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1 Einfihrung

1. Einfihrung

Sehr viele Vorgange in Organismen basieren auf Protein-Protein-Interaktionen
und werden durch diese ausgelost, verhindert oder verandert. So beeinfluRt
beispielsweise die Expression des POMC-Gens (Proopiomelanocortin-Gen) eine
Vielzahl von Funktionen, welche durch das daraus resultierende POMC-Protein,
bzw. durch die Wechselwirkungen der Spaltprodukte des POMC-Proteins mit
den Zelloberflachenrezeptoren der Melanocortinfamilie in unterschiedlichen
Geweben des menschlichen Korpers gesteuert werden. Zu den Auswirkungen,
die diese Wechselwirkungen haben, gehdren u.a. die Braunfarbung der Haut,
die Reduzierung des Appetits und damit verbunden die verminderte Aufnahme
von Nahrung, die Steigerung der Libido und noch sehr viele mehr (siehe
Abschnitte 5.1 bis 5.5.3).

Eine weitere Gruppe von Zelloberflachenrezeptoren, die Integrine, ermoglicht
beispielsweise die Kommunikation der Zellen mit ihrer Umgebung durch
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen. Durch diese wird u.a. beeinflusst, ob eine
Zelle Gberlebt oder stirbt (Apoptose) oder ob sie adheriert und wachst.

Beide Rezeptorfamilien steuern also Funktionen, die sie zu sehr interessanten
Zielen fir die Forschung machen. Ein Medikament, welches durch Einahme zu
einer braunen Haut bei nur geringer Sonnenexposition fiihrt, konnte durch die
schiitzende Wirkung des dadurch gebildeten Eumelanins zu einer Reduktion
des Hautkrebsrisikos flihren. Gerade das maligne Melanom wird in den letzten
Jahren mit stark steigender Haufigkeit diagnostiziert, was hauptsachlich auf das
geanderte Freizeitverhalten der Menschen zuriickgefiihrt wird. Auch Stérungen
des Essverhaltens und erektile Dysfunktion lieBen sich vermutlich durch
geeignete Medikamente, die auf die entsprechenden Melanocortin-Rezeptoren
zielen, behandeln.

Heutzutage ist eine grofle Anzahl biologisch aktiver Peptide durch chemische
und biologische screening-Methoden bekannt. Trotz ihres hohen Potentials, ist
die direkte Verwendung dieser Peptide als Medikamente stark limitiert,
hauptsachlich durch ihre geringe Selektivitdit und Bioverfligbarkeit (siehe
Abschnitt 2). Durch N-Methylierung von peptidischen Wirkstoffen kénnen diese
Limitierungen reduziert werden. Die Monomethylierung wird schon langer zur
Modifizierung von Peptiden angewandt. Aufgrund von synthetischen
Problemen sind mehrfach N-methylierte Peptide noch nicht systematisch




erforscht. In letzter Zeit wurden auf diesem Gebiet Fortschritte gemacht und in
unserer Arbeitsgruppe synthetische Methoden entwickelt (siehe Abschnitt 3.3),
welche die trotz allem immer noch schwierige Darstellung mehrfach N-
methylierter (Cyclo)-Peptide vereinfacht und grotenteils ermdglicht. In dieser
Arbeit soll diese Methodik auf MT-Il, einem superpotenten aber unselektiven
Liganden fir die Melanocortinrezeptoren, und auf cyclo(RGDfV), einen
hochpotenten Liganden fir das avB3-Integrin, angewendet werden.




2 Grundlagen der medizinischen Chemie

2. Grundlagen der medizinischen Chemie -
Peptide und Peptidmimetika als
pharmakologische Wirkstoffe

Proteine und Peptide werden in Organismen durch Gene codiert, aus denen sie
durch Transkription und Translation hervorgehen. Dabei entstehen
Neurotransmitter, Hormone oder neuronale Modulatoren, Rezeptoren,
Enzyme und vieles mehr. Durch nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen
diesen Proteinen und Peptiden werden zum groflten Teil die kompletten
Zellfunktionen, die Signalweiterleitung und die Immunantwort gesteuert.“"”l
Durch diesen groRen Einfluss auf Zell-Zell-kommunikation, Metabolismus,
Energiehaushalt, Immunhaushalt und viele andere wichtige Funktionen, stellen
Peptide ein wichtiges target in der Wirkstoffforschung dar.™

Zusatzlich haben Peptide viele Vorteile gegenliber synthetischen organischen
Molekiilen: da Peptide aus Aminosauren aufgebaut sind, entstehen beim
enzymatischen Abbau im Organismus biogene Molekile, die im weiteren
Verlauf entweder ausgeschieden oder verstoffwechselt werden. Weiterhin
kann man mit Hilfe automatisierter Syntheseverfahren groRe Peptid-
Bibliotheken mit relativ geringem Aufwand herstellen. Es existieren 20
natirlich vorkommende Grundbausteine, welche man praktisch in beliebiger
Kombination zusammenfligen kann. Dadurch hat man Zugang zu Verbindungen
mit eine unglaublich groRBen strukturellen Variabilitat. Zudem kann man unter
Beibehaltung der Konstitution sehr effizient eine grofle Anzahl von
Stereoisomeren schaffen. Aufgrund dieser Vorteile erleben die peptidischen
Wirkstoffe in den letzten Jahren eine Renaissance.

Allerdings unterliegt die Verwendung von Peptiden als Wirkstoffe auch starken
Einschrankungen:

* Peptide sind metabolisch nicht stabil. Sie werden im Magen-Darm-Trakt
und im Serum relativ schnell proteolytisch gespalten.

* Die Resorption von Peptiden nach der oralen Einnahme ist schlecht.
Grinde hierfur sind ihre grofle molekulare Masse, ihre starken Polaritat
sowie das Fehlen von aktiven Transportern.
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* Die Peptide kénnen Uber die Leber und die Nieren schnell wieder
ausgeschieden werden.

Durch die Entwicklung von Peptidmimetika versucht man, sich dieser Nachteile
zu entledigen. Ein Peptidmimetikum ist eine Verbindung mit der gleichen
Sekundarstruktur und anderen gleichen strukturellen Eigenschaften wie ein
Peptid, welches man durch das Mimetikum als Rezeptorligand oder
Enzymsubstrat ersetzen will.”! Um dies zu erreichen, miissen folgende Kriterien
eingehalten werden:

* Das Mimetikum sollte wenige Amidbindungen besitzen oder nur solche,
die proteolytisch schlecht bzw. nicht spaltbar sind.

e Essollte ein moglichst geringes Molekulargewicht aufweisen.

* Die funktionellen Gruppen, die fir die Bindung an den Rezeptor oder das
Enzym essentiell sind, missen raumlich gleich orientiert sein wie die des
Peptids, um ebenfalls eine feste Bindung zu gewahrleisten.

In den letzten Jahrzehnten wurden grolRe Fortschritte gemacht hinsichtlich der
Uberfiihrung nativer Peptide in Verbindungen mit besseren pharmakologischen
Eigenschaften. Durch einen Alanin-scan (Ala-scan), also durch den
sequenziellen Austausch jeder einzelnen Aminosaure eines natlrlichen Peptids
durch Alanin, kann man zunachst die jeweiligen Gruppen identifizieren, die zur
Bindung an den Rezeptor nétig sind. Durch das Weglassen der nicht fir die
Bindung essentiellen Aminosduren gelingt eine deutliche Reduzierung des
Molekulargewichts. Dieses Erkennungsmotiv kann dann in ein Cyclopeptid
eingebaut werden. Hiermit wird der konformative Raum der Sequenz
eingeschrankt, wodurch die Rezeptorselektivitdit und -affinitdit beeinflul3t
Wird,[S] entweder positiv, also mit Affinitats-/Selektivitatsgewinn, oder negativ,
d.h. mit einem Verlust an Affinitat oder Selektivitat. Logischerweise kann eine
positive Beeinflussung nur erfolgen, wenn die benoétigte biologisch aktive
Konformation ein Element des konformationell eingschrankten Raums des
Cyclopeptids ist. Falls dies nicht der Fall ist, kommt es zu einem
Affinitatsverlust. Am besten eignen sich dafiir cyclisierte Penta- und
Hexapeptide, da diese turn-artige Strukturen einnehmen und dadurch

bestimmte Konformationen stabilisieren.>”
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Um die noétige raumliche Orientierung der funktionellen Gruppen zu
erforschen, kann man als nichstes ein raumliches screening durchfiihren.*?
Unter Verwendung der gleichen Aminosauresequenz bzw. der gleichen
chemischen Eigenschaften der Seitenketten, erreicht man dies durch den
Einsatz von Aminosduren mit verdnderter Stereochemie (Enantiomere,
Diastereomere), durch die Veranderung der RinggrofRe des Cyclopeptids oder
durch die Umkehrung der Aminosiuresequenz (Retro-Inverso-Peptide)™**
sowie durch die Verwendung von Templaten.™™ Eine weitere Méglichkeit, die
strukturellen Eigenschaften von Cyclopeptiden zu verdndern, ist die
Verwendung von N-methylierten Aminosauren. Auf diese Art und Weise wird
gleichzeitig die proteolytische Stabilitit erhéht.!*® Die Methodik des N-Methyl-
scans und seine Auswirkungen auf die Eigenschaften von Cyclopeptiden wird
im Detail im Kapitel 3.2 naher erlautert.

Affinitat, Selektivitat und Stabilitdt sind aber nicht die einzigen Kriterien, die ein
Wirkstoffkandidat erflillen mufs. Um an seinen Wirkungsort zu gelangen, muld
er mit wassrigen (Zytosol) und lipophilen Medien (Membranen) interagieren
konnen, d.h. er sollte wasserldslich und gleichzeitig in der Lage sein, lipophile
Membranen zu durchdringen. Dieses Kriterium wird nur von Verbindungen mit
mittlerer Lipophilie erflllt. Die Lipophilie wird durch den logP-Wert
ausgedriickt. Er beschreibt die Verteilung einer Verbindung in Octanol und

Wasser (siehe Gleichung 2-1).17

[C] Octanol

[¢]t0 - (1 — @)
Gleichung 2-1: Gleichung fiir die Berechnung des Verteilungskoeffizienten P als Maf fiir die

P =

Lipophilie. Der Grad der Dissoziation in Wasser wird durch a angegeben.

Eine weitere wichtige Eigenschaft eines Medikaments ist die orale
Bioverflgbarkeit. Der Erfolg eines Medikaments kann durchaus davon abhangig
sein, ob es bequem peroral verabreicht werden kann oder ob eine andere
Applikationsform gewahlt werden muR. Um abzuschatzen, ob ein Wirkstoff oral
verfligbar ist, wurden von CHRISTOPHER LIPINSKI et al. etwa 2000 oral
verabreichbare Medikamente auf gemeinsame Eigenschaften analysiert. Die
Ergebnisse wurden 1997 in den Lipinski-Regeln, den ,Lipinski‘s Rule of Five“
bzw. ,Pfizer’s rule of five“, festgehalten.[18'19] Demnach sollte ein Wirkstoff
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folgende Eigenschaften besitzen, damit er oral verfligbar ist:

* LogP<5

* Molekulargewicht < 500 g/mol

* Anzahl an Wasserstoffbriickendonoren <5

* Anzahl an Wasserstoffbriickenakzeptoren < 10

* eine der vorhergehenden Regeln darf gebrochen werden

Dabei sollte man diese Regeln mehr als einen Anhaltspunkt denn als Regel
verstehen, da mehrere Beispiele existieren, bei denen Wirkstoffe Eigenschaften
besitzen, die teilweise keiner dieser ,Regeln” standhalten, aber dennoch oral
verfligbar sind, wie z.B. Cyclosporin. Daher wurden die Regeln 1999 von GHOSE

et al.”

noch prazisiert. Die Veber-Regeln wiederum prognostizieren orale
Verfligbarkeit fur Substanzen mit weniger als 10 rotierbaren Bindungen und
mit einer polaren Oberflache von weniger als 140 A2 Das entspricht in etwa
einer Verbindung mit weniger als 12 Wasserstoffbriickendonoren/-akzeptoren.

Alle diese Regeln postulieren Eigenschaften, die Verbindungen besitzen
sollten, damit sie oral verfligbar sind. Jedoch ist die Erfiillung dieser Regeln auf
keinen Fall eine Garantie fiir orale Bioverfligbarkeit, sondern viel mehr eine
Voraussetzung. Sie sagen auch nichts Uber die metabolische Stabilitat aus.
Diese und andere pharmakologische Eigenschaften werden durch die ADMET-
Parameter ausgedriickt. ADMET steht dabei flr adsorption, distribution,

metabolism, elimination und toxicity."*”

Fir die Entwicklung eines
Medikaments missen alle Parameter berilicksichtigt und permanent verbessert

werden.




3 N-methylierte Peptide

3. N-methylierte Peptide

3.1. Natiirlich vorkommende N-methylierte Peptide

Es gibt mehrere natiirlich vorkommende, biologisch aktive Verbindungen, die
aus N-methylierten Aminosduren aufgebaut sind. Zu lhnen gehdéren die
Cyclosporine, Dolastatine, Didemnine u.a. Sie entstammen Pflanzen,
Meeresorganismen und verschiedenen Mikroorganismen und haben sehr

interessante pharmakologische Eigenschaften.”**

Abbildung 3-1: Cyclosporin A

Cyclosporin A (siehe Abbildung 3-1) beispielsweise wird aus Trichoderma
polysporum gewonnen.[26] Es handelt sich bei dieser Verbindung um ein
cyclisches Undecapeptid, welches 7 N-methylierte Aminosauren beinhaltet. Als
Immunosupressivum findet es breite Anwendung in der
Transplantationsmedizin.

I=

Abbildung 3-2: Dolastatin 10
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Abbildung 3-3: Dolastatin 15

Die Dolastatine (siehe Abbildung 3-2 und Abbildung 3-3), eine weitere Gruppe
N-methylierter linearer und cyclischer Peptide und Depsipeptide, wurden 1987
das erste Mal aus dem Seehasen (Dolabella auricularia) isoliert.””! Besonders
Dolastatin 10 und Dolastatin 15 sind aufgrund ihrer stark zytostatischen

Wirkung im Fokus der Krebsforschung.[28]

Abbildung 3-4: Omphalotin A

Omphalotin (siehe Abbildung 3-4) hingegen ist selektiv wirksam gegen
phytopathogene Nematoden. Bei Omphalotin handelt es sich um ein
Dodecapeptid mit 9 N-Methylgruppen. Es wurde aus dem Basidienpilz

Omphalotus olearius isoliert.?’!
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Abbildung 3-5: /1B-01212

Weiterhin gibt es noch N-methylierte cyclische Depsipeptide, wie z.B. die
Verbindung 1B-01212, ein symmetrisches und cyclisches Octadepsipeptid,
welches wachstumsinhibierend gegen zahlreiche Krebsarten wirkt (siehe
Abbildung 3-5).B5%

3.2. Strukturelle und pharmakologische Auswirkungen
der N-Methylierungen

Im Abschnitt 2 wurden die Vorteile und die Nachteile peptidischer Wirkstoffe
beschrieben. Die N-Methylierung wurde als eine Methode erwahnt, mit der
sich die strukturellen Eigenschaften von Peptiden beeinflussen ladsst, bei
gleichzeitiger Verbesserung der proteolytischen Stabilitat.®**% Zudem kann
man eine bessere Rezeptorselektivitit,>*>*! eine bessere Wirksamkeit®*® und
Bioverfigbarkeit®” erreichen. In extremen Fillen ist es sogar méglich, durch
mehrfache N-Methylierung orale Bioverfligbarkeit zu erIangen.[4°’43]

Das Konzept des N-Methyl-scans wurde 1973 von SUGANO et al. eingefiihrt'*
und ist seitdem in zahlreichen Beispielen angewendet worden. Ein prominentes
Beispiel ist die Synthese des cyclischen RGD-Peptids c[Arg-Gly-Asp-DPhe-
(Me)Val], einem der aktivsten (0.5 nM) und selektivsten Inhibitoren fiir das
avB3-Integrin.?#*! Unter dem Namen ,Cilengitide“ (Merck KGaA, Darmstadt)
befindet es sich bereits in der klinischen Phase lll als Medikament fir die
Behandlung von Gehirntumoren. Oral verfligbar ist Cilengitide jedoch nicht.

Die N-Methylierung beeinflusst nicht nur die Konformation der dadurch

modifizierten Aminosaure, sondern auch die Konformation der in der Sequenz

9




3 N-methylierte Peptide

vorausgehenden Aminosdaure sowie des gesamten Peptid-RUckgrats.Mel

Dadurch werden intra- und intermolekulare Wasserstoffbriicken verhindert,
die normalerweise die Konformation des Peptids stabilisieren. Es werden die
enzymatischen Angriffspunkte blockiert, wodurch die proteolytische Stabilitat
und somit die pharmakokinetischen Eigenschaften verbessert werden.
Gleichzeitig wird die Peptidbindung aufgrund dieser Modifikation lipophiler,
wodurch das Molekil besser mit hydrophoben Bindungstaschen interagieren
kann. Das wiederum kann zu einer verbesserten Membranpermeabilitat

[47,48]

flhren. Zudem wird durch den Austausch von Amidprotonen mit

Methylgruppen das Auftreten von cis-Peptidbindungen gegeniber trans-

Peptidbindungen erleichtert.'*”!

3.3. Die Synthese N-methylierter Peptide

Bereits 1913 bzw. 1915 wurden von EMIL FISCHER die ersten Synthesen N-
methylierter Aminosauren durchgefihrt. Damals wurden monomethylierte
Aminosauren mit Hilfe ihrer p-Toluolsulfonsdurederivate und Methyliodid
hergestellt.[50’51] In den frihen 1970er Jahren wurde dann eine Methode fiir die
direkte N-Methylierung von tert-Butyloxycarbonyl- (Boc) und
Benzyloxycarbonyl-geschiitzten (Cbz) Aminosauren entwickelt. Dort wurde mit

H 0O I\Ille @]
NaH N
R(N%OH S Ry })J\O‘Na"
CH.l
R, E R,

oder
(CH;),S0,

R1 = Chz, Boc

R2 = Aminosdurenseitenkette

Abbildung 3-6: Die direkte Methylierung Cbz- und Boc-geschiitzter Aminoséuren.

Natriumhydrid und Methyliodid methyliert (siehe Abbildung 3-6), wobei eine
passable Enantiomerenreinheit erreicht wurde. Es gibt zahlreiche weitere
Methoden, die u.a. die direkte Methylierung,[51'58] die reduktive Aminierung,[sg'
%I die Generierung von Oxazolidinonen und deren Weiterreaktionen zu den N-

[67-71]

Methyl-Aminosduren fir die Synthese N-methylierter Aminosauren

10
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verwenden. Einige Strategien befassen sich mit dem Gebrauch von

[72]

Immoniumionen in Diels-Alder-/Retro-Diels-Alder-Sequenzen, der

nucleophilen Substitution von Triflaten,” der Hydroxyaminierung chiraler

741 und der Mitsunobu-Reaktion.” Es sollen im weiteren Verlauf die

Enolate
gebrauchlichsten und fir diese Arbeit verwendeten Methoden beschrieben

werden.

3.3.1. Die N-Methylierung von Aminosauren in Losung

Eine sehr gangige und allgemein anerkannte Methode, Fmoc-Aminosauren zu
methylieren, wurde von FREIDINGER et al. entwickelt.””! Bei dieser Methode
handelt es sich um eine zweistufige Synthese, wobei im ersten Schritt die
9-Fluorenylmethoxycarbonyl-geschitzte (Fmoc) Aminosaure mit
Paraformaldehyd zum 5-Oxazolidinon reagiert, welches im zweiten Schritt mit
Trifluoressigsaure (TFA) und Triethylsilan gedffnet wird (siehe Abbildung 3-7).
Als Produkt bleibt die N-methylierte Fmoc-Aminosaure, die dann direkt in der
Festphasensynthese verwendet werden kann. Diese Reaktion liefert

(CHzo)n
H 0 p-'ll'folug!- l/o . _I|E_'|c:3£|H I\|{/|Ie 0
Frmac” %\OH suTonsaure Fmoc’Nf ——»  Fmoc” g)J\OH
R Toluol R CHCI,

R = Amincsaurenseitenkette
Abbildung 3-7: Die FREIDINGER-Methode'®”  zur N-Methylierung  Fmoc-geschiitzter
Aminosduren.

oftmals sehr gute Ausbeuten. Leider funktioniert sie nur mit Aminosauren ohne
funktionelle Gruppen in den Seitenketten. AuBerdem ist aufgrund des stark
sauren zweiten Reaktionsschritts die Verwendung von saurelabilen
Schutzgruppen nicht moglich. Durch eine Erweiterung dieser Methode konnte
dies zum Teil ermdglicht werden. Dabei wird zum Offnen des 5-Oxazolidinons

anstatt Trifluoressigsiure (TFA) eine Lewissiure verwendet (Abbildung 3-8).7°!
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ro o ieq.E\ICEH Me O
. Et
Fmoc’N\Q: £54 20 Fmoc’N\g)kOH
R(sG)  CH,Cl, R(SG)

SG = Boc, Bz, tBu, Alloc, Cbz

Abbildung 3-8: Die Oxazolidinondffnung mit Hilfe von Lewis-Séure als Erweiterung der

FREIDINGER-Methode erlaubt die Verwendung von sdurelabilen Schutzgruppen.[ 76]

Erkauft wird diese leicht universellere Anwendung mit einem weiteren
Reinigungsschritt des finalen Produkts. Eine weitere Verbesserung der
ursprunglichen Reaktion konnte durch den Einsatz von Mikrowellenstrahlung
erreicht werden.””! Dadurch reduziert sich die Reaktionszeit von ca. einem Tag
fur beide Reaktionsschritte deutlich, da unter Mikrowelleneinfluss ca. drei
Minuten fir die Bildung des Oxazolidinons und nur eine Minute fir den
zweiten Reaktionsschritt, die Offnung des Oxazolidinons zur N-methylierten
Fmoc-Aminosaure, benotigt werden.

Eine weitere Methode zur N-Methylierung verschiedener Aminosauren mit
gingigen Seitenkettenschutzgruppen wurde von BirRon et al.”’® in unserem
Arbeitskreis eingefuhrt (siehe Abbildung 3-9). Diese Methode ist kompatibel
mit der Fmoc-Strategie der Festphasensynthese und basiert auf der Synthese
N-methylierter Aminosduren Uber ihre Sulfonamide (siehe auch Abschnitt

3.3.2).
) 1 eq. 2-NBSC| g0
cr +H3N\)J\ _Me  2eq. Et;N _N _Me
-0 - s7 o
- {DCM) SN
R R

RT

(DMF}

I\Ifle 0 Me O
,N\)k 4eq. Lil N Me
S , OH - ST ™ ol
o o = {ACOEt) SNl

O
NO, R Reflux NG, O R
16 h

Abbildung 3-9: Die Synthese von N°*-Methyl-N*-0-NBS-a-Aminosduren in Lésung nach BIRON
et al.l”®
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Sie umfaRt drei Schritte und geht von den a-Aminosdauremethylestern aus, die
im ersten Schritt mit der SCHOTTEN-BAUMANN-Prozedur™ mit 2-NBSCI und Et;N
in die ortho-Nitrobenzolsulfonyl-geschiitzten (oNBS) Derivate Uberfihrt
werden. Im zweiten Schritt wird die a-Aminofunktion mit Dimethylsulfat und
DBU in nur 15 Minuten alkyliert. Im dritten Schritt erfolgt die Verseifung des
Methylesters. Da  N*-Methyl-N*-0-NBS-a-Aminosduren  bekanntermaRen

5366801 uR die Verseifung

leichter racemisieren als normale Aminosadureester,
auf eine milde und neutrale Art und Weise erfolgen. Dabei hat sich
Lithiumiodid in refluxierendem Essigsaureethylester als Methode der Wahl
herausgestellt. Nach 16 Stunden erhalt man die
N°-Methyl-N®-oNBS-a-Aminosduren ohne jede weitere Aufreinigung in
Ausbeuten von 83-99%. Lediglich bei tritylgeschitztem Cystein und Histidin
sind die Ausbeuten besonders im Verseifungsschritt eher schlecht (35% bzw.
33%)."81 AnschlieRend kénnen die N-methylierten Aminosaurederivate in der
Festphasensynthese verwendet werden. Nach dem Ankuppeln wird die o-NBS-
Schutzgruppe mit 2-Mercaptoethanol und Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
(DBU), wie im Abschnitt 3.3.2 beschrieben, an der Festphase entfernt. Durch
die direkte Verwendung der oNBS-geschiitzten Aminosauren fir die
Festphasensynthese, erspart man sich eine etwas mihsamere und langere
Entschitzungsprozedur in Losung mit geringeren Ausbeuten. Zudem sind die o-
NBS-geschiitzten Aminosauren langer lagerfahig.

3.3.2. Die N-Methylierung von Aminosauren und Peptiden an
der Festphase

Im Unterschied zu den oben erwahnten Methoden besteht die Moglichkeit,
Aminosauren an der Festphase zu N-methylieren. Die daflr gebrauchlichste
und effizienteste Methode wurde zuerst von MILLER und SCANLAN beschrieben
(siehe Abbildung 3-10).%"%
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R1 0 3 eq. 2-NBSCI R1 0
H,N -~ >0 - N -~ >0
5 e TS
2 RT, 2h 2
NO,
N 3-5 eq. 1-Methylsulfonyl-
2-4 eq. )\ -4-nitrobenzol

N \N (DMF)
| RT, 30 min.
MTBD

Y

R1 H 0 10 eq. 2-Mercaptoethanol 0.0 R1 H 0
N 5 eq. DBU 57 N
i - (OMF -
Me O R, (DMF) e O R,

\
RT, 30 min NOY

Abbildung 3-10: Die dreistufige Synthese fiir die N-Methylierung der N-terminalen

Aminosdure an der Festphase nach MILLER und SCANLAN. 81

Das Peptid wird dabei bis zu der Aminosaure synthetisiert, die N-methyliert
werden soll. Zunachst wird die Fmoc-Schutzgruppe entfernt. Als nachstes wird
die freie Aminofunktion mit o-Nitrobenzolsulfonylchlorid (2-NBSCl) als
Sulfonamid geschitzt. Fir die anschlieBende Alkylierung stehen mehrere
Moglichkeiten zur Wahl. Zum einen kann sie durch Alkylierungsreagenzien wie
Dimethylsulfat oder 1-Methylsulfonyl-4-nitrobenzol erfolgen. Die
Deprotonierung des Sulfonamids wird hierbei mit der starken, sterisch
anspruchsvollen und nicht-ionischen Base 7-Methyl-1,5,7-
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-en (MTBD) vorgenommen. Zum anderen gelingt die
Methylierung auch unter Mitsunobu-Bedingungen. Das harzgebundene
Sulfonamid wird dabei mit Triphenylphosphin, MeOH und
Diethylazodicarboxylat (DEAD) oder Diisopropylazodicarboxylat (DIAD)
umgesetzt.[83] Nun erfolgt die Entfernung der o-NBS-Schutzgruppe durch
B mit B-Mercaptoethanol und DBU. B!
Ein Nachteil dieser Prozedur sind die relativ langen Reaktionszeiten. Alle drei

nucleophile aromatische Substitution
Schritte zusammen benotigen eine Reaktionszeit von mehr als drei Stunden.

Weiterhin ist die Base MTBD sehr teuer. Um diese Nachteile zu beseitigen,
wurde dieses Verfahren von BIRON et al. optimiert (siehe Abbildung 3-11).7®
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R, 0 4 eq. 2-NBSCI Ry o
IS D  10eq. Colidin 5520 SN 9
H,N 0 i H - °
I : (NMP) oo R
2 RT, 10 min. NO, 2
ENTWEDER ODER
1.) 3 eq. DBU
(NMP)
3 min. > ed. Ph3P
2.) 10 eq. DMS 10 eq. MeOH
(NMP) 5 eq. DIAD
2 min. (THF)
3) Wiec.lerholen VON | RT, 10 min.
Schritt 1 und 2
Ry H 0 10 eq. 2-Mercaptoethanol 0~_0 Ry H 0
N\/U\ 5eq. DBU >57 N\/lk
HN e P) ©: N -0
Me O R, RT, 2x5 min. nove O R
2

Abbildung 3-11: Die durch Biron et al. verbesserte Festphasensynthese N-methylierter

Aminosduren und Peptide. 78]

Durch die Verwendung von N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) anstatt
Dichlormethan (DCM) als Losungsmittel und Collidin (10 eq.) als Base, erfolgt
im ersten Schritt das Schitzen der freien Aminofunktion mit o-NBSCI (4 eq.) als
o-Nitrobenzolsulfonsaureamid in nur 15 Minuten mit einer Reinheit von > 99%
ohne sichtbare Racemisierung. Auch der zweite Schritt, die Alkylierung, konnte
durch die Verwendung von DBU (3 eq.) als Base anstatt MTBD wesentlich
Okonomischer gestaltet werden. Mit 10 eq. Dimethylsulfat (DMS) als
Alkylierungsmittel und NMP erhdlt man eine Ausbeute von > 99%, ebenfalls
ohne Racemisierung. Alternativ kann man die Alkylierung auch unter
MiTsuNoBU-Bedingungen durchfiihren. Dadurch kann man Nebenreaktionen
vermeiden, die bei der Alkylierung von His(Trt) mit DMS entstehen.® Bei
dieser Prozedur von YANG und CHiU®®®! reagieren 5 eq. PPh3, 10 eq. MeOH und 5
eq. DEAD in Tetrahydrofuran (THF) mit dem NBS-geschiitzen N-Terminus
innerhalb von einer Stunde zum methylierten Produkt. Auch hier konnte die
Reaktionszeit durch Biron et al.”®! mit Hilfe von HPLC-monitoring auf 10
Minuten gesenkt werden. Somit ist diese Alkylierungsvariante eine sehr gute
Alternative und kompatibel mit den gdangigen Aminosauren, auch mit His(Trt).
Einzig den Losungsmittelwechsel von NMP auf THF kann man als nachteilig
auffassen. Allerdings ist kein absolutes THF notig, wie teilweise angegeben
wird.!®!
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Das Entschitzen der NBS-Schutzgruppe ist ebenfalls mit geringem zeitlichem
Aufwand verbunden. Durch den Austausch von DMF gegen NMP konnte die
Reaktionszeit bei Verwendung von 10 eq. B-Mercaptoethanol und 5 eq. DBU
von 30 Minuten®®? quf 2 x 5 Minuten gesenkt werden.”® Das Entschitzen
funktioniert vorteilhafterweise nur fiir methylierte Aminofunktionen.

Trotz dieser und zahlreicher weiterer Methoden, sind die kduflich erwerbbaren

N-methylierten Aminosauren zu einem Grof3teil immer noch sehr teuer.’®®
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4. Allgemeine Methoden der Peptidsynthese

Fir die Synthese der Peptide wurde im Rahmen dieser Arbeit die von R. B.
MERRIFIELD 1963 entwickelte Festphasensynthese (solid phase peptide synthesis,
SPPS) verwendet.®”®® Bei dieser Methode wird im ersten Schritt eine partiell
geschiitzte Aminosaure Uber einen dazu orthogonalen Linker (siehe Abbildung
4-1) an einen polymeren Trager gebunden. Als polymere Trager werden v.a. mit
Divinylbenzol quervernetztes Polystyrolharz und TentaGel-Harz (Polystyrolharz
mit zusatzlichem Polyethylenglykol-Linker) verwendet. Die Festphasensynthese
ermoglicht nahezu quantitative Umsatze durch den Einsatz von Reagenzien in
hohen Uberschiissen. AnschlieBend kénnen sich in Losung befindliche
Nebenprodukte und nicht abreagierte Reagenzien von der Festphase durch
Filtration abgetrennt werden.

® L
Cl O O Fmoc
N
e
“Q
2-Chlor-tritylchlorid-Harz Sieber-Amid-Harz
"Barlos-Harz"

OCH,

I OCH,4
Fmoc .
N Br
H
e "

Rink-Amid-Harz Bromo-Wang-Harz
Abbildung 4-1: Verschiedene Linker-Typen fiir die SPPS.

Die Art des Linkers entscheidet Gber die Reaktionsbedingungen, unter denen
die erste Aminosaure an den polymeren Trager gekuppelt wird und unter
denen sich das fertige Peptid wieder abspalten 1aRt. Im Falle der Amid-Harze
wird die erste Aminosaure an die zuvor Fmoc-entschiitzte Aminofunktion des
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Linkers mit Hilfe von Kupplungsreagenzien gekuppelt. Beim Abspalten von der
festen Phase durch 95%-ige TFA-LOsung erfolgt bereits eine Modifikation des
Peptids: man erhalt kein freie Carboxylfunktion am C-Terminus, sondern ein
Saureamid. Beim Tritylchloridpolysterol-Harz (TCP-Harz) erfolgt eine
Abspaltung schon durch Essigsaure bzw. Hexafluoroisopropanol (HFIP) (siehe
Abbildung 4-2).

Harzbelegung

N
PG,” OH
R,(PG,) H
(ke ) = P&~ %00
Z.b.
Linker = TCP-Harz: R1
DIPEA (PG,)
(DCM)

Kupplung der nachsten Aminosauren

z.B.
o PG, = Fmoc:
H O% Piperidin in NMP
N
PG, %o }*om—o
Rl
(PG,) (PG )
N
PG~ OH
1 R,(PG,) *H
H,N 2P PG N
2 }*o T PN ?AOO
Kupplungsreagenzien H
Ry z.B.: 0 R,
(PG,) TBTU/HOBt (PG,)
DIPEA
(NMP)

Abspalten des Peptids von der festen Phase

PG HOAc / TFE
n+1 H bzw.
HRP
O—M—O H-(Xaa(PG,)),-OH
TEA /TIPS
H-(Xaa),-OH

Abbildung 4-2: Systematische Darstellung der Synthese von Peptiden nach MERRIFIELD und

CArRPINO.  PG,: permanente  Schutzgruppe; PGy tempordre Schutzgruppe; Xaa:

Aminoséure.’”%
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Die Peptide wurden mit Hilfe der Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppenstrategie von
CARPINO et al. synthetisiert.’®”® Der Aufbau der Peptide erfolgt vom C-Terminus

zum N-Terminus. Als temporare Schutzgruppen dienen dabei die Fmoc-

Schutzgruppe und die oNBS-Schutzgruppe. Diese konnen unter relativ milden

basischen Bedingungen, z.B. im Falle der Fmoc-Schutzgruppe durch eine 20
%-ige Losung aus Piperidin in NMP oder N,N-Dimethylformamid (DMF)

abgespalten werden.

