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What we know is a drop. What we don't know is an ocean.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Der weltweite Wandel in der Chemie, der sich durch die Verlagerung der Priori-
titen — weg von der klassischen Chemie, hin zur Interdisziplinaritit — dul3ert, steht
aul3er Frage.ll Stephen Lippard hat zur genaueren Analyse dieses Wandels und zum
Aufzeigen neuer Perspektiven in der Chemie unter Mitwirkung zahlreicher Kollegen
versucht, unter dem Titel ,,New frontiers in basic chemistry 22 Ziele zu formulieren.?!
Auch zum Anlass des 125-jahrigen Bestehens der American Chemical Society erschie-
nen Beitrage, die die Suche nach neuen Aufgabengebieten und Herausforderungen
als Thema haben. Wissen, fachtbergreifend angewandt, erzeugt Ergebnisse ganz
anderer Art als isolierte Forschung. Schon W. Heisenberg hat diese Bedeutung er-
kannt: ,,Wahrscheinlich darf man ganz allgemein sagen, dass sich in der Geschichte
des menschlichen Denkens oft die fruchtbarsten Entwicklungen dort ergeben ha-

ben, wo zwel verschiedene Arten des Denkens sich getroffen haben.*

Die Erhohung der Biokompatibilitit von Materialien, die im Kontakt mit Zellen
und Geweben stehen, hat in den letzten Jahren zunehmend an Interesse gewonnen.
Der Anreiz fir die Erforschung bioaktiver Template besteht in der Anwendungs-
vielzahl und -vielfalt dieser Materialien, die nutzbringend in der Implantationsmedi-
zin, dem fissue engineering oder zur Untersuchung von molekularbiologischen Zell-
phinomenen verwendet werden konnen. Dabei arbeiten Materialwissenschaftler,
Chemiker und Physiker vornehmlich an den Substraten, die hiufig anorganischen

oder polymeren Ursprungs sind. Biologen und Medizinern bleibt das Studium der
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Zellantwort vorbehalten. Um das Wechselspiel zwischen unbelebten Materialien und
biologischen Systemen zu untersuchen und gezielter zu steuern, wurden in der
jungsten Vergangenheit im interdiszipliniren Austausch zahlreiche intelligente Zwi-
schenschichten entwickelt. Neben zellmembransimulierenden Lipiddoppelschich-
ten3>0l und nattrlichen Proteinen der extrazelluliren Matrix (ECM) (z.B. Fibronec-
tin, Collagen, Laminin, bone sialo protein)’-171 und deren Fragmentenl'8-21l wurden auch
synthetisch hergestellte und kinstliche Proteine (z.B. RGD-cellulose binding domain,
RGD-sitk-chimeric protein),?2-23 Peptidel?6-311 und selten Peptidmimetikal3? genutzt.

Eines der am hiufigsten eingesetzten Leitmotive zur Stimulierung der Zelladhi-
sivitit von Oberflichen ist die Peptidsequenz RGD,B3 34 die durch Interaktionen
mit Integrinen wirkt.3% 30 Diese spielen in mehrzelligen Organismen in Bezug auf
Zell-Zell- und Zell-ECM-Interaktionen fir die physiologische Funktion des Gewe-
bes und dessen Entwicklung eine essentielle Rolle. Unter den Zelladhisionsrezepto-
ren kommt der Klasse der Integrine eine besondere Bedeutung zu. Sie sind an einer
Reihe pathologischer Prozesse wie z.B. der Tumormetastasierung, akutem Nieren-

versagen, Osteoporose, Restenose und Retinopathie beteiligt.[37-40]

Viele der Integrine besitzen als nattrliche Liganden RGD-enthaltende Proteine
der ECM wie Vitronectin oder Fibronectin.*0-#3I Aufgrund weltweiter Forschung auf
den Gebieten der Tumortherapie und der Tumordiagnostik konnten diese, bei
gleichzeitiger Erh6hung der Integrinaffinitit und -selektivitat, strukturell auf peptidi-
sche und nicht-peptidische Liganden reduziert werden.*+481 Zumeist wurden lineare
RGD-Peptide und vereinzelt durch Zyklisierung konformationell eingeschrinkte
Peptide auf Materialoberflichen immobilisiert, wobei die Anbindung kovalent,

durch Adsorption oder elektrostatische Wechselwirkung erfolgte. [26-31, 34]

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Design, der Synthese und der

Anwendung von peptidischen und nicht-peptidischen owfB3-Integrinliganden zur
Stimulierung der Zelladhidsion auf unterschiedlichen Materialoberflichen. Basierend
auf den Arbeiten von D. Finsinger, M. Kantlehner, U. Hersel und C. Dahmen soll-
ten in Zusammenarbeit mit der Firma Biomet Deutschland GmbH (Darmstadt) fur die
medizinische Anwendung bekannte zelladhisive Verbindungen etabliert und neue
entwickelt werden. Fir diese Anwendungen sollten auflerdem Methoden gefunden

werden, die eine Quantifizierung der Peptidmenge auf der Oberfliche zulassen.

Im Rahmen des SFB 563 ,,Bioorganische Funktionssysteme auf Festkérpern®
sollten Méglichkeiten der photochemisch induzierten Schaltbarkeit der Zelladhision

auf Oberflichen entwickelt werden. Drei verschiedene Konzepte waren geplant.
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1 Einleitung

Aufbauend auf den Arbeiten von M. Kantlehner und C. Dahmen sollte die Anbin-
dung und die Abspaltung von RGD-Peptiden an bzw. von verschiedenen Material-
oberflichen photochemisch reguliert erfolgen. Des weiteren war der Einbau von
photoinduziert isomerisierbaren Systemen in das oberflichenadhisive Linkersystem
der RGD-Peptide geplant, die einen unterschiedlich groBen Abstand des Integrinli-
ganden zur Oberfliche generieren, was in einer spacerlingenabhingigen Zelladhision

resultieren konnte.

Die von C. Gibson und G. Sulyok entwickelten otv33-Integrin selektiven, nicht-
peptidischen RGD-Mimetika sollten, in Kooperation mit C. Dahmen, in weiterfih-
renden Arbeiten zur Immobilisierung auf Oberflichen befihigt werden, wobei die

Integrinaffinitit und -selektivitit erhalten bleiben sollte.






2 Biologischer Hintergrund

2 Biologischer Hintergrund

Fir das Ubetleben einzelner Zellen und von Zellverbinden sind adhisive Zell-
ECM- und Zell-Zell-Kontakte essentiell, die das Zellverhalten und die Zellentwick-
lung steuern (z.B. Adhision, Migration, Maturation, Differenzierung). In mehrzelli-
gen Organismen spielen sie eine wichtige Rolle beim Erhalt und der Neubildung
verschiedenster Gewebesstrukturen, bei Vorgingen wie z.B. Embryogenese, Hi-
mostase, Wundheilung und Immunantwort,#% 4% 501 aber auch bei pathologischen
Prozessen wie z.B. Tumormetastasierung, Thrombosen, Osteoporose, Retinopathie,

Arthritis und akutem Nierenversagen. 38, 51-63]

Zelloberflichenrezeptoren, die auf Grund ihrer Funktionalitit auch als Zelladha-
sionsrezeptoren bezeichnet werden, konnen in die vier groBen Klassen der Integri-
ne, %6 671 Cadherine, [ ] Immunglobulin-Superfamiliel’” 71l und Selectinel’> 7] einge-
teilt werden. Der physikalischen Verankerung von Zellen dienen vornehmlich die
Integrine, welche auch zur bidirektionalen Signaltransduktion durch die Zellwand
genutzt werden.[6 7471 Durch Bindung eines Liganden an das Integrin wird ein Sig-
nal in die Zelle ubertragen, woraus eine Umorientierung des Cytoskeletts resultiert.
Der als outside-in signaling bezeichnete Prozess kann die Verinderung der Zellform,
die Migration oder die verankerungsabhingige Proliferation sowie die Gewebsorga-
nisation steuern.80. 811 Der umgekehrte Weg der Signaltransduktion vom Zellinneren

nach aullen wird als znside-ont signaling bezeichnet, bei dem Faktoren innerhalb der
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Zelle die Integrine aus einem passiven, schwach adhisiven in einen aktiven, adhisi-
ven Zustand umschalten.[82]

Auf einer Zelle gibt es typischerweise etwa 100 000 Integrine.l®3 Sie befinden
sich in der Zellwand bevorzugt in cholesterin- und glycosphingolipidreichen Berei-

chen, den sogenannten raffs.[34 8]

2.1 Aufbau der Integrinfamilie

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine. Sie bestehen aus ei-
ner O und einer B-Untereinheit, welche nichtkovalent miteinander verkniipft sind.
Derzeit sind 18 o und 8 B-Untereinheiten bekannt, die 24 verschiedene Integrine
bilden (Abbildung 2.1.1). Nach den Ergebnissen des Human-Genom-Projekts sind
sechs neue o-Untereinheiten und eine neue B-Untereinheit vorhergesagt, 56l aller-
dings steht der Beweis deren funktioneller Expression noch aus. Zur Diversitit der

Integrine tragen weiterhin verschiedene Splice- und Glycosylierungsvarianten bei.[87:
88]

Abbildung 2.1.1 Die 24 bisher bekannten Integrine, die sich aus Kombinationen der verschie-

denen o und P-Untereinheiten usammensetzen. Man fann verschiedene Integrin-Subfamilien
unterscheiden, 3. B. die B1- oder die [B2-Integrine./56]

Die extrazellulire Domine stellt den groBten Teil von der o- und der -
Untereinheit dar. Sie besteht jeweils aus einer Kopfregion, aus der eine gestreckte
Stelzenregion hervorgeht. Uber die sich jeweils anschlieBende kurze Trans-

membranhelix und die cytoplasmatische Domine kann das Integrin mit Proteinen
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Abbildung 2.1.2 In den fokalen Adbdsionskontakten wird das Cytoskelett der Zelle iber die
Integrine an die extrazellulire Matrix gebunden. Die integrinbindenden Proteine Paxillin und
Talin rekrutieren focal adbesionkinase (FAK) und Vinkulin. o-Actinin, ein Protein des Cy-
toskeletts, wird durch FAK phosphoryliert, bindet an Vinkulin und verkniipft die Actonmy-
sinstressfasern. Zyxin ist ein O-Actinin- und stressfaserbindendes Protein, das in linger bestehen-
den Kontaktpunkten vorhanden ist. 1/
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des Cytosols verkniipft werden (Abbildung 2.1.2). Die grélere o-Untereinheit be-
sitzt ca. 1100 Aminosduren und ist hiufig aus zwei unterschiedlich langen Amino-
sdureketten aufgebaut, welche iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind.
Der N-terminale Bereich ist durch mehrere ionenbindende Abschnitte gekennzeich-
net.3 Die -Untereinheit besteht aus ca. 800 Aminosiuren (Ausnahme 34, ca. 1750
Aminosduren) und enthdlt u. a. vier hochkonservierte cysteinreiche Dominen nahe
der transmembranen Region.

Xiong ¢t al. haben 2001 die Kiristallstruktur der extrazelluliren Domine des
owvP3-Integrins aufgeklirt (Abbildung 2.1.3).01 In Ubereinstimmung mit frither er-
haltenen elektronen-mikroskopischen (EM) Bildernl®? wurde der ovale Kopf (Mal3e
etwa 90 X 60 x 45 A) und zwei Stelzenregionen (,,sta/k*-Regionen) gefunden. Im
Unterschied zu den EM-Untersuchungen sind die Stelzen-Regionen jedoch nicht
linear, sondern geknickt. Dabei wird diskutiert, ob der Knick ein Kiristallisationsarte-
fakt ist oder ein konstitutives Element der integrinvermittelten Signaltransduktion
darstellt. Neueste EM-Untersuchungen haben gezeigt, dass die extracelluliren Do-
minen FN auch im geknickten Zustand binden.”’l Die Kopfgruppe der o-

Untereinheit besteht aus einem siebenblittrigen B-Propeller, die sich anschlieBende

Stelzen-Region aus drei linear angeordneten B-Faltblittern. Die Kopfgruppe der

! R g i NOY iA Damd
a-Untereinheit B-Untereinheit epropeler (1-438) | [/ |“0M§£e
[ (A \
I-Domane i |/ 7

putative I-Domane
siebenblattriger \4

B-Propeller

Hybrid Domane
(55-108;
353-432)

Schenkel Domine
439-582

C-Terminus des
g-Propellers

S-S-Bricke Calf-1 Domane

) i : 60273

pFaltblatter — - i zwischen | PSI Domane ( 2)
Domanen ( (M-Terminus)

A -
\J_ }_/L/ ™ cysteinreiche Domanen

)

cytoplasmatische Doméane —» lj}i;

Calf-2 Domiane

-«—— Membran (739-956) ATD

(606-690)

Abbildung 2.1.3 links: Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine.** Die Kopfgrup-

pe der o-Untereinheit besteht aus einem siebenblittrigen [-Propeller. Einige ot-Untereinbeiten
weisen wischen dem zweiten und dritten Propellerblatt eine uséitzliche, eingeschobene Domidine

(0d-Domine) anf. rechts: Korrigierte Rontgenkristallstruktur des extrazelluliren Teils des owf33-

Integrins mit vier Domdnen der 0-Untereinbeit und acht Domdnen der B-Untereinbeit.”"]
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B-Untereinheit setzt sich zusammen aus der fI-Domine (auch BA-Domine), einem
von acht Helices umgebenen sechsstringigen Faltblatt (,,Rossman-Faltung®) und
einer Immunglobulin(Ig)-dhnlichen ,,Hybrid“-Domine. Auf der BI-Domine ist die
MIDAS (metal ion dependend adbesion site)-Region lokalisiert, die zusammen mit Teilen
des Propellers der 0i-Untereinheit die Liganden-Bindungsstelle darstellt. Die Stelzen-
Region der B-Untereinheit besteht aus sechs Dominen; vier davon sind EGF (eps-
dermal growth factor)-artig und cysteinreich. Das Muster der Disulfidbriicken in den

EGF-Dominen konnte noch nicht eindeutig bestimmt werden.

Die Kopfgruppen der - und der B-Untereinheit werden u. a. durch einen Kat-
ionen-m-Kontakt zusammengehalten. Dabei ragt die Aminogruppe eines Lysins der
BI-Domine in den von aromatischen Resten umgebenen zentralen Hohlraum des
Propellers der ai-Untereinheit. Die Integrin-o-Untereinheiten o1, a2, 10, oD, oE,
oL, oM und aX besitzen in der Kopfgruppe eine zusitzliche eingeschobene soge-
nannte ol-Domaine (inserted domain, auch A-Domine). Die Liganden-Bindungstelle
dieser Integrine ist auf der ol-Domine lokalisiert.””l Die ol-Domine - frei und im
Komplex mit einem synthetischen Collagen-Liganden - war das erste rontgenkristal-
lographisch charakterisierte Integtinfragment.l¥l Sowohl die o als auch die B-
Untereinheit sind mehrfach N-glycosyliert.?0: 971 Durch Verinderung im Glycosylie-
rungsmuster kann die integrinvermittelte Adhisionsaktivitit der Zellen gesteigert
oder vermindert werden. Dies kann bis zum Verlust der Adhasionsfihigkeit fih-

ren.819] Einige Tumorzelllinien weisen abweichende Glycosylierungsmuster auf.l”
101-103]

2.2 Integrinliganden und Ligandenbindung

Durch Kombination der verschiedenen o~ und B-Untereinheiten entstehen In-
tegrine mit bestimmter Ligandenspezifitit. Wihrend einige Integrine mit hoher Se-
lektivitit nur einen Liganden binden, z. B. av36 an das ECM-Protein Laminin, sind

andere Integrine in ihrem Ligandenbindungsverhalten eher promisk, wie z. B. o3,
welches zwar bevorzugt an Osteopontin und Vitronectin, aber noch mindestens an
sieben weitere ECM-Proteine bindet. Die nattrlichen Liganden der jeweiligen In-
tegrine aus der ECM und auf Zelloberflichen sind in Tabelle 2.1 angegeben. Wei-
terhin gibt es losliche Integrinliganden, u. a. die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs),

aber auch Xenogene wie z. B. Bakterien, Viren (zur Adhision an die Wirtszellen)
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und die gerinnungshemmenden Disintegrine aus Schlangengiften und dem Speichel

von Blutegel und Zecke.[50]

Tabelle 2.1 Natiirliche Liganden der verschiedenen Integrine aus ECM und Zell-oberflichen./*
07, 104-109] Grau unterlegte Felder begeichnen Wechselwirkungen, die mit RGD-Peptiden inbibier-

bar sind.¥/

Integrin Ligand Integrin Ligand

olpl Col, Ln oDp2 VCAM-1, ICAM-3

o2B1 Col, Ln oL B2 ICAM-1, ICAM-2

o3p1 Col, Ln5, Fn oaMpB2 iC3b, Fg, Fn, Faktor X,
ICAM-1, ICAM-2

o4dpl Fn, In, Opn, VCAM-1 oXp2 1C3b, Fg

OL5B 1 Fn, Fg oll b[33 Fg, Fn, Vn, vWF, Tsp

o6B1 In ovp3 Vn, Ln, Fn, vWF, Tsp, Tn,
Opn, Fib, Fbu

o7B1 Ln ovp5 Vn, Fn, Opn, Fg, vWF

o8B1 Fn, Vn, Tn, POEM, Neph o6 Fn, Fg, Tn

09B1 Col, Ln, Tn, VCAM-1, Opn ovf38 Vn

ol0B1 Col 04B7 MAdCAM-1, VCAM-1, Fn

ol1B1 Col 06p4 Ln

ovpl Vn, Fn, Opn, Fg oER1 E-Cadherin

Abkurzungen der Integrinliganden: Col = Collagen; Ep = Epiligrin; Faktor X = Blutgerin-
nungsfaktor X; Fbu = Fibulin; Fib = Fibrillin; Fg = Fibrinogen; Fn = Fibronectin; ICAM
intercellular adhesion molecule; Isoformen von ICAM sind zusitzlich durch eine Nummer spezi-
tiziert; 1C3b = Znactivate complement factor 3b; In = Invasin; Ln = Laminin; Isoformen von
Laminin sind zusitzlich durch eine Nummer spezifiziert; MAACAM = wucosal adressing cell
adhesion molecule; Neph = Nephronectin; Opn = Osteoponting POEM = preosteoblast epidermal
growth  factor-like repeat protein with meprin; Tn = Tenascin; Tsp = Thrombospondin;
VCAM = vascular cell adbesion molecule; Vn = Vitronectiny; vIWFEF = von Willebrand Faktor.

Das Tripeptid RGD wurde 1984 von Pierschbacher und Ruoslahti als minimale
essenzielle Zelladhdsionssequenz in Fibronectin entdeckt und als Bindungsepitop
fir Integrine identifiziert.’ 1101 Es konnte gezeigt werden, dass immobilisierte
RGD-Peptide dhnlich wie ECM-Proteine integrinvermittelte Zelladhasion bewirken,
wihrend I6sliche RGD-Peptide antagonistisch zur ECM adhirierte Zellen abl6-
sen.B3 Die RGD-Sequenz wurde seitdem in vielen anderen ECM-Proteinen nach-

gewiesen, z. B. in Vitronectin, Fibrinogen, von Willebrand Faktor, Collagen, Lami-

10
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nin, Osteopontin, Tenascin und Thrombospondin, aber auch in den oben erwihn-
ten xenogenen Integrinliganden. Die verschiedenen Proteine kénnen trotz des ge-
meinsamen RGD-Motivs eine hohe Integrinselektivitit aufweisen. Diese kann meh-
rere Ursachen haben: Zum einen besitzen ECM-Proteine weitere spezifitits- (und

affinitits-) steigernde Adhisionssequenzen fir den Kontakt mit anderen
Bindungsregionen auf den jeweiligen Integrinen, wie z. B. Fibronectin mit der at531-
bindenden PHSRN- und wahrscheinlich zusitzlich mit der kiirzlich entdeckten
KNEED-Sequenz.[': 1121 Weiterhin nimmt man an, dass die jeweiligen RGD-
Sequenzen, obwohl sie tiblicherweise in flexiblen Schleifen (fops) prisentiert werden,
in einer bevorzugten Konformation vorliegen und so unterschiedliche Affinititen zu
den verschiedenen Integrinsubtypen aufweisen.[*3l Die Abhingigkeit zwischen Kon-
formation und Integrinselektivitit konnte mit konformativ eingeschrinkten cycli-
schen RGD-Penta- und -Hexapeptiden bewiesen werden.[# 45, 113-115] Weiterhin tra-
gen die Seitenketten der benachbarten Aminosduren zur Integrinselektivitit bei,
z. B. weist das Peptid GRGDS keine Selektivitit unter den Integrinen o531, allbP3
und ovP3 auf, wihrend die verlingerte Sequenz GRGDSP eine erhohte Affinitit fir

05B1 besitzt.? Dieser Effekt ist allerdings nur schwer vom konformativen Beitrag
zu trennen. Ungefihr die Halfte der bekannten Integrine binden ECM-Proteine in

einer mit RGD-Peptiden inhibierbaren Weise (grau unterlegte Felder in Tabelle

2.1).1431 Dabei haben Integrine wie 041 und 02B1 primir andere Adhisionssequen-
zen. Im letzteren Fall ist die RGD-Sequenz des natiirlichen Liganden Collagen fur
das Integrin nicht erreichbar und nur nach Denaturierung oder Proteolyse des Col-
lagens zuginglich. Die Fokusierung auf RGD-abhingige Integrinbindung vor eini-
gen Jahren beruhte auf der Hoffnung, neben ihrer tatsichlichen zentralen Rolle, mit
der RGD-Sequenz ein ,universelles Zellerkennungsmotiv® gefunden zu haben.[*l
Neben der RGD-Sequenz wurden jedoch viele andere integrinbindende Peptidse-
quenzen gefunden (Tabelle 2.2).

Auf der Basis der natiirlichen Ligandenbindungssequenzen wurde eine Vielzahl
kinstlicher Integrinliganden entwickelt, die in Affinitit, Selektivitit und ADMET-
Parametern (absoption, distribution, metabolism, excretion, foxicity) den natiirlichen Pepti-
den tberlegen sind. Zunichst lassen sich durch Cyclisierung und den wechselnden
Einbau von D-Aminosauren (spatial screening)!130 selektive, superaktive und metabo-
lisch stabile Peptide erzeugen.*¥ Das aus diesem Prozess hervorgegangene
owvB3/owPB5-biselektive und hochaffine ¢ye/s[-RGDf(NMe)V-]137 (Cilengitide, EMD
121974) wird derzeit von Merck KGaA in der Tumortherapie in der Kliniscvhenpha-
se II getestet und ist im Januar 2004 von der European Medicines Agency (EME.A) als

11
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orphan drug fir die Behandlung von Glioblastomen zugelassen worden. Verbesserte
pharmakokinetische Eigenschaften und weitere Affinititssteigerungen lassen sich

mit den peptidomimetischen bzw. nichtpeptidischen RGD-Analoga erreichen.[138, 139

Tabelle 2.2 Die bekannten Adbdsionssequengen der verschiedenen Integrine.% 92 116, 117]

Integrin Adhisionssequenz Integrin Adhisionssequenz
(Herkunft) (Herkunft)

alpl GFOGER (Col I) aDp2 ?

a2f1 DGEA (Col I), RKKH (Dis),"" alp2 KELLLPGNNRKYV (ICAM-1),
YYGDALR, IAFQRN(Ln),!""! LET, IET (?)
FYFDLR, (Col IV), GFOGER
(Col J)

a3p1 RGD (Fn), aMB2 LYQAKRFKV " KQAGDV
KQNCLSSRASFRGCVRNLRL (Fn), KRLDGS (Fb)!**!
SR (Ln)

adpl REDV, LDV, IDAPS (Fn) allbp3 KQAGDV, RGD (Fg), RGD
QIDSP, GNEH, KLEK o (Fn, Vn, vWF, Tsp), KGD (Dis)
(VCAM),SVVYGLR (Opn),"”
MLDG (Dis)!"*"!

a5p1 RGDSP, PHSRN, KNEED avp3 RGD (Vn, Fn, vWF, Tsp, Opn,
(Fn),""” KQAGDV, RGD? BSP, Tn, Fib,!"*! Fg "), SNS
(Fg), RYDS (Str),"* (Col IV),l'”' KRLDGS (Fg)m(‘J

CRRETAWAC (Phagendisplay)
a6p1 NPWHSIYITRFG,"” TWY- avp5 RGD (Vn), RKKRRQRRR

KIAFQRNRH,"”” STYITRF (Tat)!"™
(Ln),""" ECD (Pertilin-B)!"**
a7fl  ? avp6 RGD (Fn), DLXXL (Tn)
o8Bl RGD (Fn,™ Va1 Ta) oEB1 NRDKETKYV (E-Cadherin)!"*’
09B1  AEIDGIEL (Tn),"" 04B7 REDV (Fn), QIDSP, GNEH
mgm (Opn),* MLDG (VCAM), LDT (MadCAM)
ol0pl  ° ovf8 ?
al1p1 ? a6B4 14mer aus Col XVII"!
ovBl  RGD (Fn, Vn) oXp2  GPRP (Fg)

Abkurzungen der Integrinliganden: BSP = bone sialo protein; Col = Collagen; Dis = Disin-
tegrine aus Schlangengiften; Ep = Epiligrin; Faktor X = Blutgerinnungsfaktor X;
Fbu = Fibulin; Fib = Fibrillin; Fg = Fibrinogen; Fn = Fibronectin; ICAM = intercellular
adhesion molecule, 1\C3b = inactivate complement factor 3b; In = Invasin; Ln = Laminin; MAd-
CAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; Opn = Osteopontin; Str = Streptavidin;
Tat = HIV-Tat-Protein; Tn = Tenascin; Tsp = Thrombospondin; VCAM = vascular cell

adbesion molecule, Vn = Vitronectiny vWF = von Willebrand Faktor.

12
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Die intensivste Forschung wurde und wird derzeit auf dem Gebiet der owv[33-
selektiven Verbindungen (Arthritis, Retinopathie, akutes Nierenversagen, Osteopo-
rose, Tumortherapie),[138, 143, 145, 146] der ollIbP3-selektiven Verbindungen (Blutgerin-
nung),[141, 147, 148] der a5B1-selektiven Verbindungen (Tumortherapie, bakterielle In-

fektion)[14% 1501 und der ai4B1- und 04P7-selektiven Verbindungen (Entziindungen,
Arthritis, Colitis, Diabetes)[144 151, 152] betrieben (Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3 Ubersicht ansgewihlter peptidischer und nichtpeptidischer Integrinliganden.

IC,, / nM

Struktur avB3 avB5 olTbB3 Ref.
Vitronectin® 25 - > 900 [43]
GRGDSPK 210 - 1700 [157]

GRGDS 320 - 10500 [43]

¢oyelo(-RGD1V-) 2,5 - 1700 157
oyelo(-RGDF(NMe)V-) 0,58 - 860 137
0yelo(-RGDIK-) 4,2 > 100 1800 [140]

J\LH Q\’r“ ji _COOH
L T Hk@(d 1,0 > 100 > 1000 28]

O._COOH
o T L
s O@ﬁiﬁofﬁ*oo T 504 i i ez
Nwo Q ) i "
OOH 4’0 oo

0elo(-LDTDpE-) 04B7: 7% 04B1: 109 % e

* angenommene Masse des Proteins 75 kDa; " Bindungskonstante K;; ¢ Adhision von 38-

B7-Zellen bei 2 mg Verbindung / mL.

Das zyklische Pentapeptid ¢yelo(-RGDfV-), welches Grundlage weiter Teile dieser
Arbeit ist, hat laut NMR-spektroskopischen Untersuchungen eine Vorzugskonfor-

mation, bei der die Aminosauren D-Phenylalanin und Valin die Positionen i+1 und i

einer BIT"-Schleife und Glycin die i+1-Position einer y-Schleife einnehmen.[14] Die

Seitenketten des Arginins und der Asparaginsiaure werden dadurch in eine optimale

Orientierung fiir die Wechselwirkung mit dem owvf3-Integrinrezeptor gedreht. Beide

13
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funktionellen Seitenketten wurden als essentielle Pharmakophore identifiziert (Ab-
stand fir ov-selektive Liganden ca. 1,3 nm).["* 1371 In der Wechselwirkung mit dem
owvB3-Integrin werden nur Guanidin oder Guanidinmimetika toleriert,[143, 153 wih-
rend oIbP3-Integrinliganden auch starke basische Gruppen wie Amine oder Ami-
dine enthalten kénnen.['>l Der zur Carboxylgruppe benachbarte aromatische Rest

erh6ht die Bindungsaffinitit durch m-Wechselwirkung mit dem Rezeptor.[15]

Abbildung 2.2.1 stellt die Wechselwirkungen des analogen Peptids ¢yelo(-
RGDf(NMe)V-) mit dem owfB3-Integrins dar.l'5 Die Bindungstasche fiir RGD-
Liganden ist relativ flach, weshalb gerade gentigend Platz fiir eine hydrophobe
Wechselwirkung der Methylengruppe des Glycins mit der Integrinoberfliche zur
Verfigung steht. Aus diesem Grund besitzen analoge RAD-Peptide eine wesentlich
geringere Affinitit gegentiber diesem Integrin (Tabelle 2.3). Arginin und Asparagin-
sdure binden tiber ionische Wechselwirkungen in etwas tiefere Rezeptortaschen. Die
Carboxylgruppe koordiniert an ein zweiwertiges Kation in der MIDAS-Region der
B-Untereinheit und an das NH des Asn215. Die Argininseitenkette bindet an das
Asp150 und das Asp218 der o-Untereinheit.'l Das Valin geht keine Interaktion

mit dem Rezeptor ein, weshalb es durch verschiedene Aminosiuren ohne Verlust

H
'
0O,
Tyr122 l
o o NH
)‘0_ o, N Ser12t
" 1
Aspl150 =N N NH o \
>/ N HN ’-_: o
HN N o H
. N ° o
He o HN\){ _. Mn+
‘oj -
N o
]
H
Asp218 S
o

der Integrinaffinitit und -selektivitit ersetzt werden kann.[11]

Abbildung 2.2.1 (a) Darstellung der Kristallstruktur des otw33-Integrins mit dem 1iganden
oyelo-RGDAINMe)V-) und zwei Mn?*-Ionen (MIDAS und ADMIDAS).["%] (b) Darstellung

des Ligand-owB3-Integrin-Komplexes. Gestrichelte Linien stellen die Wasserstoffbriickenbindun-
gen dar.
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2.3 Integrinvermittelte Signaltransduktion

Dass Signaltransduktion kein einfacher linearer Pfad biochemischer Interaktio-

nen darstellt, sondern ein interagierendes Netzwerk, zeigt sich deutlich am Beispiel

der Integrine. So kann z. B. eine Aktivierung (Ligandenbindung) des oMP2-
Integrins in Neutrophilen gegensatzliche Folgen haben: Liegen proapoptotische
Stimuli vor, wird Apoptose ausgel6st, liegen diese Stimuli nicht vor, wird Apoptose
unterdriickt. Weiterhin wird trotz proapoptotischer Stimuli Apoptose unterdriickt,
wenn die Integrine im Cluster, aber nicht aktiviert vorliegen.['>l Integrine sind in
eine enorme Zahl von Signaltransduktionsereignissen involviert.[1>8] Mit thnen kann
eine Zelle Gber viele Finzelereignisse im extrazelluliren Bereich und im Zellinneren
gleichsam ,integrieren® und dann entsprechende Entscheidungen treffen. Die in-
tegrinvermittelte Signaltransduktion findet dabei auf mehreren Ebenen statt: Kon-
formationsinderung, clustern von Integrinen, Wechselwirkung mit anderen Memb-
ranproteinen, Kraftiibertragung und Translokation. Konformationsinderungen sind
bei Integrinen mehrstufig. Fiir das allbPB3-Integrin kennt man z. B. den niedrigaffi-
nen ruhenden Zustand, in dem natiirliche Liganden kaum gebunden werden,!!>] ei-
nen hoheraffinen, ligandenbindenden (ligandkompetenten) Status, bewirkt durch
verschiedene Stimuli (Mn?*, Regulation durch Proteine des Cytosols, RGD-
Liganden),[160. 1611 eine ADP-vermittelte affinitidts-neutrale Verinderung, so dass
auch weniger exponierte Liganden gebunden werden koénnen,[192l den ligandenge-
bundenen Zustand und einen gedffneten Zustand nach Ligandenbindung.[160, 163]
Fiir das avP3-Integrin werden dhnliche Stufen postuliert, hier scheint konstitutiv der
ligandkompetente Status vorzuliegen, welcher durch cytosolische Proteine in den
ruhenden Zustand uberfihrt wird.[1% Nach Modellrechnungen von K. Gottschalk
beruht der Ubergang zwischen dem niedrigaffinen und dem ligandkompetenten Sta-
tus auf einer Verdrehung von ot~ und B-Untereinheit zueinander. Durch die Bindung
eines Liganden wird eine scherenartige Bewegung der Untereinheiten bewirkt, was
zu einer Trennung der Kopfgruppen der Untereinheiten fithrt.”% 1631 Die Trans-
membrandominen haben dabei sowohl bei der Verdrehung als auch bei der Off-
nung scharnierartig miteinander Kontakt.[”” Stimuliert durch die geknickte Form der
ovP3-Kristallstruktur wird als Grundlage der Konformationsinderung und

Signaltransduktion auch ein sogenanntes ,,Klappmesser-Modell” vorgeschlagen.[161.
165]

Das Clustern von Integrinen, also eine lokale Anhdufung, erhéht die Bindungs-

affinitit einer Zelle. Integrincluster sind Vorldufer von fokalen Adhisionskomplexen
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(FAs). Dort werden in besonderem Mal3 auch Partner fiir die Signaltibertragung rek-
rutiert. Die Wechselwirkung mit anderen Membranproteinen erfolgt im Zellinneren,
in der Membran und im extrazelluldren Bereich. Integrine interagieren mit Tetraspa-
ninen, Pentaspaninen, Proteinen der Ig-Superfamilie, Wachstumsfaktor-Rezeptoren,
Insulinrezeptor, uPAR (urokinaseartiger Plasminogenaktivator-Rezeptor), Caveolin,
Ionenkanilen, Proteoglycanen und vielen anderen.[86. 138,166,167 Dabei haben Integri-
ne Einfluss auf die Funktion der anderen Proteine und umgekehrt. Diese Beitrige
zur Signaltransduktion tuberschneiden sich mit denen von Konformationsinderung
und Clustern. Die integrinvermittelte Kraftibertragung besitzt neben der mechani-
schen Funktion in Zellverankerung und Migration auch eine signalgebende Kompo-
nente. Bereits der Widerstand, den ein ligandengebundenes, immobilisiertes Integrin
auf die kontraktilen Krifte der Zelle austbt, ist ein sensorischer Beitrag, der in der
Bildung von FAs und Stressfasern resultieren kann.[134 168,169 Hs werden aber auch
komplexere mechano-sensorische Funktionen von Integrinen in Geweben unter
mechanischer Belastung und FlieBkriften beschrieben, z. B. in Knochen, Knorpel
und Epithel.ll”0-174 Eventuell verindert dabei die Kurvatur der Membran die Kon-
formation der Integrine.['7l Die Translokation von Integrinen aus der Zellmembran
vermittelt ebenfalls Signale. Die bei der Zellmigration aus der Membran ausgerisse-
nen Bl-Integrine aktivieren z. B. die Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1).[176, 177]
Endocytierte Integrine kénnen RGD-funktionalisierte Proteine (z. B. Fibronectin,
Antikérper) durch Endocytose ins Zellinnere transportieren.l'’s: 1791 Endocytierte,
nicht-ECM-gebundene Integrine werden im sogenannten wnligation-Modell fir die

apoptotische Wirkung von RGD-Peptiden verantwortlich gemacht.

2.4 Zelladhasion

Integrinvermittelte Zelladhasion besteht aus den vier Schritten Zellanheftung,
Zellspreitung, Organisation des Cytoskeletts und Ausbildung der fokalen Adhisi-
onskomplexe (FAs).180 Die Ereignisse kénnen sich dabet auch z. T. tiberschneiden.
Im ersten Schritt kontaktiert die Zelle das zu Grunde liegenden Substrat und bindet
zunichst nur schwach, z. B. Uber Proteoglykane, Selectine und einzelne Integri-
ne.81 Im zweiten Schritt beobachtet man ein Abplatten und Ausbreiten der Zelle
tber das Substrat (Abbildung 2.4.1). Hier werden Integrine wahrscheinlich aktiviert
und geclustert. Dadurch wird im nichsten Schritt das Cytoskelett aktiviert, das Actin
organisiert sich in Stressfasern zwischen den Integrinclustern. Die Zelle ist nun fest

mit dem Substrat verankert. Im vierten Schritt bilden sich die fokalen Adhisions-
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komplexe aus. Sie bestehen — in der Zusammensetzung entsprechend Zellsorte,
Zellzustand und ECM variabell'82 — aus tber 50 anderen transmembranen, memb-
ranassoziierten und cytosolischen Proteinen.[!83 Das initiale Ereignis zur Bildung der
FAs ist das Clustern von Integrinen. Es kann durch multivalente Liganden ausgelost
werden, wie am Beispiel von oIIbB3-Integrinen in Lipiddoppelschichten gezeigt
wurde.®4 Interessanterweise erzeugt der dimere Ligand Fibrinogen neben Integrin-
dimeren noch hohere Homologe. Das spriche fiur eine Tendenz zur Auto-
oligomerisierung, wie sie, besonders im ligandengebundenen Zustand, in Micellen
bei erh6hter Temperatur (40 °C) beobachtet wurde.['84 In Zellen scheint der mono-
valentgebundene Zustand nicht ausreichend zu sein, um ein stabiles Clustering her-
beizufiihren. Man kann sich aber leicht eine Kooperationskette nach folgendem
Muster vorstellen: Monovalente Ligandenbindung / Aktivierung — Translokalisie-
rung des Integrins in raf#si®5l — weitere Anreicherung von Integrinen in raffs — erste
Oligomerisierung — polyvalente Ligandenbindung — Rekrutierung von verbriicken-

den Proteinen — stabiler Cluster.

Abbildung 2.4.1 Wihrend des Adbdsionsvorgangs bildet die Zelle Ausliufer (Filopodien) und
spreitet, bis sie flach auf dem Substrat aufliegt. In den Auslaufern finden sich u. a. fokale Adhdsi-
onskomplexe. Elektronenmikroskopische Aufnabmen adbdrierender Fibroblasten, Balkenlinge
10 um .28

In wie weit in Zellen Integrincluster durch direkten Kontakt der Integrine oder

durch indirekte Kontakte (also tiber Adaptermolekiile in der Zellmembran oder Pro-
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teine des Cytoskeletts) gebildet werden ist nicht bekannt. Aus Deletionsstudien ist

bekannt, dass der cytosolische Teil der B-Untereinheit zum Clustern benotigt wird.
Chimiren aus einer irrelevanten Transmembrandomine und der cytoplasmatischen
B1-Domine lokalisieren konstitutiv in FAs.[185. Mit intakten Integrinen verlduft die
Lokalisierung nicht passiv, sondern zielgesteuert. So entscheidet die Phosphorylie-
rung eines Serins dartber, ob sich Bl-Integrine in fokalen Adhisionskomplexen
oder in Podosomen (einer anderen Art von Matrixkontakt) befinden.'811 Auch vom
Zellinnern kann das Clustern von Integrinen ausgel6st werden, wobei die zugrunde
liegenden Mechanismen wenig bekannt sind.["58: 181 Inside-out-clustering zur Erh6hung
der Integrin-Affinitit kann in Leukozyten in weniger als 0,1 Sekunden erfolgen.['8l
In diesem und in anderen beschriebenen Fillenl'8”] wird Zelladhdsion durch ge-
clusterte, nichtaktivierte Integrine ausgelost. Entsprechend wird in der aktuellen
Forschung die Bedeutung der Bindungsaviditit gegeniiber der Bindungsaffinitit in
der Zelladhision neu bewertet.['88. 189 Der Abstand der Integrine in einem Integrin-
cluster ist nicht bekannt. Man kann jedoch aus indirekten Messmethoden einen Mi-
nimalabstand von 6 nm und einen Maximalabstand von ca. 60 nm annehmen. Die
Effekte des Integrinclusterns sind eine Steigerung von Ligandenbindungstirke und
-geschwindigkeit,[190 111 Ubertragung von Signalen, die von der monovalenten Li-
gandenbindung verschieden sind!’>’1 und Bildung von fokalen Adhisionskomple-
xen.’” Dises sind eine spezielle Form der organisierten Zell-Matrixkontakte.
Daneben kennt man noch Filopodien, Podosomen, Hemidesmosomen, Lamellen,
Spikes, microspikes, ruffles, point contacts und fibrillar adbesions (auch focal complexes).1183 192,
193] Grundlage fur FAs sind Cluster von Integrinen. In den Clustern finden sich ver-
stirkt die ,,klassischen® Integrine o531, alIbB3 und ovP3, aber auch die meisten

anderen auBler 04P1.1192 194 Infolge der Clusterbildung werden die Integrine mit dem

Cytoskelett der Zelle, den Actin-Fasern, iiber die Strukturproteine 0-Actinin, Talin
und Vinculin mit Hilfe von Paxillin, Vinculin und Tensin verknipft (Abbildung
2.4.1).1158 Dies wird tber die kleinen Rho(Ras homolge)-GTPasen Rho, Rac und
Cdc42 organisiert, welche heute als essenziell fur die Bildung von Integrinclustern,
Stressfasern und FAs sowie Zellspreitung und Migration angesehen werden.[158, 168,
181, 195197 Uber Integrine in einem Cluster, aber auch tiber die Wechselwirkung der
Integrine mit anderen Zellrezeptoren in FAs werden eine Vielzahl von downstrean:-
Signalwegen aktiviert, z. B. Grb2 / Ras / Raf / Mek / MAPK (= Erk), PI3K / Akt
und Crk / Rac / MAPK. Die von FAs ausgelosten Signalkaskaden sind u. a. wichtig
tir Zellproliferation (Fortschreiten im Zellzyklus) und Zelliberleben (Rast in der
G1-Phase). Das Ausbleiben dieser Signale kann zur Apoptose fithren. FAs brau-
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chen zu Ausbildung des ausgereiften Phinotyps Zeit (ca. sechs Stunden), bestindi-
gen Nachschub von weiteren Integrinen (wahrscheinlich iiber einen Exocytoseme-
chanismus)[1%8l und mechanische Krafteinwirkung, entweder internen Ursprungs
durch Myosin oder von auflen.[198, 1991 Unterbleibt diese Krafteinwirkung durch ein

flexibles Substrat oder Inhibierung der Actin-Myosin-Kontraktilitit, bilden sich z. B.

auf Fibronectin kleinere Matrixkontakte, die fibrillar adhesions, die reich an o5p1-
Integrinen und Tensin sind, aber weniger Phosphorylierung und kein Paxillin, Vin-

culin und keine Stressfasern aufweisen.[198, 199, 2001 Die fibrillar adbesions, also kleinere
05B1-Cluster, kénnen nach initialen Adhisionsvorgingen aus den reifenden FAs

(auf der Grundlage von owvP3-Clustern) herausgezogen werden und gehorchen den

zentripetalen Kriften der Zelle.l183 2011 Wahrscheinlich ergibt sich daraus die Beo-
bachtung, dass mit B1-GFP-Chimiren angefirbte FAs in ruhenden Fibroblasten in

Richtung Zellmitte wandern,°!l wihrend die owB3-basierenden FAs stationir blei-
ben.[178, 183, 198] Jn jungerer Zeit wurde die Liste der Zell-Matrix-Kontakte um die so-
genannten 3D-FAs erweitert. Diese wurden in Zellen in flexiblen dreidimensionalen
ECM-Matrizes beobachtet. Sie unterscheiden sich deutlich von den FAs, die in Zel-
len auf starren zweidimensionalen Substraten gebildet werden, und zwar in GroBe,
Zusammensetzung und downstream-Ereignissen.[158 202, 203] Die 3D-FAs scheinen eine
Zwischenstellung zwischen den fibrillar adbesions und den auf starren Substraten beo-
bachteten ,,klassischen® FAs einzunehmen: Der Phosphorylierungsgrad ist eher ge-
ring und B3-Integrine und FAK sind nur zu einem geringen Teil involviert, trotz-
dem sind die dblichen Strukturproteine (Tensin, Paxillin, Vinculin und Actin)
enthalten. Seit der Entdeckung der 3D-FAs wird die Relevanz der bisherigen Er-
kenntnisse iber FAs auf starren, kiinstlichen Oberflichen grundsatzlich in Zweifel
gezogen.[?02 2031 Man sollte dabei aber im Auge behalten, dass die 3D-FAs mit
Fibroblasten, also Zellen ohne natiirliche Polaritit, in einer eher weichen Fibronec-
tinmatrix untersucht wurden. In wie weit diese Ergebnisse auf polarisierte Zellen,
also Epithelzellen, Osteoblasten und verklumpte Blutplattchen in den entsprechen-
den Matrizes iibertragen werden konnen, ist nicht bekannt. In der jiingsten Zeit wird
in der Literaur darauf hingewiesen, dass auch das Auflésen von FAs ein physiolo-
gisch wichtiger Vorgang ist. Dies wurde stimuliert durch die Beobachtung, dass be-
stimmte ECM-Proteine die Auflésung von FAs und Stressfasern bewirken: Tenas-
cin-C Uber den Rezeptor Annexin II, Thrombospondin tber Calreticulin und
SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine) Gber einen unbekannten Rezeptor.['8>
2041 Die gespreitete Zellform und ein gewisses Mal3 an Integrinclustern kénnen dabei

erhalten bleiben. Diesem sogenannten intermediate cell adhesion state wird eine grof3e

19



2 Biologischer Hintergrund

Bedeutung fiir Morphogenese, Wundheilung und Migration zugemessen. Er wird
weiterhin als Ubergang in den nicht-adhirierten, Apoptose induzierenden Zustand

interpretiert.[204]

2.5 Integrine im Knochenstoffwechsel

Das awvf3-Integrin und seine Liganden sind auch an verschiedenen Prozessen
des Knochenstoffwechsels beteiligt. Der Ostrogenmangel, der wihrend des Klimak-
teriums auftritt und neben ernihrungsbedingtem Kalziummangel eine Ursache fur
Osteoporose darstellt,[?0% 206 stimuliert die Aktivierung von Osteoclasten.[200, 207]
Diese exprimieren die Integrine 021, av1 und vor allem 03,471 welche an Be-
standteile der Knochenmatrix (z.B. Osteopontin, Vitronectin) adhirieren, was zur
Ausschiittung von Salzsdure und zum Abbau der mineralischen Knochensubstanz
fihrt. Durch die Osteoclastenadhision wird die Proliferation von Osteoblasten ge-
tordert, die durch den Knochenaufbau der Knochenresorption entgegenwirken.

