N-Methylpyrrolidon (NMP). Die N-
terminale Formylierung wurde mit 2,4,5-Trichlorphenylformeat (5 eq.) in 20 % Collidin /
NMP iiber 2 h erreicht. Die Abspaltung und Seitenkettenentschiitzung wurde mit einer
Mischung aus Trifluoressigsdure (TFA) / Triisopropylsilan (TIPS) / Wasser (90:7:3) in 90
min. durchgefiihrt, wonach das Harz noch zweimal mit der Abspaltlosung gewaschen wurde.
Die Filtrate wurden vereint und i. Vak. eingeengt. Beide Peptide wurden aus Dioxan

lyophilisiert.

Formyl-Gly-Ile-Pro-Cys-Cys-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH (PCCP, menschliches SPC)
Ausbeute: 72%, Mr: 1249.6 calcd for C54H91N170]3Sz , ESI-MS: m / z = 1288.5 [M+K]+,
1272.6 [M+Na]", 1250.7 [M+H]", 626.2 [M+2H]*", 417.9 [M+3H]*".

H-Gly-Ile-Pro-Phe-Phe-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH (PFFP, FFI-Variante)
Ausbeute: 55%, M= 1309.70 calcd for CesHooN(7012, ESI-MS: m / z = 1349.6 [M+K]+,
1332.7 [M+Na]", 1310.7 [M+H]", 656.1 [M+2H]*", 437.9 [M+3H]*".

8.7.2 Synthese des menschlichen palmitoylierten SPC Undecapeptids

Das Peptid wurde an mit Fmoc-Arg(Pbf)-OH belegtem Wangharz (0.42 mmol/g) nach der
Fmoc-Strategie aufgebaut. Es wurden Doppelkupplungen in jedem Kupplungsschritt mit der
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Fmoc-Aminosdure / 2-(1H-Benuotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborat
(TBTU) / N-Hydroxybenzotriazol (HOBt) / Diisopropylethylamin (DIPEA) im Verhéltnis
(3:3:3:7.8 eq.) zweimal 45 min. in N,N-Dimetylformamid ausgefiihrt. Um Racemisierung zu
vermeiden, wurde Fmoc-Cys(Mmt)-OH unter den folgenden Reaktionsbedingungen
gekuppelt: Fmoc-Cys(Mmt)-OH / TBTU / HOBt (3:3:3) in 20 % Collidin / N-
Methylpyrrolidon (NMP). Die N-terminale Formylierung wurde mit 2,4,5-
Trichlorphenylformeat (5 eq.) in 20 % Collidin / NMP tiiber 2 h erreicht. Das Harz wurde
danach mit CH,Cl, gewaschen und mit 1% TFA in CH,Cl, (3% TIPS) behandelt (3 min. und
30 min.) um die Mmt-Schutzgruppen zu entfernen. Nachdem das Harz mit CH,Cl, gewaschen
worden war, wurde es mit 40 eq. Palmitinsdureanhydrid und 120 eq. Collidin in CH,Cl; mit
katalytischen Mengen N, N-Dimethylaminopyridin (DMAP) iiber 3 h behandelt. Die
Abspaltung und Seitenkettenentschiitzung wurde mit einer Mischung aus Trifluoressigsiure
(TFA) / Triisopropylsilan (TIPS) / Wasser (90:7:3) in 90 min. durchgefiihrt, wonach das Harz
noch zweimal mit der Abspaltlosung gewaschen wurde. Die Filtrate wurden vereint und 1i.

Vak. eingeengt. Beide Peptide wurden aus Dioxan lyophilisiert.

Formyl-Gly-Ile-Pro-Cys(S-Palm)-Cys(S-Palm)-Pro-Val-His-Leu-Lys-Arg-OH
(PCCPpalm, palmitoyliertes menschliches SPC)

Ausbeute: 62%, M= 1726.10 calcd for CggH15:1N17015S, , ESI-MS: m/ z=1749.0 [M+Na]+,
1727.1 [M+H]", 864.4 [M+2H]*", 576.8 [M+3H]*".
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