Tabelle 4-1: Ubersicht iiber héufig verwendete Kupplungsreagenzien.

Phosphoniumreagenzien

Uroniumreagenzien

Carbodiimidreagenzien

saurehalogenierende

Reagenzien

®
o—P(NMe,),
i

!
N®
\IN
)
NMe
@ 2

S)

Me,N
Bh/eP%

-

N=C=N

O

DcC

TBTU/HBTU

Q

cliCo )k ccl,

o} (s}

BTC (Triphosgen)

HATU
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Nachdem die erste Aminosdure Uber den Linker mit der festen Phase
verbunden wurde, wird im nachsten Schritt zunachst die temporare
Schutzgruppe entfernt, bevor eine weitere temporar geschitzte Aminosaure
gekuppelt werden kann. Durch Wiederholung dieses Vorgangs wird die
Darstellung der Peptidkette mit der gewlinschten Aminosauresequenz erreicht
(siehe Abbildung 4-2).

Flr das Kuppeln einer Aminosaure an eine andere steht inzwischen ein grol3es
Arsenal an Kupplungsreagenzien zur Verfligung (siehe Tabelle 4-1). Dabei
wurde im Rahmen dieser Arbeit flir Kupplungen an nicht-N-methylierte
Aminosauren hauptsachlich 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU) verwendet. Fir Kupplungen an N-
methylierte Aminosauren kam O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’,-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU) zum Einsatz, weil dort die
Kupplungseffizienz von TBTU nicht mehr ausreicht. TBTU und HATU gehoéren zu
der Klasse der Uronium-Reagenzien. Bei diesen wird im ersten Reaktionsschritt
eine sehr reaktive Acyluronium-Spezies gebildet, die dann durch die gute
Abgangsgruppe 1-Hydroxybenzotriazol (HOBLt) bzw. 1-Hydroxy-7-
azabenzotriazol (HOAt) substituiert wird. Das Acyluroniumintermediat kann
Uber den Urethansauerstoff einer Carbamatschutzgruppe zum 5(4H)-Oxazolon
cyclisieren, welches unter Basenkatalyse sehr leicht epimerisieren kann.
Deshalb gibt man geeignete Additive (siehe Abbildung 4-3) zum
Reaktionsgemisch, welche das reaktive Acyluroniumderivat abfangen und das
Gleichwicht zum Aktivester verschieben.®*?” |m Falle von TBTU gibt man
beispielsweise HOBt, und im Falle von HATU gibt man HOAt zu. Es hat sich
zudem gezeigt, dass durch Zugabe dieser Additive die Reaktionsrate erhoht
werden kann.”" Bei Verwendung von Carbodiimiden, verhindert der Zusatz
dieser Additive die Bildung der N-acylierten Carbodiimide. Durch den Einsatz
sterisch anspruchsvoller bzw. schwacher Basen, kann die Racemisierung
weiterhin unterdriickt werden.
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X PH 2
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Abbildung 4-3: Einige Additive fiir die Kupplung von in situ-aktivierten Aminosdéuren.

Damit es nicht zu Nebenreaktionen mit funktionellen Gruppen der Seitenketten
kommt, werden diese durch permanente, orthogonale Schutzgruppen
geschitzt. FUr Fmoc-Aminosauren werden standardmafig saurelabile
Schutzgruppen verwendet. Werden diese abgespalten, entstehen
Carbokationen, die u.U. nucleophile Aminosadureseitenketten irreversibel
alkylieren. Dies 1aBt sich durch den Zusatz von Abfangreagenzien (scavenger)
vermeiden. Dabei handelt es sich um Nucleophile wie Thioanisol oder
Ethandithiol,”® welche die Kationen abfangen. Diese recht geruchsintensiven
und teilweise stark giftigen Thiole werden neuerdings durch das geruchslose
aber sehr effektive Triisopropylsilan (TIPS) ersetzt.”® Sollen einzelne
Seitenketten selektiv entschiitzt werden, bietet sich der Einsatz von weiteren
orthogonalen Schutzgruppen an (siehe Tabelle 4-2). Daflir eignen sich
beispielsweise photolabile Schutzgruppen oder Schutzgruppen, die unter
anderen chemischen Bedingungen abgespalten werden kénnen, wie z.B. durch
die Einwirkung von Pd° (Allyl/Alloc) oder Hydrazinhydrat (Dmab).

Tabelle 4-2: Hdufig verwendete Seitenkettenschutzgruppen fiir ausgewdhlte Aminosduren.

Aminosdure Schutzgruppe Abklirzung

Lysin Allyloxycarbonyl Alloc
tert-Butyloxycarbonyl Boc

Tryptophan tert-Butyloxycarbonyl Boc

Arginin 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5- Pbf
sulfonyl

Histidin Trityl Trt

Asparaginsaure tert-Butylester tBu
Allylester Allyl
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Die Abspaltung des linearen Peptides erfolgt bei Verwendung eines
Tritylchlorid-Linkers unter schwach sauren Bedingungen, z.B. mit HFIP®Y oder
durch eine Losung aus Essigsaure und Trifluorethanol in DCM. Sollen
gleichzeitig saurelabile Seitenkettenschutzgruppen entfernt werden, bendtigt
man starker saure Bedingungen, welche man durch Gemische aus TFA, Wasser
und TIPS als Abfangreagenz erreichen kann. Beim Rink-Amid-Harz wird zur
Abspaltung eine 95%-ige TFA-LOsung bendtigt, sodass man hier bei
Verwendung von saurelabilen Schutzgruppen immer ein vollstandig
entschitztes Peptid als Abspaltprodukt erhalt.

Bei Cyclisierungen unterscheidet man prinzipiell zwischen backbone-to-
backbone-, sidechain-to-sidechain- und backbone-to-sidechain-
CycIisierungen.[86] Diese konnen durch die Reaktion eines Carboxylats mit einer
Aminofunktion unter Knlipfung einer neuen Amidbindung realisiert werden. Es
sind aber auch andere Verknipfungen denkbar, z.B. in Form von
Disulfidbriicken. Wird Uber eine Amidbindung cyclisiert, muss wie bei der
normalen Peptidkupplung die Carboxylfunktion aktiviert werden. Hierbei kann
man sich der zahlreichen Kupplungsreagenzien bedienen, jedoch hat sich fir
diesen Zweck die Cyclisierung in Losung mit DPPA und NaHCO; als Base sehr
bewahrt. Die Reaktion wird nach dem Verdiinnungsprinzip durchgefiihrt, d.h.
mit einer Peptidkonzentration von < 1-1073 mol/L, um intermolekulare
Reaktionen zwischen den linearen Peptiden auszuschliel3en. Bei sidechain-to-
sidechain-Cyclisierungen ist aber durchaus eine Durchfliihrung der Reaktion an
der festen Phase moglich, obwohl sie erfahrungsgemalk den Cyclisierungen in
Losung oftmals unterlegen sind. Durch die relativ hohe effektive Konzentration
der reaktiven Gruppen konnen Nebenreaktionen wie beispielsweise
Cyclodimerisierungen viel 6fter und starker auftreten. Bei Cyclisierungen an der
Festphase kann z.B. durch Zugabe von Kupplungsreagenzien eine entschitzte
Carboxylfunktion an eine Aminofunktion gekuppelt werden.
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5. N-methylierte MTII-Analoga als Liganden
fur die Melanocortinrezeptoren

5.1. Das Proopiomelanocortinsystem

Das Proopiomelanocortinsystem umfasst das Praprohormon
Proopiomelanocortin (POMC), die aus POMC hervorgehenden zahlreichen
hormonellen Spaltprodukte und die funf verschiedenen
Melanocortinrezeptoren, auf welche diese hormonellen Produkte agonistisch
wirken, wodurch eine grolRe Zahl physiologischer Funktionen im Korper
reguliert wird. Zusatzlich zu den vom POMC abstammenden hormonellen
messengern existieren noch zwei natlrlich vorkommende und miteinander
konkurrierende Antagonisten, Agouti und agouti-related protein (AGRP), die
ebenfalls wichtige regulierende Rollen im POMC-System einnehmen.

5.2. Proopiomelanocortin

POMC ist ein 31 kDa grolRes Protein, welches die Aminosdauresequenzen einer
Reihe biologisch wichtiger Hormone beinhaltet, selbst aber funktionell inaktiv
ist (siehe Abbildung 5-1). Der Name ,,Proopiomelanocortin” beinhaltet die drei
Hormonklassen, flir welche POMC das Praprohormon darstellt: die
Melanotropine und Corticotropin, welche unter dem Begriff Melanocortine
zusammengefasst werden, und die opiatdahnlichen Peptide oder Opioide. Das
POMC-Gen wird hauptsachlich in zwei Bereichen der Hypophyse, namlich dem
Hypophysenvorderlappen und dem Hypophysenzwischenlappen, exprimiert.
Die produzierenden Zellen im Hypophysenvorderlappen heiRen kortikotrophe
Zellen, und im Hypophysenzwischenlappen melanotrophe Zellen.”” pomcC-
MRNA wurde aber auch in zahlreichen anderen Gewebearten, wie z.B. im
Gehirn, auf Lymphozyten, im Hoden, in der Haut, in der Schilddriise, der
Plazenta, der Bauchspeicheldriise, im Darm, in der Nebenniere und der Leber
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nachgewiesen.[%] Die Transkripte liegen jedoch zum Grof3teil nicht in voller
Lange vor. Dadurch kann die Translation nicht in voller Effizienz durchgefiihrt
werden und somit ist die Menge an produziertem Protein in diesen Geweben

im Allgemeinen relativ gering.[97]

Exon 1 Exon 2 Exon 3
-’ z . . s 3 5 - v ’ N N
&7 , - \
% 7 o \
# 27 P N
- 7 - N
= % P \
- 7 - \
- SE e i\
- , - N
14 s -7 L4 20 Ro 3 v
- POCOEEE B S g 5% L £ £ %
2 B ’, - o0 oo @ ‘_>,' @ o 0 @ @ @ N
54 L4 < < = T < = = = S
Signal- PLET B-Endorphir
Sequenz 1-26/7
VI-MSH o-MSH Clip B-MSH
B-Endorphir
Verbindungs- y-LPH
y3-MSH peptid ACTH
N-POMC 1-76 B-LPH
|:] nichtkonservierter Abschnitt - nichttranslatiertes Exon
|:| konservierter Abschnitt - translatiertes Exon

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung des POMC-Gens und Proteins. Es sind die

proteolytischen Schnittstellen und die daraus resultierenden peptidischen Schnittprodukte

dargestellt. 53]

Wie in Abbildung 5-1 dargestellt, existieren in der POMC-Sequenz acht Paare
und ein Quadruplett von basischen Aminosduren (Kombinationen aus Arg und
Lys). Diese Paare markieren die Schnittstellen, an denen das Protein von
Endopeptidasen in die hormonell wirksamen Peptide zerschnitten wird. Welche
Peptidzusammensetzung nach der Prozessierung vorliegt, hangt vom
Gewebetyp ab, in dem das Protein prozessiert wird, denn je nach Gewebe
liegen die proteolytischen Enzyme in unterschiedlichen Konzentrationen vor.
Dabei unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Endopeptidasen, der
Prohormonkonvertase 1 und 2 (PC1 & PC2), welche POMC an den basischen
Aminosaurepaaren in einer spezifischen Reihenfolge zerlegen. PC1 spaltet
POMC grob in N-POMC 1-76, in das Verbindungspeptid, adrenocorticotrophes
Hormon (ACTH) und B-Lipotropin (B-LPH). PC2 prozessiert die Spaltprodukte
von PC1 und erzeugt somit u.a. y-MSH, a-MSH und B-MSH (MSH =
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Melanozyten-stimulierendes Hormon). In der Adenohypophyse wird POMC
beispielsweise hauptsachlich durch PC1l in pro-y-MSH, ACTH und [B-LPH

982001 3_) pH allerdings wird unter Bildung von B-Endorphin

gespalten.
weitergespalten. Im Pars Intermedia, dem Hypophysenzwischenlappen, wie
auch in vielen anderen Gewebstypen, findet die Aufspaltung durch PC2 zu den

kleineren Peptiden in viel groBerem Ausmal statt.

5.3. Die Melanocortine

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwdahnt, umfallt der Begriff
»,Melanocortine” die Melanotropine (a-MSH, B-MSH, y-MSH) und Corticotropin
(ACTH). Die Melanotropine haben ihren Namen aufgrund ihrer Wirkung auf die
Melanozyten in der Haut, das Corticotropin aufgrund seiner Aktivitat auf den

Cortex glandulae suprarenalis, der Nebennierenrinde.!**"

Tabelle 5-1: Die Sequenzen der Melanocortine, wie sie im menschlichen Organismus
vorkommen. Das fettgedruckte und umrandete Motiv ist in allen Melanocortinen vorhanden
und ist notwendig fiir melanotropische Aktivitdit.

ACTH(1-39) H-SYSME | HFRW | GKPVGKKRRPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF-OH
o-MSH Ac-SYSME | HFRW | GKPV-NH,

B-MSH H-AEKKDEGPYRME | HFRW | GSPPKD-OH

y-MSH H-YVYMG | HFRW | DRF-OH

Allen Melanocortinen ist die Core-Sequenz HFRW gemein, welche als minimales
Erkennungsmotiv fir melanotropische Aktivitdt notwendig ist (siehe Tabelle
5-1).11921%81 Bis  auf y-MSH haben die Melanocortine eine konservierte
Peptidheptasequenz. Die Aminosauresequenz von a-MSH ist identisch mit der
des N-Terminus’ von ACTH, denn es geht aus diesem durch proteolytische
Spaltung durch die PC2 hervor. Es unterscheidet sich jedoch von den anderen
Melanocortinen durch seinen acetylierten N-Teminus und seinen amidierten C-
Terminus.

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwahnt, findet man die einzelnen

Melanocortine mit verschiedener Haufigkeit in den einzelnen Gewebetypen
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eines Organismus, je nachdem, ob POMC dort exprimiert, und wie es
anschliefend durch PC1 und PC2 prozessiert wird.

So findet man a-MSH v.a. im Pars Intermedia, aber auch in anderen Teilen des
Gehirns,*?1*1%l wo es interessanterweise zum GroRteil unacetyliert
vorliegt.[losl Natirlich Idsst sich a-MSH auch in der Haut finden:"**%! dort
entsteht es durch den Abbau von lokal exprimiertem POMC in Melanozyten

(107,109 sowie in mikrovaskularen Endothelzellen.’?® Die

und Keratinozyten
Synthese und Freisetzung aus diesen Zellen wird durch Zytokine und UV-
Strahlung reguliert, was auf eine autokrine bzw. parakrine Funktionsweise von
a-MSH hindeutet.?®%! Ein weiteres Organ, in dessen Zellen a-MSH entsteht,
ist die Plazenta.™%*'" Die Expression des POMC-Gens findet dort in relativ
geringem Ausmald statt, aber aufgrund der grolRen Masse der Plazenta werden
beachtliche Mengen an POMC-Spaltprodukten in den Kreislauf abgegeben.
Neben a-MSH handelt es sich dabei auch um B-LPH, ACTH und B-Endorphin
sowie um unprozessiertes oder nur teilweise prozessiertes POMC. [110111]

B-, yv-MSH und ACTH kommen weniger haufig vor. Im Hypophysenvorderlappen
beispielsweise entsteht v.a. pro-y-MSH und ACTH neben B-LPH, welches zu
einem groBen Anteil weiter zu B-Endorphin abgebaut wird,[98100.112,113]
Weiterhin wird auch in den Lymphozyten ACTH generiert.[m]

5.4. Das Agouti- und Agouti-Related Protein

Neben den oben beschriebenen Agonisten des Melanocortinsystems — den
Melanocortinen — findet man in Organismen auch natlrlich vorkommende
Antagonisten, namlich das Agouti-Protein und das dem Agouti-Protein
verwandte Agouti-related Protein. Das Agouti-Protein, welches in Nagern
vorkommt, wird auch ASP (Agouti protein) oder einfach Agouti genannt. Das
menschliche Homologe, welches zu 85% mit dem murinen Agouti
Ubereinstimmt, wird in der Literatur oft als ASIP (Agouti signal protein)
bezeichnet. Das natlrliche Vorkommen von Antagonisten macht die
Melanocortinrezeptorfamilie einzigartig.

Der Name ,Agouti“ bezeichnet eigentlich die klassische Fellzeichnung von
Hauskatzen und von anderen Tierarten wie Degus, Kaninchen, Ratten, Mausen
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oder Meerschweinchen, die auch , tabby” oder ,wildfarben” genannt wird, und
seinen Ursprung in den Agutis hat, einer siidamerikanischen Nagertiergattung,
deren Fell eben diese Wildfarbe zeigt. Der dem Agouti-Protein zugehdrige
Genlocus wird ebenfalls Agouti genannt. Diese Fellzeichnung wird durch die
Wechselwirkung des Agouti-Proteins mit dem MCI1R ausgelost.

Signalsequenz

Mensch H,N- MLTAAVLSCALLLALPATRG
Rind H,N- MLTAVLLSCALLLAMPPLQG
Maus H,N- MLTAM_LLSCVLLLALPPTLG

Agouti VDVTRLLATLVGFLCFFTVHSHLALEETL

N-terminale Region

Mensch AQVIGLAPMVEG RRPDQAL L PEL PGLGLRAPL KKTTAEQAEEDL L QEAQAL AEVL DL QDREPRSSRR
Rind AQVGPAPLEG GRPEEAL FLEL QGLSLQPSLKRI TEEQAEESL QEAEAKAL AEVL DPEGRKPRSPRR
Maus  VQVGVAPLKG RRPDQALFPEFPGL SLNGLKKTTADRAEEVL L QKAEAL AEVL DPQNRESRSPRR
Agouti  GDDRSLRSNSSMNSLDFSSVSI V' ALNKKKKI SRKE- AEKRKRSSK ~ KKASNKKVARPPPPSPS

C-terminale Region

Mensch  CVRLHESCL GQQVPCCDPCATCYCRFFNAFCYCRKL GTAMNPCSRT- COCH
Rind CVRL HESCL GHQVPCCDPCAT CYCRFFNAFCYCRKL GTTTNPCSRT- COOH
Maus CVRL HESCL GQQVPCCDPCATCYCRFFNAFCYCRKL GTATNL CSRT- COOH
Agouti  CVATRDSCKPPAPACCDPCASCQCRFFGSACTCRVLNPN- - - C

Abbildung 5-2: Sequenzvergleich von bovinem, murinem und humanem AGRP mit murinem

Agouti. Konservierte Aminosduren sind fettgedruckt.[“5’“6]

Antagonisten kdnnen zum einen an einen Liganden binden und blockieren oder
an einen Rezeptor binden. Auf beiden Wegen ist es moglich, eine
Signalweiterleitung zu verhindern. Agouti und AGRP tun dies auf letzterem
Wege und verhindern somit die Wechselwirkungen der MCR’s mit den
Melanocortinen. %!

Das humane AGRP ist ein 132 Aminosauren-langes Protein. Die Lange kann je
nach Spezies unterschiedlich sein. Das AGRP wird im Nucleus arcuatus des
Hypothalamus gebildet. Es ist ein potenter Antagonist fiir MC3R und MC4R und
spielt dadurch eine entscheidende Rolle fiir die Nahrungsaufnahme und den

[116-118]

Energiehaushalt bei Saugetieren. So hat es zum Beispiel eine

appetitanregende Wirkung. Es konnte gezeigt werden, dass AGRP zusatzlich als
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inverser Agonist flir MC4R agieren kann, indem es dort die cAMP-Produktion
unterdriickt, die zu einem gewissen Ausmald auch ohne die Anwesenheit von
aktivierenden Melanocortinen stattfindet."***?" Agouti hingegen ist ein
Antagonist fir MC1R und MC4R. Das ASIP wird beim Menschen in den Hoden,
Eierstocken, im Herzen und zu einem geringen Ausmal} in Leber, Nieren und

Vorhaut exprimiert.[m]

5.5. Die Melanocortinrezeptoren

5.5.1. Die Struktur der Melanocortinrezeptoren

Die oben erwadhnten endogenen Liganden des Melanocortinsystems
interagieren mit den Melanocortinrezeptoren. Im Jahre 1992 wurde von
CHHAILANI und WikBerG2) und MounTioy et al.!**¥ unabhangig voneinander der
erste Melanocortinrezeptor geklont. In den darauffolgenden zwei Jahren
wurden dann vier weitere eng verwandte Rezeptoren entdeckt. Bis heute
unterscheidet man fiinf verschiedene Melanocortinrezeptoren.!*** Die MCRs
bilden eine Subfamilie innerhalb der Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Diese wiederum stellt die groBte, fur die Kommunikation von
Zellen mit lhrer Umgebung verantwortliche Plasmamembran-Rezeptorfamilie
dar. Sie besteht aus mehreren tausend Mitgliedern. Fir ihre Codierung werden

mehr als 1% des Genoms in Saugetieren benotigt.

H,N
EL1
Extrazellularraum h f EL3

Cytoplasma

IL2 / b o)
9
L1
IL3
Abbildung 5-3: Schematische Darstellung der Melanocortinrezeptoren (IL — intrazellularer

Loop; EL — extrazellularer Loop)
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Entprechend ihrer Sequenzahnlichkeit, gehoéren die Melanocortin-Rezeptoren
zur Klasse A der GPCR-Rezeptoren. Der ,Prototyp” fiir diese GPCR-
Rezeptorklasse ist Rhodopsin.ms]

Der MCIR ist einer der am meisten untersuchten und daher am besten
erforschten MCRs. Darum wird in diesem Kapitel besonderes Augenmerk auf
diesen Rezeptor gelegt. Die Melanocortinrezeptoren weisen die typischen
GPCR-Strukturmerkmale auf (siehe Abbildung 5-3): einen extrazellularen N-
Terminus, sieben transmembrane helikale Doméanen (TMs) und eine
intrazellulare C-terminale Verlangerung. Die transmembranen Helices sind
durch intrazellulare Loops (IL) und extrazellulare Loops (EL) verbunden.

Die ELs der MCRs sind relativ kurz und besonders die kurze EL2 ist
charakteristisch fir alle MCRs. Diese Eigenschaft scheint im Zusammenhang mit
der relativ hohen Grundaktivitit mehrerer MCRs zu stehen.™®! Verglichen mit
anderen GPCRs, ist die Sequenz der EL3 der MCRs ungewohnlich stark
konserviert.

An die ILs der GPCRs binden die heterotrimeren G-Proteine. Aullerdem
befinden sich dort Phosphorylierungsstellen, welche an der Regulierung der

(1271 ( wandern” des

Signalweiterleitung, der Internalisierung und des Cyclings
Rezeptors zwischen der Plasmembran und Bereichen im Inneren der Zelle)
beteiligt sind."?® An der Schnittstelle zwischen TM3 und IL2 befindet sich ein
“IDRY ™ Tripeptid, welches charakteristisch fir die Klasse A der GPCR-
Rezeptoren und ein wichtiges Element fiir die Funktionsweise des Rezeptors
ist."? Der IL3 ist unter den hMCRs nur schwach konserviert.

Die TMs sind in etwa senkrecht zur Ebene der Plasmamembran angeordnet. Die
Bindungstasche befindet sich bei den Klasse-A-GPCR-Rezeptoren unterhalb der
Oberflache der extrazellularen Seite der Plasmamembran, so auch beim hMC1R
(N3heres siehe Abschnitt 5.5.3).1130133

Die C-terminale zytosolische Verlangerung hat bei den GPCR-Rezeptoren
mehrere wichtige Funktionen. Zum Einen interagiert der Rezeptor-Ligand-
Komplex Uber diese Domane mit dem heterotrimeren G-Protein.**® zum
Anderen wird der Rezeptor mit Hilfe dieser Verlangerung in der
Plasmamembran fixiert. Dies geschieht durch Palmitoylierung oder
Myristoylierung von Cystein-Resten und die Einlagerung der langen Alkylketten

.1 Weiterhin gewdhrleistet die C-terminale

[135]

in der Lipiddoppelschich
Verlangerung einen korrekten Transport des Rezeptors innerhalb der Zelle.
Zudem befinden sich in diesem Teil des Proteins oftmals Serin- oder
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Threoninreste, welche durch Phosphorylierung an der Desensibilisierung und
der Internalisierung des Rezeptors beteiligt sind."****”! Der zytosolische, C-
terminale Teil des MC1R ist beispielsweise 19 Aminosaurereste lang. Unter den
Melanocortinrezeptoren sind davon 6 Reste konserviert.

5.5.2. Distribution und physiologische Funktionen

1961 wurde der Melanocortin-Pfad mit der Regulierung der Hautpigmentierung
beim Menschen in Zusammenhang gebracht.ms] Bis in die 90er Jahre wurden
hauptsachlich chemische und biologische Studien unternommen, um die
physiologischen Pfade des Melanocortinsystems und seine beteiligten Liganden
zu identifizieren. Die verschiedenen Melanocortinrezeptortypen kommen auf
den Zellen der unterschiedlichen Gewebearten eines Organismus verschieden
haufig vor. Der MC1R wird hauptsachlich auf Melanozyten und Keratinozyten
exprimiert und steuert dort in vielen Spezies die Pigmentierung von Haut und
Haaren. In zahlreichen wechselwarmen Organismen, z.B. Frdoschen und
Eidechsen, ermoglicht er den schnellen Farbwechsel (hell/dunkel) der Haut.™Y
Man findet ihn aber auch in der Hypophyse, auf Leukozyten,[m] Makrophagen

(Lol quf antigenprasentierenden und zytotoxischen

[142]

und Monozyten,

[141]

Lymphozyten, auf neutrophilen Granulozyten, auf dendritischen

[143]

Zellen™® und auch auf Melanomzellen.*** Das Vorkommen des MC1R auf fast

allen zellularen Bestandteilen des Immunsystems deutet neben seiner Rolle bei
der Hautpigmentierung auch auf eine Rolle in der Immunmodulation hin.!**>24¢!
Unter den endogenen Liganden binden a-MSH und ACTH mit der groRten
Affinitat an den MC1R.

Im Gegensatz dazu steht der MC2R, welcher der einzige Rezeptor ist, der
selektiv von ACTH angesprochen wird."?** purch die anderen POMC-Derivate
wird er nicht aktiviert. Den MC2R findet man fast ausschlieRlich in der zona
fasciculata und der zona glomerulosa der Nebennierenrinde.!** In Nagern
wurde er zudem auf Adipozyten entdeckt, wo er die Lipolyse stimuliert."*®!
Dieser Effekt konnte im menschlichen Fettgewebe jedoch nicht reproduziert
werden. Der Rezeptor reguliert ansonsten die Produktion und Freisetzung

von Steroiden in der Nebennierenrinde.!*>%4
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Der MC3R ist deutlich starker distribuiert. In der Peripherie wird er in der
Plazenta, im Milchdriisengewebe, den Eierstocken, den Hoden, im Herzen, den
Nieren und im Gastrointestinaltrakt exprimiert.[123'139’152] Weiterhin tritt er
innerhalb des zentralen Nervensystems auf, z.B. im Hypothalamus, Thalamus,
Hippocampus, in der vorderen Amygdala und in der Hirnrinde.>* % Es ist der
einzige Melanocortinrezeptor, der eine signifikante Affinitat zu y-MSH zeigt.
ACTH, a- und B-MSH werden jedoch mit dahnlichen Affinitaten gebunden.“Sz]
Die Funktionen, die der Rezeptor in der Peripherie einnimmt, sind noch unklar.
Ansonsten scheint er eine wichtige Rolle bei der Regulierung von
Herzkreislauffunktionen und Korpertemperatur sowie der Nahrungsaufnahme
und des Erndhrungsverhaltens zu spielen.™>>**®

Wie der MC3R, so hat auch der MC4R wichtige Funktionen bei der
Energiehomoostase und bei der Nahrungsaufnahme. Er ist aber zusatzlich noch
an Sexualfunktionen beteiligt. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass er
das Sexualverhalten und die erektile Funktion beeinflusst."*”’ Der MC4R kommt
hauptsachlich im Hypothalamus, im Riickenmark und in der Hirnrinde vor.[>
In der Peripherie konnte er trotz zahlreicher Studien bis jetzt noch nicht
nachgewiesen werden.®****%%8 Der eigentliche endogene Ligand fir den
MCA4R ist a-MSH, aber auch ACTH wird dhnlich stark gebunden.!**®

Die Verbreitung des MC5R ist in Saugetieren sehr weit. Man findet ihn
vornehmlich im Gewebe von exokrinen Drisen, Talgdrisen und auf Adipozyten
sowie in Teilen des Gehirns, dem Kleinhirn und der Hirnrinde, allerdings nur in
geringem AusmaB. In exokrinen Drisen wird er wiederum relativ stark

t.11918] Seine Funktionen sind noch nicht vollstandig geklart.

exprimier
Anscheinend spielt er aber zumindest bei Nagern bei der Thermoregulierung,
bei der Regulierung der Talgproduktion und bei der stressabhangigen
Freisetzung von Sekreten z.B. von Pheromonen aus exokrinen Drlisen eine
Rolle.[*9264185] 7,,dem gibt es Hinweise, dass der MC5R auf entziindungs- und
angstlosende Prozesse Einfluss haben kdnnte. Diese Ergebnisse sind bis jetzt
allerdings fur den Menschen noch nicht pharmakologisch bestatigt worden.!*%®
7% pie weite periphere Verbreitung des Rezeptors deutet aber auf zahlreiche
Funktionen hin. Auch an diesen Rezeptor bindet a-MSH mit der groRten

Affinitat, gefolgt von ACTH und B-MSH.
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Tabelle 5-2: Zusammenfassung der Vorkommen und Funktionen sowie der Expressionsorte und der Affinitdten zu den agonistischen und

antagonistischen endogenen Liganden der fiinf verschiedenen MCRs.

Rezeptortyp Ligandenaffinitat mRNA-Expression Funktion
Agonisten Antagonisten
MC1R o-MSH = ACTH > B-MSH  Agouti Melanozyten, Keratinozyten, Hypophyse, Hautpigmentierung
>y-MSH Leukozyten, Makrophagen, Monozyten, Immunomodulation
Lymphozyten, neutrophile Granulozyten,
dendritische Zellen, Melanomzellen
MC2R ACTH Nebennierenrinde Produktion und Freisetzung von Steroiden
MC3R o-MSH = B-MSH = y- AGRP Plazenta, Milchdrisengewebe, Eierstocke, Regulierung von Herzkreislauffunktionen,
MSH = ACTH Hoden, Herz, Nieren, Gastrointestinaltrakt, Koérpertemperatur und Nahrungsaufnahme
Hypothalamus, Thalamus, Hippocampus,
vordere Amygdala, Hirnrinde
MC4R o-MSH = ACTH > B-MSH Agouti, AGRP Hypothalamus, Riickenmark, Hirnrinde Energiehomdostase,  Regulierung  von
>>y-MSH Nahrungsaufnahme und Sexualfunktionen
MC5R a-MSH > ACTH = B-MSH exokrine Driisen, Talgdrisen, Adipozyten, Regulierung von exokrinen Drisen,

>>y-MSH

Kleinhirn, Hirnrinde

Talgproduktion
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5.5.3. Der Aktivierungszyklus von Melanocortinrezeptoren

Die Aktivierung der Melanocortinrezeptoren und die daraus resultierende
Signaltransduktion ist mit sehr komplexen biochemischen Prozessen
verbunden, deren liickenlose Aufklarung noch langere Zeit in Anspruch nehmen
wird. An dieser Stelle sollen Einblicke in die Funktionweise von
Melanocortinrezeptoren, mit Betonung auf dem bereits sehr gut erforschten
MCI1R, gegeben werden (siehe auch Abbildung 5-4).

Der MC1R wird, wie oben beschrieben, hauptsachlich auf Melanozyten und
Keratinozyten exprimiert, wo er die Pigmentierung der Haut steuert.™™ Dije
Exprimierung des Rezeptors und von POMC in der menschlichen Epidermis wird
v.a. durch UVB-Strahlung stimuliert.’*? pije Aktivierung wird moglicherweise
durch den von p38 aktivierten Transkriptionsfaktor USF-1 hervorgerufen.[m]
Weiterhin wird die Exprimierung des MC1R durch die Melanocortine selbst
sowie durch Endothelin 1 und Interleukin-1a/B (IL-1a, IL1-B) promoviert.}”#*7]
Um eine Regulierung zu ermoglichen, werden auBerdem Signale benoétigt,
welche die Exprimierung des MCIR in den Melanozyten unterdriicken. Zu
diesen gehéren Agouti (bzw. ASP) und die Zytokine TNF-a und TGF-B.[74176177]
Auch durch geringe Wasserstoffperoxidkonzentrationen konnte eine reversible
Drosselung der MC1R-Expression zumindest in Melanomzellen von Mausen
beobachtet werden.!"’”® Da H,0, ein Nebenprodukt bei der Melanogenese ist
und reaktive Sauerstoffspezies in sonnenbestrahlter Haut entstehen, [179]
scheint H,0, in der Tat ein geeignetes chemisches Signal zur negativen
Regulierung der MC1R-Expression zu sein.

Das durch die Stimuli erzeugte Transkript wird aus dem Kern in das Zytosol
transferiert, wo die Translation an den Ribosomen einsetzt. Das entstehende
Protein assoziiert dann mit dem endoplasmatischen Retikulum, wo die
Translation vervollstandigt und das Protein posttranslational prozessiert wird.
Die Prozessierung wird im Golgi-Apparat vervollstandigt. Zu den co- und
posttranslationalen Modifikationen fir den MC1R und andere MCRs gehoéren

(1811821 nd die Bildung von Disulfidbriicken. 883!

