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1 Einleitung

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms hat zu einer Informationsflut an mog-
lichen Genprodukten, zumeist Proteinen, gefiithrt. Fiir die Mehrheit dieser Proteine
ist jedoch die Funktion unbekannt. Eine der groften Herausforderungen der Bio-
wissenschaften ist es deshalb, den Zusammenhang zwischen Genotyp und Phénotyp
eines Organismus zu verstehen. Hierbei stellen sich Fragen nach der Transkriptions-
aktivitdt von Genen, nach der Menge der einzelnen Proteine, ihrer Interaktion und

ihrer Aktivitat.

In Analogie zur Genomik, die sich mit der Untersuchung von Genen beschéftigt, hat
sich in den letzten Jahren eine neue Disziplin entwickelt, die die Proteinzusammen-
setzung eines Organismus untersucht. Dabei umfasst sie auch die Charakterisierung,
das Expressionsniveau, die post-translationalen Modifizierungen und die Interaktio-
nen mit Bindungspartnern. Das Ziel dieser sogenannten Proteomik ist es, eine globale
Ubersicht iiber zellulire Prozesse und die Interaktionsnetzwerke auf Proteinebene

zu erhalten. !

Die Forschung konzentriert sich dabei auf die Gesamtheit der Proteine, die von
einem Genom zu einem Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen exprimiert wird,
das ,,Proteom“. Da es sich bei den Proteinen um die Effektormolekiile einer Zelle
handelt, bieten sie eine direkte Moglichkeit, die zellulire Antwort auf bestimmte
Ereignisse zu untersuchen. Im Gegensatz hierzu stehen die DNA und RNA, die die

Informationstriger darstellen.!!



Die Industrie hatte in den letzten Jahren ein starkes Interesse am Auffinden von
pharmazeutischen Leitstrukturen (,lead structure). Die Proteomik kann hier bei
der Suche nach neuen Wirkstoffen unterstiitzen, da die Wirkorte von Medikamen-
ten hauptséachlich Proteine sind. Proteomforschung bei Bakterien und Viren, aber
auch beim Menschen kann daher zu besseren und sicheren Wirkstoffen fiihren, die

auferdem in einer kiirzeren Zeitspanne erhalten werden.!>3!

Viele Krankheiten beim Menschen hingen unmittelbar mit Proteinen der extrazel-
luldren Matrix (ECM) zusammen. Zu diesen Krankheiten zéhlen z. B. die multiple
Sklerose, die Tumorinvasion und die rheumatische Arthritis, die ihre Ursache in ei-
nem fehlregulierten Abbau von Bestandteilen der ECM haben. Daher existiert ein
starkes Interesse, die Proteininteraktionen in der ECM zu verstehen. Die erhaltenen

Informationen kénnen dann fiir die Behandlung von Krankheiten genutzt werden.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Synthese und Anwendung von chemi-
schen Werkzeugen fiir die Proteomanalyse. Hierbei soll der Schwerpunkt auf Pepti-
den und Peptidomimetika liegen, die fiir die Proteomanalyse von Proteinen der ex-
trazellularen Matrix geeignet sind. Als Modellsysteme sollen breitbandige Liganden
fiir Matrixmetalloproteinasen (Hydroxams#ure-Inhibitoren) und fiir RGD-abhéngig
bindende Proteine, wie z. B. Integrine, synthetisiert und getestet werden. Auf dieser
Basis sollen vereinfachte Proteome, sogenannte Subproteome, erhalten werden, die

sich schneller analysieren lassen sollten.



2 Theorie

2.1 Proteomik

In den letzten Jahren hat sich parallel zur Genomik eine neue Disziplin etabliert,
die Proteomik. Sie untersucht die Proteinzusammensetzung einer Zelle und um-
fasst dabei die Charakterisierung von Proteineigenschaften. Es soll eine Ubersicht
iiber zelluldre Prozesse und die Netzwerke auf Proteinebene erhalten werden. Aus
den DNA-Sequenzdaten lassen sich nicht alle Proteine einer Zelle vorhersagen. Eine
Schwierigkeit ist in der Tatsache begriindet, dafs ein Organismus zwar nur ein Ge-
nom, aber mehrere Proteome besitzen kann. Die Ursache hierfiir ist unter anderem in
den posttranslationalen Modifizierungen, wie Phosphorylierungen, Methylierungen,
Glykosylierungen und proteolytischen Spaltungen von Proteinen suchen. Ebenso hat
auch das Spleifsen der mRNA nach der Transkription einen erheblichen Einflufs auf

die exprimierten Proteine.!*:!

Das menschliche Genom kodiert fiir ca. 40000 unterschiedliche Proteine. Von ihnen
werden aber nur rund 10000 zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle expri-
miert. Das Expressionsmuster bestimmt dabei die eigentliche Funktion einer Zelle.
Als ein prominentes Beispiel fiir die Korrelation Proteom-Phéanotyp kann eine Rau-
pe und der daraus hervorgehende Schmetterling angefithrt werden, die beide ein

gleiches Genom, aber ein vollig anderes Proteom besitzen. !

Das Proteom ist im Unterschied zum Genom ein hochdynamisches System, das durch

kleine Anderungen der Randbedingungen charakteristisch geéindert wird. Eine Pro-



4 Theorie

Abbildung 2.1: 2D-PAGE (links: Brustcarcinomzellen, rechts: gesunde Brustzellen) (ent-
nommen der Datenbank: Siena-2D-PAGE, Eintrag: BREAST HUMAN P02750.)

teomanalyse ist bedingt durch die hohe Datenmenge nur mit einem differentiellen
Ansatz moglich, bei dem zwei oder auch mehrere definierte Zustédnde miteinander
verglichen werden.l! Erschwerend kommt hinzu, daf auf der Proteinebene keine
amplifizierende Methode existiert, die der PCR (polymerase chain reaction) auf der

Ebene der DNA- bzw. RNA-Analyse vergleichbar wiire.[!

Wird ein Organismus einem Stress ausgesetzt, z.B. in Form von Chemikali-
en/Medikamenten, so reagiert er, indem er das Expressionsmuster seiner Protei-
ne dndert. Die Verdnderungen kénnen mit einer Proteomanalyse verfolgt werden.
Dadurch werden wertvolle Einblicke in das Zusammenspiel der Proteine in einem
Organismus erhalten. Weiterhin gibt es auch Unterschiede im Expressionsmuster

zwischen normalen (gesunden) und pathologisch verinderten Zellen (Abb. 2.1).167]

In Abbildung 2.2 ist die klassische Vorgehensweise fiir eine Proteomanalyse wie-
dergegeben. Nach einem Zellaufschlufsverfahren wird ein Proteingemisch erhalten.
Die Proteine konnen dann mit einem multidimensionalen Trennverfahren separiert
werden. Nach einer erfolgreichen Trennung werden die Proteine isoliert und danach

durch enzymatischen Verdau, meist durch Zugabe von Trypsin, in kleinere Peptide



2.1 Proteomik 5

Zellen / Gewebe Probenpraparation Auftrennung des
> Proteingemisches
lProteinisoIierung
MS fingerprint-
Datenbank-Suche | 4 Analyse Enz{;:ra‘;;scher
u

|

Protein identifiziert

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer Proteomanalyse.[!!

fragmentiert, die dann ohne weitere Auftrennung massenspektrometrisch analysiert
werden. Durch den Vergleich der Massen der einzelnen Fragmente mit Datenban-
ken ist es oft moglich, das Protein direkt zu identifizieren. Falls eine Zuordnung
nicht moglich ist, kann durch Elektrosprayionisations-Tandemmassenspektrometrie
(ESI-MS/MS) das entsprechende Peptidfragment in kleinere Peptidsequenzen (Pep-
tidsequenztag) fragmentiert werden, wonach in der Regel eine genaue Zuordnung

des Proteins moglich ist.!h4

Wegen der grofsen Anzahl exprimierter Proteine kommen nur multidimensionale
Trennverfahren fiir Proteine in Betracht. Ein seit ca. 25 Jahren etabliertes Ver-
fahren ist die 2D-Gelelektrophorese (2D-PAGE). Die Proteine werden zunéchst in
der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt und dann in der zweiten
Dimension in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) hinsichtlich der Masse
getrennt. Die Bindung von SDS an Proteine sorgt fiir eine Entfaltung und zu einer
einheitlichen negativen Ladungsdichte. Die Gele werden dann mit sensitiven Farbe-
reagenzien wie Silber, Coomassie-Blau oder Fluoreszenzfarbstoffen angefarbt. Diese
Methode hat jedoch einige Nachteile. Die konventionellen Farbemethoden sind nicht
selektiv und schwer reproduzierbar. Prinzipiell konnen die Proteine auch vor der 2D-

Gelelektrophorese mit Fluoreszenzfarbstoffen kovalent verkniipft werden. Diese Ver-
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kniipfung ist jedoch unspezifisch, so daf eine einheitliche Markierung nicht erreicht
wird, was eine Quantifizierung der einzelnen Proteine erschwert. Weiterhin zeigen
markierte Proteine mitunter ein unterschiedliches Laufverhalten auf dem 2D-Gel,
was die Auswertung zusétzlich kompliziert, da nicht sicher gestellt werden kann,
daf samtliche Molekiile eines Proteins angeférbt wurden. Proteine, die nur in einer
sehr geringen Kopienzahl (< 1000/Zelle) in einer Zelle vorkommen, kénnen nach
der 2D-PAGE nicht detektiert werden, da sie von den hoher konzentrierten Pro-
teinen iiberlagert werden. Dies ist ein zuséatzlicher Grund fiir die Erschwerung der

Quantifizierung von Proteinen.!