Primire Osteoblasten exprimieren hauptsichlich o3p1-, a5B1- und owpB5-Integrine,

in verinderlichem MafBe avf33-Integrine und andere Integrine.30 208,209 Das Expres-
sionsmuster variiert je nach Zellinie und Kultivierungsbedingungen stark.?10 Im
Knochenstoffwechsel fihrt eine reduzierte Osteoblastenadhdsion mit Matrixprotei-

nen, verursacht durch inhibierte Integrine, zu einem erhohten Apoptosepotenti-

al.[211]

In vitro konnte die Adhidsion von Osteoblasten an kunstliche Oberflichen durch
eine Oberflichenfunktionalisierung mit RGD-Peptiden in zahlreichen Fallen erzielt
werden.®0. 34 Uber welche Integrine die Osteoblastenadhision an kiinstliche Ober-
flichen stattfindet ist noch wenig untersucht; in einigen Fillen wurde von einer do-
minanten Rolle des awvPB3-Integrins berichtet.[!8, 2121 Auf einer RGD-beschichteten
PMMA-Oberfliche konnte tiber eine erfolgreiche Stimulierung der Zelladhision
hinaus noch die Proliferation der Osteoblasten angeregt werden (Produktion von
alkalischer Phosphatase und Collagen I). Inzwischen konnte auch 7z vivo eine erfolg-
reiche Knochenintegration eines PMMA-Formkérpers durch RGD-Beschichtung

nachgewiesen werden.?']
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2.6 Immobilisierung von Integrinliganden auf kinstlichen
Oberflachen

Diese Arbeit beschiftigt sich mit einer Vielzahl sehr unterschiedlicher Materia-
lien und deren Beschichtung mit Integrinliganden zur Stimulierung der Zelladhision.
Die Immobilisierung kann sowohl durch Modifizierung der Materialoberfliche als

auch des Integrinliganden oder Mimetikums erfolgen.

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien, die Moglichkeiten ihrer
Funktionalisierung und Anwendung sowie wichtige Aspekte der Oberflichenbe-

schichtung naher beschrieben.

2.6.1 Grundlagen Biomaterialien

Biomaterialien sind so vielfaltig und vielseitig wie ihre Anwendungsgebiete, zu
denen z.B. die Implantatationsmedizin und die Unfallchirurgie?!3l ebenso zihlen wie
die Zell- und Gewebskultivierung (Zssue engineering), 33 die DNA-Chiptechnikl?14. 215]
oder die mechanistische oder molekularbiologische Untersuchung des Zellverhal-
tens.l?191 Die physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften differieren
je nach Anforderungsprofil bzw. Einsatzgebiet. Der Materialcharakter kann durch
physikalische (z.B. sintern, schleifen) oder / und chemische (z.B. dtzen, oxidieren,
pegylierung) Prozesse sowie oberflichliche Modifizierung (Beschichtung mit glei-
chen oder anderen Materialien z.B. durch grafting oder chemical vapor deposition (CVD),
adsorbierte Proteine, adhirierte Zellen) verindert werden.3 Heutzutage verwendete
Werkstoffe sind zumeist Hybride, die die besten Figenschaften verschiedener Mate-

rialien kombinieren.[217]

Materialien reagieren im Kontakt mit biologischen Systemen (Gewebe, Zellen)
oder deren Bestandteilen verschieden und werden haufig in bioinerte, biokompatible
und bioaktive Materialien unterteilt.[218] Bioinerte Werkstoffe zeichnen sich durch
cine geringe Wechselwirkung zwischen Material und angrenzendem Gewebe aus,
was beim Einsatz in der Implantationsmedizin ihr Nachteil ist. Biokompatible Mate-
rialien hingegen wechselwirken mit den sie umgebenden Zellen und Geweben, wor-
aus eine mechanische Stabilisierung resultiert. Bioaktive Materialien stehen aufgrund
ihrer Oberflichenstruktutierung oder / und -funktionalisierung in ausgeprigter In-

teraktion mit Geweben.

Man kann Biomaterialien aber auch im Hinblick auf ihre mechanische Stabilitit

bzw. Flexibilitit unterscheiden, ebenso wie aufgrund ihrer Lebensdauer im Kontakt
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mit lebenden Systemen — permanente (biostabile) und temporire (abbaubare) Mate-
rialien.

Polymere haben eine weite Verbreitung im Anwendungsgebiet der Biomateria-
lien erlangt,l33 34 da ihre Eigenschaften durch geschickte Wahl der Polymerisations-
parameter (Monomer, Polymerisationsgrad, Vernetzungsgrad, Polymerverteilung,
Taktizitit, Additive, Copolymere, grafting) gezielt modifiziert werden koénnen. Ein
Vertreter ist das Poly(methylmethacrylat) (PMMA), welches durch radikalische
Block-, Emulsions- oder Suspensionspolymerisation aus Methylmethacrylat herge-
stellt werden kann.l?'8] Der hiufigste Vertreter ist Plexiglas. PMMA ist biostabil und
wird von Geweben oder im Korper nicht resorbiert. Es gehort neben ultrahochmo-
lekularem Polyethylen (UHMWPE) und Silikon zu den drei meistverwendeten Po-

lymermaterialien in der orthopidischen Chirurgie.[19]

Anwendung findet PMMA in der Implantationsmedizin als Knochenzement Pa-
lacos®, der aus PMMA-Oligomeren, Methylmethacrylat und dem Radikalstarter Di-
benzoylperoxid besteht. Palacos® dient der Stabilisierung von Gelenkendoprothesen
durch eine verbesserte mechanische Verankerung des Implantats im Knochen. Bei
der Einzementierung des Implantats treten jedoch Temperaturspitzen auf, die eben-
so wie nicht polymerisierte toxische Monomere und PMMA-Oligomere nachteilig

auf das umliegende Gewebe einwirken.[?2]

Als Knochenersatzmaterial auf Basis von Kalziumphosphatkeramiken werden
hauptsichlich Trikalziumphosphat (Ca3(POy)2) und Hydroxylapatit
(Cas[(OH)(PO4)3]) eingesetzt. Sie gelten im Kontakt mit Knochen, der als anorgani-
sche Hauptkomponente Apatit (Cas[(F,OH,Cl)(POa4)3]) enthailt, als bioaktiv und bio-
kompatibel.?21l Hydroxylapatit kann vollsynthetisch hergestellt oder durch Sintern

aus natiirlichem Kalziumkarbonat gewonnen werden.

Letzteres besitzt bereits eine gewisse Porositit, die auf die Geruststruktur von
Korallen (Biocoral®, Interpore®) oder Kalkalgen zurtickzufthren ist.?18. 2221 Kalzi-
nierte Rinderknochen werden ebenfalls als Knochenersatzmaterial verwendet, wobei
Apatitnanokristalle zu groBeren Aggregaten zusammensintern (Endobon®[223l) Py-
rost®1224]),

Metalle und ihre Legierungen werden ebenfalls als Biomaterialien genutzt. Rost-
treier Stahl, Titanl??’] und seine Legierungen (Ti6Al4V, Ti6AI7ND, Ti5Al13Ta)226-228]
finden vor allem in der Gelenkendoprothetik Anwendung. Gold wird haufig in der
Zahnmedizin verwendet, wie auch zur Strukturierung von Oberflichen zur Untersu-
chung von molekularbiologischen Prozessen (z.B. Zelladhision,[?1l Sensorik[?)

oder bioelektronischen Anwendungen.[230.231]
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Silizium findet zunehmend in der Sensorik Interesse,[229, 230,232, 233] da die Halblei-
tertechnologie zur Herstellung komplexer elektronischer Strukturen auf kleinstem
Raum befihigt ist.?34 Im Kontakt mit Zellen verhalten sich amorphes hydrogeni-
siertes Silizium (a-Si:H)%] und ozonisierte Silizium-Suboxidoberflichen biokompa-
tibel.2301 Modifizierte a-Si:H-Oberflichen kénnen zukiinftig in der Biosensorik und
Bioelektronik zum Auslesen biochemischer Prozesse, z.B. von Ionentransporten in
Zellen, verwendet werden. Verglichen mit bereits etablierten Verfahren auf der Basis
von einkristallinem Silizium haben sie aufgrund der grof3eren Bandliicke (1,8 eV vs.
1,1 eV) den Vorteil, dass das elektronische Hintergrundrauschen bei Anwendungen

im Bereich der Raumtemperatur drastisch sinkt.[23]

Oberflichenmodifizierte Gliser besitzen ebenfalls Potential zur Anwendung im
Bereich der Biosensorik[?37-2411 und aufgrund ihrer verinderten peptid- und protein-

adsorbierenden Eigenschaften in der Implantationsmedizin.[?42l

2.6.2 Beschichtung von Oberflachen mit kinstlichen Integrinligan-
den

Die Steigerung der Zelladhdsion auf Werkstoffen kann verschiedene Vorteile
bieten. In der Medizin kann z.B. die Stimulierung der Makrophagenadhision gezielt
hervorgerufen werden,[**3l welche den Abbau von Wundnihten oder resorbierbaren
Schrauben potentiell beschleunigen kann, wihrend Implantate durch gezieltes An-

sprechen von Osteoblasten / Osteoclasten schneller in Knochen einwachsen und

Abbildung 2.6.1 VVergleich zweier Querschnitte durch PMNLA-Implantate, zwei Wochen nach
der Implantation in das Patella-Gleitlager der Femurkondyle von Kaninchen. links: PMMA-
Kiigelchen mit RGD-Beschichtung befinden sich in direktem Kontakt mit neungebildetenm Knochen
(Osteoid). rechts: Bei feblender Beschichtung wird das Implantat von einer Bindegewebsschicht ein-
geschlossen. Vergroferung 16x, Farbung nach Goldner-Masson. Farb-Index: weifs: PMM.A-
Kiigelchen; blan: Knochen; hellbrann: neugebildeter Osteoid; dunkelbrann: Bindegewebe.?0]
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vor der Einkapselung mit Bindegewebe geschiitzt werden (Abbildung 2.6.1).030 244-
252] Strukturierte Oberflichen, auf denen zelladhidsive und zellrepulsive Bereiche an-
einander grenzen, kénnen zur Untersuchung von molekularbiologischen Prozessen

wie der Integrinclusterung®>3 oder fiir die Entwicklung von Sensoren verwendet

werden.[229, 237, 254-256]

Zur Erhohung der zelladhisiven Eigenschaften von Oberflichen wurden synthe-
tische Materialien zunichst mit natiirlichen Integrinliganden wie Fibronectin, Colla-
gen oder Laminin beschichtet.[-%- 11-14 Gerade fiir medizinische Anwendungen ist
die Verwendung von Proteinen nachteilig, da neben der aufwendigen Isolierung und
Reinigung aus Fremdorganismen oder Zellkulturen unerwiinschte Immunantworten
(z.B. Thrombosen, Einkapselung) auftreten kénnen und das Infektionsrisiko steigt.
Entziindungen kénnen durch den enzymatischen Abbau der Proteine hervorgerufen
werden.[?>7] Adsorbiertel?58-261] und kovalent gebundene Proteinel?62 2631 miissen auch
oberflichennah die richtige Konformation und Orientierung besitzen,?*4 um ihren
Zelladhision stimulierenden Charakter zu erhalten. Oft wird dieser durch die Struk-
turierung des Materials und dessen Hydrophobizitit oder Oberflichenladung so be-
einflusst,[20%: 265272 dass Denaturierung auftritt bzw. das Bindungsmotiv in einer an-

deren Konformation prisentiert wird und die Rezeptorbindung nicht stattfinden

kann.[273, 274]

Kinstliche Integrinliganden, die zur Stimulierung der integrinvermittelten Zell-
adhision eingesetzt werden, sind hauptsichlich Peptide.[2% 28, 34, 275-279] Sje besitzen
eine hohere Toleranzgrenze gegentiber Sterilisation,?>l Hitzeeinwirkung, pH-
Variation?8): 2811 und enzymatischem Abbau (bei integrierten D-Aminosduren und

konformationeller Fixierung, die z.B. durch Zyklisierung erreicht werden kann).[20 44,
45, 113,275, 282

Aber auch nicht jede Peptidsequenz ist zur Stimulierung der Zelladhision auf
Oberflichen geeignet. Vorraussetzungen, die erfillt sein sollten, um eine integrin-

vermittelte Zelladhision auf Oberflichen hervorzurufen, werden im folgenden Ab-

schnitt naher beschrieben.

2.6.2.1 Allgemeine Anforderungen

Die RGD-Sequenz ist Bestandteil der am hiufigsten verwendeten Peptide zur
Stimulierung von Zelladhision durch Integrinwechselwirkung.B3* 48 2761 Das RGD-
Motiv, selbst die minimale Zelladhdsionssequenz,>> 4. 283 ruft keine spezifische

Zellantwort hervor, da es eine Vielzahl der unterschiedlichsten Rezeptoren anspricht
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(Kapitel 2.2). Eine gerichtete Antwort kann nur dann erzielt werden, wenn ein
(moglichst) selektiver Ligand mit hoher Rezeptoraffinitit genutzt wird. Viele eher
unspezifische lineare Peptide wie z.B. RGDS, 2841 GRGD, 285287l GRGDS, 277 288, 289]
YRGDG,!%: 2431 GRGDSPRY-292] oder GRGDSPKIE23-29%%] stimulieren auf unter-
schiedlichsten Materialien die Adhidsion verschiedener Zellen.[33: 34279 Erst in letzter
Zeit werden vereinzelt integrinsubtypenspezifische Liganden auf Oberflichen im-
mobilisiert, um gezielt bestimmte Zelltypen anzusprechen. Dazu zihlen unter ande-
rem die zyklischen owP3-Integrin  selektiven RGD-Peptide vom Typ
oyclo(-RGDEX-)129: 30, 2791 und ¢yelo(-RGDEV-),275] sowie die in Abbildung 2.6.2 darge-
stellten integrinselektive RGD-Mimetika.[32 65, 296]

Vor allem bei Anwendungen in der Implantationsmedizin ist es von Bedeutung,
dass nur ein bestimmter Zelltyp an die Implantatoberfliche adhiriert, um den Auf-
bau eines homogenen Gewebes zu unterstiitzen und z.B. Kapselbildung vorzubeu-

gen.

NH

e HW COCH 7
:©/\( HN COOH
HN>"0 AN e HZN\/\O/\/O\/\OmTCFs
© 0
Abbildung 2.6.2 Oberflichenadhdsive tyrosinbasierende RGD-Mimetika. links: OIIbP3 se-

lektiv,P2 651 rechts: w33 selektiv./2%6]

Eine unzureichende Rezeptoraffinitit eines Liganden kann nur bedingt durch die
Erhohung der immobilisierten Substanzmenge ausgeglichen werden. In verschiede-
nen Studien (XPS,% 2971 Radiomarkierung,?8 289 298] Aminosiureanalysel280. 299])
konnte gezeigt werden, dass die (maximale) Stimulierung der Zelladhidsion auf Ober-
flichen wie PMMA, Glas und anderen bei sehr geringen Peptiddichten (fmol/cm?
bis pmol/cm?) auftritt. Eine Méglichkeit, die Zelladhidsion gegeniiber monomeren
Liganden zu steigern, liegt in der Verwendung von Multimeren, die durch Integrin-
clusterung eine verstirkte Zellantwort hervorrufen kénnen.B% Neueste Untersu-
chungen auf RGD-nanostrukturierten Oberflichen mit Osteoblasten konnten zei-
gen, dass Abstinde von =< 58 nm zwischen zwei immobilisierten Liganden
(e9elo(-RGD1K-)) ausreichen, um eine integrinvermittelte Adhision zu induzieren.
Bei Abstinden > 73 nm wurde keine Zelladhision hervorgerufen.253 Altere Arbei-

ten Uber Fibroblastenadhision auf RGD-funktionalisiertem Glas zeigen hingegen,
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dass ein Peptid-Peptid-Abstand von maximal 440 nm fir eine owvp3-
integrinvermittelte Fibroblastenausbreitung ausreicht, jedoch zur Ausbildung fokaler
Adhisionspunkte ein Abstand von maximal 140 nm (gemittelt) erforderlich ist.[28]
Hier wurden allerdings die Peptide statistisch auf der Oberfliche fixiert. Dabeli ist es
nicht ausgeschlossen, dass Stellen hoherer Dichte auftreten. Der Wert von 140 nm

ist iber die Gesamtbelegung gemittelt.

‘

Abbildung 2.6.3 Schematische Darstellung eines oberfldchenadbdsiven Integrinliganden, anfge-
bant ans Ligandkopfgruppe und Linkermolekiil, bestehend aus Spacer und Anker.

Neben einem spezifischen Liganden ist die Wahl des Linkers wichtig, welcher zur
Anbindung an das Material dient (Anker) und dabei eine gewisse Distanz zwischen
der Oberfliche und dem Liganden erzeugt (Spacer) (Abbildung 2.6.3). In der Nihe
der Oberfliche ist meist ein kurzer aliphatischer Linker (C3-C6) vorteilhaft, da eine
maximal dichte Packung des Liganden aufgrund der Bildung von SAMs (se/f-assembled
monolayer) generiert werden kann. Ob die Hydrophilie eines weiterreichenden Spacers
einen Einfluss auf die Zelladhision besitzt, konnte bis jetzt nicht ermittelt werden.
Aber gerade bei strukturierten Oberflichen, die durch Pegylierung partiell protein-
und zellrepulsiv sind, kénnten sich hydrophile Spacer durch bessere Wechselwir-

kung mit dem Material als vorteilhaft erweisen.

Aus unterschiedlichen Studien geht hervor, dass der Abstand eines kinstlichen
Integrinliganden vom Werkstoff stark von der Strukturierung der Materialoberfliche
abhingt. Elastische Oberflichen wie z.B. Proteine (BSA) benétigen in der Regel
keinen Spacert?! im Gegensatz zu porosen oder stark gegliederten Materialien (z.B.
PMMA). In der Literatur wird Gbereinstimmend eine effektive Spacerdinge von 3.0 -

3.5 nm (gestreckt) angegeben.[29 162, 301]

Die Immobilisierung von Integrinliganden und Molekdilen allgemein hingt meist
von dem zu funktionalisierenden Material ab, wobei man zwischen adhasivem, ioni-
schem und kovalentem Charakter der Anbindung unterscheidet. Wahrend die Mole-
kiiladsorption und die ionische Wechselwirkung von Material und Ligand gleicher-

mafen und / oder gleichzeitig ausgehen muss, konnen kovalente Bindungen durch
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die Erzeugung oder den Einbau reaktiver Gruppen auf Seiten des Materials oder des
zu immobilisierenden Liganden erfolgen. Dabei ist die Verwendung von hetero-

oder homobifunktionalen Linkern, sogenannten Crossiinkern, moglich.

Adsotbierte RGD-Peptide sind nur schwach durch hydrophobe / hydrophile
Wechselwirkungen an die Materialoberfliche gebunden.[?31 Dies hat zur Folge, dass

in Zelladhisionsversuchen zumeist nur eine maBige Stimulierung der Zellanbindung

erzielt wird.[259; 262, 302-305]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur ionische und kovalente Immobilisie-
rungsmethoden genutzt. In Abhingigkeit vom Material werden in den folgenden
Kapiteln verschiedene Méglichkeiten der Oberflichenfunktionalisierung naher be-
leuchtet.

2.6.2.2 Immobilisierung auf Titan

Titanoberflichen haben eine gewisse Affinitdt zu ThiolenB%l und weisen nach
Beschichtung mit RGD-Thiolpeptiden eine leicht verstarkte Zelladhasion auf. Titan
lasst sich auch analog zu Glas mit Alkoxysilanen funktionalisieren.?%”] Die Alko-
xygruppen des Silans werden dabei durch Hydroxygruppen an der Metall-
oxidoberfliche substituiert. Uber eine Aminogruppe des Silans wurde so mittels Ma-
leinimidocarbonsdure-NHS-Linker das Peptidfragment CGGNGEPRGDTYNAY
(aus BSP) angebunden. Dadurch konnte in serumfreiem Medium die Anhaftung und
Spreitung von Osteoblasten auf Titan gesteigert werden.?%8 Eine nach derselben
Methode mit GRGDSPYGsC funktionalisierte Titanoberfliche stimulierte Kno-
chenzellen zu hoéherer Produktion von ECM-Molekilen und Osteoclasten-
Differenzierungsfaktoren.’! Auch ¢yelo(-RGDfK[Mercaptopropionyl]-) konnte auf
diese Weise auf Titan immobilisiert werden.B1% Das gleiche Peptid kann tiber die
Thiolfunktion auch direkt an Titan gebunden werden. Derart behandelte Implantate
zeigten im Tierversuch ein verringertes Wachstum von fibrosem Gewebe, eine signi-
fikat erhohte Knochendichte am Implantat und eine erhéhte mechanische Stabili-

tat.B11]

Analog zur Beschichtung mit funktionalisierten Alkoxysilanen wurde auch ein
Verfahren zur Titanbeschichtung mit funktionalisierten Phosphonaten vorgestellt.
An auf der Titanoberfliche immobilisierte Phosphonatmolekile mit Aminogruppe
in der Seitenkette wurden Uber einen Maleinimidocarbonsidure-NHS-I znzker RGD-
Peptide angebunden und so die Adhision von Osteoblasten an die Titanoberfliche

stimuliert.’'?l Eine weitere Technik zur Funktionalierung von Titanoberflichen ist
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die Abscheidung und der Einbau von phosphat- und phosphonathaltigen Peptiden
auf einer anodisch erzeugten Titandioxidschicht. Nach diesem Verfahren wurden
von Bernhardt ez a/. TiAl6V4-Stifte mit dem obengenannten Phosphonatpeptid be-
schichtet. In Tierversuchen wurde um diese Titanstifte eine verstirkte Knochenneu-
bildung nachgewiesen.l?'3l Durch die anodische Oxidation wurde von Schliephake ez
al. Collagen I mit in die Oxidationsschicht eingebaut, an dieses konnte dann photo-
chemisch ¢yclo(-RGDfK[Ahx-Ahx-Acryloyl]-) angebunden werden. Die Implantate
wurden Fuchshunden in den Kieferknochen eingesetzt. Nach drei Monaten zeigte
sich bei allen Implantaten mit organischer Zwischenschicht ein erhéhter Knochen-
Implantat-Kontakt, der durch die RGD-Peptide nicht signifikant gesteigert werden
konnte. Allerdings weist auch die Collagenschicht das RGD-Motiv auf, so dass auch
dadurch schone eine verbesserte Biokompatibilitit gegeben ist.34l Mit CDI kénnen
die Peptide Gber den N-Terminus auch direkt kovalent an die OH-Gruppen der Ti-

tanoxidschicht gebunden werden.B1!

2.6.2.3 Immobilisierung auf Gold

Gold wird ublicherweise mit Molektlen beschichtet, die eine Thiolankergruppe
tragen. Der Mechanismus der Anbindung des Thiols an die Goldoberfliche ist noch
nicht geklirt,31¢ die Gold-Schwefel-Anbindung ist jedoch ausreichend stabil fiir eine
Beschichtung.?'7l So konnte z. B. das Peptid GRGDS iber einen Thiollinker auf
Oligoethylenglycolbasis auf einer Goldoberfliche immobilisiert werden und die Ad-
hision von Fibroblasten und Endothelzellen stimulieren.318. 3191 Durch die Beschich-
tung einer Goldoberfliche mit Molekilen, die sich in einer monomolekularen
Schicht organisieren (SAM), lassen sich Oberflichenbeschichtungen mit definierten
zelladhdsiven Eigenschaften erzeugen: In der Arbeitsgruppe um Whitesides wurden
zunichst SAMs mit antiadhasiven PEG-Alkylthiolen hergestellt. Durch die Zugabe
von GRGDS-PEG-Alkylthiolen konnte mit steigender Konzentration von RGD-
Verbindung ein Ubergang von schwach angehefteten bis hin zu gespreiteten Zellen
beobachtet werden.?'9 Sind die GRGDS-PEG-Alkylthiole kiirzer als die umgeben-
den PEG-Alkylthiole, ist die RGD-Sequenz fiir die Zelle nicht erreichbar und es

findet keine Adhasion mehr statt.[320]
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2.6.2.3 Immobilisierung auf Silizium

Die Adhision von Zellen an Silizium-Oberflichen findet starke Beachtung in der
Chiptechnologie. Die erfolgreiche Beschichtung von amorphem Silizium mit einem
von C. Dahmen synthetisierten ¢yclo(-RGDIK-)-Peptid mit Pentenoylanker konnte
durch ELISA bestatigt werden.21]

2.6.2.4 Immobilisierung durch kovalente Anbindung

Aminoanker kénnen kovalent an Materialien angebunden werden, sofern diese
reaktive Gruppen aufweisen.[?30. 322, 3231 Carboxylterminierte Oberflichen sind nach
Bildung eines Aktivesters zur Kupplung mit aminofunktionalisierten Spezies befa-
higt. Die Immobilisierung von Molekiilen kann auch durch das Einfiihren eines
Crosslinkers, der Oberfliche und Molekil tber einen zusitzlichen Spacer miteinander
verbindet, ermdglicht werden. Bis-Isothiocyanate, IN,N'-Carbonyldiimidazol (CDI)
und Disulfosuccinimidyltartrate (DST) sind nur einige Vertreter (Abbildung 2.6.4).
Mittels aktivierter Maleinimidocarbonsiuren werden beispielsweise wenig oder nicht
zelladhisive Proteinoberflichen mit freien Aminogruppen wie BSA (bovine serum al-
bumin), OVA (ovalbumin) oder Collagen mit Thiolverbindungen funktionalisiert.[180,
3243271 Die Beschichtung natirlicher oder naturdhnlicher Polymere mit Peptiden, die
die RGD-Sequenz enthalten, ist in einer Vielzahl von Publikationen niher beschrie-
ben.B3 34 3281 Als Template konnen die unterschiedlichsten proteinadhisiven Mate-

rialien dienen, auf denen die Proteinschicht nur durch Adsorption verankert wird.

(@) b o (©)

o)
)I\ O OH e}
= = o} OH O

Abbildung 2.6.4 Reagenzien zur kovalenten Anbindung (a) p-Phenylendiisothiocyanat, (b)
N,N “Carbonyldiimidazo! (CDI) und (c) Disulfosuccinimidyltartrat (DST).

Die direkte kovalente Funktionalisierung einiger wichtiger Biomaterialien wird
im Folgenden niher beschrieben, wobei einige Beispiele fur die Modifizierung mit

RGD-Peptiden aufgezeigt werden.

Polymere wurden in der Vergangenheit wohl am haufigsten mit zelladhésions-
steigernden RGD-Peptiden beschichtet.?*l Polyacrylate, die als Biozemente einge-
setzt werden, kénnen verschiedentlich kovalent mit RGD-Peptiden modifiziert wer-

den. Durch Copolymerisation kénnen Aktivester®?%. 330 oder andere funktionelle
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Gruppenl®. 331, 332 in den Werkstoff eingefithrt werden, die nach den bereits be-
schriebenen Methoden modifiziert werden. RGD-Peptide mit Acrylamidankern las-
sen sich direkt durch Copolymerisation?!l oder im Anschluss an die Aushirtung des
Materials durch unumgesetzte Radikale in das Material integrieren. Letzteres gelingt
nicht mit weniger aktivierten olefinischen Ankergruppen wie z.B. Pent-4-

ensaurederivaten.[333l

Glas wird fur die Peptidbeschichtung zunichst mit Alkyltrialkoxysilanen silani-
siert, die auch funktionelle Gruppen (Amino-,33+ 3351 Epoxy-,[27- 28] oder Thiolfunkti-
onent?Y) enthalten kénnen. An aminofunktionalisierte Glaser kénnen durch o.g.
Methoden Molekiile kovalent angebunden werden. Epoxygruppen eignen sich zur
Immobilisierung von Verbindungen mit freien Aminogruppen,B3! wihrend an un-
substituierte Silane Molekile mit olefinischer Ankergruppe anbinden (thermischl337-
34 oder photochemisch induziertel?*>-3471 Hydrosilylierung). Die Funktionalisierung
von einkristallinem, polykristallinem und porésem Silizium mit kleinen organischen
Molekdlen ist bekannt, wobei zumeist mehrstufige Additions- und Substitutionsre-
aktionen an der Oberfliche durchgefihrt werden miissen.?*83511 In der Literatur

sind zahlreiche Beispiele fir die Beschichtung von Glasern mit RGD-Peptiden be-
kannt.[28, 212,258, 352-359]

2.7 Prinzipien der Peptidsynthese

Die Bedeutung von Peptiden fir die Untersuchung von Wechselwirkungen zwi-
schen Biopolymeren wurde bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts erkannt. Ent-
sprechend frih wurden dann auch von E. Fischer und T. Curtius die Grundlagen
fir eine chemische Synthese von Peptiden in Losung erarbeitet.30: 3611 Erst durch
die Einfihrung urethanischer Schutzgruppen durch Bergmann konnte das Problem
der Racemisierung tiberwunden werden und fihrte zum Durchbruch in der Peptid-
synthese.?%?l Fir die Synthese der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptide
wird die von Merrifield entwickelte Strategie der Festphasenpeptidsynthese (SPPS)
verwendet.[393 3641 Bei dieser Technik wird die Peptidkette sequenziell an einem fes-
ten Triger aufgebaut, indem eine mit einer temporiren Schutzgruppe fiir die Ami-
nogruppe und einer permanenten Schutzgruppe fur die Seitenkette geschiitzte Ami-
nosdure an eine N-terminal entschitzte, festphasengebundene Aminosdure
gekuppelt wird. Die Vorteile dieser Methode bestehen im Wesentlichen darin, dass
durch hohe Reagenzieniiberschiisse die Kupplungsreaktion fast quantitativ verlauft

und dass die Giberschiissigen Reagenzien von dem jeweiligen harzgebundenen Ziel-
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molekil durch einfache Filtration entfernt werden kénnen. Dabei kommt die von
Carpino e# al. entwickelte Fmoc//Bu-Schutzgruppenstrategie zum Einsatz, wie sie in
Abbildung 2.7.1 dargestellt ist.36>-3¢7] Vorteil dieser Methode ist, dass die Abspaltung
der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe unter milden Bedingungen mit einer 20%igen
Piperidinlésung in NMP (Schritt 2) orthogonal zu den sdurelabilen Seitenketten-

schutzgruppen und der Peptidverankerung erfolgt.

O

N
0 O Fmoc™ %OH
H Rl _
Fmoc™ ﬁ)ko O ® Cl Q—O
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Abbildung 2.7.1 Darstellung der Synthesestrategie von Peptiden an fester Phase nach Merrifield
und Carpino unter Verwendung des Trityllinkers. Die Abspaltung des Peptids vom festen Triger
in Schritt 4 erfolgt entweder unter Erbalt der Seitenkettenschutzgruppen (%) unter schwach sauren
Bedingungen (3. B. HOAc oder HEIP) oder durch simultane Abspaltung der Seitenkettenschutz-
gruppen nmittels THA.

HOACc oder
HFIP
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Die Verankerung der ersten Fmoc-geschiitzten Aminosiure am Harz (Schritt 1)
erfolgt tiber ein zu den Kupplungsbedingungen orthogonales Linkermolekiil, dessen
Bindung zum Peptid erst bei der Peptidabspaltung vom Harz gebrochen wird. Dabei
haben sich neben dem in dieser Arbeit verwendeten Trityl/nker,368. 3991 die in Abbil-
dung 2.7.2 dargestellten Linker in der chemischen Festphasensynthese als besonders

verlisslich fir die Synthese modifizierter Peptide herausgestellt.370. 371]

| \
(@) O 0]
© Rink-Amid-Harz
Wang-Harz O O \O
PeptidYOVQ/ \O 95 % TFA ” 95 % TFA
(0]

a3 Peptidamid
freie Saure PeptidTNH
(0]
0 HO O O
N HMBA-Harz O Sieber-Amid-Harz
ROH, DIPEA 1% TFA
PeptidTO H% Peptidester PeptidTNH Peptidamid
O o)

Abbildung 2.7.2 Auswab! an Linkern, die sich in der Festphasensynthese von Peptidderivaten
bewdbrt haben, mit Angabe der Aspaltbedingungen und des zu erwartenden Peptidderivats.

Die Aktivierung der zu kuppelnden Fmoc- und seitenkettengeschiitzten Amino-
siure erfolgt mittels schwacher organischer Basen (z. B. durch N,N,N-Diisopropyl-
ethylamin) und Aktivierungsreagenzien (siche Abbildung 2.7.3),572374 die /n situ im
ersten Schritt der Reaktion eine hochreaktive Acyluronium oder -phosphonium-
Spezies erzeugen. Im zweiten Schritt wird diese durch den nucleophilen Angriff von
Fluorid, Bromid, HOBt oder HOAt in das Siurehalogenid bzw. in den Aktivester
umgewandelt, welches/r dann letztendlich mit dem entschiitzten N-Terminus des
harzgebunden Peptids zum Amid reagiert (Schritt 3). Neben den 7z sitzu Reagenzien,
die Uberwiegend in der automatisierten Peptidsynthese verwendet werden, werden
auch bereits voraktivierte Aminosidurederivate eingesetzt, wie z. B. symmetrische
Anhydride, N-Carboxyanhydride (NCA), Pentafluorphenolester oder Siurehaloge-
nide.367. 375, 3760 Unter den verschiedenen Kupplungsreaktionen weisen
OAt-Aktivester, symmetrischen Anhydride und Aminosaurehalogenide die grof3te

Reaktivitit auf, wihrend die Aminosédurefluoride ganz besonders fiir sterisch gehin-

derte Kupplungen, wie z. B. zwischen O-disubstituierten Aminosauren (z. B. Ami-

noisobuttersaure) geeignet sind.[77-37
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Abbildung 2.7.3 Kupplungsreagenzien fiir die in situ Aktivierung von Aminosduren. (Review
siehe 780])

Die in den ersten Reaktionsschritten der Aktivierung gebildeten Acyl-Onium-
Verbindungen racemisieren leicht, sodass diese durch den Zusatz von Additiven
(Abbildung 2.7.4) in die entsprechenden, stabileren Aktivester berfithrt werden
mussen, bzw. das Reaktionsgleichgewicht zu diesen verschoben werden muss.[381, 3821
Gleichzeitig miissen sterisch gehinderte bzw. sehr schwache Basen wie Collidin ein-

gesetzt werden, um unerwiinschte Racemisierungen z. B. von Cystein zu vermei-

den [83:385]
O
(I \\N
N—OH N

O
HOSu HOBt HOAt HOOBt

Abbildung 2.7.4 Gebriuchliche Additive fiir die Kupplung von in situ aktivierten Aminoséin-
rederivaten. Die Effizienz in der Unterdyiickung der Racemisierung nimmt von links nach rechts

.
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Als permanente Seitenkettenschutzgruppen fir die Fmoc-Aminosiuren kommen

tfolgende Schutzgruppen zum Einsatz, die allesamt TFA-labil sind:

Tabelle 2.4 Seitenkettenschutigruppen fiir Aminosanren.

Aminosiure Schutzgruppe
Serin, Threonin tert.-Butylether (‘Bu)
Aspartat, Glutamat tert.-Butylester (O'Bu), Benzylester (OBn)
Cystein, Asparagin, Glutamin, Histidin Triphenylmethyl (Ttt)
Tryptophan tert.-Butoxycarbonyl (Boc)
Lysin tert.-Butoxycarbonyl (Boc), 1-(4,4-

Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidene)-3-

methylbutyl (ivDde), Benzoxycarbonyl (Z)
Arginin N*-(2,2,4,6,7)-Pentamethyldihydro-

benzofuran-5-sulfonyl (Pbf)B38]

Die Peptidabspaltung vom Harz (Schritt 4) erfolgt im Fall des Trityllinkers durch
Behandlung mit schwachen Siuren wie Hexafluorisopropanol (HFIP)P871 oder Es-
sigsdure in Dichlormethan, wenn die Seitenkettenschutzgruppen erhalten bleiben
sollen. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger, vollstindiger Entschiitzung
des Peptids verwendet man Trifluoressigsaure. Die bei der sauren Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen entstehenden Carbokationen miussen dabei mittels ge-
eigneter scavanger abgefangen werden, um die irreversible Alkylierung nucleophiler
Aminosaureseitenketten zu unterdriicken. Als Abspaltmischung kommen dabei Mi-
schungen aus TFA und unterschiedlichen Anteilen an scavangern wie Wasser, Thioa-
nisol, Ethandithiol oder Phenol zum Finsatz.138] Mittlerweile hat sich Triisopropylsi-
lan (TIPS) zusammen mit geringen Mengen an Wasser in TFA als Abspaltmischung
der Wahl etabliert, da es geruchlos ist und Carbokationen sehr effektiv abfingt.[8]
Fir die Cyclisierung von seitenkettengeschiitzten Peptiden wird im Normalfall die
Azidmethode verwendet, nach der der Ringschluf3 tiber eine Amidbildung mit Hilfe
von Diphenylphosphorsiaureazid (DPPA) und Natriumhydrogencarbonat in DMF
erfolgt.?0 In diesem Fall wird die Reaktion unter Anwendung des Verdiinnungs-
prinzips durchgefiihrt, wobei durch Konzentrationen von 103 M die Bildung von

Dimeren und héheren Oligomeren unterdriickt werden soll.
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2.8 Bestimmung der Zahl adharenter Zellen

Die Wirksamkeit der einzelnen Beschichtungen wurde in der vorliegenden Ar-
beit durch Adhisionsversuche mit verschiedenen Zelllinien tberpriift. Die Anzahl
der adhirenten Zellen wurde dabei meist duch die Aktivitit des lysosomalen En-
zyms Hexosaminidase (B-N-Acetyl-D-hexosaminide-N-acetylhexosaminohydrolase,
EC 3.2.1.52) bestimmt. Hexosaminidase spaltet von p-Nitrophenyl-N-acetyl-B-D-
glucoseaminide (Abbildung 2.8.1) die Nitrophenolgruppe ab, die Menge an freiem
Nitrophenol kann dann anschlieBend photometrisch gemessen werden. Da die He-
xosaminidase-Aktivitit proportional zur Zellzahl ist, kann so mit Hilfe einer Stan-

dardkurve die Zahl adharenter Zellen bestimmt werden.391]

HOH,C
0] OONOZ
OH
HO o)

HN{

Abbildung 2.8.1 S truktnr von p-Nitrophenyl-N-acetyl--D-glucoseanminide.
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3 Peptidische Integrinliganden: Design, Synthese

und biologische Evaluierung

Im folgenden Kapitel wird die Synthese von oberflichenadhisiven Peptiden be-
schrieben. Die modifizierten Peptide werden zur Beschichtung kiinstlicher Oberfla-
chen verwendet, um die Zelladhision auf bereits als Implantat genutzten Materialien
zu erh6hen bzw. auf normalerweise wenig oder gar nicht zelladhisiven Oberflichen

zu stimulieren. Die Peptide wirken hierbei als hochaffine Integrinliganden.

Die Testung der Integrinaffinitit und -selektivitit erfolgte, soweit nicht anders
angegeben, im Labor von Dr. S. L. Goodman bei der Firma Merk KGaA, Darm-
stadt. Wenn nicht anders angegeben, wurde die Beschichtung der Oberflichen sowie
die biologische Charakterisierung der modifizierten Oberflichen bei der Firma Bio-
met Dentschland GmbH, Darmstadt unter der Leitung von Dr. A. Enderle und Dr. D.
Zukowski oder am Lehrstuhl fir Biophysik (E22), Department Physik, TUM von
Gabi Chmel durchgefiihrt.