GkaosyIierung,“so] Acylierung
Der fertige Rezeptor wird dann zur Plasmamembran transportiert. Kommt es zu
Mutationen oder Fehlfaltungen des Proteins, wird der Transport blockiert oder
behindert, wodurch es zu MC1R-Dysfunktion kommen kann, welche zum RHC-

Phenotyp (red hair and fair skin phenotype) fiihrt.!*#*°!
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[186-188] < pilden vermutlich

Wie eine groRe Anzahl anderer GPCR-Rezeptoren,
auch alle Melanocortinrezeptoren, zumindest aber MC1R,-3R und -4R, Dimere
oder Oligomere.™®* Dje Oligomerisierung geschieht konstitutiv, d.h. sie kann
auch ohne die Anwesenheit von Melanocortinen erfolgen, und ist ein sehr
frihes Ereignis in der Biosynthese der Rezeptoren im endoplasmatischen
Retikulum. Die funktionellen Konsequenzen der Dimerisierung sind zum
Beispiel dominant-negativ-Effekte oder die Beeinflussung  von
pharmakologischen Eigenschaften.[184] Mechanistisch wird die Dimerisierung
des MCI1R durch die Ausbildung von vier Disulfidbricken und durch nicht-
kovalente Interaktionen, vermutlich durch den Austausch von Doménen
ermbglicht.“gl]

Die in der Membran verankerten Rezeptoren werden durch die Melanocortine
aktiviert. Die Identifizierung der Bindungsstellen ist immer noch Bestandteil der
Forschung. Ergebnisse von Mutageneseexperimenten deuten beispielsweise
auf zwei Bindungstaschen auf dem hMC1R, mit Hilfe derer die Melanocortine
an den Rezeptor binden: eine ionische Bindungstasche, gebildet durch Glu*,
Asp™’ und Asp™' aus TM2 und TM3, und eine hydrophobe Bindungstasche,
gebildet durch ein Netzwerk aus aromatischen Aminosauren aus TM4, 5 und
6.3 Riumlich betrachtet befinden sich die Liganden, wie oben bereits
erwahnt, unterhalb der dufleren Plasmamembranoberflache. Die ionische
Bindungstasche wird dabei durch die Argininseitenkette aus der HFRW-core-
Sequenz der Melanocortine besetzt. Die hydrophobe Bindungstasche
interagiert mit den Seitenketten des Phenylalanins und des Tryptophans. Die
ionischen Wechselwirkungen scheinen die hydrophoben zu Uberwiegen.[133]
Allerdings wurden auch schon synthetische, nicht-peptidische Agonisten
entdeckt, die ohne eine positiv geladene basische Gruppe auskommen.?
Moglicherweise kénnten hydrophobe Interaktionen fir die Aktivierung des
Rezeptors schon ausreichend sein.

Fir den hMC4R wurden basierend auf Docking-Studien mit einem GPCR-

t?3!  ebenfalls die  entprechenden  zwei

Rhodopsin-Struktur-Templa
Bindungstaschen postuliert, mit welchen die Melanocortine aber auch
humanes AGRP wechselwirken.™* Das AGRP scheint mit dem RFF-Motiv (siehe
"l seitenkette

die ionische Bindungstasche, und Phe''”* und Phe'*® die hydrophobe Tasche

C-terminale Region Abbildung 5-2) zu interagieren, wobei die Arg

belegen.*" Interessanterweise fiihrte der Austausch des RFF-Motivs im AGRP
durch die Melanocortin-core-Sequenz HFRW in einem Ac-mini-AGRP-NH,-
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Templat von einem Antagonisten zu einem Agonisten mit 20-facher Selektivitat
flr den MC4R gegeniber MC3R.[4

Durch die Identifizierung von Glu94 im hMCI1R bzw. von Glu92 im MCI1R der
Maus, konnte anhand der E92K-Sombre-3J-Mutation ein Modell fir die
Aktivierung des Rezeptors geschaffen werden: durch das Binden der
agonistisch  wirkenden  Melanocortine erfahrt der Rezeptor eine
Konformationsanderung. Dies wird vermutlich durch die Anwesenheit der
positiven Ladung des pharmakophoren Arginins erreicht. Dabei kommt es zu
einer Veranderung der Packung der TM2- und TM3-Domanen, wobei diese
konformative Veranderung an die IL2 weitergegeben wird. Diese Veranderung
der Konformation in der IL2 betrifft dann auch das oben schon erwdhnte
MPRY™ . Motiv und andere Bereiche, die fiir die Interaktionen mit dem G-
Protein wichtig sind. Die neue Konformation konnte diese Interaktionen dann
erméglichen.[lgsl

Die ermoglichte Kupplung des heterotrimeren G-Proteins an den
Melanocortinrezeptor aktiviert die Adenylylcyclase, wodurch die intrazellulare
Konzentration des second messengers cAMP steigt. Dies hat wiederum die
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) zur Folge. Die Signaltransduktion der
Melanocortinrezeptoren erfolgt zwar hauptsachlich, aber nicht ausschlief3lich
Uber den cAMP-Pfad. Fir den hMC3R beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass die Signale zusatzlich zum cAMP-System auch Uber die
Inositoltriphosphat- (IP;) und Ca**-Systeme weitergeleitet werden kénnen. !¢
%81 Auch fur den hMC5R,"™* fiir in Keratinozyten[ZOO] und Melanomzellen
exprimierte hMC1R und hMCA4R, sowie fir die MC1,3-5R in Mizusen®? konnte

die Signalweiterleitung Giber den Ca®*-Weg gezeigt werden.

[201]

Nachdem der Rezeptor mit seinen Agonisten in Kontakt getreten ist, wird der
Rezeptor innerhalb einiger Minuten desensibilisiert, d.h. die Signalweiterleitung
wird gedampft. Dies konnte fiir Maus-MCRs und fiir den hMCIR in
Melanomzellen nachgeweisen werden.[82%2% |y Falle des MC1R wird die
Desensibilisierung vermutlich durch die G-Protein-gekoppelten
Rezeptorkinasen (GRKs) 1 und 6 hervorgerufen, welche in Melanozyten
exprimiert werden. Der aktivierte Rezeptor ist ein Substrat flr die GRK1 und
GRK6, welche ihn phosphorylieren. AnschlieRend folgt oftmals die
Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes, was moglicherweise weitere
Signalkaskaden auslost.™®®  Dadurch lieRe sich das Auftreten von
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Melanocortinen im Zellinneren von Melanomzellen und deren anschlieBende
Abgabe ins extrazellulire Medium erklaren.2%52%!
Das weitere Schicksal des internalisierten Ligand-Rezeptor-Komplexes ist

jedoch unklar. Die Internalisierung des phosphorylierten Rezeptors konnte zum

i Plasmamembran

Cytosol

nhiy
My
Mutationen
oder Lyosom

Fehlfaltungen

/‘J
& >

@ 2 om
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] |
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Golgi-Apparat Retikulum Zellkern

Abbildung 5-4: Schematische Darstellung des Aktivierungszyklus des MCIR. Aktivierende
Ereignisse sind mit griinen, inhibierende mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Noch nicht ganz
aufgekldrte Ereignisse sind durch Pfeile mit gepunkteten Linien markiert. (1) Die
Transkription des MC1R-Gens wird durch UV-Strahlung, die Melanocortine, Endothelin 1
sowie IL-1a und IL-18 hervorgerufen. H,0,, TNF-a und TNF-B inhibieren diesen Vorgang. (2)
Die Translation wird im Zytosol gestartet und im (3) ER vervollstdndigt. Dort wird das Protein
posttranslational modifiziert. Es kommt ausserdem zur Dimerisierung. (4) Im Golgi-Apparat
werden die Modifikationen vervollstéindigt. (5) Der Rezeptor wird zur Plasmamembran
transportiert und dort verankert. Bestimmte Mutationen und Fehlfaltungen behindern oder
blockieren den Transport. (6) Durch die Aktivierung interagiert der Rezeptor mit dem G-
Protein. Die Adenylylcyclase wird aktiviert, der cAMP-Level steigt. Der aktivierte Ligand-
Rezeptor-Komplex ist Substrat fiir GRK2 und GRK6. (7) Der phosphorylierte, desensibilisierte
Ligand-Rezeptor-Komplex wird internalisiert. (8) Héchstwahrscheinlich wird der Rezeptor
ausschlieflich lyosomatisch abgebaut. Zum Recycling kommt es daher im Falle des MCI1R

vermutlich nicht.?*%*1
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einen den lyosomalen Abbau zur Folge haben. Zum andern besteht die
Moglichkeit, dass der Rezeptor recycled wird, also wieder zur Plamamembran
zurlicktransportiert wird, so wie es fir bestimmte GPCRs, z.B. flr eine aktive
Variante des Angiotensin [I-AT,,-Rezeptors, gezeigt werden konnte.!*?’!
Allerdings deutet zumindest im Falle des MC1R nichts darauf hin. Hier scheint

der Abbau in den Lysomen Vorrang zu haben.!?®

5.6. Synthetische Liganden der Melanocortinrezeptoren

Seit Uber 30 Jahren werden inzwischen structure-activity-relationship-Studien
fir Melanocortinliganden durchgefiihrt. Durch truncation-Studien erganzt
durch Alanin-scans mit a-MSH (Ac-Ser’-Tyr’-Ser>-Met*-Glu>-His®-Phe’-Arg®-Trp’-
Gly™-Lys''-Pro**-val"*-NH,) wurde zunichst die fiir die biologische Aktivitit
minimal nétige Sequenz Ac-His®-Phe’-Arg®-Trp®-NH, bestimmt.l'?**223] jede
einzelne Aminosaure der Melanocortin-Peptide wurde durch ihr Stereoisomer
ausgetauscht und die daraus resultierenden pharmakologischen Effekte
untersucht.?**?*8 |m Allgemeinen war durch den Austausch eine reduzierte
bzw. eine verlorene agonistische Aktivitat zu beobachten, mit der Ausnahme
von DPhe’. Auch die core-Sequenz wurde diesen Untersuchungen

214,216,217
unterzogen.?#216:217]

Die enstandenen Diastereomere zeigten ebenfalls
reduzierte Potenz, bis auf die DPhe’-Variante.”* Ausgehend von diesen
Kentnissen, wurden zahlreiche peptidische und peptidmimetische Wirkstoffe
fir die Melanocortinrezeptoren entwickelt, von denen einige Beispiele im

folgenden Abschnitt vorgestellt werden sollen.

5.6.1. Peptidische Liganden

Der Austausch von Met* durch Nle und von Phe’ durch pPhe in a-MSH fiihrte
im Jahre 1980 zu NDP-a-MSH (Ac-Ser'-Tyr*-Ser*-Nle*-Glu>-His®-pPhe’-Arg®-Trp°-
Gly'®-Lys*-Pro**-val'*-NH,), einem superpotenten und hochaktiven, jedoch
unselektiven a-MSH-Analogon, welches auch als MT-I (Melanotan |) bezeichnet
wird (siehe Abbildung 5-5).*
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Abbildung 5-5: Das a-MSH-Analogon NDP-MSH (MT-1) geht aus diesem durch den Austausch
(rot markiert) von Met* mit Nle und von Phe® mit bPhe hervor.

Es besitzt eine langere Aktivitat und ist resistenter gegenliber enzymatischem
Abbau.”? Es wurde bereits in mehreren klinische Phase-II-Studien hinsichtlich
auf seine Wirkung als Sonnenschutz getestet.mo] MT-I ist nicht oral verfligbar
und mufd subkutan injiziert werden. Bei Kaukasianern mit Hauttypen von I-IV
konnte es bei tolerablen Nebeneffekten die Melanindichte deutlich erhéhen.
Gleichzeitig konnte die Anzahl apoptotischer Keratinocyten (durch UV-Licht
beschadigte Zellen) reduziert werden. Das weist darauf hin, dass MT-I durchaus
Potenzial als Sonnenschutzmittel hat und durch seine Wirkung Schutz vor UV-
induzierten Hautschaden und Carcinogenese bieten kann. MT-I wird allgemein
als das potenteste Melanocortin angesehen, das jemals entwickelt worden ist.
Das I"®-markierte Derivat ([**’1]-NDP-MSH) dient daher oft als Marker,
beispielsweise in kompetitiven Bindungsassays, wie sie auch zum Testen der im
Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Melanocortinliganden verwendet
wurden.
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Abbildung 5-6: Drei Vertreter lactamverbriickter a-MSH-Analoga.

Neun Jahre spater wurde von AL-OBEIDI et al. ein Uber eine Lactam-Briicke
cyclisiertes a-MSH-Analogon synthetisiert, das spater unter dem Namen
Melanotan-Il (MT-Il) bekannt wurde (siehe Abbildung 5-6 B).[22%222 MT-|
basiert auf der Sequenz von NDP-MSH, jedoch verkiirzt auf H-Nle*-Glu®-His®-
pPhe’-Arg®-Trp’-Gly'®>-OH. Zudem ist Glu®> durch Asp und Gly'® durch Lys
ausgetauscht und das Molekil Gber die Seitenketten des Aspartats und des
Lysins cyclisiert. Genau wie bei a-MSH und NDP-MSH ist der N-Terminus
acetyliert und der C-Terminus amidiert. MT-Il ist dhnlich wie MT-| superpotent,
langer aktiv und resistent gegenliber enzymatischem Abbau, aber ebenso
unselektiv.?***2 Bej einer klinischen Phase I-Studie, in der die Auswirkung von
MT-Il auf die Hautpigmentierung bei mannlichen Probanden getestet werden
sollte, wurde festgestellt, dass bei diesen eine spontane Erektion ausgelost

wurde.??!
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Das Fehlen der Amidfunktion am C-Terminus unterscheidet PT-141 (siehe
Abbildung 5-6 A) von MT-Il. PT-141 kam unter dem Namen Bremelanotide bis in
die klinischen Studien Phase Il. Es wurde seine Wirkung als Medikament gegen
erektile Dysfunktion und Frigiditat bei Frauen (HSDD = hypoactive sexual desire
disorder) untersucht. Durch nasale Verabreichung oder subkutane Injektion
konnten diesbezliglich positive Effekte bei Mannern und Frauen nachgewiesen

werden 12242271

Eine geplante Phase-lllI-Studie wurde jedoch verschoben,
nachdem die FDA Bedenken bezliglich der negativen Effekte von Bremelanotide
auf das Herz-Kreislaufsystem angemeldet hat. Neben den relativ milden
Nebenwirkungen wie Gesichtsrotung, Schlifrigkeit, Brechreiz, Ubelkeit,
Kopfschmerzen und Geschmacksstérungen, kam es bei zwei Probanden zu
starkem Bluthochdruck.??”

Im Kontrast zu den oben erwahnten unselektiven, superpotenten Agonisten
steht SHU-9119 (siehe Abbildung 5-6 C): durch den Austausch von bpPhe’ in
MT-II mit bNal(2‘) entstand ein unselelektiver Antagonist.[m] Schon durch den
Austausch von pPhe mit p-lod-pPhe wird MT-Il zu einem Antagonisten fir
hMC1R, hMC3R und hMC4R und einem partiellen Antagonisten fir hMC5R. Fir
antagonistische Aktivitat bendtigt man also sperrige Aminosauren in Position 7.
Die Parasubstitution des Phenylrings mit Fluor und Chlor reicht beispielsweise
nicht aus, um MT-Il in einen Antagonisten zu transformieren. [228]

Im Laufe der Jahrzenzehnte ist eine grolle Anzahl an peptidischen Liganden fir
die Melanocortinrezeptoren entwickelt worden, die mehr oder weniger selektiv
fir bestimmte Rezeptoren sind. Zwei weitere Vertreter sind in Abbildung 5-7

abgebildet.
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Abbildung 5-7: MC4R-selektive peptidische Liganden.[229’230]. A| Ein MC4R-selektiver Agonist
mit einem ECso = 0.27 nM und einer Selektivitit gegeniiber MCIR > 20, MC3R > 70 und MC5R
> 500. B| Ein MC4R-selektiver Agonist mit einem ECso=1nM und einer Selektivitit
gegeniiber MIC1R > 10000.

Auch das Uber Disulfidbriicken cyclisierte Peptid (Abbildung 5-7 A) entstammt
der a-MSH-Sequenz. C-terminal wurde es um das Ser!, und N-terminal um
Lys''-Pro*>-Val*® gekiirzt. Ser’ wurde durch ein Arg, Phe’ durch ein bPhe und
Gly™ durch ein Met ersetzt. Die Verbindung ist ein MC4R-selektiver Agonist
(ECso =0.27 nM). Die Selektivitaten gegenliber MC1R, MC3R und MC5R liegen
bei >20, > 70 und > 500.%%°! Auch die lineare Verbindung aus Abbildung 5-7 B ist
ein MCA4R-selektiver Agonist (ECso =1 nM) mit einer Selektivitat gegeniliber
MC1R von = 10000."*"
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5.6.2. Nicht-peptidische Liganden

Um die Nachteile peptidischer Wirkstoffe zu vermeiden, wurden groRe
Anstrengungen unternommen, nicht-peptidische Liganden flir das
Melanocortinsytem zu entwickeln. Aus einer Leitstruktur, die bei einem
gerichteten screening basierend auf der Melanocortin-core-Sequenz gefunden
wurde, ist vor 7 Jahren THIQ (siehe Abbildung 5-8 A) entwickelt worden. THIQ
ist ein selektiver MC4R-Agonist. In Ratten kam es zu spontanen Erektionen und
zur  reduzierten  Nahrungsaufnahme nach oraler und zentraler
Verabreichung.[231'232] In einer anderen Studie wiederum kam es zu keinen
merklichen Effekten nach der Einnahme von THIQ.?**!
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Abbildung 5-8: Eine Auswahl nichtpeptidischer Liganden fiir den MC4R. A| THIQ, ein MC4R-
selektiver Agonist. B] MB243, eine THIQ-Variante (Variationen sind rot markiert).[234] C| Ein
MC4R-selektiver Agonist. 2351 p | Ein stark basicher MC4R-Antagonist mit einem
ICso = 160 nM. 38!
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Die Struktur von THIQ wurde als Leitstruktur verwendet, welche als Startpunkt
fir Optimierungen diente und in zahlreichen Versuchen modifiziert wurde.
Viele dieser THIQ-Derivate zeigten Aktivitat in vivo. So konnte mit THIQ-
Derivaten in Ratten, welche antagonistisch auf den MC4R wirken, die spontane
Nahrungsaufnahme stimuliert werden. (237.238] |m Gegensatz dazu wurde mit
THIQ-Abkdmmlingen, die agonistisch auf den MC4R wirken, die
Nahrungsaufnahme reduziert und die erektile Aktivitat verstarkt. ?** Einige
dieser Derivate mit Cyclohexylpiperidin- und Cyclohexylpiperazinresten sind
oral bioverfugbar und in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen.®
220 Trotz allem wurden aber auch toxische Nebenreaktionen beobachtet, wie
beispielsweise das Binden an Mikrosomalproteine in der Leber bei Verwendung
von MB243 (siehe Abbildung 5-8 B). Dies wird dem Entstehen von aktiven
Metaboliten dieses THIQ-Derivates in vivo zugeschrieben.[24”

Weiterhin gibt es zahlreiche Verbindungen nicht peptidischer Struktur, die
nicht von THIQ abstammen (siehe Abbildung 5-8 C und D). Einige dieser
Verbindungen enstammen Leitstrukturen, die durch high-throughput screening
(HTS) oder durch Modifikationen der aktiven peptidischen core-Sequenz des

MSH erhalten wurden. [23>242-253]

5.7. MT-II als Leitstruktur fiir einen N-Methyl-scan

MT-Il ist fur einen N-methyl-scan eine ideale Leitstruktur. Es ist ein
superpotenter Agonist flur vier von fiinf Melanocortinrezeptoren. Die N-
Methylierung der zahlreichen Amidstickstoffatome liefert eine relativ grolRe
Bibliothek N-methylierter Verbindungen, deren Riickgrate gegeniiber MT-II
eingeschrankte konformationelle Freiheit haben sollten. Daher besteht eine
relativ groBe Warscheinlichkeit eine Verbindung zu schaffen, die einen
Affinitatsverlust und somit einen Selektivitdatsgewinn fiir einzelne Rezeptoren
aufweist. Durch seine cyclische Struktur besitzt MT-Il per se eine erhdhte
metabolische Stabilitdt, die sich durch die Einfliihrung von N-Methylgruppen
weiter steigern 1aBt. MT-Il ist nicht oral verfligbar. Eine Konversion in eine oral
verfligbare peptidische Verbindung ware einer zukinftigen pharmzeutischen
Anwendung zutraglich.
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5.8. Syntheseziele und Synthesestrategie

Die MT-II-Sequenz besteht aus sieben Aminosauren. Ingesamt existieren im
Molekil neun Amidfunktionen: sechs innerhalb des lactamverbriickten Cyclus’,
eine am C-terminalen Ende sowie zwei ausserhalb des Cyclus’, am N-Terminus
(siehe Abbildung 5-9). Primares Ziel war es, einen kompletten N-Methyl-scan
der sechs sich im Cyclus befindlichen Aminofunktionen durchzufiihren. Dafiir
gibt es 2°-1 = 63 Mdglichkeiten. Weiterhin sollten ausgewahlte MT-lI-Derivate
hergestellt werden, in denen die exocyclischen Aminofunktionen methyliert
vorliegen. Um diese Ziele zu erreichen, benétigt man die N*-methylierten
Derivate von Trp, Arg, DPhe, His, Asp und Nle sowie alle drei moglichen
Kombinationen N*- und N*-methylierter Derivate des Lys.

Unter den Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2 sind Methoden fir die N*-Methylierung
von Aminosauren und Peptiden aufgefihrt. Fiir die Synthese N-methylierter
Peptide steht zunachst zur Wahl, ob man die Aminosauren in Losung N-
methyliert und anschlieRend in N*-Fmoc- oder N*-NBS-geschiitzter Form an die
Festphase kuppelt oder aber die Aminosauren wahrend der SPPS an der
Festphase N-methyliert. Beide Varianten sind kompatibel mit der unten
beschriebenen  MT-II-Synthese und liefern dasselbe Ergebnis. Die
N*-methylierten Aminosaurederivate sollten aus Grinden der etwas einfacher
zu handhabenden Festphasensynthese der Peptide so weit wie moglich in
Losung hergestellt werden, was jedoch fiir den Fall des NBS-NMe-His(Trt)-OH
mit nur geringen Ausbeuten funktioniert.”® Fir diese Aminosiure ist es daher
praktikabler, die Synthese an der Festphase durchzufiihren. Auch fir die N°-
methylierten Derivate des Lysins und des Arginins ist die N-Methylierung an der
Festphase die bessere Wahl. Die notigen Aminosaure-Edukte fir die Synthesen
in Losung sind sehr teuer bzw. kommerziell nicht erhaltlich.
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Abbildung 5-9: MT-Il mit seinen Amidsticktoffatomen — sechs innerhalb des Cyclus’ (rot
markiert), eines am C-Terminus (griin markiert) und zwei am N-Terminus (blau markiert).

Die Synthese von MT-Il wurde im Laufe der Jahre variiert. Die urspriingliche
Synthese wurde mit Boc-Schutzgruppenstrategie durchgef[]hrt.[zzﬂ Durch den
Einsatz von Rink-Amid-Harz konnte die Fmoc-Strategie zur Anwendung
kommen (siehe Abbildung 5-10). Die Verwendung von Allyl- und Alloc-
Schutzgruppen ermoglichten weiterhin eine einfache Cyclisierung an der festen
Phase.”® Rink-Amid-Harz hinterlaRt beim finalen Abspalten des fertigen
Cyclopeptids einen amidierten C-Terminus. Nach dem Belegen des Harzes mit
Fmoc-Lys(Alloc)-OH, werden nacheinander die Aminosauren Fmoc-Trp(Boc)-
OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-bPhe-OH, Fmoc-His(Trt), Fmoc-Asp(OAllyl)-OH
und Fmoc-Nle-OH gekuppelt. Die Fmoc Schutzgruppe des Norleucins wird
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1. Fmoc-Lys(Alloc)-OH

2. Fmoc-Trp(Boc)-OH

3. Fmoc-Arg(Pbf)-OH

4. Fmoc-DPhe-OH

5. Fmoc-His(Trt)-OH Allyl
6. Fmoc-Asp(Allyl)-OH
7. Fmoc-Nle-OH

8. Acetylierung mit Ac,0 \)J\ \)L \)J\ \)’L
HZN_O und Dipea in DCM N /\n/ N_O

Fmoc-Entschiitzen:

20% Piperidin in NMP Y\ \L

N—Trt

Kupplungsreagenzien: I

TBTU/HOBt

DIPEA

~ N\Boc

“Alloc
be

Yw Yw
; ;

1. Alloc/Allyl-Entschiit:
2 HOBT/TBTU, DIPEA \ J TFA/HZO/TIPS H \H U\
il hehhnhitng N

qi -

be

Abbildung 5-10: Schematische Darstellung der Synthese von MT-II.

entfernt und anschliefend die freie N-terminale Aminofunktion acetyliert. Die
Allylschutzgruppe des Aspartats und die Alloc-Schutzgruppe des Lysins kdnnen
darauf gleichzeitig Pd’-katalysiert abgespalten werden. Durch das Hinzufigen
von Kupplungsreagenz und DIPEA reagieren die Seitenketten des Aspartats und
des Lysins zur Lactambricke. Mit einer 95%-igen TFA-L6sung wird das fertige
Cyclopeptid abgespalten und komplett von den saurelabilen Schutzgruppen
befreit.

5.8.1. Strategien fiir die Synthese der Aminosaurederivate in
Losung

5.8.1.1. Synthesestrategien fiir die N°>-methylierten Aminosiurederivate
Fur die Synthese der N®-methylierten Aminosduren in Lésung eignen sich

verschiedene Methoden. Fmoc-pPhe-OH und Fmoc-Nle-OH sollten am besten
nach der Freidinger-Methode alkyliert werden.'®”78 Tryptophan 1aRt sich laut
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BIRON et al. Uber die oNBS-Prozedur N*-methylieren (siehe Abschnitt 3.3.1 und
Abbildung 3-9).7

5.8.1.2. Synthesestrategien fiir N-methylierte MT-ll-Derivate mit N°-
methyliertem Lysin

Die N°-Methylierung des Lysins kdnnte auf vielfiltige Weise geschehen. Im
Folgenden sollen verschiedene mogliche Synthesewege genannt werden. So
konnte ein moglicher Weg ebenso Uber die oNBS-Prozedur erfolgen. Als
Ausgangsbverbindung bendtigt man fir diese Strategie einen Lysin-Ester,
welcher an den a- und e-Aminofunktionen Uber orthogonale Schutzgruppen
geschitzt ist. Basenlabile Schutzgruppen wie z.B. Fmoc sind zum Schutz vom a-
Stickstoff eher ungeeignet, da die Reaktionsbedingungen fir die Methylierung
unter oNBS-Schutz und fiir das Entfernen der oNBS-Schutzgruppe zu basisch
sind und dadurch ein ungewolltes Entschitzen erfolgt. Durch das selektive
Entschitzen der Lysin-Seitenkette kdnnte anschlieBend das Abspalten der
oNBS-Gruppe und Methylieren der e&-Aminofunktion erfolgen. Um
Kompatibilitdit des Lysin-Derivats mit der MT-IlI-Festphasensynthese zu
gewadhrleisten, muflte die Seitenkette allerdings wieder von der oNBS-
Schutzgruppe befreit werden und anschlieBend Alloc-geschitzt werden.
Ausgehend von diesem Derivat ware es moglich die a-Aminofunktion zu
entschitzen und diese dann mit derselben Prozedur zu N-methylieren. In
beiden Fallen mufl dann nur noch der Ester verseift werden um eine freie
Carboxylfunktion zu erhalten.
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Y 0 1. selektives Entschitzen H 0 H 0
N\)J\ R PG, N\)k R 1. NBS-Entschltzung N\)J\ R
PG,” 7 07 - PG~ Y o7 - PG~ Y o7
- 2. NBS-Schutz = 2. Alloc-Schutz -
(r 3. Methylierung (r ((
NH N N.
PG,” NBS” “Me Alloc”  “Me
1. selektives Entschitzen IYIE 0 IYle o
PG N\)k R Verseifung ,N\)J\
. MBS~ 0~ —  nNBS” Y7 TOH

2. NBS-5chutz
3. Methylierung

.
N. 1. selektives Entschiitzen ~ FMoC : ;
Alloc” "Me = =
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2. Fmoc-Schutz H/ Kr
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Abbildung 5-11: Ein méglicher Syntheseweg zur Darstellung N°- und N*¢-methylierter Lysin-

Derivate iiber oNBS-geschiitzte Aminofunktionen, wobei PG; keine basenlabile Schutzgruppe
sein sollte.

Die Reaktionsfolge umfallt hauptsachlich Schutzgruppentransformationen.
Daher ware es wesentlich einfacher und eleganter, wenn die Methylierung der
e-Aminofunktion Uber einen Lysin-Metall-Komplex erfolgen kdnnte (siehe
Abbildung 5-12). Als Ausgangsverbindung wiirde komplett ungeschiitztes und
daher billiges L-Lysin dienen. Nach dem Maskieren der a-Aminofunktion und
der Carboxylfunktion durch Kupfer!, wiirde im nichsten Schritt die e-
Aminofunktion geschitzt werden, entweder mit einer oNBS-Schutzgruppe oder
mit einer anderen Schutzgruppe, welche die anschlieBende Alkylierung des
Stickstoffs zulalRt. Nach der Alkylierung mifSte diese gegen eine Alloc-
Schutzgruppe ausgetauscht werden. Nach der Zerstérung des Komplexes
konnte die a-Aminofunktion Fmoc-geschiitzt werden. Das Fmoc-L-
Lysin(NMeAlloc)-OH ware fertig fir die Festphasensynthese, bei der man
gegebenenfalls die a-Aminofunktion methylieren kénnte. In Losung miifdte man
vor dem Fmoc-Schitzen die Carboxylfunktion verestern, den freien Stickstoff
oNBS-schiitzen und anschlielend methylieren und zuletzt den Ester verseifen.
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Abbildung 5-12: Ein méglicher Syntheseweg iiber kupferkomplexiertes Lysin zur Darstellung
NE- und N¥E-methylierter Derivate.

Neben dem Maskieren (iber einen Kupferkomplex besteht weiterhin die
Moglichkeit, das Lysin in e-Caprolactam zu transformieren und somit die
Carboxylfunktion und die e-Aminofunktion in einem Schritt als Amid zu
schitzen (siehe Abbildung 5-13). Nach dem Installieren einer Schutzgruppe fiir
die freie Aminogruppe konnte der Amidsticktoff selektiv methyliert werden.
Nach dem Offnen des Lactamrings, miiRte die e-Aminogruppe Alloc-geschiitzt
werden. AnschlieBend kénnte man die a-Aminofunktion entweder Fmoc-
schitzen oder Uber die oNBS-Prozedur methylieren. Die erfordert allerdings
eine vorherige Veresterung und als letzten Schritt die Verseifung dieses Esters,
bevor das Derivat in der Festphasensynthese verwendet werden kann
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Abbildung 5-13: Schematische Darstellung des méglichen Synthesewegs N°- und N
methylierter Lysinderivate (iber e-Caprolactam.

5.8.2. Strategien fiir die Synthese der Aminosdurederivate an
der Festphase

5.8.2.1. Synthesestrategien fiir die N®>-methylierten Aminosiurederivate

Die Festphasensynthese aller benétigten a-N-methylierten Aminosaurederivate
sollte ausgezeichnet mit der von BIRON et al.”® verbesserten Methode von
MILLER und ScanLAN®Y®Z funktionieren (siehe Abschnitt 3.3.2 und Abbildung
3-11). Fir die Methylierung der Seitenkettenaminofunktion des Lysins ist diese
Prozedur genauso denkbar. Allerdings miiSte daflir die MT-II-Synthese, wie sie
unter Punkt 5.8 beschrieben ist, abgewandelt werden.

5.8.2.2. Synthesestrategien fiir N-methylierte MT-ll-Derivate mit N°-
methyliertem Lysin

Eine Moglichkeit ware, ein Lysinderivat an das Rink-Amid-Harz zu kuppeln,
dessen Aminofunktionen orthogonal zueinander und zum Linker des Harzes
geschitzt sind. Daflir wiirde sich beispielsweise eine photolabile Schutzgruppe
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oder eine Dde-Schutzgruppe fir die a-Aminofunktion und ein Fmoc-
Schutzgruppe fir die e-Aminofunktion eignen. Nach dem Entschitzen der
Seitenkette wirde die NBS-Prozedur durchgefiihrt werden. Auch hier miifite
die NBS-Schutzgruppe nach dem Methylierungsschritt entfernt werden und
anschliefend wieder mit einer Alloc-Schutzgruppe versehen werden. Danach
kdnnte man nach dem Entfernen der photolabilen- oder Dde-Schutzgruppe mit
der Peptidsynthese fortfahren oder aber die verbleibende Aminofunktion
methylieren.

1. Entfernen PG,
o 2. NBS-Schutz o] o Entweder:

1. Entfernen NBS . . "
/n 3. Methylierung /H 2 Alloc-Schutz /n Entfernen PG, Kuppeln der nachsten Aminosaure
PGy O—O —_— PGy O—O —_— PGy O—O —_— od
er:
Methylierung der 1-Amino-
Funktion mit anschlieBendem
Kuppeln der nachsten Aminosaure

NH N. N
PG, Me” “NBS Me” “Alloc

Abbildung 5-14: Ein méglicher Weg fiir die Methylierung der e-Aminofunktion des Lysins an
der Festphase. PG; und PG, miissen dabei untereinander und zum Linker der Festphase
orthogonal sein.

Mit einer anderen Variante kdnnte man die Schritte des NBS-Entfernens und
anschlieenden Alloc-Schiitzens der Lysinseitenkette einsparen. Dafir
benotigte man ein Asparaginssaurederivat, dessen Seitenkette mit einer
Schutzgruppe versehen ist, welche zum Linker und zu den anderen
permanenten Schutzgruppen orthogonal ist. Man koénnte dann dem
urspringlichen MT-II-Syntheseprotokoll bis zur Alloc-Entschitzung der
Lysinseitenkette folgen. Die dann noch geschiitzte Carboxylfunktion der
Aspartat-Seitenkette wiirde beim Methylieren der freien Lysinseitenkette mit
der NBS-Prozedur nicht storen. Nach dem Entfernen der NBS-Schutzgruppe und
der Aspartat-Seitenkettenschutzgruppe, wirde man das lineare Peptid wie
gewohnt cyclisieren. Alternativ konnte man aber auch Fmoc-L-Lys(tBu)-OH
verwenden, und nach dem NBS-Entschiitzen der Lysinseitenkette das lineare
Peptid unter Entfernung aller verbleibenden permanenten Schutzgruppen von
der Festphase abspalten und anschlieRend in Lésung cyclisieren.
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Abbildung 5-15: Durch die Variation der Seitenkettenschutzgruppe des Aspartats, eréffnen
sich zwei weitere Synthesewege zu MT-II-Derivaten mit N°-methyliertem Lysin.