Neuerdings werden fiir diese Art der Proteomik, der Ezpressionsproteomik, neue
Trennverfahren entwickelt, die im Gegensatz zur 2D-PAGE eine vollstandig auto-
matisierte Proteomanalyse erlauben. Hier haben in den letzten Jahren multidimen-
sionale chromatographische Verfahren grofe Fortschritte erzielt. Diese Technologie
ist sehr leistungsfihig, aber auch wesentlich kostenintensiver als die 2D-PAGE. Die
Systeme verwenden HPLC mit mehreren unterschiedlichen stationdren Phasen. So
kann die erste Phase eine Affinitdtschromatographie-Séule sein, wihrend die zweite
aus RP-Kieselgel besteht. Die nach der ersten Dimension erhaltenen Fraktionen, die
zumeist noch aus mehreren Proteinen bestehen, werden anschliefsend in der zweiten
Dimension getrennt. Ein an diese Sdule angeschlossenes ESI-Massenspektrometer
analysiert dann die einzelnen Fraktionen, wobei vorher ein tryptischer Verdau durch-
gefiithrt wird, um wiederum Peptidfragmente zu erhalten, mit denen sich Proteine
identifizieren lassen. Mit diesen Systemen kénnen Proteome innerhalb von Stunden
automatisch analysiert werden, wobei auch Proteine detektiert und quantifiziert wer-

den, die nur in geringer Kopienzahl pro Zelle vorkommen.[®!

Neben der Expressionsproteomik existiert die Strukturproteomik, die es sich zum Ziel
gesetzt hat, die 3D-Strukturen von Proteinen im groffen Umfang mittels Rontgen-

strukturanalyse aufzuklaren. Diese 3D-Strukturen sind wiederum sehr wichtig fiir die
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Entwicklung von Wirkstoffen mittels computergestiitzter ,docking“-Experimente. !

2.1.1 Funktionelle Proteomik

Wegen der immens groften Zahl parallel exprimierter Proteine ist es wiinschenswert,
Subproteome, also Teile des Proteoms zu analysieren. Diese werden auf der Ba-
sis der Proteinfunktion in der funktionellen Proteomik generiert. Die funktionelle
Proteomik zielt auf Proteinfamilien mit gemeinsamen Funktionen und Bindungs-
partnern. Dazu werden z. B. affinitdtsbasierte Methoden eingesetzt. Ein bekanntes
Protein oder ein bekannter Ligand wird auf einer festen Phase immobilisiert und an-
schliefend mit einem Proteingemisch inkubiert. Die entsprechenden Analyten binden
an den immobilisierten Liganden und werden dann eluiert. Die gereinigten Proteine

koénnen anschliefiend mit Hilfe der Proteomanalyse genauer charakterisiert werden. !

Ein neues Konzept stellt eine mechanismusbasierte bzw. aktivititsbasierte Methode
dar, die im Gegensatz zur Expressionsproteomik zusétzlich eine direkte Aussage iiber
den Aktivitdtszustand einzelner Proteinfamilien erlaubt. Durch die Synthese einer
entsprechenden aktivitdtsbasierten Proteinsonde, die z. B. gegen das aktive Zentrum
einer Proteinfamilie gerichtet ist, lassen sich komplexe Proteome vereinfachen. Auf
diese Weise kann die Aktivitdt einer ganzen Proteinfamilie auf einmal untersucht

werden.

irreversible Inhibierung

Ligand / Inhibitor Linker Reportergruppe

reversible Inhibierung

Ligand / Inhibitor Linker H Reportergruppe H Photoaffinitatsmarker

Abbildung 2.3: Gegeniiberstellung aktivitdtsbasierter Proteinsonden fiir die funktionelle

Proteomik bei reversibler und irreversibler Ligandenbindung.
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Eine entsprechende Sonde mufs aus mindestens zwei Teilen aufgebaut sein: einem
irreversibel bindenden Liganden, der das aktive Zentrum des Proteins erkennt und
einem Linker, an dem weitergehende Derivatisierungen moglich sind, wie z. B. die
Verkniipfung mit einer Reportergruppe (Biotin, Fluoreszenzfarbstoffe) oder auch
eine Immobilisierung auf einer festen (stationdren) Phase fiir affinitdtschromatogra-

phische Verwendungen (s. Abb. 2.3).

o] o H

O
1 1

F’?\/\/\/\/\)J\N/\,WRG F’I?\/\O/\/O\/\O/\/O\”/N\/AMRG
N " a °

1 2
x N\/\O/\/O\/\NJ\/M’RG
|/ o H
o—g—o 7 H ?oH oD
NG} HoN N N N N OEt
o) o)
S) o) H o H o)
HN\é HO
RG
3 4

Abbildung 2.4: Werkzeuge fiir die funktionelle Proteomik basierend auf irreversiblen

Inhibitoren (RG = Reportergruppe (Biotin oder Fluoreszenzfarbstoff)).16:9:10l

Die Anwendbarkeit dieses Konzeptes wurde bereits bewiesen. Abbildung 2.4 zeigt
einige aktivitédtsbasierte Proteinsonden des irreversibel bindenden Typs, die jeweils
spezifisch fiir eine bestimmte Proteinklasse sind. Sie reagieren mit dem aktiven Zen-

trum des gesuchten Proteins, wobei eine stabile kovalente Bindung ausgebildet wird.

Die Verbindungen 1 und 2 wurden zum Detektieren von Serinhydrolasen verwendet.
Die Serinhydrolasen sind eine grofse Gruppe von Proteinasen, die fiir die Spaltung

und den Abbau von Proteinen notwendig sind.
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Zu ihnen zahlen Trypsin, Chymotrypsin und die Elastase. Bei Trypsin und Chy-
motrypsin handelt es sich um Enzyme, die essentiell fiir die Verdauung von Protein-

material sind.

Fluorphosponate reagieren unter Bildung einer kovalenten Bindung mit dem im
aktiven Zentrum vorhandenen Serin, das fiir die katalytische Aktivitéit dieser Pro-
teinfamilie notwendig ist. Die Fluorphosphonate bzw. Fluorphosphate werden auf
Grund dieser Reaktion und der daraus resultierenden Giftigkeit zudem als chemi-
sche Kampfstoffe eingesetzt. Interessanterweise reagiert nur das Serin im aktiven
Zentrum mit dem Suizid-Substrat, wahrend sdmtliche anderen Serinreste nicht rea-
gieren. Die bemerkenswerte Reaktivitat des Serins resultiert aus der katalytischen
Triade Serin-Histidin-Aspartat. Durch den Einfluft des Histidins und des Aspartats
erhélt der Sauerstoff des Serins eine hchere Nucleophilie, so dak er unter Substitu-
tion des Fluorids am Phosphor angreifen kann. Die entstehende kovalente Bindung
kann von dem Enzym nicht riickgidngig gemacht werden, weshalb die Serinhydrolase

mit der Sonde markiert wird (s. Abb. 2.5).

TNG 0

~
Ser—O PR _ PR
“H F HE Ser—0O (I)
N T H j
& N
aktives Zentrum< ll\l \N/
i His @N His
OY(])O o H\‘oe

Abbildung 2.5: Mechanismus der Reaktion zwischen Fluorphosponaten und dem Serin

im aktiven von Serinhydrolasen.!9l

Fiir die Markierung von Protein-Tyrosinphosphatasen wurden Sonden vom Typ der
Verbindung 3 eingesetzt. In Abbildung 2.6 ist der zugehorige Mechanismus fiir die
Markierungsreakion dargestellt. Der Phosphatester wird im aktiven Zentrum der

Phosphatase gespalten. Das entstandene Intermediat reagiert sofort unter einer 1,6-
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Eliminierung des Fluorids zu dem sehr elektrophilen Chinonderivat 5. Das Derivat 5
alkyliert daraufhin sehr schnell ein Nucleophil im aktiven Zentrum der Phosphatase,

so daf eine kovalente Markierung des Enzyms erreicht wird.

EoH

o)
mN\/\O/\/O\/\NJ\/'WRG
H
0 (o)

o= P o POSpaItung\ Phosphat

N\/\o/\/o\/\ M
S \
Alkylierung von Nucleophilen

mN\/\o/\/o\/\ M in der Nahe des aktiven Zentrums
(0]
(0]

H

5

Abbildung 2.6: Mechanismus der Markierung von Protein-Tyrosinphosphatasen (RG =

Reportergruppe).!¥!