3.1 Allgemeine Strategie

Fir die Beschichtung der Oberflichen wurden Konjugate bestehend aus einem

peptidischen Integrinliganden und einem Linkersystem synthetisiert. Als hochaffine
und selektive 0wvP3- / owPB5-Liganden dienten die zyklischen Pentapeptide
oyelo(-RGDFK-) Z1 und ¢yelo(-RGDfE-) Z3. Die Zyklopeptide gelo(-RBADIK-) Z2
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und ¢clo(-RBADSE-) Z4, die eine sehr viel geringere Affinitit aufweisen, wurden in
Konjugate integriert, die als Negativkontrollen verwendet werden sollten. Als Ligan-
den fir andere Integrine wurden die zyklischen Hexapeptide Z7, Z8 und Z9 und
lineare Sequenzen eingesetzt. Die Linker setzten sich in der Regel aus einem Spacer,
der sowohl in Linge, Hydrophilie (z.B. e-Aminohexansiure, Oligoethylenglykolami-
nocarbonsiure) als auch dem Einbau von Verzweigungseinheiten (z.B. L-Lysin) vari-

ieren kann und einem oberflichenspezifischen adhisiven Anker zusammen.

Die verwendeten Zyklopeptide wurden als orthogonal geschiitzte lineare Peptide
nach der Fmoc-Strategie an der festen Phase aufgebaut,303: 368, 392] in [.osung zykli-
siertl3 3921 und anschlieBend durch Hydrierung partiell entschiitzt. Die Synthese der
Zyklopeptide ist im MultigrammmaQstab moglich.[333]

Mehrstufige Linkersynthesen erfolgten ebenfalls festphasenunterstiitzt mit
TBTUB™. 331 / HOBtB8+ 394 / DIPEA. Die Peptide wurden durch Fragmentkupp-
lung tber eine Amidbindung in Losung oder an fester Phase an den Linker gekup-
pelt. AnschlieBend wurden die Konjugate mit TFA entschiitzt und mittels RP-
HPLC aufgereinigt. Der Erhalt der Integrinaffinitit und -selektivitit wurde durch

Affinititsstudien gegen die Integrine avP3, o5, o6 und allbPB3 bzw. einem

Zelltest bei 04B7 bestitigt.

3.2 Zyklische RGD-Peptide mit Phosphonatanker

Die irreversible Beschichtung von Kalziumphosphaten wie Hydroxylapatit mit
Peptiden ist bekannt. Die Anbindung ist ionischer Art und kann durch saure Anker-
gruppen erfolgen. Polyanionische Anker, welche Oligophosphonsauren, 313,333 Poly-
glutamatel?> 3% oder Peptidsequenzen mit Phosphoserin®7 und Glutamatl38 3%

enthalten, dienen dabei zur Immobilisierung von RGD- und anderen Peptiden.

3-Phosphonopropionsidure wurde in einem dendritischen Linkersystem verwen-
det, um eine ausreichende Anzahl von sauren Ankergruppen zu erzeugen. M. Kant-
lehner fithrte hierzu erste Synthesen von RGD-Peptiden durch, die einen Spacer be-
stchend aus €-Aminohexansduren oder 8-Amino-3,6-dioxaoctansiure (Tri-
ethylenglykolaminocarbonsaure) und zwei Generationen der Verzweigungseinheit
L-Lysin besaB3en.33 Weitere Untersuchungen an der Synthese wurden von C. Dah-
men durchgefihrt.#01  Bei biologischen Testungen fiel die Verbindung
oyclo(-RGD1K-)-Ahx;-K-(K-Phosphonopropionylz)> PC1 (Abbildung 3.2.1) auf, weil

sie die Osteoblastenadhision sowohl auf Hydroxylapatit als auch auf Titan erfolg-
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reich stimulieren konnte.[*01l Die Zulassung zur Verwendung der resultierenden bio-
funktionalisierten Implantatmaterialien in der Humanmedizin wird zur Zeit von der

Firma Biomet Dentschland GmbH verfolgt.
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Abbildung 3.2.1 Schematische Darstellung des Phosphonatpeptids cyclo(-RGDfK-)-Ahx-Abx-
Abx-K-(K-PPA3); PC1.

Die Phosphonsiuregruppen wurden hier durch 3-Diethylphosphonopropion-
saurel00, 401 eingefiihrt. Wie von C. Dahmen beschrieben, lisst sich die vollstindig
geschiitzte Verbindung PC1* in guten Ausbeuten erhalten. Die Entschiitzung der
Phosphonatpeptide verlief allerdings nicht reproduzierbar und wurde daher niher
untersucht. Die Spaltung der Phosphonsiureester erfolgte in TMSBr / CHCl; (1:10)
Uber drei Tage und anschlieBender wissriger Aufarbeitung.333 395. 39 Die Abspal-
tung der permanenten Seitenkettenschutzgruppen von PC1* wurde mittels 95 %
TFA / Wasser erzielt. Bereits nach der Phosphonsiureentschiitzung konnte voll-
stindig ~ entschiitztes Phosphonatpeptid PC1 im !'H-NMR- und ESI-
Massenspektrum in geringen Ausbeuten nachgewiesen werden. Die Verlingerung
der Reaktionszeit fihrte nicht in ausreichender Menge zu der gewlinschten Verbin-
dung PC1. Nebenreaktionen traten immer dann auf, wenn das TMSBr vor der Um-
setzung nicht farblos war, sondern bereits orangebraune Spuren von Bromwasser-
stoff aufwies. Die Massendifferenz des haufigsten Nebenproduktes betrug [m+18]*.

Der Versuch der vollstindigen Entschiitzung des Phosphonatpeptids PC1* al-
lein mit 95 % TFA / Wasser resultierte in einem Gemisch aus Peptiden mit partiell
geschiitzten Phosphonatankern. Mittels HPLC konnten die Peptide mit 2, 3, 4, 6, 7
und 8 Ethylestern getrennt und durch MALDI-TOF-MS charakterisiert werden. Die

Spaltung des ersten Phosphonsidureesters erleichtert die Hydrolyse des zweiten am
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selben Phosphor befindlichen Esters, was die hohen Anteile der Peptide mit 4 und 6
Ethylestern im Reaktionsgemisch erklart. Eine Verlingerung der Reaktionszeit fihr-
te aber auch unter diesen Bedingungen nicht zu einer vollstindigen Entschiitzung

des Phosphonatpeptids.[#]

Durch den Einbau von Benzylschutzgruppen fiir die Phosphonsiuren sollten die
Nebenreaktionen bei der Entschitzung minimiert werden kénnen, da auf die Ver-
wendung von TMSBr verzichtet werden kann. Da auch hier die Phosphonsiu-
reestergruppen durch eine Abuzov-Reaktion eingefithrt werden sollten, konnte nicht
mehr ein Brompropionsiureester als Ausgangsstoff eingesetzt werden. Bei der Ar-
buzov-Reaktion wird Benzylbromid frei, das kontinuierlich durch Destillation aus
der Reaktionsmischung entfernt werden muss, wobei aber das Esterbromid nicht
mit Ubergehen darf. Aus diesem Grund bot sich die Verwendung von
3,5-Bis(brommethyl)benzoesiuremethylester 2 an, dessen Siedetemperatur hoch ge-
nug ist und der auch schon bei der Synthese eines kiinstlichen RGD-Rezeptors#02l

zur Herstellung einer Bisphosphonsiure benutzt wurde.

Ausgehend von kommerziell erhaltlichem Methyl-3,5-dimethylbenzoat 1 wurde
eine Wohl-Ziegler Bromierung in Benzylstellung durchgefithrt. Die Dibrom-
Verbindung 2 wurde dann in einer Arbuzov-Reaktion mit Tribenzylphosphit 3 um-
gesetzt. Diese wurde im Hochvakuum und einer Olbadtemperatur von 240 °C
durchgefithrt, um das entstchende Benzylbromid kontinuierlich abzudestillieren.
AbschlieBend wurde der Methylester 4 mit Lithiumhydroxid in einer Wasser / Me-
thanol Mischung gespalten (Abbildung 3.2.2).

NBS
Br Br
(PhCOO), (BnO)sP
(CCly) 3
COOMe COOMe
1 2
BnO, OBn BnO\P Pan
/P\\ //P\ LlOH g - \\ ) ~,
COOMe o “OH
4 5

Abbildung 3.2.2 Darstellung von 5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonséure-tetrabenzylester 5.
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Durch Standardfestphasensynthese wurden am TCP-Harz die benzylgeschiitzten
Linker P2* bis P5* synthetisiert und durch Fragmentkupplung mit den Zyklopepti-
den Z1* und Z2* konjugiert. Bei der Entschiitzung der permanenten Seitenketten-
schutzgruppen mit 95 % TFA / Wasser / TIPS stellte sich heraus, dass unter diesen
Bedingungen auch die Benzylester quantitativ gespalten werden. AnschlieSend wur-
den die Peptide HPLC gereinigt und mit ESI-MS charakterisiert. Es resultierten die
zelladhasiven Peptide (Abbildung 3.2.3):

PC2  gulo(-RGDFK.)-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-CXBA,
PC3 oyelo(-RGDFK-)-Ahx-Ahx- K-CXBA,

PC4  olo(RGDFK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-CXBA,
PC5 oyelo(-RGDFK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-CXBAs)
PC6 oyelo(-RBADFK-)-Ahx-Ahx-K-CXBA,

Diese wurden zusammen mit PC1 auf Titanoberflichen immobilisiert. MC3T3-
E1-Mausosteoblasten, die das ovP3-Integrin exprimieren,#9 wurden auf die modi-
fizierten Titanplittchen (Ti6Al4V, @ 1 cm) aufgetragen und nach 1 h wurde die An-
zahl an adhirenten Zellen durch die Hexaminidaseaktivitit bestimmt.3!l Die Unter-
suchungen ergaben, dass der aromatische Phosphonatanker ab einer Spacerdinge von
3 Aminohexansduren die Zelladhasion auf Titan genauso gut stimuliert wie PC1
(Abbildung 3.2.4). Dabei gentigt ein Lysinbaum der 1. Generation, da jeder Anker-
baustein von sich aus zwei Phosphonsiuregruppen enthilt. PC6 diente bei diesen

Versuchen als inaktive Negativkontrolle.

NH P~OH
HoN™ “NH

Abbildung 3.2.3 Schematische Darstellung von cyclo-RGDfK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-CXBA:>
PC4.
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Abbildung 3.2.4 Adhdsion von MC3T3-E1-Mausosteoblasten auf unbeschichteten und be-
schichteten Titanoberflachen. Die Mittehverte stammen von Dreifachmessungen, die Feblerbalken
geben die Standardabweichung an.

Fir die Fillung groBerer Knochendefekte werden u. a. Knochentransplantate
verwendet. Diese Technik erfordert eine Sterilisation, sowohl bei Eigentransplanta-
ten aus tumorésem Knochen wie auch bei der Verwendung von allogenen Trans-
plantaten. Dazu werden verschiedene Methoden wie Autoklavieren, Bestrahlen oder
chemische Behandlungen (z. B. Tutoplast® Methode) herangezogen, alle fihren je-
doch zu einer Verinderung der biomechanischen und biologischen Eigenschaften
des Knochens. Nachdem die Phosphonatanker auch auf Hydroxylapatit haften, 333l
wurden von Dr. Ulla Magdolen (Klinik fiir Orthopidie und Sportorthopidie, Klini-
kum r. d. Isar) Untersuchungen mit PC2 an sterilisierten Knochen durchgefiihrt.

Zylindrische Knochenplittchen () 8 mm) aus Hiftknochen wurden mit dem
Peptid beschichtet. Adhdsionsversuche mit humanen Osteoblasten aus tumordsen
Knochen zeigten jedoch keine erhohten Zelladhasionswerte auf den mit peptidbe-
schichteten Plittchen. Dieses negative Ergebnis kann darauf zurtickgefiihrt werden,
dass die unl6sliche Collagen I Matrix die Sterilisation und Reinigung auf dem Ko-
chen tbersteht. Die Behandlung mit organischen Lésungsmitteln fihrt zwar zu ei-
ner Denaturierung des Collagen I, jedoch nicht zu einer Ablésung und die Zelladha-

sionsareale sind auch noch im denaturierten Protein vorhanden.

Aullerdem wurde untersucht, ob die Beschichtung mit PC2 ecinen Einfluss auf
die Proliferationsrate von Osteoblasten aufweist. 8 Tage nach dem Aufbringen der
Zellen auf die beschichteten und unbeschichteten Knochensticke wurden die Zell-

zahlen durch die Hexaminidaseaktivitit bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Proli-
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terationsrate auf den mit RGD-Peptid beschichteten Proben 1,4-fach erhéht war
(Abbildung 3.2.5).
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Abbildung 3.2.5 Proliferation von Osteoblasten auf RGD-beschichteten (PC2) Konchensti-
cken. Die Mittelhwerte stammen ans 9 Experimenten, die Prolifertionsdaner betrug 8 Tage.

Nachdem, wie bereits oben erwihnt, die Biomet Dentschland GmbH eine Zulassung
von PC1 fir die Beschichtung von Titanimplantaten anstrebt und dafiir schon zahl-
reiche Tests durchgefiihrt wurden, war das Interesse an einem anderen Syntheseweg
tir PC1 grof3 und eine externe Firma wurde mit der Synthese von Biomet beauftragt.
Daraus resultierte Dibenzylphosphonopropionsiure als Ankerbaustein, die Verbin-

dung ist in der Zwischenzeit bei Novabiocher auch kommerziell erhaltlich.

Bei den fiir die Zulassung notwendigen Studien an PC1 sellte sich die Frage nach
dem méglichen Einfluss der Spacerlinge auf die Zelladhdsion. Daher wurden Linker
mit verschiedenen Spaceddngen synthetisiert. Der Aufbau erfolgte an der festen Pha-
se, ausgehend von N-Fmoc-g-Aminohexansiure. Die Phosphonatgruppen wurden
mit Dibenzylphosphopropionsaure eingefiihrt. Nach der Abspaltung vom Harz
wurden alle Linker (P1¥, P6*, P7*, P8%) priperativ HPLC-gereinigt. P6*, P7* und
P8* wurden mit Zyklopetid Z1* konjugiert. P1* wurde mit dem RDG-Zyklopeptid
Z10* als Negativkontrolle gekuppelt. Die Fragmentkupplung wurde ebenfalls mit
HATU / HOAt / Collidin in DMF durchgefiihrt. Nach Aufarbeitung, Entschiit-
zung mit TFA und HPLC-Reinigung wurden folgende Peptide erhalten:

PC7 0yclo(-RGDIK-)-Ahx-K-(K-PPA2)2

PC8 ¢yelo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-K-(K-PPAy);

PCY  ooo(-RGDFK-)-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPAs),
PCI0  clo(-RDGFK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPAs),
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PC7 — PC10 wurden zusammen mit PC1 auf Titanoberflichen (Ti6Al4V,
O 1 cm) immobilisiert. Auf diesen Oberflichen wurde die Adhdsion von MC3T3-
E1 Mausosteoblasten bestimmt. Im Rahmen der Fehlergenauigkeit zeigten die Pep-
tide PC1, PC7, PC8 und PC9 das gleiche Potential die Zelladhision zu steigern (ca.
60 % gegeniiber 13 % bei unbehandeltem Titan). D. h. ein Spacer bestehend aus ei-
ner €-Aminohexansiure und einem Lysinbaum der 2. Generation ist auf Titanober-
flichen ausreichend um die Osteoblastenadhision effektiv zu steigern. Auf Proben,
die mit dem inaktiven Peptid PC10 beschichtet wurden, ist keine Steigerung der
Zelladhision festzustellen. Dies ldsst darauf schlie8en, dass es sich bei den anderen
Peptiden um eine spezifische Wechselwirkung der Zelle mit den RGD-Peptiden
handelt und eine unspezifische Zelladhision duch die verinderte Oberfliche, etwas

durch den Spacer oder den Anker, ausgeschlossen werden kann (Abbildung 3.2.06).
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Abbildung 3.2.6 Adbdsion von MC3T3-E1-Mausosteoblasten auf unbeschichteten und be-
schichteten Titanoberfldchen. Als Anker diehnt eine tetramere Phosphonopropionsiure. Bei PC7,

PC8, PC1 und PC9 nimmt die Spacerlinge jeweils um eine E-Aminobexansdure n. PC10
enthdlt die inaktive RDG-Sequenz. Die Mittehwerte stammen von Sechsfachmessungen, die Feb-

lerbalken geben die Standardabweichung an. Die Peptidkonzentration in der Beschichtungslisung
war 100 uM.

Diese Ergebnisse zeigen sehr gut, dass zyklische RGD-Peptide mit Phosphonat-
ankern, sowohl aliphatischen als auch aromatischen, geeignet sind, die Biokompati-
bilitit von Titan zu erhéhen. Die Modifikation fihrt zu einer verstirkten Zelladha-
sion an der Implantatoberfliche. Durch den FEinsatz von benzylgeschiitzten
Phosphonsiurederivaten lasst sich die Synthese der Peptide auch im groflen Mal3-
stab bewerkstelligen.
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3.3 Zyklische RGD-Peptide mit Benzophenonanker

Zur Erzeugung von strukturierten zelladhisiven und zellrepulsiven Bereichen
auf Oberflichen unter Verwendung photolithographischer Maskentechniken kann
man die photoadhisive Verbindung p-Benzophenoncarbonsiure verwenden, die in
der Literatur zur Immobilisierung von RGD-enthaltenden Peptidsequenzen auf Al-
kylthiol-SAMs beschrieben wird.04

Von M. Kantlehner wurde BC1 synthetisiert. C. Dahmen baute bei der Synthese
von BC2 zusitzlich einen Spacer bestehend aus zwei Aminohexansiuren zwischen
dem Zyklopeptid und der Benzophenoncarbonsiure ein (Abbildung 3.3.1). Der
Einbau eines Spacers sollte zeigen, ob auch bei der Verwendung photoadhisiver Pep-
tide dhnlich wie bei Acrylatpeptiden auf PMMA spacerabhingige Effekte auf be-

stimmten Oberflichen zu beobachten sind.29 30, 333]
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Abbildung 3.3.1 Photoadhdsive Peptide bestehend aus p-Benzophenoncarbonsiure BC1 und

erweitert mit einem Spacer ans wei E-Aminohexansanren BC2.

Von C. Dahmen wurden mit den Peptiden BC1 und BC2 Immobilisierungsver-
suche auf BSA-beschichteten Zellkulturplatten durchgefiithrt. Die Belichtung erfolg-
te bei 254 nm und bei 366 nm fir unterschiedliche Zeiten, jedoch konnte kaum im-
mobilisiertes Peptid durch den ELISA nachgewiesen werden. Analoge
Untersuchungen wurden auch auf PMMA-Oberflichen durchgefithrt. Hier konnte
im ELISA zwar gezeigt werden, dass BC2 immobilisiert werden kann, Zelladhisi-

onsversuche wurden aber nicht durchgefihrt.[#0]
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In Zusammenarbeit mit G. Chmel wurden Zelladhasionstests mit BC1 und BC2
auf PMMA durchgefiihrt. Zuerst wurde die Abhingigkeit der Zelladhisionsrate von
der Peptidkonzentration in der Beschichtungslésung untersucht. Dabei zeigten die
photoadhisiven Peptide nach Immobilisierung durch Bestrahlung bei 366 nm fiir
6 h eine deutliche Abhingigkeit der Zelladhisionsrate von der Konzentration. Fur
BC1 konnte die Adhisionsrate um 24,6 %, fir BC2 um 26,6 % gesteigert werden
(1000 uM Peptid) (Abbildung 3.3.2 A). Die im Enzymassay gemessenen Ergebnisse
spiegeln sich auch in den mikroskopischen Untersuchungen von mit BC2 beschich-
teten Plittchen wider (Abbildung 3.3.2 B). Eine Abhingigkeit von der Spacerdinge

konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.3.2 Zelladhdsion nach 1 b von EC313-E1 Mausosteoblasten auf mit BC1 und
BC2 in verschiedenen Konzentrationen beschichteten PMMNM.A-Oberflichen (6 b bei 366 nm). (A)
Zelladbdsionsrate im Engymassay; (B) Mikroskopanfnahmen nach Fixierung und Farbung mit
Gimsa, Beschichtung mit BC2.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Wellenlinge der UV-Bestrahlung bei der
Anbindung untersucht. Es wurde der in der Literatur angegebene Wert von
366 nmM“%l mit dem energiereicheren Licht von 254 nm und einer Beschichtung oh-
ne Licht verglichen. Um einen maximalen Effekt zu erreichen, wurde eine Peptid-
konzentration von 1000 uM und eine sechsstiindige Beschichtung gewahlt. Es zeigte
sich, dass sogar ohne Bestrahlung beide Peptide etwas an die PMMA-Oberfliche
binden. Dies kann durch die Herstellung der Plittchen erklirt werden: Benzoylpero-
xid wird als Starter bei der Polymerisation benutzt und verbleibende Reste kénnen
die Immobilisation des Ankers initiieren. Die Behandlung mit UV-Strahlung zeigte
kaum eine Abhingigkeit von der Wellenlinge, sowohl bei 254 nm als auch bei
366 nm steigt die Zelladhisionsrate um etwa 26 % fur beide Peptide (Abbildung
333 A).
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Einen groBen Einfluss auf die Zelladhisionsrate hat jedoch die Zeit, die den
Peptiden fir die Beschichtung der Oberfliche gegeben wird. Beide Peptide BC1 und
BC2 wurden in einer Konzentration von 1000 uM auf die PMMA-Obertliche auf-
gebracht und fir 1, 3, 6, 9 und 24 h bei 366 nm belichtet. Fir Peptid BC2 lag der
Zuwachs der Zelladhidsionsrate bei 6 h Bestrahlung mit 28 % am hochsten. Eine
lingere Bestrahlung fithrte dann wieder zu einer Abnahme der Adhisionsrate, dies
konnte durch eine zunehmende Zerstorung des Peptids erklart werden oder durch
eine Insertion neu angebundener Peptide in bereits immobilisierte. Auch bei BC1
war die Zelladhisionsrate nach sechsstindiger Beschichtung mit einer Zunahme von
26 % am groBten (Abbildung 3.3.3 B).
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Abbildung 3.3.3 Zelladhdsionsraten nach 1h auf PMM.A. 1000 uM Peptid in der Beschich-
tungslisung; (A) verschiedene Wellenlingen bei der Bestrablung, 6 by (B) verschieden lange Be-
strablungszeiten, 366 nm.

Beide Peptide BC1 und BC2 eignen sich also dazu, auf PMMA strukturierte
Oberflichen durch Photolitographie zu erzeugen. Ein Nachteil dabei ist allerdings,
dass die Peptide auch in Abwesenheit von Licht schon in einem betrichtlichen

Ausmal3 an die Oberfliche anbinden.

3.4 Zyklische RGD-Peptide mit photolabilem Anker

Im Folgenden soll eine Méglichkeit vorgestellt werden, durch lichtinduzierte Ab-
spaltung zelladhisiver Peptide unter Verwendung photolithographischer Masken-
techniken mikrostrukturierte Oberflichen zu generieren, auf denen sich zelladhisive
und zellrepulsive Bereiche abwechseln. Derartig strukturierte Template eignen sich
vor allem zur Untersuchung mechanistischer und molekularbiologischer Phinomene
wie z. B. der Zelladhision, Zellmigration sowie der adhisionsvermittelten Zellproli-

feration bzw. Apoptose.
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M. Kantlehner integrierte ein photolabiles Element in den Linker eines RGD-
Peptids mit Thiolanker, was sowohl die Anbindung auf Metallen wie Titan oder
Gold als auch auf maleinimidfunktionalisierten Oberflichen erméglicht. Ein in der
Peptidchemie etablierter Photo/nker vom o-Nitrobenzyltypl#6: 4071 mit ausreichender
effektiver Spacerdinge wurde unter Lichtausschluss an der Festphase mit (§-Trt)-3-
Mercaptopropionsiure gekuppelt (T1¥). Dabei eignet sich die an der Benzylgruppe
methysubstituierte Verbindung besser als die normale Benzylgruppe. Da das bei der
Photospaltung entstehende Nitroacetophenon weniger Nebenprodukte liefert als
der Nitrobenzaldehyd. AnschlieBend erfolgte die Fragmentkupplung des Linkers
T1* mit dem Zyklopeptid Z1*.
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Abbildung 3.4.1 Zyklopeptid TC1 mit Linker aus photospaltbarem Element vom o-
Nitrobenzyltyp und 3-Mercaptopropionsiure zur lichtinduzierten Peptidabspaltung von Oberfld-
chen.P?3

Das nach der Entschiitzung (95 % TFA / Wasser) resultierende zelladhisive
Peptid TC1 (Abbildung 3.4.1) wurde zunichst in verschiedenen Konzentrationen
auf maleinimidfunktionalisiertem BSA immobilisiert. Die Proben wurden unter-
schiedlich lange mit UV-Licht der Wellenlinge 366 nm belichtet, um das Thiolpep-
tid photochemisch von der Oberfliche abzuspalten. Allerdings konnte selbst nach
24-stindiger Bestrahlung keine Reduktion der RGD-Peptidmenge auf dem BSA im
ELISA nachgewiesen werden.3?3l Da der lichtinduzierte Bindungsbruch im Photo-
linker initiiert worden sein muss, kann davon ausgegangen werden, dass hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen dem aromatischen Teil des Linkers, der nach der Pho-
tolyse am Zyklopeptid verbleibt, und den lipophilen Aminosduren des BSA das
RGD-Peptid an der Oberfliche zuriickhalten. Die Proteinoberfliche kann aber nur
mit wissrigen Losungen gewaschen werden, welche die adsorbierten Molekdile auf-

grund schlechter Loslichkeit nicht vom BSA entfernen kénnen. Es musste im Fol-
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genden auf ein anderes Material ausgewichen werden, welches auch mit organischen

Losungsmitteln gewaschen werden kann.

Da der Thiolanker auch eine Immobilisierung auf Metalloberflichen erméglicht,
wurde flr weitere Versuche Titan als Triger gewihlt, da dieses auch mit unter-
schiedlichen organischen Losungsmitteln gewaschen werden kann. Zuerst wurde
TC1 in unterschiedlichen Konzentrationen auf Titan immobilisiert und die Zellad-
hision mit MC3T3-E1 Mausosteoblasten untersucht. Wie Abbildung 3.4.2 A zu
entnehmen ist, nimmt die Zelladhdsionsrate mit steigender Peptidkonzentration in
der Beschichtungslosung zu. Bei einer Konzentration von 100 uM lisst sich die
Zelladhdsion um 16 % gegentuber unbehandeltem Titan steigern. Erste Abspal-
tungsverusche wurden durch mehrmaliges Bestrahlen bei 366 nm fir 15 min und
Waschen mit 0,5 mL Zso-Propanol durchgefithrt. Hierbei zeigte sich, dass eine Re-
duktion des Zelladhisionspotentials durch diese Behandlung mdéglich ist, jedoch
zeigte sich erst nach 15 Wiederholungen ein Effekt auf die Zelladhisionsrate, die
dann um 10 % zurtickging (Abbildung 3.4.2 B). Wurden fiir das Waschen verschie-
dene organische Loésungsmittel, wie 80 % DMF, 50 % Acetonitril, 70 % Dioxan in
Wasser benutzt, lie} sich das Peptid nach zehn Bestrahlungs-Wasch-Zyklen voll-
stindig wieder abspalten (Abbildung 3.4.2 C).

TC1 eignet sich demnach dazu, auf Titanoberflichen photolitographisch zellad-
hisive und -repulsive Bereiche zu erzeugen. Ein Nachteil bei der verwendeten Me-
thode des photospaltbaren Linkers ist allerdings, dass die Oberfliche mehrmals mit
unterschiedlichen organischen Lésungsmitteln gewaschen werden muss, um das ab-
gespaltene Peptid wieder abzuwaschen. Abhilfe konnte die Verwendung von photo-
labilen Schutzgruppen am Aspartat bringen. Hier wiirden sehr kleine Molekiile ab-
gespalten, von denen aullerdem keine Zellantwort zu erwarten ist, so dass es nichts
ausmacht, wenn noch Reste der Schutzgruppe auf der Oberfliche verbleiben. Dieser

Ansatz wird gegenwirtig von M. Lopez verfolgt.
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Abbildung 3.4.2 Zelladhdsionsraten von MC3T3-E1 Mausosteoblasten auf mit TCI be-
schichteten Titanoberflachen. A Beschichtung mit verschiedenen Peptidkonzentrationen in der Be-
schichtungslisung. B Abspaltung des Peptids durch wiederholtes Bestrablen bei 366 nm und an-
schliefSendes Waschen mit 3 x 0,5 mL iso-Propanol. C Abspaltung des Peptids durch wiederboltes
Bestrablen bei 366 nm und anschliefSendes Waschen mit je 0,5 mL 80 % DMEF, 50 % MeCN,
70 % Dioxan, PBS. Die Peptidkonzentration in der Beschichtungslosung war bei B und C
100 uM.

3.5 Zyklische RGD-Peptide mit photoschaltbarem Linker

Um auf Materialoberflichen zelladhisive und zellrepulsive Bereiche nebeneinan-
der zu generieren, gibt es z. B. die Moglichkeit der in den vorangegangenen Kapiteln
dargestellten photochemisch regulierten Beschichtung mit zelladhisiven Molekiilen.
Diese Methode eignet sich zur irreversiblen Beschreibung von Oberflichen mit be-
stimmten photolithographisch zuginglichen Mustern. Eine potentiell reversible

Schaltung der zelladhisiven Bereiche soll im folgenden Kapitel beschrieben werden.

Aufgrund der von der Spacedinge abhingigen Zelladhision, die auf verschiede-

nen Oberflichen beobachtet werden konnte,[?%. 30, 162, 3011 sollten zyklische RGD-
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Peptide mit variabler, schaltbarer Spacedinge synthetisiert werden. Ein zu kurzer
Spacer wiirde dabei, im Gegensatz zu einem lingeren, die Zelladhidsion nicht stimu-
lieren. Die photoinduzierte Lingeninderung des Spacers kann am einfachsten durch

den Einbau von isomerisierbaren Elementen bewerkstelligt werden (Kapitel 2.6.2.1).

Zelle

keine Adhasion

366 nm
=N
450 nm @ DY

o R
HN
§° D G

Abbildung 3.5.1 Konzept des photoisomerisierbaren Linkers zur Schaltung der Zelladhdsion.

Von C. Dahmen wurde 4-Aminophenylazo-4-benzoesdurel*8, 41 als isomeri-
sierbare Einheit ausgewihlt, da sie in die Peptidsynthese integriert und einfach durch
Belichtung zwischen ws- und #rans-Zustand reversibel und ohne Nebenreaktionen
umgeschaltet werden kann.[*19 Im thermodynamischen Gleichgewicht ist das um ca.
3A lingere #rans-Isomer bevorzugt, welches durch Bestrahlung mit Licht der Wel-
lenlinge um 360 nm in die as-Form umgewandelt werden kann (Abbildung 3.5.1).
Die thermische Relaxation in die #uns-Form verlduft langsam innerhalb mehrerer
Tage.[*11] Rascher erfolgt das Umschalten in Gegenwart von Licht mit Wellenlingen
um 450 nm.[*12416] Das zur Isomerisierung benétigte eher langwellige Licht ist kom-
patibel mit biologischen Systemen, weshalb dieses Phenylazobenzolderivat in der
Vergangenheit schon hiufiger in Peptiden,#1 412, 417-427] Proteinen?8 oder DNAM13,

414,421] als strukturinduzierendes bzw. -verinderndes Element eingebaut wurde.

Die in Abbildung 3.5.2 dargestellten Peptide mit der reversibel photoisomeri-
sierbaren Phenylazobenzoleinheit im Linker wurden von C. Dahmen synthetisiert.
Allerdings hat sie das Schaltverhalten nur in Losung charakterisiert, wohingegen das
Verhalten auf Oberflichen von ihr nicht untersucht wurde. Die Lingen (Abstand

zwischen den beiden dufleren Carbonylkohlenstoffatomen) in den jeweiligen ¢s- und
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trans-Isomeren wurden in Energieminimierungsrechnungen mit ChemDraw 3D
(MM2 Kraftteld)**l und Discover (CVFE)#30 abgeschitzt.40]

Die Immobilisierung der RGD-Peptide AZOC1 — AZOCT7 sollte mittels des Ac-
rylamidankers auf PMMA erfolgen, da hier der Spacercinfluss auf die integrinvermit-
telte Zelladhision in der Literatur beschrieben ist: Ein effektiv wirksamer Linker aus
zwei €-Aminohexansauren und Acrylamidanker besitzt eine Linge von 1,7 nm (Ab-
stand zwischen den beiden duBleren Carbonylkohlenstoffatomen). Hingegen ist ein
Acryl-Ahx-Linker mit 0,9 nm zu kurz um Zelladhidsion zu vermitteln.[*]

H H

ghel 2

N
N o) N e
c(-RGDfK-) N Jﬁk
AZO1 AZO2-4 1 ) C(-RGDfK-)

O

s aet

N
c(-RGDfK-)
AZO5 -7

(0]
trans-Isomer cis-Isomer
ChemDraw Discover ChemDraw Discover
Actyl-Ahx-c(-RGDfK-) 0,856 0,885
Actyl-Ahx,-c(-RGDfK-) 1,723 1,751
AZOC1 1,289 1,334 0,885 1,084
AZ0OC2 m=1 1,503 1,631 1,175 1,210
AZOC3 m=23 1,757 1,829 1,380 1,482
AZOC4 m=>5 1,945 2,056 1,517 1,545
AZOC5 n=1 1,572 1,637 1,171 1,229
AZOCo6 n=+4% 2,018 1,971 1,382 1,646
AZOC7 n=>5 2,147 2,088 1,508 1,500

Abbildung 3.5.2 Reversibel photoisomerisierbare Peptide AZOCI — AZOC7 aus Acrylami-

dantker, Photoswitcheinheit 4 -Aminophenylazo-4-benzoesanre und -Aminoalkylearbonsdinre-
spacer. Die Ldngen der Spacer sind in nm angegeben.

Die Peptide AZOC1 — AZOC7 wurden durch UV-Bestrahlung bei 254 nm auf
die PMMA-Oberflichen angebunden. Die eine Hailfte der Proben wurde fur drei
Stunden mit Licht der Wellenlinge 450 nm bestrahlt und anschlieBend 5 Tage im

Dunkeln gelagert, um alle Peptide in die #ans-Konformation zu schalten. Der andere
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Teil der Proben wurde direkt vor dem Zelltest fiir 12 h bei 366 nm bestrahlt. Da-
nach wurde ein Zelladhisionstest mit EC3T3-E1 Mausosteoblasten durchgefiihrt.
Dabei zeigten alle mit 450 nm bestrahlten Proben eine erhohte Zelladhision gegen-
tber unbeschichteten PMMA-Oberflichen. Proben, die durch Bestrahlung bei
366 nm in die kiirzere cs-Konformation geschalten wurden, zeigten immer eine
deutlich geringere Zelladhdsionsrate als die entsprechenden Proben mit dem Peptid
in der frans-Konformation. Allerdings wurde nur fir AZOC5 eine Reduktion der
Zelladhisionsrate auf das Niveau von unbeschichtetem PMMA erreicht (Abbildung
3.5.3). Durch die kiirzere Relaxiationszeit von AZOC1H lisst sich erkliren, dass
auf Proben, die mit AZOC1 beschichtet sind, sowohl in der #7ans- als auch in der
,,cis-“Konformation die Zelladhasions stimuliert wird, obwohl nach den Berechnun-
gen in dieser Verbindung der kiirzeste Spacer vorliegen sollte. Aullerdem hat in dieser
Verbindung der Spacer auf Grund seiner Struktur eine rigide, gestreckte Konformati-
on. Dies ist bei allen anderen Spacern nicht der Fall, da durch die zusitzlichen Methy-
lengruppen weitere Freiheitsgrade gegeben sind. Dies fithrt, obwohl AZOC1 den

kiirzesten Spacer hat, zu einer weiteren Steigerung der Zelladhasionsrate.

|22 cis trans -
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Abbildung 3.5.3 Zelladbdsion von MC313-E1 Mausosteoblasten anf PMMA-Oberfléchen,
die mit den photoschaltbaren Peptiden AZOCI - AZOC7 beschichtet sind. Die Peptide wurden
12 b bei 366 nm (cis-Konformation) bzw. 3 b bei 450 nm (trans-Konformation) bestrahlt. Die
Peptidkonzentration in der Beschichtungslosung war 1mM.

Mit AZOC5 wurde eine Verbindung gefunden, die die reversible Schaltung der
Zelladhision auf PMMA-Oberflichen durch Bestrahlung ermdglicht. Jedoch ist die
Zunahme der Zelladhidsionsrate mit 17 % gegentiber dem Grundzustand nicht sehr

hoch. Das liegt sicherlich auch daran, dass der Spacer in der #rans-Konformation ge-
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rade lang genug ist, um tberhaupt die Zelladhdsion zu stimulieren. Ein lingerer
Spacer wirde zwar einen grofleren Effekt bewirken, jedoch wire dann die -
Konformation auch zu lang. Abhilfe konnte der Einbau der Isomerisierungseinheit
in den Peptidzyklus bringen, da ein relativ langer Spacer gewihlt werden kann und
die Schaltung durch eine Verinderung der Konformation in der Bindungsregion des

Liganden erfolgt.

3.6 Zyklische RGD-Peptide mit Biotinanker

Eine der stirksten nicht-kovalenten Bindungen zwischen einem Biomakromole-
kil und seinem Liganden ist die Wechselwirkung zwischen Streptavidin und Biotin
mit einer Dissoziationskonstante von = 10-14.[431] Streptavidin wird vom Aktinobak-
terium Streptomyces avidinii produziert und in die Umgebung des Bakteriums ausge-
schieden. Es fungiert in natiirlicher Umgebung als antimikrobielles Agenz, das der
Umgebung das fiir ein Uberleben von Organismen essentielle Vitamin H (Biotin)
entzieht. In dieser Funktion ist die hohe Affinitit des Proteins zu Biotin aus evoluti-
ondrer Sicht zu verstehen. Von Streptavidin[+32 433 liegen Kristallstrukturen in freiem
und biotingebundenem Zustand vor. Es handelt sich um Homotetramere mit anti-
paralleler B-Faltblattstruktur. Jede Untereinheit weist innerhalb dieses B-barrels eine
Biotinbindungsstelle auf, die sich in der Kristallstruktur als Bindungstasche darstellt.
Bei der Anbindung von Biotin kommt es zu konformationeller Umorientierung des

Molekdtls unter Prisentation der fir die Biotinbindung essentiellen Tryptophansei-
tenketten (Abbildung 3.6.1).1434

Abbildung 3.6.1 Struktur von Streptavidin. Gezeigt ist ein Dimer von [B-Faltblittern, welches
sich bei Anbindung von Biotin vor allem im Bereich weier Schleifen (unterbrochene Linien) umori-

entiert (siehe Pfeile). Somit werden die fiir die Biotinbindung essentiellen Tryptophanreste 3ugdng-
Lich.#33]
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Die Bindung ist bestimmt durch van-der-Waal-Wechselwirkungen und ein aus-
geprigtes Wasserstoffbriickenmuster. Die Komplexstabilitit ist vor allem auf die
langsame Dissoziationskinetik des Komplexes zurtickzufithren.*3% Wie bei Bindung
in einem tetrameren Komplex zuerst vermutet werden konnte, zeigt die Bindung

von Biotin jedoch keine Kooperativitit.[+3]

Dieses reversible System kann fiir eine Reihe von biochemischen Anwendungen
wie Affinititschromatographie oder Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden, da

eine starke, jedoch nicht-kovalente Bindung vorliegt.[437. 438]

Es wurden die vier folgenden Biotin-funktionalisierten Peptide hergestellt:

BiC1 ¢yelo(-RGD{K-)-Biotinyl

BiC2 oyclo(-RGDK-)-Ahx-Ahx-Biotinyl
BiC3 oyelo(-RBADFK-)-Biotinyl

BiC4 oyclo(-RBADK-)-Ahx-Ahx-Biotinyl

BiC1 und BiC3 wurden durch eine Kupplung von Biotin mit dem partiell ge-
schitzten Lysinzyklus Z1* bzw. Z2% mit HATU / HOAt und Collidin in DMF syn-
thetisiert. AnschlieBend wurden die Schutzgruppen mit TFA / Wasser / TIPS ab-
gespalten und das fertige Peptid HPLC-gereinigt.

Fir die Synthese von BiC2 und BiC4 wurde der Linker Bil, bestehend aus zwei

e-Aminohexansiuren und Biotin, an der festen Phase mit TBTU / HOBt / DIPEA
aufgebaut und anschlieBend mit 10 % TFA in DCM abgespalten. Die anschlielende
Fragmentkupplung wurde mit HATU / HOAt und Collidin in DMF durchgefthrt.
Danach wurden alle Schutzgruppen mit TFA / Wasser / TIPS abgespalten und die
Peptide mittels HPLC gereinigt.

Qdots® sind neuartigere Farbstoffe auf Halbleiterbasis fir die Fluoreszenz-
Mikroskopie. Sie bestehen aus einem Nanokristall aus Halbleitermaterial (CdSe),
welcher mit einer Hiille eines zweiten Halbleiters (ZnS) ummantelt ist.#39 Diese
Halbleiterkristalle sind von einer Polymerschicht umgeben und mit Streptavidin be-
schichtet, um die Konjugation mit Biomolekiilen zu erméglichen (Abbildung 3.6.2).
Uber die Biotin-Strepdavidin-Bindung wurden die Qdots®, (Emissionswellenlinge
655 nm) mit den Peptiden BiC1 und BiC2 beschichtet. Die Zellexperimente wur-
den von C. Semmrich (Department Physik, E22, TU Miinchen) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.6.2 Schematische Struktur eines Qdot® Streptavidinkonjugats.

Hela-Zellen, die auf Glasplittchen adhiriert waren, wurden mit den RGD-
beschichteten Qdots® inkubiert. Als Vergleich dienten Qdots® die mit Biotin gecapp?
waren. Unter dem Fluoreszensmikroskop ist deutlich zu erkennen, dass mehr von
den RGD-funktionalisierten Qdots®, an den Zellen anbinden (Abbildung 3.6.3).
Auflerdem wurde die zeitliche Bewegung einzelner Qdots® auf der Zelloberfliche

und damit einzelner Integrine in der Zellmembran beobachtet (Abbildung 3.6.4).

Abbildung 3.6.3 Fluoreszengmikroskopanfnabme von Hel a-Zellen, die anf Glasplatten ad-
hariert sind. Qdots® mit (A) BIC2, (B) Biotin, (C) BSA-Biotin und (D) BiC2 und Biotin
1:10. Anregung bei 400 nm, Detektion bei 655 nm.

56



3 Peptidische Integrinliganden

nm 1000 -

800

600

400

200 -

0 100 200 300 400 500 600 0 200 400 600 800 1000
nm nm

Abbildung 3.6.4 Bewegung eines eingelnen Integrins in der Zellmembran. Beobachtungszeit-
raum 22,5 s links, 63,8 s rechts.