5.9. Ergebnisse und Diskussion

5.9.1. Synthese der Aminosaurederivate

Fur die Synthese der N®-methylierten Aminosiurederivate eignen sich am
besten N”*-ungeschiitzte Aminosduremethylester mit den entsprechenden
Schutzgruppen versehenden Seitenketten als Ausgangsstoffe. Sind diese nicht
kommerziell verfiigbar, wird eine Synthese des entsprechenden N*-NBS-N®-Me-
Aminosaurederivats an der Festphase immer attraktiver. Dies kann zum einen,
wie oben beschrieben, wahrend der Synthese des eigentlichen Peptids
erfolgen, aber auch eine Synthese des gewiinschten Derivats an der Festphase
mit der anschlielenden Abspaltung zur Aufbewahrung und spateren
Verwendung in der eigentlichen Peptidsynthese ist fir nicht allzu grolie
Mengen durchaus denkbar. Dadurch spart man sich u.U. viel Zeit und einige
Reinigungsschritte, die bei der Synthese in Losung durch die zahlreichen
Schutzgruppentransformationen von Noéten sind.
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Lysin

Die N®-Methylierung wurde direkt am Harz, wie unter Abschnitt 3.3.2
(Abbildung 3-11) beschrieben, durchgefiihrt. Die Synthese der N°-methylierten
Lysin-Derivate in Losung wurde vom Boc-L-Lys-OH ausgehend gestartet. Nach
dem Schitzen der Seitenkette durch eine Z-Schutzgruppe mit Hilfe von
Benzyloxycarbonyl-N-hydroxysuccinimid, wurde als nachstes die
Carboxylfunktion mit tert-Butylbromid verestert. In der Literaturvorschrift fir
diesen Reaktionsschritt wird mit einem 48-fachen UberschuB an tert-
Butylbromid und einem 26-fachen Uberschuss an K,CO; gearbeitet.”®® Es hat
sich gezeigt, dass ein 35-facher Uberschuss an tert-Butylbromid eine Ausbeute
von 97 % ermdglicht. Ein weiteres Absenken der Aquivalente sollte durchaus
moglich sein. Nachdem die Z-Schutzgruppe wieder entfernt wurde, konnte die
Aminofunktion der Seitenkette mit der oNBS-Schutzgruppe versehen werden.
Der anschlieBenden Methylierung mit Dimethylsulfat folgte eine
saulenchromatographische Reinigung, bevor die oNBS-Schutzgruppe wieder
entfernt wurde. Fir diesen Schritt wird oftmals Thiophenol und K,CO;
verwendet, was hier allerdings nicht optimal funktionierte. Besser war eine
Kombination aus B-Mercaptoethanol und LiOH. Das erhaltene Produkt konnte
ohne weitere Reinigung mit Allylchloroformat umgesetzt und somit Alloc-
geschitzt werden. Erst nach diesem Schritt wurde ein weiteres Mal
saulenchromatographisch gereinigt. Mit TFA und TIPS als Abfangreagenz
wurden im AnschluB die Boc-Schutzgruppe und der tert-Butylester entfernt,
bevor die a-Aminofunktion mit der Fmoc-Schutzgruppe versehen wurde. Ein
letzter saulenchromatographischer Reinigungschritt bildet den AbschluR dieser
neunstufigen Synthese, die Fmoc-Lys(NMeAlloc)-OH (10) mit einer
Gesamtausbeute von 42 % liefert. Fir die Synthese des NBS-NMe-
Lys(NMeAlloc)-OH kuppelt man Verbindung 10 an die Festphase und N-
methyliert Gber die dreistufige NBS-Methode.
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Abbildung 5-16: Die Synthese von Fmoc-Lys(NMeAlloc)-OH.
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Tryptophan

Da H-L-Trp(Boc)-OMe-HCl kommerziell verfligbar ist, kann man NBS-NMe-L-

(78]

Trp(Boc)-OH Uber die dreistufige Synthese”™ in Losung in guten Ausbeuten

(90%) erhalten. Anstatt des Ni"d-Boc-geschUtzten Tryptophans, kann man
ebenso auch das ungeschutzte Derivat verwenden, da es billiger ist und es
weder bei der Synthese zur N*-NBS-NMe-Variante noch bei der anschlieBenden
Festphasensynthese zu Nebenreaktionen kam.

D-Phenylalanin und Norleucin

Die Synthese der Fmoc-NMe-Derivate wurde mit der FREIDINGER-Methode
durchgefihrt.

Histidin

Prinzipiell gelingt die Synthese des NBS-NMe-His(Trt)-OH in Losung. Jedoch ist
die Ausbeute bekanntermaRen schlecht.”® Daher wurde Histidin ausschlieRlich
an der Festphase methyliert.

Asparaginséure

Da H-Asp(OAllyl)-OMe nicht kommerziell verfligbar ist, synthetisiert man am
besten an der Festphase.

Arginin

Auch Arginin wurde aus kostengriinden an der Festphase synthetisiert.
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5.9.2. Die Synthese der N-methylierten MT-II-Derivate

Mit den unter Abschnitt 5.9.1 beschriebenen  N-methylierten
Aminosaurederivaten kann man nun alle theoretisch moglichen N-methylierten
MT-IlI-Derivate synthetisieren. Der Aufbau des Peptids erfolgt dank der
Kompatibilitat der NBS-Aminosauren zur Fmoc-Synthesestrategie genau wie bei
MT-Il (siehe Abschnitt 5.8). Lediglich beim Kuppeln an N-methylierte
Aminosauren werden TBTU und HOBt durch HATU und HOAt ersetzt.
AuBerdem wurde als Base Collidin anstatt DIPEA verwendet, um Racemisierung
der NBS-Aminosduren zu vermeiden.

Die Synthese der MT-II-Derivate mit N®-methyliertem Lysin, Tryptophan,
Arginin, D-Phenylalanin und Histidin funktionierte relativ zuverldssig. Gewisse
Sequenzen konnten nicht beim ersten Mal hergestellt werden. Es zeigte sich
jedoch, dass das konsequente Wiederholen der Synthese letztendlich zum
Erfolg flihrte. Wodurch diese Fehlversuche zustande kamen ist nicht exakt
nachvollziehbar. Es ist jedoch bekannt, dass die Synthese N-Methyl-reicher
Peptide nach wie vor herausfordernd und mit vielen Problemen behaftet
ist.*®! Dabei ist nicht nur die Anzahl der N-Methylgruppen von Bedeutung,
sondern auch die Position in der Sequenz. Sequenzen mit isolierten N-
Methylgruppen sind im Allgemeinen stabiler als andere, die ganze cluster von
N-methylierten Aminosauren enthalten. Auch zeigt sich im Allgemeinen eine
zunehmende Labilitat des Peptids gegeniber sauren Bedingungen mit jeder
weiteren eingeflihrten N-Methylgruppe. Dass dennoch alle MT-II-Derivate mit
backbone-standigen N*-Methylgruppen darstellbar waren, spricht fur eine fir
einen N-Methyl-scan gilinstige Sequenz. Gerade auch die Verwendung von Pbf
als permanente und mit TFA abzuspaltende Schutzgruppe fir die
Argininseitenkette hatte durchaus Probleme machen kénnen, besonders weil
sich gezeigt hat, dass zum Abspalten dieser Schutzgruppe bei den methylierten
MT-II-Derivaten gegeniber dem nichtmethyliertem MT-Il eine langere
Reaktionszeit benétigt wird. Uber die Griinde, welche die ldngeren
Reaktionszeiten zum Abspalten von Seitenkettenschutzgruppen (nicht nur bei
Pbfl) bei N-methylierten Cyclopeptiden erforderlich machen, kann hier nur
spekuliert werden. Vermutlich ergeben sich durch die Methylierungen
Konformationen der Riickgrate, welche sich derart auf die Seitenketten
auswirken, dass diese teilweise durch andere Reste abgeschirmt werden. Da
sich aber die N-methylierten MT-II-Derivate (berraschenderweise als sehr
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stabil in TFA-saurem Milieu erwiesen, mulite keine andere Synthesestrategie
angewendet werden.

Nicht ganz unproblematisch war die Synthese der drei MT-II-Derivate mit
ausschlieRlich N-methyliertem Aspartat und Norleucin. Es konnten nur die
beiden monomethylierten Varianten realisiert werden. Ac-NMe-Nle-NMe-
c[Asp-His-DPhe-Arg-Trp-Lys] konnte nach dem Abspalten von der Festphase
nicht isoliert werden. Ein acetylierter N-Terminus und zwei
aufeinanderfolgende N-Methylaminosauren sind Strukturelemente, die die
Stabilitit gegeniiber TFA negativ beeinflussen.?*® Durch die Acetylgruppe kann
es zu einem Verlust der N-terminalen Aminosdaure kommen (siehe Abbildung
5-17). Fir die Synthese dieser Derivate durch Methylierung an der Festphase
mulSte das Protokoll der MT-II-Synthese etwas modifiziert werden. Der Aufbau
dieser Derivate Uber den regularen MT-II-Syntheseweg mit N-Methylierung der
exocyclischen Aminogruppen des Aspartats und des Norleucins Uber die
dreistufige NBS-Prozedur gelang nicht. Anscheinend ist Allyl-geschiitztes

R? R®
O g2 p3 0 p? p3
ﬁu _ Rl“%&o + HN—R* — )J\ " OH + H,N—R*
Hye” TN R4 >\ g ? Hy ¢ N :
H,C

Abbildung 5-17: Darstellung des Verlusts der acetylierten N-terminalen Aminosdure unter

dem Einfluf von Séuren. R* representiert die verbleibende Peptidsequenz.[256]

Aspartat nicht inert genug fiir die Prozedur der Festphasenmethylierung, denn
es kommt dabei vermutlich zu Nebenreaktionen mit der allylgeschitzten
Seitenkette. Umgehen kann man diese, indem man nach dem Kuppeln der
Asparaginsaure die Alloc- und Allylschutzgruppe entfernt, das Peptid mit
TBTU/HOBt/DIPEA cyclisiert, erst danach die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe
entfernt und anschliefend N-methyliert und weiterkuppelt.

Auch fir die Synthese der MT-lI-Verbindungen mit N°-methyliertem Lysin gibt
es mehrere Wege. Am einfachsten ist die Verwendung von
Fmoc-Lys(NMeAlloc)-OH (12). Damit kann man alle moglichen methylierten
MT-II-Varianten Uber die originale MT-II-Syntheseprozedur darstellen. Fir die
Cyclisierung an der Festphase muss allerdings HATU verwendet werden. Aber
auch eine Synthese, die ausschliefllich an der Festphase (bis auf die
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Cyclisierung) stattfindet, ist moglich. Hierbei mufl man Fmoc-Asp(OAllyl)-OH
gegen Fmoc-Asp(OtBu)-OH austauschen. Nach der Acetylierung der Norleucin-
Aminofunktion wird die Alloc-Schutzgruppe des Lysins entfernt. Da die B-
Carboxylfunktion des Aspartats dabei geschitzt bleibt, gelingt die Methylierung
der e-Aminofunktion Uber die NBS-Prozedur ohne Probleme. Nach dem
Entfernen der NBS-Schutzgruppe spaltet man das lineare Peptid ab und
cyclisiert in Losung mit DPPA. Die entschitzten Seitenketten des Tryptophans,
des Arginins und des Histidins storen dabei nicht. Eine Abtrennung der
Uberschissigen Cyclisierungsreagenzien und Nebenprodukte kann bei dieser
Methode allerdings erst durch die HPLC erfolgen, da die vollentschitzten
Cyclopeptide eine ahnliche Hydrophilie wie diese Reagenzien und
Verunreinigungen besitzen und somit nicht durch Einwirkung walriger Losung
ausfallen. Mit geschiitzten Peptiden gelingt dies. Sie kann man auf diese Art
und Weise z.B. durch Filtration von den wasserloslichen Nebenprodukten
trennen. Prinzipiell ist die Cyclisierung in Losung der Cyclisierung an der
Festphase durch das geringere Auftreten von Cyclooligomerisierungen
vorzuziehen, jedoch wird die Reinigung der Cyclopeptide mittels HPLC durch
die Uberschissigen Cyclisierungsreagenzien erschwert, da diese sehr ahnliche
Retentionszeiten besitzen.

Tabelle 5-3: Zusammenstellung von Kombinationen verwendeter Seitenkettenschutzgruppen
fur Lysin und Aspartat, von deren Abspaltbedingungen und den auftretenden Problemen bei
der Synthese von MT-II-Derivaten mit N*-methylierter Lysinseitenkette an der Festphase.

Seitenkettenschutzgruppen-
o grupp Abspaltprozedur Problem
kombinationen

Lys :ivDde Hydrazinhydrat (2% in DMF)  Allyl wird durch Hydrazin
substituiert

Asp :Allyl Pd(PPhs), (kat.), PhSiH3

Lys :Alloc Pd(PPhs), (kat.), PhSiH3 Nebenreaktionen bei Alloc-
Abspaltung und Methy-

Asp :Dmab Hydrazinhydrat (2% in DMF) lierung der Lysinseitenkette

Durch die Wahl anderer Seitenkettenschutzgruppen fir Lysin und Aspartat,
welche zueinander, zu den restlichen permanenten Schutzgruppen und zum
linker der Festphase orthogonal sind, ware prinzipiell auch eine Cyclisierung an
der Festphase moglich. Es wurde einige Kombinationen mit verschiedenen
Schutzgruppen probiert, jedoch kam es bei allen zu unerwiinschten
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Nebenreaktionen (siehe Tabelle 5-3). Es existieren natirlich viele weitere
Schutzgruppen, welche sich - zumindest rein theoretisch - fir diese Synthese
eignen. Aufgrund der erfolgreichen, oben bereits beschriebenen Synthesewege
fir MT-Il-Derivate mit N*methylierter Lysinseitenkette, wurden weitere
Kombinationen jedoch nicht ausprobiert.

5.9.3. Ergebnisse der biologischen Tests
5.9.3.1. Kompetitive Bindungs- und Adenatcyclaseassays
5.9.3.1.1. Einflhrung

Die Verbindungen der Peptidbibliothek wurden in kompetitiven Bindungsassays
und in Adenylatcyclaseassays auf ihre biologische Aktivitat getestet. Die Tests
wurden von der Arbeitsgruppe VICTOR J. HRUBY an der University of Arizona in
Tucson durchgefihrt. Fir beide Assays wurden HEK293-Zellen verwendet,
welche die Rezeptoren hMC1R und hMC3-5R stabil exprimieren.*”%

Fir den Bindungsassay werden die Zellen mit Losungen verschiedener
Konzentrationen des jeweiligen Peptids und markiertem [***I]-NDP-MSH
inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die Zellen gewaschen und
aufgeschlossen. AnschlieRend wird die Radioaktivitdit des Zelllysats
registriert.”>”%*% Dadurch I5Rt sich die Verdriangung des sehr stark bindenden
[**°1]-NDP-MSH durch das entsprechende Peptid analysieren und somit der 1Cso-
Wert berechnen. Der ICso-Wert gibt die mittlere inhibitorische Konzentration
an, bei der in vitro eine 50 %-ige Inhibition beobachtet wird.

Die Ermittlung der EC5;p-Werte erfolgt im Adenylatcyclaseassay. Dazu werden
die HEK293-Zellen mit Aliquoten der jeweiligen Peptidlosung unterschiedlicher
Konzentration flr einen gewissen Zeitraum inkubiert. Die Reaktion wird abrupt
gestoppt, die Zellen aufgeschlossen und das Lysat anschlieRend zentrifugiert.
Aliquote des Uberstands werden wiederum fiir mehrere Stunden mit [*H]-
cAMP in PKA-Puffer gegeben. Die Menge an [*H]-cAMP wird durch einen
Lumineszenz-Zahler und durch einen Szintillationszahler ermittelt. Mit Hilfe
einer cAMP-Standardkurve, die auf die gleiche Weise erhalten wurde, lassen

sich dann die cAMP-Ansammlungen und somit die ECso-Werte bestimmen.!*”
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2%l Die ECso-Werte geben die mittlere effektive Konzentration an, bei der ein
halbmaximaler Effekt beobachtet wird.

Die im nachsten Abschnitt angegebenen Werte sind der Durchschnitt von zwei
Experimenten, die jeweils dreifach ausgefiihrt wurden. Die ICso- und ECsp-Werte
und die damit verbundenen Standardfehler wurden durch das Angleichen der
Daten mit Hilfe einer nichtlinearen Methode der kleinsten Quadrate bestimmt.
Fir die MT-II-Derivate mit N-methylierten exocyclischen Amidbindungen
kénnen an dieser Stelle leider keine Testergebnisse prasentiert werden.

5.9.3.1.2. Ergebnisse der kompetitiven Bindungs- und Adenylatcyklaseassays
fur die N*-methylierten MT-ll-Derivate

Die MT-ll-Derivate mit einfacher N*-Methylierung zeigen groRtenteils keinen
dramatischen Verlust der Bindungsaktivitat (siehe Tabelle 5-4; Peptide 2-6).
Nur die N-Methylierung des pPhe in Peptid 5 verursacht einen kompletten
Verlust der Bindung an die Rezeptoren hMC1R und hMC3-5R. Im cAMP-Assay
erweisen sich die Peptide 2, 3 und 6 weiterhin als volle oder partielle Agonisten
fir alle Rezeptorsubtypen (Tabelle 5-6). Bereits in friiheren Studien erwies sich
DPhe als besonders wichtige Aminosdure in Hinsicht auf die cAMP-
Aktivitat.[219260261  per Phenylring interagiert bei Agonisten mit den

2621 Diese

aromatischen Gruppen der 3. und der 6. Transmembranhelix.
Interaktionen werden durch die N-Methylierung in Peptid 5 anscheinend
unterbunden. In Peptid 6 hingegen lasst sich eine erhdhte Bindungsselektivitat

flr die Rezeptoren hMC1R und hMC3R beobachten.
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hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R
# Sequenz 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs-
effizienz [%] effizienz [%] effizienz [%] effizienz [%]

1 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 3.5+0.23 100.0+0.00 6.8+0.87 100.0+0.00 42+106 100.0+0.00 12.1+2.28 100.0+0.00
2 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 670 + 100 100+ 20 23+4.5 98 £0.58 88+ 32 99+1.5 77 £29 97+0.43
3  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 88+ 11 100 + 10 273 100 + 10 1700+ 16 100 780 100 + 10
4  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 90+ 11 100 + 20 14+1 100 + 10 2000 100 450 89+6
5  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
6  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 100 £ 20 97 37%1 100+ 11 1300 1101+ 100 3400 8516
7  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 43116 98 +0.12 65+4.6 98+1.7 370+ 120 10+0.15 2200+ 330 7812
8  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 12+4 100 + 20 28+ 1 100+1 720 + 80 100+9 840 £ 100 89+10
9  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
10 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 270+ 30 100 200 + 64 72+16 1300 + 150 919 580 + 380 63+ 14
11 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 6.7 £0.38 89 +0.97 13+1 6915 440 £ 50 54+9 1600 £ 110 87 +55
12 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB 890 + 180 84+3.2 NB NB NB NB
13 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 56 £ 26 98 £0.78 81124 98+1.54 NB NB 130+ 11 80t77
14 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 6700 + 3400 73+3.5 1400 + 100 778 NB NB 840 + 33 81+22
15 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 35+ NA 100 £ NA 120+ 100 979 1700 + 200 889 1800 + 200 92+10

D grau hinterlegte Aminosaduren sind N-methyliert

ICso = Konzentration des Peptids fiir halbmaximale, spezifische Bindung (N=4). NB = 0% '*’I-NDP-MSH-Verdrangung bei 10 uM. Prozentuale Bindungseffizienz =

maximaler Prozentsatz an **’I-MSH-Verdrangung bei 10 pM.
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Tabelle 5-5: Ergebnisse des kompetitiven Bindungsassays der N*-methylierten MT-II-Derivate (Teil 2).

hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R
# Sequenz 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs- 1C5o [nM] Bindungs-
effizienz [%] effizienz [%] effizienz [%] effizienz [%]

16  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
17  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 8.2+4.6 100+1.9 120 £ 22 94+1.9 400 + 190 890 + 66 200 + 28 95+ 32
18 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
19  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 190+ 92 92+6.3 1900 + 200 83+3 NB 43+ 4 580 + 81 83+14
20  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
21  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 31+8.1 88 £ 67 32020 95+ 10 6000 * 100 656 215+ 84 83+11
22 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
23  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
24  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 57+12 95+1.1 NB NB NB NB NB NB
25  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
26  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB 620 £ 60 95+10
27  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 2500 + 110 55+ 10 NB NB NB NB NB NB
28  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 14+4.0 95+1 2200 £ 480 95+4.2 NB NB NB NB
29  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB 690 + 70 92+10
30 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB 720 £ 80 100+ 10
31  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB NB NB
32  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NB NB NB NB NB NB 160 + 20 89+8

D grau hinterlegte Aminosaduren sind N-methyliert

ICso = Konzentration des Peptids fiir halbmaximale, spezifische Bindung (N=4). NB = 0% '*’I-NDP-MSH-Verdrangung bei 10 uM. Prozentuale Bindungseffizienz =

maximaler Prozentsatz an ***|I-MSH-Verdrangung bei 10 pM.
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Tabelle 5-6: Ergebnisse des Adenatcyclaseassays der N*-methylierten MT-II-Derivate (Teil 1).
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hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R
#  Sequenz ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%]
1 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 2.0+0.38 100 5.6+1.9 100 7.3+1.5 100 56+1.1 100
2 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 1.1+0.30 100+ 2.7 62+6.5 52+6.2 62+2.2 788 3.7£0.77 82+8.6
3  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 1.8+0.40 77 £13 2.1+0.2 100+1 19+15 86 + 33 5.6+2.5 66+ 12
4  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 1.7+ 0.03 602 34+21 97 +11 3.3+0.3 73110 6.0£2.2 77 £ 19
5  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
6  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 53+1.3 58 +12 9400 260 797 555 22+16 73+14
7  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 7.6+£6.0 79+ 36 47 + 36 2514 100+ 10 808 NA NA
8  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 9.5+7.7 100+ 1.3 19 60 273 535 12+1 532
9  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
10 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 13+9.8 7028 19 90 470+ 36 83+13 1000 £ 100 673
11 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 2.7+0.04 1005 61+35 58 £ 8.7 440 + 220 86t11 420+ 220 65t1
12 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA 800 + 760 84+5.5 NA NA NA NA
13 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 18+ 16 110+ 7.0 7.0 203 NA NA NA NA
14 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 110+ 20 771 570 85+10 9200 £ 6000 130+ 33 1400 £ 69 58+ 14
15 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 13110 97+10 4.6 758 370 £ 50 43+5 48050 71

D grau hinterlegte Aminosaduren sind N-methyliert

ECso = Effektive Peptidkonzentration, welche nétig war, um halbmaximale intrazellulare cAMP-Ansammlung zu generieren (N=4). Prozentuale Aktivitdt =

prozentualer Anteil cAMP bei 10 uM Ligandenkonzentration in Relation zu MT-Il. NA = 0% cAMP-Konzentration bei 10 uM Ligandenkonzentration. Es wurde fir

Peptidkonzentrationen von 10™° bis 10®° M getestet.
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Tabelle 5-7: Ergebnisse des Adenatcyclaseassays der N*-methylierten MT-II-Derivate (Teil 2).

hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R
# Sequenz ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%]
16  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
17  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 1.8+13 78 £ 24 120+ 21 19+6.4 NA NA 400 + 360 78+2.1
18  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
19 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 18+3.5 100 £ 0.25 NA NA 1600 + 500 62t 24 NA NA
20  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
21  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 23+1.2 88+11 NA NA 290 £ 30 65t1 220 £ 180 47 +5
22  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
23 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
24  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 4018 100+ 8 NA NA NA NA NA NA
25  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
26  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA 520 £ 60 61
27  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 750 + 280 8725 NA NA NA NA NA NA
28  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 13110 98 + 66 NA NA NA NA NA NA
29  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
30 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] 670 + 150 42 £13 NA NA NA NA NA NA
31  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA
32  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka] NA NA NA NA NA NA NA NA

D grau hinterlegte Aminosaduren sind N-methyliert

ECso = Effektive Peptidkonzentration, welche nétig war, um halbmaximale intrazellulare cAMP-Ansammlung zu generieren (N=4). Prozentuale Aktivitat =
prozentualer Anteil cAMP bei 10 pM Ligandenkonzentration in Relation zu MT-Il. NA = 0% cAMP-Konzentration bei 10 uM Ligandenkonzentration. Es wurde flr
Peptidkonzentrationen von 10™° bis 10° M getestet.
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Dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen friiherer Untersuchungen,? in
denen die Einschrankung der Bewegungsfreiheit des Histidin-Restes zu
potenten Antagonisten besonders fiir hMC3R fihrte. In der Gruppe der
zweifach N*-methylierten MT-II-Derivate (siehe Tabelle 5-4 bis Tabelle 5-7;
Peptide 7-16) lassen sich einige interessante Beobachtungen machen. Wie
Peptid 5 verlieren alle methylierten Derivate, in denen mit NMe-DPhe
kombiniert wird (Peptide 9, 12, 14, 16), fast vollstandig ihre Bindung und
Aktivitat und bestatigen somit die Ergebnisse der Monomethylierung. Die
Kombinationen mit NMe-Lys (Peptide 7, 8, 10) weisen eine reduzierte
Bindungsaffinitat fir hMC4R und hMC5R auf. Mit Ausnahme von Peptid 7 am
hMC5R bleiben diese Verbindungen jedoch partielle Agonisten. Die
Kombinationen mit NMe-Trp flihren zu einem starken Verlust an Bindung und
funktioneller Aktivitdt zu den Rezeptoren hMC4R und hMC5R und somit zu
einer hoheren Selektivitdit zum hMC3R (Peptid 12). Fir die Peptide 11 und 13
lalkt sich eine selektivere agonistische Aktivitat fiir den hMCI1R, sowie im Falle
von Peptid 13 eine selektivere antagonistische Aktivitat fir den hMC3R
beobachten. Die Kombination von NMe-His und NMe-Arg in Peptid 15 reduziert
die Affinitat zu den Rezeptoren hMC4R und hMC5R und steigert somit die
agonistische Selektivitat zu hMC1R und hMC3R.

Auch in der Gruppe der dreifach methylierten Peptide (Peptide 17-26) verlieren
alle Derivate mit N-methyliertem DPhe, mit Ausnahme von Peptid 26, ihre
Bindungs- und Aktivierungsfahigkeit fir alle Rezeptorsubtypen. Die meisten
anderen Kombinationen behalten eine gewisse Bindungsfahigkeit zu den
hMCRs (Peptide 17, 19, 21, 24) jedoch mit einer geringeren cAMP-Aktivierung
aufler am hMCI1R. Allgemein ausgedriickt 3Bt sich festhalten, dass die
dreifache N-Methylierung die agonistische Selektivitait zum hMCI1R steigert.
Peptid 24 beispielsweise verliert samtliche Bindungsaffinitdit zu den hMCRs
auller zum hMC1R. Dieser wird noch relativ stark gebunden und aktiviert.

Der Trend hin zu groRerer Selektivitat aber geringerer Aktivitat setzt sich in der
Gruppe der finf vierfach methylierten MT-II-Derivate fort (Peptide 28-31), in
der eine Abnahme der Bindungsafffinitdit und der Aktivitat fir alle hMCRs
beobachtet werden kann, aulRer bei Peptid 28, dem einzigen ohne NMe-pPhe.
Peptid 28 bindet mit hoher Affinitdt (14 nmol) an den hMCI1R, und das mit
voller agonistischer Aktivitat (13 nmol), und ist somit ein hochpotenter und
selektiver Agonist fiir den hMC1R. Die Ubrigen Verbindungen, die Peptide 29
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und 30 und auch das finfach methylierte Peptid 32, sind zwar schwache, aber
selektive Antagonisten fiir den hMC5R.

5.9.3.1.3. Ergebnisse der kompetitiven Bindungs- und Adenylatcyklaseassays
fir die MT-lI-Derivate mit N>-methyliertem Lysin

Bei den Ergebnissen des kompetitiven Bindungsassays und des
Adenylatcyclaseassays (siehe Tabelle 5-8) der ein- und zweifachmethylierten
MT-II-Derivate mit N>-methyliertem Lysin fallt sofort auf, dass auch hier eine
Methylgruppe an der Aminofunktion des b-Phenylalanins (Peptid 37) in einem
kompletten Verlust der Bindungsfahigkeit fiir alle Melanocortinrezeptoren
resultiert und sie somit konform mit den Ergebnissen der N®-methylierten
MT-1I-Derivate sind. Dementsprechend findet auch keine Aktivierung dieser
Rezeptoren statt. Die anderen Verbindungen verlieren nur partiell ihre
Affinitat, besonders zum hMC4R, aber auch zum hMC3R, wodurch die
Selektivitat steigt. Besonders interessant ist Peptid 33, welches identische 1Csq-
Werte wie MT-Il vorweisen kann, auBer am hMC4R: dort betragt der ICs
3.2 uM. Nur hMC1R und hMC3R werden aktiviert, wodurch dieses Derivat zu
einem Agonisten fir hMC1R und hMC3R, sowie zu einem Antagonisten fir
hMC4R und hMC5R wird. Alle anderen Verbindungen wirken an allen
Rezeptoren agonistisch. hMC3R und hMC4R werden nur mit ICsp-Werten im
dreistelligen nanomolaren Bereich gebunden. Die Aktivitdt bleibt aber auf
MT-1I-Niveau. Vergleicht man diese Werte mit denen der entprechenden
monomethylierten Verbindungen ohne N*-methyliertes Lysin (siehe Tabelle 5-4
und Tabelle 5-6, Peptide 2-6), dann kann man bei diesen - mit Ausnahme des
hMC3R - an allen Rezeptoren und vor allem am hMC4R und hMC5R einen
starkeren Verlust ihrer Bindungsfahigkeit feststellen.
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Tabelle 5-8: Ergebnisse des kompetitiven Bindungsassays und des Adenatcyclaseassays der N°-methylierten MT-lI-Derivate.

hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R
Bindungs- Bindungs- Bindungs- Bindungs-

# Sequenz 1C5o [nM] effizienz [%] 1C5o [NnM] effizienz [%] 1C5o [NnM] effizienz [%] 1C5o [nM] effizienz [%]
1 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 3.5+0.23 100.0 £ 0.00 6.8 +0.87 100.0 £ 0.00 4.2+1.06 100.0 + 0.00 12.1+2.28 100.0 + 0.00
33  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Kg] 1.7+0.21 97+1.2 6.8 £ 0.25 98+ 1.2 3200 + 580 33+1.3 9.3+0.01 96.0+4.2
34 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka/€] 3.0+0.3 100 169 + 20 100 400 + 30 100 5+1 95
35 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Kg] 7.0+0.7 100 109 + 10 100 174 £92 96 94.5+20.0 100
36 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Kg] 49+0.3 100 142 £+ 10 100 757 £ 501 88 44 + 27 99
37  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Ke] NB 0 NB 0 >5000 30 NB 0
38 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Ke] 3.0 100 12+2 100 170+ 18 100 3+0.1 100

D grau hinterlegte Aminosauren sind N-methyliert
ICso = Konzentration des Peptids fiir halbmaximale, spezifische Bindung. NB = 0% **°I-NDP-MSH-Verdringung bei 10 uM. Prozentuale Bindungseffizienz =
maximaler Prozentsatz an ***I-MSH-Verdringung bei 10 uM

hMC1R hMC3R hMC4R hMC5R

# Sequenz ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%] ECso [nM] Aktivitat [%]

1 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 2.0+£0.38 100 56+1.9 100 73%15 100 5611 100
33  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Kg] 1.8+1.2 99 +4.6 9.1+4.8 68 + 43 NA NA NA NA
34 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-Ka/€] 3.24 £ 0.55 99 7.6+3.3 100 9.4+13 96 2.2 75
35 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Ke] 6.99+1.1 100 4.0+1.8 100 5.6+2.7 87 2.4 80
36 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- Ke] 491+0.8 83.3 6.4+1.3 100 53.4 78 6.1 80
37  Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- KE] >10000 100 1062 + 314 100 >10000 130 >4000 100
38 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W- KEg] 2+0.2 100 101 100 28.5+11.5 98 2.4 100

D grau hinterlegte Aminosauren sind N-methyliert
ECso = Effektive Peptidkonzentration, welche nétig war, um halbmaximale intrazellulare cAMP-Ansammlung zu generieren. Prozentuale Aktivitdt =
prozentualer Anteil cAMP bei 10 uM Ligandenkonzentration in Relation zu MT-IIl. NA = 0% cAMP-Konzentration bei 10 uM Ligandenkonzentration.
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5.9.3.2. Untersuchung der intestinalen Wirkstoffabsorption
5.9.3.2.1. Einfihrung

In Kapitel 2 wurde bereits die , Pfizer’s rule of five” vorgestellt, mit denen sich
die orale Verflgbarkeit von Wirkstoffen abschatzen |aRt. Bei der oralen
Einnahme von Medikamenten ist der Gastrointestinaltrakt der bevorzugte
Resorptionsort. Dessen Epithel dient dem Flussigkeits- und Stoffaustausch. Die
Darmschleimhaut ist somit die erste biologische Barriere, die der Wirkstoff
Uberwinden muB. Fir den Transport und die Transportleistung sind
verschiedene spezifische Transportwege verantwortlich. Dabei lassen sich vier
verschiedene Wege unterscheiden:

e passiv transzellular

e passiv parazellular

e aktiv Carrier-vermittelt

* Transport durchTranszytose.

Zur Untersuchung der intestinalen Absorption gibt es verschiedene Methoden,
die in in vivo-, in situ- und in in vitro-Methoden unterteilt werden kénnen. Zu
den in vitro-Methoden gehort auch die Verwendung der Caco-2-Zelllinie. Dies
sind adhirente Zellen, die morphologische und physiologische Ahnlichkeit zum
menschlichen Diinndarmepithel besitzen. So besitzen sie einen Blrstensaum
und Dome, sie polarisieren und bilden tight junctions zwischen benachbarten
Zellen aus. Daher eignen sich Caco-2 monolayer besonders, um den
Transportmechanismus von Wirkstoffen durch das Epithel zu untersuchen. Die
Tests wurden von der Gruppe um CHAIM GILON an der Hebrew University of
Jerusalem durchgefihrt.
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5.9.3.2.2. Ergebnisse der Caco-2-Zelltests

Die Caco-2-Permeabilitatstests wurden mit einer Auswahl unterschiedlich stark
N®-methylierter MT-II-Derivate durchgefihrt, aber auch mit MT-Il selbst. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5-18 dargestellt.
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Abbildung 5-18: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Caco-2-Permeabilitiitstests mit
einer Auswahl N®-methylierter MT-lI-Derivate. Die Bezeichnungen der Peptide entspricht
denen aus Tabelle 5-4 bis Tabelle 5-7 (siehe Seite 61-64).