Greenbaum und Medzihradszky et al. konnten mit Verbindungen des Typs 4 Cy-
steinproteasen erfolgreich detektieren. Die Epoxidgruppe von Verbindung 4 wird
von dem Cystein im aktiven Zentrum nucleophil unter Ausbildung einer kovalen-
ten Bindung geoffnet, so daft auf diese Weise eine erfolgreiche Markierungsreaktion

stattfindet. 6l

Die Markierungen bleiben auch unter den denaturierenden Bedingungen einer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erhalten. Die vogestellten Sonden
wurden mit Lysaten aus Zellen getestet, die die entsprechenden Proteine exprimie-
ren. Anschliefend wurden Gelelektrophoresen durchgefiihrt und die Proteine mit

Hilfe der in die Sonde eingebauten Reportergruppe identifiziert.[6:9-11

Leider existieren nicht fiir sémtliche Proteine irreversibel bindende Liganden/In-
hibitoren, so daf auf reversibel bindende zuriickgegriffen werden mufs. Fiir solche

Proteinsonden mufs aber sicher gestellt sein, daf vor der SDS-PAGE eine kova-
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Reaktivgruppe
(Photoaffinitatsmarker)

/_}% Reportergruppe
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Abbildung 2.7: Proteinsonde mit Reaktivgruppe fiir reversibel bindende Liganden.[!2!

lente Bindung zwischen dem Liganden und dem Protein gebildet wird. Dazu muf
eine Reaktivgruppe in die Sonde eingefithrt werden. Sewald und Hagenstein et al.
konnten die Anwendbarkeit von Photoaffinitdtsmarkern als Reaktivgruppen mit der
Proteinsonde 6 zeigen (Abb. 2.7). Nach der Inkubation der Proteinlésung mit der
entsprechenden Sonde wird die Losung bestrahlt. Dabei wird eine kovalente Bindung
zwischen Ligand und Protein ausgebildet, die auch unter den denaturierenden Bedin-
gungen einer SDS-Gelelektrophorese stabil bleibt. Die markierten Proteine kénnen
anschliefend anhand der Fluoreszenz detektiert werden.['?l In Abbildung 2.3 ist der
schematische Aufbau solcher aktivitédtsbasierter Proteinsonden gezeigt. Bei der neu-
en Methode handelt es sich um ein modulares Konzept, so daf eine einfache Synthese

fiir Proteinsonden unterschiedlicher Proteinfamilien durchgefiihrt werden kann.

Die Aufklarung sédmtlicher Proteininteraktionen beim Menschen ist eine grofse Her-
ausforderung. Bei dieser Interactomics genannten Disziplin wird geschétzt, dafs das
menschliche Genom aus etwa 40000 Genen besteht, die ihrerseits Millionen von un-
terschiedlichen Proteinen produzieren, wenn post-translationale Modifikationen und
Mutationen eingerechnet werden. Die Erfahrung bei der Kartierung von Proteinin-

teraktionen zeigt, dafl jedes Protein an 5-10 Wechselwirkungen teilnimmt, hochge-
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rechnet auf den Menschen miissen folglich Millionen von Interaktionen aufgeklart
werden. Ein besonders interessanter Aspekt bei der Interactomics ist es herauszu-

finden, welche Proteine miteinander assoziiert vorliegen.!'3 14

2.2 Peptidsynthese

Peptide und Proteine sind Polyamide aus Aminosduren und kommen in jeder Zelle
vor. Peptide, die aus weniger als etwa einhundert Aminosauren aufgebaut sind, wer-
den als Polypeptide bezeichnet. Proteine sind dabei Molekiile, die aus einer groferen
Anzahl bestehen. Normalerweise werden in lebenden Organismen Proteine aus den
22 unterschiedlichen genetisch codierten a-Aminoséduren gebildet. Die Aminosau-
resequenz wird dabei durch die Sequenz des zugehorigen Nucleobasentripletts der
DNA codiert.!*®l Neben diesen 22 proteinogenen Aminoséuren kommen in der Natur
viele andere Aminosduren, darunter auch D-Aminoséduren, vor.

H ©O

(0]
/N\Hk .
t — - ’ - > H.N .
PG o Linker Entschiitzen 2 \HJ\O— Linker *Q
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Wiederholung

iy
. R" H O
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N)\[( W)ko— Linker —Q
H oo R
PPG

Abbildung 2.8: Festphasenpeptidsynthese (A: Aktivierungsreagenz der Carboxylgruppe,
PPG: permanente Schutzgruppe, ‘PG: temporire Schutzgruppe).

Fiir die Darstellung von Peptiden auf chemischen Wege miissen eine freie Amino-
gruppe und eine freie Carboxylgruppe miteinander eine Reaktion eingehen. Die Bil-

dung der Peptidbindung erfolgt hierbei durch eine Aktivierung der Carboxylgruppe,
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wobei eine Reihe von Methoden zu Verfiigung stehen, und darauffolgender Reaktion
dieser aktivierten Carbonsédure mit einer freien Aminogruppe. Fiir eine zielgerichtete
Synthese ist es essentiell, daf die entsprechende Carboxyl- bzw. Aminogruppe mit ei-
ner Schutzgruppe maskiert ist. Dabei werden die Sduren in der Regel als Ester und
die Aminogruppen als Urethanderivate geschiitzt. Nach erfolgreichem Kupplungs-
schritt wird dann die Schutzgruppe entfernt, sodass der néchste Kupplungsschritt
stattfinden kann.

Fiir die Peptidsynthese wird bevorzugt die Festphasenstrategie verwendet, was mit
Blick auf eine automatisierte Darstellung von Peptiden von Vorteil ist. Dieses Prin-
zip wurde 1963 von Merrifield eingefithrt und wird noch heute eingesetzt.!'6! Hierbei
wird die erste Aminoséure iiber ihre Carboxylgruppe am Harz verankert und nach
dem Entfernen der temporaren Schutzgruppe folgt der Kupplungsschritt. Auf diese
Weise wird dann sukzessiv das gewiinschte Peptid synthetisiert (Abb. 2.8). Die tiber-
schiissigen Reagenzien werden dabei nach jedem Reaktionsschritt einfach abfiltriert.
Das Harz wird dann gewaschen und die Synthese wird fortgefiihrt. Fiir eine ho-
he Effizienz des Kupplungsschrittes kann mit Reagenziiberschufs gearbeitet werden.
Sind sdmtliche Aminosduren miteinander verkniipft wird das Produkt vom Harz
abgespalten, wobei die permanenten Schutzgruppen eventuell gleichzeitig entfernt

werden.
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Abbildung 2.9: Acidolytische Entfernung der Boc-Schutzgruppe.

Die Verwendung geeigneter Schutzgruppen ist wesentlich fiir den Erfolg der Synthe-

se. Die Reaktionsbedingungen, die notwendig sind, um die temporare Schutzgruppe,
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die die entsprechende a-Aminogruppe schiitzt, zu entfernen, sollten die permanen-
ten Schutzgruppen fiir die Seitenketten der Aminosduren nicht beeinflussen. Die
Orthogonalitit der Schutzgruppen zueinander ist deshalb wichtig. Es werden haupt-
sachlich zwei Schutzgruppenstrategien angewendet. Bei der Boc/Benzyl-Taktik wird
die Boc-Gruppe als temporére Schutzgruppe eingesetzt, wahrend die Schutzgruppen
vom Benzyltyp (Z, Benzylester) als permanente Schutzgruppen dienen.!'! Die Boc-
Gruppe wird unter sauren Bedingungen, z. B. mit TFA, abgespalten (s. Abb. 2.9)
und die Benzylschutzgruppen werden am Ende der Synthese mit wasserfreier HF
entfernt, wobei hier auch die Abspaltung des Produktes vom Harz erfolgt. Bei der
Fmoc/tert-Butyl-Strategie dient die Fmoc-Gruppe als temporére Schutzgruppe und
als permanente Schutzgruppen fungieren Substituenten vom tert-Butyl-Typ (Boc,
tert-Butylester).'! Die Fmoc-Schutzgruppe wird unter basischen Bedingungen typi-
scherweise mit Piperidin, wobei ein Piperidin-Dibenzofulven-Addukt gebildet wird,

oder mit DBU, entfernt (s. Abb. 2.10).1'8!

Q %J(J)\NR% @j\
. : eghat
R M

Abbildung 2.10: Baseninduzierte Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin.

Polystyrol, welches mit Divinylbenzol quervernetzt wurde, dient in der Festphasen-
synthese als polymerer Tréager (Harz). Zur Oberflichenvergroferung liegt es in Form
von quellbaren kleinen Kiigelchen vor. Die verschiedenen Harze unterscheiden sich
hauptséchlich in der Art des Linkers, iber den die Verankerung der C-terminalen

Aminosdure stattfindet. Dieser bestimmt die Art der Abspaltbedingungen. Beim
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Merrifield-Harz wird wasserfreie HF eingesetzt, wihrend bei dem 2-Chlortritylharz
entschieden mildere Bedingungen wéhlbar sind. So erfolgt die Abspaltung schon mit
1 % TFA oder mit einer HFIP-Losung.['! Mit diesem Harz kénnen geschiitzte Pep-
tide bzw. Peptidfragmente erhalten werden, die bei der Synthese cyclischer Peptide
nach der Fmoc/tert-Butyl-Strategie benotigt werden.

CI Cl
0O o

2-Chlortritylharz Merrifield-Harz

Abbildung 2.11: Beispiele fiir polymere Tréager.
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Abbildung 2.12: Beispiele fiir Kupplungsreagenzien.