Insgesamt hat sich allerdings gezeigt, dass sich nur einige wenige Qdots® auf der
Zelle bewegen. Dies konnte daran liegen, dass an einem Qdot® natiirlich mehrere
RGDs und somit auch mehrere Integrine binden. Dies kann wiederum zu einer
Ausbildung von Integrinclustern und damit fokalen Adhisionspunkten fiihren, die
sich nicht mehr in der Membran bewegen. Auch ein Vermischen von RGDs mit

Biotin, um eine ,,Verdiinnung* zu erreichen, brachte keine Abhilfe. Evtl. kann das

Problem durch eine Mischung aus RGD- und RBAD-Peptiden gelost werden. Tests

hierzu werden gegenwirtig durchgefiihrt.

3.7 RGD-Peptide mit Isothiocyanatanker

Die irreversible Beschichtung von aminofunktionalisierten Oberflichen kann
durch die Reaktion der Aminogruppen mit Isothiocyanaten erfolgen, wobei sich ein
Thioharnstoffderivat bildet. Diese Methode wurde auch schon fir Dynorphin A

Analoga als Affinitdtsmarker verwendet.[440]

Urspriinglich sollte die Isothiocyanatfunktion mit Thiophosgen in das vollstin-
dig geschiitzte Peptid eingefithrt werden um Nebenreaktionen z. B. mit der Guanyl-
funktion des Arginins zu verhindern (Abbildung 3.7.1A). Die Entschiitzung war
dann nach HPLC-Reinigung und Anbindung auf die Oberfliche mit 95 % TFA ge-
plant. Vorversuche mit Thioharnstoff-Derivaten haben hierzu ergeben, dass die
Thioharnstoff-Funktion durch diese Behandlung nicht in Mitleidenschaft gezogen
wird. Jedoch hat sich im Laufe der Synthesen herausgestellt, dass die Isothiocyanat-
funktion nicht nur gegentiber Wasser und Alkoholen unreaktiv ist, sondern auch
gegeniiber Guanylfunktionen. Daher ist es moglich die Peptide vollstindig zu ent-
schiitzen, die HPLC-Reinigung durchzufiihren und anschlieBend zu immobilisieren.

Des Weiteren hat sich gezeigt, dass es moglich ist, isothiocyanatfunktionalisierte
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Linker durch eine Fragmentkupplung mit HATU / HOAt iber den C-Terminus an
die freie Aminogruppe von ¢yclo(-R(Pbf)GD(OBu)fK-) (Z1%*) zu kuppeln, ohne dass
der Isothiocyanatrest beeintrachtigt wird. Eine weitere Erleichterung der Synthese
ergab der Ersatz von Thiophosgen durch p-Phenylendiisothiocyanat (Abbildung
3.7.1B), welches kommerziell erhaltlich ist.
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Abbildung 3.7.1 Einfiibrung der Isothiocyanatfunktion (A) mit Thiophosgen, (B) mit p-
Phenylendiisothiocyanat (PDIT).

Folgende Sequenzen mit Isothiocyanatanker wurden synthetisiert.

IC1 PDIT-Ahx-Ahx-¢yelo(-RGDFK.)
IL1 PDIT-Ahx-Ahx-GRGDS-OH
IL2 PDIT-Ahx-Ahx-GRGDSP-OH
IL3 PDIT-Ahx-Ahx-GRBADSP-OH

IC1 wurde in Zusammenarbeit mit S. Cesana (Department Chemie, Lehrstuhl f.
Makromolekulare Stoffe, TU Miunchen) erfolgreich zur Funktionalisierung von Po-
lyoxazolinen benutzt. Poly(2-oxazoline) sind synthetisch leicht zuginglich und besit-
zen dhnliche Eigenschaften wie PEG-Oberflichen. Aus patentrechtlichen Griinden
werden Poly(2-oxazoline) daher hiufig auch als PEG-Ersatz verwendet. Um das
zellrepulsive Material adhirent fur Zellen zu gestalten, sollte es mit dem RGD-
Zyklopeptid beschichtet werden. Hierfiir wurden Boc-geschiitzte Aminogruppen in
die Seitenketten des Polymers eingefiihrt, die nach Entschiitzung mit TFA mit der
Isothiocyanateinheit von IC1 umgesetzt werden konnten.[*#!l Eine biologische Tes-

tung der Konjugate steht noch aus.

In Kooperation mit A. Schambony (Institut f. Zoologie 1I, TH Karlsruhe) wur-
den die linearen Sequenzen getestet. Glasoberflichen wurden in einem icro contact

printing (WCP) Verfahren mit 19,4 um breiten Goldbahnen in einem Abstand von
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42,2 um beschichtet. Die unbedeckten Glasstreifen wurden anschlieBend mit
3-Aminopropyl-triethoxysilan aminoterminiert und mit Hilfe der Isothiocyanatanker
mit den Peptiden IL1 — IL3 beschichtet (Abbildung 3.7.3 A und B). Um eine unspe-
zifische Zelladhision an nichtreagierten Aminogruppen zu verhindern, werden diese
mit 4-Methoxyphenyl-isothiocyanat gecappr. Kontaktwinkelmessungen mit Wasser
an aminoterminierten Oberflichen, die mit verschiedenen Konzentrationen von IL1
unterschiedlich lange inkubiert wurden, wurden durchgefiihrt um die Effektivitit der
Anbindung zu untersuchen (Abbildung 3.7.2). Es zeigte sich, dass der Kontaktwin-
kel mit zunehmender Inkubationsdauer und Peptidkonzentration abnimmt. Da die
Polaritit der Peptide verglichen mit der des aminofunktionalisierten Glases gréBer
ist, kann diese Abnahme durch eine héhere Anzahl an gebundenen Peptidmolekiilen
erklart werden. Des Weiteren ist zu erkennen, dass der Kontaktwinkel fir alle Kon-
zentrationen in den ersten beiden Stunden sehr stark abnimmt, danach jedoch nur

unwesentlich.

-m--- 10 mg/mL
A 2,5 mg/mL
50 1 S !
A -A 0,625 mg/mL
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[}
X
=
2 301
._;CE A
5 : A
S 20 2.
10 -
T T T T T T T T T
0 1 2 3 4

Einwirkzeit / h

Abbildung 3.7.2 Entwicklung des Kontaktwinkels eines Wassertropfens (0,5 ul.) auf amino-
terminierten Glasoberflichen, welche unterschiedlich lange mit verschiedenen Kongentrationen von

IL1 behandelt wurden.

Die Biokompatibilitit der Beschichtung wurde mit einer Mausfibroblasten Zell-
linie (L cells) untersucht. Nach einer Stunde waren die Zellen auf den GRGDS-
funktionalisierten (IL1) Bereichen adhiriert, jedoch nicht auf den nichtfunktionali-
sierten (Abbildung 3.7.3C). In den adhirenten Zellen konnte durch Immunofirbung
gegen F-Actin und Phosphopaxillin eine Umstrukturierung des Cytoskeletts und die
Ausbildung von Stressfasern und fokalen Adhidsionspunkten nachgewiesen werden.

Die Phosphorylierung von Paxillin durch focal adbesion kinase und Src-Kinase stellt
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ein friuhes Stadium in der Zelladhision an die ECM dar#42-445] yund ist sowohl essen-
tiell fir die Ausbildung von fokalen Adhisionspunkten und Stressfasern als auch fir

die Dynamik dieser Strukturen. [#42446]

Abbildung 3.7.3 Mikrostrukturierte Oberfldchen fiir die Peptidanbindung (A). B zeigt eine
VergrofSerung von A mit Pfeilen, die die Dimensionen der funktionalisierten und nichtfunktionali-
sierten Bereiche angeben. Nach der Beschichtung mit IL1 adhdrieren Mausfibroblasten fast aus-
schliefslich anf den funktionalisierten Bereichen (C). Immunofirbungen zeigen das Actinfilament
(griin) und Phosphopaxillin (rot). Der Zellfern wurde mit DAPI blan gefirbt.

Abbildung 3.7.4 Gespreitete Zellen, die Stressfasern aufiveisen, welche mit Phalloidin (griin)
gefirbt wurden. Fokale Adhdsionspunkte, mit Anit-Phosphopaxillin rot gefiarbt (A), bilden sich
nur auf den  funktionalisierten Bereichen, nichtfunktionalisierte Streifen werden iiberbriickt. Der
Nuklens ist jeweils mit DAPI blan gefirbt. Die GrifSenangabe gilt fiir beide T'eilbilder.

Fokale Adhisionspunkte wurden vor allem an der Peripherie der Zellen und an
den Enden der F-Actin-Biindel gefunden (Abbildung 3.7.4A), was flr gut gespreite-
te Zellen spricht. In einigen Fillen Gberbricken Zellen auch nichtfunktionalisierte

Bereiche (Abbildung 3.7.4B). Diese Zellen weisen Stressfasern senkrecht zu den
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nichtfunktionalisierten Streifen auf und bilden Filopodien vor allem an den Enden
aus, an denen sie an den peptidbeschichteten Oberflichen anhaften. Durch die Zu-
gabe von 500 pg / mL von H-GRGDS-OH zum Kulturmedium konnte die Zellad-
hision vollig blockiert werden. Dies zeigt eindeutig, dass die Oberflichenfunktiona-
lisierung und die Zelladhision rdumlich auf die aminofunktionalisierten Bereiche
beschrinkt sind und die Zelladhdsion integrinvermittelt ist. Auflerdem deuten die
Ausbildung von Stressfasern und die Phosphorylierung des Paxillins eher auf aktive
und funktionelle fokale Adhisionspunkte als auf eine unspezifische Adhasion durch

andere Mechanismen hin.

Um die Spezifitit der Zelladhision weitergehend zu untersuchen, wurden ver-
schiedene Peptide miteinander verglichen. Wahrend H-GRGDS-OH ungefihr die

gleiche Aktivitit gegen tber o3, a5B1 und oIIbP3 zeigt,*47 ist die Affinitit von
H-GRGDSP-OH gegentiber 531 erhht.[19: 2432831 TL3 wurde als Negativkontrolle

eingesetzt. Peptide, in denen die RGD-Sequenz durch RBAD ersetzt ist, zeigen eine
100 — 10000fach niedrigere Integrinaffinitat.[30 35 45, 283]

80 — 90 % der Zellen adhirierten bei allen Peptiden in den funktionalisierten Be-
reichen, was zeigt, dass es gelang, strukturierte Oberflichen mit zelladhisiven und
zellabstoBenden Bereichen zu generieren. Jedoch lieBen sich signifikante Unter-
schiede in der Zahl der adhirenten Zellen nachweisen. Bei Oberflichen, die mit IL1
oder IL2 beschichtet waren, stellte sich ein Wert von ungefihr 280 Zellen / mm?
ein. Interessanterweise konnte bei den mit IL3 beschichteten Oberflichen nur ein
Rickgang um 33 % (188 Zellen / mm?) gefunden werden. Als eine nichtpeptidische
Negativkontrolle wurden mit 4-Methoxyphenyl-isothiocyanat beschichtete Oberfla-
chen eingesetzt, diese verhinderten die Zelladhision vollstindig (Abbildung 3.7.5).

Diese Zellantwort auf die Negativkontrolle IL3 war nicht erwartet worden, da
RPBAD-Peptide keine Zelladhision stimulieren sollten. Weiterhin kann die beobach-
tete Zelladhdsion nicht auf einer unspezifischen Adhision an der aminofunktionali-
sierten Oberfliche beruhen, da nach der Peptidanbindung verbleibende Ami-
nogruppen mit 4-Methoxyphenyl-isothiocyanat umgesetzt wurden. Andererseits sind

dhnliche Beobachtungen von Zelladhision an Kontrollpeptiden auch in der Litera-

tur beschrieben.31, 45, 448]
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Abbildung 3.7.5 Anzah! der adhdrenten Zellen anf peptidmodifizierten, strukturierten Ober-
fldchen.
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Abbildung 3.7.6 Zellen, die anf mit IL1 beschichteten Proben adhdrierten, spreiteten dentlich
und zeigten eine ausgeprdgte Formierung von Stressfasern und fokalen Adbdsionspunkten (A),
warend anf IL2 funktionalisierten Oberfldchen nur etwa die Hilfte der Zellen gepreitet war (B).
Auf Oberflichen, die mit dem Kontrollpeptid IL3 beschichtet waren, adbdrierten dentlich weniger
Zellen, die jedoch zum Spreiten und zur Ausbildung von Stressfasern und fokalen Adbdsions-
punkten neigten (C). Der Graph in D zeigt die Anzabl der gespreiteten und runden Zellen fiir die
einzelnen Peptide und MP-NCS.
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Auf mit IL1 beschichteten Proben waren alle Zellen gespreitet und die Formati-
on von Stressfasern war zu erkennen (Abbildung 3.7.6 A und D). IL2 unterstiitzte
die Zelladhision ungefihr genauso gut, jedoch waren nur 54 % der Zellen gespreitet

und hatten Stressfasern und fokale Adhasionspunkte ausgebildet (Abbildung 3.7.6 B

und D). Fibroblasten bilden die fokalen Adisionspunkte vor allem durch das av33-
Integrin, das an GRGDS bindet, GRGDSP und damit IL2 zeigte eine héhere Affi-

nitdt zu a5B1.119% 243, 2831 Auf mit IL3 beschichteten Oberflichen war der groBte Teil
der Zellen gespreitet, wobei die Ausbildung der Filopoden und Lamellopoden nicht
soweit fortgeschritten war wie bei den RGD-Peptiden (Abbildung 3.7.6 C und D).

Dabher scheint die Adhasion zwar spezifisch aber nicht sehr affin zu sein.

3.8 Multimere, cyclische RGD-Peptide

Von U. Hersel wurden multimere RGD-Peptide mit Tricysteinanker syntheti-
siert.B% Diese Peptide wurden in der Arbeitsgruppe von J. Spatz an nanostruktu-
rierten Goldoberflichen getestet. Hierbei handelt es sich um Glasoberflichen, auf
denen in einem definierten Abstand Goldkigelchen von < 8 nm Durchmesser auf-
gebracht sind. Werden an diese Goldkiigelchen monomere RGD-Peptide mit Tri-
cysteinanker aufgebracht, zeigte sich, dass eine Zelladhision von MC3T3 Mausoste-
oblasten nur bis zu einem Abstand der Goldpunkte von 58 nm stimuliert werden
kann. Wird der Abstand grofler, findet keine Zelladhdsion mehr statt.?53 Werden
jedoch tetramere RGD-Peptide aufgebracht, findet die Zelladhision auch auf Ober-
flichen mit einem Abstand der Goldkiigelchen von 100 - 120 nm statt.[449]

In weiteren Experimenten soll nun untersucht werden, ob auch mit einem trime-
ren RGD-Peptid die Zelladhision auf diesen Oberflichen stimuliert werden kann.
Im einem gingigen Modell zur integringesteurten Zelladhision wird von einer Tri-
merisierung der B-Untereinheit ausgegangen, wozu drei RGDs in engerer Nachbat-
schaft erforderlich sind.[*50 Des Weiteren soll untersucht werden, wie sich die Zellen
auf Oberflichen verhalten, die mit Tetrameren beschichtet sind, bei denen 1, 2 oder

3 RGDs durch RBADs ausgetauscht sind.

Von U. Hersel wurden die dendritischen RGD-Peptide sequenziell an der festen
Phase aufgebaut. Ausgehend von N-Fmoc-S-Trt-Cystein, wurde als Verzweigungs-
einheit N,\’-Bis-Fmoc-Lysin gefolgt von N-Fmoc-Hegas 11 gekuppelt. Abschlie-
Bend wurde das Zyklopeptid Z3* angehingt, vom Harz abgespalten und mit TFA /
TIPS / Wasser entschiitzt. Die anschlieBende HPLC-Reinigung stellte, bedingt
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durch viele sehr dhnliche Nebenprodukte — die zum Teil aus unvollstindigen Kupp-
lungen, oder den nicht aufgereinigten Edukten Z3* und N-Fmoc-Hegas stammen —
ein groles Problem dar, so dass eine groflere Anzahl an Verbindungen, wie sie
durch den Austausch von RGDs gegen RBADs entsteht, auf diese Weise nicht mehr

in einem vertretbaren Zeitrahmen herzustellen sind.

Zum einen wurde die erste Stufe der N-Fmoc-Hegas 11 Synthese umgestellt
(Abbildung 3.8.1). Dies hat einen reinen Kostenaspekt, die Qualitit von Produkt 9
ist davon nicht beeinflusst. Hexaethylenglycol 6 wird mit Kaliumhydrid in THF
deprotoniert und anschlieBend mit Bromessigsaure-Zerz.-butylester 8 umgesetzt. Da-
durch konnten die Eduktkosten um 56 % gegentiber Reaktionsweg A mit Diazoes-
sigsdure-zert.-butylester 7 gesenkt werden. Der restliche Syntheseweg wurde unver-
andert beibehalten. Der zerz.-Butylester 9 wird erst in das Tosylat und anschlieBend
das Azid Gberfiihrt. Dieses wird katalytisch reduziert (10) und anschlieBend erfolgen
die Fmoc-Schiitzung und die Spaltung des ferz.-Butylesters zum Produkt 11.

a T L

N;=" 0" > BFs*Et,0
7 (DCM)

‘ \

HO. _~ O/\/O\/\ O/\/O\/\ O/\/OH HO _~ O/\/O\/\ O/\/O\/\ O/\/Ov?\ok
9
6

‘ / 1. TosCl
NEtg
NMe3*HCI
B 0 KH (DCM)
Brykok (THF) 5 Nl
. NaN3
8 (DMF)
3. H,/ PdIC
(EtOH/CHCI3)
1. FmocCl
Na,CO3
o] (THF/H,0) i J<
H,N o
FmOCHN\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OQJ\OH o TEA 2 \/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/ O
11 (DCM) 10

Abbildung 3.8.1 Alter (A) und neuer (B) Syntheseweg der Spaceraminosdure
N-Fmoe-Hegas 11.

Um die HPLC-Reinigung der Endprodukte zu erleichtern, wurden an der festen
Phase folgende Zwischenprodukte hergestellt, abgespalten und dann durch pripera-
tive HPLC gereinigt.

12 ¢clo(-R(Pbf)GD (Bu)fE-)-Hegas-OH
13 ¢yclo(-R(Pb)BAD(Bu)fE-)-Hegas-OH
14 gelo(-R(PbH)GD(Bu)fE-)-Hegas-K[Hegas-¢yc/o(-R (Pbf) BAD (Bu)fE-)]-OH
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Die Kupplungen erfolgten mit Triphosgen / DIPEA in THF, die Kupplungszei-
ten wurden nach 30minttiger Voraktivierung auf 24 h ausgedehnt um mit einem
Uberschuss von 0,2 — 0,5 eq. ausreichend gute Kupplungen zu erzielen.

Diese Fragmente wurden anschlieBend mit HATU / HOAt an das Grundgerist
bestehend aus harzgebundenem Tricystein mit Trityl-Schutzgruppen und einer Ver-
zweigungseinheit aus N,N-Bis-Fmoc-Lysin und N”-Fmoc-N"-ivDde-Lysin gekup-
pelt um folgende Tetra- bzw. Trimere zu erhalten. D3 und D5 konnten allerdings
auf diesem Weg nicht erhalten werde, da sich 14 werder mit HATU noch mit

Triphosgen kuppeln lief3.

D1 (¢clo(-RGDSE-)-Hegas)>-K-K[Hegas-¢yc/o(-RGD{E-)|-CCC-OH

D2 ((¢elo(-RGDIE-)-Hegas)>-K)-K-CCC-OH

D3 (9eo(-RGDfE-)-Hegas),-K-K[K[Hegas-¢yc/o(-RBADSE-)|-Hegas-¢yclo(-
RGDfE-)]-CCC-OH

D4  (gclo(-RGDSE-)-Hegas)»-K-K[K-(Hegas-gdo(-RBADSE-))2]-CCC-OH

D5  (cyclo(-RBADSE-)-Hegas):-K-K[K[Hegas-¢yclo(-RBADE-)]-Hegas-cyclo(-
RGDfE-)]-CCC-OH

Wie in Abbildung 3.8.2 fur das Tetramer D2 exemplarisch gezeigt wird, ist die
HPLC-Reinigung der so synthetisierten Dendrimere problemlos zu bewerkstelligen.

il

1

T T T T
0 10 20 t/ min 0 10 20 t/ min

Abbildung 3.8.2 Chromatogramm der semipraperativen HPL.C-Reinigung von D2. rechts:
Chromatogramm mit dentlicher Basislinientrennung nach dem nenen Syntheseweg unter 1 erwen-
dung des aufgereinigten Bausteins 12; links: Chromatogranmm unter 1 erwendung der ,,alle Kupp-
lungen an einem Harz“Strategie von U. Hersel. Hier liegt der Produktpeak in einem Hiigel aus
Nebenprodukten. Gradient: 25 auf 38 % MeCN in 18 min.
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Die biologische Evaluierung der gemischten Tetramere und des Trimers bet J.
Spatz ist noch nicht abgeschlossen. Erste Untersuchungen zeigten jedoch, dass bei
einem Abstand der Goldpunkte von 110 nm mit dem trimeren und tetrameren

RGD (D1 und D2) die Zelladhision stimuliert werden kann, nicht jedoch mit dem

gemischten Tetramer D4.

3.9 Andere Zelladh&asionssequenzen

3.9.1 Lineare Lamininsequenzen mit Acrylatanker

Neben dem RGD-Peptid sind in der Literatur viele weitere Adhdsionspeptide
(und -glycoside) beschrieben.?* Diese kénnen Liganden fir Integrine, aber auch
andere Zelladhidsionsrezeptoren sein. Topkin®-Folien, die aus einem Kopolymer aus
D, L-Lactid und e-Caprolacton bestehen, werden in der Medizin fir die Abdeckung
von frischen, traumatischen Wunden z. B. bei offenen Frakturen benutzt. Fir die
biologische Funktionalisierung dieser Oberflachen sollte eine Peptidsequenz gefun-
den werden, die in der Lage ist, Keratinocyten zu binden. Aus der Literatur ist be-
kannt, dass Keratinocyten durch das o3B1-Integrin an Laminin binden.45!l In Vor-
versuchen mit ¢yelo(-RGDIK-)-Ahx-Ahx-Acryloyl konnte gezeigt werden, dass der
Acrylatanker geeignet ist, Peptide auf dem Topkin®-Material zu immobilisieren.
Darauthin wurden folgende Peptidsequenzen synthetisiert, die aus einer dem Lami-
nien entnommenen Adhisionssequenz und einem Linker aus Acryloly-Ahx-Ahx be-

stehen.

ALl Acyloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-OH152|
AlL2 Acyloyl-Ahx-Ahx-PDSGR-OHI#>?]
AL3 Acyloyl-Ahx-Ahx-SIKVAV-OH#53]
Al4 Acyloyl-Ahx-Ahx-LGTIPG-OHI*>4
ALS5 Acyloyl-Ahx-Ahx-IKVAV-OHM>4
ALG6 Acyloyl-Ahx-Ahx-SEIKLLIS-OHI#4
AL7 Acyloyl-Ahx-Ahx-EIKLLIS-OHI#>4
ALS8 Acyloyl-Ahx-Ahx-IGSR-OH

AL9 Acyloyl-Ahx-Ahx-KQNCLS-OH
AL10 Acyloyl-Ahx-Ahx-EPDIM-OHI#1I
ALl Acyloyl-Ahx-Ahx-NKDIL-OHM1]
AL12 Acyloyl-Ahx-Ahx-NKDIM-OH
AL13 Acyloyl-Ahx-Ahx-EPDIL-OH
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AL14 Acyloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-NH>[#52]

Die Peptide wurden nach Standard Fmoc-Strategiel?6l am TCP-HarzPB%! bzw.
AL14 am Rink-Amid-Harz5 synthetisiert. Die Ankereinheit aus Acyloyl-Ahx-OH
A1l wurde zuvor in Losung synthetisiert und dann an die Peptidkette gekuppelt. Die
fertigen Peptide wurden mit TFA / Wasser / TIPS von der festen Phase abgespal-
ten, gleichzeitig entschiitzt und dann HPLC gereinigt.

Bei Biomet Dentschland GmbH wurden die Peptide durch UV-Bestrahlung an das
Topkin®-Material gebunden und ein Adhisionstest mit HaCaT-Zellen durchgefthrt.
Keines der Peptide AL1 — ALL14 war jedoch in der Lage die Zelladhidsion zu stimu-
lieren (Abbildung 3.9.1). Dies kénnte daran liegen, dass die verwendeten Peptide in
der Literatur nur ohne Linker beschrieben sind, d.h. mit freiem N-Terminus. Pepti-
de, fir die eine Adhiasionsstimulation auf Oberflichen beschrieben ist, waren nur

adsorptiv an die Oberfliche gebunden.[#31.452]
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Abbildung 3.9.1 Adbdsion von HaCaT-Zellen an mit AL1— AL14 beschichteten 'Topkin®-
Oberfldichen.

3.9.2 Zyklische LDT-Peptide mit Acrylatanker

Von J. Boer wurden einige zyklische Hexapeptide identifiziert, die die LDT-
Sequenz enthalten und an das 04f37-Integtin binden.['#l Einige der aktiven Peptide
enthalten neben der LDT-Sequenz auch ein Aspartat, dieses konnte zur Funktionali-
sierung des Zyklopeptides mit einem Linker benutzt werden. Wenn die Seitenkette
des Aspartats nicht in die Bindung eingreift, sollte auch der Einbau eines Lysins an
dieser Stelle moglich sein. Als Anker fur erste Untersuchungen wurde ein Arcyalat-
anker gewihlt, da damit die Immobilisierung auf PMMA md&glich ist und die Tests
durch G. Chmel (Biophysik, TUM) durchgefiihrt werden konnten.

Die teilgeschiitzten Zyklopeptide Z8* und Z9* wurden an der festen Phase auf-

gebaut und in Losung zyklisiert. Danach wurden in einer Fragmentkupplung die
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Linker A2 bzw. A3 angehingt bzw. mit Essigsiureanhydrid acyliert. AnschlieSend
wurden die Verbindungen mit TFA entschiitzt und mittels HPLC gereinigt.

Um den Effekt des Linkers auf die Bindung zu tiberpriifen, wurde zuerst die Ak-
tivitdit der nicht immobilisierten Verbindungen gemessen. Die Tests wurden von
M. Semmrich (Forschergruppe Sepsis, Klinikum r. d. Isar) durchgefiihrt. Die In-
tegrinaffinitit wird dabei tiber die Reduktion der Adhision von Zellen an MAdCAM
bestimmt (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Inhibiernng der Adbdsion von 38-37 Lymphomzellen an MAICAM durch die
Cyclopeptide.

Verbindung Adhision [%]
Z8 oyclo(-LDTDpF-) 145+ 2
79 oyelo(-LDTKpF-) 13£3
c1 oyclo(-LDTK(Ac)pF-) 12£0
ACH1 ¢yelo(-LDTDpF-)-Diamin-Ahx-Ahx-Acyloyl 13,54
AC"2 ¢yclo(-LDTKpF-)-Ahx-Ahx-Ahx-Acyloyl 48+ 6

" Verbindung ist unter den Testbedingungen ausgefallen. Die Peptidkonzentration betrug
1,45 umol/mlL. Die Werte stammen aus einer Doppelbestimmung.

Wie aus den Affinititsstudien zu erkennen ist, hat die Modifizierung der LDT-
Peptide mit einem Linker keinen Einfluss auf die Bindung an das Integrin. Auch ein
Austausch Asp gegen Lys, sowie eine anschlieBende Seitenkettenmodifikation ist

ohne Affinititsverlust moglich.

Die Peptide ACL1 und ACI2 sollten ursprinlich iber die Acrylatfunktion an
PMMA-Oberflichen angebunden werden. Jedoch konnten dann im Zelladhasions-
test die 38-B7 Lymphomzellen nicht mehr detektiert werden. Sowohl der Hexosa-
minidasetest, eine Fluoreszenzfirbung der DNA mit Héchst 332584361 wie auch die
Reaktion mit MTTH7 liefen keine Quantifizierung der Zellen zu. Da bei Biomet
Dentschland GmbH erfolgreich Versuche gemacht wurden, ¢ye/o(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-
Acryloyl direkt in Zellkulturplatten aus Polystyrol zu immobilisieren, wurde diese
Vorgehensweise auch fir die beiden LDT-Peptide gewihlt, da in der Gruppe von
M. Semmrich eine Methode etabliert ist, die 38-B7 Zellen in 96-we// Platten zu quan-
tifizieren. Die Immobilisierung erfolgte durch Bestrahlen von Peptidlésungen unter-
schiedlicher Konzentration in 2-Propanol direkt in den Vertiefungen der Zellkultur-
platte. AnschlieBend wurden die Platten mit BSA geblockt und die Zelladhision

untersucht. Wie in Abbildung 3.9.2 zu sehen ist, nimmt die Zelladhisionsrate mit
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steigender Peptidkonzentration zwar zu, jedoch ist der Leerwert mit ca. 80 % Zell-
adhision extrem hoch. Auflerdem scheint die Zelladhidsion nicht ganz spezifisch zu
sein, denn auch auf den mit ¢yelo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-Acryloyl beschichteten Ober-
flichen fand eine erhohte Zelladhision statt. In einer FACS-Analyse wurde darauf
hin nochmals bestitigt, dass die Zellen nicht die 33-Untereinheit exprimieren und
daher auch nicht an die RGD-Peptide binden sollten. Hier besteht noch weiterer

Klirungsbedarf, evtl. auch mit anderen Zelllinien und einer anderen Detektion.
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Abbildung 3.9.2 Adpision von 38-f37 Zellen an mit ACL1 und ACL2 beschichteten Po-
lystyroloberfldichen.

3.9.3 Zyklische RGD-Peptide als Thrombocyten-Liganden

Von M. Gurrath wurden zyklische Hexapeptide identifiziert, die die RGD-
Sequenz enthalten und an das oIIbB3-Integrin binden. Als eines der aktiven Peptide
fiel dabei die Verbindung ¢yeo(-RGDfVG-) auf.l458l Bereits beim ovB3-Liganden
¢oyclo(-RGD1V-) fihrte der Austausch von Valin gegen Lysin oder Glutamat zu Ver-
bindungen, die mit einem [zzker an Oberflichen angebunden werden kénnen,[#5
daher wurde diese Strategie auch in diesem Fall angewendet. Das resultierende He-
xapeptid ¢yelo(-R(Pbf)GD(Bu)fKG-) Z7* kann dann durch Fragmentkupplung an
bestehende Linkersysteme (I1, A4) gekuppelt werden. Nach Entschitzung und
HPLC-Reinigung wurden folgende Verbindungen erhalten:

IC¢1 oclo(-RGDIKG-)-Ahx-Ahx-Ahx- PDIT
AC¢1 yelo-RGDEKG-)-Ahx-Ahx-Ahx-Acryloyl

Mit IC61 wurden von A. Schambony (TH Karlsruhe, Institut f. Zoologie II)
Zelladhisionstests mit primiren, humanen Thrombocyten durchgefithrt. Die Im-

mobilisierung des Peptids erfolgte dabei auf den in Kapitel 3.7 benutzten mic-
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rostrukturierten, aminofunktionalisierten Glasoberflichen. Als Vergleich dienten die
linearen RGD-Peptide IL1, IL2 und IL3.

Wie in Abbildung 3.9.3 zu erkennen ist, zeigt sich bei den mit ICG1 beschichte-
ten Oberflichen eine verstirkte Adhidsion der Thrombocyten. Die starke Hinter-
grundaktivitit sowohl der mit Methoxyphenylisothiocyanat (MP-NCS) als auch mit
den IL1 - IL3 beschichteten Oberflichen kommt zum einen durch die Verwendung
primirer Zellen, zum anderen durch das ausgeprigte Adhisionsverhalten von

Thrombocyten, welches sich durch ihre biologische Funktion erkliren ldsst.
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Abbildung 3.9.3 Addsion von primdiren, humanen Thrombocyten an strukturierten Glasober-
Sléichen nach 1,5h. Die Zellen im linken Bild wurden mit Anti-Phosphopaxillin gefdrbt.

3.9.4 Selektivitatsvergleich der verschiedenen Adhasionssequenzen
PMMA-Oberflichen wurden mit Peptiden mit unterschiedlicher Integrinspezifi-
tit beschichtet. Zur Verankerung wurde jeweils der Acrylatanker gewihlt. Als ovP3
/ owPB5-selektiver Ligand diente die von M. Kantlehner entwickelte Verbindung
oyclo(-RGDK-)-Ahx-Ahx-Arcyloyl.B% Daneben wurden die, die LDT-Sequenz ent-

haltenden, 0i4f7-aktiven Peptide ACH und ACL2 sowie das allbP3-aktive Peptid
ACG1 benutzt. Auf den beschichteten PMMA-Oberflachen wurde ein Zelladhasi-

onstest mit Mausosteoblasten durchgefiihrt.

MC3T3-E1 Mausosteoblasten, die vor allem die owPB3 und owf5-Integrine
exprimieren 0 zeigen an Oberflichen, die mit den RGD-haltigen Peptiden
¢yelo-RGD{K-)-Ahx-Ahx-Arcyloyl und ACS1 beschichtet wurden, eine verstirkte
Adhision (Abbildung 3.9.4). ACC1 ist dabei zwar etwas weniger aktiv, jedoch hitte

der groB3e Unterschied in den Bindungsaffinititen der gelosten Substanzen an iso-

lierten Integrinrezeptoren (ICso 2 uMgyps, 20 nMgmyps fiir ACS1; 9,9 nMgyps, 10
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3 Peptidische Integrinliganden

uMoaps fir ¢yelo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-Arcyloyl) einen deutlicheren Unterschied er-
warten lassen. An mit ACH und ACE2 beschichtetem PMMA liegt der Wert, wie zu

erwarten war, im Bereich der unbeschichteten PMMA-Probe.

30 -
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o /
© 20 - /
w
C
S 15
wn
‘T T

10 4
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(] 5_
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0

leer ACH AC'2 AC®1

cyclo(-RGDfK-)
-Ahx-Ahx-Arcyloyl

Abbildung 3.9.4 Adhdsion von MC3T3-E1 Mausosteoblasten an modifizierten PMNLA-
Oberflachen mit Liganden mit unterschiedlicher Integrinspezifitat. Die Peptide wurden in einer
Konzentration von 1000 uM in der Beschichtungslisung eingeset3t.

Diese Experimente verdeutlichen auf ein Neues, dass die erhohte Zelladhision
auf einer spezifischen Wechselwirkung der Integrine mit ihren jeweiligen Liganden
zurtickzufiihren ist und nicht durch eine unspezifische Wechselwirkung mit oberfla-

chengebundenen Peptiden entsteht.

3.10 Bestimmung der Oberflachenbelegung

Bei allen in den vorangegangenen Kapiteln aufgefithrten Oberflichenbeschich-
tungen stellte sich das Problem, dass nie genau quantifiziert werden konnte, wie
grof3 die oberflichengebundene Peptidmenge ist. Auch mit dem von Biomet benutz-
ten ELISA ist nur eine semiquantitative Bestimmung der Oberflichenbelegung
moglich. Far drei Oberflichen-Peptid-Systeme wurde diese dann mit Hilfe einer
Radiomarkierung des Peptides bestimmt. Dazu wurde im Lysinzyklus das
D-Phenylalanin durch D-Tyrosin ausgetauscht (Z6%). Dieser Austausch ermoglicht
die Einfihrung von Iod-125 (T, = 60 d) nach der IodoGen® (1,3,4,6-Tetrachlor-

3a,60-diphenylglycoluril)-Methode (Abbildung 3.10.1).[461, 462]

71



3 Peptidische Integrinliganden

COOH COOH COOH
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NH
HoN /&NH HoN /&NH HzN/&NH

Abbildung 3.10.1 Schematische Darstellung der Synthese der radiomarfkierten Peptide.

Als Referenzverbindung und zur Verdinnung wurden zusitzlich auch die kalten
Iodverbindungen synthetisiert (Austausch von D-Phe gegen D-3-lodtyrosin 15). Da-
zu wurde D-Tyrosin in ammoniakalischer Losung mit elementarem Iod iodiert (15)
und anschlieBend Fmoc-geschuitzt (16).14631 Die Phenolgruppe blieb in der weiteren
Synthese ungeschutzt. Dadurch ergab sich bei der Zyklisierung das Problem, dass
mit DPPA als Aktivierungsreagenz die Hydroxylgruppe zum Diphenylphosporsiu-
reester umgesetzt wurde. Dieser kann nach Literatur nur mit HF gespalten wer-
den.l#4l Die Zyklisierung gelang schliefflich mit PyBOP und Collidin. Damit die
Konzentration an aktivierter Spezies moglichst gering bleibt, wurde das PyBOP in
drei Portionen tber 10 h zugegeben, wodurch keine Dimerisierung festgestellt wer-
den konnte. Bei der anschlieBenden partiellen Entschiitzung des Lysins zeigte sich,
dass unter den Standardbedingungen fir die Z-Entschiutzung (Pd/C, Wasserstoff)
auch das Iod durch Wasserstoff ersetzt wird. Abhilfe konnte durch den Einsatz von
Fmoc-K(ivDde)-OH anstatt Fmoc-K(Z)-OH geschaffen werden. Unter den Bedin-
gungen fiir die ivDde-Entschiitzung (5 % Hydrazin / DMF) war das Iodtyrosin sta-
bil (Abbildung 3.10.2). AnschlieBend wurde das partiell geschiitzte Zyklopeptid Z5*
mit dem fur die jeweilige Oberfliche passenden Linker konjugiert (HATU / HOAt
/ Collidin in DMF), entschiitzt und HPLC-gereinigt.

Die entsprechenden tyrosinhaltigen Verbindungen fir die Radiomarkierung
wurden durch Fragmentkupplungen (HATU / HOAt / Collidin in DMF) der jewei-
ligen Linker mit dem Zyklopeptid Z6* und anschlieBender Entschitzung und
HPLC-Reinigung erhalten.

ACv1 ¢oyelo(-RGDyK-)-Ahx-Ahx-Acryloyl

AC1 oyclo(-RGDy {1} K-)-Ahx-Ahx-Actyloyl

ACy2 ¢yelo(-RGDyK-)-Ahx-Ahx-Ahx-Pentenoyl
ACY2  gelo(-RGDy{I}K-)-Ahx-Ahx-Ahx-Pentenoyl
PCy1 ¢oyclo(-RGDyK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA2)>
PCy11 0yclo(-RGDy {1} K-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA2):
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Abbildung 3.10.2 Synthese von cyclo(-R(P)GD (1Bu)y{1}K-) Z5% und die dabei auftreten-
den Schwierigkeiten; Bildung des Phosphorsdureesters mit DPPA, VVerlust des Halogens durch
Hydrierung.

3.10.1 PMMA-Oberflachen

Fir PMMA-Plittchen (@ 6 mm) wurden Peptide mit Acrylat-Lzzker A2 verwen-
det. Fir die Beschichtung wurden kaltes (ACy'1) und heiles Peptid im Verhiltnis
625 : 1 gemischt und auf die Konzentrationen 100, 10 und 1 pM eingestellt. Eine
Messung mit reinem heilem Peptid war aufgrund des Messbereichs des y-Counters
nicht méglich. Die anschlieBende Beschichtung erfolgte nach dem Standardproto-
koll von Biomet und aul3erdem ohne UV-Bestrahlung.
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Abbildung 3.10.3 Belegung von PMMNLA-Pléittchen nach Beschichtung mit radiomarkiertem
oyelo(-RGDy{1} K-)-Abxc-Abxc-Aeryloyl AO™L. Pro Plattchen wurden 10 ul. Peptidlisung auf-
getragen.

Wie aus Abbildung 3.10.3 ersichtlich ist, liegt die Belegungsdichte von PMMA
mit dem Actylatpeptidanalogen zwischen 0,8 und 30 pmol/cm? Wie sich auch
schon in den Versuchen mit dem Benzophenonanker (Kapitel 3.3) gezeigt hat, ist

die radikalische Beschichtung auch in Abwesenheit von UV-Licht méglich.

3.10.2 Siliziumoberflachen

Monokristalline und amorphe Siliziumoberflichen koénnen mit Peptiden mit
Pentenoylanker beschichtet werden.*l Um eine evtl. vorhandenen Oxidschicht zu
entfernen, wurden die Plittchen vor der Beschichtung in HF-Dampf angeitzt. An-
schlieBend wurden die Proben in einer Loésung des Peptids (ACY12) (1 mg/mlL,
kalt : heif 9,7 : 1) in NMP tiber Nacht bei 80 °C gelagert. Danach wurde die Aktivi-

tat der Proben im Y-Counter bestimmt.

Fir die Belegung von monokristallinem Silizium wurde ein Wert von
19,7 fmol/cm? bestimmt. Da nur zwei Proben (Leerwert und Beschichtung) zur
Verfliigung standen, konnte nur eine einzige Messung durchgefihrt werden. Bei a-
morphem Silizium, das auf Glas aufgebracht ist, ergab sich eine Belegung von
0,42 £ 0,024 pmol/cm?. Diese Werte sind deutlich geringer als bei PMMA. Vergli-

chen mit einer Monolage sind diese Werte um 10 bis 12 Groéflenordnungen geringer.
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3.10.3 Titanoberflachen

Fir Titanplattchen (¢ 10 mm, 2 mm hoch) wurden Peptide mit Phosphonatan-
ker und drei Aminohexansauren als Spacer (P1¥) verwendet. Fir die Beschichtung
wurden kaltes (PCy1) und heiles Peptid im Verhiltnis 83 : 17 gemischt und auf die
Konzentrationen 100, 10, 1 und 0,1 uM mit PBS eingestellt. Eine Messung mit rei-
nem heilem Peptid war aufgrund des Messbereichs des Y-Counters nicht méglich.
Die anschlieBende Beschichtung erfolgte nach dem Standardprotokoll von Biomzet.
Nach diesem Protokoll sind die Formkérper von allen Seiten mit der Beschichtungs-

l6sung umgeben, es wurde daher angenommen, dass auch auf der gesamten Ober-

fliche Peptid anbindet.

Die Oberflichenbelegung von Titan mit dem Analogon PCy1 zum Phospho-
natpeptid PC1 liegt im Bereich von 0,2 pmol/cm? bis 278 pmol/cm? und ist damit
deutlich héher als mit den entsprechenden Peptiden auf PMMA und Silizium (Ab-
bildung 3.10.4).

400 -
350 -
300 -
250
200 -

Belegung [pmol/cm?]

ON PO
—_t 11

0,1 1 10 100
Peptidkonzentration in der Beschichtungslésung [uM]

Abbildung 3.10.4 Belegung von Titanplittchen nach Beschichtung mit radiomarkiertem cyclo(-
RGDy{1}K-)-Ahxc-Abs-Abx-K-(K-PPAz)> PO™1. Pro Plittchen wurden 300 ul. Peptidls-
sung aufgetragen.