Alle methylierten Verbindungen haben Permeationskoeffizienten zwischen
Pypp = 7.53-1077 bis 4.23 - 107° cm - s™1. Obwohl es einige Variabilitat gibt,
liegen alle Werte im Bereich des Permeationskoeffizienten von Mannitol,
einem Marker fur die parazellulare Permeabilitdt. Tendenziell 133t sich kein
Trend der hohergradig methylierten  Verbindungen zu  hoheren

Permeabilitatskoeffizienten feststellen, jedoch wird der
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Permeabilitatskoeffizient von MT-Il von allen methylierten MT-II-Derivaten
Ubertroffen. Dabei stellt Peptid 22, das ebenso wie die Peptide 17, 21 und 24
an drei Positionen methyliert ist, mit seinem hohen Permeabilitatskoeffizienten
eine Ausnahme dar. Anscheinend ist nicht nur die Anzahl an N-Methylierungen
von Wichtigkeit, sondern auch deren Position. Die Ergebnisse decken sich mit
friheren Beobachtungen.[‘”] Obwohl die Messwerte der Verbindungen
durchweg fiir einen parazelluldaren Transportweg sprechen, kann man auch an
diesen Beispielen erkennen, dall hochgradige N-Methylierung einen
parazellularen Transport durch die wassrige Umgebung der Poren in den tight
junctions beschleunigen kann.

5.9.3.3. Blutserumstabilitatstests

Wie bereits in Kapitel 2 erwahnt wurde, werden Peptide durch Cyclisierung und
N-Methylierung metabolisch stabiler. Um diesen Effekt zu untersuchen,
wurden verschiedene N-methylierte MT-II-Derivate in menschliches Blutserum
gegeben. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die enzymatische Reaktion
gestoppt und der Gehalt an intaktem Peptid analysiert. In Tabelle 5-9 sind
einige Ergebnisse zusammengefaldt.

Tabelle 5-9: Ergebnisse der enzymatischen Stabilitétstest einiger N-methylierter MT-II-
Verbindungen sowie vom nichtmethylierten MT-Il und dessen linearer Version. N-methylierte
Aminosduren sind grau unterlegt. k.A. = es liegt kein Messwert vor. Die Messwerte sind in
mAU [min angegeben = Konzentration der Probenlésung.

Zeit in min (h)
5 10 15 120 1140 1740
# Peptid (0.08)  (0.17)  (0.25) (2) (19) (29)
1 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 60.81 k.A. 115.02 49.52 50.88 62.31
33 | Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K¢] k.A. 91.19 146.38 168.95 132.64 75.44
24 Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 88.87 k.A. 95.14 k.A. 231.08 140.08

28 | Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 114.70  140.34 125.1 158.07 202.12  149.96

32 | Ac-Nle-c[D-H-f-R-W-K] 127.79 1335 147.1 32.49 135.25  128.58

Fliche in mAU [ min

52 | Ac-Nle-D-H-f-R-W-K-NH, 0 0 k.A. k.A. 0 k.A.
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Die Ergebnisse schwanken recht stark und lassen daher keine exakten
quantitativen Rickschliisse zu. Als Referenz diente MT-IlI (siehe Peptid 1,
Tabelle 5-9), das nach einer Verweilzeit von 29 Stunden im Prinzip in der
anfanglichen Konzentration in der Probenlésung vorlag. Aufgrund seiner
cyclischen Struktur ist es bereits sehr stabil. Da verwundert es nicht, daR auch
fir die methylierten Derivate nach 29 Stunden Werte in der GroBenordnung
der Anfangswerte vorliegen. Um die Funktionstiichtigkeit des Assays zu
demonstrieren wurde zudem MT-II in seiner offenkettigen Version getestet
(Peptid 52). Bereits nach 5 Minuten ist diese Verbindung nicht mehr in der
Probenlésung auffindbar. Zusammenfassend |38t sich sagen, dass die N-
methylierten MT-1I-Derivate in humanem Blutserum sehr stabil sind.

5.9.4. Ergebnisse der NMR-Konformationsanalyse (durchgefiihrt
von Johannes Beck in unserer Gruppe)

Die Tatsache, dass MT-Il an vier Melanocortinrezeptoren bindet, spricht fir ein
relativ flexibles Riickgrat des Cyclopeptids, wodurch es ihm erleichtert wird,
diejenigen Konformationen anzunehmen, die fir das Binden und die
Aktivierung der verschiedenen Rezeptoren noétig sind (induced fit). Im
Gegensatz dazu besitzt das Riickgrat von Peptid 28 eine eindeutige und
bevorzugte Struktur. Dies ergibt sich aus NMR-spektoskopischen
Untersuchungen, sowie aus eingeschrankten Distanzgeometrieberechnungen
(DG), eingeschrankten 150 ps molecular-dynamics-Simulationen (MD) und
uneingeschrankten 30-ns-MD-Simulationen in explizitem Wasser. Lediglich die
lactamverbriickten Seitenketten von Asp® und NMe-Lys™ sind flexibel. Die
gemessenen und berechneten Abstinde zeigen eine gute Ubereinstimmung
und sprechen fir eine bevorzugte Konformation der aus den eingeschrankten
MD-Simulationen erhaltenen Struktur.?®* AuRer kleinen Anderungen bei vier
Diederwinkeln des Riickgrats, die in einem Bereich von 20° bis 40° liegen,
erwies sich die Struktur in einer, Gber einen sehr langen Zeitraum (30 ns)
reichenden, uneingeschrankten MD-Simulation in Wasser als explizitem
Losungsmittel als sehr stabil. Weitere Indikatoren, die fiir zuverlassige
Strukturinformationen sprechen, sind die hauptsachliche Parallelorientierung
der Bindungsvektoren von CO(i) zu C*H%(i+1) und die weite Streuung der
chemischen Verschiebungen der Signale des RUckgrats.[ZGS] Im Gegensatz dazu
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ist die Streuung der chemischen Verschiebungen dieser Signale bei MT-Il nur
gering, was genauso flr ein viel flexibleres Peptid-Rickgrat spricht, wie die
fehlende starke Differenzierung von H"-Temperaturgradienten (-8.61 bis -5.24
ppb/K) und Amidprotonenaustauschraten sowie die weniger stark ausgepragte
Neigung zu unterschiedlichen Konformationen der Seitenketten.

Alle Peptidbindungen von Peptid 28 sind trans-konfiguriert (siehe Abbildung
5-19). Dies wird durch das ROE-Muster dieser Verbindung manifestiert. Die
NMe-His®-Ruckgratdiederwinkel (b =-98° und Wy =78°) der durch die
eingeschrankte MD-Simulation erhaltenen Struktur sprechen fiir einen um das
NMe-His® zentrierten invertierten y-turn.”*® Aufgrund des Abstands zwischen
dem Carbonylsauerstoff des Asp® und dem Amidstickstoff des bPhe’ (3.4 A) und
aufgrund des Winkels der Wasserstoffbindung (141°) sowie aufgrund eines nur
leicht negativen Temperaturgradienten fir pPhe’ HY (-5.92 ppb/K in wassrigem
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Abbildung 5-19: Stereobilder der durch NMR-Spektroskopie und MD-Berechnungen
ermittelten LGsungsstruktur von Peptid 28. Die backbone-Strukturen der in A und B
abgebildeten Konformere sind identisch, jedoch unterscheiden sie sich durch unterschiedliche

Konformation der Seitenketten von NMe-His®, pPhe’ und NMe—Argg. Dies spiegelte sich in

dynamischen Diederwinkeln y bei den MD-Kalkulationen wieder.?¢”]

Puffer; -5.55 ppb/K in DMSO) kann angenommen werden, dass die
Wasserstoffbriicke innerhalb dieses y-turns relativ schwach ist und nur
unvollstandig vom Solvenz geschiitzt wird. Der y-turn liegt nicht nur innerhalb
eines B-turns, der vom Asp> zum NMe-Arg® reicht, sondern wird beinahe von
einem zweiten B-turn mit anndhernder BlI-Geometrie zwischen NMe-His® und
NMe-Trp® Uberlagert. Der Abstand zwischen den beiden C®-Atomen dieser
Aminosiuren betragt 7.6 A, wihrend der Abstand zwischen den Asp’- und
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NMe-Arg®-C*-Atomen 6.4 A betragt. Das Minimalkriterium fiir einen B-turn ist
ein Abstand von 7 A von C% zu C%,5.%*® Diese uiberlappenden turns resultieren
in einer nahezu vollstindigen helikalen Umdrehung (a-turn) die sich vom Asp’
zum NMe-Trp® erstreckt und die vermutlich durch hydrophobes clustern der
NMe-Trp’-Methylgruppe mit Asp>-HP, NMe-Arg®-H®, NMe-Lys'’-H' und der
Methylgruppe vom NMe-His® stabilisiert wird, was durch die entsprechenden
ROESY-Kreuzpeaksignale indiziert wird.

Leichte Veranderungen fiir einige wenige backbone-Diederwinkel ergeben sich
in der uneingeschrankten 30-ns-MD-Simulation mit der in der eingeschrankten
MD-Simulation erhaltenen gemittelten Struktur als Ausgangsbasis. Am
stirksten betroffen sind dabei U von Asp®, NMe-His® und NMe-Trp® sowie ¢
von DPhe7 (siehe Tabelle 5-10). Der y-turn ist demnach in der Struktur der
uneingeschrankten MD-Simulation weniger stark ausgepragt. Diesen
Rickschluss lassen die aus der uneingeschrankten MD-Simulation erhaltenen
Diederwinkel fir NMe-His® (¢ = -102° und { = 117°) zu. Trotz einiger

Tabelle 5-10: Die Diederwinkel ¢ und ¢ der Aminoséurereste aus der gemittelten Struktur der
eingeschrinkten (eMD) und der Trajektorie der uneingeschrinkten (MD) MD-Simulation.

Aminosaure Gemp [°] dmo [°] Yemp [°] Yo [°]
Nle* -101 -75.5+39.6 109 29.4 +82.5
Asp’ 71 -89.7 +32.7 144 112.7 +16.9

NMe-His® -98 -102.4 + 15.7 78 117.4+19.2
pPhe’ 96 75.0 +18.8 -126 -116.0+ 10.1
NMe-Arg® -135 -122.9+8.0 80 83.2+9.9
NMe-Trp’ -120 -136.6 + 14.0 63 96.0 + 12.7
NMe-Lys™ -114 -120.7 £9.9 0 83.0 +63.4

Distanzverstofle  innerhalb  der cyclischen  Kernstruktur bei der
uneingeschrankten  MD-Simulation, die vermutlich durch kiinstlich
hervorgerufene Spannungen in den amidverkniipften Seitenketten von Asp’
und NMe-Lys10 verursacht werden, scheint das aus der eingeschrankten MD-
Simulation erhaltene Konfomer das beste Strukturmodell fir das
Peptidriickgrat zu sein.
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Fir die verschiedenen Konformationen der Seitenketten von Peptid 28 in
walriger Losung sind, wie oben bereits erwahnt, hydrophobe
Wechselwirkungen von Wichtigkeit. Wie in Strukturanalysen anderer a-MSH-
Analoga berichtet wurde, so 1aRt sich auch bei Peptid 28 stacking der NMe-
His®- und pPhe’-Seitenketten beobachten (siehe auch Abbildung 5-19 A).1267]
Weiterhin existieren hydrophobe Kontakte zwischen den Seitenketten von
pPhe’ und NMe-Arg® (siehe Abbildung 5-19 B). AuBerdem kommt es zum
clustern zwischen dem Indolring von NMe-Trp® und der N-Methylgruppe des
NMe-Arg® (siehe Abbildung 5-19 A und B).

Soweit bekannt, wurde das Strukturmerkmal des His®-zentrierten inversen V-
turns bei anderen nichtmethylierten aber adhnlichen a-MSH-Analoga, wie
beispielweise MT-Il, nicht gefunden. In guter Ubereinstimmung mit der
ermittelten Struktur von Peptid 28 und den oben bereits erwahnten Ca-Ca-
Abstinden, wurde von B-turns, welche von Asp’ zu Arg® reichen, 6fter berichtet
als von His® zu Trp’ reichende.”®Im Gegensatz zu den Ahnlichkeiten, die sich
im Auftreten der B-turns wiederspiegeln, unterscheidet sich Peptid 28 von
MT-Il deutlich durch die Orientierung der Seitenketten von NMe-Arg® und
NMe-Trp°. Bei einer backbone-Orientierung, wie sie in Abbildung 5-19
dargestellt ist, zeigt im MT-Il die Arg®-Seitenkette nach oben und die
Seitenkette von Trp® nach unten.”® Dies ist bei Peptid 28 genau umgedreht.
Das deutet erneut auf die wichtige Rolle der positiv geladenen Arginin-
Seitenkette fir die Bindung und Aktivierung von hMC3R und hMC4R
hin. 2182622700 |10 frijheren Untersuchungen mit mutierten und Chimaren-
Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass die positiv geladene Guanidinogruppe
des Arg® Giber die Reste Asp™®* und Asp™*® der TM3 an hMC3R und hMC4R
bindet und sie aktiviert. Neben der Erhéhung der Hydrophobie, werden diese
Wechselwirkungen durch die mehrfachen N-Methylierungen reduziert, was zu
einem Verlust der Bindungs- und Aktivierungsfahigkeit fiihrt.”*” Dies bedeutet
aber gleichzeitig, dass sich die Orientierungen der Seitenketten fir die
Aktivierung der unterschiedlichen Rezeptorsubtypen stark voneinander
unterscheiden. Die Flexibilitdt von MT-II scheint genligend grol8 zu sein, um die
fir die Aktivierung der Rezeptoren erforderlichen Orientierungen der
Seitenketten zu adaptieren. 2692701 piese Flexibilitat ist in Peptid 28 nicht
vorhanden und somit wird eine korrekte Wechselwirkung des MT-II-
Pharmakophors mit den Bindungstaschen der Rezeptoren hMC3-5R verhindert,
was zur Selektivitat fir den hMCI1R fihrt.
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5.9.5. Zusammenfassung und Ausblick

Dank der in letzter Zeit verbesserten Synthesemaoglichkeiten fiir N-methylierte
Aminosduren gelingt die Synthese der N*-methylierten MT-II-Derivate. Dies ist
auch der Sequenz von  MT-Il  zuzuschreiben, die sich als
»N-methylierungsfreundlich erwiesen hat. Die bekannten Probleme
N-methylierter Peptide gegenliber sauren Bedingungen machen sich hingegen
bei der Synthese der MT-lI-Derivate mit exocyclisch N-methylierten
Amidbindungen bemerkbar: die Synthese der Verbindung mit N-methyliertem
Aspartat und gleichzeitig N-methyliertem Norleucin konnte nicht erfolgreich
durchgefiihrt werden. Durch Veranderungen des Syntheseweges gelingt dies
aber fir die Varianten mit N-methyliertem Aspartat oder N-methyliertem
Norleucin. Biologische Tests wurden mit diesen bisher noch nicht durchgefiihrt.
MT-1l-Derivate mit N*methyliertem Lysin kdnnen mit Hilfe der hier
prasentierten Synthese von Fmoc-NMe-Lys(Alloc)-OH ebenso dargestellt
werden. Eine Synthese der vollstandigen Bibliothek steht aber noch aus.

Die biologischen Tests der N-methylierten MT-IlI-Derivate bestatigen die
theoretischen Erwartungen: mit zunehmendem N-Methylierungsgrad verlieren
die Derivate ihre Bindungsfahigkeit zu einzelnen Rezeptorsubtypen, woraus
eine grollere Selektivitat resultiert. Dadurch ergeben sich zwei Verbindungen
(Peptid 24 und Peptid 28), die selektiv und sehr potent an hMC1R binden und
dort agonistisch wirken. Beiden Verbindungen gemein ist ein D-Phenylalanin
ohne N-Methylgruppe. Eine N-Methylierung dieser Aminosdure ergibt
konsequent einen Verlust der Bindungsfahigkeit flr alle
Melanocortinrezeptorsubtypen. Dies gilt auch fiir die Verbindungen mit N*
methyliertem Lysin, von denen alle zweifachmethylierten Varianten
synthetisiert wurden. Verglichen mit MT-Il bindet Peptid 33 aufgrund seiner N-
methylierten Lysin-N*>-Aminofunktion viel schwicher an den hMC4R bei
vergleichbarer Affinitat zu den anderen Melanocortinrezeptoren.

Weiterhin wurde die intestinale Wirkstoffabsorption von MT-Il und
ausgewahlten MT-ll-Varianten mit unterschiedlichen N*-Methylierungsgraden
mit Hilfe des Caco-2-Zelltests Uberprift. Alle Verbindungen scheinen
parazellular transportiert zu werden. Die methylierten Verbindungen haben
groflere Permeabilitatskoeffizienten als MT-ll, jedoch sind mehr N-
Methylgruppen nicht gleichbedeutend mit einem schnelleren Transport durch
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die Zellen. Die Position der Methylgruppen in der Sequenz hat einen EinfluR auf
die GroRe der Permeabilitatskoeffizienten.

AuRerdem wurde MT-Il, seine lineare Variante und eine Auswahl
unterschiedlich stark methylierter MT-IlI-Derivate in menschlichem Blutserum
auf ihre metabolische Stabilitdat getestet. Wahrend das lineare Peptid bereits
nach 5 Minuten nicht mehr zu detektieren ist, sind alle anderen Peptide auch
nach 29 Stunden noch nachweisbar. Aufgrund der stark schwankenden
Ergebnisse dieses Tests, lassen sich keine genauen quantitativen Aussagen
machen.

Die NMR-Konformationsanalyse ergibt eine eindeutige und bevorzugte Struktur
fir Peptid 28. Wahrend MT-II durch seine relativ groRe Flexibilitat verschiedene
Konformationen annehmen und somit an die Rezeptorsubtypen hMC1R und
hMC3-5R binden kann, ist dies bei Peptid 28 aufgrund seiner Rigiditat nicht
moglich. Es besitzt die Strukturmerkmale eines um das NMe-His® zentrierten y-
turns, welcher von beinahe zwei B-turns tberlagert wird. Wie bei MT-Il kommt
es auch bei Peptid 28 zum stacking der Seitenketten des Histidins und des D-
Phenylalanins. Deutlich unterschiedlich ist jedoch die Orientierung der
Seitenketten des Arginins und des Tryptophans, welche im Peptid 28
gegenliber MT-Il viel starker fixiert ist. Gerade die positiv geladene
Argininseitenkette hat eine wichtige Rolle bei Bindung und Aktivierung von
hMC3R und hMC4R.

Zusammenfassend betrachtet erweist sich das ,Werkzeug” N-Methylierung
erneut als wertvoll bei der Transformation von unselektiven peptidischen
Liganden zu selektiven Liganden. Bisher wurden hauptsachlich
Monomethylscans routinemaRig durchgefiihrt. Hier wurde das Konzept zur
Darstellung hochgradig N-methylierter Verbindungen weitergefiihrt. Durch
seine Anwendung ergeben sich aus dem hochaffinen aber unselektiven MT-II
zwei selektive und sehr affine Agonisten fiir den hMC1R, dem Rezeptor, der
hauptsachlich  fir die Hautpigmentierung und Immunomodulation
verantwortlich ist. Entsprechende Anwendungen v.a. von Peptid 28 sind
denkbar und Bestandteil zukiinftiger Forschung.

Ob Peptid 28 oder auch Peptid 24 durch die hochgradige N-Methylierung eine
bessere Wirksamkeit und Bioverfligbarkeit, evtl. sogar orale Bioverfligbarkeit
besitzt, muR noch erforscht werden. Beide besitzen auf jeden Fall eine hohe
proteolytische Stabilitat.
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Der Grad der Methylierung a8t sich noch steigern. Die zweifachmethylierten
Derivate mit N°-methylierten Lysin lieferten bereits gute Ergebnisse. MT-II-
Derivate mit exocyclischen methylierten Amidstickstoffen sind im Rahmen
dieser Arbeit dargestellt aber noch nicht getestet worden. Eine vollstandige
Bibliothek konnte weitere interessante Verbindungen hervorbringen.
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6. N-Methylierte Cyclopeptide als Liganden
fiir Integrinrezeptoren

6.1. Integrine

Zellen sind in einem physischen Gerist, der extrazellularen Matrix (ECM),
positioniert, das zugleich als Schnittstelle dient, durch welche die Zellen tber
kurze Distanzen hinweg miteinander kommunizieren kénnen. Ohne die
Moglichkeit der Kommunikation ware es Zellen unmoglich, ihre Funktionen
auszuliben, denn dazu ist es erforderlich, die unmittelbare Umgebung
abzutasten und schnell auf deren Verinderungen zu reagieren.?’! Die
Ubertragung dieser Informationen zwischen ECM und Zelle erfolgt u.a. tber
Zelloberflachenrezeptoren. Die groRte und vielseitigste Zelloberflachen-
Rezeptorfamilie der Zelladhdsion ist die Familie der Integrine. Neben der
Ubertragung von Informationen, werden iiber die Integrine adhisive Kontakte
zwischen dem Zytoskelett einer Zelle zu anderen Zellen und zur ECM
hergestellt.”??Y Um dies und ihre Rolle als integrale Membrankomplexe zu
betonen, wurde diesen Zelloberflaichenproteinen von TAMKUN und HYNES im
Jahre 1986 der Name ,Integrine“ gegeben.””™ Die ersten Vertreter der
Integrinfamilie und ihre Beteiligungen bei der Zelladhasion, der Thrombozyten-
Adhasion und -Aggregation, dem Lenken von Leukozyten und bei der
Immunantwort, wurden bereits 1980 entdeckt. Das molekulare Klonen und
Sequenzieren fiihrte zu einer Klassifizierung dieser Rezeptoren zusammen mit
anderen Adhasionsrezeptoren, wie dem Plattchen-Fibrinogenrezeptor, den
very-late-antigen-Rezeptoren (VLAs) und dem leucocyte-function associated
antigen (LFA) zur Familie der Adhasionsrezeptoren.””” Durch die
Identifizierung der starken Beteiligung des ECM-Proteins Fibronectin an der
Zelladhasion, konnte das Arginin-Glycin-Aspartat-Motiv (RGD-Motiv) als eine
entscheidende Erkennungssequenz isoliert werden.”’® Anfinglich ging man
beim RGD-Motiv von einem universellen Erkennungsmotiv aus, da es neben
dem Fibronectin auch in vielen anderen ECM-Proteinen, wie im Vitronectin,
Fibrinogen, Laminin, Osteopontin usw. vorkommt. Inzwischen sind aber
zahlreiche andere Erkennungssequenzen in verschiedenen Integrinliganden

[278,279]

identifiziert worden.”’**”! Neben der Klasse der Integrine stellen auch

[280,281] die [282,283] und die
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Selectine!®*?% adhisive Kontakte her. In mehrzelligen Organismen sind diese

adhasiven Kontakte essentiell flir den Erhalt und die Neubildung verschiedener
Gewebetypen, sowie bei der Embryogenese, Hamostase, Homoostase,
Wundheilung und der Immunantwort.?®>%”) Weiterhin sind sie an vielen
pathologischen Prozessen beteiligt, wie z.B. bei Thrombosen,28>/2%8!

Arthritis, %! Retinopathie, [290] [291,292]
[293,294]

Osteoporose, akutem

[295,296]

Nierenversagen, chronischen Entziindungen und beim

Tumorwachstum.[2972%

6.2. Einteilung und Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine vom Typ 1. Sie
sind aus einer a- und einer B-Untereinheit aufgebaut, die nichtkovalent
miteinander verknipft sind. Zurzeit sind 18 a- und 8 B-Varianten bekannt. Die
Ergebnisse des Human Genom Projects (HUGO) sagen jedoch die Existenz sechs
weiteren a- und einer weiteren B-Untereinheit voraus.” Durch bestimmte
Kombinationen der Untereinheiten (siehe Abbildung 6-1) werden die 24 bis
dahin bekannten Integrine gebildet, die man bis jetzt in Sdugetieren gefunden
hat.l283093%2 pia |ntegrine besitzen lange extrazelluldre (800-1100 Reste) und
kurze zytoplasmatische (30-50 Reste) Domanen. Verbunden werden diese

durch eine kurze transmembrane Region.**?
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Abbildung 6-1: Diese schematische Ubersicht zeigt die bisher bekannten a- und B-

Untereinheiten, und deren mdgliche Kombinationen zu den bis dato entdeckten

Integrintypen.[z 78l

6.3. Die Bindung von Liganden durch Integrine

Integrine ohne I-Domane (z.B. a5B1, avB3, avB5 und allbPf3) binden Liganden
zwischen dem [-Propeller der a-Untereinheit und der Bl-Domane der [-
Untereinheit. In Abbildung 6-2 ist Cilengitide gebunden an avB3 und Tirofiban
gebunden an allbB3 dargestellt. Die Guadiniumgruppe des Arginins im
Cilengitide wird durch eine zweizahnige Salzbriicke zum (av)-Asp*'® am Boden
einer recht engen Furche fixiert. Die Furche wird durch die D3-A3- und D4-A4-
loops des B-Propellers in der av-Untereinheit gebildet. Es existiert eine weitere
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A . ﬁ.’)\(@ B

Abbildung 6-2: Vergleich der Ligandenbindung von (A) Cilengitide an das avB3-Integrin sowie
von (B) Tirofiban an das allb83-Integrin. Die Bindungsmodi wurden (liber Kristallstrukturen

abgeleitet. Die Conollyoberflichen der a-Untereinheiten sind blau, die der 6—Untereinheiten

rot, Wasserstoffbriicken gelb und Metallkationen sind als pinke Kugeln dargestellt.[303]

Salzbriicke der Guadiniumgruppe zum (av)-Asp™® am Ende der Furche.
Weiterhin wechselwirkt der Ligand Uber das Carboxylat des Aspartats mit der
Bl-Domane. Die A-a1- und C’-a3-/oops der Bl-Domane bilden eine Spalte, in die
das Carboxylat ragt. Dort koordiniert es ein Mn**-lon in der MIDAS-Region und
ist weiterhin an einer Wasserstoffbriicke mit dem Rickgrat-Amid Proton des
(B3)-Asn’®®  beteiligt (in Abbildung 6-2 nicht sichtbar). Weitere
Wasserstoffbriicken werden mit der Carbonylgruppe des Riickgrats vom (B3)-

1% und der Seitenkette des (B3)-Arg** gebildet. Das p-Phe trigt durch
2

Arg
schwache m-m-Wechselwirkungen mit dem (B3)-Tyr'?* zur Bindung bei. Das
Glycin befindet sich in einem y-turn, aber wechselwirkt nicht mit dem Rezeptor.
Die Bindung des Tirofiban an allbB3 erfolgt auf sehr dhnliche Art und Weise.
Die Carboxylfunktion des Tyrosins koordiniert an das Metallion der MIDAS und
der Piperidinrest bildet eine Salzbriicke mit (allb)-Asp***. Dieser Aspartatrest
liegt tiefer im Rezeptor, wodurch die Furche im B-Propeller langer ist. Im
Vergleich zu einem Liganden fir av, mul ein allb-Ligand langer sein, um beide

Bindungspunkte erreichen zu kénnen. Wahrend der durch zahlreiche SAR-
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Studien bestimmte, optimale Abstand vom Arg-C* zum Asp-C? im Cilengitide
~14 A betrigt,**
~ 16 A. Weiterhin ist die oben erwahnte Furche von allb hydrophober als die

so ist der optimale Abstand fir einen allbB3-Liganden

der av-Untereinheit. Dies resultiert aus dem Austausch von (0Lv)-Asp218 mit
(allb)-Phe®®'. Zusammen mit (allb)-Phe™®® und (allb)-Tyr'®® entsteht eine

bedeutend hydrophobere Umgebung als in av.

6.4. Integrinliganden

6.4.1. Natiirliche Integrinliganden

Die Integrine besitzen, je nach Kombination von a- mit B-Untereinheit, eine
bestimmte Ligandenspezifitat. Die meisten Integrine haben keine spezifischen
Liganden und binden oftmals an mehrere ECM-Proteine (z.B. Osteopontin),
Zelloberflachenrezeptoren anderer Zellen oder Plasmaproteine (z.B.
Fibrinogen). Somit sind Integrine, die spezifisch mit nur einem Liganden
interagieren, die Ausnahme (wie z.B. das a6B4-Integrin an das ECM-Protein
Laminin). In Tabelle 6-1 sind die Integrine und ihre natirlichen Liganden
angegeben.

Weiterhin gibt es l6sliche Integrinliganden. Zu diesen gehoren Matrix-
Metallproteinasen (MMPs), aber auch Xenogene, wie Bakterien, Viren und die
gerinnungshemmenden Disintegrine aus Schlangengiften und dem Speichel von
Blutegel und Zecke.?! Die Liganden koénnen zum einen mit derselben
Erkennungssequenz an verschiedene Integrine binden, jedoch mit
unterschiedlicher Affinitdat. So interagiert z.B. das Vitronectin Uber die
Aminosauresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD) mit den Integrinen
a8B1, avBl, allbpf3, avp3, avB5 und avB8. Zum anderen existieren aber auch
Liganden, die mit unterschiedlichen Erkennungssequenzen an verschiedene
Integrine binden, wie z.B. das Fibrinogen, welches tber die Sequenz GPRP mit
axPB2-Integrinen interagiert. Mit allbB3 wechselwirkt es jedoch lGber das RGD-
Motiv.2%!
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Tabelle 6-1: Integrine und ihre natiirlichen Liganden. Die grau unterlegten Felder markieren
Liganden, deren Wechselwirkungen mit RGD-Peptiden inhibierbar sind.[27+:276:306.307]

Integrin Ligand Integrin Ligand

alBl Col, Ln aDp2 VCAM-1, ICAM-3

a2B1 Col, Ln alp2 ICAM-1, ICAM-2

a3B1 Col, Ln, Fn aMB2 iC3b, Fg, Fn, Faktor X, ICAM-1,
ICAM-2

a4pl Fn, In, Opn, VCAM-1 aXp2 iC3b, Fg

a5p1 Fn, Fg allbp3 Fg, Fn, Vn, VWF, Tsp

a6B1 Ln avp3 Vn, Ln, Fn, VWF, Tsp, Tn, Opn,
Fib, Fbu

a7B1 Ln avB5 Vn, Fn, Opn, Fg, VWF

a8B1 Fn, Vn, Tn, POEM, Neph avpe6 Fn, Fg, Tn

a9B1 Col, Ln, Tn, VCAM-1, Opn avp8 Vn

al0B1 Col adB7 MAdCAM-1, VCAM-1, Fn

allpl Col a6B4 Ln

avpl Vn, Fn, Opn, Fg aEB1 E-Cadherin

Verwendete Abkiirzungen der Integrinliganden und Gegenrezeptoren (alphabetisch): Col =
Collagen; Ep = Epiligrin; Faktor X = Blutgerinnungsfaktor X; Fbu = Fibulin; Fib = Fibrillin; Fg =
Fibrinogen, Fn = Fibronectin;, ICAM = intercellular adhesion molecule; Isoformen von ICAM
sind zusdtzlich durch eine Nummer spezifiziert; iC3b = inactivate complement factor 3b; In =
Invasin; Ln = Laminin; Isoformen von Laminin sind zusdtzlich durch eine Nummer spezifiziert;
MAdCAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; Neph = Nephronectin; Opn =
Osteopontin; POEM = preosteoblast epidermal growth factor-like repeat protein with
meprin; Tn = Tenascin; Tsp = Thrombospondin; VCAM = vascular cell adhesion molecule; Vn
= Vitronectin; vWF = von Willebrand Faktor.

Die RGD-Sequenz kommt in knapp der Halfte aller Matrixproteine vor (in
Tabelle 6-1 grau hinterlegt). Sie wurde 1984 von PIERSCHBACHER und RUOSLAHTI als
die minimale, essentielle Zelladhasionssequenz im Fibronectin, und als
Bindungsepitop fiir Integrine entdeckt.?’® AuRerdem wurde die Sequenz in
zahlreichen anderen ECM-Proteinen entdeckt. Dazu gehdren Vitronectin,
Fibrinogen, von Willebrand Faktor, Kollagen, Laminin, Osteopontin, Tenascin,
Thrombospondin und xenogene Integrinliganden.

Obwohl die verschiedenen ECM-Proteine die , universelle Erkennungssequenz”
RGD beherbergen, besitzen sie trotzdem eine hohe Selektivitat zu den
verschiedenen Integrintypen. Dies ist dem Vorhandensein zusatzlicher
Erkennungssequenzen zuzuschreiben, welche die Spezifitat durch Interaktionen

mit anderen Bindungsstellen auf der Integrinoberflache erhdhen.”’%*”! Eine
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weitere mogliche Erklarung fiir die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten der
ECM-Proteine zu den verschiedenen Integrintypen ist das Vorliegen der RGD-
Sequenz in flexiblen loops, welche in bevorzugten Konformationen vorliegen
und die dadurch die Selektivitdten beeinflussen.**®

Die Aminosauresequenzen, anhand derer Integrine die Liganden erkennen, sind
sehr unterschiedlich. Allen gemein ist jedoch das Vorhandensein einer
Aminosdure mit einer sauren Seitenkette, wie z.B. Asparaginsaure. So binden
die Sequenzen RGD, KQAGD, RTD, LDV und KGD an die meisten Integrine.Bogl
Weiterhin sind die Aminosaduren, die unmittelbar an die Erkennungssequenz
anschliefen und deren Konformation wichtig flr die Integrin-Ligand-
Wechselwirkungen, fir die Ligandenaffinitat und die Ligandenselektivitat. Dies
haben Untersuchungen mit konformationell eingeschrankten cyclischen
Peptiden ergeben.[7'31°’31”

Liganden konnen die Bildung von Integrinclustern stimulieren. Dadurch werden
die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Zelle verstarkt und die
Signaltransduktion sowie die mechanischen Eigenschaften zwischen Integrin
und intrazelluldren Strukturen beeinflusst.>'? Durch die Clusterbildung kommt
es zu einer Umorientierung des Zytoskeletts, wodurch fokale Adhasionspunkte

geschaffen werden und die Zelladhision positiv beeinflusst wird.***3!