Fiir die Durchfithrung der Kupplungsreaktion wurde eine Vielzahl von Methoden
entwickelt. Die mittlerweile gebrauchlichste Methode ist die Verwendung von nicht-
aktivierten Urethan-geschiitzten Aminosduren. Die Reaktion wird dabei mit Hilfe
eines Kupplungsreagenzes durchgefiihrt. Zu den wichtigsten Klassen von Kupp-
lungsreagenzien zdéhlen die Uroniumsalze, Phophoniumsalze und Carbodiimide
(Abb. 2.12). Fiir eine Vielzahl von Peptidsynthesen wird heute mit Carbodiimiden
gearbeitet. Um Nebenreaktionen wie Racemisierung zu unterdriicken, werden dem

Kupplungsansatz dabei hdufig spezielle Additive, wie z. B. HOBt oder NHS, hin-
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zugefiigt, die die reaktiven Zwischenprodukte in weniger problematische Aktivester
iiberfiihren. Diese Aktivester konnen vor der Kupplung mit einer Aminokomponente
auch isoliert und gelagert werden. Aufgrund der erhéhten Elektrophilie des Aktive-
sters im Vergleich zur Carboxylgruppe reagieren Nucleophile, wie Amino- oder auch
Hydroxylgruppen, sehr schnell mit ihnen zu den entsprechenden Peptiden oder Dep-
sipeptiden. Die Kupplungsreagenzien vom Uroniumsalz- und Phosphoniumsalz-Typ
werden in Kombination mit einem tertidren Amin (z. B. DIPEA) verwendet, da erst
die Deprotonierung der Carboxylgruppe die Kupplungsreaktion startet. Ein Zusatz
von Aktivesterreagenzien ist meist nicht notwendig, da der Aktivester intermediér

bei der Kupplung mit diesen Reagenzien entsteht.

2.3 Die extrazelluldre Matrix (ECM)

Die extrazelluldre Matrix (ECM) ist ein komplexes Netzwerk aus Strukturprotei-
nen; hierzu zidhlen Kollagene, Glykoproteine und Proteoglykane. Diese Bestandteile
bauen die Basalmembran und das interstitielle Stroma auf. Die ECM unterliegt als
dynamisches System einer stindigen Umstrukturierung. Diese Prozesse sind essenti-
ell fir Wachstum, Blutgefafneubildung (Angiogenese), Embryonalentwicklung und
Wundheilung. Sie spielen aber auch eine entscheidende Rolle bei einem fehlregulier-
ten Abbau der Matrixkomponenten, wie sie bei pathologischen Prozessen wie der
rheumatoiden Arthritis, der Parodontose und anderen chronischen Entziindungspro-
zessen beobachtet werden. Eine besondere Bedeutung kommt dem Matrixumbau bei

der Tumorinvasion und Metastasierung zu.

Die physiologischen Prozesse unterliegen einer genauen Regulierung und Feinab-
stimmung. Hier sind mehrere Proteinasen involviert, die in verschiedene Klassen
unterteilt werden. Neben Serin-, Aspartyl-, Threonin- und Cysteinproteinasen wer-

den Metalloproteinasen gefunden. Als bedeutendste Klasse der Metalloproteinasen
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sind die Matrixmetalloproteinasen (MMP) zu nennen, da ihre Substrate — die ver-

schiedenen Kollagene — den Hauptbestandteil der ECM bilden.

2.4 Integrine

kRGD-J

B-Untereinheit

o

a-Untereinheit

extrazellulare
Domane (ca. 1000 AS)

transmembranale

Domine (20 AS) @@ ﬁ

cytoplasmatische
Domaéne (40-50 AS)

Abbildung 2.13: Schematischer Aufbau der Integrine nach der Réntgenkristallstruktur

des a,[3-Integrins.[20l

Integrine sind transmembrane Glykoproteine, die aus einer a- und einer S-Unterein-
heit bestehen. Beide Untereinheiten sind nichtkovalent miteinander zu einem Kom-
plex assoziiert. Die beiden Monomere werden in a- und (-Untereinheiten eingeteilt.
Insgesamt sind bis heute 16 a- und 8 -Untereinheiten bekannt, die in unterschied-
lichen Kombinationen mehr als 24 verschiedene Integrine bilden kénnen.!?!! Sie be-
stehen aus einer grofsen extrazelluldren, einer transmembranen und einer kleinen cy-
toplasmatischen Doméne. Eine Ausnahme bildet hierbei die extrazellulire Doméne

der (;-Untereinheit, die aufgrund ihrer Grofe Kontakt zu dem Keratin-Cytoskelett
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aufnehmen kann.l??! Fiir die Ligandenbindung ist bei Integrinen eine globulire Kopf-
gruppe, die von den beiden Untereinheiten gebildet wird, verantwortlich. Diese ist
durch zwei lange Regionen mit den transmembranen und cytoplasmatischen Domé-

nen verbunden.??! Abb. 2.13 zeigt den schematischen Aufbau eines Integrins.

Jedes Integrin scheint dabei eine eigene, spezifische Funktion zu haben. Studien
an entsprechenden ,knock-out“ Mausen zeigen phanotypisch pathologische Fehlent-
wicklungen bzw. Krankheiten. So treten z.B. bei Unterdriickung der Expression
entsprechender a-Untereinheiten Defekte in der Leukozytenbildung und -funktion
auf.[?Y Desweiteren spielt die vermehrte Expression einiger Integrine eine entschei-
dende Rolle bei der Entstehung und Metastasierung von Tumorzellen. So wurde
gezeigt, dak das Integrin as(; eine mafgebliche Rolle bei der Metastasenentwick-
lung von Nieren- und Ovarientumoren spielt.[? Dieses Integrin scheint auch bei der

Entstehung von diversen pathologischen Enziindungsprozessen beteiligt zu sein. 2!

Metastasierende Zellen wandern oft iiber die Blutgefifse in andere Gewebe ein. Da-
zu miissen sich die einzelnen Tumorzellen aus dem Tumorverband 16sen und in die
Blutgeféfe einwandern. Hierbei scheint das Integrin «, 33 eine Schliisselrolle zu spie-
len. Es ist bekannt, daft die aktivierte Form der Matrixmetalloproteinase MMP-2
an dieses Integrin bindet. Die gebundene MMP wird dann gegen Bestandteile der
ECM wirksam. Das Integrin a3 nutzt also die Matrixmetalloproteinase, um sich

einen Weg in das umliegende Gewebe zu schneiden.[?”]

Die Integrine zeigen in ihrer Ligandenbindung starke Unterschiede. Einige binden
nur einen oder wenige Liganden, wihrend andere Affinitét zu einem breiteren Spek-
trum aufweisen. Dariiber hinaus tritt eine grofse Variationsbreite auf, weshalb eine
Klassifizierung der Integrine hinsichtlich ihrer Bindungspartner schwierig ist.?®! In

Tabelle 2.1 sind einige Integrine mit ihren entsprechenden Liganden aufgefiihrt.

Durch Zusammenfassen ist eine Subklassifizierung basierend auf den 3-Untereinhei-

ten moglich. Die Unterfamilien, die bisher am héufigsten untersucht worden sind,
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Tabelle 2.1: Einige Integrine und ihre Liganden.230)

Integrin Liganden Erkennungssequenz
101 Kollagene, Laminin RGD

2361 Kollagene, Laminin YYGDLR, FYFDLR, RGD
e Fibronectin, VCAM-1 LDV, IDS, RGD

a5 Fibronectin, L1 RGD

ag Fibronectin, Vitronectin, Tenascin RGD

1 Fibronectin, Vitronectin, Fibrinogen RGD

L1, Kollagene, Laminin, Osteopontin

o33 Fibronectin, Vitronectin, Fibrinogen RGD, RLD, KRLDGS
L1, von Willebrand Faktor, Osteopontin

6 Fibronectin, Vitronectin RGD

stellen die 31-, (-, A3- und (7-Integrine dar. Dabei wird die 3;-Unterfamilie auch als
VLA-Integrine (very late activated antigens) bezeichnet und sorgt iiberwiegend fiir
Zell-Matrix-Interaktionen. Die Integrine der (,-Unterfamilie, die hauptséchlich von
Leukozyten exprimiert werden, sind in Zell-Zell-Interaktionen involviert. Integrine,
die verschiedene adhésive Prozesse ausiiben, gehoren zur (3-Unterfamilie und wer-
den auch als Cytoadhésions-Integrine bezeichnet, ebenso wie die (;-Integrine, die
Wechselwirkungen ausschliefslich zwischen Zellen vermitteln. Die zahlreichen Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sorgen fiir eine feste Verankerung der Zellen im
Gewebeverband.?!l Ebenso iiben sie einen regulatorischen Effekt auf die Zelldiffe-
renzierung, Zellteilung, Zellwanderung und Zelltod aus. Aufgrund ihrer Fahigkeit
zur bidirektionalen Signaliibertragung sind sie wichtige Werkzeuge der Zellen zum

Abstimmen von intra- und extrazelluldren Prozessen.3?

Durch die Bindung eines Liganden an ein entsprechendes Integrin werden Signal-
ibertragungswege gestartet, die fiir die Aktivierung von Tyrosin- und Serin/Threo-

nin-Kinasen, fiir die Erhéhung der Calcium-Ionen-Konzentration und die verstiarkte



20 Theorie

Bildung von Phosphatidyl-Inositol-,messenger* Substanzen sorgen. Die genauen ein-

zelnen Mechanismen sind dabei noch ungekléart.