Mit der Radiomarkierung wurde eine einfache und sehr gut quantifizierbare Me-
thode gefunden, um die Oberflichenbelegung der verschiedenen Materialien mit
den entsprechend modifizierten RGD-Peptiden zu bestimmen. Jedoch wird bei die-
sem Verfahen davon ausgegangen, dass der Austausch des D-Phenylalanins gegen

D-3-Iodtyrosin keinen Einfluss auf die Belegungsdichte hat.
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4 Nichtpeptidische Integrinliganden: Synthese

und biologische Evaluierung

Neben den in Kapitel 3 beschriebenen peptidischen oberflichenadhisiven In-
tegrinliganden wurden im Rahmen dieser Arbeit auch nicht-peptidische ov{33-
Integrinliganden zur Stimulierung der Zelladhision auf Oberflichen synthetisiert.
Wirtschaftlich betrachtet, stellen RGD-Peptidmimetika eine gute Alternative gegen-
tber den zyklischen RGD-Liganden dar. Aufgrund ihrer auf ein Minimum reduzier-
ten Struktur sind sie durch weniger Syntheseschritte, auch in Losung, aus z. T. sehr
einfachen Bausteinen zuginglich. Pharmakokinetische Faktoren oder die Erhéhung
der Bioverfiigbarkeit, wie sie fur die Entwicklung der peptidihnlichen (Peptidomi-
metika) oder nicht-peptidischen Integrinlicanden ausschlaggebend waren (Kapitel
2.2), spielen bei den oberflichenadhisiven Verbindungen eine weitgehend unterge-
ordnete Rolle. Die immobilisierten Mimetika sollen 7z vivo, dhnlich wie die peptidi-
schen Liganden, im Anschluss an eine schnelle Finheilung des Implantates ohne

negative Wechselwirkungen mit dem Organismus ausgeschieden werden.

Der FErhalt der Integrinaffinitit und -selektivitit der hergestellten nicht-
peptidischen Liganden wurde im Labor von Dr. S. L. Goodman bei der Firma Merck
KGaA, Darmstadt geprift. Die Oberflichenbeschichtung sowie die biologische
Charakterisierung der modifizierten Materialien wurden bei der Firma Biomet Deutsch-

land GmbH, Darmstadt unter der Leitung von Dr. A. Enderle durchgefiihrt.
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4.1 Allgemeine Strategie

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl von nicht-peptidischen ow[33-
Integrinliganden mit hoher Rezeptoraffinitit und meist biselektivem Charakter
(owvPB3 / awvP5 oder avPB3 / owP6) synthetisiert worden (Kapitel 2.2).146, 48, 465, 466] Die
von C. Gibson aus der RGD-Sequenz entwickelte Leitstruktur wurde von G. Sulyok
im Hinblick auf avPB3-Integrinaffinitit und Bioverfiigbarkeit weiter optimiert (Ab-
bildung 4.1.1). Eine Affinititssteigerung konnte dabei durch die Substitution der
C-terminalen Amidbindung durch verschieden substituierte Phenylreste erreicht
werden.[95] Der Austausch des Glycins durch aza-Glycin ist nicht zwingend not-
wendig, die hohere enzymatische Stabilitit der Azapeptide gegeniiber den Peptiden
ist aber von pharmakologischem Interesse.[*’l Eine postulierte Affinititserh6hung
durch die strukturinduzierende Wirkung der aza-Gruppe, wie sie beim Einbau von
aza-Aminosiuren in andere peptidische Strukturen beschrieben wurde,[#68. 4691 konn-
te von C. Gibson bei der RGD-Sequenz nicht generell bestitigt werden. Es wird als
Diversifikation induzierendes Strukturtemplat beschrieben.#’1 Der aromatische Ab-
standshalter 7-Aminobenzoesiure, der bereits von C. Gibson verwendet wurde, er-
wies sich gegentiber flexiblen aliphatischen Spacern in sonst analogen Mimetika als
vorteilhaft. Die Variation der Base sollte lediglich der Erhéhung der Bioverfiigbar-
keit dienen, die fir oberflichenimmobilisierte Mimetika nicht von Belang ist.

Arg Gly Asp
NH o

i“/\fk §

H,N" N N COOH

©H NHH/\C[)I/I\
Y o) I}JH

(@)

H H
HoN N N N
2 he \O)‘\H h I\COOH Identifizierung einer Leitstruktur
NH O 6 N,

\"/ COOH  verbesserter Ligand

Abbildung 4.1.1 Ausgehend von der linearen RGD-Sequenz wurde durch fombinatorische
Festphasensynthese eine nene Leitstruktur identifiziert.#66 4701 _Anschliefende Substitution des
C-terminalen Amids durch einen substituierten Phenylrest erzielt eine 1 erbesserung der 1iganden-

affinitit/#5] (X = CH,, NH)
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Hiervon ausgehend entwickelte C. Dahmen zwei Mimetika, in die eine zusitzli-

che funktionelle Gruppe eingefiihrt wurde, an der ein oberflichenadhisives Linker-
system angebunden werden kann, ohne dass die 0wvPB3-Integrinaffinitit oder

-selektivitit gegeniiber AlIbB3 beeintrichtigt wird. Die minimierte Struktur bot hier-
tir nur wenige Méglichkeiten. Bereits die N-Alkylierung des aza-Glycins fihrt zum
Verlust der Integrinaffintit.[*70l Da terminale Base und Siure fir die Rezeptorwech-
selwirkung ebenso essentiell sind wie deren Abstand voneinander (Kapitel 2.2),
wurde die Anbindung von Linkern an den aromatischen Bausteinen realisiert. Die
Substituenten R! und R? stellen SPPS-kompatible Funktionalititen wie CH>NH>
und COOH dar (Abbildung 4.1.2).

HN [N N [N
2| | N H Nl COOH
HN > o)
R? R
X L
R
Base Spacer aza-Glycin Sé&ure

Abbildung 4.1.2 Retrosynthetische Zerlegung der aza-RGD-Mimetika in Sdurebanstein, aza-
Glycin, aromatischen Spacerbaustein und Basenbanstein. Die Substituenten R' oder R? sollen ur
Anbindung von oberflichenadhdsiven Linkersystemen verwendet werden.

Die Synthese der zur Immobilisierung befiahigten RGD-Mimetika erfolgte an der
Festphase. Sie wurden aus je einem Sdurebaustein, aza-Glycin-precursor, aromatischen
Spacerbaustein und Basenbaustein nach Fmoc-Strategie am TCP-Harz aufgebaut.

Der Sdurebaustein reprisentiert die Asparaginsidure der RGD-Sequenz und wur-
de als Fmoc-geschiitzte B-Aminosiure zur Belegung des Harzes eingesetzt. Die Her-
stellung erfolgte in einer Eintopfreaktion aus dem entsprechend substituierten Ben-
zaldehyd 17 mit 1 eq. Malonsdure bzw. Malonsduremono-Ze#butylester und 2 eq.
Ammoniumacetat in 90-%igem Ethanol unter Riickfluss,*’!l wobei die Aminosiure

18 racemisch anfiel. AnschlieBend wurde der N-Terminus Fmoc-geschiitzt.[472l
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COOH
H O HO COOH # “COOH
Malons&ure Decarboxylierung
Eliminierung
\Rl \Rl \Rl
17 22 21
Knoevenagel- Michael-
|\||—|4Jr Kondensation Addition
COOH ©
+ +
H NH: HaN COOH COOH
Malonsaure Decarboxylierung
R! R! R!
19 20 18

Abbildung 4.1.3 Mijgliche Reaktionswege zur Darstellung der racemischen f-Aminosinre 18
ans R7-substituiertem Benzaldehyd 17, Ammoniumacetat und Malonséure.

Fur die Darstellung der B-Aminosiure 18 werden verschiedene Reaktionswege
diskutiert (Abbildung 4.1.3).[473. 474 In einer Gleichgewichtsreaktion bildet sich aus
dem substituierten Benzaldehyd 17 und Ammoniumacetat das Iminiumion 19, wel-
ches als Elektrophil in einer Knoevenagel-Kondensation mit Malonsdure reagiert.
Die racemische a-Carboxy-B-aminosiure 20 wird durch Decarboxylierung direkt
oder tber die Zimtsdure 21 durch konzertierte Eliminierung / Decarboxylierung
und anschlieBende Michael-Addition mit Ammoniak gebildet. Als Konkurrenzreak-
tion verlduft moglicherweise die Knoevenagel-Kondensation des Benzaldehyds 17
mit der Malonsiure. Die B-Aminosiure 18 kann auf diesem Weg nur tiber die Zimt-

sdure 21 dargestellt werden.

Zum einen sollte die aromatische Seitenkette der [-Aminosiure 3-Amino-3-
phenylpropionsiure in para-Stellung substituiert werden, um in dieser Position Lin-
kermolekiile durch Kntpfung einer Amidbindung zu verankern. Als erfolgreichste
Substitutionsmoglichkeit stellte sich ein Carboxylrest heraus. Um Nebenreaktionen
bei der Harzbelegung zu umgehen, wurde Malonsduremono-Zer#-butylester fir die
Umsetzung mit kommerziell erhiltlichem p-Carboxybenzaldehyd 23 verwendet. Die
erhaltene 4-(2-Amino-1-zer~-butoxycarbonylethyl)-benzoesiure 24 wurde Fmoc-
geschiitzt (25) und tGber den freien C-Terminus an die Festphase gebunden (Abbil-
dung 4.1.4).
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H
H 0 HoN COOtBu Fmoc™ ¥ COOtBu
HOOC.__COOtBu Fmoc-Cl
NH,*CH3CO0"
COOH COOH COOH
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Cl Cl Cl
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Abbildung 4.1.4 Sdurebausteine 4-(2-(IN-Fmoc)-Amino-1-tert-butoxycarbonylethyl)-
benzoesdanre 25 und 3-(IN-Frmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)propionséure 28.138 4651

Fir die Synthese der Mimetika, die am Spacer eine zusitzliche funktionelle Grup-
pe zur Linkeranbindung enthalten, wurde die 3-(IN-Fmoc)-Amino-3-(4-
chlorphenyl)propionsiure 28 (Abbildung 4.1.4) verwendet. In den Arbeiten von
G. Sulyok stellte sie einen der aktivsten Siurebausteine in avf3-Integrin-selektiven

Mimetika dar.[138, 46]

Aza-Glycin wurde anstelle des Glycins in die RGD-Mimetika integriert. Als pre-
cursor wurde 5-(9-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-1,3,4-oxadiazol-2-on 30 eingesetzt, das
sich aus Fmoc-Hydrazin 29 und Phosgen in guten Ausbeuten herstellen lie3 (Abbil-
dung 4.1.5).47 Die Suspension aus 29 in DCM und wissriger NaHCOs-Losung
(1:1) wurde bei 0 °C mit einem dreifachen Uberschuss an Phosgen (1,9 M in Toluol)
versetzt. Das zunichst entstandene Hydrazinsdurechlorid reagiert sofort in einer in-
tramolekularen Zyklisierung zum 5-(9-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-1,3,4-oxadiazol-2-

on 301481 und wurde ohne weitere Aktivierung an die festphasenimmobilisierte

B-Aminosiuren mit freiem N-Terminus gekuppelt.

H 2.6 eq. COCly Q

NaHC03

_N. . 0 0
Fmoc™ NH, (1,0 / DCM) O \<N_R:

29 30

Abbildung 4.1.5 Synthese des  Fmoc-geschiitzten  aza-Glycin-precursors  5-(9-Fluoren-9-
Ylmethoxy)-3H-1,3,4-0xadiazol-2-on 30 ans Fmoc-Hydrazin 29.47°1
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Als Spacerbaustein wurde 7-Aminobenzoesiure oder verschiedene ihrer Derivate
verwendet. Ihre Synthese ist in Kapitel 4.2 niher beschrieben. Die Kupplung an den
vorangehenden entschiitzten Baustein erfolgte mit HATU / Collidin. Eine Fmoc-
Schiitzung der Aminofunktion ist unter diesen Kupplungsbedingungen nicht erfor-

derlich, da mit HATU nicht an anilinische Amine gekuppelt werden kann.#00]

Danach wurde die Guanylierung mit N,N"-Bis-Bocguanylpyrazol 31 (Abbildung
4.1.6) durchgefiihrt,[#79 welches die Seitenkette des Arginins in der RGD-Sequenz
reprisentiert. Die Umsetzung am Harz erfolgte in 10fachem Uberschuss von 31 in
abs. Chloroform bei 50 °C fir 24 Stunden. Nicht umgesetztes Guanylierungsrea-
genz konnte durch Fillung der Essigesterlosung mit Hexan in ausreichend hoher

Reinheit zuriickgewonnen werden, um es in weiteren Reaktionen einzusetzen.

BocN

Y
BocHN N_

31

Abbildung 4.1.6 Guanylierungsreageng N,IN -Bis-Bocguanylpyrazol 31.476/

Im Fall des vet/inkerten Spacerbausteins wurde die Guanylfunktion in Lésung mit

N,N"-Bis-Boc-Thioharnstoff 32 wihrend der Bausteinsynthese eingefiihrt.
Nach der Abspaltung der Mimetika vom TCP-Harz (20 % HFIP / DCM) unter

Erhalt der sdurelabilen Schutzgruppen erfolgte die Entfernung der permanenten
Schutzgruppen in 50 % TFA / DCM in Gegenwart von TIPS. AnschlieBend wut-
den die Verbindungen HPLC-gereinigt.

Fir die Integration eines oberflichenadhisiven Linkers in die potentiell Zelladhi-
sion vermittelnden Mimetika wurden aufgrund der Reaktionsverlidufe zwei verschie-
dene Methoden verwendet. Der Einbau des Linkers wurde entweder durch Frag-
mentkupplung des RGD-Mimetikums mit dem Linker am Harz oder durch den

Einbau eines Linkerfragments in den entsprechenden Mimetikumbaustein erreicht.

4.2 Synthese substituierter Spacerbausteine

4.2.1 Spacerbausteine zum Anbinden an Oberflachen

Der Spacerbaustein 7-Aminobenzoesiure wurde von C. Dahmen durch den Ein-
bau von Amino- und Aminomethylsubstitutenten zur Iinkeranbindung befihigt. [400]
Die Substitution erfolgte vorrangig in der sterisch weniger anspruchsvollen wefa-

Stellung. Die neue Funktionalitit sollte Fmoc-geschiitzt eingebaut werden, was eine
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vollstindige Synthese des oberflichenadhidsiven Mimetikums an der Festphase er-
moglichen sollte. Im Anschluss an die Einfithrung der Guanylfunktion sollte die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgen. Am freien N-Terminus wiren dann
der schrittweise Aufbau des Linkermolekils oder die Einfihrung des Linkers durch
Fragmentkupplung moglich.

Wird als Spacerbaustein 3-Amino-5-(IN-Fmoc)-Aminobenzoesiure benutzt, so er-
gibt sich das Problem, dass nach Guanylierung und anschlieBender Fmoc-
Entschiitzung die anilinische Aminofunktion nur noch sehr schwer fiir Kupplungen
zuginglich ist. Aus diesem Grund wurde von C. Dahmen die Substitution mit einer
Aminomethyl-Gruppe weiterverfolgt.#0%l In Anlehnung an Hamilton*’7l und Neu-
stadtl*’8] wurde von ihr 3-Amino-5-(IN-Fmoc)-aminomethylbenzoesaure 38 herge-
stellt (Abbildung 4.2.1).

Aus kommerziell erhiltlichem Monomethyl-5-nitro-isophthalat 33 wurde tber
das Siurechlorid durch Einleiten von gasférmigem Ammoniak das Amid 34 gene-
riert. Dieses wurde durch Reduktion in 1 M BH3*THF in THF nach saurer Aufar-
beitung in 3-Carboxy-5-nitrobenzylaminhydrochlorid 35 uberfihrt.[#’7l An die Ver-
seifung (36) schlossen sich das Schiitzen des Amins (37) und die Reduktion der

Nitroseitenkette zum Amin an 38.[478]

O,N COOMe O,N COOMe
1. SOCl,
(THF / DMF)
0" OH (DCM [ Hexan) 0" NH;
33 34
O,N COOMe Os5N COOH
1. BH3 * THF
_ @R ___LiOH |
2. HCI (H,O / THF)
(g) + - 2
35 36
O,N COOH H,N COOH
Fmoc-Cl Pd/C , H,
_NaC_O_g,_, pTSOH * TsOH
(H,O / THF) '\\IH (DCM / MeOH) '}‘H
Fmoc Fmoc
37 38

Abbildung 4.2.1 Darstellung des Spacers 3-Amrino-5-(IN-Fmoc)-Aminomethylbenzoesiure 37
ans Monomethyl-5-nitro-isophthalat 33.1477, 4781
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Jedoch konnte nach Kupplung des Spacerbausteins und anschlieBender Guanylie-
rung die Aminomethyl-Gruppe nur mit 2 % DBU / 2 % Piperidin / NMP Fmoc-
entschiitzt werden. Im Anschluss an die Fragmentkupplung mit dem Linker 3-(S-
Trt)-Mercaptopropionyl-Ahx3-OH mit HATU / HOAt / Collidin konnte die Masse
von MT3"* im ESI-MS nur in Spuren beobachtet werden. Selbst die Kupplung des
ersten Linkerbausteins e-(N-Fmoc)-Aminohexansiure mit TBTU / HOBt / DIPEA
fihrte nur unzureichend zum erwarteten Produkt. Welche Nebenreaktionen ablau-

fen, konnte nicht im Detail geklart werden.[ 00 479

Aus diesem Grund wurde ein Spacerbaustein (analog 39) mit integriertem
Oberflichenspacer synthetisiert. Er wurde an entsprechend belegtes Harz (28, 30)
gebunden und anschlieBend mit 31 guanyliert. Die Fmoc-Entschiitzung konnte mit
20 % Piperidin in DMF durchgefithrt werden. Die Kupplung mit 3-(5-Trt)-
Mercaptopropionsidure und nachfolgende Abspaltung vom Harz sowie Entschiit-
zung der sdutelabilen Schutzgruppen (50 % TFA / Wasser / TIPS) resultierte in
MT3 (Abbildung 4.3.1), welches mittels HPLC gereinigt wurde.[* Jedoch gelang es
C. Dahmen auf diesem Weg nur so viel Substanz zu synthetisieren, dass ein Struk-
turnachweis durch NMR und die Bestimmung des I1Cso-Werts méglich war. Sub-
stanzmengen, die fur einen Zelladhisionstest nétig sind, waren auf diesem Weg
nicht zuginglich. Der Schlusselschritt in der Synthese ist die Bildung des Amids 34
mit 76 % Ausbeute und die anschlieBende Reduktion mit BF;*THF mit einer Aus-
beute von max. 17 %. Letztere fithrt auBerdem zu einer sehr komplexen Produktmi-

schung die sich chromatographisch nur sehr ungentigend reinigen ldsst.

Um von MT3 gentigend Substanz fir einen Zelladhidsionstest zu bekommen
wurde die Synthese des Spacerbausteins komplett umgestellt. Ausgegangen wurde
wieder von Monomethyl-5-nitro-isophthalat 33 welches mit Sulfamid und Thio-
nylchlorid in Gegenwart von Sulfolan in das Cyanid 40 tberfithrt wird.[*8 Nach Re-
duktion der Nitrofunktion mit Wasserstoff erfolgt die Guanylierung mit N,N"-Bis-
Boc-Thioharnstoff 32 und Quecksilber(Il)chlorid (42).14811 AnschlieBend werden die
Cyanofunktion bei 30 bar und 50 °C in Gegenwart von Ammoniak zur Amino-
methyl-Gruppe hydriert (43) und die Schutzgruppen abgespalten (44) (Abbildung
4.2.2).
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OzN COOMe  SO,(NH,) O5N COOMe
SOCl, Pd/C, H,
(Sulfolan) (MeOH)

COOH CN
33 40
b
BocHN~ 'NHBoc H
HoN COOMe 32 BocHNTN COOMe
\Q HgClp, NEts NBo:Q
(MeOH)
CN CN
41 42
H
Pd/C BocHN N COOMe
H, 20 bar T 1. LiOH (H,O / MeOH)
(NH5 / EtOH) NBoc 2.40 % TFA
NH,
43
H H
HZNTN COOH Tox HaN.__N COOH
NH HATU / HOAt NH
Collidin (@] H
NH, (DMF) H N STrt
44 39 30

Abbildung 4.2.2 Darstellung von 3-Aminomethyl-5-(IN,IN "-bis-Boc)-guanylbenzoesinre 44450
*81] und des kombinierten Spacer-Linker-Bausteins 39.

4.2.2 Spacerbausteine zur Radiomarkierung

Um die Belegungsdichte von Oberflichen mit Mimetika mit Hilfe von I-125-
Radiomarkierung bestimmen zu konnen, muss einer der beiden Aromaten
(B-Aminosiure oder Spacerbaustein) mit einer Hydroxylgruppe aktiviert werden. Der
Spacerbaustein schien hierfir geeigneter zu sein. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Amino-hydroxybezoesiuren mit Chloramin T® iodiert werden kénnen. Dabei darf
die Aminogruppe allerdings nicht in para-Stellung zur Hydroxygruppe stehen.[#82l
Somit konnte die kommerziell erhiltliche 5-Aminosalicylsdure nicht eingesetzt wer-

den.

Nach Herlt*#3 wurde 3-Amino-5-hydroxybenzoesidure 49 synthetisiert. Ausge-
gangen wurde von 3,5-Dinitrobenzoesiure 45, die nach Uberfiihrung in den Methyl-
ester 46, mit Lithiummethoxid substituiert wurde (47). AnschlieBend wurden die

Ether- und Estergruppe mit Bromwasserstoffsiure gespalten (48) und die Nitro-
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gruppe reduziert (49). Die Iodierung zur kalten Verbindung 50 wurde mit Chlora-
min T® und Natriumiodid in Wasser / THF durchgefiihrt (Abbildung 4.2.3).

O,N NO O,N NO MeO NO
2 2 socl, 2 2 |joMe 2
(MeOH) (MeOH /
HMPT)

COOH COOMe COOMe
45 46 47
HO NO, szT’SP?ﬂHC HO NH, ChIO&ZTinT HO b~ NH,
(EtOH / DCM) *pTsOH  (THF /H,0) \ * pTSOH
COOH COOH COOH
48 49 50

Abbildung 4.2.3 Darstellung von 3-Amino-5-hydroxybenzoesinre 49%1 und ibhre lodiernng
zu 50,

4.3 Oberflachenadhasive Mimetika

Die in Kapitel 4.2 vorgestellten Bausteine mit zusitzlicher funktioneller Gruppe
wurden in RGD-Mimetika integriert. Der Aufbau erfolgte festphasenunterstiitzt am
TCP-Harz auf die in Kapitel 4.1 beschriebene Weise. Die Mimetika MT1 und MT2

wurden von C. Dahmen zur Verfiigung gestellt.

Nach vollstindiger Entschiitzung erfolgte die Kupplung des Spacerbausteins 40
mit dem Linkerfragment T2* mit HATU / HOAt / Collidin. Die resultierende Vet-
bindung 39 wurde ohne Isolierung durch Aktivierung mit einem weiteren Aquiva-
lent HATU an die harzgebundene Einheit aus aza-Glyzin und B-Aminosiure (28,
30) gekuppelt. Durch nachfolgende Abspaltung vom Harz mit HFIP sowie Ent-
schiitzung der Trityl-Schutzgruppe (40 % TFA / DCM / TIPS) resultierte MT3,
welches mittels HPLC gereinigt wurde.

Das acrylatfunktionalisierte Mimetikum MA1 wurde durch Fragmentkupplung
des geschiitzten Mimetikums M1* mit dem Lznker A3 erhalten. Die Entschiitzung
erfolgte mit 50 % TFA / DCM / TIPS bei 4 °C.

Fir das Mimetikum zur Radiomarkierung wurde an die harzgebundene Einheit
aus aza-Glyzin und B-Aminosiure (25, 30) der modifizierte Spacerbaustein 49 mit
HATU gekuppelt. Auch hier waren weder fir das Amin noch fir die Hydroxyl-
gruppe Schutzgruppen noétig. AnschlieBend wurde das geschiitzte Mimetikum mit
HFIP vom Harz abgespalten und mit dem Lizker A3 in Losung gekuppelt (HATU /
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HOAt / Collidin in DMF). Die Schutzgruppen wurden mit 40 % TFA / DCM /
TIPS abgespalten und die resultierende Verbindung MA2 HPLC-gereinigt.

G P
Y Ny CooH
H
NH o)
/\/SH QOW/H%‘/\
o N o N/v\/\N AN
MTL N MAL N N Al

OH
COOH T
NH o
Q H
N\/COOH NN N
: H H

03\

MA2
COOH OH
o}
HS

MT3 MA3

Q

Abbildung 4.3.1 Ubersicht iiber die oberflichenadhdsiven RGD-Mimetika.

Das iodhaltige Mimetikum MAJ sollte in analoger Weise zu MAZ2 unter Ver-
wendung des Spacerbausteins 50 synthetisiert werden. Jedoch misslang die Kupplung
von 50. Wurde 50 ohne Fmoc-Schutzgruppe mit HATU als Aktivierungsreagenz
gekuppelt, so wurde sowohl das aza-Glycin als auch 50 in die Tetramethylguani-
dinspezies uberfuhrt. Mit TBTU als Aktivierungsreagenz fand iiberhaupt keine Um-
setzung statt, andere Kupplungsreagenzien wie TOTU fihrten zu komplexen Pro-
duktgemischen, die nicht niher analysiert wurden. Wurde 50 Fmoc-geschitzt
eingesetzt, fithrte sowohl die Verwendung von HATU als auch von TOTU zu kom-

plexen Produktgemischen, wihrend mit TBTU kein Umsatz festzustellen war.

Ein anderer Weg zu MA3J ist die Iodierung von MAZ2. Dies wurde mit Chlora-
min T® und IodoGen® versucht, da eines der beiden Reagenzien dann auch fir die
Radiomarkierung benutzt werden muss. Im ESI-MS konnten jeweils nur Molekiile
mit kleineren Massen als MAZ2 detektiert werden. Fine Radiomarkierung des Mime-
tikums mit Oberflichenanker ist am Spacerbaustein also auf die hier versuchte Wei-

se nicht moglich.
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4.4 Biologische Evaluierung

Die Dicarboxyverbindung M1 erwies sich im nanomolaren Bereich als owv[33-
integrinaffin, wohingegen die Verbindungen mit Anker biselektiv fiir ov3- und
owvB6-Integrine sind (Tabelle 4.3.1), wie es auch fiir andere Mimetika vom Diacyl-
hydrazin-Typ beschrieben wurde.#¢6l Diese Ergebnisse stehen in guter Uberein-
stimmung mit den Docking-Resultaten von A. Meyer. Die beiden modifizierten Mi-
metika mit angedeuteten Ankern an R! und R? wurden mit AutoDock3[#8+ 48] in die
Kiristallstruktur des awvf3-Cilengitide-Komplexes!!>0] eingepasst, nachdem daraus das
Peptid entfernt worden war. Es zeigte sich, dass die Bindungsmodi identisch mit
denen der Mimetika ohne Anker (R! = R? = H) sind (Abbildung 4.3.2),48] auller-

dem konnten keine stérenden Interaktionen der Anker mit dem Integrin festgestellt

werden.

Abbildung 4.3.2 Ergebnisse der Docking-Studien: Zwei Diacylhydrazine mit Ankern an den

aromatischen Resten (als gelbe Kugeln angedentet) docken an die Kopfgruppe der owfB3-
Integrinstruktur an./°6/

Fiir die hohe ovP3-Selektivitit von M1 kommen sterische Effekte nicht infrage,

da 51 und 52 sterisch dhnlich anspruchsvoll sind. In Ubereinstimmung mit theoreti-

schen Untersuchungen an owvB5-Homologiemodellen3 kénnen die Aminosiure-
reste Lys180 und Asp252 des SDL (selectivity determining loop) in der Nihe der MI-
DAS-Region des Integrins durch elektrostatische Wechselwirkungen zu einer

Umorientierung des Liganden M1 in der Bindungstasche fithren. Da sich in der
B3-Untereinheit in diesem Bereich ungeladene Reste befinden, kann dies den star-

ken Einfluss der Carboxygruppe in M1 auf die Affinitit zu ovP5 erkliren.
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Tabelle 4.3.1 Ubersicht iiber die Affinitit 0

H H H
und Selektivitat der RGD-Mimetika gegeniber — HaN< N N/N\H/N COOH
den  Integrinen  owf33, owfB5, owP6 wund NH H o
ollb33. R2
Rl
Verbindung 1C50? [nM]; Inhibition bei Ligandenkonzentration [nM]
R! R2 ovp3 ovp5 ovp6 ollbP3
M1 COOH H 16 104 (65 %)  10% (54 %)  10* (22 %)
CONH-
3
MT1 (CHL),-SH H 5,7 200 0,24 3,20 x 10
MT2  COAhx;Cys H 0,72 310 2,35 3,15 x 103
CH>NHAhx; ;
MT3 Cl CO-(CHy),-SH 0,84 245 0,089 4,15 X 10°
511465] H H 0,8 n. b.» n. b.» 8500
52465] Cl H 0,1 n. b.b n. b.b 5500
odlo(-RGDAK [3-mercaptopropionyl]-) 7] 0,4 n. b.b n. b.b > 104

9 Mittelwert mehrerer unabhingiger 1Cso Messungen; die durchschnittliche Fehlerbreite dieser Mes-

sungen liegt im Bereich des Messwertes selbst.[148 P) n. b.: nicht bestimmt.

Die Zelladhisionseigenschaften auf Titanoberflichen wurden fur MT1, MT2
und MT3 getestet. Die Thiol-Anker ermoglichten die Immobilisierung. MC3T3-E1-
Mausosteoblasten, die das av33-Integrin exprimieren,*03l wurden auf die modifiziet-
ten Titanplattchen (Ti6Al4V, @ 1 cm) aufgetragen, und nach 1 h wurde die Anzahl
an adhirenten Zellen durch die Hexaminidaseaktivitit bestimmt.[3%l In diesen Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass Mausosteoblasten auf mit MT1 oder MT2 be-
schichteten Oberflichen adhirieren (Abbildung 4.3.3 A). Dabei konnte die Zellad-
hisionsrate auf 42,9 % (100 pm MT2) gegen iiber 9,4 % bei unmodifiziertem Titan
erhoht werden und ist damit genauso gut wie bei Beschichtungen mit dem aus der
Literatur bekannten Peptid ¢yelo(-RGDK][3-mercaptopropionyl]-).B! 4871 Die niedri-
gere Aktivitit von MT1 liegt wahrscheinlich daran, dass der Anker bedeutend kiirzer
und damit der Ligand fir das Integrin nicht mehr so gut zuginglich ist. Auf mit
MT3 beschichteten Titanoberflichen konnte auch in wiederholten Tests keine Zell-
adhision stimuliert werden, obwohl die Verbindung im Bindungsassay an isoliertem
owvP3-Integrin (Tabelle 4.3.1) vergleichbare Aktivititen zeigt. Der Grund konnte
sein, dass der immobilisierte Ligand fiir das Integrin trotz seiner enormen Spacerdin-
ge ungunstig ausgerichtet ist. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass MT3 nicht auf Ti-

tan immobilisiert wird, da in der Vergangenheit viele Peptid-Derivate von
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oyelo(-RGDIK][3-mercaptopropionyl]-) getestet wurden, die alle sehr gut auf Titan
immobilisiert wurden (dies wurde sowohl mit ELISA als auch mit Zelladhidsionsas-
says Uberpriift; die Ergebnisse sind hier nicht gezeigt).3% Im Falle der hier be-
schriebenen RGD-Mimetika konnte die Immobilisierung nicht tber einen ELISA-
Assay uUberprift werden, da der verwendete Antikérper nur das cyclische RGD-

Peptid erkennt und nicht das Mimetikum.

MA1 wurde im Vergleich zum Acrylatpeptid ¢pelo(-RGDK-)-Ahx-Ahx-
AcryloylB33l auf PMMA-Oberflichen getestet. Dabei konnte die Zelladhisionsrate
auf 41,3 % (1000 um MA1) gegen tber 4,9 % bei unmodifiziertem PMMA erh6ht
werden und ist damit ebenso gut wie die Beschichtungen mit dem entsprechend
funktionalisierten Zyklopeptid (Abbildung 4.3.3 B). Jedoch ist zu erkennen, dass
auch bei 100 pM MAI1 die Zellahisionsrate fast genauso hoch ist wie bei 1000 pM.
MAL1 ist also in der Lage auch bei einer geringeren Konzentration in der Beschich-

tungslosung die Zelladhision effektiv zu steigern.

A e leer MT1 MT2 MT3 B er MA1L
50 4 =3 cyclo (-RGDfK[3-mercaptopropionyl]-) 50 4 2773 cyclo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-Acryloyl
X °
< 404 S 40
5 = B N
< 30+ £ c 30 &
s = s §
@ 2ol 3
S 20 5 3 20 §
= 3] >
il = X
10 25 10 §
) o N
. £ N\
10 100 100
Mimetika-Konzentration in der Beschichtungslésung / pM Mimetika-Konzentration in der Beschichtungslosung / uM

Abbildung 4.3.3 Adhdsion von MC3T13-E1-Mausosteoblasten auf unbeschichteten und be-
schichteten Titanoberflichen (A) und PMM.A-Oberflichen (B). Die Mittelwerte stammen von
Dresfachmessungen, die Feblerbalken geben die Standardabweichung an.

Die in Kapitel 4.4 beschriecbenen RGD-Mimetika mit oberflichenadhisivem
Linker zeigten, dass eine Integration von oberflichenadhisiven Molekiilen am aro-
matischen Siurebaustein als auch Spacerbaustein zu keinem Verlust der ow[3-
Integrinaffinitit fihrt. Untersuchungen zur Stimulierung der Zellanbindungsrate mit
Mausosteoblasten auf Titan zeigten, dass Zelladhidsion nur mit am Siurebaustein
verlinkerten Mimetika hervorgerufen werden kann. Bei gleicher Steigerung der Zell-
adhision sind synthetischer und materieller Aufwand fir oberflichenadhisive Mi-
metika vom beschriebenen Typ gegeniiber zyklischen Peptiden ¢yelo(-RGDIK-) ge-

ringer und damit als wirtschaftlicher einzuschitzen.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung hochaffiner und se-
lektiver Integrinliganden und deren Immobilisierung auf verschiedensten kiinstli-
chen Oberflichen. Die entwickelten peptidischen und nicht-peptidischen Liganden
dienen der Erhohung der Zelladhision auf den beschichteten Templaten. Dadurch
werden diese Template unter anderem fiir Anwendungen in der Implantationsmedi-
zin befdhigt oder ermdglichen Untersuchungen von molekularbiologischen Phino-

menen der Zelladhision.

Die hergestellten Molekiile bestehen aus einem (zyklischen) Peptid, welches
eine Integrinerkennungssequenz enthilt, zumeist RGD oder ein nichtpeptidisches
RGD-Mimetikum und einen Anker, der auf die Anforderungen der jeweiligen zu
beschichtenden Oberfliche zugeschnitten ist. Ein Spacer sorgt fiir den nétigen Ab-

stand zwischen Oberfliche und Integrinliganden.

An einem Konjugat mit Phosphonatanker wurden durch Verinderung der
Spacedinge Auswirkungen auf die Osteoblastenadhision an Titan untersucht. Um
die Synthese der Phosphonatpeptide zu vereinfachen, wurde dartiber hinaus ein An-
kerbaustein mit Benzylschutzgruppen entwickelt. Durch die Verwendung eines
Benzoesiure-Grundgertists wurde gleichzeitig eine weitere Verzweigungseinheit ge-
schaffen. Dieser neue Anker ist dem alten hinsichtlich der Zelladhisionseigenschat-

ten als gleichwertig anzusehen.
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Durch die Beschichtung von Oberflichen mit Peptiden, welche photosensitive
Einheiten enthalten, konnte eine photoregulierte Zelladhision erreicht werden.
Zyklische RGD-Peptide mit Benzophenonanker konnten duch Bestrahlung mit
UV-Licht auf PMMA-Oberflichen angebunden werden. Durch die Verwendung
von photolabilen Spacern gelang die UV-induzierte Abspaltung der RGD-Peptide
von Titanoberflichen. Die Zelladhdsionseigenschaften von PMMA-Oberflichen
konnten durch die Verwendung von Spacern mit einer Azabenzol-Einheit durch

UV-Licht geschaltet werden.

Mit der Isothiocyanatankergruppe wurde ein neuer Ankertyp etabliert, der eine
simple, kovalente Funktionalisierung von aminoterminierten Oberflichen erlaubt.
Die Anbindung erfolgt durch die Reaktion der Peptide in einer wissrigen, basisch
gepufferten Losung mit der Oberfliche zu einem Thioharnstoffderivat. Die Zellad-
hisionseigenschaften wurden mit linearen RGD-Peptiden auf entsprechend funk-
tionalisierten und strukturiereten Glasoberflichen untersucht.

Einblicke in die Mechanismen der integrinvermittelten Zelladhision sollten
Untersuchungen mit zyklischen RGD-Peptiden mit Biotinanker liefern. Auch die
Verwendung von multimeren, gemischten RGD/RBAD-Peptiden kann zum
mechanistischen Verstindnis beitragen, insbesondere kénnte hierdurch ein weiterer
Hinweis auf die Trimerisierung der B-Untereinheit in den fokalen Adhisionspunk-
ten gewonnen werden. Beide Untersuchungen sind im Moment aber noch nicht ab-

geschlossen.

Um die Adhision von Zellen mit andern Integrinen als a3 anzusprechen,
wurden diverse weitere Liganden zur Immobilisierung auf Oberflichen mit Lznkern

versehen. Durch ein zyklisches RGD-Hexapeptid konnte die Adhdsion von
Thrombocyten iber das 0IIbB3-Integrin verstirkt werden. Ein zyklisches LDT-

Peptid spricht Lymphozyten iiber das 04B7-Integrin an. Peptide zur Stimulierung
der Keratinocytenadhidsion auf Wundabdeckungsfolien konnte allerdings nicht

gefunden werden.

Die Oberflichenbelegung mit zyklischen RGD-Peptiden auf PMMA, Titan
und Silizium konnte duch eine Markierung analoger, tyrosinhaltiger Peptide mit

radioaktivem 2] bestimmt werden.

Weiter wurden Diacylhydrazine als RGD-Mimetika entwickelt. Sie enthalten
neben der fiir die Wechselwirkung mit dem owP3-Integrin essentiellen, terminalen
Sdure- und Guanylfunktion zusitzlich eine funktionelle Gruppe, die das Anbringen

eines Oberflichen/inkers ermdglicht. Zwei verschiedene Positionen (B-Aminosiure
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und Spaceraminosiure) zur Anbindung von oberflichenadhisiven Linkersystemen
wurden identifiziert, ohne dass die Integrinaffinitit bzgl. des owB3-Integrins ab-
nimmt. Dieses Ergebnis wurde auch durch Dockingstudien bestitigt, durchgefithrt
von A. Meyer. Jedoch zeigte sich in Zelladhisionsstudien, dass nur die
B-Aminosiure zum Anknipfen des Linkers geeignet ist. Auf PMMA-Oberflichen
kann durch das Mimetikum die Zelladhision weit effektiver stimuliert werden, als

mit dem entsprechenden zyklischen RGD-Peptid.

Peptidische und nicht-peptidische Integrinliganden wurden durch unterschiedli-
che Modifizierungen auf verschiedenen Materialien immobilisiert. Wenn dies auch
zu einer Steigerung der Anzahl adhidrierender Zellen fiihrt, so sind die beschichteten
Oberflichen nicht zwangslaufig Biomaterialien als solche. Um die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse fiir Anwendungen nutzbar zu machen, die im Bereich der
Medizin oder der Molekularbiologie angesiedelt sein kénnen, sind noch viele weitere

Untersuchungen notig.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Material und Methoden

Alle technischen Lésungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach
gingigen Methoden absolutiert. N-Methylpyrrolidon (NMP) wurde von der Firma BASF-
AG gestiftet und ohne weitere Destillation eingesetzt. Falls erforderlich, wurden wasser-
freie Losungsmittel von den Firmen A/uch und Fluka bezogen. Die verwendeten Reagen-
zien wurden von den Firmen A/drich, Sigma, Acros, ABCR, Lancaster, Fiuka und Merck bezo-
gen und entsprachen mindestens der Qualitit ,,zur Synthese. Geschiitzte Aminosauren,
soweit nicht selbststindig synthetisiert, wurden von den Firmen NovaBiochen, IRLS Biotech,
Alexis und Neosystems bezogen. TCP-Harz wurde von der Firma PepChernz (Tibingen) bezo-
gen. TBTU, HOAt und HOBt stammten von IRIS Biotech, HATU von PerSeptive Biosystems.
Palladium / Aktivkohle war eine Stiftung der Firma Degussa.

Die Festphasensynthesen wurden in SchiittelgefdBen aus Glas (> 1,2 g Harz) oder in
Kunststoffspritzen (2, 5, 10 oder 20 mL) mit PE-Fritten der Firma Vetter-Laborbedarf (Tu-
bingen) durchgefiihrt. Die Durchmischung der Harze erfolgte durch Rotieren der Spritzen
oder Schiitteln von Glasreaktoren in Geriten der Firma IKA, KS 125 oder KS 130 basic
(mit Temperaturkontrolleinheit).

Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrollen wurden auf mit Kieselgel
60 F,;, beschichteten Aluminiumplatten der Firma Merck durchgefiihrt. Die Entwicklung
erfolgte mit unterschiedlichen Laufmittelgemischen. Die Detektion der einzelnen Substanz-
flecke wurde anhand der UV-Absorption bei 254 nm und / oder ethanolische Ninhydrin-
Losung (0,3 ¢ Ninhydrin, 3 g Essigsdure in 100 mL Ethanol) und / oder ein wissriges Cet-
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(IV)-sulfat/Molybdinsdurebad (6,25 g Phosphormolybdinsiurchydrat, 2,5 g Cer-(IV)-
sulfat, 15 mL konz. Schwefelsdure in 235 ml. Wasser) und anschlieender Warmebehand-

lung ermaoglicht.

Flashsiulenchromatographische Trennungen wurden mit 50 - 100 fachem Uber-
schuss an Kieselgel 60 (KorngréBe 0,040 - 0,063 mm, 230 - 400 mesh ASTM) der Firma
Merck durchgefithrt. Sowohl feste als auch flissige Rohsubstanzen wurden auf Kieselgel 60
der Firma Merck aufgezogen. Die Trennungen erfolgten bei 0,8 bis 1,2 bar Uberdruck.

Analytische, semi- und priparative HPLC wurde an folgenden Geriten (Beckman,
Amersham Pharmacia Biotech) und Sdulen (YMC Eurgpe GmbH) durchgefiihrt:
(A) Gerit Beckman System Gold, Programmable Solvent Module 125, Programmable De-
tector Module 166; Sdulenmaterial: (1) YMC-ODS-A 120 5-C18 (5 um, 250 mm X 20 mm)
semipraparativ.
(B) Gerat Pharmacia Basic 10 F, Pumpensystem P-900, Detektionssystem UV-900, Auto-
sampler A 900, Steuerungssoftware: Unicorn, Version 3.00; Saulenmaterial: YMC-ODS-A
120 5-C18 (5 um, 250 mm X 4.6 mm) analytisch.