6.4.2. Synthetische Interginliganden

Die avB3- und a5B1-Integrine gelten als Indikatoren der Tumormetastasierung
und spielen eine groRe Rolle bei der Tumorangiogenese und sind daher
attraktive targets fir die Krebstherapie. Bei einer Neubewertung der
Bedeutung der Integrinrezeptoren wurde die besonders einzigartige Funktion
des a5B1-Rezeptors bei der Angiogenese entdeckt, wodurch a5B1 in den Fokus
der Forschung rickte.®" Bis dahin war er hauptsachlich auf die Entwicklung
von Liganden fir die Rezeptoren allbf3 und av3 gerichtet. Die Inhibierung des
allbB3-Rezeptors ist ein vielversprechender Weg fir die Behandlung von
Thrombose, weil dadurch die fibrinogenabhangige Thrombozytenaggregation
unterdriickt werden kann. Das Haupt-target fir die Krebstherapie Uber den
angiogenetischen Weg war bis dato avp3. Die Selektivitdt ist dabei eine
entscheidende Voraussetzung fir die therapeutische Anwendbarkeit der
Wirkstoffe. Unselektive Integrinantagonisten wiirden durch Bindung an

85




6 N-Methylierte Cyclopeptide als Liganden fiir Integrinrezeptoren

verschiedene Integrinsubtypen zu unerwiinschten Nebenwirkungen flhren.
Das Abfangen durch andere Zellen und deren Integrine ware einer guten
Gewebeverteilung des Wirkstoffs abtraglich. Durch Kristallstrukturen und
Homologiemodelle fiir verschiedene Integrinsubtypen, wurde die Entwicklung
hochaffiner und selektiver Liganden beschleunigt.

Tabelle 6-2: Strukturen und Selektivitdten ausgewdhlter Integrinliganden.[315]

Nr. Struktur/Verbindung IC5o [NnM] Ref.
1 Vitronectin avB3 :25
avB5 :- [316]
allbB3 : >900
2 c(RGDfV)
Ty
/H)LN avB3 :2.5
}\ OLVBS - [302]

O NHy 07N,
HoN H\/\jiNJJ\/HTH\/COOH allbB3 : 1700
m N I

NH

3 Cilengitide

1~
Nj\ avB3 :0.5
N-Me g avB5 :70 [38]

o
0 NH
HaN H\/\j J\/HTH\/COOH allbp3 : 860
|# !

O

H H H :
H,N N N N avB3 :2.6
N COOQOH
T dH T ¥ avB5 280 .
@ allbB3 : 8300
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5
H @ H
Ns N\/\)\NWN\{\COOH
g Ho g avB3 :8
0 avp5 :5170 (3181
allbB3 : 4230
6
(YL\/N/_\N
N SN Y COOH avB3 :0.1
C ~ ‘ avB5 :10 [323]
N allbB3 : 35000
0
7 Tirofiban
N COOH
Q\/\/\Omsoz allbB3 : 36 [320]
8
H avB3 :30
/N\Cj/\/o S/ aVBS . 140 [316]
5 cO0H aspl :7800
allbB3 : > 20000
9 SJ749
R
avB3 :49
a5p1 :0.2 321]
N allbB3 : > 100000
‘ L

In Tabelle 6-2 sind einige potentielle und teilweise selektive synthetische
Liganden abgebildet. Es lassen sich ad-hoc Gemeinsamkeiten in den Strukturen
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der Liganden erkennen: die Guanidylfunktion der Argininseitenkette der RGD-
Sequenz wird durch einen basischen Rest, und die Aspartatseitenkette durch
eine Carboxylatfunktion imitiert. Beide Gruppen sind durch ein mehr oder
weniger starres Gerist miteinander verbunden, welches ihnen die richtige, fiir
die Bindung notige raumliche Orientierung verleiht. In vielen Beispielen aus
Tabelle 6-2 findet man in der Nahe der Carboxylatfunktion aromatische Reste.
Diese verbessern die Bindungseigenschaften der Liganden Uber m-n-
Wechselwirkungen.

6.4.2.1. Das Peptid cyclo(RGDfV)

Wie in Kapitel 2 bereits erwahnt wurde, besitzen lineare Peptide ein flexibles
Rickgrat, wodurch sie sehr viele verschiedene Konformationen einnehmen
konnen. Dass die Konformationen der RGD-Sequenz und nicht zusatzliche
Bindungssequenzen fiir die hohe Selektivitdt der Liganden zu verschiedenen
Integrinsubtypen verantwortlich ist, konnte von der Arbeitsgruppe um
H. KessLer schon vor langerer Zeit durch die Entwicklung niedermolekularer,
hochaktiver und av[33-selektiver Integrinantagonisten bewiesen werden. Dazu
wurde die RGD-Sequenz in cyclische Penta- und Hexapeptide eingebaut.®
Neben der Cyclisierung wird durch die Verwendung von b-Aminosauren eine
weitere Fixierung des Peptidrickgrats erreicht. Die b-Aminosauren haben eine
strukturinduzierende Wirkung, die darauf beruht, dass sie vornehmlich die
(i+1)-Positionen von BII- und y-turns einnehmen.®***’ NMR-spektroskopische
Untersuchungen des cyclo(RGDfV) ergaben fir p-Phenylalanin und L-Valin die
zentralen Positionen (i+1 und i+2) eines BllI’-turns und fir Glycin die i+1-
Position eines y-turns (siehe Abbildung 6-3).B%! Durch diese
Vorzugskonformation wird eine raumliche Anordnung der Seitenketten des
Arginins und des Aspartats erreicht, die eine optimale Wechselwirkung mit
dem avp3-Integrin gewadhrleistet. Weiterhin zeigte sich, dass Valin nicht an
diesen Wechselwirkungen beteiligt ist und somit durch andere Aminosauren

ersetzt werden kann.®2*
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Abbildung 6-3: Das Peptid cyclo(RGDfV).

Uber die funktionellen Gruppen der Seitenketten dieser Aminosduren ist die
Verknipfung mit funktionalen Molekilen unter Erhalt der biologischen
Aktivitat moglich. Dadurch gelingt z.B. die Immobilisierung auf Oberflichen®*
oder die Radiomarkierung®® fur bildgebende Verfahren in der

Tumordiagnostik.

6.4.2.2. Das Peptid cyclo(RGDf-N(Me)V-)

Aus inzwischen logischer Konsequenz wurde in weiteren Untersuchungen der
Einfluss der Amidprotonen auf die Aktivitat und Selektivitdt von cyclo(RGDfV)
analysiert.Bs] Die Sequenz wurde daflr einem N-Methyl-scan unterworfen. Die
dabei erhaltenen Peptide sind in

Tabelle 6-3 aufgelistet. Bei diesem scan hat sich das Peptid cyclo(RGDf-N(Me)V-
) als av[33-selektiver und im subnanomolarem Bereich aktiver Integrinligand
ergeben (siehe Abbildung 6-4). Verglichen mit cyclo(RGDfV) ist er etwa viermal
aktiver gegenliber avp3. Im Bezug auf allbP3 ist seine Aktivitat doppelt so
hoch. Insgesamt steigt die avp3-Selektivitdt. Alle anderen N-methylierten
Cyclopeptide dieser Reihe zeigen eine geringere Aktivitat gegenliber beiden
Rezeptoren als cyclo(RGDfV).

Bei einem Vergleich der Strukturen von cyclo(RGDfV) mit cyclo(RGDf-N(Me)V-)
(siehe Abbildung 6-5) wird deutlich, dass durch die Substitution des
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Tabelle 6-3: Die durch Dechantsreiter et al. dargestellten und untersuchten Peptide. Q ist die

normalisierte Aktivitdt mit Q = IC50[Peptid]/IC50[GRGDSPK], um Ergebnisse innerhalb des

Essays besser vergleichen zu kénnen.®

oavp33 allbB3
Peptid 1Cs Q 1Cs Q
[um] [um]

GRGDSPK 0.21 1.0 1.7 1.0
¢ (RGDfV) 0.0025 0.012 1.7 1.0
¢ (-N(Me)R-GDfV) 0.0055 0.026 5.2 3.1
¢ (R-N(Me)G-DfV) 0.045 0.21 >10 >5.9
¢ (RG-N(Me)D-fV) 0.56 2.7 >10 >5.9
¢ (RGD-N(Me)f-V) 1.4 6.7 >10 >5.9
¢ (RGDf-N(Me)V-) 0.00058 0.0028 0.86 0.51

Amidprotons durch die Methylgruppe die gesamte Struktur des Peptids
beeinflusst wird. Damit geht auch eine Veranderung der Orientierung der
pharmakophoren Gruppen einher.B¥ Anstatt mit einem BII'- und einem y-turn,
|asst sich die Struktur nun durch zwei y;-turns mit Arginin und Asparaginsaure in
den Positionen i+1, und durch einen y-turn mit Glycin in der Position i+1
beschreiben. Die N-Methylgruppe des Valins blockiert die Wasserstoffbricke
zwischen dem Arginin und dem Aspartat, und durch sterische AbstolRung
werden die Ebenen der Amidbindungen zwischen Aspartat und p-Phenylalanin
zum Einen, und zwischen Valin und Arginin zum Anderen, in eine zur Ringebene
senkrechtere Position gebracht.
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Abbildung 6-4: Stereobild von cyclo(RGDf-NMeV-) aus einer 100-ps restrained MD-

Simulation.®

Durch Allyl- und Vinylspannung geraten die Seitenketten von Aspartat und
Arginin starker in eine pseudo-aquatoriale Position, wahrend sie bei ¢ (RGDfV)
eher pseudo-axial stehen.””®! Eine weitere strukturelle Verianderung ist die
Aufweitung des Knicks der RGD-Sequenz. Urspriinglich wurde angenommen,
dass ein starker Knick essentiell fur die avB3-Selektivitat der Antagonisten sei,
da er sie von den eher linearen RGD-Strukturen der allbp3-selektiven
Antagonisten unterscheidet.*®**”! Jedoch scheint eine etwas weniger stark
geknickte Form der avB3-Selektivitat entgegenzukommen.

cyclo(RGDf-N(Me)V-)
EMD121974

Abbildung 6-5: Ein Vergleich der Strukturen von cyclo(RGDfV) mit cyclo(-RGDf-N(Me)V-).
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XIONG et al. haben kirzlich eine Kristallstruktur dieser Verbindung im Komplex
mit dem avB3-Integrin veroffentlicht.®®® Anhand dieser Struktur wird die
Bindung der synthetischen Liganden an den Rezeptor deutlich. Die
Guanidiniumgruppe des Arginins bindet tiber Wasserstoffbriicken an das Asp**°
und an das Asp®*® der a-Untereinheit (side-on-Koordination), wohingegen die
Carboxylgruppe des Aspartats an ein zweiwertiges Metallion aus der MIDAS-
Region der B-Untereinheit und an das Amin-Proton des Asn*" koordiniert.??®
Da die Bindungstasche fiir RGD-Liganden relativ flach ist, bleibt gerade
genligend Platz fir hydrophobe Wechselwirkungen der Methylengruppe des
Glycins mit der Oberflache des Rezeptors. Wie bereits erwadhnt, interagiert
Valin nicht.
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6.5. Synthese zwei- und dreifach N-methylierter
Derivate des Peptids ¢(RGDfV)

6.5.1. Syntheseziel

Die synthetisierten MT-II-Derivate aus Kapitel 5 liefern weitere Beispiele fiir
hochgradig N-methylierte Cyclopeptide, die aktiv und selektiv sind, sowie
verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften besitzen. Dieses Konzept
fortsetzend, sollte die mehrfache N-Methylierung auch am Beispiel von
c(RGDfV) durchgefiihrt werden. Der monomethyl-Scan am Cyclopentapeptid
c(RGDfV) lieferte bereits 1992 c(RGDf-NMeV-), einen der aktivsten und
selektivsten Antagonisten fir av[33.[6] Die Synthese der drei-, vier- und flinffach
N-methylierten ¢(RGDfV)-Derivate wurde schon im Jahre 2004 versucht. Jedoch
ergaben sich sowohl bei der Synthese der linearen Peptide, der Cyclisierung,
bei der Entschiitzung der Seitenketten als auch bei der Reinigung mittels HPLC
Probleme, die eine erfolgreiche Darstellung verhinderte.??! Daher lag bei den
hier getatigten Synthesen der Fokus auf den zweifach und dreifach
methylierten Verbindungen.

6.5.2. Synthesestrategie

}—CO—NH{ NH,
HN O HN
@) HN «NH
@)
NH
HO

Abbildung 6-6: c(RGDfV) (Amidsticktoffatome rot markiert).

Fir die N-Methylierung der Aminosauren von c(RGDfV) stehen natirlich
dieselben Methoden zur Verfiigung, wie fir die N-methylierten MT-II-Derivate
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(siehe Abschnitt 3.3). Dabei bietet sich fiir die Methylierung von Valin und b-
Phenylalanin die FREIDINGER-Methode an.'®”! Fmoc-NMe-Gly-OH (Fmoc-Sarcosin)
ist relativ glnstig kommerziell erhaltlich. Fir die zwei verbleibenden
Aminosauren Asparaginsaure und Arginin kommt die FREIDINGER-Methode nicht
in Frage. Hierflir eignen sich die anderen in den Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2
genannten Methoden besser. In diesem Fall soll die von BIRON et al. verbesserte
Festphasenmethode nach MILLER und SCANLAN verwendet werden.®

Fiir diese beiden Aminosauren ist auBerdem die Wahl geeigneter permanenter
Seitenkettenschutzgruppen notig. Trotz der bekannten Labilitdat von N-
methylierten Peptiden bei sauren Bedingungen (TFA),?*®**3*% sollen zunichst
Fmoc-Asp(OtBu)-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH fiir die Synthese eingesetzt
werden. Bei der urspringlichen Synthese von Cilengitide fanden ebenfalls
siurelabile Schutzgruppen (tBu und Mtr) erfolgreich Anwendung.B®

Die Festphasensynthese der linearen Peptidsequenz kann prinzipiell mit jeder
Aminosdure aus der Sequenz R-G-D-f-V beginnen. Um die Cyclisierung zu
vereinfachen ist es jedoch vorteilhaft, gewisse Punkte zu beachten. Ein Start
mit Glycin ist zu bevorzugen, da hierdurch beim Cyclisierungsschritt
Racemisierung vermieden wird. Auflerdem wird durch die Bildung von
stabilisierenden Wasserstoffbriicken die Cyclisierung erleichtert. Letzteres gilt
auch fir einen Start mit Valin. Weiterhin ist zu beachten, dass die Sequenz so
aufgebaut wird, dass der N-Terminus nicht N-methyliert vorliegt, da hierdurch
die Cyclisierungsreaktion sterisch stark erschwert wird. Bei allen Sequenzen, in
denen dieser Fall auftritt, muRR der Sequenzaufbau entsprechend mit anderen

Aminosauren begonnen werden.

6.5.3. Ergebnisse und Diskussion

6.5.3.1. Die Synthese der Cyclopeptide

Anmerkung: Teile der hier vorgestellten Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit
mit Dr. Carlos Mas-Moruno in unserer Gruppe erzielt.

Die Synthese der N-methylierten c(RGDfV)-Derivate erwies sich als schwierig.
Bereits beim Aufbau der linearen Sequenzen kam es immer wieder zu
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Problemen durch auftretende Nebenreaktionen. Am haufigsten war dabei die
Bildung von Diketopiperazinen (DKP).

Besonders Dipeptide, die N-Methylaminosduren enthalten, haben eine grole
Tendenz zur Bildung von DKPs.B*! Die Anfalligkeit zum Entstehen dieser
cyclischen Dipeptide wird dabei durch die Struktur der enthaltenen
Aminosaduren bestimmt. Aminosauren, welche in einer Amidbindung leicht eine
cis-Konfiguration einnehmen, wie beispielsweise N-Alkylaminosauren,
begiinstigen die Cyclisierungsreaktion, die zur Bildung von DKPs fiihrt.!?*%332
Die Reaktion kann sowohl im basischen als auch im sauren Mileu

stattfinden.®*****  Dabei wird die C-terminale  Carbonylfunktion

R

R Q) 0
R, N\)J\ R,
o TH

Abbildung 6-7: Die Cyclisierung eines Dipeptids durch einen nukleophilen Additions-
Eliminierungsmechanismus zu einem Diketopiperazin (DKP). (FG = Fluchtgruppe)

durch die N-terminale Aminofunktion angegriffen und dabei eine Fluchtgruppe
freigesetzt (siehe Abbildung 6-7). Folglich ist die DKP-Bildung von der
Nukleophilie der angreifenden Aminogruppe und der Qualitat der Fluchtgruppe
abhangig. Nach neuesten Ergebnissen scheint aber v.a. die Qualitat der
Fluchtgruppe die DKP-Bildung maRgeblich zu beeinflussen.**

Fiir die Synthese der Peptide 41, 44 und 48 (siehe Tabelle 6-4) wurde in einem
ersten Versuch die Synthese mit Fmoc-Sarcosin begonnen. Nach dem
Abspalten der linearen Peptide konnte in keinem Fall das gewiinschte Produkt
erhalten werden. Auch nach dem Kuppeln der zweiten Aminosaure Fmoc-
Arginin, konnte bei Testabspaltungen mittels ESI-MS Gberhaupt kein Produkt
nachgewiesen werden, was fir die Bildung von DKPs spricht. Durch die Wahl
von NMe-Val fiir die Peptide 41 und 44, sowie pPhe im Falle von Peptid 48,
konnten die oben genannten Probleme bei der Synthese dieser Verbindungen
vermieden werden. Bei anderen Derivaten gelang eine erfolgreiche Synthese
trotz des Starts mit N-methylierten Aminosaduren. Da es sich hierbei aber um
Valin und Arginin handelt (siehe Tabelle 6-4), ist anzunehmen, dass hier die
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Tabelle 6-4: In dieser Tabelle sind die zweifach methylierten Derivate des Cyclopeptids
c(RGDfV) sowie die Sequenzen ihrer erfolgreichen Synthese schematisch aufgelistet. In zwei
Féllen fiihrte ein alternativer Sequenzaufbau ebenfalls zum fertigen, zweifach-N-methylierten
Cyclopeptid. Grau unterlegte Felder = N-methylierte Aminosduren.

alternativer
erfolgreicher
Aufbau

erfolgreicher

Nummer Peptidsequenz Aufbau

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49

Bildung von DKPs durch die sterisch viel anspruchsvolleren Seitenketten
weitgehend verhindert wird. Dadurch sollte auch die Tetraederiibergangsstufe
beim nukleophilen Angriff der Aminogruppe starker benachteiligt sein.
Weiterhin stellten sich die Kupplungsreaktionen von N-methylierten
Aminosauren an N-methylierte Aminosauren als problematisch heraus. Fir
eine vollstandige Konversion waren oftmals Mehrfachkupplungen nétig. Im
Falle von Peptid 42, bei dem eine Kupplung von NMe-Val an NMe-Arg notig ist,
muBte dreimal mit HATU und HOBt als Kupplungsreagenzien nachgekuppelt
werden.

Die Cyclisierungen der C-terminal Glycin enthaltenden linearen Peptide 39, 42
und 45 verliefen problemlos mit DPPA als Cyclisierungsreagenz, ganz im
Gegensatz zu den Peptiden 40, 41 und 43. Diese drei Peptide besitzen N-
Methyl-Valin bzw. Valin als C-terminale Aminosaure. Dort liel} sich bei der
Cyclisierung mit DPPA eine Nebenreaktion beobachten, die zu einem Neben-,
teilweise sogar zu einem Hauptprodukt fiihrte, welches in den ESI-MS-Spektren
eine Produktmasse m+15 vorweist. Fir Peptid 41 konnte trotz des
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Nebenprodukts cyclisiertes Endprodukt isoliert werden. Fir die beiden anderen
Peptide 40 und 43 muBten HATU und HOBt als Cyclisierungsreagenzien
verwendet werden. Damit konnten die entsprechenden Endprodukte
problemlos und ohne Nebenreaktion isoliert werden. Interessanterweise
konnten die Peptide 44 und 46, obwohl sie Valin als C-terminale Aminosaure
enthielten, aber auch die Peptide 47 und 48, mit N-Methylarginin und
D-Phenylalanin im C-Terminus, ohne Probleme mit DPPA cyclisiert werden.
Anscheinend ist die beobachtete Nebenreaktion sequenzabhangig. Dabei
scheint nicht nur die C-terminale Aminosaure ausschlaggebend zu sein,
sondern auch das N-Methylierungsmuster.

Nicht  unproblematisch war die anschlieBende Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen der cyclisierten Peptide. Im Allgemeinen war eine
Reaktion fur drei Stunden mit einer Mischung aus TFA/H,O/TIPS/DCM
(60:2.5:2.5:35 v/v/v/v) erfolgreich. Die Peptide 40, 43 und 48 wurden unter
diesen Bedingungen fragmentiert, so dass die linearen Derivate erhalten
wurden. Fur diese Falle wurden unterschiedliche Strategien verfolgt. Fir die
Verbindungen 40 und 43 wurde eine Abspaltmischung verwendet, in welcher
der TFA-Anteil auf Kosten des DCM-Anteils auf 47.5 % verringert wurde. Die
Reaktionszeit wurde auf 2 h gesenkt. Durch den geringeren TFA-Anteil konnte
die Fragmentierung zu den linearen Peptiden reduziert werden. Aber auch die
Abspaltung der Pbf-Schutzgruppe erfolgt langsamer unter diesen Bedingungen,
wodurch man weitere Ausbeuteverluste durch nicht vollstandig entschiitztes
Produkt in Kauf nehmen muR. Bei Peptid 48 wurde das urspriingliche
Mischungsverhaltnis der Abspaltlosung verwendet. Hier wurde aber die
Reaktionszeit deutlich auf 35 min. gesenkt. Augfrund der kirzeren
Reaktionszeit resultiert diese Strategie ebenso in weniger Fragmentierung, aber
auch in Ausbeuteverlusten durch die weniger vollstandig abgespaltene Pbf-
Schutzgruppe.

Alle bis auf eines der dreifachmethylierten c(RGDfV)-Derivate scheiterten an
der Synthese der linearen Peptide und/oder der anschlieBenden Cyclisierung.
Es konnte nur ein dreifach methyliertes Derivat erfolgreich synthetisiert
werden (Peptid 49). Dies wiederum konnte ohne weiteres mit DPPA cyclisiert
werden. Auch in der anschlieRenden Abspaltung der saurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen erwies es sich als relativ stabil. Es konnte mit der
60 %-igen TFA-Abspaltlosung innerhalb von 30 min. ein GroRteil des
geschiitzten Cyclopeptids von der Pbf-Schutzgruppe befreit werden.
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6.5.3.2. Die Ergebnisse der biologischen Tests

Die Ergebnisse der biologischen Tests sind in Tabelle 6-5 zusammengefalit.
Unter den zweifach methylierten Derivaten existieren sechs Derivate mit
verbesserter Selektivitat im Vergleich zu Cilengitide (Peptide 39-41, 43, 47, 48).
Alle diese Verbindungen binden an avpf3, wenn auch mit schlechteren
ICso-Werten, aber dennoch im unteren nanomolaren Bereich, abgesehen von
48. AuBer bei Peptid 41, steigen bei allen anderen dieser Derivate die
Selektivitaten fur avB3 gegentber avB5 und a5B1. Die Affinitaten fir allbp3
erwiesen sich in den meistem Fallen als sehr gering bzw. als nicht vorhanden.
Sie wurden daher nicht durchgangig bestimmt. Die avp3-selektivsten
Verbindungen mit den hdchsten Affinitaten fr avf3
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Tabelle 6-5: Ergebnisse der Zellassays aller méglichen zweifach- und eines dreifach methylierten c(RGDfV)-Derivates (n.b. = nicht bestimmt; k.a. =

keine Angabe, N-methylierte Aminosduren sind grau hinterlegt)

IC5o [NM] Selektivitat
# Sequenz avp3 avp5 o5p1 allbp3 avB5/avp3 a5p1/avp3 allbp3/avp3
Cilengitide c(RGDfM) | 0.65 (0.07) 16.8 (+2.8) 13.2 (+0.9) 574 (+0.9) 26 20 883
39 c(RGDRY) | 36.2(+16.9) 29472 (+6462) 2929 (+ 367) n.b. 814 81 k.A.
40 c(RGBIH) 5.9 (£ 5.9) 4882 (+ 1168) 270 (+ 161) > 1000 827 46 k.A.
41 c(RGD) 13.2 (+ 3.4) 92.8 (+ 20) 1358 (+ 341) > 1000 7 103 k.A.
42 c(Raepifi) 1.9 (£ 0.5) 58.6 (+ 13.5) 39.5 (£ 2.0) > 1000 31 21 k.A.
43 c(RGDBV) 173 (+ 25) >50,000 6653 (+ 6335) n.b. > 250 38 k.A.
44 c(REDfv) >10,000 >10,000 >10,000 > 2000 k.A. k.A. k.A.
45 c(Repiv) >10,000 >10,000 >10,000 > 10,000 K.A. k.A. k.A.
46 c(REBfV) 937 (+ 173) 13217 (+1617) 1164 (+ 1174) n.b. 14 1.2 k.A.
47 c(RGBfv) 138 ( 71) 21297 (£ 4623) 3843 (+ 1127) n.b. 154 28 k.A.
48 c(REpfv) = 1620 (+ 283) >100,000 >200,000 > 1000 > 200 150 k.A.
49? c(REDHV) 120 >20000 183000 k.A. >167 1525

* Die Verbindung wurde von der Firma Jerini AG, Berlin getestet.
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sind die Peptide 40 und 39. Die unselektivsten Derivate sind die Peptide 42 und
46. Ersteres bindet nur unwesentlich schlechter an die Integrinsubtypen als
Cilengitide. Die bisher noch nicht erwahnten Verbindungen (Peptide 44 und 45)
zeigen nur eine geringe Affinitat flr alle getesteten Integrine.

Das einzige dreifachmethylierte Derivat Peptid 49 wurde nicht auf avp5
gestestet. Gegenliber a5B1 ist es 167-fach selektiv bei einer 184-fach
schwacheren Bindung an avB3 als Cilengitide. Zum Vergleich wurden die
urspringlich publizierten ICso-Werte der monomethylierten Derivate in Tabelle
6-6 dargestellt.

Tabelle 6-6: Ergebnisse der biologischen Assays der monomethylierten Derivate, wie sie

urspriinglich publiziert wurden.¥

IC5o [NM]

# Sequenz avp3 allbp3
Al c(RGDfV) 25 1700
A2 c(RGDfv) 5.5 5200
A3 c(REDfV) 45 >10000
A4 c(RGBIV) 560 >10000
A5  c(RGDJV) 1400 >10000
A6  c(RGDfV) 0.58 860

Weitere Tests wurden mit den hier dargestellten Verbindungen noch nicht
durchgefihrt. Interessant ware beispielsweise eine Konformationsanalyse von
Peptid 42, welches dhnliche Bindungseigenschaften besitzt wie Cilengitide.
Besitzt es auch eine dhnliche Konformation oder unterscheiden sie sich? Falls
sie sich unterscheiden, bindet Peptid 42 auf eine unterschiedliche Art und
Weise an die Rezeptoren? Welchen Einflul} hat die zusatzliche Methylgruppe
auf die Bioverfligbarkeit von Peptid 42? Dies sind Fragen, die in zukinftigen
Untersuchungen geklart werden mussen.

6.5.4. Zusammenfassung

Im Gegensatz zur , N-methylierungsfreundlichen” Sequenz von MT-II (siehe
Abschnitt 5.9.5), ergeben sich bei der Darstellung der methylierten
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cyclo(RGDfV)-Derivate Probleme, die teilweise schon bei der Synthese der
linearen Peptide beginnen, und sich bei der Cyclisierung und der
anschliefenden Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen fortsetzen.
Haufigstes Problem bei der Synthese der linearen Peptide war die Bildung von
Diketopiperazinen. Durch die Wahl von C-terminalen Aminosauren mit sterisch
anspruchsvollen Seitenketten, konnte dieses Problem umgangen werden.
Weiterhin verliefen einige Kupplungsreaktion von N-methylierten Aminosauren
an N-methylierte Aminosauren mit schlechten Ausbeuten, sodass diese bis zur
vollstandigen Umsetzung mehrfach wiederholt werden muBten.

Die Cyclisierungen von Derivaten mit sperrigen Seitenketten enthaltenden C-
terminalen Aminosduren fihrten oftmals zu Nebenreaktionen, die zu
Nebenprodukten fiihrten, welche teilweise durch die anschliefende Reinigung
mittels HPLC abgetrennt werden konnten. In einigen Fallen war deren Anteil
sehr grol3. Durch die Verwendung von HATU und HOBt bei der Cyclisierung
konnten die Nebenreaktionen verhindert werden.

Bei der Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen zeigte sich die bekannte
Labilitdat von N-methylierten Peptiden gegeniliber sauren Bedingungen. Durch
die Reduzierung der Reaktionszeit und des TFA-Anteils in der Abspaltldésung,
konnte das Ausmall der Fragmentierung der Cyclopeptide unter
Ausbeuteverlusten durch nicht vollstandig abgespaltene
Seitenkettenschutzgruppen verringert werden.

All diese Probleme treten bei der Synthese der dreifach methylierten Derivate
in einem viel groReren Umfang auf als bei den zweifach methylierten, wodurch
bisher nur eine dreifach methylierte Verbindung mit den hier vorgestellten
Methoden synthetisiert werden konnte.

Die Ergebnisse der biologischen Tests deuten auf sechs Verbindungen mit
verbesserter Selektivitat fir avB3 gegenitber avp5 und a5Bf1, wobei avp3
schwacher gebunden wird als von Cilengitide. Ein zweifach methyliertes Peptid
bindet jedoch mit dahnlichen ICso-Werten an die getesteten Integrine.
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7 Experimentalteil

7. Experimentalteil

7.1. Material und Methoden

Alle technischen Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert. NMP wurde
von der Firma BASF bezogen und ohne weitere Destillation eingesetzt. Falls
erforderlich, wurden wasserfreie Losungsmittel von den Firmen Aldrich, Fluka
und Merck bezogen oder nach den gangigen Methoden absolutiert.

Das fiir die Festphasensynthese verwendete Tritylchlorid-Polystyrol-Harz wurde
von PepChem (Tlibingen), Rink-Amid-Harze von NovaBiochem, der Iris Biotech
GmbH und Wang-Harz von NovaBiochem erworben. Die verwendeten
Aminosdurederivate stammen, soweit nicht selbst hergestellt, von den Firmen
Iris Biotech GmbH, NovaBiochem, Merck, Bachem, Neosystem & Aldrich. Alle
anderen eingesetzten Reagenzien stammen von den Firmen Aldrich, Fluka und
Merck.

Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (DC-Kontrolle) und R;-
Wert-Bestimmung erfolgte auf mit Kieselgel 60 F,5; beschichteten
Aluminiumfolien der Firma Merck (Schichtdicke 0.25 mm) mit
unterschiedlichen Laufmittelgemischen. Die Detektion erfolgte anhand
UV-Absorption bei 254 nm sowie durch Eintauchen in 5%-ige ethanolische
Ninhydrin-Losung oder Phosphormolybdansaure-Reagenz (6.25 g
Phosphormolybdansaure, 2.5 g Cer(IV)-Sulfat, 15 mL konz. Schwefelsaure, 235
mL H,0) und anschlieBRender Warmebehandlung.

Fir die Sdaulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (230-400 mesh ASTM,
KorngréRe 0.040-0-063 mm) der Firma Merck mit 50-100-fachem Uberschuss,
bezogen auf die Masse des Rohprodukts, verwendet. Es wurde ein Druck von 1-
1.2 bar angewendet.

Analytische und praparative RP-HPLC wurde an folgenden Geraten und Saulen
(Omnicrom YMC Europe GmbH) durchgefiihrt:
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Pharmacia Basic 10 F, Autosampler A 900, Pumpensystem P-900, Detektor UV-
900, Steuerungssoftware Unicorn V3.00; Saulenmaterial: YMC-ODS-A 120 5-C;5
(120 A, 5 pm, 250 mm x 4.6 mm), analytische HPLC

Pharmacia Basic 100 F, Pumpensystem P-900, Detektor UV-900,
Steuerungssoftware Unicorn V3.00; Sdulenmaterial: (a) YMC-ODS-A 120 10-Cy5
(120 A, 10 um, 250 mm x 20 mm); semipraparative HPLC; (b) YMC-ODS 120 11-
Ci5 (120 A, 11 um, 250 mm x 30 mm); praparative HPLC

Waters System Breeze, Pumpensystem 1525, Detektor 2487 Dual,
Steuerungssoftware Breeze V3.20; Sdulenmaterial YMC-ODS-A 120 5-C;5 (120
A, 5 um, 250 mm x 20 mm); semipraparative HPLC

Beckman System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-Detektor 166
Siulenmaterial: YMC-ODS-A 120 5-Ci3 (120 A, 5 pum, 250 mm x 20 mm)
semipraparative HPLC

Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus H,O (Laufmittel A) und Acetonitril
(Laufmittel B) mit jeweils 0.1 % (v/v) TFA im Gradientenbetrieb. Es wurden
unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb von 30 min. verwendet.
Die Flussraten betrugen 1 mL/min (analytisch) und 8 mL/min (semipraparativ).
Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenlangen 220 und 254 nm.

ESI-Massenspektren wurden an einem Gerat der Firma Finnigan vom Typ LCQ
in  Kombination mit dem HPLC-System Hewlett Packard HP 1100
(Saulenmaterial: Omnicrom YMC ODS-A C18 (120 A, 3 pm, 125 mm X 2 mm),
FluBrate 0.2 mL/min) durchgefiihrt. Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus
H,0 und Acetonitril mit jeweils 0.1 % (v/v) Ameisensaure im Gradientenbetrieb.
Es wurden unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb von 15 min.
verwendet.

NMR-Spektren der Aminosaurederivate wurden an den Geraten AC 250 und
DMX 500 der Firma Bruker bei 298 K und 300 K aufgenommen. Die
verwendeten Pulsprogramme stammen aus der Bruker-Bibliothek oder wurden
von Mitgliedern der Arbeitsgruppe geschrieben. Die Messungen wurden in
Probenréhrchen mit 0.5 cm Durchmesser durchgefiihrt, wobei in der Regel 3.5
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bis 5 mg Substanz in 0.6 mL DMSO-dg oder CDCl; gelost wurden. Die Daten
wurden mit den Programmen XWIN-NMR, Topspin, MetreC und MestreNova
prozessiert und ausgewertet. Chemische Verschiebungen (8) sind in parts per
million (ppm) und Kopplungskonstanen (J) in Hertz (Hz) angegeben. Interner
Standard fir chemische Verschiebungen von 'H und **C waren die
Losungsmittelsignale (DMSO-ds: d= 2.49 ppm im *H-NMR, DMSO-d¢: J= 39.5
ppm im C-NMR; CHCl;: 0= 7.24 ppm im '"H-NMR, CDCl; d= 77.0 ppm im *C-
NMR. *C-NMR-Spektren wurden mit 'H-Breitbandentkopplung aufgenommen.