2.5 RGD-Peptide

Die Triade RGD (Arg-Gly-Asp) dient vielen Integrinen als eine primére Erkennungs-
sequenz fiir Proteine der extrazellularen Matrix. Peptide, welche diese Sequenz ent-
halten, kénnen somit die Liganden dieser Integrine nachahmen und daher an diese
binden. Lineare RGD-Peptide zeigen eine niedrige Affinitdt zu vielen Integrinen,
jedoch fiihrt eine Kopf-Schwanz-Cyclisierung bei Penta- und Hexapeptiden zu ei-
ner konformationellen Einschrinkung, so dafs die Bindungsfahigkeit zu einigen In-
tegrinen erhoht wird. Bei entsprechender Auswahl der Aminoséuren, die die RGD-
Sequenz flankieren, konnen Peptide synthetisiert werden, die selektiv an bestimmte

Integrine bzw. Integringruppen binden und somit inhibieren. 333

Aufgrund der Tatsache, dafs RGD-Peptide selektive Antagonisten fiir Integrine sind,
werden sie bzw. von ihnen abgeleitete Peptidomimetika hinsichtlich ihrer medizi-
nischen Relevanz erforscht. So wird z.B. das Integrin «, (3, das sehr haufig von
Tumorzellen exprimiert wird und eine Schliisselrolle in dem Mechanismus des in-
vasiven Tumorwachstums besitzt, von dem Peptid ¢(RGDfV) gut inhibiert.[33 36,37
Weiterhin werden cRGD-Peptide oder von ihnen abgeleitete Peptidomimetika als
Inhibitoren fiir die Angiogenese bei Tumorerkrankungen und bei der Osteoporose

eingesetzt.[33:3

2.6 Matrixmetalloproteinasen (MMP)

Die Matrixmetalloproteinasen sind Endopeptidasen, die in ihrem aktiven Zentrum

ein Zink(IT)-ion besitzen, welches essentiell fiir den Katalysemechanismus ist.[*!] Thr
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Tabelle 2.2: Klassifizierung einiger humaner Matrixmetalloproteinasen. 40

Kollagenasen Fibroblasten Kollagenase | MMP-1
neutrophile Kollagenase | MMP-8

Kollagenase-3 MMP-13
Gelatinasen Gelatinase A (72 kDa) MMP-2
Gelatinase B (92 kDa) MMP-9
Stromelysine Stromelysin-1 MMP-3
Stromelysin-2 MMP-10
Stromelysin-3 MMP-11
Metalloelastase MMP-12
Matrilysin MMP-7
membranstindige MMPs | MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17

Wirkungsbereich ist die extrazellulare Matrix. Bei den MMP handelt es sich um
sekretorische Enzyme, die Peptidbindungen innerhalb einer Polypeptidkette hydro-
lysieren. Bis heute sind 21 Mitglieder der MMP-Familie beim Menschen identifiziert
und charakterisiert worden (Tab. 2.2). Neben den MMPs sind in den letzten Jahren
weitere Metalloproteinasen entdeckt worden. Zu ihnen gehdren unter anderem die

ADAMs (Kap. 2.7), die iiber eine zusitzliche Disintegrin-Doméne verfiigen.!*?l

Die meisten MMPs werden als inaktive Proform (Zymogene) in den extrazellula-
ren Raum sezerniert, wo sie dann entsprechend aktiviert werden. In witro erfolgt
eine Aktivierung unter anderem durch chaotrope Reagenzien (Natriumthiocyanat,
NaSCN), durch Detergentien (SDS) oder durch Quecksilber- und Schwefelverbin-
dungen.*3 Dieser Aktivierungsmechanismus wird als ,cysteine-switch” bezeichnet

(Abb. 2.15). Dabei wird die Bindung eines Cysteins zum Zinkion gelst, was eine
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Abbildung 2.14: Réntgenstrukturanalyse der neutrophilen Kollagenase, als Inhibitor /En-
zym-Komplex kristallisiert. Bei dem Inhibitor handelt es sich um 3-Formyl-2-hydroxy-5-
methyl- N-hydroxy-hexansdureamid (Brookhaven Databank: 1KBC).

Verénderung der Tertiarstruktur zur Folge hat. Anschliefsend lagert sich ein Wasser-
molekiil an das Zinkion an. Diese voraktivierte MMP gelangt nach einer autokataly-
tischen Spaltung der Prodoméne zu ihrer katalytisch aktiven Form. Die Aktivierung
durch Proteinasen wie Plasmin, Trypsin und Kallikrein verlduft &hnlich. Durch die
Spaltung werden Strukturdnderungen verursacht, die das katalytische Zentrum o6ff-
nen, so dass nach Anlagerung eines Wassermolekiils die Prodoméne autokatalytisch

abgespalten wird.!*4 4!

Der fehlregulierte Abbau der ECM-Komponenten, der zu pathologischen Prozessen
fithrt, wird auf ein Ungleichgewicht zwischen den endogenen ,tissue inhibitors of
metalloproteinases® (TIMP) und den MMPs zurtickgefiihrt. Die Ursache fiir dieses
Ungleichgewicht kann sowohl in der Uberexpression von Matrixmetalloproteinasen

liegen, die zu erhohten MMP-Konzentrationen in der ECM fiihrt, als auch auf eine
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TIMP-Uber- bzw. TIMP-Unterexpression zuriickzufiihren sein.!6:47l

Aufgrund dieser Tatsache wurden MMP-Inhibitoren in letzter Zeit genauer unter-
sucht, da sich hier neue therapeutische Ansétze zur Behandlung von Krankheiten
verprochen wurden, die mit einer Verdnderung der ECM einhergehen. Die MMPs
spielen aufserdem eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese, die fiir das Tumor-
wachstum eine wichtige Voraussetzung darstellt.[*s! Kénnte diese verhindert werden,
so wiirde das Wachstum des Tumors begrenzt und eventuell riickgéngig gemacht

werden.

Abbildung 2.15: Aktivierungsmechanismus von MMPs.[43]

2.7 ADAMs

ADAM bedeutet ,,A Disintegrin and Metalloprotease®. Bisher sind 34 Mitglieder der
ADAM-Familie bekannt. Sie treten als membranverankerte Glykoproteine an der
Zelloberflache auf und bestehen aus einer komplexen Doménenstruktur, die eine
Metalloproteinase-, eine Disintegrin-, eine cysteinreiche Doméne, sowie einen trans-

membranen und cytoplasmatischen Teil beinhaltet (Tab. 2.3).14
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Tabelle 2.3: Die ADAM-Domiinen und ihre bekannten Funktionen. !5

Domaéne Funktion

Prodoméne blockiert Proteinaseaktivitat
Metalloproteinase Proteinaseaktivitét
Disintegrin Zelladhésion

Cysteinreiche Zelladhésion

EGF-ahnliche stimuliert Membranfusion
cytoplasmatischer Teil bindet Proteinkinase C

Die ADAMs bilden eine grofse Gruppe, die sowohl als Zelladhésionsmolekiile als auch
als Proteinasen fungieren.l”!! Die Féhigkeiten, eine wichtige Rolle in Reifungsprozes-
sen von Spermien, bei der Myogenese, bei der Neurogenese sowie bei Zelladhésions-
und Zellfusionsprozessen zu iibernehmen, machen sie derzeit zu einem interessanten
Forschungsgegenstand, wobei die einzelnen Mechanismen noch ungeklért sind. Die
Metalloproteinase-Doméne gliedert sie in die Superfamilie der zinkabhéngigen Pro-
teasen ein (Metzincine). Die Hélfte der ADAMs enthélt im katalytischen Zentrum
der Metalloproteinase-Doméne ein konserviertes Sequenzmotiv, das auch bei den
MT-MMPs auftaucht. Die ADAMs werden dhnlich den MMPs als inaktive Profor-
men sezerniert. Sie werden ebenfalls iiber den ,cystein-switch“-Mechanismus akti-

viert. 52!

Im Gegensatz zu den MMPs, insbesondere den MT-MMPs, die von den bisher vier
bekannten TIMPs gleichermafen gehemmt werden, ist eine Inhibierung der pro-
teolytischen Aktivitdt der ADAMs selektiv; z. B. wird ADAMI12 nur von TIMP-3
gehemmt.[*! Von ADAMS und ADAM9 ist bekannt, daf sie nicht von den TIMPs,
jedoch von synthetischen Inhibitoren des Hydroxamat-Typs gehemmt werden.!*"]
Marimastat 7 und Batimastat 8 (s. Seite 25) sind deshalb héufig eingesetzte Ver-

bindungen fiir Untersuchungen an diesen ADAMs.
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ADAMY zeigt eine Substratsperzifitdat, die vergleichbar ist mit der von MMPs. So

schneidet es ein von TNF-a abgeleitetes Peptid an dhnlichen Stellen wie MMP-

0.152-54]

ADAMSs konnen an Integrine binden. Von humanem ADAM15 ist bekannt, daf es
eine RGD-Sequenz innerhalb des Integrinbindungsmotivs enthélt. In Experimenten

wurde gezeigt, dak sie an die Integrine a3 und as/3; bindet.>> 5!

2.8 Der synthetische MMP-Inhibitor Marimastat

Synthetische MMP-Inhibitoren, wie z. B. Hydroxamséure-Inhibitoren, sind kleine
Molekiile (M < 600 g/mol), die spezifisch mit dem katalytischen Zentrum der MMPs
wechselwirken und auf diese Weise inhibieren. Diese MMP-Inhibitoren werden fiir
Studien zur Behandlung von malignen Tumoren eingesetzt. Ziel ist es hierbei, das
Tumorwachstum einzuschrénken, indem zum einen das invasive Wachstum gestoppt
bzw. gebremst wird, wahrend zum anderen die vom Tumor induzierte Angiogenese
(Neubildung von Blutgefifien) unterbunden wird, so daf er in seiner Grofe begrenzt

bleibt oder idealerweise abstirbt.