(©) Gerat Pharmacia Basic 100 F, Pumpensystem P-900, Detektionssystem UV-900,
Steuerungssoftware: Unicorn, Version 3.00; Sdulenmaterial: (1) YMC-ODS-A 120 10-C18
(10 um, 250 mm X 20 mm) semipriparativ; (2) YMC-ODS 120 11-C18 (11 um, 250 mm X

30 mm) priparativ.

Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus Wasser (bidest. + 0,1 % TFA) und ACN (+
0.1 % TFA) im linearen Gradientenbetrieb. Im Falle der Anlage (C) wurden geritebedingt
Laufmittelgemische aus Wasser (bidest. + 0.1 % TFA) und ACN / Wasser (90 % ACN /
10 % bidest. Wasser + 0.1 % TFA) statt reinem ACN (+ 0,1 % TFA) verwendet. Die
Flussraten betrugen 1 ml/min (analytisch), 8 mL/min (semiptiparativ) und 25 ml./min

(praparativ). Die Detektion erfolgte bei den Wellenlingen 220 und 254 nm.

Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI), ESI oder EI erhalten.
HPLC-ESI-MS Untersuchungen wurden an einem Gerit der Firma Finnigan vom Typ
LCQ ggf. in Kombination mit dem HPLC-System Hew/ett Packard HP 1100 (Sdulenmaterial:
YMC ODS-A 120-3C18 (3 um, 125 mm X 2 mm), Flussrate 0,3 mL/min) durchgefiihrt. Als
Eluent dienten Laufmittelgemische aus Wasser (bidest. + 0,1 % Ameisensdure) und ACN
(+ 0,1 % Ameisensdure) im linearen Gradientenbetrieb (15 Minuten). EI-MS Messungen
erfolgten durch H. Krause an einem Gerit der Firma Finnigan vom Typ MAT 8200 (Di-
rekteinlass, 70 eV), ebenso wie die MALDI-MS Untersuchungen am Bruker BILFEX 111

im reflector mode (O--Cyanohydroxyzimtsiure).

Die Massenspektren werden in der Form ,,X [m+Y]" angegeben. Dies entspricht der
Detektion der Molektlmasse X, die dem Anlagerungsprodukt des untersuchten Molekdls
mit dem Kation Y entspricht.
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Die NMR-Spektren wurden mit den Geriten AC250 oder DMX500 der Firma Bruker
bei 300 K in deuterierten Losungsmitteln (CDCl;, D,O, oder DMSO-d6) aufgenommen.
Interner Standard fiir chemische Verschiebungen von 'H und C waren die Lésungsmittel-
signale von DMSO-d5 fiir 'H (8 = 2,49 ppm), CHCL, fiir 'H (§ = 7,26 ppm) oder TMS.
*'P-NMR-Spektren wurden mit 'H Breitbandentkopplung aufgenommen. Sie wurden auf

85 %ige Phosphorsiure als externen Standard (0 = 0 ppm) kalibriert.
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6.2 Liste der synthetisierten Verbindungen

Aminosiuren, Reagenzien und Anker(bausteine)
7-Aza-1-hydroxy-1H-benzotriazol, HOAt 53
2-(7-Azabenzotriazolyl-1-oxy)-IN,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluoro-
phosphat, HATU 54
3,5-Bis(brommethyl)benzoesduremethylester 2
Tribenzylphosphit 3
5-Methoxycarbonyl-7-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester
5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester

20-Hydroxy-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-ferz.-butylester
20-(0-p-Tosyl)-Hydroxy-3,0,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-zerz.-butylester
20-Azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-zert.-butylester
20-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansdure-zert.-butylester
20-(IN-Fmoc)-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure, Fmoc-Hegas-OH
[2R]-2-Amino-3-(4-hydroxy-3-iod-phenyl)-propionsiure, H-D-Tyr{I}-OH
[2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-Hydroxy-3-iod-phenyl)-
propionsiutre, Fmoc-D-Tyr{I}-OH 17

3-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsiure-zert-butylester

3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-carboxyphenyl)-propionsaure-

tert-butylester 25
3-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure 27
3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure
9H-Fluoren-9-ylmethylcarbazat 29
5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on
N,N’-Bis-Boc-1H-pyrazol-1-carbonsiureamidin

N,N’-Bis-Boc-thioharnstoff 32
3-Cyano-5-nitro-benzoesiure-methylester 40
5-Amino-3-cyano-benzoesaure-methylester 41

3-Cyano-5-(IN,IN’-bis-Boc)-guanidino-benzoesdure-methylester
3-Aminomethyl-5-(IN,IN’-bis-Boc)-guanidino-benzoesiure-methylester
3-Aminomethyl-5-guanidino-benzoesiure 44

5-Guanidino-3-(3-(S-Trt)-Mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx)-aminomethyl-

benzoesdure 39
3-5-Dinitrobenzoesduremethylester 46
3-Methoxy-5-nitrobenzoesduremethylester 47
3-Hydroxy-5-nitrobenzoesiure 48
3-Amino-5-hydroxybenzoesiure 49

98

55
56
10

16

24

28

30
31

42
43



6 Experimenteller Teil

2-lod-3-hydroxy-5-aminobenzoesiure 50
Zyklopeptide

¢yelo[-R(Pbf)GD (OBu) fK-| Z1*
oyelo[-R(Pb)BAD(OBu)fK-] 22%
¢yclo|-R(Pbf)GD(O7Bu)fE-| Z73%
oyelo[-R(Pb)BAD(OBu)fE-] Z4*
¢yclo|-R(Pbf)D(OBu) GIK-] Z10*
oclo[-R(PbH)GD(OBu)y {1} K] Z5%
oyclo|-R(Pbf)GD(OBu)y(Bu)K-] Z6*
¢yclo|-R(Pbf) GD(OBu) fKG-] Z7*
¢yelo|-LD (OBu) T(ABu) DpF-] Z8*
¢yelo]-LDTDpF-] Z8
¢yelo]-LD (OBu) T (Bu) KpF-] Z9*
¢oyelo-LDTKpF-] 79
oyelo(-LDTK(Ac)pF-) c"1
Linker

Acryloyl-Ahx-OH Al
Acryloyl-Ahx-Ahx-OH A2
PDIT-Ahx-Ahx-OH I1
Biotinyl-Ahx-Ahx-OH Bil

(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl) -K-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-OH
(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl) ,-K-Ahx-Ahx-OH
(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl) -K-Ahx-Ahx-Ahx-OH
((3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl),-K),-K-Ahx-Ahx-Ahx-OH

HO-Ahx-K-(K-(PPA%),), P6*
HO-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA%),), p7*
HO-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA%*),), P1*

HO-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA%),),  P8*%

(Zyklo)peptide mit Linker
(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-¢ye/o(-RGD1{K-)
(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-¢yclo(-RGDfK-)
(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx- Ahx-¢yelo(-RGDfK-)
((3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl),-K),-K-Ahx-Ahx-Ahx-¢yelo(-(RGD{K-)

P2*
P3*
P4*
P5*

PC2
PC3
PC4
PC5
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((3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl) ,-K),-K-Ahx-Ahx-gyelo(-RBADFK-) PCo
oyclo(-RGDfK-)-Ahx-K-(K-PPA,), PC7
¢elo(-RGDK-)-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,), PC8
oyclo(-RGDK-)-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,), PC9
oclo(-RDGTK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,),  PC10
Biotinyl-¢yelo(-RGDfK-) BiC1
Biotinyl-Ahx-Ahx-¢yclo(-RGDK-) BiC2
Biotinyl-¢yeo(-RBADSK-) BiC3
Biotinyl-Ahx-Ahx-¢yc/o(-RBADK-) BiC4
PDIT-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDfK-) IC1
PDIT-Ahx-Ahx-GRGDS-OH IL1
PDIT-Ahx-Ahx-GRGDSP-OH IL2
PDIT-Ahx-Ahx-GRBADSP-OH IL3
Acryloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-OH ALl
Acryloyl-Ahx-Ahx-PDSGR-OH AL2
Acryloyl-Ahx-Ahx-SIKVAV-OH AL3
Acryloyl-Ahx-Ahx-LGTIPG-OH AlL4
Acryloyl-Ahx-Ahx-IKVAV-OH ALS5
Acryloyl-Ahx-Ahx-SEIKLLIS-OH ALG
Acryloyl-Ahx-Ahx-EIKLLIS-OH AL7
Acryloyl-Ahx-Ahx-IGSR-OH ALS
Acryloyl-Ahx-Ahx-KQNCLS-OH AL9
Acryloyl-Ahx-Ahx-EPDIM-OH AL10
Acryloyl-Ahx-Ahx-NKDIL-OH AL1l
Acryloyl-Ahx-Ahx-NKDIM-OH AL12
Acryloyl-Ahx-Ahx-EPDIL-OH AL13
Acryloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-NH, AL14
oyelo(-LDTKpF-)-Ahx-Ahx-Ahx-Acryloyl ACH1
0yelo(-LDTDpF-)-Diamin-Ahx-Ahx-Acryloyl ~ AC"2
oyelo-RGDIKG-)-Ahx-Ahx-Ahx-PDIT IC“1
oelo(-RGDIKG-)-Ahx-Ahx-Acryloyl 1A%1
Actyloyl-Ahx-Ahx-¢yclo(-RGDy {1} K-) AC™
Acryloyl-Ahx-Ahx-¢clo(-(RGDyK-) AC1

Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-¢yelo(-RGDy {1} K-) AC"'2
Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-¢elo(-RGDyK-)  AC'2
oyclo(-RGDy {1} K-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,), PC"1
oelo-RGDyK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,), PC1
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Mimetika (mit Linker)

4-(2-{N-|N"-(3-(IN,N"-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl } -amino-1-
ter-butoxycarbonylethyl)-benzoesdure M1*

4-(2-{N-[N"-(3-(IN,N"-Bis-Boc)-guanidino-5-hydroxy-benzoyl)-hydrazino]-carbonyl } -

amino-1-zer-butoxycarbonylethyl)-benzoesiure M2*
4-(2-{N-[N"-(3-(IN,IN"-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl } -amino-1-
ter-butoxycarbonylethyl)-benzoylcysteamin MT1*

4-(2-{N-|N"-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl} -amino-1-carboxyethyl)-
benzoylcysteamin MT1
3-{N-|N"-(3-Guanidino-5-(4-(§-Trt)-mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx-aminomethyl) ben-

zoyl)-hydrazino]-carbonyl} -amino-3-(4-chlorophenyl)-propionsiure

MT3*
3-{N-[N"-(3-Guanidino-5-(4-mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx-aminomethyl)benzoyl)-
hydrazino]-carbonyl} -amino-3-(4-chlorophenyl)-propionsiure MT3

4-(2-{N-|N"-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino|-carbonyl } -amino-1-carboxyethyl)-benzoyl-
diaminopentyl-Ahx-Ahx-Acryloyl MA1
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6.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1 (Beladung von TCP-Harz mit der ersten Aminosiure)

1-10 g TCP-Harz (Beladung ca. 0,9 - 1,0 mmol Chlor / g Harz) werden in ein tariertes
Schiittelgefill eingewogen. Pro Gramm Harz werden 1,1 eq. N-Fmoc-Aminosiure in 15 -
20 mL trockenem DCM gelost. Als Base werden 2,5 eq. DIPEA, bezogen auf eingesetzte
N-Fmoc-Aminosiure, verwendet. Diese Losung gibt man direkt zum trockenen TCP-Harz.
Nach weiteren 60 min Schiitteln werden pro Gramm Harz 0,5 - 1,0 mLL Methanol zugege-
ben, um unumgesetzte Tritylchlorid-Gruppen zu cappen. Das Harz wird nach weiteren 15 -
20 min abgefrittet, einmal mit DCM, dreimal mit NMP und dreimal mit DCM gewaschen.
Danach wischt man zweimal mit reinem Methanol, wobei sich das Harz zusammenballt.
Nach Trocknen des Harzes im Exsikkator tiber Blaugel lisst sich die Harzbeladung unge-

fihr gravimetrisch nach folgender Formel bestimmen:

n Belegungsdichte [mmol AS / g belegtes Harz]
(rn2 — m) .1000 m, Einwaage des unbeladenen Harzes [g]
n= ( M M ) m m, Einwaage des beladenen Harzes [g]
AS — HCl ) *

M, Molmasse der Fmoc-AS [g / mol]
Mg 36,46 g / mol

AAV 2 (Festphasensynthese des linearen Peptids)

2,0 eq. N-Fmoc-Aminosaure (bezogen auf freien N-Terminus an der Festphase im
Schiittelgefil), 2,0 eq. HOBt, 2,0 eq. TBTU und 5,6 eq. DIPEA werden in 10 - 15 mL
NMP / g Harz gelost und in das Schittelgefil3 gegeben.

Schema 1: Festphasen-Peptidsynthese nach der Fmoc-Strategie

Reagenzien Operation Zeit [min)]
1 NMP 5 X Waschen
2 20 % Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung 1%5
3 20 % Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung 1x10
4 NMP 5 X Waschen
5 Kupplungslosung Kuppeln 1 x 45
6 NMP 5 X Waschen

Die Vollstandigkeit der Kupplung wird anhand des Kaiser-Tests (AAV 3) kontrolliert.

Fallt dieser positiv aus, sind die Schritte 5-6 zu wiederholen.
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AAYV 3 (Kaiser-Test)
Eine kleine Menge Harz wird in einer 2 mI-Kunststoffspritze mit PP-Fritte dreimal mit
DCM gewaschen. Das Harz wird in ein kleines Reagenzglas tiberfithrt und es werden dazu

jeweils 2 Tropfen von folgenden Losungen gegeben:

1. 3 % Ninhydrin in Ethanol
2.5 % Phenol in Ethanol
3.2mL 1 mM KCN in 98 mL Pyridin

Das Gemisch wird auf 60 °C erhitzt. Tritt innerhalb von 2 min eine Blaufirbung auf; ist

die Kupplung nicht vollstindig.

AAV 4 (Abspalten des Peptids vom TCP-Harz unter Erhalt der Schutzgruppen)

Vor der Abspaltung des Peptids wird die letzte Fmoc-Schutzgruppe entfernt (Schritte
2-3 aus Schema 1).

Schema 2: Abspalten des Peptids vom Hary

Reagenzien Operation Zeit [min)]
1 NMP 3 X Waschen
2 DCM 5 X Waschen
3 AcOH / TFE / DCM 3:1:6 Abspalten 1 % 60
4 AcOH / TFE / DCM 3:1:6 Abspalten 3% 10

a: Die Abspaltung des Peptids erfolgt nach Schema 2.

Die Filtrate aus den Schritten 3 und 4 werden eingeengt und lyophilisiert.

b: Die Abspaltung erfolgt analog a, jedoch wird als Reagenz in den Schritten 3 und 4 He-
xafluotisopropanol / DCM 1:4 verwendet.

AAV 5 (Cyclisierung)

Das lineare Peptid-Acetat wird in hoher Verdiinnung (c = 5-10° M) in trockenem DMF
gelést. Nach Zugabe von 3 eq. DPPA und 5 eq. NaHCO; als feste Base wird 48 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Abfiltrieren des NaHCO; wird die Lésung bei 40 °C im
Hochvakuum stark eingeengt, das Cyclopeptid in Wasser gefillt und so lange mit Wasser
gewaschen, bis die Diphenylphosphorsiure komplett entfernt ist (keine Schaumbildung

mehr an der Frittenunterseite). Das Peptid wird im Hochvakuum getrocknet.
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AAYV 6 (Abspaltung der Z- bzw. der Benzylschutzgruppe)

1 mmol Z-geschiitztes Peptid wird in 30 mL. N,N-Dimethylacetamid gelést. Nach Zu-
gabe von 0.5 - 1 g Katalysator (5 % Pd / C) wird die Suspension 4 h unter H,-Atmosphire
geriihrt. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels bei 40 °C im Hochvakuum wird der Riick-
stand in 50 mL Acetonitril / Wasser 9 / 1 aufgenommen und der Katalysator zunichst

durch eine Fritte der Porositit 4, anschlieBend durch ein Mikrofilter der Porengréfe

0,45 um abfiltriert. Nach Einengen des Filtrates wird das Peptid lyophilisiert.

AAV 7 (Abspaltung der Pbf-, OtBu-, tBu- und Trt-Schutzgruppen)

a: Mit TFA-labilen Schutzgruppen geschiitztes Peptid wird in einer Mischung von 95 %
TFA und 5 % Wasser gelost. Nach 3 h wird das Losungsmittel im Hochvakuum bei 40 °C
abdestilliert. Das Peptid wird in einer geringen Menge Essigsiure gelost, mit Ether gefallt
und im Exsikkator getrocknet.

b: Die Vorschrift ist analog zu Vorschrift a, jedoch erfolgt die Abspaltung mit einer
Mischung von 90 % TFA, 3 % Wasser und 7 % TIPS.

AAYV 8 (Kupplung von Aminobenzoesiuren)

Das harzgebundene freie Amin wird mit einer Lésung aus 2 eq. Aminobenzoesiure,
2 eq. HATU und 2,8 eq. DIPEA in NMP versetzt. Nach 2 h wird das Harz fiinfmal mit
NMP gewaschen.

AAV 9 (Fmoc-Entschiitzung an fester Phase)

Zur Fmoc-Entschiitzung wird das mit NMP gewaschene Harz zweimal 10 min mit
1mL/ 0,1 ¢ (Hatz) einer Losung aus NMP und Piperidin (8:2, v/v) geschiuttelt und
anschlieSden finfmal mit NMP gewaschen.

AAV 10 (Fragmentkupplung in Lésung)

0,2 mmol Carbonsiurefragment, 0,97 eq. HATU, 1,1 eq. HOAt und 10 eq. 2,4,6-
Collidin werden in 1,0 mIL. DMF gel6st. Nach 2 h werden 0,2 mmol des Aminfragments
zugegeben. Man ldsst 12 Stunden rithren, zieht das Losungsmittel im Hochvakuum ab und

fallt das Peptid in Wasser. Der Niederschlag wird im Exsikkator getrocknet.

AAV 11 (Abspalten des Peptids vom TCP Harz und Entfernung der Pbf-,
OBu-, Trt- und Boc-Schutzgruppen)

Die Abspaltung des Peptids erfolgt nach Schema 3 mit einer Losung aus TFA / Wasser
95 / 5. Vor dem Aufziehen der Abspaltlésung werden pro 100 mg Harz ca. 100 uL TIPS in

die Spritze aufgezogen.
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Schema 3: Abspalten des Peptids vom Harg und Entfernung der Schutzgruppen

Reagenzien Operation Zeit [min]
1 NMP 3 X Waschen
2 DCM 5 X Waschen
3 95 % TFA, TIPS Abspalten 3%2

Die vereinigten Filtrate aus Schritt 3 werden noch 3 h unter gelegentlichem Schiitteln
stehengelassen. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Hochvakuum bei 40 °C abdestil-
liert. Der Riickstand wird in einer geringen Menge Essigsiure gel6st, mit Ether gefillt und

im Exsikkator getrocknet.

AAV 12 (Einbau von Fmoc-azaGly an der Festphase)

Das harzgebundene freie Amin wird mit einer Losung von 4 eq. 5-(9H-Fluoren-9-
ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-2(-3H)-on 30 in trockenem DMF (ca. 0,1 M Losung) versetzt.
Nach ca. 90 Minuten wird die Reaktion durch Waschen des Harzes mit NMP (5 x 3 min)
abgebrochen.

AAYV 13 (Guanylierung von harzgebundenen Anilinen )

Das harzgebundene freie Anilin wird mit trockenem Chloroform gewaschen und in ein
Schraubdeckelglas passender Grof3e tberfihrt. Dazu wird eine Losung von 10 eq. N,N'-
Bis-Boc-1-guanylpyrazol 31 in trockenem Chloroform (ca. 0,45 M Lésung) gegeben. Fur
24 Stunden wird das Gemisch bei 50 °C im Schittler geschiittelt. AnschlieBend wird das
Harz tiber einer Fritte in eine Spritze abfiltriert und mehrmals mit DCM gewaschen.

Nicht umgesetztes IN,IN"-Bis-Boc-1-guanylpyrazol 31 kann aufgereinigt und fir weitere
Guanylierungen verwendet werden, indem die Losungsmittel bis zur Trockne eingeengt
werden, der Rickstand in wenig Essigsdureethylester aufgenommen und mit dem zehnfa-
chen Volumen an Hexan versetzt wird. Bei ca. -20 °C im Tiefkiihler kristallisiert 31 langsam

aus oder bleibt als amorpher Niederschlag am Kolbenboden liegen.

AAV 14 (Markierung mit 125])

300 pg Peptid werden mit 150 pg IodoGen in 150 ul. PBS-Puffer gelost. AnschlieBend
werden 1,32 mCi *I als Na'*I in 10 pl. 0,05 M NaOH zugegeben. Nach einer Reaktions-
zeit von 30 Minuten wird die iodierte Verbindung mittels HPLC abgetrennt.
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6.4 Arbeitsvorschriften Peptide

7-Aza-1-hydroxy-1H-benzotriazol, HOAt (53)

Exact Mass: 136,04
Mol. Wt.: 136,11

13,6 g (88,2 mmol) 3-Methoxy-2-nitropyridin werden mit 26,4 mL (6,2 eq.) Hydrazin-
hydrat in 10,4 ml. Wasser und 15,3 mI. DMF fir 1,5 h auf 80 °C erwirmt. Nach 1 h wer-
den noch einmal 2 mL Hydrazinhydrat zugegeben. AnschlieSend wird bei Raumtemperatur
20 h nachgertihrt. Nachdem so viel Lésungsmittel wie moglich abgezogen wurde, wird die
tief orange Losung im Eisbad mit conc. HCl auf pH 2,5 angesiduert. Das Produkt wird ab-
gesaugt und aus Wasser umbkristallisiert. Es werden 5,5 g (45,8 %) weil3e Nadeln erhalten.

HPLC (10 — 90%): 6,21 min.

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): 8(ppm) = 13,80 (1H, s, OH); 8,78 (1H, dd, J= 4,3 Hz, | =
1.5 Hz, Aromat); 8,55 (1H, dd, ] = 1,5 Hz, ] = 8,5 Hz, Aromat); 7,53 (1H, q, ] = 4,2 Hz,
Aromat).

BC-NMR (CDCL,, 62,9 MHz): 8(ppm) = 151,1; 139,6; 134,6; 128,8; 120,7.

2-(7-Azabenzotriazolyl-1-oxy)-N, N, N, N’-tetramethyluronium hexafluro-
phosphat, HATU (54)

| |
/N\rN\
ll®
N
\

Cler ©
o N PFq
Z >N

N C1oH15FsNgOP
o) Exact Mass: 380.095
Mol. Wt.: 380.23

Zu einer eisgekihlten Losung aus 250 ¢ (89,31 mmol) Chlor-N,N,N’,N’-
tetramethylformamidinium hexaphluorophosphat und 12,2 g (1,0 eq.) 7-Aza-1-hydroxy-
1H-benzotriazol 53 in 400 mL trockenem DCM werden unter Rithren 12,45 mL (1,0 eq.)
Triethylamin langsam zugetropft. Nach 30 min wird das Eisbad entfernt. Nach 12 h wird
der Niederschlag abgetrennt und mit DCM nachgewaschen. AnschlieSend wird der Nieder-
schlag in 200 mL Acetonitril aufgel6st, unlosliche Bestandteile werden abfiltriert. Nach
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Einengen der Losung auf das Halbevolumen wird das Produkt duch Zugabe von 350 mL
DCM wieder ausgefillt und im Exikator getrocknet (30,3 g, 89 %).

ESI-MS m/z = 235,1 [m-PF6]"; 614,9 [2m-PF61"; 994,8 [3m-PF6]"; 1374,9 [4m-PF61".
'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 8,87 (1H, d, ] = 4,5 Hz, H*™); 8,42 (1H, d, ] =
9,8 Hz, H*™); 8,04 (1H, m, H>™); 3,40 (6H, s, N(CH,),); 3,07 (6H, s, N(CH,),).

Actyloyl-Ahx-OH (A1)

@)

\)J\N/\WOH
H
o]

CgH15NO3
Exact Mass: 185.105
Mol. Wt.: 185.22

Zu eciner Losung aus 10,0 g (76 mmol) €-Aminohexansdure und 10,0 g (1,78 eq.)
Ca(OH), in 150 mL Wasser werden unter Rihren innerhalb von 10 min 7,0 mL (1,13 eq.)
Actryloylchlorid bei 0 °C zugetropft. Nach weiteren 10 min wird das ungeléste Ca(OH),
abfiltriert. Das Produkt wird durch Ansduren auf pH 2 mit conc. HCI bei 0 °C ausgefillt,
abgesaugt und im Exikator getrockent (10,2 g, 72,4 %).

Smp.: 79 — 85 °C (Zers.);

HPLC (20 — 80%): 5,34 min.

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 8,03 (1H, m, NH); 6,18 (1H, dd, ] = 10 Hz,
17 Hz, CH,=CH); 6,03 (1H, dd, ] = 2,5 Hz, 17 Hz; CH,=CH); 5,53 (1H, dd, ] = 2,5 Hz,
10 Hz, CH,=CH); 3,08 (2H, m, NCH,); 2,17 2H, t, ] = 7 Hz, CH,COOH); 1,55 - 1,15
(6 H, m, (CH,),).

Acryloyl-Ahx-Ahx-OH (A2)

O (@]
Nw OH
H
(6]

C15H26N20,
Exact Mass: 298.189
Mol. Wt.: 298.378

Zu einer Suspension aus 5,0 g (27 mmol) Al und 3,4 g (1,1 eq.) N-Hydroxysuccinimid
in 80 mL trockenem DCM werden bei 0 °C 6,7 g (1,3 eq.) EDCI ¢ HCI zugegeben. Nach
1 h werden 0,2 mlL Fisessig zugefiigt und die Mischung fiir weitere 10 min gerithrt. An-
schlieBend wird die Reaktionsmischung mit ges. NaHCO;-Lsg. und Wasser gewaschen. Der
Aktivester (4,2 g, 55,2 %) fallt nach Abzug des Losungsmittels als weille Kristalle an. 4,0 g
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(14,2 mmol) des Aktivesters werden in EtOH:CHCl, (4:3) gel6st und langsam zu einer L6-
sung aus 8,9 g (4,8 eq.) &-Aminohexansaure und 3,8 g Na,PO, ¢ 12 H,O in 100 mL Wasser
getropft. 30 min nach der Zugabe werden die organischen Lésungsmittel im Vakuum abge-
zogen. Die wissrige Phase wird mit conc. HCI auf pH 2 angesduert und das ausfallende

Produkt wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Exikator getrocknet (3,17 g, 75 %).
HPLC (20 — 80%): 6,46 min;

ESI-MS m/z = 299,3 [m+H]"; 321,3 [m+Na]".

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): §(ppm) = 8,03 (1H, m, NH); 7,70 (1H, m, NH); 6,16 (1H,
dd, ] = 10 Hz, 17 Hz, CH,=CH); 6,03 (1H, dd, ] = 2,5 Hz, 17 Hz; CH,=CH); 5,53 (1H, dd,
J = 2,5 Hz, 10 Hz, CH,=CH); 3,15 - 2,95 (4H, m, NCH,); 2,17 2H, t, ] = 7 Hz,
CH,COOH); 2,02 2H, t, ] = 7 Hz, CH,CON); 1,55 - 1,15 (12H, m, (CH,),.

Actyloyl-Ahx-Ahx-Diamin-H (A3)

0
H\/\/\)J\ H NH
/Y N/\/\/W NN N2
H
o) o)

C2oH3gN4O3
Exact Mass: 382.294
Mol. Wt.: 382.541

79 mg A2 werden nach AAV 10 mit 100 mg N-Boc-Diaminopentan p-Tosylat gekup-
pelt. Nach der Aufarbeitung wird die Boc-Gruppe mit 40 % TFA in DCM abgespalten.
Nach Abzug des Losungsmittels wird das Produkt in Ether gefillt und im Exikator ge-
trocknet. Ausbeute 80 mg (78 %0).

HPLC (10 — 70%): 9,55 min;
ESI-MS m/z = 383,4 [m+H]"; 405,5 [m+Na]".

Actyloyl-Ahx-Ahx-Ahx-OH (A4)

(0] (0]
A( Nw OH
H
O (0]

C21H37N30s
Exact Mass: 411.273
Mol. Wt.: 411.536

1,0 g TCP-Harz werden nach AAV 1 mit N-Fmoc-€-Aminohexansiure belegt, an-

schlieBend werden nach AAV 2 zwei weitere N-Fmoc-g€-Aminohexansiuren und Al ge-
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kuppelt. Der Linker wird mit 10 % TFA in DCM vom Harz abgespalten und aus Dioxan
lyophilisiert.

ESI-MS m/z = 4124 [m+H]".

Synthese der Zyklopeptide

cyclo[-R(Pbf)GD (O Bu)fK-] (Z1%)
(C,,HisNoO,S,, Exact Mass: 911,45)

Z1* wird durch eine kombinierte Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Dazu wird
nach AAV 1 und AAV 2 das lineare Peptid H-D(OtBu)fK(Z)R(Pbf)G-OH an der Festpha-
se hergestellt. Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach AAV 4. Das lineare Pep-
tid wird nach AAV5 in Lésung cyclisiert, die Z-Schutzgruppe wird nach AAV 6 abgespal-
ten. Ausbeute Z1*: 67 % (bezogen auf die Harzbelegung).

HPLC (10 - 90 %): 19,00 min;
ESI-MS m/z = 856,4 [m-tBu+2H]"; 912,3 [m+H]"; 934,3 [m+Na]".

cyclo[-R(Pbf)BAD (O Bu)fK-] (Z2%)
(C4sH-N,O,S,, Exact Mass: 925,47)
Z2.2% wird analog zu Verbindung Z1* synthetisiert. Ausbeute Z2%: 59 % (bezogen auf
die Harzbelegung).
HPLC (10 - 90 %): 19,30 min;
ESI-MS m/z = 870.6 [m-tBu+2H]"; 926.5 [m+H]"; 948.5 [m+Na]".

cyclo[-R(Pbf)GD(O Bu)fE-] (Z3%)
(C;sH (NO,.S,, Exact Mass: 912,40)

Z23* wird durch eine kombinierte Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Z3* wird
analog zu Verbindung Z1* mit folgenden Modifikationen synthetisiert: Die Fmoc-

Entschiitzung des Glutamats wird auf 2 x 5 min verkiirzt und die Kupplung von Fmoc-D-
Phe-OH wird nach AAV2c durchgefiihrt. Ausbeute Z3*: 58 % (bezogen auf die Harzbele-

gung).
HPLC (10 - 90 %): 21,30 min;
ESI-MS m/z = 857.5 [m-tBu+2H]"; 913.4 [m+H]"; 935.5 [m+Na]".
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cyclo[-R(Pbf)BAD (O Bu)fE-] (Z4*)
(C,HuNGO,LS,, Exact Mass: 926,42)
Z4* wird analog zu Verbindung Z3* synthetisiert. Ausbeute Z4*: 48 % (bezogen auf
die Harzbelegung).
HPLC (10 - 90 %): 21,30 min;
ESI-MS m/z = 857,5 [m-tBu+2H]"; 913,4 [m+H]"; 935,5 [m+Na]".

cyclo[-R(Pbf)GD (O Bu)y{I}K-] (Z5%)
(C4HuN,O,, S 1, Exact Mass: 1053,35)

Z.5% wird analog zu Verbindung Z1* mit folgenden Modifikationen synthetisiert: statt
N-Fmoc-L-Lys(Z)-OH wird N-Fmoc-L-Lys(ivDde) eingesetzt, die Cyclisierung erfolgt mit
1,0 eq. PyBOP und 10 eq. Collidin in trockenem DMF, die ivDde-Schutzgruppe wird durch
dreimalige Behandlung mit 2 %igem Hydrazin in DMF abgespalten. Ausbeute Z5*: 40 %
(bezogen auf die Harzbelegung).

HPLC (20 - 80 %): 27,16 min;
ESI-MS m/z = 998,3 [m-tBu+2H]"; 1054,3 [m+H]".

cyclo[-R(Pbf)GD (O Bu)y(Bu)K-] (Z6%*)
(C,sH-sN,O,,S,, Exact Mass: 983,52)
Z2.6* wird analog zu Verbindung Z1* synthetisiert. Ausbeute Z5*: 79 % (bezogen auf
die Harzbelegung).
HPLC (20 - 80 %): 20,47 min;
ESI-MS m/z = 928,5 [m-tBu+2H]"; 984,4 [m+H]"; 1006,4 [m+Na]".

cyclo[-R(Pbf)GD (O Bu)fKG-] (Z7%)
(C4HsN;O4,S,, Exact Mass: 968,48)

Z7* wird durch eine kombinierte Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Dazu wird
nach AAV 1 und AAV 2 das lineare Peptid H-D(OtBu)fK(Z)GR(Pbf)G-OH an der Fest-
phase hergestellt. Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach AAV 4. Das lineare
Peptid wird nach AAV5 in Losung cyclisiert, die Z-Schutzgruppe wird nach AAV 6 ab-
gespalten. Ausbeute Z7*: 70 % (bezogen auf die Harzbelegung).

HPLC (20 - 80 %): 25,90 min;
ESI-MS m/z = 913,6 [m-tBu+H]"; 969,6 [m+H]".
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cyclo[-LD(O Bu)T(Bu)DpF-] (Z8%)
(C4oH NO,,, Exact Mass: 800,43)

Z.8* wird durch eine kombinierte Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Dazu wird
nach AAV 1 und AAV 2 das lineare Peptid H-D(OBn)pFLD(OtBu)T(tBu)-OH an der
Festphase hergestellt. Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach AAV 4. Das line-
are Peptid wird nach AAV5 in Losung cyclisiert, die OBn-Schutzgruppe wird nach AAV 6
abgespalten. Ausbeute Z8%: 68 % (bezogen auf die Harzbelegung).

HPLC (20 - 80 %): 25,10 min;
ESI-MS m/z = 801,3 [m+H]"; 823,5 [m+Na]".

cyclo[-LD(O Bu) T(Bu)KpF-] (Z29%)
(C,,Hi N, Oy, Exact Mass: 813,50)

Z29% wird durch eine kombinierte Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Dazu wird
nach AAV 1 und AAV 2 das lineare Peptid H-K(Z)pFLD(OtBu)T(tBu)-OH an der Fest-
phase hergestellt. Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt nach AAV 4. Das lineare
Peptid wird nach AAV5 in Losung cyclisiert, die Z-Schutzgruppe wird nach AAV 6 ab-
gespalten. Ausbeute Z9%*: 68 % (bezogen auf die Harzbelegung).

HPLC (20 - 80 %): 16,93 min;
ESI-MS m/z = 814,5 [m+H]"; 836,5 [m+Na]".

cyclo[-R(Pbf)D (O Bu)GfK-] (Z10%)
(C, HsN,O,S,, Exact Mass: 911,45)
Z10* wird analog zu Verbindung Z1* synthetisiert. Ausbeute Z10*: 59 % (bezogen auf
die Harzbelegung).
HPLC (10 - 80 %): 18,63 min;
ESI-MS m/z = 912,6 [m+H]".
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Peptide mit Phosphonatanker

3,5-Bis(brommethyl)benzoesiuremethylester (2)

Br
o_
(@]
C10H10Br20;
Br Exact Mass: 319,90
Mol. Wt.: 321,99

5,0 g (30 mmol) Methyl-3,5-(bismethyl)benzoat werden in 50 mL CCl, gel6st. Nach der
Zugabe von 10,6 g (2 eq.) N-Bromsuccinimid und 150 mg Benzoylperoxid wird die Mi-
schung 3 h refluxiert. Die erkaltete Mischung wird filtriert und das Losungsmittel abgezo-
gen. Das Produkt fillt als Ol an, welches durch iiberschichten mit 100 mL Hexan zur Kris-
tallisation gebracht werden kann. Es werden 2,9 g (29,4 %) blassgelber Feststoff erhalten.

HPLC (10 — 90%): 19,46 min;

MS (EI): m/z = 321,8 M"; 290,8 [M-OMe]"; 162,0 [M-2B1]".

'H-NMR (DMSO, 500 MHz): 8(ppm) = 7,97 (2H, s, Aromat); 7,79 (1H, s, Aromat); 4,78
(4H, s, BrCH,C); 3,87 (3H, s, COOCH.,);

BC-NMR (DMSO, 125 MHz): 8(ppm) = 165,33 (COOMe); 139,44 134,45 130,51 120,62
(MmC); 52,32 (OOCH,); 32,87 (CH,Br).

Tribenzylphosphit (3)

C21H2,03P
Exact Mass: 352,12
Mol. Wt.: 352,36

Eine Losung von 5,0 mL (57,3 mmol) Phosphortrichlorid in 300 mL trockenem Ether
wird bei -70 °C mit 24,8 mL (3,1 eq.) wasserfreiem Triethylamin versetzt. AnschlieBend
werden 17,8 mL (3,0 eq.) Benzylalkohol in 60 mL trockenem Ether innerhalb von 15 min
zugetropft. Nach 2 h wird auf Raumtemperatur erwirmt und 20 h nachgerthrt. Das ent-
standene Triethylammoniumhydrochlorid wird abfiltriert und das Losungsmittel im Vaku-

um abgezogen. Der Rickstand wird an Aluminiumoxid 90 basisch chromatographisch ge-
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reinigt (Eluent: Ethylacetat/Hexan/Triethylamin 30:69:1). Es werden 9,2 g (45 %) farbloses
Ol erhalten.

'H-NMR (CDClL, 250 MHz): 8(ppm) = 7,37 — 7,37 (15 H, m, Aromat); 5,05 (2H, d, ] =
9,25 Hz, OCH,).

5-Methoxycarbonyl-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester (4)

BnO
}3 P _OBn
~ Z
BnO™ & osn
C3gHzg08P>
o OMe Exact Mass: 684,20

Mol. Wt.: 684,65

1,5 g (4,7 mmol) 3,5-Bis(brommethyl)benzoesiuremethylester 2 werden in 4,9 g (3 eq.)
Tribenzylphosphit 3 suspendiert. Die Mischung wird fiir 3 h im 140 °C heiBen Olbad er-
hitzt, wahrend das entstehende Benzylbromid im Hochvakuum abgezogen wird. Der Rick-
stand wird nach dem Erkalten an 250 g Kieselgel mit Ethylacetat als Eluent chroma-
tographisch getrennt. Das Produkt fillt als Ol an (1,76 g, 54,7%).

HPLC (40 — 100%): 21,07 min.

'H-NMR (DMSO, 500 MHz): 8(ppm) = 7,77 (2H, s, Arom.); 7,39 (1H, s, Arom.); 7,29
(20H, m, C,H.CH,); 4,94 (8H, m, PhCH,O); 3,81 (3H, s, COOCH.); 3,38 (4H, d, ] = 21,8
Hz, PCH,));

BC-NMR (DMSO, 125 MHz): 8(ppm) = 165,85 (CCOOCH,); 136,4 (*™*C); 129,86
(Mm25C); 128 (m, “O™C); 66,77 (PhCH,0); 31,91 (d, PCH,C, ] = 134,1 Hz), 53,2
(COOCH,).

5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester (5)

BnO. o -OBn
/)
Bno’ & “oen
Exact Wess, 570,19
Xac! ass. y
0~ OH Mol. Wt.: 670,62

1,0g (1.5 mmol) 5-Methoxycarbonyl-m-xylen-bisphosphonsaure-tetrabenzylester 4
werden in Methanol und Wasser 2:1 gelost und mit 53 mg (1,5 eq.) Lithiumhydroxid fir
vier Tage bei Raumtemperatur gerithrt. AnschlieBend wird der pH-Wert der Lésung mit
1 M Salzsdure auf 2,5 eingestellt und das Methanol abgezogen. Das Produkt wird mit
Ethylacetat extrahiert. Nach Abzug des Lésungsmittels werden 0,97 g (96,4 %) Ol erhalten.
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HPLC (10 — 80%): 28,51 min;

ESI-MS m/z = 671,3 [m+H]"; 693,3 [m+Na]*; 1340,9 [2m+H]"; 1363,0 [2m+Na]".
'H-NMR (DMSO, 500 MHz): 8(ppm) = 7,80 (2H, s, Aromat); 7,26 (1H, s, Aromat); 7,31 —
7,27 (20 H, m, AromatBn); 4,94 (8H, m, BaCH,0); 3,37 (4H, dd, ] = 5,6; 21,6 Hz, PCH,).

HO-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA¥*),); (P1*)
(C,04H,3N,O,;P,, Exact Mass: 2005,89)

100 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden zwei weitere Fmoc-Ahx-OH und zwei Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt.
AbschlieBend wird Dibenzoxyphosphonopropionsdure (6 eq.) gekuppelt. Mit HFIP wird
der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten, priperativ HPLC-gereinigt (56 - 100; 30
min) und aus Dioxan lyophilisiert (73 mg).

HPLC (10 — 80%): 29,30 min;
ESI-MS m/z = 1004,8 [(m+2H)/2]"; 1015,7 [(m+H+Na)/2]".

(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-OH (P2¥)

(C,04H 26N, O,P,, Exact Mass: 1902,8)

150 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden drei weitere Fmoc-Ahx-OH und Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt. Ab-
schlieBend wird 5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester 5 (3 eq.) gekuppelt.
Mit HFIP wird der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophili-
siert (144 mg).

HPLC (20 — 90%): 27,54 min;
ESI-MS m/z = 952,8 [(m+2H)/2]*"; 1903,8 [m+H]"; 1926,6 [m+Na]".

(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-OH (P3%*)

(Cy,H,1,N,O,4P,, Exact Mass: 1676,63)

150 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 wird Fmoc-Ahx-OH und Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt. AbschlieBend wird
5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsaure-tetrabenzylester 5 (3 eq.) gekuppelt. Mit HFIP wird
der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophilisiert (171 mg).

ESI-MS m/z = 1677,4 [m+H]"; 1699,5 [m+Na]*; 17154 [m+K]".

(3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-Ahx-OH (P4%)
(CysH,15N:0,,P,, Exact Mass: 1789,71)
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150 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden zwei weitere Fmoc-Ahx-OH und Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt. Ab-
schlieBend wird 5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester 5 (3 eq.) gekuppelt.
Mit HFIP wird der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophili-
siert (161 mg).

ESI-MS m/z = 1790,5 [m+H]"; 1812,5 [m+Na]".

((3,5-Bis(benzylphosphonomethyl)-benzocarbonyl)>-K)-K-Ahx-Ahx-Ahx-OH (P5%)
(C54H,:N,O5Pg, Exact Mass: 3350,20)

100 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden zwei weitere Fmoc-Ahx-OH und zwei Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt.
AbschlieBend wird 5-Carboxy-m-xylen-bisphosphonsiure-tetrabenzylester 5 (6 eq.) gekup-
pelt. Mit HFIP wird der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten und aus Dioxan ly-
ophilisiert (309 mg).

HPLC (60 — 100%): 27,16 min;
ESI-MS m/z = 1676,7 [(m+2H)/2]"; 11687,4 [(m+H+Na)/2]".

HO-Ahx-K-(K-(PPA¥*);); (P6%)
(Cy,H,,-N-O,,P,, Exact Mass: 1779,73)

300 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden zwei Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt. AbschlieBend wird Dibenzo-
xyphosphonopropionsiure (6 eq.) gekuppelt. Mit HFIP wird der Anker nach AAV 4b vom
Harz abgespalten, priperativ HPLC-gereinigt (56 - 100; 30 min) und aus Dioxan lyophili-
siert (164 mg).