Die fertigen Produkte wurden mit einer Gefriertrocknungsanlage der Firma
Christ (Osterode) lyophilisiert.

7.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

7.2.1.  AAV1-T (Belegen von TCP-Harz)

1.00 g TCP-Harz (maximale Belegungsdichte ca. 1.0 mmol/g Harz) wird in ein
tariertes SchiittelgefaR eingewogen. Dieses Schiittelgefald kann z.B. eine Spritze
sein, versehen mit einer Polypropylen-Fritte und einer Kaniile. Dazu wird eine
Losung aus Aminosaurederivat (1.2 eq., 1.2 mmol) und 646 ul DIPEA (6 eq., 6.0
mmol) in 10 mL trockenem DCM gegeben und zwei Stunden unter Schitteln
gemischt. Dann wird 1.0 mL MeOH zugefligt (capping) und fir weitere 30 min.
geschuttelt, abfiltriert und nacheinander mit zweimal 10 mL DCM, dreimal 10
mL NMP und dreimal mit 20 mL MeOH (Ultraschall zur Aufldsung von Klumpen)
gewaschen. AnschlieBend wird das belegte Harz im HV getrocknet und der
Belegungsgrad gravimetrisch nach folgender Formel bestimmt:
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(m, —m,) (1000
(MGXaa - mSub) sz

n = Mol Aminosaure am Harz
m; = Masse des unbelegten TCP-Harzes [g]
m, = Masse des belegten Harzes [g]

Msw, = Masse der vom Harz substituierten Gruppe (hier: HCl = 36.461 g/mol)
MGy,, = Molgewicht der Aminosaure [g/mol]

Formel 7-1: Formel zur Berechnung von Belegungsdichten

7.2.2. AAV1-R (Belegen von Rink-Amid-Harz)

1.00 g Rink-Amid-Harz (maximale Belegungsdichte ca. 0.70 mmol/g) wird in ein
geeignetes Schittelgefalk (siehe AAV1-T) eingewogen und zunachst nach AAV2
(siehe 7.2.3) Fmoc-entschiitzt. Zum entschitzten Harz wird anschlieBend eine
Losung bestehend aus Aminosaurederivat (2.0 eq., 1.4 mmol), 270 mg TBTU
(2.0eq., 1.4 mmol), 113 mg HOBt (2.0eq., 1.4 mmol) und 357 uL DIPEA
(5.0 eq., 3.5 mmol) gegeben. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden wird 5
x 1 Minute mit je 10 mL NMP und darauf dreimal mit je 10 mL DCM
gewaschen. Dann werden 10 mL einer L6ésung aus DCM, Acetanhydrid und
DIPEA (75:25:2.5 v/v/v) zum Harz gegeben. Nach 20 Minuten wird die Losung
verworfen und nochmals 5 x mit je 10 mL DCM gewaschen. Das Harz wird
daraufhin im Exsikkator getrocknet und der Belegungsgrad gravimetrisch nach
Formel 7-1 mit mg,, = 240.25 g/mol bestimmt.

7.2.3. AAV2 (Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe an der festen
Phase)

Das in NMP gewaschene Harz, wird mit einer 20%-igen Losung aus Piperidin in
NMP (v/v) versetzt und 5 min. geschittelt. Nach einmaligem Waschen des
Harzes in NMP wird dieser Vorgang fiir 10 min. wiederholt. Anschlieffend wird
finfmal mit NMP gewaschen.
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7.2.4. AAV3-H (Festphasensynthese des linearen Peptids mit der
HATU/HOAt-Methode)

Nach dem Fmoc-Entschitzen mit Hilfe von AAV2 wird zum in NMP
gewaschenen Harz eine Losung aus je 2.0 eq. Aminosaurederivat, HATU, HOAt
und 5.0 eq. DIPEA (bezogen auf den freien N-Terminus an der Festphase im
Schittelgefal) in 10 mL NMP gegeben. Das ReaktionsgefalR wird fiir 1.5h
geschittelt, danach wird abfiltriert und finfmal mit NMP gewaschen. Bei
Bedarf (HPLC-Kontrolle oder AAV4 (Kaiser-Test)) wird die Kupplung wiederholt.
Soll das Harz fir langere Zeit aufbewahrt werden, so wird es dreimal mit DCM
gewaschen und anschlieffend im HV getrocknet.

7.2.5. AAV3-T (Festphasensynthese des linearen Peptids mit
Fmoc-Aminosduren mit der TBTU/HOBt-Methode)

Nach dem Fmoc-Entschitzen mit Hilfe von AAV2 wird zum in NMP
gewaschenen Harz eine Losung aus je 2.0 eq. Aminosaurederivat, TBTU, HOBt
und 5.0 eq. DIPEA (bezogen auf den freien N-Terminus an der Festphase im
Schittelgefal) in 10 mL NMP gegeben. Das ReaktionsgefalR wird fiir 1.5h
geschittelt, danach wird abfiltriert und finfmal mit NMP gewaschen. Bei
Bedarf (HPLC-Kontrolle oder AAV4 (Kaiser-Test)) wird die Kupplung wiederholt.
Soll das Harz fir langere Zeit aufbewahrt werden, so wird es dreimal mit DCM
gewaschen und anschlieffend im HV getrocknet.

7.2.6. AAV4-H (Festphasensynthese des linearen Peptids mit
NBS-NMe-Aminosduren mit der HATU/HOAt-Methode)

Zum Kuppeln von a-NBS-geschiitzten Aminosdauren wird nach AAV3-H
verfahren. Allerdings wird als Base Collidin anstatt DIPEA verwendet.
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7.2.7. AAV4-T (Festphasensynthese des linearen Peptids mit
NBS-NMe-Aminosduren mit der TBTU/HOBt-Methode)

Zum Kuppeln von o-NBS-geschiitzten Aminosauren wird nach AAV3-T
verfahren. Allerdings wird als Base Collidin anstatt DIPEA verwendet.

7.2.8. AAV5 (Schiitzen des N-Terminus‘’ mit der NBS-
Schutzgruppe an der festen Phase)

Das nach AAV2 entschiitzte lineare Peptid wird mit einer Losung bestehend aus
10.0 eq. Collidin (bezogen auf den freien N-Terminus an der Festphase im
Schittelgefall) und 5.0 eq. 2-NBSCl in 10 mL NMP pro Gramm Harz versetzt.
Nach 15 min. wird die Reaktionslésung verworfen und das Harz griindlich mit
NMP gewaschen (5x).

7.29. AAV6 (N-Methylieren des N-Terminus’ an der festen
Phase)

Nach Durchfiihrung von AAV5 wird das Harz dreimal mit THF gewaschen. Nun
werden 10 eq. MeOH und 5.0 eq. Triphenylphosphin (bezogen auf den freien
N-Terminus an der Festphase) in 5 mL THF pro Gramm Harz in das
Schittelgefal® gegeben. Im Anschluss werden langsam 5.0 eq. DIAD in 5 mL THF
pro Gramm Harz hinzugefligt. Nach einer Reaktionszeit von 10 min. wird
finfmal mit THF gewaschen.

7.2.10. AAV7 (Abspalten der NBS-Schutzgruppe)

Zunachst wird das in THF gewaschene und nach AAV6 methylierte Peptid
dreimal mit NMP gewaschen. Danach werden 5.0eq DBU und 10eq.
B-Mercaptoethanol (bezogen auf den freien N-Terminus an der Festphase) in
10 mL NMP pro Gramm Harz zum Peptid gegeben und es wird flir 5 min.
geschittelt. Die Reaktionsldsung wird verworfen und der Vorgang ein weiteres
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Mal wiederholt. Im Anschluss wird finfmal mit NMP gewaschen. Soll
anschlieffend ein weiteres Aminosadurederivat an den entschitzten N-Terminus
gekuppelt werden, wird nach AAV3-H vorgegangen.

7.2.11. AAV8 (Acetylierung von Aminofunktionen an der
Festphase)

Zunachst wird das Harz dreimal mit DCM gewaschen. Dann werden pro Gramm
Harz 10 mL einer Losung aus DCM, Acetanhydrid und DIPEA (75:25:2.5 v/v/v)
zum Harz gegeben. Nach 20 Minuten wird nochmals 5x mit DCM gewaschen.

7.2.12. AAV9 (Abspalten von Alloc/Allyl-Schutzgruppen an der
festen Phase)

Das in NMP gewaschene Harz wird dreimal eine Minute mit trockenem DCM
gewaschen. Danach wird pro Alloc/Allyl-Schutzgruppe eine Losung aus 12 eq.
Phenylsilan in 5.0 mL DCM pro Gramm Harz hinzugegeben und fir 2 min.
gertihrt. Eine Mischung aus 0.12 eq. Pd(PPhs), pro Alloc/Allyl-Schutzgruppe in
5.0 mL DCM pro Gramm Harz wird rasch in das SchiittelgefalR gegeben. Nach
einer Reaktionszeit von 30 min. wird die Reaktionslésung verworfen und das
Harz zunachst dreimal mit DCM gewaschen. Anschliefend wird 1x eine Minute
mit einer Losung aus DIPEA (0.5 Vol.-%) in DMF und danach 1x vier Minuten
mit einer Losung aus Natriumdiethyldithiocarbaminat-Trihydrat (DEDCT)
(0.5 Massen-%) in DMF gewaschen. Der Waschvorgang wird dreimal
wiederholt. Zum Schluss wird das Harz nochmals 5x mit NMP gewaschen.

7.2.13. AAV10-D-a (Cyclisierung linearer, geschiitzter Peptide mit
DPPA in LOosung)

Das abgespaltene lineare, geschiitzte Peptid wird in frisch destilliertem DMF
gelost, sodass die Konzentration des Peptids < 10 mol/l betragt. AnschlieRend
werden 3.0 eq. DPPA und 5 eq. NaHCO; zugefligt. Diese Mischung wird fiir 48 h
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bei RT geruhrt. Danach wird die Losung im Vakuum bis auf ein sehr geringes
Volumen eingeengt. Dieses wird in ca. 30 mL einer Mischung aus gesattigter
NaCl-Loésung und H,0 (1:1) getropft. Der sich dabei bildende Niederschlag wird
abzentrifugiert, dreimal mit H,0 gewaschen und anschlieRend im HV
getrocknet.

7.2.14. AAV10-D-b (Cyclisierung linearer, entschiitzter Peptide mit
DPPA in Losung)

Die Cyclisierung wird gemafs AAV10-D-a durchgefiihrt. Allerdings wird nach der
Reaktionszeit das DMF komplett im Vakuum entfernt, der Rickstand
anschlieBend mit etwa 1 mL Acetonitril/H,0 (1:1 v/v) pro 100 mg Rohprodukt
aufgenommen und das Cyclopeptid anschlieBend durch RP-HPLC von
Uberschissigen Reagenzien und Nebenprodukten getrennt.

7.2.15. AAV10-H-a (Cyclisierung linearer Peptide mit HATU/HOAt
an der Festphase)

Das mit NMP gewaschene Harz wird mit einer Lésung aus 2.0 eq. HATU und
5.0 eq. DIPEA in 10 mL NMP pro Gramm Harz versetzt. Besteht die Gefahr der
Racemisierung durch basenkatalysierte Epimerisierung, werden aullerdem
2.0eqg. HOAt zur Losung gegeben. Nach zwei Stunden wird durch HPLC-
Kontrolle oder AAV4 (Kaisertest) auf Vollstandigkeit der Reaktion getestet. Bei
Unvollstandigkeit wird nochmals eine Reaktionslosung mit identischer
Zusammensetzung zum Harz gegeben. Man ldsst so lange reagieren bzw.
wiederholt den Vorgang so oft, bis die Reaktion vollstandig ist. Im Anschlul
wird griindlich mit NMP gewaschen (5 x 1 min).
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7.2.16. AAV10-H-b (Cyclisierung linearer Peptide mit HATU/HOAt
in Losung)

Zu einer Losung aus linearem Peptid in DMF wird unter kraftigem Rihren eine
Losung aus HATU (1.5e.q.), HOAt (1.5eqg.) und Collidin (1.5eqg.) in DMF
langsam zugetropft. Die finale Konzentration des linearen Peptids soll 5 mM
betragen. Man |aRt Uber Nacht rihren und verdampft anschlieRend das
Losungsmittel. Zum Rohprodukt wird gesattigte NaHCO;-Losung gegeben.
Darauf wird dreimal mit EtOAc extrahiert. Die organische Schicht wird mit
gesattigter NaCl-Losung gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Der
Essigsdureethylester wird verdampft, sodass das cyclisierte Rohpeptid
zurickbleibt.

7.2.17. AAV10-P (Cyclisierung linearer Peptide mit PyBOP)

Das lineare Peptid wird in frisch destilliertem DMF gelost, sodass die
Konzentration des Peptids < 10° mol/I betragt. Zu dieser Losung werden unter
Rahren 10 eq. Collidin gegeben. Im Anschluss wird im Stundenrythmus je 1/3
von 1.0 eq. PyBOP zugefligt. Die Mischung wird fir insgesamt 48 h geriihrt.
Daraufhin wird das Losungsmittel bis auf ein kleines Volumen im Vakuum
eingeengt. Dieses wird in ca. 30 mL einer Mischung, bestehend aus gesattigter
NaCl-Loésung und H,0 (1:1), getropft. Der dabei entstehende Niederschlag wird
abzentrifugiert, dreimal mit H,0 gewaschen und im HV getrocknet.

7.2.18. AAV10-T (Cyclisierung linearer Peptide mit TBTU/HOBt an
der Festphase)

Das mit NMP gewaschene Harz wird mit einer Losung aus 2.0 eq. TBTU und
5.0 eq. DIPEA in 10 mL NMP pro Gramm Harz versetzt. Besteht die Gefahr der
Racemisierung durch basenkatalysierte Epimerisierung, werden aulRerdem
2.0eq. HOBt zur Losung gegeben. Nach zwei Stunden wird durch HPLC-
Kontrolle oder AAV4 (Kaisertest) auf Vollstandigkeit der Reaktion getestet. Bei
Unvollstandigkeit wird nochmals eine Reaktionsldsung mit identischer
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Zusammensetzung zum Harz gegeben. Man lasst so lange reagieren bzw.
wiederholt den Vorgang so oft, bis die Reaktion vollstandig ist. Im Anschlul
wird grindlich mit NMP gewaschen (5 x 1 min).

7.2.19. AAV11-T-a (Abspalten von Peptiden vom TCP-Harz unter
Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen mit HFIP)

Das in DCM gewaschene Harz wird mit einer Loésung, bestehend aus 20% HFIP
in DCM (v/v), fur 30 min. geschittelt. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt.
Die Losungen werden vereinigt und bis zur Trockenheit eingedampft und
anschlielfend im HV getrocknet.

7.2.20. AAV11-T-b (Abspalten von Peptiden vom TCP-Harz unter
Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen mit AcOH)

Das in DCM gewaschene Harz wird mit einer Losung, bestehend aus DCM,
AcOH und TFE (6:3:1 v/v/v), fur 60 min. geschittelt. Dieser Vorgang wird
zweimal wiederholt. Die Losungen werden vereinigt und bis zur Trockne
eingedampft. Der Rickstand wird mit Toluol aufgenommen, welches zur
Coevaporierung der Essigsaure im Vakuum wieder entfernt wird. Dieser
Vorgang wird zweimal wiederholt. Danach wird der Rickstand im HV
getrocknet.

7.2.21. AAV11-R (Abspalten und gleichzeitiges Entschiitzen von
Peptiden vom Rink-Amid-Harz)

Das mit DCM gewaschene Harz wird mit 10 mL pro Gramm Harz einer Losung
bestehend aus TFA, TIPS und H,0O (95:2.5:2.5 v/v/v) versetzt und 2h
geschuittelt. Die Losung wird darauf in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen, befiillt
mit 30 mL eiskaltem Ether, gegeben. Danach wird das SchittelgefalR noch
zweimal fiur je 30 min. mit jeweils 5 mL frischer Abspaltlosung behandelt. Die
Losungen werden ebenfalls in das Zentrifugenrohrchen gegeben. Der
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ausgefallene Niederschlag wird abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wird mit kaltem Ether gewaschen (3x). Der Niederschlag wird
nach jedem Waschgang abzentrifugiert und die Waschlosungen verworfen.
Danach wird der Niederschlag im HV getrocknet.

7.2.22. AAV12 (Die N-Methylierung von Fmoc-Aminosauren in
Losung liber Oxazolidinone)

20 mmol Fmoc-Aminosaure werden in 250 mL Toluol suspendiert. Zu dieser
Mischung werden 4.0 g Paraformaldehyd und 0.20 g Paratoluolsulfonsaure
(1.2 mmol) gegeben. Bei azeotroper Wasserabscheidung wird fir 30 min. unter
Rickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen der nun klaren Losung wird zweimal mit
100 mL ges. NaHCOs-L6ésung gewaschen. AnschlieRend wird Uber Na,SO,
getrocknet. Das Entfernen des LOsungsmittels im Vakuum ergibt das
Oxazolidinon der Fmoc-Aminosaure als klebrige Masse. Diese wird im
Hochvakuum getrocknet und dann in 200 mL CHCI5/TFA (1:1) gel6st. Es werden
9.9 mL Triethylsilan (60 mmol) zugetropft, und bei RT fir 24 h geriihrt. Die
Losung wird darauf im Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft. Zum
Entfernen der TFA wird das entstandene Ol dreimal mit DCM aufgenommen
und wieder evaporiert. Nach der Umkristallisation in Ether/Hexan bleibt die N-
Fmoc-N-methyl-aminosdure in Form eines Feststoffs.

7.2.23. AAV13 (Kaisertest)

Eine kleine Harzmenge wird mit DCM gewaschen und anschlieRend in ein
Reagenzglas oder Eppendorf-Cap Uberfiihrt. In das Reagenzglas werden jeweils
zwei Tropfen von folgenden Losungen gegeben:

— 3 % Ninhydrin in Ethanol
— 5% Phenol in Ethanol
— 2mL1 mM KCN in 98 mL Pyridin
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Das Gemisch wird anschlieffend auf 60 °C erhitzt. Tritt nach zwei min. keine
Blaufarbung ein, dann war die Kupplung vollstandig.

7.2.24. AAV14-a (Abspalten von saurelabilen Schutzgruppen von
Cyclopeptiden mit TFA Variante 1)

Das Rohpeptid wird in einer Losung bestehend aus TFA/H,O/TIPS/DCM
(60:2.5:2.5:35 v/v/v/v) gelost und fur 3 h gerlhrt. AnschlieBend wird das
Losungsmittel im Vakuum bei 40 °C entfernt und der Riickstand in Ether gefillt.

7.2.25. AAV14-b (Abspalten von saurelabilen Schutzgruppen von
Cyclopeptiden mit TFA Variante 2)

Analog zu AAV14-a, jedoch wird eine Losung bestehend aus

TFA/H,O/TIPS/DCM (47.5:2.5:2.5:47.5 v/v/v/v) fir 2 h zum geschitzten
Rohpeptid gegeben.

7.2.26. AAV14-c (Abspalten von sdurelabilen Schutzgruppen von
Cyclopeptiden mit TFA Variante 3)

Analog zu AAV14-3, jedoch wird die Abspaltlosung flir 35 min. zum geschitzten
Rohpeptid gegeben.
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7.3. Synthese der Aminosaurederivate und analytische
Daten

N-(9H-fluoren-9-yImethoxycarbonyl)-N-methyl-b-phenylalanin

. Me O Cy5H23NO,
O OTN on Exact Mass: 401.16
(0]

Mol. Wt.: 401.45

5.0 g N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-p-phenylalanin (13 mmol) ergeben
bei Umsetzung nach AAV12 4.2 g (11 mmol, 85 % d. Th.) der Titelverbindung als
weilden Feststoff.

HPLC (10-100 %, 30 min): R = 24.39 min.

MS (ESI): m/z = 402.1 [m+H]"; 421.4 [(2m+Ca)/2]*"; 424.3 [m+Nal’; 621.7
[(3m+Ca)/2]**; 803.1 [2m+H]; 825.1 [2m+Na]’; 841.2 [2m+K]%; 1226.1
[3m+Na]’; 1242.9 [3m+K]".

'H-NMR (DMSO; 500 MHz): & (ppm) = 12.90 (s, 1H, COOH); 7.86-7.03 (m, 13H,
Aromaten); 4.85-4.59 (m, 1H, CH(a)); 4.38-4.12 (m, 3H, Fmoc-CH-CH,); 3.20-
3.00 (m, 2H, CH,(B)); 2.68 (s, 3H, CHs).

BC-NMR (DMSO, 126 MHz): 6 (ppm) = 172.1 (COOH); 156.0 (Fmoc-CO); 144.1;
144.0; 143.9; 141.0; 138.2; 138.0; 129.0; 128.9; 128.5; 127.9; 127.4; 126.6;
125.2; 67.0 (Fmoc-CH,); 60.5; 59.9 (C(a)); 46.9; 46.8 (Fmoc-CH); 34.5; 34.2; 32.0
(CH3); 31.6; 31.0.
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N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-methyl-L-valin

Q C21H2sNO,

Me O

' Exact Mass: 353.16
O‘ o\n/N\)j\OH xact Mass

Mol. Wt.: 353.41

6.8 g N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L.-valin (20 mmol) ergeben bei
Umsetzung nach AAV12 6.8 g (19 mmol, 100 % d. Th.) der Titelverbindung.

HPLC (10-100 %, 30 min): R = 24.84 min.,

MS (ESI): m/z = 354.2 [m+H]"; 373.5 [(2m+Ca)/2]**; 376.3 [m+Na]’; 392.3
[m+K]*; 550.0 [(3m+Ca)/2]*; 729.3 [2m+Na]"; 745.3 [2m+K]*; 1082.1 [3m+Na]’;
1098.0 [3m+K]".

'H-NMR (CDCl5, 500 MHz): & (ppm) = 7.75 (M, 2H, Haromat), 7-57 (M, 2H, Haromat),
7.38 (m, 2H, Haromat), 7.29 (M, 2H, Haromat), 4.49 (m, 3H), 4.26 (m, 1H*, C,H),
4.10 (d, *J = 11.4 Hz, 1H**, C4H), 2.88 (s, 1H, -CHo-N(R)-CHs), 2.25 (m, 1H*, -CH-
(CHs),), 2.05 (m, 1H**, -CH-(CH3),), 1.03 (d, *J = 6.5 Hz,3H*, -CHCH>), 0.93 (d, *J
= 6.5 Hz,3H**, -CHCH,), 0.88 (d, */ = 6.5 Hz,3H*, -CHCHs), 0.75 (d, *J = 6.5
Hz,3H**, -CHCH,)

BBC-NMR (CDCl3, 125 MHz): 6 = 175.0, 157.1, 144.0, 141.6, 128.0, 127.3, 125.1,
120.2, (68.2*, 67.9%*), 65.1, 47.5, 31.4, 27.7, 19.9, (19.3*, 19.1**)

*Fmoc-Rotamer mit gréBerer Population

**Fmoc-Rotamer mit geringerer Population

B3c.verschiebungen die mit beiden Rotameren in Verbindung stehen sind in Klammern
angegeben
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7 Experimentalteil

N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N-methyl-L-norleucin

Me O CyoHsNO,

O‘ O\H/N\H\OH Exact Mass: 367.18

0/( Mol. Wt.: 367.44

0.50 g N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-L-norleucin (1.41 mmol) ergeben
bei Umsetzung nach AAV12 0.45 g (1.11 mmol, 79 % d. Th.) der
Titelverbindung.

HPLC (10-100 %, 30 min.): R; = 25.38 min.,

MS (ESI): m/z = 367.9 [m+H]"; 390.2 [m+Na]*;]"; 1124 [3m+Na]’

'H-NMR (CDCl3, 500 MHz): 6 (ppm) = 8.54 (bs, 1H, CH(R)-COOH); 7.74 (m, 2H,
Haromat); 7.57 (M, 2H, Haromat); 7.29 (M, 4H, Hyomat); 4.77 (m, 1H, -CH(R)-COOH);
4.44 (m, 2H, -CH-CH,-0-CO-); 4.20 (m, -CH-CH,-0O-CO-); 2.87 (s, 3H, Fmoc-N(R)-
CHj3); 2.08-1.58 (m, 2H, -CH-CH,-CH,-CH,-CH3); 1.30 (m, 4H, -CH-CH,-CH,-CH,-
CH3); 0.90 (s, 3H, -CH-CH,-CH,-CH,-CH3).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz): 6 (ppm) = 177.57, 140.87, 127.92, 126.90, 124.99,
124.23, 120.18, (68.03*, 67.80**), (58.72*, 58.56**), 47.37, 30.66, 28.59,
(28.42*, 28.34*%*), (22.34*, 22.21**), 14.16.

*Fmoc-Rotamer mit groRBerer Population

**Fmoc-Rotamer mit geringerer Population

13c.verschiebungen die mit beiden Rotameren in Verbindung stehen sind in Klammern
angegeben
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7 Experimentalteil

N,.-(o-Nitrobenzensulfonyl)-L-tryptophanmethylester

NO, o H
\ _N _Me
\S\\O \g)\o C1gH17N306S
= Exact Mass: 403.08

Mol. Wt.: 403.41

10.0g (1eqg., 39.3 mmol) Tryptophanmethylesterhydrochlorid und 8.97 g
o-Nitrobenzensulfonylchlorid werden in 200 mL DCM supendiert. Unter Rihren
werden 16.4 mL (3 eq., 11.92 g, 118 mmol) Triethylamin dazugegeben. Nach
2.5h wird die dann klare, orangefarbene Losung mit gesattigter NaHCO;-
Losung (3x) und gesattigter NaCl-Losung (2x) gewaschen. Nach dem Trocknen
der organischen Phase mit Na,SO,, wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und das Produkt im HV getrocknet. Man erhalt 15.8 g (39.3 mmol, 100 % d.Th.)
eines klaren, orangefarbenen Ols.

DC (DCM): R; = 0.27

HPLC (10-100 %, 15 min.): R; = 13.39 min.; (10-100 %, 30 min.): R; = 22.00 min.
MS (ESI): m/z = 404.3 [m+H]", 807.1 [2m+H]", 828.9 [2m+Na]".

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): & (ppm) = 10.80(s, 1H); 8.66 (bs, 1H); 7.83-7.77 (m,
1H); 7.73-7.58 (m, 2H); 7.54-7.46 (m, 1H); 7.39 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J =
2.2 Hz, 1H); 7.09-6.90 (m, 2H); 4.23-4.12 (m, 1H); 3.48 (s, 3H); 3.18 (dd, J = 5.8
Hz, 14.5 Hz, 1H); 3.04 (dd, J = 8.8 Hz, 14.5 Hz, 1H).
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7 Experimentalteil

N,-(Methyl)-N,-(o-Nitrobenzensulfonyl)-L-tryptophanmethylester

NO, o |
/N /Me
\\S\\ \é)j\o C19H 19N3O6S
© = Exact Mass: 417.1

Mol. Wt.: 417.44

15.8 g N*-(o-Nitrobenzensulfonyl)-L-tryptophanmethylester (1 eq., 39.3 mmol)
und 11.7 mL (2 eq, 12.0g, 78.6 mmol) DBU werden in 210 mL DMF gelost. Bei
0 °C werden 14.9 mL (4 eq., 19.8 g, 157 mmol) Dimethylsulfat zugegeben. Nach
5 min. lasst man die Reaktionsmischung auf RT erwarmen und rihrt eine
Stunde. AnschlieRend wird das Losungsmittel und das Uberschissige
Dimethylsulfat im Vakuum entfernt, der Riickstand mit DCM aufgenommen
und anschlieRend mit NaHCO;-Losung (ges.) (3x) und H,0 (2x) gewaschen. Die
organische Phase wird mit Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und der Riickstand im HV lGber Nacht getrocknet. Man erhalt
15.9 g (38.1 mmol, 97 % d.Th.) eines gelblichen, transparenten Ols.

HPLC (10-100 %, 15 min.): R, = 13.89 min.; (10-100%, 30 min.): R, = 23.06 min.
MS (ESI): m/s = 418.2 [m+H]", 834.9 [2m+H]", 856.8 [2m+Na]".

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 6 (ppm) = 10.87 (s, 1H); 7.85-7.69 (m, 2H); 7.55-
7.47 (m, 3H); 7.35 (d, J = 8 Hz, 1H); 7.22-7.17 (m, 1H); 7.13-6.97 (m, 2H); 4.92-
4.84 (m, 1H); 3.56 (s, 3H); 3.42-3.33 (m, 1H); 3.18 (dd, J = 10 Hz, 15 Hz, 1H);
3.00 (s, 3H).
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7 Experimentalteil

N,.-(Methyl)-N,-(o-Nitrobenzensulfonyl)-L.-tryptophan

NO, o |
\ _N
% \)]\ CigH1/N;065
NG Exact Mass: 403.08

Mol. Wt.: 403.41

143 mg (leq., 343 mmol) Na-(Methyl)-Na-(o-Nitrobenzensulfonyl)-I-
tryptophanmethylester und 18.3 g (4 eq., 137 mmol) Lithiumiodid und 2.77 mL
(1eq., 2.71g, 34.2 mmol) Pyridin werden in 140 mL Essigsdaureethylester
geldst. Die Losung wird lichtgeschitzt fir 16 h refluxiert. Anschlielend wird
Wasser (140 mL) zugegeben und mit 0.1 M HCl angesauert und darauf rasch
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase wird mit H,O und
NaCl-Losung (ges.) gewaschen und mit 0.1 M NaOH-Losung (3x150 mL)
extrahiert. Die wassrige Phase wiederum wird mit 1N HCl angesauert und
unverziglich mit Essigester extrahiert (3x150 mL). Nach dem Trocknen Uber
Na,SO, und dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum bleibt ein
blassgelbes Pulver (11.1 g, 27.4 mmol, 80 % d.Th.).

HPLC (10-100 %, 15 min.): R;=12.26 min.; (10-100 %, 30 min.): R; = 20.15 min.
MS (ESI): m/z = 404.2 [m+H]", 426.4 [m+Na]’, 807.0 [2m+H]", 828.9 [2m+Na]".
'H-NMR (DMSO, 250 MHz): & (ppm) = 13.04 (s, 1H, -COOH), 10.82 (s, 1H,
NingoiH), 7.79 (M, 1H, Haromat), 7.70 (M, 1H, Haromat) 7.49 (d, °J = 7.7 Hz, 1H,
Haromat), 742 (M, 2H, Haomat), 7.31 (d, >/ = 7.7 Hz, 1H, Haromar), 7.17 (bs, 1H,
Haromat), 7.02 (M, 2H, Haromat ), 4.78 (dd, ?J = 5.2 Hz, 10.0 Hz, 1H, C,H), 3.44-3.25
(m, 1H, -CHq-CH(H)-Cingo(R3)), 3.15 (dd, ?J = 10.0 Hz, 15.1 Hz, -CH,-CH(H)-
CingoL(R2)), 2.97 (s, 3H, -CH,-N(R)CH;).

BC-NMR (DMSO, 125 MHz): & (ppm) = 171.5, 147.2, 136.1, 133.9, 131.6, 131.2,
129.4,126.7,123.9, 123.7,121.0 118.5, 117.8, 111.5, 108.9, 59.7, 30.1, 24.9.
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7 Experimentalteil

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-N.-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (2)

o]

H
e
><o 2 C19H28N>0¢
Exact Mass: 380.19

\ \/@ Mol. Wt.: 380.44
HN\"/O

(0]

5.19 g Boc-Lys-OH (1 eq., 21.1 mmol) und 2.30 g (1.3 eq., 27.4 mmol) NaHCO;
werden in 50 mL H,0 gel6st. Unter Riihren werden 5.78 g (1.1 eq., 23.2 mmol)
Benzyloxycarbonyl-N-hydroxysuccinimid gelést in 50 mL THF dazugetropft.
Nach 24 h wird das THF im Vakuum verdampft und die verbleibende wassrige
Phase mit Zitronensaure auf einen pH = 3-4 angesauert. Danach wird die
wassrige Phase mit Essigsdureethylester extrahiert (3x80 mL), die vereinigten
organischen Phasen mit Na,SO, getrocknet und danach das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Es bleibt ein blassgelbes, transparentes Ol (7.95g,
20.9 mmol, 99 % d.Th.).

HPLC (10-100%, 30 min): t; = 11.5 min.

MS (ESI): m/z = 281.2 [m-Boc+H]", 303.1 [m-Boc+Na]’, 325.2 [m-tBu+H]", 347.2
[m-tBu+Na]®, 381.3 [m+H]", 403.2 [m+Na]®, 561.2 [2m-2Boc+H]*, 583.2 [2m-
2Boc+Na]®, 605.3 [2m-tBu-Boc+H]", 627.4 [2m-2tBu-Boc+Na]’, 761.4 [2m-
2Boc+H]", 783.4 [2m-2Boc+Na]".
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7 Experimentalteil

N.-(tert-Butyloxycarbonyl)-N.-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin-tert-butylester (3)

(0]
H

X
><o g Cy3H36N,06
\|\‘ Exact Mass: 436.26
\/@ Mol. Wt.: 435.54
HN\"/O

(o]

Zu einer Lésung bestehend aus 7.95g (1.0eq., 21.9 mmol) N°-(tert-
Butyloxycarbonyl)-L-lysin in 100 mL DMA werden 100g (35eq., 79.6 mL,
732 mmol) tert-Butylbromid, 72.2 g (26 eq., 523 mmol) Kaliumcarbonat und
476 g (1.0eq., 21.9 mmol) Benzyltriethylammoniumchlorid gegeben. Man
rahrt fir zwei Tage bei RT und verdinnt die Losung anschliefend mit 100 mL
H,O. Die resultierende Emulsion wird dreimal mit je 200 mL Diethylether
extrahiert. Die kombinierten Etherfraktionen werden mit H,0 (1 x 200 mL) und
gesattigter NaCl-Losung (1 x 200 mL) gewaschen. Nach dem Trocknen der
organischen Phase tUber Na,S0O,, wird das Losungsmittel im Vakuum verdampft.
Man erhdlt 8.85g (20.3mmol, 97 % d.Th.) einer leicht gelblichen,
transparenten klebrigen Masse.

HPLC (10-100%, 30 min): tg = 25.6 min.