Die Verwendung von Breitband-Inhibitoren wie Marimastat 7 (British Biotech BB-
2516) und Batimastat 8 (British Biotech BB-94), die unspezifisch im nanomolaren
Bereich inhibieren (s. Tab. 2.4), fiihrt aber leider auch zur Inhibition der MMPs, die

fiir die normale Gewebeum- und Gewebeneubildung notwendig sind. In klinischen
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Tabelle 2.4: IC5)-Werte fiir Marimastat 7 und Batimastat 8 gegen einige MMPs.15758]

MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-8 | MMP-9 | MMP-14
Marimastat 7 | 5 nM 6 nM 200 nM 2 nM 3 nM 2 nM
Batimastat 8 10 nM 4 nM 20 nM 10 nM 1 nM 3 nM

Studien klagten Probanden deshalb iiber starke Muskelschmerzen; in einigen Féllen
erlitten die Versuchspersonen auch den Tod. Die klinischen Studien an 8 wurden
sowohl aus diesem Grund, als auch wegen seiner geringen Wasserloslichkeit, was
eine orale Medikation unmoglich macht, abgebrochen. Das wesentlich besser 16sliche
7 wurde hingegen noch eine ldngere Zeit in klinischen Studien an einigen malignen

Tumorerkrankungen in Nordamerika eingesetzt.[*%]

2.9 Hexafluoraceton als Schutzgruppe

a-funktionelle Carbonséuren reagieren mit Hexafluoraceton unter Bildung eines
Fiinfringheterozyklus. Das Hexafluoraceton reagiert dabei so schnell, daf die Reak-
tion unter milden Bedingungen gefiihrt werden kann. Dabei entstehen 1,3-Dioxolan-
5-one in guten Ausbeuten. Diese Produkte zeichnen sich durch eine hohe thermische

Stabilitéit aus, was bei der Aufreinigung und Handhabung von Vorteil ist.[%]
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Die Schutzgruppe kann durch Hydrolyse bzw. durch Reaktion mit einem beliebigen
Nucleophil wieder abgespalten werden. Durch geeignete Wahl diese Nucleophils kann
unter gleichzeitiger Abspaltung des Hexafluoracetons eine Derivatisierung erreicht

werden. Je hoher die Nucleophilie des angreifenden Reagenzes, desto milder kénnen
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die Reaktionsbedingungen gewahlt werden. Beispielsweise konnen Aminolysen schon
bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden, wiahrend Hydrolysen bzw. Alkoholysen
erst bei hoherer Temperatur erzielt werden. Dabei kann die Abspaltung mit der *F-
NMR-Spektroskopie verfolgt werden. Die Derivate chiraler Aminosduren enthalten
diastereotope CF3-Gruppen, die als zwei Quartetts erscheinen. Dagegen zeigt das
freigesetzte Hexafluoracetonhydrat nur ein hochfeldverschobenes Singulett. Somit

lifst sich eine Vielzahl von neuen Verbindungen bequem synthetisieren.[%:61
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Als Schutzgruppenreagenz bietet Hexafluoraceton folgende Vorteile:

e Hexafluoraceton ist ein zweizdhniges Schutzgruppenreagenz, der Schutz der

Carboxylgruppe und der a-stdndigen Funktion gelingt in einem Schritt.

e Der Schutz ist selektiv fiir die a-Position, damit bleiben weitere im Molekiil

vorhandenen Funktionen intakt.

e Durch das Vorhandensein des elektronenziechenden Effektes der Trifluorme-
thylgruppen ist der Lactonring aktiviert. Damit gelingt die Abspaltung der

Schutzgruppe unter milden Bedingungen.

e Die Abspaltung erfolgte in allen bisher untersuchten Beispielen racemisierungs-

frei.
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2.10 Strategie zur Immobilisierung eines

Hydroxamsaure-Inhibitors

Um einen Hydroxamsaure-Inhibitor immobilisieren zu konnen, muft dieser an einer
Stelle mit einem Linker versehen werden. Eine solche Verdnderung darf aber nicht
mit einer Verschlechterung der Bindungsaffinitdt des Inhibitors einhergehen. Daher
bedarf es einer eingehenderen Beschéftigung mit den Bindungs- und Strukturmo-
dellen von Inhibitor/MMP-Komplexen. Es gilt zu verstehen, wie eine MMP durch
einen Inhibitor gehemmt wird, d. h. wie die rdumliche Anordnung des Inhibitors im

aktiven Zentrum erfolgt.

P1'-Tasche

P2'-Tasche

Abbildung 2.16: Schematischer Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum einer Kollagenase

aus Fibroblasten mit den Bindungsstellen des gezeigten Inhibitors.[48l

Bei diesen Inhibitoren handelt es sich um pseudopeptidische (peptidomimetische)
Substratanaloga. In Abb. 2.16 ist ein vorhergesagtes Bindungsmodell wiedergegeben.
Dieses wurde aus Rontgenstrukturdaten und ,Modelling“-berechnungen erhalten.[*S!
Es zeigt, wie die Bindungswechselwirkungen in einer MMP beispielhaft zu verstehen

sind.
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Fiir eine gute Wechselwirkung und damit gute Inhibierung der MMP hat sich her-
ausgestellt, dafs die P1’- und P2’-Seitentaschen mit grofen sperrigen und hydropho-
ben Substituenten ausgefiillt werden miissen. Die Hydroxamsauregruppe koordiniert

dabei an das Zn(II)-ion. 48 62,63l
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Abbildung 2.17: Neutrophile Kollagenase im Komplex mit Inhibitor 9 (Brookhaven da-
tabank: 1IMNC).



30 Theorie

Da noch keine Rontgenstrukturdaten eines MMP /Marimastat-Komplexes zur Ver-
fiigung stehen, sind Rontgenstrukturen von Komplexen mit strukturell homologen
Inhibitoren verglichen worden. Dabei zeigen sich signifikante Ubereinstimmungen
bei den Strukturen der MMP /Inhibitorkomplexe. Die einzelnen Hydroxamséure-
Inhibitoren verhalten sich also bei ihren hydrophoben Bindungen sowie bei den

Wasserstoftbriicken-Wechselwirkungen analog zueinander.

Es liegt nahe, dafs die Bindung iiber gleiche bzw. dhnliche Wechselwirkungen erfolgt
und die rdumlichen Positionen der Inhibitoren sich gleichen, sofern die Inhibitoren

ebenfalls strukturell vergleichbar sind.[*8:6%

In Abb. 2.17 ist das Modell aus der Rontgenstrukturanalyse eines dem Marimastat
7 strukturell sehr dhnlichen Inhibitors 9 gezeigt. Bei der Betrachtung féllt auf, dafs
der ,C-terminale“-Bereich des Inhibitors, die N-Methylamidgruppe, frei zugéanglich
ist. Eine Funktionalisierung, die an dieser Position durchgefiihrt wird, sollte die

Bindungsaffinitéit des Inhibitors zu einer MMP nicht negativ beeinflussen.

2.11 Oberflachenplasmonresonanz

Sensoren, die auf der Basis von Oberflachenplasmonresonanz (surface plasmon re-
sonace, SPR) arbeiten, erfreuen sich wegen ihrer hohen Empfindlichkeit und ein-
fachen Bauweise einer zunehmenderen Beliebtheit.[% In den letzten Jahren wurde
diese Technologie besonders weit entwickelt. Mit SPR lassen sich Wechselwirkungen
zwischen Biomolekiilen iiber eine Anderung des Brechungsindex messen.[%’] Die An-
derungen konnen bei einer Genauigkeit von 107 mit einer zeitlichen Auflésung von
wenigen Sekunden noch gemessen werden. Bedingt durch die Funktionsweise des
Oberflachenplasmonresonanzeffekts ist der detektierbare Bereich auf einen Abstand
von ca. 200 nm zur Oberflaiche begrenzt. Damit ist die SPR ein probates Mittel,

um Bindungen an Oberflichen zu messen. Die Hauptanwendungsgebiete der SPR
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Abbildung 2.18: Schematischer Aufbau eines Oberflichenplasmonresonanzsystems.

sind die Detektion und Identifikation von biologischen Analyten und die biophysika-
lische Analyse von biomolekularen Interaktionen. In Tabelle 2.5 sind die derzeitigen

Anwendungsgebiete der SPR zusammengefasst.

Tabelle 2.5: Anwendungsgebiete von SPR-Biosensoren. %]

qualitative Methoden quantitative Methode
Ligandenfischen Affinitaten

Sperzifitat von Interaktionen Kinetik einer Interaktion
,Screening’ Bindungsmechanismen

Leitstruktur-Optimierung

Epitop-Mapping Bestimmung von Assoziations-

und Dissoziationskonstanten

Die Bindung von Molekiilen auf einer Oberfliche eines SPR-Sensors kann in Echtzeit
verfolgt werden, wenn der Brechungsindex des Adsorbens deutlich verschieden von
der umgebenden Losung ist. Fiir einen selektiven chemischen bzw. biochemischen

Sensor mufs die Oberfliche mit selektiven Rezeptoren (Liganden) fiir die entspre-
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chenden Molekiile versehen werden.[0468 Durch SPR-Interaktionsstudien zwischen
immobilisierten Liganden und zugehdrigen Analyten werden wertvolle Informatio-

nen iiber die Wechselwirkungen dieser beiden Bindungspartner erhalten.

Probenraum

Oberflachenplasmon

Metallfilm

Glastrager N

Lichtstrahl

Abbildung 2.19: Prinzip der SPR-Sensoren.