HPLC (10 — 80%): 30,63 min;
ESI-MS m/z = 891,1 [(m+2H)/2]*; 1780,6 [m+H]"; 1802,6 [m+Na]".

HO-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA¥*),), (P7%)
(CygH,,sNO,,P,, Exact Mass: 1892,81)

300 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden Fmoc-Ahx-OH und zwei Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt. AbschlieBend
wird Dibenzoxyphosphonopropionsiure (6 eq.) gekuppelt. Mit HFIP wird der Anker nach
AAV 4b vom Harz abgespalten, priperativ HPLC-gereinigt (56 - 100; 30 min) und aus Di-
oxan lyophilisiert (147 mg).

HPLC (10 — 80%): 29,99 min;
ESI-MS m/z = 947,7 [(m+2H)/2]"; 1893,6 [m+H]*; 1915,7 [m+Na]".
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HO-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-(PPA¥),); (P8*)

(Cy10H;5N,,0,,P,, Exact Mass: 2118,98)

300 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden drei weitere Fmoc-Ahx-OH und zwei Fmoc-Lys(Fmoc)-OH gekuppelt.
AbschlieBend wird Dibenzoxyphosphonopropionsiure (6 eq.) gekuppelt. Mit HFIP wird
der Anker nach AAV 4b vom Harz abgespalten, praperativ HPLC-gereinigt (56-100; 30
min) und aus Dioxan lyophilisiert (189 mg).

HPLC (10 — 80%): 28,84 min;
ESI-MS m/z = 1061,5 [(m+2H)/2]"; 1072,1 [(m+H+Na)/2]".

(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl)2-K-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-
cyclo(-RGDfK-) (PC2)
(C;sH,,-N50,(P,, Exact Mass: 1767,72)

P2* wird mit 82 mg Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid nach
AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (10 - 60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan fiih-

ren zu 22 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 13,07 min;
ESI-MS m/z = 8833 [(m-2H)/2].

(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl);-K-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDfK-) (PC3)

(C¢3HysN1,0,,P,, Exact Mass: 1541,56)
88 mg P3* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (5 - 60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

tihren zu 10 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 12,10 min;
ESI-MS m/z = 770,4 [(m-2H)/2] .

(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl)-K-Ahx-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDfK-) (PC4)
(CeoH; 06N, O,5P,, Exact Mass: 1654,64)

185 mg P4* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (10 - 60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dio-
xan fithren zu 16 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 12,58 min;
ESI-MS m/z = 826,9 [(m-2H)/2].
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((3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl)z-K)2-K-Ahx-Ahx-Ahx-
cyclo(-RGDfK-) (PC5)
(C,03H 46N 1404, Py, Exact Mass: 2558,94)

309 mg P5* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (10 - 60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dio-

xan fihren zu 23 mg weilem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 11,90 min;
ESI-MS m/z = 644,5 [(m-5H+Na)/4].

(3,5-Bisphosphonomethylbenzocarbonyl),-K-Ahx-Ahx-cyclo(-RBADfK-) (PC6)

(C¢Hy-N1;0,,P,, Exact Mass: 1555,57)
88 mg P3* werden mit Z2* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschitzt. HPLC-Reinigung (10 - 60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dio-

xan fithren zu 11 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 11,71 min;
ESI-MS m/z = 777,3 [(m-2H)/2] .

cyclo(-RGDfK-)-Ahx-K-(K-PPA,), (PC7)

(CesH,0sN,O,,P,, Exact Mass: 1645,52)
63 mg P6* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (15-26; 13 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

tihren zu 19 mg weillem Feststoff.

HPLC (15 — 50%): 8,83 min;
ESI-MS m/z = 1644,1 [m-H]; 1668,0 [m-2H+Na] .

cyclo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,); (PC8)

(CeoH; 19N, O,4P,, Exact Mass: 1758,68)
65 mg P7* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (15-26; 13 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

fihren zu 18 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 60%): 12,39 min;
ESI-MS m/z = 878,6 [(m-2H)/2]; 1757,1 [m-H].
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cyclo(-RGDfK-)-Ahx-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPAy): (PC9)
(Cg;H,4N,,05,P,, Exact Mass: 1984,99)

75 mg P8* werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (15-26; 13 min) und Lyophilisieren aus Dioxan
fihren zu 25 mg weillem Feststoff.

HPLC (20 — 40%): 8,91 min;
ESI-MS m/z = 991,6 [(m-2H)/2]’; 1983,4 [m-H].

cyclo(-RDGfK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA,); (PC10)

(C;sH,5N,,0,,P,, Exact Mass: 1871,83)
50 mg P1* werden mit Z10* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschtitzt. HPLC-Reinigung (17-50; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

fihren zu 20 mg weillem Feststoff.

ESI-MS m/z = 934,8 [(m-2H)/2]; 1870,6 [m-H].

Peptide mit Biotin-Anker

Biotinyl-Ahx-Ahx-OH (Bil)

C22HzgN4OsS
Exact Mass: 470.256
Mol. Wt.: 470.626

X
HN NH
H—Zj—H o

H
o, N\/\/\)J\ OH
S ,/\/\[( N/\/\/\[(
H
(6] (0]

220 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und
AAV 2 werden Fmoc-Ahx-OH und Biotin gekuppelt. Mit HOAc wird der Anker nach
AAV 4c vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophilisiert (108 mg).

HPLC (10 — 80%): 10,91 min;
ESI-MS m/z = 4714 [m+H]"; 493,5 [m+Na]"; 509,4 [m+K]".

Biotinyl-cyclo(-RGDfK-) (BiC1)
(C5;H;sN,,O,S,, Exact Mass: 829,39)
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30 mg Biotin werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschtitzt. HPLC-Reinigung (30-50; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

fihren zu 24 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 60%): 15,15 min;
ESI-MS m/z = 416,3 [(m+2H)/2]"; 830,6 [m+H]".

Biotinyl-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDfK-) (BiC2)

(C4oH,-N;0,,S,, Exact Mass: 1055,506)
58 mg Bil werden mit Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (30-50; 30 min) und lyophilisieren aus Dioxan

fihrt zu 27 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 50%): 18,47 min;
ESI-MS m/z = 5292 [(m+2H)/2]*; 1056,8 [m+H]".

Biotinyl-cyclo(-RBADfK-) (BiC3)

(C3H;2N,,O,S,, Exact Mass: 843,41)
30 mg Biotin werden mit Z2* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (20-60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

tihren zu 52 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 80%): 12,50 min;
ESI-MS m/z = 844,7 [m+H]".

Biotinyl-Ahx-Ahx-cyclo(-RBADSK-) (BiC4)

(C5)H,oN 50,8, Exact Mass: 1069,57)
38 mg Bil werden mit Z2* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid
nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (20-60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

fihren zu 20 mg weilem Feststoff.

HPLC (10 — 80%): 13,28 min;
ESI-MS m/z = 1070,8 [m+H)]"; 1092,7 [m+Na]".
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Peptide mit Isothiocyanat-Anker

PDIT-Ahx-Ahx-OH (I1)

(0]
H H
SCN N N OH
\”/ N/\/\/\[(
H
S (0]

C20H28N403S;
Exact Mass: 436.16
Mol. Wt.: 436.591

1,0 g TCP-Harz wird nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und AAV 2
wird Fmoc-Ahx-OH gekuppelt. Nach der Fmoc-Entschiitzung (AAV 9) wird das Harz mit
DCM gewaschen und nach AAV 15 die Isothiocyanatfunktion eingeftihrt. Mit HOAc wird
der Anker nach AAV 4c vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophilisiert (240 mg).

HPLC (10 — 80%): 23,46 min;
ESI-MS m/z = 437,1 [m+H]".

PDIT-Ahx-Ahx-Ahx-OH (I2)

(0] (0]
H H H
SCN N N N
\”/ N/\/\/\[f OH
H
S (0]

C26H39N504S;
Exact Mass: 549.244
Mol. Wt.: 549.749

TCP-Harz wird nach AAV 1 mit Fmoc-Ahx-OH belegt. Nach AAV 9 und AAV 2 wird
zweimal Fmoc-Ahx-OH gekuppelt. Nach der Fmoc-Entschiitzung (AAV 9) wird das Harz
mit DCM gewaschen und nach AAV 15 die Isothiocyanatfunktion eingefithrt. Mit HOAc
wird der Anker nach AAV 4c vom Harz abgespalten und aus Dioxan lyophilisiert.

HPLC (10 — 80%): 22,63 min;
ESI-MS m/z = 550,3 [m+H]"; 572,4 [m+Na]".

PDIT-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDfK-) (IC1)

(C4yH-N;0,S,, Exact Mass: 1021,46)
I1 wird mit 100 mg Z1* nach AAV 10 gekuppelt. AnschlieBend wird das Peptid nach
AAV 7b entschitzt. HPLC-Reinigung (35-55; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan fiih-

ren zu 36 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 70%): 26,99 min;
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ESI-MS m/z = 1022,6 [m+H]"; 1044,5 [m+Na]".

PDIT-Ahx-Ahx-GRGDS-OH (IL1)

(C4H;(N,,0O4,S,, Exact Mass: 908,36)

200 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Ser(tBu)-OH belegt. Danach werden
die weiteren N-Fmoc-Aminosiuren nach AAV 2 gekuppelt. Die letzte Aminohexansiure
wird nach AAV 9 entschititzt, anschlieBend wird nach AAV 15 die Isothiocyanatfunktion

eingefihrt. Das fertige Peptid wird nach AAV 11 vom Harz abgespalten und HPLC-
gereinigt (38-70; 30 min). Ausbeute: 57 mg.

HPLC (10 — 90 %): 16,72 min;

ESI-MS m/z = 909,5 [m+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO): 8(ppm) = 12,65 (1H, bs, COOH); 12,36 (1H, bs, COOH);
9,72 (1H, s, CHNCS); 8,26 (1H, t, ] = 5,74 Hz, NH®%); 8,18 (1H, d, ] = 8,02 Hz, NH"");
8,03 (1H, d, ] = 7,89 Hz, NH*); 8,01 (1H, t, ] = 5,71 Hz, NH*; 7,92 (1H, d, ] = 7,85 Hz,
NH*); 7,74 (1H, t, ] = 5,54 Hz, NH*™*); 7,54 (2H, d, ] = 8,81 Hz, PDIT); 7,41 — 7,33 (6H,
m, PDIT, NH®, NH®*"™); 495 (1H, bs, OH*); 4,66 (1H, dt, ] = 7,90, 5,27 Hz, Ho.™");
4,29 (1H, m, Ho'™®); 4,23 (1H, dt, ] = 7,78, 4,75 Hz, Ho™); 3,77 — 3,67 (6H, m, Ho®*, Ho*",
HB*); 3,43 (2H, m, He"™%); 3,09 (2H, dt, ] = 6,38, 6,11 Hz, H3"); 3,00 (2H, dt, ] = 6,66,
6,19 Hz, He™™); 2,69 (1H, dd, ] = 11,51, 5,15 Hz, HB""); 2,52 — 2,45 (1H, m, HB""); 2,12
(2H, t, ] = 7,43 Hz, Ho*™); 2,05 (2H, t, ] = 7,39 Hz, Ho*™); 1,75 — 1,66 (2H, m, HY®);
1,56 — 1,42 (6H, m, HB**, H&"™, H&"™); 1,40 — 1,34 (2H, m, HB""™); 1,30 — 1,19 (6H, m,
HB™, Hy"™, Hy*™).

PDIT-Ahx-Ahx-GRGDSP-OH (IL2)

(C,,HzN50,,S,, Exact Mass: 1005,41)

200 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Pro-OH belegt. Danach werden die
weiteren N-Fmoc-Aminosiuren nach AAV 2 gekuppelt. Die letzte Aminohexansaure wird
nach AAV 9 entschiitzt, anschlieBend wird nach AAV 15 die Isothiocyanatfunktion einge-
fihrt. Das fertige Peptid wird nach AAV 11 vom Harz abgespalten und HPLC-gereinigt
(40-70; 30 min). Ausbeute: 39 mg.

HPLC (10 — 90 %): 16,87 min;

ESI-MS m/z = 503,9 [(m+2H)/2]"; 1006,6 [m+H]".

'"H NMR (500 MHz, DMSO): 8(ppm) = 12,35 (2H, bs, COOH); 9,69 (1H, s, CHNCS);
8,25 (1H, t, ] = 5,71 Hz, NH®%); 8,13 (1H, d, ] = 7,98 Hz, NH); 8,02 (1H, d, ] = 7,76 Hz,
NH"); 8,00 (1H, t, ] = 5,79 Hz, NH; 7,95 (1H, d, ] = 7,64 Hz, NH®); 7,72 (1H, t, ] =
5,49 Hz, NH*™); 7,54 (2H, d, ] = 8,77 Hz, PDIT); 7,45 (1H, t, ] = 5,54 Hz, NH*); 7,36
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(2H, d, ] = 8,77 Hz, PDIT); 4,60 (1H, dt, ] = 7,77, 5,72, Ho™"); 4,52 (1H, dt, | = 7,17, 5,79
Hz, Ho™®); 4,27 (1H, m, Ho®); 4,22 (1H, dd, ] = 9,00, 4,35 Hz, Ho™); 3,77 — 3,65 (6H, m,
Ho®*, Ho ™, HB™); 3,65 — 3,57 (2H, m, H8™); 3,44 (2H, m, He™?); 3,09 (2H, dt, ] = 6,11,
6,05 Hz, H8%); 2,99 (2H, dt, ] = 6,70, 6,19 Hz, He™?); 2,65 (1H, dd, ] = 17,00, 5,47 Hz,
HPBY; 2,50 — 2,43 (1H, m, HB™); 2,14 — 2,07 (4H, m, HB"’, Hot*™); 2,04 (2H, t, | = 7,42
Hz, Ho"™); 1,92 — 1,80 (2H, m, HY™); 1,74 — 1,66 (2H, m, HY*); 1,56 — 1,42 (6H, m, HB®,
H&"™, H8"™?); 1,39 — 1,32 (2H, m, HP""™); 1,29 — 1,18 (6H, m, HB™2, Hy"™?, Hy'"™).

PDIT-Ahx-Ahx-GRBADSP-OH (IL3)
(C43HsN150,,S,, Exact Mass: 1019,43)

400 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit Fmoc-Pro-OH belegt. Danach werden die
weiteren N-Fmoc-Aminosiuren nach AAV 2 gekuppelt. Die letzte Aminohexansaure wird
nach AAV 9 entschiitzt, anschlieBend wird nach AAV 15 die Isothiocyanatfunktion einge-
fihrt. Das fertige Peptid wird nach AAV 11 vom Harz abgespalten und HPLC-gereinigt
(30-65; 30 min). Ausbeute: 71 mg.

HPLC (10 — 90 %): 16,97 min;

ESI-MS m/z = 511,0 [(m+2H)/2]", 1020,5 [m+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO): 8(ppm) = 12,35 (2H, bs, COOH); 9,69 (1H, s, CHNCS);
8,19 (1H, d, ] = 7,87 Hz, NH""); 8,04 (1H, t, ] = 5,57 Hz, NH®"; 8,02 — 7,95 (3H, m,
NHPY NH® NHY); 7,73 (1H, t, ] = 5,36 Hz, NH"™); 7,55 (2H, d, ] = 8,71 Hz, PDIT);
7,46 (1H, m, NH*™); 7,38 (2H, d, ] = 8,72 Hz, PDIT); 5,11 (1H, bs, OH*); 4,60 (1H, dt, ]
= 7,80, 5,77, HO™"); 4,53 (1H, m, Ho™); 4,24 — 4,18 (2H, m, Ha™®, Ha'™); 3,74 — 3,68 (2H,
m, Ho™"; 3,68 — 3,58 (4H, m, HB* H38™); 3,48 — 3,40 (2H, m, He"™); 328 — 3,22 (2H, m,
HPPY; 3,07 2H, dt, | = 6,23, 6,15 Hz, H8"); 3,00 2H, dt, | = 6,59, 6,22 Hz, He"™); 2,65
(1H, dd, ] = 16,40, 5,30 Hz, HB""); 2,47 — 2,41 (1H, m, HB); 2,32 — 2,22 (2H, m, HOLBA(’);
2,14 — 2,08 (4H, m, HB™, Ha""™); 2,05 2H, t, ] = 7,35 Hz, Ho*™?); 1,93 — 1,80 (2H, m,
HY™); 1,72 = 1,62 (2H, m, HY®); 1,56 — 1,32 (8H, m, HB®, H3"™, HBR*™, H§""™%); 1,30 —
1,20 (6H, m, HBR*™?, HY"™, HY*"™).
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Multimere RGD-Peptide mit Tricysteinanker
20-Hydroxy-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure- tert.-butylester (9)

O
HO\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)J\OJ<

Cy8H3609
Exact Mass: 396,24
Mol. Wt.: 396,47

Zu einer Suspension von 7,1 ¢ KH 35 % (w/w) in Mineraldl (0,75 eq.) in 300 mL trocke-
nem THF werden 25,0 g (1,25 eq.) Hexaethylenglycol 6 langsam zugetropft. Nach einer
Stunde Rithren bei Raumtemperatur werden 10,33 mL (70,84 mmol) Bromessigsiure-zert.-
butylester 8 zugetropft und tber Nacht unter Riickfluss gekocht. AnschlieBend wird das
THF im Vakuum abgezogen und der Ruckstand mit EtOAc / CH,Cl, (3/1) aufgenommen.
Die Losung wird viermal mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Abzug des Lo-
sungsmittels wird der Riickstand chromatographisch an Kieslgel gereinigt (fiinffaches Siu-
lenvolumen Hexan, dann MeOH). Das Produkt ist in der MeOH-Fraktion enthalten. Es
werden 20,0 g (95,0 %) gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): 8(ppm) = 4,01 (2H, s, OCH,CO,); 3,74 — 3,58 (24H, m,
OCH,CH,O); 2,44 (1H, s, OH); 1,47 (9H, s, O/Bu).

BC-NMR (CDCl,, 62,9 MHz): 8(ppm) = 169,65 (CH,COOMBu); 81,64 (OCMe,); 72,52 —
61,38 (OCH,CH,0); 28,1 (OC(CH,),).

20-( O-p-Tosyl)-Hydroxy-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure- tert.-butylester (55)

i i )<
ﬁ_o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\)J\O
O

Co5H4201:S
Exact Mass: 550,24
Mol. Wt.: 550,66

Zu einer Loésung von 22,6 g (57 mmol) Rohprodukt 9, 1,09 g (0,2 eq.) Trimethyla-
min*HCl und 23,8 mL (3 eq.) Triethylamin in 150 mL. DCM (wasserfrei) werden bei 0 °C
10,87 g (1,0 eq.) p-Tosylchlorid in 50 mLL DCM innerhalb von 10 min zugetropft. Die Kiih-

lung wird entfernt und man ldsst noch 1 h rithren. Danach wird das Lésungsmittel abgezo-
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gen. Man erhilt 20,2 g (64,4 %) Rohprodukt 55 als Ol, welches ohne weitere Reinigung im

nichsten Reaktionsschritt eingesetzt wird.

R; = 0,48 (Chloroform/Methanol 20:1)

20-Azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-tert.-butylester (56)

(0]
N 3\/\0/\/0\/\ O/\/O\/\ O/\/O\)J\O)<

C18H35N30g
Exact Mass: 421,24
Mol. Wt.: 421,49

Zu einer Losung von 20,2 ¢ (36 mmol) Tosylat 55 in 100 mL. DMF (wasserfrei) werden
4,7 g (2,0 eq.) NaN; gegeben und 24 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das DMF wird im
Hochvakuum abdestilliert, der Riickstand in 300 ml. Essigester aufgenommen und mit
dreimal 50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Das Losungsmittel wird mit Na,SO, getrocknet
und im Vakuum entfernt. Es werden 14,2 g (93,6 %) Ol erhalten.

20-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-tert.-butylester (10)

(0]
HZN\/\ o/\/o\/\ o/\/o\/\ O/\/O\)J\O)<

C1gH37NOg
Exact Mass: 395,25
Mol. Wt.: 395,49

14,2 ¢ (34 mmol) Azid 56 werden in 100 mL Ethanol und 15 mL Chloroform gel6st.
Nach Zugabe von 0,5 g Katalysator (5 % Pd/C) wird das Gemisch 12 h unter H,-Atmos-
phire gerithrt. Der Katalysator wird iiber Celite® abfiltriert und die Lésungsmittel im Va-
kuum entfernt. Das Rohprodukt wir in 200 mL Essigester aufgenommen und einmal mit
100 mL und zweimal mit 50 mL. 1 N KHSO,-Lsg extrahiert. Die Wasserphase wird mit
K,CO; basisch gemacht und einmal mit 100 mL und zweimal mit 50 mL Chloroform ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Na,SO, getrocknet und das Lo-

sungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhilt 10.3 g (76,6 %) gelbliches OL.

ESI-MS 7/z = 340,3 [m-tBu+H]"; 396,2 [m+H]"; 418,2 [m+Na]".
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'H-NMR (250 MHz, CDCL): & = 3,89 (2H, s, OCH,CO,); 3,60 — 3,42 (20H, m,
OCH,CH,0); 3,37 (2H, t, ] = 5,2 Hz, CH,CH,NH,); 2,72 (2H, m, CH,NH,); 1,58 (2H, bs,
NH,); 1,33 (9H, s, O/Bu).

BC-NMR (62,9 MHz, CDCL): § = 169,4 (CO,/Bu), 81,1 (OCMe,), 73,1, 70,4 — 70,0, 68,8
(OCH,), 41,5 (CH,NH,), 27,8 (CH,).

20-(/N-Fmoc)-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure (11)

O
O

(®) HN\/\o /\/O\/\O /\/O\/\O /\/O\)J\OH

O.O CagHagNO; g

Exact Mass: 561,26
Mol. Wt.: 561,62

Zu einer Losung von 10,3 g (26 mmol) Amin 10 in 26 mLL THF und 78 mL 10 %iger
Na,CO;-Lsg. werden bei 0 °C 6.75 g (1,0 eq.) FmocCl in 39 mL. THF innerhalb von 10 min
zugetropft. Man ldsst tiber Nacht bei Raumtemperatur rithren. Das THF wird im Vakuum
entfernt und die Reaktionslosung mit 200 mL. Essigester extrahiert. Die organische Phase
wird mit zweimal 50 mL ges. NaCl-Lsg gewaschen und mit Na,SO, getrocknet, anschlie-
Bend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in 50 mL TFA /
Wasser 9 / 1 gelést und 30 min bei Raumtemperatur gertihrt. Die TFA wird im Hochvaku-
um entfernt, das Rohprodukt in 200 mL Ether und 100 mI. DCM aufgenommen und mit
finfmal 70 mL ges. NaHCO;-Lsg ausgeschiittelt. Das Ausschiitteln ist wegen der Gefahr
der Bildung einer Suspension vorsichtig durchzufithren. Die vereinigten basischen wassti-
gen Phasen werden unter kriftigem Rihren mit 3 ¢ KHSO, und 6 N HCI (ca. 15 mL) an-
gesduert, bis das Produkt ausélt. Die wissrige Phase wird mit einer Mischung aus 200 mL
Ether und 100 mI. DCM extrahiert. Die gesamte Extraktionsprozedur wird wiederholt.
Danach wird die organische Phase mit Na,SO, getrocknet und die Lésungsmittel im Vaku-

um entfernt. Man erhilt 6,88 g (47,1 %) 11 als schwach gelbes OL.

HPLC (10 — 60 %): 28,1 min;

ESI-MS 7/ = 340,4 [m-Fmoc+H]"; 562,4 [m+H]"; 584,6 [m+Na]"; 600,4 [m+K]".
'H-NMR (250 MHz, CDCL,): 8 = 9,72 (1H, bs, CO,H); 7,73 (2H, d, ] = 7,0 Hz, H™); 7,58
(2H, d, ] = 7,0 Hz, H"); 7,37 (2H, m, H"); 7,29 (2H, m, H"); 5,54 (1H, bs NH); 4,39 (1H,
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d,] = 6,8 Hz, CHCH,); 4,19 (2H, t, ] = 6,8 Hz, CHCH,); 4,13 (2H, s, OCH,CO,); 3,62-
3,24 (m, 24 H, OCH,CH,).

BC-NMR (62,9 MHz, CDCL): & = 172,2 (CO,H); 156,6 (NHCO,); 1439, 141,2, 127,6,
127,0, 1250, 119,8 (C™); 70,9 — 70,2, 68,8, 66,6 (OCH,); 47,1 (CH); 40,7 (CH,NH).

cyclo(-R(Pbf)GD(Bu)fE-)-Hegas-OH (12)
(C5;He:NyO,S,, Exact Mass: 1233,58)

1,5 g TCP-Harz werden nach AAV 1 mit 11 belegt. Die Fmoc-Schutzgruppe wird nach
AAV 9 abgespalten. 694 mg Z3* wird mit 75,2 mg Triphosgen und 400 u. DIPEA in
10 mL trockenem THF fir 30 min voraktiviert und anschlieBend zum Harz gegeben. Nach
24 h wird das Harz mit THF und DCM gewaschen und das Peptid mit 5 % TFA in DCM
abgespalten. Das Produkt wird praperativ HPLC-gereinigt (45-100; 30 min). Ausbeute:
245 mg.

HPLC (40 — 90 %): 11,70 min;
ESI-MS /3 = 1178,5 [m-tBu+H]"; 1234,6 [m+H]"; 1256,5 [m+Na]".

cyclo(-R(Pbf)BAD(Bu)fE-)-Hegas-OH (13)
(CsHgoNO,oS,, Exact Mass: 1233,58)

1,5 ¢ TCP-Harz werden nach AAV 1 mit 11 belegt. Die Fmoc-Schutzgruppe wird nach
AAV 9 abgespalten. 694 mg Z4* werden mit 75,2 mg Triphosgen und 400 ul. DIPEA in
10 mL trockenem THF fir 30 min voraktiviert und anschlieBend zum Harz gegeben. Nach
24 h wird das Harz mit THF und DCM gewaschen und das Peptid mit 5 % TFA in DCM
abgespalten. Das Produkt wird priperativ  HPLC-gereinigt (45-100; 30 min). Ausbeute:
265 mg.

HPLC (40 — 90 %): 11,17 min;
ESI-MS /3 = 650,0 [(m+2H)/2]"; 1248,6 [m+H]"; 1270,5 [m+Na] .

cyclo(-R(Pbf)GD(Bu)fE-)-Hegas-K[Hegas-cyclo(-R(Pbf)BAD (Bu)fE-)]-
OH (14)
(Ci1H, 5N, O5,S,, Exact Mass: 2591,27)

1,0 g TCP-Harz wird nach AAV 1 mit Fmoc-K(ivDde)-OH belegt. Die Fmoc-
Schutzgruppe wird nach AAV 9 abgespalten. 363 mg 11 werden mit 63,8 mg Triphosgen
und 400 ulL DIPEA in 8 mL trockenem THF fiir 30 min voraktiviert und anschlieBend
zum Harz gegeben. Nach 24 h wird das Harz mit THF gewaschen und die Fmoc-Gruppe
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nach AAV 9 abgespalten. 463 mg Z3* werden mit 63,8 mg Triphosgen und 400 uL. DIPEA
in 8 mL trockenem THF fir 30 min voraktiviert und anschlieBend zum Harz gegeben.
Nach 24 h wird das Harz mit THF gewaschen und die ivDde-Schutzgruppe mit 2 X 10 min
5 % Hydrazin in DMF abgespalten. Danach 363 mg 11 werden mit 63,8 mg Triphosgen
und 400 pl. DIPEA in 8 mL trockenem THF fur 30 min voraktiviert und zum Harz gege-
ben. Nach 24 h wird das Harz mit THF gewaschen und die Fmoc-Gruppe nach AAV 9
abgespalten. 463 mg Z4* werden mit 63,8 mg Triphosgen und 400 ul. DIPEA in 8 mL
trockenem THF fir 30 min voraktiviert und anschlieBend zum Harz gegeben. Nach 24 h
wird das Harz mit THF und DCM gewaschen und das Peptid mit 5 % TFA in DCM ab-
gespalten. Das Produkt wird priaperativ HPLC-gereinigt (55-90; 30 min). Ausbeute: 208 mg,.

ESI-MS /3 = 8650 [(m+3H)/3]"; 872,5 [(m+2H+Na)/3]"; 1296,7 [(m+2H)/2]";
13076 [(m+H+Na)/2]".

(cyclo(-RGDSE-)-Hegas):-K-K[Hegas- cyclo(-RGDfE-)]-CCC-OH (D1)
(Ci41H»,N5,054, S5, Exact Mass: 3305,51)

75 mg TCP-Harz, das nach AAV 1 und AAV 2 mit Fmoc-C(Trt)C(Trt)C(Trt)-OH be-
legt ist, wird nach AAV 2 mit Fmoc-K(ivDde)-OH und mit Fmoc-K(Fmoc)-OH gekup-
pelt. AnschlieBend werden die Fmoc-Schutzgruppen nach AAV 9 und die ivDde-
Schutzgruppe mit 2 X 10 min 5 % Hydrazin in NMP abgespalten. 150 mg 12 werden mit
46 mg HATU, 17 mg HOAt und 270 pL. Collidin in 1 mL trockenem DMF fiir 2 h vorakti-
viert und zum Harz gegeben. Nach 96 h wird das Harz mit NMP und DCM gewaschen,
das Peptid mit 5 % TFA in DCM abgespalten und nach AAV 7b entschiitzt. Die HPLC-
Reinigung (25-37; 17 min) fihrt zu 3 mg Produkt.

HPLC (25 - 45 %): 13,79 min;
ESI-MS /3 = 833,6 [(m+3H+Na)/4]"; 837,4 [(m+2H+2Na)/4]"; 1103,5 [(m+3H)/3]";
1110,7 [(m+2H+Na)/3]"; 1654,1 [(m+2H)/2]"; 1665,3 [(m+H+Na)/2]".

((cyclo(-RGDSE-)-Hegas)»-K)2-K-CCC-OH (D2)
(C,g:H07N 504,55, Exact Mass: 4341,04)

75 mg TCP-Harz, das nach AAV 1 und AAV 2 mit Fmoc-C(Trt)C(Trt)C(Trt)-OH be-
legt ist, werden nach AAV 2 zweimal mit Fmoc-K(Fmoc)-OH gekuppelt. AnschlieSend
werden die Fmoc-Schutzgruppen nach AAV 9 abgespalten. 188 mg 12 werden mit 58 mg
HATU, 21 mg HOAt und 330 pl. Collidin in 1 mL trockenem DMF fiir 2 h voraktiviert
und zum Harz gegeben. Nach 96 h wird das Harz mit NMP und DCM gewaschen, das
Peptid mit 5 % TFA in DCM abgespalten und nach AAV 7b entschiitzt. Die HPLC-
Reinigung (25-37; 17 min) fihrt zu 2 mg Produkt.
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HPLC (25 — 45 %): 14,29 min;
ESI-MS /3 = 869,6 [(m+5H/5]"; 8744 [(m+4H+Na)/5]"; 8773 [(m+4H+K)/5]';
883,3 [(m+3H+2Na)/5]"; 1087,0 [(m+4H)/4]"; 1092,3 [(m+3H+Na)/4]";
1448,6 [(m+3H)/3]"; 1456,7 [(m+2H+Na)/3]".

(cyclo(-RGDfE-)-Hegas):-K-K[K-(Hegas-cyclo(-RBADSE-)),]-CCC-OH
(D4)
(Ci5o0H501N504-S5, Exact Mass: 4369,07)

75 mg TCP-Harz, das nach AAV 1 und AAV 2 mit Fmoc-C(Trt)C(Ttt)C(Trt)-OH be-
legt ist, werden nach AAV 2 mit Fmoc-K(ivDde)-OH und mit Fmoc-K(Fmoc)-OH gekup-
pelt. AnschlieBend werden die Fmoc-Schutzgruppen nach AAV 9 abgespalten. 103 mg 12
werden mit 31 mg HATU, 11 mg HOAt und 110 uLL Collidin in 0,42 mL trockenem DMF
fir 2 h voraktiviert und zum Harz gegeben. Nach 96 h wird das Harz mit NMP gewaschen
und die ivDde-Schutztgruppe mit 2 X 10 min 5 % Hydrazin in NMP abgespalten. An-
schlieBend wird nach AAV 2 Fmoc-K(Fmoc)-OH gekuppelt und die Fmoc-Schutzgruppen
nach AAV 9 abgespalten. 103 mg 13 werden mit 31 mg HATU, 11 mg HOAt und 110 pLL
Collidin in 0,42 mL trockenem DMF fir 2 h voraktiviert und zum Harz gegeben. Nach 96
h wird das Harz mit NMP und DCM gewaschen, das Peptid mit 5 % TFA in DCM ab-
gespalten und nach AAV 7b entschiitzt. Die HPLC-Reinigung (25-37; 17 min) fihrt zu 2
mg Produkt.

HPLC (25 — 45 %): 13,19 min;

ESI-MS »/z = 875,2 [(m+3H+2Na)/5]"; 880,0 [(m+4H+Na)/5]";
883,3 [(m+3H+2Na)/5]"; 1094,2 [(m+4H)/4]"; 1099,5 [(m+3H+Na)/4]";
1458,0 [(m+3H)/3]"; 1465,5 [(m+2H+Na)/3]".

Lamininsequenzen mit Acryloyl-Anker

Jeweils 100 mg TCP-Harz werden nach AAV1 mit der ersten N-Fmoc-Aminosiure be-
legt. Danach werden die weiteren N-Fmoc-Aminosauren nach AAV2 gekuppelt. Als letzte
Saure wird Acryloyl-Ahx-OH gekuppelt. AnschlieSend wird das Peptid nach AAV11 vom
Harz abgespalten und HPLC-gereinigt (20-50; 30 min).

Acryloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-OH (AL1)
(C,;HN,,O,,, Exact Mass: 874,49)
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HPLC (5 - 60 %): 16,93 min;
ESI-MS m/z = 4385 [(m+2H)/2]"; 875,7 [m+H]"; 897,6 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-PDSGR-OH (AL2)

(C35HssN,,Oy,, Exact Mass: 810,42)
HPLC (5 - 60 %): 13,73 min;
ESI-MS m/z = 406,5 [(m+2H)/2]"; 811,6 [m+H]"; 833,5 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-SIKVAV-OH (AL3)

(C;sH,-N,O,,, Exact Mass: 895,57)
HPLC (5 - 60 %): 18,51 min;
ESI-MS m/z = 896,7 [m+H]"; 918,6 [m+Na]".

Actyloyl-Ahx-Ahx-LGTIPG-OH (AL4)

(C, HgNgOy,, Exact Mass: 836,50)
HPLC (5 - 60 %): 19,95 min;
ESI-MS m/z = 837,4 [m+H]"; 859,7 [m+Na]".

Actyloyl-Ahx-Ahx-IKVAV-OH (ALS5)

(C4oH,,NOy, Exact Mass: 808,54)
HPLC (5 - 60 %): 19,70 min;
ESI-MS m/z = 405,6 [(m+2H)/2]"; 809,6 [m+H]"; 831,6 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-SEIKLLIS-OH (ALG6)

(C5HgoN,, Oy, Exact Mass: 1181,73)
HPLC (5 - 60 %): 22,06 min;
ESI-MS m/z = 1182,8 [m+H]"; 1204,8 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-EIKLLIS-OH (AL7)

(C5;Ho N,,O,,, Exact Mass: 1094,70)
HPLC (5 - 60 %): 22,36 min;
ESI-MS m/z = 1095,8 [m+H]".
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Acryloyl-Ahx-Ahx-IGSR-OH (ALS)

(C5,H;-NyOy, Exact Mass: 711,43)
HPLC (5 - 60 %): 15,72 min;
ESI-MS m/z = 357,0 [(m+2H)/2]"; 712,6 [m+H]"; 734,5 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-KQNCLS-OH (AL9)

(C,,HsN,,O45S,, Exact Mass: 971,51)
HPLC (5 - 60 %): 14,57 min;
ESI-MS m/z = 487,0 [(m+2H)/2]"; 972,6 [m+H]"; 994,6 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-EPDIM-OH (AL10)

(C,oHgsN-O,5S,, Exact Mass: 883,44)
HPLC (5 - 60 %): 19,10 min;
ESI-MS m/z = 884,4 [m+H]"; 906,6 [m+Na]".

Actyloyl-Ahx-Ahx-NKDIL-OH (ALI11)

(C;1H NyO,,, Exact Mass: 881,52)
HPLC (5 - 60 %): 18,09 min;
ESI-MS m/z = 442,0 [(m+2H)/2]"; 882,6 [m+H]"; 904,6 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-NKDIM-OH (AL12)

(C4oHoNO,,S,, Exact Mass: 899,48)
HPLC (5 - 60 %): 16,65 min;
ESI-MS m/z = 451,0 [(m+2H)/2]"; 900,6 [m+H]"; 922,5 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-EPDIL-OH (AL13)

(C,1H-N,O,;, Exact Mass: 865,48)
HPLC (5 - 60 %): 20,46 min;
ESI-MS m/z = 866,4 [m+H]"; 888,6 [m+Na]"; 1731,5 2m+H]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-YIGSR-NH: (AL14)

(C41H N, Oy, Exact Mass: 874,49)
HPLC (10 - 60 %): 14,44 min;
ESI-MS m/z = 438,2 [(m+2H)/2]"; 874,7 [m+H]".
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LDT-Peptide

cyclo(-LDTDpF-) (Z8)
(C;,H,,N,O,,, Exact Mass: 688,31)

Z.8% wird mit 5 mL TFA / Wasser / TIPS (95:2:3) fir 1 h entschiitzt, nachdem das L6-
sungsmittel im Vakuum abgezogen wurde, wird das Peptid in Ether gefillt und anschlie-
Bend HPLC-greinigt (25-65; 30 min).

HPLC (10 — 90 %): 15,09 min;
ESI-MS m/z = 689,4 [m+H]"; 711,5 2m~+H]"; 1376,6 [2m+H]"; 1399,3 [2m+Na]".

cyclo(-LDTKpF-) (Z29)
(C5,H; N, Oy, Exact Mass: 701,37)

Z29% wird mit 5 mIL TFA / Wasser / TIPS (95:2:3) fir 1 h entschiitzt, nachdem das L6-
sungsmittel im Vakuum abgezogen wurde, wird das Peptid in Ether gefillt und anschlie-
Bend HPLC-greinigt (25-65; 30 min).

HPLC (10 — 90 %): 13,63 min;
ESI-MS m/z = 702,4 [m+H]"; 724,4 [m+Na]"; 1403,4 [2m~+H]"; 1425,4 [2m+Na]".

cyclo(-LDTK(Ac)pF-) (CL1)
(C;H:3N,O,, Exact Mass: 743,39)

80 mg Z9* werden in 2 mL. DCM gel6st und mit 350 pl. DIPEA und 90 pL. Acetan-
hydrid versetzt. Nach 48 h wird das Losungsmittel abgezogen und das Peptid nach AAV 7b
entschiitzt und HPLC-gereinigt (30-60; 30 min); 19 mg.

HPLC (10 — 90 %): 15,17 min;
ESI-MS m/z = 7444 [m+H]"; 766,6 [m+Na]"; 14874 [2m~+H]"; 1509,4 [2m+Na]".

cyclo(-LDTKpF-)-Ahx-Ahx-Ahx-Acryloyl (ACL1)

(C5sHgN,,O,5, Exact Mass: 1094,64)
80 mg Z9* werden nach AAV 10 mit A4 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach

AAV 7b entschiitzt. Nach HPLC-Reinigung (35-60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

werden 14 mg weiller Feststoff erhalten.

HPLC (10 — 90 %): 15,69 min;
ESI-MS m/z = 548,7 [(m+2H)/2]*; 1095,8 [m+H]"; 1117,8 [m+Na]".
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cyclo(-LDTDpF-)-Diamin-Ahx-Ahx-Acryloyl (ACL2)

(C5,Hg,N,,Oy5, Exact Mass: 1054,61)
80 mg Z8* werden nach AAV 10 mit A3 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach

AAV 7b entschiitzt. Nach HPLC-Reinigung (35-60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan
werden 13 mg weiller Feststoff erhalten.

HPLC (10 — 90 %): 16,09 min;
ESI-MS m/z = 528,6 [(m+2H)/2]*; 1055,7 [m+H]"; 1077,7 [m+Na]".

cyclo(-RGDfKG-)-Ahx-Ahx-Ahx-PDIT (ICS1)

(CssHg N 04,8, Exact Mass: 1191,57)
Z7* wird nach AAV 10 mit 22,6 mg I2 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach

AAV 7b entschiitzt. Nach HPLC-Reinigung (40-65; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan
werden 4 mg weiler Feststoff erhalten.

HPLC (10 - 80 %): min;
ESI-MS m/z = 1192,8 [m+H]"; 1214,6 [m+Na]".

cyclo(-RGDfKG-)-Ahx-Ahx-Ahx-Actyloyl (IAG1)

(C5,H4N;0,,, Exact Mass: 1053,60)
118 mg Z7* werden nach AAV 10 mit A2 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach

AAV 7b entschitzt. Nach HPLC-Reinigung (20-60; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan

werden 21 mg weiller Feststoff erhalten.

HPLC (5 - 60 %): 17,51 min;
ESI-MS m/z = 1054,8 [m+H]"; 1076,8 [m+Na]".
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Peptide zur Radiomarkierung

[2 R]-2-Amino-3-(4-hydroxy-3-iod-phenyl)-propionsiure (16), H-D-Tyr{I}-OH

NH,
OH

OH
CgH1gINO;
Exact Mass: 306,97
Mol. Wt.: 307,09

Zu einer Losung von 4,7 g (26 mmol) D-Tyrosin in 500 mL 25 %iger Ammoniaklésung
werden innerhalb von 15 min 6,4 g (1,0 eq.) Iod, in 50 mL Ethanol gel6st, zugetropft. Nach
50-stindigem Rithren wird bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wird mit 150 mL
Wasser umbkristallisiert. Es werden 3,15 g (39,5 %) weille Kristalle erhalten.

HPLC (5 — 50%): 13,20 min;

ESI-MS m/z = 308,0 [m+H]".

'H-NMR (D,0, 250 MHz): 8(ppm) = 7,55 (1H, d, ] = 2,2 Hz, H**); 7,01 (1H, dd, ] =
2,2 Hz, 8,5 Hz, H**); 6,88 (1H, d, ] = 8,4 Hz, H*); 4,13 (1H, dd, ] = 5,7 Hz, 7,6 Hz, H%)
3,09 (1H, dd, ] = 5,7 Hz, 14,7 Hz, HP); 2,98 (1H, dd, ] = 7,6 Hz, 14,8 Hz, HP).