MS (ESI): m/z = 281.1 [m-Boc-tBu+H]*, 303.1 [m-Cbz+H]", 324.8 [m-2tBu+HT’,
347.1 [m-2tBu+Na]’, 380.8 [m-tBu+H]", 403.1 [m-tBu+Na]*, 459.1 [m+Na]".
IH-NMR (500 MHz, CDCl5): & = 7.33 (M, 5H, Haromat), 5.07 (s, 2H, -NH-CHy-CgHs),
5.02 (bs, 1H, -CH,NH-Cbz), 4.12 (m, 1H, C,H), 3.16 (q, J = 6.4 Hz,2H,
_CH,CH,NHCbz), 1.52 (m, 6H, CH,CH,CH, CH,-), 1.43 (s, 9H, tBu), 1.41 (s, 9H,
tBu).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5): 6 = 172.1, 156.3, 136.8, 128.7, 82.1, 79.9, 66.8,
53.9,41.0, 31.4, 29.6, 28.6, 28.2, 22.6.
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7 Experimentalteil

N,-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-lysin-tert-butylester (4)

0

H
\)LOX Ci5H30N,04

OYN
><° \ Exact Mass: 302.22
NH,

Mol. Wt.: 302.41

5.88 g (13.5 mmol) N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N°-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin-
tert-butylester werden in 150 mL Methanol gel6st. Dazu werden 0.588 mg Pd-
Katalysator (5-10 % Pd auf Aktivkohle) gegeben. Nach 1 h Rihren unter
Wasserstoffatmosphare wird die Suspension Uber Kieselgel filtriert und das
Losungsmittel anschlieBend im Vakuum verdampft. Man erhalt 3.71 g (12.3
mmol, 91 % d.Th.) eines transparenten und farblosen Ols.

HPLC (10-100%, 30 min): tz = 16.1 min.

MS (ESI): m/z = 147.0 [m-Boc-tBu+H]*, 191.1 [m-2tBu+H]*, 247.0 [m-tBu+H]",
303.1 [m+H]", 325.1 [m+Na]*.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 7.38 (m, N.H, ), 5.06 (d, *J = 7.4 Hz, 1H, N.H),
4.18 (m, 1H, C,H), 2.71 (t, °J = 6.84 Hz, 2H, -CH,NH,), 1.68 (m, 6H, -
C4HCH,CH,CH,CH,NH,), 1.48 (s, 9H, tBu), 1.46 (s, 9H, tBu).

BC-NMR (125 MHz, CDCl,): & = 172.2, 155.6, 82.0, 79.8, 54.1, 42.1, 33.4, 33.0,
28.6,28.2,22.7.
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7 Experimentalteil

N,-(tert-Butyloxycarbonyl)-N.-(o-nitrobenzensulfonyl)-L-lysin-tert-butylester

(5)

0

PR
Y (o]
0}
N
S
/

C21H33N3O8S
Exact Mass: 487.2
NO:  Mol. Wt.: 487.57

H

3.71g (1.0eq., 12.3 mmol) N,-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-lysin-tert-butylester
werden in 80 mL DCM (abs.) gelost. Unter Rihren werden 3.09g (1.1 eq.,
13.5 mmol) o-Nitrobenzensulfonylchlorid (> 97 %) und 3.42 mL (2 eq. 2.49g,

24.6 mmol) Triethylamin hinzugegeben. Nach 6 h wird mit 3 x NaHCO;-Losung
(IN), 2 x H,0 und 2 x NaCl-Losung (ges.) gewaschen. Das Losungsmittel wird

OYN
><o

nach dem Trocknen der organischen Phase mit Na,SO, im Vakuum entfernt. Es
bleiben 5.33 g (10.9 mmol, 89 % d.Th.) eines gelblichen, transparenten Ols.

DC (DCM): R¢ = 0.73

HPLC (10-100 %, 30 min.): R, = 24.7 min.; (10-100 %, 15 min.): R; = 14.1 min.

MS (ESI): m/z = 332.1 [m-Boc-tBu+H]*, 354.1 [m-Boc-tBu+Na]’, 375.9 [m-
2tBu+H]", 398.1 [m-2tBu+Na]’, 454.0 [m-tBu+Na]’, 487.9 [m+H]", 510.1
[m+Na]".
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7 Experimentalteil

N,-(tert-Butyloxycarbonyl)-N.-methyl-N.-(o-nitrobenzensulfonyl)-L-lysin-tert-
butylester (6)

><° CaoH3sN305S
Exact Mass: 501.21
o NO,

Mol. Wt.: 501.59

In eine Losung bestehend aus 5.33g (1.0eq., 10.9 mmol) N,-(tert-
Butyloxycarbonyl)-N,-(o-nitrobenzensulfonyl)-L-lysin-tert-butylester in 100 mL
DMF werden unter Rihren zunachst 3.25 mL (2.0 eq., 3.32 g, 21.8 mmol) DBU
und dann 4.13 mL (4.0 eq., 5.50 g, 43.6 mmol) Dimethylsulfat getropft. Um die
nicht abreagierten Aquivalente Dimethylsulfat bei der Aufarbeitung einfacher
entfernen zu konnnen, werden nach 2.5h 5.0 mL (8.0 eq., 5.25 g, 87.4 mmol)
Eisessig und 11.6mL (11.0eq., 12.14mg, 120 mmol) Triethylamin zur
Reaktionsmischung gegeben. Nach weiteren 30 min. Reaktionszeit wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mit DCM
aufgenommen. Nach dem Waschen der organischen Phase mit 1IN NaHCO;-
Losung (3x) und H,0 (2x) wird das Losungsmittel unter reduziertem Druck
verdampft. Nach dem Reinigen des Rohproduktes mittels SC (Hex/EE 2:1 v/v)
bleiben 3.8 g (7.6 mmol, 70 % d.Th.) Produkt. Dabei handelt es sich um ein
blassgelbes, transparentes Ol.

DC (Hex/EE 2:1 v/v): R¢=0.27; (Hex/EE 1:1 v/v): R¢ = 0.61.

HPLC (10-100 %, 30 min.): R, = 25.8; (10-100 %, 15 min.): R, = 15.0 min.

MS (ESI): m/z = 346.1 [m-Boc-tBu+H]", 390.1 [m-2tBu+H]", 412.1 [m-2tBu+Nal’,
468.1 [m-tBu+Na]’, 524.1 [m+Na]".

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 7.96 (M, 1H, Haromat), 7-66 (M, 2H, Haromat), 7.58
(m, 1H, Haromat), 4.98 (d, *J = 7.6 Hz, 1H, N H), 4.11 (m, 1H, C,H), 3.20 (t, *J =
7.3 Hz, 2H, -CH,CH,NMeNBS), 2.86 (s, 3H, NCHs), 1.56 (m, 4H, 2x¢y,), 1.44 (s,
9H, tBu), 1.42 (s, 9H, tBu), 1.34 (m, 2H, CH,).

BC-NMR (125 MHz, CDCl,): 6 = 171.9, 155.5, 148.4, 133.5, 131.6, 131.0, 124.2,
82.1,79.8, 53.8, 50.0, 34.4, 32.6, 29.8, 28.1, 27.3, 22.0.
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7 Experimentalteil

N,-(tert-Butyloxycarbonyl)-N.-methyl-L-lysin-tert-butylester (7)

0

T i ° C16H32N204
>< \ Exact Mass: 316.24
/NH
Me

Mol. Wt.: 316.44
Zu einer Losung bestehend aus 2.40g (1.0eq., 4.79 mmol) N,-(tert-

Butyloxycarbonyl)-N.-methyl-N.-(o-nitrobenzensulfonyl)-L-lysin-tert-butylester
in 20 mL DMF werden 2.01g (10.0 eq., 47.9 mmol) LiOH-H,O gegeben. Die
Losung wird auf 0 °C abgekiihlt und unter Rihren werden 1.67 mL (5.0 eq.,
1.87 g, 24.0 mmol) B-Mercaptoethanol zugetropft. Man lasst 30 min. bei 0 °C
reagieren. Anschlielend wird auf RT erwarmt und gibt 100 mL 0.1 N NaOH-
Losung zu. Danach wird dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die
Extrakte werden kombiniert und mit 0.1 N NaOH-Losung (2 x) reextrahiert
sowie mit NaCl-Losung (ges.) gewaschen. Das Losungsmittel wird im Vakuum
entfernt und der Riickstand im HV getrocknet. Es ein blassgelbes, transparentes
Ol zuriick mit einer Masse von 2.56 g. Dieses wird ohne weitere Reinigung im
folgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

DC (Hex/EE 1:1 v/v): R; = 0.32.

HPLC (10-100 %, 15 min.): R; = 8.18 min.

MS (ESI): m/z = 161.1 [m-Boc-tBu+H]*, 205.1 [m-2tBu+H]*, 261.0 [m-tBu+HT’,
317.1 [m+H]", 339.1 [m+Na]".
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7 Experimentalteil

N.-(Allyloxycarbonyl)-N,-(tert-butyloxycarbonyl)-N.-methyl-L-lysin-tert-
butylester (8)

0
OY N \E)I\OX
2 CoH36N206

S H

>< \|\‘ Exact Mass: 400.26

Mol. Wt.: 400.51
Me/”To\/\

(o]

2.56 g des Rohprodukts aus der vorangehenden Reaktion (enthélt 4.79 mmol
des Lysinderivats) werden in 20 mL DMF (abs.) gelost. Unter Riihren werden
604 mg (3.0eq., 14.4 mmol) LiOH-H,0 und 662 pul (1.3eq., 6.23 mmol)
Allylchloroformat hinzugegeben. Nach dem Erhitzen fiir 1 h auf 50 °C werden
weitere 356 pl Allylchloroformat zugetropft. Zwei Stunden spater wird die
Mischung auf RT abgekihlt und mit IN NaHCO;-Losung auf ein Volumen von
ca. 200 mL verdinnt. Es wird dreimal mit je 200 mL Essigsaureethylester
extrahiert. Die EE-Extrakte werden vereinigt, mit NaCl-Losung (ges.) gewaschen
und der EE im Vakuum verdampft. Das erhaltene Rohprodukt wird
saulenchromatographisch (Hex/EE 3:1 v/v) gereinigt. Es bleiben 1.59g
(3.97 mmol, 83 % d.Th.) eines hellgelben Ols.

DC (Hex/EE 1:1): R; = 0.71; (Hex/EE 3:1): Ry = 0.34.

HPLC (10-100 %, 15 min.): R, = 14.87 min.

MS (ESI): m/z = 245.1 [m-Boc-tBu+H]", 301.1 [m-Boc+H]", 311.0 [m-2tBu+Nal’,
367.1 [m-tBu+Na]*, 423.1 [m+Na]".

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): 6 = 5.91 (ddt, */ = 5.4 Hz, >J = 10.6 Hz, *J =16.1 Hz,
1H, Allyl-CH), 5.27 (m, 1H, Allyl-CH), 5.17 (ddt, %) = 2.6 Hz, °J = 10.6 Hz, *J =
1.2 Hz, 1H, Allyl-CH), 4.55 (m, 2H, -COOCH,CHCH,), 4.10 (m, 1H, CH,), 3.29 (m,
2H, -CH,CH,NMeAlloc), 2.87 (s, 3H, -RNCH;Alloc), 1.82-1.45 (m, 4H, 2xCH,),
1.43 (m, 18H, 2xtBu), 1.33 (m, 2H, CH,).
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7 Experimentalteil

N.-(Allyloxycarbonyl)-N.-methyl-L-lysin (9)

0

i A
Y OH
- C11H20N204

w\‘ Exact Mass: 244.14
Mol. Wt.: 244.29
N
Me

Zu 1.41g (3.52 mmol) N.-(Allyloxycarbonyl)-N,-(tert-butyloxycarbonyl)-N,-
methyl-L-lysin-tert-butylester werden unter Rihren 12mL einer LOsung,
bestehend aus TFA, TIPS und H,0 (22:1:1 v/v/v) hinzugefltigt. Nach drei Tagen
werden die flissigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Zum Entfernen der TFA
durch Coevaporierung wird der Rickstand mit Toluol aufgenommen und das
Losungsmittel sogleich im Vakuum entfernt. Dieser Vorgang wird zweimal
wiederholt. Das Rohprodukt (m = 1.48 g), mit der als TFA-Salz vorliegenden
Titelverbindung, wird ohne Reinigung im nachsten Reaktionsschritt verwendet.

HPLC (10-100 %, 15 min.): R, = 5.62 min.
MS (ESI): m/z = 245.1 [m+H]", 267.1 [m+Na]*, 511.1 [2m+Na]*, 527.2 [2m+K]".
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7 Experimentalteil

N.-(Allyloxycarbonyl)-N,-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-N.-methyl-L-lysin
(10)

()

(0]
O‘ o\"/H\i)j\OH C26H30N206
(0}

Exact Mass: 466.21
\H Mol. Wt.: 466.53
N
Me

Zu 1.48 g des TFA-Salzes von N.-(Allyloxycarbonyl)-N.-methyl-L-lysin werden
20 mL NaHCOs-Losung (ges.) gegeben. Unter Rihren werden langsam 1.31g
(1.1 eq., 3.87 mmol) Fmoc-ONSu, geldst in 20 mL THF, getropft. Nach 24 h wird
das THF im Vakuum entfernt und die wassrige Losung mit HCl auf einen
pH=3-4 angesaduert. Die resultierende weile Emulsion wird mit
Essigsdaureethylester dreimal extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel anschlieffend im
Vakuum entfernt. Sollten Verunreinigungen vorhanden sein, wird das Produkt
saulenchromatographisch (Toluol/AcOH 4:1 v/v oder EE/Hex/AcOH 5:25:3
v/v/v) gereinigt. Es bleiben 1.54 g (3.31 mmol, 94 % d.Th.) der Titelverbindung.

DC (Hex/EE/AcOH 5:25:3 v/v/v): R¢ = 0.15; (Tol/AcOH 4:1 v/v): R¢ = 0.21.

HPLC (10-100 %, 30 min.): R, = 23.18 min.

MS (ESI): m/z = 467.1 [m+H]*, 489.2 [m+Na]*, 505.2 [m+K]*, 955.2 [2m+Na]’,
971.2 [2m+K]".

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & = 8.85 (br, 1H, COOH), 7.73 (d, >J = 7.5 Hz, 2H,
Haromat ), 7.58 (M, 2H, Haromat), 7-37 (t, > = 7.3 Hz, 2H, Haromat), 7.28 (t, >J = 7.3 Hz,
2H, Haromat), 5.88 (m, 1H, CH,CHCH,OCONMeR), 5.24 (d, */ = 17.1 Hz, 1H, Allyl-
CH), 5.16 (d, *J = 10.4 Hz, 1H, Allyl-CH), 456 (d, *J = 4.2 Hz, 2H,
CH,CHCH,0CONMeR), 4.36 (m, 3H, Fmoc-CH,, CHa), 4.19 (t, >/ = 6.9 Hz, 1H,
Fmoc-CH), 3.26 (m, 2H, -CH,CH,NMeAlloc), 2.87 (s, 3H, NCH;), 1.96-1.16 (m, 6H,
-CHCH,CH,CH,-).

BC-NMR (125 MHz, CDCl,): 6 = 175.4, 156.3, 143.7, 141.3, 132.9, 127.7, 127.0,
125.1, 120.0, 117.3, 67.1, 66.2, 53.7, 48.2, 47.1, 34.6, 33.8, 31.3, 27.3, 26.7,
21.8.
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7.4. Synthese der N-methylierten MTII-Derivate

7.4.1. Liste der synthetisierten MTII-Derivate

Erlduterung:

Nachfolgend sind alle synthetisierten Derivate von MTIl aufgelistet. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Verbindungen in der folgenden
Tabelle schematisch dargestellt, d.h. die Positionen der MTII-Sequenz (Ac-Nle*-
cyclo(5B — 10€)(Asp>-His®-D-Phe’-Arg®-Trp°-Lys'®)-NH,), an denen die a-
Aminosdauren durch a-NMe-Aminosauren substituiert wurden, sind grau
unterlegt. Weiterhin wurde im Falle des Lysins die Position der N-Methylierung
durch ein tiefgestelltes ,,a“ und / oder ,&£“ gekennzeichnet.

Tabelle 7-1: Synthetisierte MTII-Derivate. Die methylierten Positionen sind grau unterlegt
sowie, im Falle des Lysins durch ein tiefgestelltes ,a” und / oder ,,€“ gekennzeichnet. Siehe
auch den obenstehenden Text fiir néhere Erlduterungen.

Verbindungs-

Sequenz
nummer

1 (MT-l) Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp Lys ) NH,
52 Ac-Nle - Asp His bD-Phe Arg Trp Lys - NH,

einfach-N-methylierte MTII-Derivate
2 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp |[Lyse ) NH,
33 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp Lyse ) NH;
Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg | Trp Lys ) NH,
4 Ac-Nle ( Asp His b-Phe [Arg Trp Lys ) NH,
Ac-Nle ( Asp His | b-Phe Arg Trp Lys ) NH,
6 Ac-Nle ( Asp [His bD-Phe Arg Trp Lys ) NH,
49 Ac-Nle (/I Asp His bD-Phe Arg Trp Lys ) NH,
50 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp Lys ) NH,

zweifach-N-methylierte MTII-Derivate
34 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp LySqe ) NH»
35 Ac-Nle ( Asp His bD-Phe Arg | Trp Lyse ) NH,
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36
37
38

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31

32

Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle

Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle

Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle
Ac-Nle

Ac-Nle

P I U e N

P s e T U U

Asp Arg

Asp D-Phe Arg

Asp His
Asp

Lys
Lys
Lys

Arg Trp Lys

NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,

o— e S St S S S S S S S S S

dreifach-N-methylierte Verbindungen

Asp His D-Phe
Asp His
Asp
Asp
Asp
Asp
Asp
Asp
Asp
Asp

NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,
NH,

N e e e e S S S e S

NH,
NH,
NH,
NH,
NH,

flinffach-N-methylierte Verbindungen

Asp | EIBERERNATENTRPIERN ) N+
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7.4.2. Darstellung der N-methylierten MTII-Derivate durch
N-Methylierungen der Aminosiuren Nle®, Asp® His®, p-
Phe’, Arg®, Trp® und Lys' an der Festphase

Die Synthesen der MTII-Derivate mit N*-Methylierungen am His®, p-Phe’, Arg®,
Trp® und Lys™ sind in Tabelle 7-2 schematisch zusammengefaRt. Sollen die
Derivate zusatzlich a-N-methyliertes Nle* oder Asp® enthalten, wird nach
Tabelle 7-3, und fur die Synthese von Varianten mit N°-methyliertem Lysin,
wird nach Tabelle 7-4 vorgegangen.

Tabelle 7-2: Operationsschema fiir die Synthese His®-, p-Phe’-, Argg—, Trp’- und Lys™°-N*-
methylierter MTII-Derivate

Operation AAV Reagenzien

1 Belegen des Rink-Amid- 1-R PIP (20 Vol.-% in NMP)
Harzes mit TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Lys(Alloc)-OH Fmoc-Lys(Alloc)-OH

2 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

3a  Kuppelnvon 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fmoc-Trp(Boc)-OH

oder

3b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh;, DIAD (THF)
H,N-Lys(Alloc)-RINK 7 B-ME, DBU, NMP

3c  Kuppelnvon 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fmoc-Trp(Boc)-OH

4 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder
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Operation AAV Reagenzien

5a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH

oder

5b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Trp(Boc)-R 7 B-ME, DBU, NMP

5¢  Kuppelnvon 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH

6 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

7a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-D-Phe-OH Fmoc-D-Phe-OH

oder

7b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Arg(Pbf)-R 7 B-ME, DBU, NMP

7c¢  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-D-Phe-OH Fmoc-D-Phe-OH

8 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

9a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-His(Trt)-OH

oder

9b  N-Methylierung des 5 2-NBSClI, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-D-Phe -R 7 B-ME, DBU, NMP

9c¢  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA

Fmoc-His(Trt)-OH

Fmoc-His(Trt)-OH
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Operation AAV Reagenzien

10  Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

11a Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Asp(OAllyl)-OH Fmoc-Asp(OAllyl)-OH

oder

11b N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-His(Trt)-R 7 B-ME, DBU, NMP

11c Kuppelnvon 3-H HATU/HOALt/DIPEA
Fmoc-Asp(OAllyl)-OH Fmoc-Asp(OAllyl)-OH

Soll Nle* oder Asp® N-methyliert werden, so wird mit Punkt 1 in Tabelle 7-3

fortgefahren.

12  Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

13 Kuppelnvon 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Nle-OH Fmoc-Nle-OH

14  Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

15  Acetylierung des N- 8 DCM/Ac,0/DIPEA (75:25:2.5 v/v/v)
Terminus’

16  Abspalten der Alloc- und 9 Pd(PPhs)4, PhSiH;
Allyl-Schutzgruppen

17  Cyclisierung 10-T  TBTU/HOBt/DIPEA

18  Abspaltung 11-R TFA/TIPS/H,0 (95:2.5:2.5 v/v/v)

Um MTII-Derivate mit a-N-methyliertem Nle* oder Asp® zu synthetisieren, wird
zunichst das Peptid mit dem gewiinschten N-Methylierungsgrad bis zum Asp®
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aufgebaut (Tabelle 7-1 bis Punkt 11a bzw. 11b/c). Danach verfahrt man nach
Tabelle 7-3, um Nle* und Asp® an der Festphase zu N-methylieren.

Tabelle 7-3: Operationsschema zur Synthese von an der Festphase N-methyliertem Nle- oder

Asp-enthaltenen MTII-Derivaten.

Operation

AAV

Reagenzien

Synthese von Fmoc-Asp(OAllyl)-NHR-His(Trt)-NHR-p-Phe-NHR-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-
Lys(Alloc)-RINK laut Tabelle 7-2 bis Schritt 11a bzw. 11b/c (mit R = H oder Me)

1 Abspalten der Alloc- und 9 Pd(PPhs)4, PhSiH;
Allyl-Schutzgruppen

2 Cyclisierung 10-T  TBTU/HOBt/DIPEA

3 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

4a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Nle-OH Fmoc-Nle-OH

oder

4b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Asp(OAllyl)-R 7 B-ME, DBU, NMP

4c  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Nle-OH Fmoc-Nle-OH

5 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

6a  Acetylierung des 8 DCM/Ac,0/DIPEA (75:25:2.5 v/v/v)
N-Terminus’

oder

6b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Asp(OAllyl)-R 7 B-ME, DBU, NMP
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6c  Acetylierung des 8 DCM/Ac,0/DIPEA (75:25:2.5 v/v/v)
N-Terminus’
7  Abspaltung 11-R  TFA/TIPS/H,0 (95:2.5:2.5 v/v/v)

Fur die Synthese von MTII-Derivaten mit N°-methyliertem Lys'® wird Fmoc-
Asp(tBu)-OH verwendet und in Losung cyclisiert (siehe Tabelle 7-4).

Tabelle 7-4: Operationsschema zur Festphasensynthese von NE°-methyliertem Lys-
enthaltenen MTII-Derivaten.

Operation AAV Reagenzien

1 Belegen des Rink-Amid- 1-R PIP (20 Vol.-% in NMP)
Harzes mit TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Lys(Alloc)-OH Fmoc-Lys(Alloc)-OH

2 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

3a  Kuppelnvon 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fmoc-Trp(Boc)-OH

oder

3b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPhs, DIAD (THF)
H,N-Lys(Alloc)-RINK 7 B-ME, DBU, NMP

3c  Kuppelnvon 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fmoc-Trp(Boc)-OH

4 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

5a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH

oder
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Operation AAV Reagenzien

5b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Trp(Boc)-R 7 B-ME, DBU, NMP

5¢  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH

6 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

7a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-D-Phe-OH Fmoc-D-Phe-OH

oder

7b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-Arg(Pbf)-R 7 B-ME, DBU, NMP

7c¢  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-D-Phe-OH Fmoc-D-Phe-OH

8 Entschiitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

entweder

9a  Kuppeln von 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-His(Trt)-OH

oder

9b  N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-D-Phe -R 7 B-ME, DBU, NMP

9c¢  Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-His(Trt)-OH

10  Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)

N-Terminus’
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Operation AAV Reagenzien

entweder

11a Kuppelnvon 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Asp(tBu)-OH Fmoc-Asp(tBu)-OH

oder

11b N-Methylierung des 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
N-Terminus’ 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)
H,N-His(Trt)-R 7 B-ME, DBU, NMP

11c Kuppeln von 3-H HATU/HOAt/DIPEA
Fmoc-Asp(tBu)-OH Fmoc-Asp(tBu)-OH

12 Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

13  Kuppelnvon 3-T TBTU/HOBt/DIPEA
Fmoc-Nle-OH Fmoc-Nle-OH

14  Entschitzen des 2 PIP (20 Vol.-% in NMP)
N-Terminus’

15  Acetylierung des N- 8 DCM/Ac,0/DIPEA (75:25:2.5 v/v/v)
Terminus’

16  Abspalten der Lys-Alloc- 9 Pd(PPhs),, PhSiH;
Schutzgruppe

17  N-Methylierung der Lys- 5 2-NBSCl, Collidin (NMP)
Seitenkette 6 MeOH, PPh3, DIAD (THF)

7 B-ME, DBU, NMP
18  Abspaltung 11-R  TFA/TIPS/H,0 (95:2.5:2.5 v/v/V)
19  Cyclisierung 10-D-b DPPA/NaHCO; in DMF

Nach der Cyclisierung der linearen Peptide werden die Rohprodukte in einer

Losung aus Acetonitril und H,O (1:1 v/v) gelost und anschlieRend mittels

praparativer HPLC von Verunreinigungen getrennt.
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7.4.3. Darstellung der N-methylierten MT-II-Derivate unter
Verwendung von Fmoc-NMe-Nle-OH, Fmoc-NMe-D-Phe-
OH, oNBS-NMe-Trp-OH und Fmoc-Lys(NMeAlloc)-OH

Die Synthese der MTII-Derivate mit in L&sung vorsynthetisiertem, N°-
methyliertem p-Phe’ und Trp°® erfolgt wie in Tabelle 7-2 angegeben, jedoch mit
folgenden Unterschieden:

e Fmoc-NMe-b-Phe-OH wird nach dem Kuppeln nach AAV3-H oder
AAV3-T, je nachdem, ob der N-Terminus methyliert vorliegt oder nicht,
nach AAV2 Fmoc-entschitzt. Das darauf folgende His® wird nach AAV3-H
gekuppelt

* oNBS-NMe-Trp-OH wird nach dem Kuppeln mit AAV3-H oder AAV3-T, je
nachdem, ob der N-Terminus methyliert vorliegt oder nicht, nach AAV7
oNBS-entschiitzt. Das darauf folgende Arg® wird nach AAV3-H gekuppelt

MT-lI-Derivate mit N®-methyliertem Nle* werden wie in Tabelle 7-3 dargestellt,
jedoch wird in den Punkten 4a und 4c Fmoc-NMe-Nle-OH verwendet.

MT-Il-Derivate mit N°-methyliertem Lys™ werden wie in Tabelle 7-2 dargestellt.
Fir die Cyclisierung des linearen Peptids (Punkt 17) wird AAV10-H-a
verwendet.

Nach der Cyclisierung der linearen Peptide werden die Rohprodukte in einer

Losung aus Acetonitril und H,O (1:1 v/v) gelost und anschlieRend mittels
praparativer HPLC von Verunreinigungen getrennt.
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7.4.4.

Tabelle 7-5: Analytische Daten der synthetisierten MT-lI-Derivate.

Analytische Daten

# s HPLC ESI-MS°

equenz .

d ta[min]  [m+H]
1 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp Lys ) NH, 13.88 1024.5440
52  AcNle - Asp His Dp-Phe Arg Trp Lys - NH, 17.25° 1042.9°
2 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp | Lys, ) NH, 14.39 1038.5593
33 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp | Lysg ) NH; 22.16° 1038.5593
3 Ac-Nle ( Asp His Dp-Phe Arg | Trp Lys ) NH, 13.29 1038.5592
4 Ac-Nle ( Asp His D-Phe | Arg | Trp Lys ) NH, 12.64 1038.5592
5 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg Trp Lys ) NH, 12.45 1038.5593
6 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp Lys ) NH, 14.15 1038.5592
49  AcNle (| Asp His D-Phe Arg Trp Lys ) NH, 24.04° 1038.9°
50 AcNlE ( Asp His Dp-Phe Arg Trp Lys ) NH, 25.04° 1038.9°
34 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg Trp  LySee ) NH, 22.64 1052.9°
35 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg | Trp Lys; ) NH, 21.40 1052.9°
36 Ac-Nle ( Asp His D-Phe | Arg | Trp | Lys. ) NH, 20.73 1052.9°
37 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg Trp | Lys; ) NH, 21.04 1052.9°
38 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp | Lys. ) NH, 23.40 1052.9°
7 Ac-Nle ( Asp His D-Phe Arg | Trp Lys, ) NH, 14.44 1052.5751
8 Ac-Nle ( Asp His D-Phe | Arg Trp | Lys, ) NH, 12.76 1052.5750
9 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe | Arg Trp | Lys, ) NH, 13.02 1052.5750
10 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp | Lys, ) NH, 14.19 1052.5749
11 Ac-Nle ( Asp His D-Phe | Arg Trp Lys ) NH, 12.06 1052.5750
12 Ac-Nle ( Asp His | bD-Phe Arg | Trp Lys ) NH, 12.24 1052.5749
13 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg | Trp Lys ) NH, 13.79 1052.5749
14 Ac-Nle ( Asp His | bD-Phe Arg Trp Lys ) NH, 12.54 1052.5749
15 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe | Arg | Trp Lys ) NH, 12.26 1052.5749
16 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp Lys ) NH, 13.51 1052.5749
17 Ac-Nle ( Asp His D-Phe | Arg Trp Lys, ) NH, 12.03 1066.5904
18 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg | Trp Lys, ) NH, 13.38 1066.5905
19 Ac-Nle ( Asp | His | D-Phe Arg | Trp Lys, ) NH, 14.22 1066.5905
20 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg Trp | Lys, ) NH, 12.61 1066.5906
21 Ac-Nle ( Asp | His | D-Phe | Arg Trp | Lys, ) NH, 12.74 1066.5908
22 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp | Lys, ) NH, 12.97 1066.5905
23 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg Trp Lys, ) NH, 12.78 1066.5903
24 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe | Arg Trp Lys, ) NH, 12.20 1066.5905
25 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe | Arg | Trp Lys, ) NH, 13.77 1066.5906
26 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp Lys, ) NH, 12.49 1066.5905
27 Ac-Nle ( Asp His | D-Phe Arg Trp Lys, ) NH, 13.11 1080.6061
28 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe | Arg Trp Lys, ) NH, 11.89 1080.6062
29 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe | Arg | Trp Lys, ) NH, 13.92 1080.6060
30 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp | Lys, ) NH, 12.90 1080.6060
31 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp Lys, ) NH, 12.47 1080.6059
32 Ac-Nle ( Asp | His D-Phe Arg Trp Lys, ) NH, 12.98 1094.6210

? RP-HPLC mit C18-Siule, Gradient Acetonitril 10% bis 100% in 30 min.
® RP-HPLC mit C18-Saule, Gradient Acetonitril 10% bis 50% in 30 min.

¢ Ergebnisse ermittelt durch HR-ESI-MS
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d Ergebnisse ermittelt durch ESI-MS
Die Ausbeuten der in dieser Arbeit synthetisierten MT-II-Derivate lagen

zwischen 3.1 % und 42.7 % bezogen auf die theoretische Belegung der
Festphase. Weitere analytische Daten finden sich in den supporting information

von DOEDENS et gl. 127!

7.5. Synthese der N-methylierten cyclo(RGDfV)-Derivate

Fir den Aufbau der linearen Peptide wurde Fmoc-Val-OH, Fmoc-dPhe-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH verwendet. Fmoc-
NMe-dPhe-OH und Fmoc-NMe-Val-OH wurden nach AAV12 in Losung
synthetisiert. Fmoc-NMe-Gly-OH wurde kommerziell erworben. FmocNMe-
Asp(OtBu)-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH wurden nach AAV5-7 an der Festphase
methyliert. Die weiteren verwendeten Operationen sind in Tabelle 7-6
zusammengefasst. Nach der Cyclisierung der linearen Peptide werden die
Rohprodukte in einer Losung aus Acetonitril und H,O (1:1 v/v) gel6st und
anschliefend mittels praparativer HPLC von Verunreinigungen getrennt. Die
Ausbeuten der in dieser Arbeit synthetisierten cyclo(RGDfV)-Derivate lagen
zwischen 1.0 % und 7.0 % bezogen auf die theoretische Belegung der
Festphase.
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Tabelle 7-6: Zusammenfassung der verwendeten Operationen fiir den Aufbau der verschiedenen cyclo(RGDfV)-Derivate

Verwendete Abspaltung Cyclisierung  Abspaltung HPLC® ESI-MS
Verbindungs Peptidsequenz Erfolgreicher Kuppl.ungsreak- von der der Seiten- tg [min] [m+H]"
-nummer Aufbau tionen Festphase kettenschutz-
gruppen
39 AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 17.63 603.4
40 Far Kupplungen AAV11-T-a AAV10-H-b AAV14-b 18.80 603.4
41 an AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 19.55 603.4
42 nichtmethylierte AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 18.86 603.5
43 Aminosauren: AAV11-T-a AAV10-H-b AAV14-b 17.88 603.6
44 AAV3-T AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 18.97 603.6
45 AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 20.34 603.4
46 Flr Kupplungen AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 17.42 603.4
47 an methylierte AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 18.55 603.5
48 Aminosauren: AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-c 7.69° 603.4
AAV3
49 AAV11-T-a AAV10-D-a AAV14-a 19.39 617.4

® RP-HPLC mit C18-Saule, Gradient Acetonitril 10% bis 50% in 30 min.
® RP-HPLC mit C18-Saule, Gradient Acetonitril 10% bis 100% in 15 min.
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7.6. Durchfiihrung der Tests der enzymatischen
Stabilitat von MT-lI-Derivaten in menschlichem
Blutserum

Es wird jeweils 1.0 mg der zu untersuchenden Substanz in 1.0 mL menschliches
Blutserum gegeben. Die Losung wird unter sanftem Schitteln bei 37.0 °C
inkubiert. Zu den gewtinschten Zeitpunkten werden 0.1 mL Losung zu 0.5 mL
walriger EDTA-Losung gegeben und die Probe in flissigem Stickstoff
eingefroren. Falls keine sofortige Aufarbeitung moglich ist, wird sie bei -80 °C
gelagert. Zu der wieder aufgetauten Probenl6ésung werden 0.5 mL Acetonitril
gegeben. Die ausfallenden Niederschlage werden durch Filtration von der
Lésung getrennt, welche direkt in ein Probenglaschen gegeben wird. Die
Losung wird mittels HPLC untersucht und die Integrale der Substanzpeaks mit
denen von reinen Substanzlésungen gleicher Konzentration verglichen, die
nicht mit menschlichem Blutserum kontaminiert wurden.
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