In Abbildung 2.19 ist das der SPR zugrundeliegende Prinzip gezeigt. Der SPR-
Sensor besteht aus einem optisch transparenten Substrat (Glastriager), das mit einer
diinnen (ca. 50 nm) Edelmetallschicht beschichtet ist. Die fliissige Phase, die sich
im Probenraum befindet, ist im Kontakt mit der Metalloberfliche. Oft ist die Me-
talloberfliche beschichtet, so daf die Immobilisierung der Interaktionspartner nicht
zwingenderweise direkt am Metall stattfinden mufs. Wird die Oberfliche mit line-
ar polarisiertem Licht bei totaler Reflexion bestrahlt, so findet ein Energietransfer
von den Photonen zu den freien Elektronen des Metalls statt, die daraufhin mit
einer Oszillation beginnen. Dabei wird ein elektromagnetisches Feld (Oberflachen-
plasmonwelle) erzeugt, das in ein dielektrisches Medium auf der Metalloberfliche
propagiert. Ein Teil der Energie des eingestrahlten Lichtes geht bei der Entstehung
des Oberflichenplasmons verloren, was eine Anderung des Reflexionswinkels 6 verur-

sacht. Dieser Effekt wird Oberflichenplasmonresonanz genannt.[®! Beim Entstehen
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der Oberflichenplasmonwelle dndert sich der Winkel des reflektierten Lichtes auf-
grund des Energietransfers. Aus der Losung kann nun eine Bindung stattfinden. Eine
Massenzunahme auf der Oberfliche des Sensors verursacht eine korrespondierende
Zunahme des Brechungsindex. Dadurch wird der Winkel fiir die Totalreflexion 6

verdndert, der notwendig ist, um die Oberflichenplasmonresonanz zu verursachen.

»
>

Gleichgewicht

Assoziation

Dissoziation

Response Differenz RU

Regeneration

Zeit

Abbildung 2.20: Beispielsensorgramm.

In Abbildung 2.20 ist ein typisches Sensorgramm gezeigt. In diesem ist die ,response
difference”, die als ,response unit (RU)“ angegeben wird, gegen die Zeit aufgetragen.
Die Response Differenz gibt die relative Anderung im Brechungswinkel 6 an. Das
derzeit kleinste messbare Signal ist eine Anderung von 1 RU, welches einer Bindung

2

von 1 pg/mm? entspricht. Die untere Detektionsgrenze liegt bei ca. 200 D, wobei

die Geréte bis zu einer unteren Konzentrationsgrenze von 10~ mol/1 sensitiv sind.

Vor Zugabe der Probe sollte die Basislinie méglichst konstant bleiben. Wird nun die
zu analysierende Losung hinzugefiigt, so steigt die ,response an, wenn eine Bindung
stattfindet. Dies geschieht bis zum Erreichen eines Gleichgewichtes. Handelt es sich
um eine schwache Bindung, so erfolgt nach Beendigung der Zugabe der Losung eine
langsame Dissoziation, die als abfallende Kurve zu erkennen ist. Fallt die ,response®
nicht auf das Niveau der Basislinie zuriick, so mufs vor der néchsten Messung der

Sensor regeneriert bzw. erneuert werden.



34 Theorie

Die Vorziige der SPR-Biosensoren lassen sich folgendermafen zusammenfassen:

e Bindungsreaktionen konnen in Echtzeit verfolgen werden.

e Es konnen direkte Aussagen iiber die Stabilitdt von Komplexen gemacht wer-

den.

e Die Messungen konnen automatisiert werden, was eine hohere Reproduzier-

barkeit der Ergebnisse bedeutet.
e Die Menge, die fiir eine Analyse benétigt wird, betrigt nur ca. 1 ug.
e Kinetische Studien kénnen durchgefiihrt werden.
e Praktisch alle Biomolekiile kénnen mit SPR-Messungen analysiert werden.

Affinitatschromatographie / BIAcore “microrecover”

[ Inhibitor — Linker }—— Matrix / feste Phase

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung fiir die Anwendung eines immobilisierten In-

hibitors.

SPR-Studien sind hinsichtlich ihres Einsatzes fiir die funktionelle Proteomik iiber-
priift worden, da direkte Aussagen iiber die Bindung von Proteinen untereinan-
der erhalten werden, womit wiederum ein Einblick in die Proteinnetzwerke eines
Organismus moglich wird. Bei der Verwendung von immobilisierten reversibel bin-
denden Liganden/Inhibitoren werden ,micro-recover-Experimente moglich. Hierbei
handelt es sich um eine Affinitdtschromatographie in einem kleineren Mafsstab, bei
der sdmtliche Prozesse in Echtzeit verfolgt werden kénnen (Abb. 2.21). Nachdem
das entsprechende Protein aus der Losung an den immobilisierten Liganden gebun-
den hat, wird eine Elution durchgefiihrt, wobei anschliefsend das aufgefangene Eluat
massenspektrometrischen Untersuchungen zugénglich ist. Ziel solcher Untersuchun-

gen ist es z. B. durch Verwendung eines unspezifischen, breitbandigen Liganden fiir
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eine bestimmte Proteinfamilie bisher unentdeckte Proteine dieser Familie zu finden.
Auf diese Weise lieien sich zahlreiche Proteine einer Proteinklasse isolieren und dann

charakterisieren.

2.12 Photoaffinitatsmarkierung

reversible
+ Bindung hv
-~ —_— — > Analyse
Photoaffinitats-

. markierung
Rezeptor Ligand

Abbildung 2.22: Grundprinzip der Photoaffinitdtsmarkierung.

Die Photoaffinitdtsmarkierung ist eine Methode, die fiir die Identifizierung und Loka-
lisierung von makromolekularen Rezeptoren eingesetzt werden kann. In Abbildung
2.22 ist schematisch das Grundprinzip gezeigt. Fiir die Photoaffinitdtsmarkierung
wird ein lichtaktivierbares Analogon eines natiirlichen Liganden bené6tigt. Nach In-
kubation des Liganden mit dem Rezeptor, iiblicherweise einem Protein, wird beim
Bestrahlen eine reaktive Molekiilspezies gebildet, die dann irreversibel an die Bin-
dungsstelle des Rezeptors bindet (Abb. 2.22). Ist der Ligand zusétzlich mit einer
Reportergruppe (radioaktiver Marker oder Farbstoff) versehen, so laft sich nach
Denaturierung eine Analyse des markierten Proteins durchfiihren. Wird das Prote-
in einem Trypsin-Verdau mit anschliefender Sequenzanalyse unterworfen, so kann,
wenn der Ligand am aktiven Zentrum bindet, eine Aussage dariiber gemacht werden,

welches Fragment das aktive Zentrum beinhaltet.!

Die Kombination der Photoaffinitdtsmarkierung mit reversibel bindenden Liganden
erdffnet eine neue Moglichkeit fiir die funktionelle Proteomanalyse. Ein Gewebs-
homogenisat wird dabei mit einer entsprechenden Sonde, die zuséatzlich iiber eine

Reportergruppe verfiigen sollte, inkubiert und anschlieffend bestrahlt, wobei eine
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kovalente Bindung zwischen dem Liganden und dem Zielprotein entsteht. Dieses pra-
parierte Homogenisat kann mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt
werden. Die von der Sonde erkannten Proteine lassen sich dann iiber die Repor-
tergruppe auffinden und analysieren. Bei der Verwendung von nicht vorfraktionier-
ten Gewebshomogenisaten muf aber beachtet werden, dafs es vor der Bestrahlung
zu unspezifischen Wechselwirkungen kommen kann, so daf auch Proteine markiert
werden, die keine Rezeptoren fiir den entsprechenden Liganden sind. Daher sollte
vorher eine Fraktionierung des Homogenisats stattfinden, z. B. mit Ionenaustausch-

oder Affinitétschromatographie.[™!
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Abbildung 2.23: Typische Verbindungen als Vorstufen fiir reaktive Spezies bei der Pho-

toaffinitdtsmarkierung.

In Abb. 2.23 sind einige haufig benutzte photoreaktive Gruppen wiedergegeben. Die-
se Verbindungen setzen beim Bestrahlen Stickstoff frei, so daft Carbene oder Nitrene
als reaktive Spezies entstehen, die dann mit einem entsprechenden Rezeptor eine ko-
valente Bindung eingehen. Die Beliebtheit dieser Verbindungen beruht aber mehr
auf ihrer chemischen Stabilitdt im Dunkeln und ihrer relativ einfachen Synthese als
auf ihren intrinsischen photochemischen Eigenschaften. Die ,aktivierten Zwischen-
produkte reagieren bei Photoaffinitdtsmarkierungsexperimenten unterschiedlich, so
finden z. B. unspezifische Einschubreaktionen mit einer beliebigen Aminoséure oder
mit dem Losungsmittel statt. Weiterhin bleiben die aktivierten Spezies solange re-
aktiv bis sie entweder vollstdandig abreagiert sind oder ein Radikalfénger zugesetzt

worden ist. Diese relativ langen Reaktionszeiten fiihren dann vermehrt zu einer un-
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spezifischen Markierung von Proteinen.!%!

Fiir eine erfolgreiche Markierung miissen daher folgende Bedingungen erfiillt sein:
e Um unspezifische Markierungen weitgehend auszuschliessen, sollte der Ligand-
iiberschufs moglichst klein sein.
e Der reaktive Ubergangszustand sollte moglichst kurzlebig sein.
e Es sollten vorgereinigte Proteine verwendet werden.

An den Photoaffinitdtsmarker werden fiir den sinnvollen, préaparativen Einsatz hohe

Anforderungen gestellt:[™!

e Generell sollte die photoreaktive Gruppe eine hohe Stabilitdt bei normalem

Tageslicht aufweisen.

e Der photochemisch angeregte Zustand sollte kurzlebiger sein als die Dissozia-

tion des Komplexes Rezeptor/Ligand.
e Die Photochemie sollte nur ein kovalentes Addukt liefern.

e Die Aktivierungswellenléange sollte grofer sein, als die Absorptionswellenldnge

des Proteins (> 300 nm).

e Die aktivierte Spezies sollte nur mit C-H-Gruppen oder aber nucleophilen X-

H-Bindungen reagieren.