[2R]-2-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-Hydroxy-3-iod-
phenyl)-propionsiure (17), Fmoc-D-Tyr{I}-OH

OH
O

o:< OH
Se i

C24H20INOg
Exact Mass: 529,04
Mol. Wt.: 529,32

3,15 g (10,3 mmol) [2R]-2-Amino-3-(4-Hydroxy-3-iod-phenyl)-propionsiure 16, 3,5 g
(1,0 eq.) Fmoc-OSu und 1,18 g (1,4 eq.) NaHCO, werden in 90 mL Wasser, 60 mL. Aceton
und 40 mL THF suspendiert. Nach 16 stindigem Ruihren wird mit 1,5 M HCI auf pH 1

angesduert und die organischen Losungsmittel werden abgezogen. AnschlieBend wird
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dreimal mit 100 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
zweimal mit 100 mL 1,5 M HCI und einmal mit 100 mL Wasser gewaschen. Nach Entfer-
nen des Losungsmittels bleibt 5,76 g fester Riickstand, der chromatographisch gereinigt
wird (Eluent: Toluol:Essigsaure 4:1). Es werden 3,2 g (58,7 %) Feststoff erhalten.

Smp. 134 - 137 °C,

HPLC (5 — 50%): 13,20 min;

ESI-MS m/z = 308,0 [m+H]".

'H-NMR (DMSO, 500 MHz): 8(ppm) = 12,50 (1H, bs, COOH); 10,12 (1H, s, NH); 7,87
(2H, d, ] = 7,5 Hz, "™*CH); 7,69 (1H, d, ] = 8,5 Hz, "™*CH); 7,65 — 7,59 (3H, m, "“CH);
7,39 (2H, m, "™*°CH); 7,30 (2H, m, "*CH); 4,20 — 4,15 (3H, m, CHCH,O); 4,08 (1H, m,
H%; 2,94 (1H, dd, HP); 2,72 (1H, dd, HP).

Acryloyl-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDy{I}K-) (ACy1)
(C,,H IN,, Oy, Exact Mass: 1025,38)

100 mg Z5* werden nach AAV 10 mit A2 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach
AAV 7b entschitzt. Nach HPLC-Reinigung (10-80; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan
werden 31 mg weiller Feststoff erhalten.

HPLC (5 — 60%): 17,85 min;
ESI-MS m/z = 514,0 [(m+2H)/2]"; 1026,5 [m+H]"; 1048,5 [m+Na]".

Acryloyl-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDyK-) (ACy1)
(C5HgoN;,0O4,, Exact Mass: 1040,06)

50 mg Z6* werden nach AAV 10 mit A2 gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach
AAV 7b entschutzt. HPLC-Reinigung (10-80; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan fiith-

ren zu 13 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 60%): 13,51 min;
ESI-MS m/z = 451,1 [(m+2H)/2]"; 900,6 [m+H]".
Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDy{I}K-) (ACy12)

(C5oH,IN,,O,,, Exact Mass: 1166,5)
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50 mg Z5* werden nach AAV 10 mit Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-OH gekuppelt. Nach
der Aufarbeitung wird nach AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (20-60; 30 min) und

Lyophilisieren aus Dioxan fihren zu 17 mg weillem Feststoff.

HPLC (5 — 60%): 19,65 min;
ESI-MS m/z = 584,7 [(m+2H)/2]"; 1167,6 [m+H]".

Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-cyclo(-RGDyK-) (ACy2)
(C5 HgN,,0,,, Exact Mass: 1040,6)

46 mg Z6* werden nach AAV 10 mit Pent-4-enoyl-Ahx-Ahx-Ahx-OH gekuppelt. Nach
der Aufarbeitung wird nach AAV 7b entschitzt. HPLC-Reinigung (25-50; 30 min) und

Lyophilisieren aus Dioxan fihren zu 20 mg weillem Feststoff.

HPLC (10 — 60%): 15,80 min;
ESI-MS m/z = 521,8 [(m+2H)/2]"; 1041,8 [m+H]"; 1063,8 [m+Na]*; 1079,8 [m+K]".

cyclo(-RGDy{I}K-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA;); (PCy'1)
(CysH,,IN O, P,, Exact Mass: 2012,71)

52 mg Z5* werden nach AAV 10 mit P1% gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach
AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (10-35; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan fiih-

ren zu 4 mg weillem Feststoff.

HPLC (5 — 50%): 17,98 min;
ESI-MS m/z = 1005,6 [(m-2H)/2].

cyclo(-RGDyK-)-Ahx-Ahx-Ahx-K-(K-PPA;). (PCv1)
(C;sH,5N,,054,P,, Exact Mass: 1886,82)

20 mg Z6* werden nach AAV 10 mit P1* gekuppelt. Nach der Aufarbeitung wird nach
AAV 7b entschiitzt. HPLC-Reinigung (10-35; 30 min) und Lyophilisieren aus Dioxan fiith-

ren zu 18 mg weillem Feststoff.

HPLC (5 — 50%): 15,19 min;
ESI-MS m/z = 9429 [(m-2H)/2]; 954,8 [(m-3H+Na)/2]; 18859 [m-H]; 1909,9 [m
2FH+Nal.
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6.5 Arbeitsvorschriften RGD-Mimetika

3-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsiure-tert-butylester (24)

HoN O\K
(0]
C14H19NO4

Exact Mass: 265,13

Mol. Wt.: 265,31
COOH

Eine Suspension aus 4,69 g (31,2 mmol) 4-Carboxybenzaldehyd 23, 5,0 g (1 eq.) Mono-
tert-butylmalonat und 4,81 g (2 eq.) Ammoniumacetat in 95 ml. EtOH und 5 mI. Wasser
wird Uber Nacht unter Ruckfluss gekocht. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, mit
kaltem EtOH gewaschen und im Exikkator getrocknet (2,64 g, 32 %).

Smp. >300 °C (Zets.);

HPLC (20 — 80%): 8,2 min;

ESI-MS m/z = 209,9 [m-tBu+H]"; 265,9 [m+H]".

'H-NMR (D,0/LiOH, 250 MHz): 8(ppm) = 7,85 (2H, d, ] = 8,25 Hz, Aromat); 7,43 (2H,
d, ] = 8.5 Hz, Aromat); 4,33 (1H, dd, ] = 7,2 Hz, CHNH,); 2,76 (2H, m, CH,); 1,29 (9H, s,
OC(CHy),).

3-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-carboxyphenyl)-
propionsiure-tert-butylester (25)

9
O lopirpr

C2gH29NOg
Exact Mass: 487,20

Mol. Wt.: 487,54
COOH

1,3 g (4,9 mmol) 3-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsiure-zer~-butylester 24 werden
in 15 mL THF und 15 mL gesittigter, wissriger NaHCO;-Losung suspendiert und auf 0 °C
abgekuhlt. Es werden unter Rihren 1,27 g (1 eq.) Fmoc-Cl in 7,5 mL THF gel6st zu ge-
tropft und tiber Nacht nachgerthert. Mit Natriumacetat-Puffer pH 3,5 wird der pH-Wert
auf 4 eingestellt. Die geschuitzte Aminosaure wird mit Essigester extrahiert und die organi-

sche Phase dreimal mit wiss. HCl pH 3 und einmal mit Wasser gewaschen. Nach dem

136



6 Experimenteller Teil

Trocknen mit Na,SO, und Abziehen des Losungsmittels werden 2,2 g (92 %) eines weillen
Feststoffs erhalten.

Smp. 59 — 60 °C;

HPLC (20 — 80%): 26,7 min;

ESI-MS m/z = 432,1 [m-tBu+H]"; 488,0 [m+H]*; 510,2 [m+Na]*; 997,0 [2m+Na]".
'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 12,22 (1H, s, COOH); 8,10 — 7,29 (13H, m,
Fmoe/PheC_H, NIH); 5,03 — 4,96 (1H, m, NHCH); 4,37 — 4,18 (3H, m, CHCH,O); 2,68 (2H,
m, CH,COO); 1,30 (9H, 5,C(CH,),).

3-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (27)

H,N OH

CgH1¢CINO,
Exact Mass: 199,04

Mol. Wt.: 199,63
Cl

Eine Suspension aus 7,03 g (50 mmol) 4-Chlorbenzaldehyd 26, 5,2 g (1 eq.) Malonséure
und 7,2 g (2 eq)) Ammoniumacetat in 95 mL EtOH und 5 mL Wasser wird tber Nacht
unter Rickfluss gekocht. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, mit kaltem EtOH gewa-
schen und im Exikkator getrocknet (7,84 g, 79 %)

Smp. 219 — 221 °C;

HPLC (10 — 80%): 9,8 min;

ESI-MS m/z = 200,0 [m+H]".

"H-NMR (D,0, 250 MHz): 8(ppm) = 7,49 — 7,33 (4H, m, "“C-H); 4,60 (1H, t, ] = 8,1 Hz,
CH); 3,54 (1H, d, | = 8,4 Hz, CH,); 2,80 (1H, d, ] = 8,1 Hz, CH,).

3-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (28)

(]
()
SSCWV

C24H20C|NO4
Exact Mass: 421,11

Mol. Wt.: 421,87
Cl
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0,91 g (4,6 mmol) 3-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure 27 werden in 15 mI. THF
und 15 mL gesittigter, wissriger NaHCO;-Lésung suspendiert und auf 0 °C abgekiihlt. Es
werden unter Rithren 1,19 ¢ (1 eq.) Fmoc-Cl in 7,5 mL. THF gelost zugetropft und iber
Nacht nachgerithrt. Mit Natriumacetat-Puffer pH 3,5 wird der pH-Wert auf 4 eingestellt.
Die geschiitzte Aminosiure wird mit Essigester extrahiert und die organische Phase dreimal
mit wiss. HCl pH 3 und einmal mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocken mit Na,SO,
und Abziehen des Losungsmittels werden 1,93 g (91 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

HPLC (10 — 80%): 25,8 min;

ESI-MS m/z = 422,4 [m+H]"; 444,4 [m+Na]*; 865,0 [2m+Na]"; 881,2 [2m+K]*.
'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 12,30 (1H, bs, COOH); 7,93 (1H, d, ] = 7,4 Hz,
NH); 7,88 (2H, d, ] = 7,5 Hz, "™*CH); 7,67 (2H, d, ] = 7,5 Hz, "™*CH); 7,38 — 7,21 (8H,
m, "M CH); 4,91 (1H, dt, NHCH); 4,26 — 4,12 (3H, m, CHCH,O); 2,76 — 2,56 (2H, m,
CH,CO).

9 H-Fluoren-9-ylmethylcarbazat (29)

C15H14N202
Exact Mass: 254,11
Mol. Wt.: 254,28
D
O)\N/NHZ
H

5,0 g (37,8 mmol) Hydrazinoameisensdure-Zer+-butylester und 7,9 mL (1,2 eq.) werden in
50 mL abs. THF gelost. Portionsweise werden 9,78 g (1,0 eq.) Fmoc-Cl hinzugefiigt und
tber Nacht bei RT gertihrt. AnschlieSend wird der weil3e Niederschlag abgetrennt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in 100 mL TFA / DCM (1:1) auf-
genommen und 30 Minuten gerithrt. Danach wird das Losungsmittel vollstindig entfernt
und der erhaltene Feststoff in 200 mL Essigester aufgenommen, dreimal mit 100 mL
10 %iger wiss. NaHCO, und einmal mit ges. wiss. NaCl-Losung gewaschen. Die organi-
sche Phase wird mit Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abgezogen. Es

werden 8,65 g (90 %) weiller Feststoff erhalten.

Smp. 168 — 171 °C (Zets.);

HPLC (10 — 90%): 16,89 min;

ESI-MS m/z = 179,2 [Fmoc-CO,+H]"; 295,1 [m+H,0+Na]"; 317,2 [m-H+H,O+2Na];
357,7 [m-2H+2H,0O+3Na]".

'H-NMR (D,0/LiOH, 250 MHz): 8(ppm) = 8,34 (1H, bs, NH); 7,88 (2H, d, ] = 7,3 Hz,
"m°CH); 7,68 2H, d, ] = 7,3 Hz, "™*CH); 7,41 2H, t, ] = 7,3 Hz, "™CH); 7,31 2H, t, ] =
7,3 Hz, "™*CH); 4,28 - 4,20 (3H, m, CHCH,); 4,06 (2H, bs, NH,).
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5-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3 H-[1,3,4] oxadiazol-2-on (30)

C16H12N203
Exact Mass: 280,08
Mol. Wt.: 280,28
o) N
l \(/ “NH
o&
(0]

Eine Suspension aus 29 (0,33 g, 1,28 mmol) in 25 mI. DCM / gesittigter wiss. NaH-
COj4-Losung (1/1) wird im Eisbad auf 0 °C gekihlt und 5 Minuten kriftig gertihrt. Danach
wird ca. 5 Minuten auf die Phasentrennung gewartet und 2,0 mL Phosgen (1,9 M in Toluol
(ca. 20 %ig), 3,0 eq.) werden in die organische Phase eingespritzt. Es wird 10 Minuten
nachgerthrt, anschlieBend die organische Phase abgetrennt, die wassrige Phase zweimal mit
wenig DCM gewaschen und die vereinigten organischen Phasen tber NaSO, getrocknet

und im Vakuum eingeengt. Es werden 0,34 g (94 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

'"H-NMR (CDCl,, 250 MHz): 8(ppm) = 7,75 (2H, m, *C>-H); 7,59 (2H, m, *C*H); 7,35
(4H, m, “C*-H); 4,49 (1H, t, ] = 7,4 Hz, CH); 4,38 (2H, d, ] = 6.6 Hz, CH,).

N,N-Bis-Boc-1H-pyrazol-1-carbonsiureamidin (31)

0

@ N Ci5H23NgOy

/U\ )\ Exact Mass: 309,17
NN

(0] H )< Mol. Wt.: 309,36

Zu einer Losung aus 10 g (69 mmol) Pyrazol-1-carbonsiureamidin Hydrochlorid und
29 mL Triethylamin in 90 mL Dichlormethan werden unter Kihlung 16,6 g (1,1 eq.) Di-
tert.-butyldicarbonat in 18 mL Dichlormethan innerhalb von 30 min. zugetropft. Anschlie-
Bend wird 21 h bei RT nachgertihrt. Nach der Zugabe von 100 mL Wasser werden die Pha-
sen getrennt, die org. Phase dreimal mit Wasser gewaschen und mit Na,SO, getrocknet.
Nach Abzug des Losungsmittels erhalt man 13,0 g (89,5 %) weille Kristalle.

Zu einer Suspension von 6 g (2,4 eq.) NaH 60 % in 70 mL trockenem THF werden un-
ter Argonatmosphire 13,0 g (62 mmol) N-Boc-pyrazol-1-carbonsiureamidin in 45 mL tro-
ckenem THF bei 0 °C zugetropft. Es werden 5 min. bei 0 °C und 20 min. bei RT nachge-
rihrt. Anschlieend werden 15,0 g (1,1 eq.) Di-#erz.-butyldicarbonat in 300 mL trockenem
THF langsam zugetropft. Die sich bildende Suspension wird anschlieBend 4 h refluxiert
und nach Abkihlen auf 0 °C mit 60 mL Eisessig versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert
und die gelbe Losung mit Na,CO; auf pH 8 eingestellt. Nach 20 min werden 200 mI Was-

ser zugegeben und die Phasen getrennt. Die wiss. Phase wird zweimal mit Ether extrahiert.
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Die vereinigten org. Phasen werden mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber
Na,SO, getrocknet. Nach Abzug des Losungsmittels wird der Riickstand chroma-
tographisch gereinigt (Eluent: Hexan / EtOAc, 2 / 1). Es werden 13,0 g (67,7 %) weille
Kristalle erhalten.

Smp. 87,9 °C;

HPLC (10 — 90%): 26,24 min;

ESI-MS m/z = 1550 [m-tBu-Boc+H]"; 210,9 [m-Boct+H]; 254,9 [m-tBu+Na|’;
311,0 [m+H]"; 333,0 [m+Na]".

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): 8(ppm) = 8,93 (1H, s, NH); 8,33 (1H, d, ] = 2,7 Hz, NCH);
7,64 (1H, m, NCH); 6,43 (2H, m, NCHCH); 1,57 (9H, s,C(CH,),); 1,52 (9H, s, C(CH;),).

N, N-Bis-Boc-thioharnstoff (32)

ALK

C11H20N204S
Exact Mass: 276,11
Mol. Wt.: 276,35

1,0 g (13,2 mmol) Thioharnstoff werden in 600 mL trockenem THF gelost. Bei 0 °C
werden 2,4 g (4,5 eq.) Natriumhydrid 60 % zugegeben, anschlieend wird 30 Minuten bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach erneutem Kihlen auf 0 °C werden 6,0 g (2,1 eq.) Boc,O
zugegeben und die Losung erst 30 Minuten bei 0 °C und anschlieBend 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach der Zugabe von 30 mL gesattigter Na,CO;-Lésung und
500 mL Wasser wird dreimal mit je 200 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden mit 100 ml. gesattigter NaCl-Losung gewaschen, mit MgSO, ge-
trocknet und auf etwa 20 mL aufkonzentriert. Nach der Zugabe von 300 mL Hexan wird
das Produkt tiber Nacht im Kiuhlschrank auskristallisiert. Es werden 2,8 g (78 %) weille
Kiristalle erhalten.

Smp. 128 — 130 °C;

EI-MS m/z = 57 [C,H,]"; 76 [M-2Boc]"; 103 [M-Boc-OtBu]"; 176 [M-Boc]".

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): 8(ppm) = 1,48 (18 H, s, C(CH,),).

PC-NMR (CDCl,, 62,9 MHz): 8(ppm) = 177,9 (CO); 150,4 (CS); 84,1 (OCMe;,); 28,1
(CH;).
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3-Cyano-5-nitro-benzoesiure-methylester (40)

o

NO
2 O/

Exact Mass: 206.03
Mol. Wt.: 206.15
CN

Eine Losung aus 5,48 g (24,3 mmol) Monomethyl-5-nitroisophtalat 33, 2,81 g (1,2 eq.)
Sulfamid, 4,4 mL (2,5 eq.) Thionylchlorid in 26,8 g Sulfolan wird 17 Stunden unter Rick-
fluss gekocht. Nach der Zugabe von weiteren 0,6 mL (0,57 eq.) Thionylchlorid wird noch-
mals 8,5 Stunden refluxiert, weitere 0,6 mL (0,57 eq.) Thionylchlorid zugegben und 16
Stunden refluxiert. Nach dem Abkithlen wird die Reaktionsmischung in 200 mL Eiswasser
gegossen und der Niederschlag abfiltriert. Nach dem Trocknen werden 4,71 g (94 %) gelbe
Kristalle erhalten.

Smp. 123 — 126 °C;

HPLC (20 — 80%): 19,67 min;

EI-MS m/z = 59,0 [COOMe]"; 75,0 [M-NO,-COOMe-CN]*; 101,0 [M-NO,-COOMe]";
129.0 [M-NO,-OMe]*; 175,1 [M-OMe]*; 206,1 M*.

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 9,01 (1H, s, Aromat); 8,78 (1H, s, Aromat); 8,74
(1H, s, Aromat); 3,94 (3H, s, COOCH,).

BC-NMR (DMSO, 62,9 MHz): 8(ppm) = 163,4 (COOMe); 138,4 (CNO,); 133,5, 130,7,
128,3 (*™C); 115,9 (CN); 114,7 (CCN); 53,6 (OCH,).

5-Amino-3-cyano-benzoesiure-methylester (41)

o

H2N -

CoHgN,0,
Exact Mass: 176.06
Mol. Wt.: 176.17

CN

1,5 g (7,9 mmol) 3-Cyano-5-nitro-benzoesiure-methylester 40 werden mit 0,15 g
Pd / Cin 30 mL trockenem Methanol suspendiert und unter Wasserstoffatmosphire 3 Ta-
ge gertihrt. Der Katalysator wird iiber Celite abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum
abgezogen. Der Ruckstand wird an Kiesegel chromatographisch gereinigt (Essiges-
ter:Hexan 3:5). Es werden 0,90 g (70 %) gelber Feststoff erhalten.

HPLC (10 — 80%): 17,51 min;
ESI-MS m/z = 177,2 [m+H]"; 193,2 [m+Li]".
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'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 7,73 (1H, s, Aromat); 7,63 (1H, s, Aromat); 7,17
(1H, s, Aromat); 3,93 (3H, s, COOCH,).

3-Cyano-5-(/NV,/V-bis-Boc)-guanidino-benzoesiure-methylester (42)

o}
H
BocHN N v

C20H26N406
NBoc Exact Mass: 418.19
Mol. Wt.: 418.44

CN

In 50 mlL trockenem Methanol werden 0,5 g (2,84 mmol) 5-Amino-3-cyano-
benzoesidure-methylester 41, 0,76 ¢ (1 eq.) N,N’-Bis-Boc-thioharnstoff 32 und 1,6 mL
(4 eq.) Triethylamin gel6st. Bei 0 °C wird 1,0 g (1,3 eq.) Quecksilber(II)chlorid zugegeben.
Sofort entsteht ein gelber Niederschlag, der mit der Zeit grau wird. Nach 12-tigigem Riih-
ren bei Raumtemperatur wird die Reaktionsmischung tiber Celite gefiltert, mit Essigester
nachgewaschen und auf ca. 1,5 g Kieselgel aufgezogen. Nach chromatographischer Reini-

gung an Kieselgel (Essigester:Hexan 1:3) werden 0,60 g (51 %) weiller Feststoff erhalten.
ESI-MS m/z = 2193 [m-2Boc+H]"; 263,2 [m-tBu-Boc+H]"; 362,8 [m-tBu+H]"; 418,9
[m+H]".

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): §(ppm) = 11,58 (1H, s, NH); 10,64 (1H, s, NH); 8,55 (1H, s,
Aromat); 8,41 (1H, s, Aromat); 8,01 (1H, s, Aromat); 3,93 (3H, s, COOCH,); 1,51 (18H, m,
C(CH,),).

3-Aminomethyl-5-(/NV,/V-bis-Boc)-guanidino-benzoesiure-methylester (43)

(0]
BocHN H
oc
O/
NBoc C20Hz0N4O6
Exact Mass: 422.22
Mol. Wt.: 422.48
NH,

0,6 g (1,4 mmol) 3-Cyano-5-(N,N’-bis-Boc)-guanidino-benzoesaure-methylester 42
werden in 20 mL 2 M NH; in Ethanol gel6st. Nach der Zugabe von Pd /C witd fir 6 h
unter 20 bar Wasserstoffdruck bei 50 °C gertihrt. AnschlieBend wird der Katalysator abfilt-
riert und die Losung im Vakuum eingeengt. Es bleiben 0,6 g Ruckstand.

HPLC (10 — 90%): 11,15 min;
ESI-MS m/z = 2233 [m-2Boc+H]"; 323,1 [m-Boc+H]"; 423,1 [m+H]".
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3-Aminomethyl-5-guanidino-benzoesiure (44)

(0]
H
H,N_ _N

OH
CgH12N40;
NH Exact Mass: 208.1
Mol. Wt.: 208.22
NH,

0,63 g (1,48 mmol) 3-Aminomethyl-5-(IN,[\’-bis-Boc)-guanidino-benzoesiure-methyl-
ester 43 werden mit 0,19 (3 eq.) LiIOH-H,O in 20 mL. Methanol und 20 ml. Wasser tber
Nacht gerithrt. Nach Abzug des Losungsmittels wird der Rickstand in 20 mL 40 %iger
wissriger TFA aufgenommen und 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend
wird das Losungsmittel vollstindig abgezogen. Der Riickstand wird priperative HPLC-
gereinigt (3-30, 30 min). Nach Lyophilisieren aus Dioxan werden 144 mg (47 %) Produkt

erhalten.

HPLC (3 — 10%): 6,08 min;

ESI-MS m/z = 209,2 [m+H]".

'H-NMR (D,0, 250 MHz): d(ppm) = 8,02 (1H, s, Aromat); 7,96 (1H, s, Aromat); 7,63
(1H, s, Aromat); 4,32 (2H, s, CH;NH,).

5-Guanidino-3-(3-(&Trt)-Mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx)-aminomethyl-

benzoesiure (39)

o

H CagHesN706S
H2N N oy ExactMass: 877,46
\ﬂ/ Mol. Wt.: 878,13
NH
o)
H
Qk/\/\/’;\[(\/s'm
N
H 3

(0]

108 mg MPA(Trt)-Ahx;-OH und 33 mg 3-Aminomethyl-5-guanidinobenzoesiure 44
werden nach AAV 10 gekuppelt. Das Saurefragment wird dazu 1,5 Stunden voraktiviert.
Nach zwei Tagen wird die Reaktionsmischung ohne weitere Aufarbeitung fiir den nachsten

Kupplungsschritt eingesetzt.

ESI-MS m/z = 878,5 [m+H]".
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3-5-Dinitrobenzoesduremethylester (46)

o}

O,N
2 O/

CgHgN2Og
Exact Mass: 226,02
Mol. Wt.: 226,14

NO,

Zu einer Losung aus 21 g (99 mmol) 3-5-Dinitrobenzoesdure 45 in 150 mL Methanol
werden innerhalb von 10 min. 20 mL (6,4 eq.) Thionylchlorid zugetropft. AnschlieBend
wird 2 h bei RT gerithrt und 1 h refluxiert. Nach Abzug des Losungsmittels wird der Riick-
stand in Essigester aufgenommen, einmal mit 10 %iger Na,CO;-Lsg., zweimal mit ges.
NaHCOj-Lsg. gewaschen und das Lésungsmittel abgezogen. Es werden 22 g (98 %) gelbe
Kristalle erhalten.

Smp. 104 — 107 °C;

HPLC (10 — 90%): 22,31 min.

'H-NMR (CDCL,, 250 MHz): 8(ppm) = 9,03 (1H, t, ] = 2 Hz, HC"; 8,90 2H, d, ] = 2 Hz,
HC2%; 3,98 (3H, s, COOCH,).

3-Methoxy-5-nitrobenzoesiduremethylester (47)

o)
e o
CoHgNO;

Exact Mass: 211,05
NO, Mol. Wt.: 211,17

0, 62 g (2 eq.) Lithium werden in 150 mL trockenem Methanol aufgelost. Nach der Zu-
gabe von 7,9 g (2 eq) HMPT und 10 g (44,2 mmol) 3,5-Dinitrobenzoesiuremethylester 46
wird die Reaktionsmischung 4 h unter Argonatmosphire refluxiert. Dabei verindert sich
die Farbe von orange iiber rot zu schwarzrot. AnschlieBend wird das Losungsmittel abge-
zogen, der Ruckstand in Essigester / Wasser aufgenommen und mit festem Na,CO; neut-
ralisiert. Die organische Phase wird dreimal mit ges. NaHCO;-Lsg. gewaschen. Es bleiben
4,9 g (52,5 %) Feststoff.

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 8(ppm) = 8,21 (1H, t, ] = 1,75 Hz, HC%); 7,97 (1H, t, ] =
2 Hz, HCY; 7,82 (1H, m, HC?); 3,96 (3H, s, COOCH,); 3,91 (3H, s, COCH,).
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3-Hydroxy-5-nitrobenzoesiure (48)

HO
OH

Exact Mass: 183,02
NO, Mol. Wt.: 183,12

Zu ciner refluxierenden Loésung von 4,8 ¢ (22,7 mmol) 3-Methoxy-5-
nitrobenzoesduremethylester 47 in 40 ml. Fisessig werden 100 ml wissrige 48 %ige
Bromwasserstoffsaure gegeben und fir weitere 22 h refluxiert. AnschlieBend wird das Lo6-
sungsmittel abgezogen, der Rickstand in Essigester aufgenommen und mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach Abzug des Losungsmittels wird der Riickstand mit Kieselgel chroma-
tographisch gereinigt (Eluent: EtOAc:Hexan 1:2 + 3 % HOACc). Es werden 2,0 g (48,1 %)

eines gelben Feststoffs erhalten.

Smp. 185 — 187 °C;

HPLC (10 — 90%): 14,49 min;

EI-MS m/z = 137 [M-NO,|", 183 M".

'H-NMR (CDCl,, 250 MHz): §(ppm) = 13,5 (1H, bs, COOH); 10,8 (1H, bs, OH); 8,05
(1H, m, HC®; 7,72 (1H, t, ] = 2,25 Hz, HC%; 7,67 (1H, m, HC?).

BC-NMR (DMSO, 62.9 MHz): §(ppm) = 165,5 (COOH); 158,5 (C?); 148,8 (C); 133,4
(Ch; 122,2 (CH; 114,2 (C%; 113,6 (CH.

3-Amino-5-hydroxybenzoesiure Hydrotosylat (49)

(0]
HO
OH
X TsOH
C14H15NOg6S NH,
Exact Mass: 325,06
Mol. Wt.: 325,34

1,0 g (5,5 mmol) 3-Hydroxy-5-nitrobenzeosaure 48 werden in 30 mL trockenem Me-
thanol und 30 mlL trockenem CH,CIl, gel6st. Nach Zugabe von 1,03 g (1,0 eq.)
p-Toluolsulfonsidure-monohydrat und 100 mg Pd/C wird fir 2 h unter Wasserstoffatmo-
sphire bet Normaldruck gerithrt. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert und das Lo-
sungsmittel abgezogen. Es werden 1,84 g (100 %) Feststoff erhalten.

Smp. 224 — 226 °C;
HPLC (5 — 90%): 8,91 min;
EI-MS (+ TMSCI) m/z = 180 [M-COOTMS]"; 208 [M-OTMS]|"; 282 [M-Me|; 297 M".
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'H-NMR (CDCL, 250 MHz): 8(ppm) = 7,70 (2H, d, ] = 8 Hz, HC>™°M; 749 _ 7,46
(2H, m, HC>; 7,33 (2H, d, ] = 7,75 Hz, HC**™°"; 712 (1H, t, ] = 2 Hz, HC'; 2,03 (3H,
s, H3CTOSOH).

2-Iod-3-hydroxy-5-aminobenzoesiure (50)

| O

HO
OH

NH, Exact Mass: 278,94
Mol. Wt.: 279,03

Zu einer Loésung von 0,50 g (1,5 mmol) 3-Ammonium-5-hydroxybenzoesiure
p-Toluolsulfonat 49 und 230 mg Natriumjodid in 30 mL. Wasser und 20 mL. THF werden
langsam 430 mg (1,0 eq.) Chloramin T zugegeben und anschlieBend fiir 80 h bei Raumtem-
peratur gerithrt. Nach Einengen der Reaktionsmischung auf ca. 10 mL wird der entstande-
ne Niederschlag abfiltriert. Es werden 0,20 g (47,8 %) hellbraune Kristalle erhalten.

Smp. 120 — 121 °C;
HPLC (10 — 90%): 12,60 min;
ESI-MS m/z = 280,2 [m+H]".

4-(2-{N-[N"-(3-(N,N"-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-

amino-1-tert-butoxycarbonylethyl)-benzoesiure (M1%)

BocHN \©)‘\ j<
C33H44N6010 ]I’

Exact Mass: 684.31
Mol. Wt.; 684.74 COCH

1,4 ¢ TCP-Harz werden nach AAV 1 mit 0,75 mg 25 belegt. Die Fmoc-Entschiitzung
des belegten Harzes nach AAV 9, Kupplung nach AAV 12, AAV 8 und AAV 13 fiihrt
nach der Abspaltung (AAV 4) zum Mimetikum M1* (664 mg), das aus Dioxan lyophilisiert

witrd.

HPLC (10 — 80%): 25,56 min;
ESI-MS m/z = 429,2 [m-2Boc-tBu+H]"; 4852 [m-2Boc+H]"; 585,2 [m-Boc+H]";
685,2 [m+H]"; 707,2 [m+Na]"; 1369,1 [2m+H]".
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4-(2-{N-[N"-(3-(N,N’-Bis-Boc)-guanidino-5-hydroxy-benzoyl)-hydrazino]-

carbonyl}-amino-1-ter~-butoxycarbonylethyl)-benzoesiure (M2%*)

O
BocHN H H H (0)
oc
H
NBoc (0] (0]
OH

C33H44NgO11 COOH
Exact Mass: 700,31
Mol. Wt.: 700,74

400 mg TCP-Harz werden nach AAV 1 mit 0,24 g 25 belegt. Die Fmoc-Entschiitzung
des belegten Harzes nach AAV 9, Kupplung nach AAV 12, AAV 8 und AAV 13 fithrt
nach der Abspaltung (AAV 4) zum Mimetikum M2*, das aus Dioxan lyophilisiert wird (91

mg).
HPLC (30 — 100%): 16,72 min;
ESI-MS m/z = 501,5 [m-2Boc+H]"; 601,4 [m-Boc+H]"; 701,3 [m+H]".

4-(2-{ N-[ N"-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-1-
carboxyethyl)-benzoylcysteamin (MT1)

o]

H H H
H,oN N N/N N OH
NH (@] (0]
C21H25N705S
Exact Mass: 487.164
Mol. Wt.: 487.532 A NS
H

M1* wird mit (5-Trt)-Cysteamin nach AAV 10 fiir zwei Tage gekuppelt. AnschlieSend
wird nach AAV 7b entschiitzt, HPLC-gereinigt (10-32; 17 min) und aus Dioxan lyophili-

siert.

HPLC (10 — 80 %): 9,4 min;

ESI-MS m/z = 488,2 [m+H]"; 510,1 [m+Na]"; 526,1 [m+K]".

'H-NMR (CD,CN, 500 MHz): 8ppm) = 12,34 (1H, bs, COOH); 1021 (1H, s,
NHNHCONH); 9,79 (1H, bs, “C-NH); 8,56 (1H, t, ] = 5,1 Hz, NHCH,CH.S); 8,15 (1H,
s, NHNHCONH); 7,78 (2H, d, ] = 8,3 Hz, ™C2_H); 7,76 (1H, s, “C*-H); 7,71 (1H, s,
MCH); 7,54 (1H, s, “C-H); 7,47 (3H, s, “*N,H,), 7,42 (2H, d, ] = 8,3 Hz, "™C*>-H); 7,40
(1H, s,¥C*H); 7,12 (1H, bs, NHCH); 5,12 (1H, s, NHCH); 2,93 (2H, m, CH,CILS); 2,75
(2H, m, CHCFL); 2,64 (2H, m, CFL,CHLS).
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3-{ N-[ V' -(3-Guanidino-5-(3-(§5Trt)-mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx-
aminomethyl)benzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-chlorophenyl)-
propionsiure (MT2¥)

Cs9H73CINgOgS H

Exact Mass: 1116,5 HZN N

Mol. Wt.: 1117,79
TrtS\/\W( \/\/\)g

0,065 g TCP-Harz werden nach AAV 1 mit 185 mg 28 belegt. Der Fmoc-Entschiitzung
des belegten Harzes nach AAV 9 folgt die Kupplung von azaGly nach AAV 12. Nach
Fmoc-Entschiitzung wird die Reaktionslosung der Synthese von 39 mit 59 mg (1 eq.) HA-
TU versetzt zugegeben. Die Kupplung erfolgt tiber Nacht. Das teilgeschiitzte Mimetikum
MT2* (206 mg) wird nach AAV 4b vom Harz abgespalten.

HPLC (10 — 60%): 16,66 min;
ESI-MS m/z = 875,6 [m-Trt+H]*; 1117,5 [m~+H]".

3-{N-[N"-(3-Guanidino-5-(3-mercaptopropionyl-Ahx-Ahx-Ahx-
aminomethyl)benzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-chlorophenyl)-
propionsiure (MT3)

C40H59CIN1o0gS

Exact Mass: 874,39 HN
Mol. Wt.: 875,48
HS\/\W<

Das teilgeschiitzte Mimetikum M2* wird in 16 mL. DCM und 4 mL TFA aufgenom-
men. 0,1 mL TIPS dienen als scavenger. Nach 2 Stunden wird das Losungsmittel abgezogen.

Der Rickstand wird HPLC-gereinigt (5-50; 30 min) und aus Dioxan lyophilisiert.

HPLC (10 — 80%): 14,8 min;
ESI-MS m/z = 8754 [m+H]"; 897,3 [m+Na]"; 913,2 [m+K]".

'H-NMR (DMSO, 500 MHz): 8(ppm) = 1229 (1H, bs, COOH); 10,16 (1H, s,
NHNHCONH); 9,78 (1H, s, “C-NH); 8,34 (1H, t, ] = 5,9 Hz, “C-CH,NH); 8,14 (1H, s,
NHNHCONH); 7,83 (1H, t, J] = 53 Hz NHCO(CH,),SH); 7,71 (H, m,
(CH,),;NHCO(CH,).); 7,63 (1H, s, “C°H); 7,56 (1H, s, “C*H); 7,45 (3H, s, “N,H,); 7,36
(4H, s, "°C>*>H); 7,23 (1H, s, “C*H); 7,03 (1H, d, ] = 8,5 Hz, NHCH); 5,05 (1H, d, ] =
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7,6 Hz, NHCH); 4,29 (2H, d, ] = 5,8 Hz, ArC-CHNH); 3,01 (6H, m, CH,NHCO); 2,72
(2H, m, CH,-COOH); 2,63 (2H, q, ] = 7,3 Hz, CH,CH,SH); 2,34 (2H, t, ] = 6,9 Hz,
CH,CH,SH); 2,13 2H, t, ] = 7,4 Hz, “C-CH,NHCOCH,); 2,01 (4H, t, ] = 7,2 Hz,
NHCOCH,(CH,),); 1,53 — 1,19 (18H, m, (CH,),).

4-(2-{ N-[ NV -(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-1-
carboxyethyl)-benzoyl-diaminopentyl-Ahx-Ahx-Acryloyl (MA1)

o

H,oN H OH
2 \”/ N/ \”/
H
NH (0] (@]

C39Hs56N100g fl H

Exact Mass: 792,43 AN N
Mol. Wt.: 792,92 o] N N X

H H 20

MALI resultiert nach AAV 10 aus 100 mg M1* und A3. Nach 2 Tagen Rithren bei RT
erfolgt die Aufarbeitung und die Entschitzung mit 50 % TFA in DCM fir 1,5 h. Anschlie-
BBend wird das Produkt HPLC-gereinigt (15-60; 30 min). Es werden 5 mg erhalten.

ZT
ZT

HPLC (10 — 60%): 14,53 min;
ESI-MS m/z = 368,6 [(m+2H)/2]"; 793,5 [m+H]"; 815,5 [m+Na]".

4-(2-{ N-[ V' -(3-Guanidino-5-hydroxy-benzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-
1-carboxyethyl)-benzoyl-diaminopentyl-Ahx-Ahx-Acryloyl (MAZ2)
0

H H
N N OH

H
HZN\”/N N~ \”/
H
NH 0] o

OH
(e}
H
C3gHs7N1009 NN N
Exact Mass: 809.431 (o) N N X
Mol. Wt.: 809.931 H H 23

MAZ2 resultiert nach AAV 10 aus 146 mg M2* und A3. Nach 24 h Rithren bei RT er-
folgt die Aufarbeitung und die Entschiitzung mit 50 % TFA in DCM fir 1,5 h. Anschlie-
Bend wird das Produkt HPLC-gereinigt (15-60; 30 min). Es werden 40 mg erhalten.

HPLC (10 — 50%): 14,78 min;
ESI-MS m/z = 4056 [(m+2H)/2]*; 809,5 [m+H]"; 831,4 [m+Na]"; 847,3 [m+K]".
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6.6 Zelladhasionstests

Herstellung der PMMA-Plittchen

Die PMMA-Plittchen werden aus Palacos R® Knochenzement der Firma Merck herge-
stellt. Eine Ampulle (20 mI)) Monomer wird in einem Becherglas vorgelegt und der Inhalt
eines Beutels (20 g) Polymer wird ztigig untergerthrt. Die Masse wird 30 s bis zu einer za-
hen Konsistenz gertihrt. Mit einem Spatel wird die Masse in die Probenform (Stahlplatte
mit 94 Vertiefungen, 3 mm hoch, & 10 mm) eingebracht. Die Palacosmasse wird auf bei-
den Seiten mit Teflonfolie geschiitzt und 2 h bei einem Druck von 20 bar gepresst. An-
schlieBend werden die ausgehirteten Plittchen mit Hammer und St66el aus der Form ge-

schlagen und entgratet.

Beschichtung der PMMA-Plittchen

Die PMMA-Plittchen werden mit PBS pH 7,4 gewaschen. Die Beschichtungslésungen
werden durch Verdinnen einer frischen, 1,0 mM Losung des Peptids in DMSO (HPLC
grade) mit /PrOH (HPLC grade) hergestellt. Von diesen Beschichtungslésungen werden 20
uL je Plittchen aufgebracht und die Proben anschlieBend fiir 2 h bei 254 nm bestrahlt. Da-
nach werden die Proben mit 300 ul. PBS pH 7,4 iiberschichtet und 12 h gelagert. Vor Auf-

bringen der Zellen werden die Plittchen noch dreimal mit PBS pH 7,4 gewaschen.

Beschichtung der Titan-Plittchen

Die Titanplittchen werden mit dest. Wasser gewaschen. Die Beschichtungslésungen
werden durch Verdinnen einer frischen, 1,0 mM Loésung des Peptids in DMSO (HPLC
grade) mit PBS pH 7,4 hergestellt. Von diesen Beschichtungslosungen werden 250 pl. je
Plittchen aufgebracht und die Proben anschlieBend tber Nacht gelagert. Danach werden

die Proben dreimal mit PBS pH 7,4 gewaschen.

Zelladhisionstest mit MC3T3-E1-Mausosteoblasten

Um eine unspezifische Zellbindung zu verhindern, werden die Plittchen mit 5 %
(w / v) BSA in PBS 90 min bei 37 °C geblockt. Die Zellen werden mit sterilem PBS gewa-
schen, mit Trypsin / EDTA abgel6st und anschlieBend 10 min bei 200 x g, 20 °C zentrifu-

giert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden in Kulturmedium resuspen-
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diert. Zur Feststellung der Zellzahl wird ein Aliquot Zellsuspension entnommen und mit
Trypanblau (0,5 %) 1 . 1 versetzt und in einer Neubauerkammer ausgezihlt. Die Zellzahl
wird nach erneuter Zentrifugation mit Zelllanhaftungspuffer (1 % (w / v) BSA im Kultut-
medium der jeweiligen Zellen, ohne FCS) auf 5+ 10° Zellen / mL eingestellt. Die geblock-
ten Plittchen werden noch einmal gewaschen und anschlieBend werden 5 - 10’ Zellen pro
Vertiefung vorsichtig einpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C, 5 % CO,,
wird vorsichtig mit PBS pH 7,4 gewaschen und 250 upL Substratlésung (7,5 mM p-
Nitrophenol-N-acetyl-B-D-glucosamin, 0,05 % (v / v) TWEEN-20 in 0,1 M CP-Puffer pH
5,0) und 250 ul. PBS pH 7,4 hinzupipettiert. Anschlieend wird fiir 2 h bei 37 °C inkubiert
und danach die Umsetzung durch die Zugabe von 100 pL. 5 mM EDTA in 0,2 M NaOH
gestoppt. Zur Messung der Farbintensitit werden 100 pL in eine 96-well-Platte transferiert
und bei 405 nm im ELISA-Reader vermessen. Als Nullwert dienen unbeschichtete Vertie-
fungen. Parallel wird zur Ermittlung der direkten Zellzahl eine Kallibrierkurve erstellt. Aus
der Zellsuspension wird eine Verdinnungsreihe erstellt und ebenfalls 1 h bei 37 °C inku-

biert, mit Substratlésung versetzt und weitere 2 h bei 37 °C inkubiert.
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