Das letzte Kriterium ist entscheidend fiir den Erhalt von stabilen kovalenten Bin-
dungen. Dadurch sollen Reaktionen mit dem wafsrigen Solvens oder anderen unspe-

zifischen Gruppen vermieden werden.

Als eine ideale photoreaktive Gruppe hat sich Benzophenon herausgestellt. Die Ak-

tivierung mit Licht ist reversibel. Sobald die Bestrahlung bei 350 nm beendet wird,
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relaxiert die aktivierte Spezies in den nicht-aktiven Grundzustand zuriick, ein Zu-
satz von Radikalfadngern ist also nicht notwendig. Es werden von der aktiven Spezies
nur C-H-Bindungen markiert, die sich in relativ kurzer Distanz zum Carbonylsau-
erstoff befinden. Benzophenon ist sehr stabil gegeniiber den géngigsten protischen
Solventien. Der diradikalische Triplettzustand hat aber nur eine kurze Lebensdau-
er in Gegenwart von protischen Solventien, so daf die Markierung bevorzugt im

Proteininneren erfolgt.[™!

nn
77777777 > ” + H R H-Abstraktion ”
350 nm
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Benzophenon angeregter Proteinausschnitt ph OH

Triplett-Zustand
_Rekombination

marklertes Protein

Abbildung 2.24: Photochemie des Benzophenonchromophors.[71]

Die Photochemie des Benzophenonchromophors ist in Abb. 2.24 wiedergegeben.
Nach der Absorption entsteht ein diradikalischer Triplett-Zustand. In diesem rea-
giert das elektrophile n-Orbital mit einer schwachen o-CH-Bindung des Proteins,
wobei ein Wasserstoffatom abstrahiert wird, damit das n-Orbital vollsténdig besetzt
ist. Das Ketyl und das Alkylradikal bilden anschliefend eine neue C-C-Bindung,

wobei ein Benzpinakol-Derivat entsteht.[™!
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2.13 Marker fiir Sulfhydrylgruppen

Viele Proteine enthalten essentielle Sulfhydrylgruppen. Durch elektrophile Reagen-
zien lassen sich diese modifizieren und inhibieren. Ein beliebtes Reagenz fiir solche
Experimente ist N-Ethylmaleimid (NEM) 10, da es sowohl eine gute Wasserloslich-
keit als auch eine hohe Membranpermeabilitiat besitzt. So zeigen Untersuchungen
von Sharp und Beechey et al. daf das Phosphattransportprotein in den mitochon-
drialen Membranen durch den Einsatz von NEM-Derivaten gehemmt werden kann.
Aufgrund seiner Reaktivitdt wird NEM auch oft als Pufferzusatz in der Biochemie
verwendet, da es mit dem Cystein in dem aktiven Zentrum der Cysteinproteasen
reagiert, wodurch diese dann inhibiert werden kénnen.[>7! Abbildung 2.25 zeigt

die Reaktion von NEM 10 mit einer Sulthydrylgruppe zum Addukt 11.

Aufgrund seiner Fahigkeit, selektiv an Sulhydrylgruppen zu binden, sind Wirkstof-
fe/Inhibitoren mit Maleinimid derivatisiert worden. Diese Verbindungen wurden be-

nutzt, um eine kovalente Verkniipfung des Wirkstoffs an seinem Wirkort zu erreichen,

wovon sich eine lingere Wirkdauer des Medikamentes versprochen wurde.[™

O s 6]
N
N QNJ B QJ
(e} (0]

10 11

Abbildung 2.25: Reaktion von NEM 10 mit einer Sulhydrylgruppe.
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3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen derivatisierbare (immobilisierbare) Liganden fiir ei-
ne aktivitatsbasierte Markierung oder Isolierung von Proteinen synthetisiert werden.
Damit kénnen auf einer mechanistischen Basis familienspezifisch Subproteome gene-
riert werden. Es ist entscheidend, daft die neuen Konstrukte tiber gleiche bzw. dhn-
liche Bindungseigenschaften/Aktivitdten wie die Ausgangsverbindungen verfiigen.
Zur Kontrolle sollen SPR-~Studien hinsichtlich der Bindungseigenschaften durchge-
fithrt werden. Die Oberflachenplasmonresonanz (SPR) ist eine Methode, die direkte
Aussagen sowohl iiber die Aktivitat als auch iiber die Funktion ausgewahlter Peptide
bzw. Proteine machen kann. Sie setzt allerdings voraus, daf ein geeigneter Ligand

auf dem ,Sensorchip* immobilisiert ist.

Marimastat 7 (British Biotech Ltd.) ist ein Inhibitor fir MMPs mit einem sehr
breiten Wirkspektrum (Seite 25). Eine neue, optimierte Synthese soll ausgearbeitet
werden, die es zuséatzlich erlaubt, 7 mit einem geeigneten Linkermolekiil fiir eine
Immobilisierung an einer festen Phase zu versehen. Die Bindungseigenschaften des
neuen Konstruktes sollen anhand von SPR-Studien iiberpriift werden. Uber Affini-
tatschromatographie sollten sich im Idealfall neue, noch nicht entdeckte Metallopro-

teinasen entdecken lassen.

Fiir ein zweites Modellsystem soll ein derivatisiertes cyclisches RGD-Peptid synthe-
tisiert werden, das ebenfalls {iber einen Linker an eine feste Phase immobilisiert
werden kann. Von cyclischen RGD-Peptiden ist bekannt, dafs sie eine hohe Affinitét

zu bestimmten Integrinen besitzen. Es gilt zu klaren, ob in der Weise derivatisierte,
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cyclische RGD-Peptide fiir die affinitdatschromatographische Isolierung von RGD-

abhéngig bindenden Proteinen in Betracht kommen.

Die Probleme der unzureichenden rdumlichen Auflésung der Proteine nach einer
2D-PAGE kénnen durch funktionsbedingte Markierung einer Proteinfamilie mit Re-
portergruppen (Fluoreszenzfarbstoffe, Biotin, radioaktive Marker) gelost werden.
Es ist moglich, selektiv Proteine mit einem spezifischen Liganden vorher kovalent
zu verkniipfen. Handelt es sich bei dem Liganden um einen irreversiblen Inhibitor,
der eine stabile, kovalente Bindung zum aktiven Zentrum des Proteins ausbildet, so
wird lediglich eine Reportergruppe am Liganden benétigt. Mit der Einfiihrung ei-
ner Reaktivgruppe (z. B. Photoaffinitdtsmarker) kann eine kovalente Bindung auch
bei reversibel bindenden Liganden gekniipft werden. Die Tauglichkeit dieses Kon-
zeptes wurde von Sewald und Hagenstein et al. an Markierungsexperimenten von

Proteinkinasen gezeigt.['?!

Fiir die Detektion von MMPs auf einer 2D-PAGE sollen im Rahmen dieser Arbeit
analoge Proteinsonden dargestellt werden. Dazu soll als reversibel bindender Ligand
wiederum Marimastat 7 genutzt werden, das iiber einen Linker an einen Photo-
affinitdtsmarker und an eine Reportergruppe gekniipft wird. Nach der 2D-PAGE
sollten sich dann Proteine des entsprechenden Typs mit Hilfe der Reportergruppe

identifizieren und im Idealfall auch quantifizieren lassen.
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4.1 Synthese von Marimastat 7

4.1.1 Synthese des Marimastat ,,building-blocks"

COOEt
: 0
HOIH a) b) c)

H=~OH ood  “coo
COOEt Et Et

12 13

) HO)J\; OH 6
C FSC CF3
15 16 17

Abbildung 4.1: a) 33 % HBr/AcOH, RT, 4.5 h, 66 %; b) 33 % HBr/AcOH, EtOH, 70 °C,
4 h, 82 %; ¢) NaOEt, EtOH, 0 °C, 1 h, 79 %; d) Isobutylmagnesiumbromid, CuCN, Et,0,
-30 °C, 1 h, 46 %; e) NaOH, 1,4-Dioxan/H5O, RT, 16 h, 90 %; ) Hexafluoraceton, DMSO,
RT, 3 h, 84 %:; g) SOCly, 6 h, 80 °C, 96 %.[7

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde eine Festphasensynthese fiir das Marimastat-
Derivat 18 ausgearbeitet, welches durch einen vorhandenen Linker an einer festen
Phase immobilisiert werden kann. Die Synthese stiitzt sich auf das hexafluoraceton-

geschiitzte Saurechlorid 17 (Abb. 4.1), welches erstmalig synthetisiert wurde.7> 7l

43
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18

17 ist durch eine ,chiral-pool“-Synthese ausgehend von (-)-D-Diethyltartrat 12 zu-
génglich. Zunéchst wird nach Mori et al. ein Cy-symmetrisches Epoxid 13 erhal-
ten.[" Dieses enthilt 57 % des nicht gewiinschten meso-Diastereomers, welches
durch Flashchromatographie entfernt werden kann. Alternativ kann dieses Neben-
produkt auf einer spéateren Stufe der Synthese mittels RP-HPLC entfernt werden.
Das Epoxid 13 wird anschliefsend durch eine Ringofinung mittels eines in situ erzeug-
ten Grignardcuprates zu der Diesterverbindung 14 umgesetzt.[™® 8! Nach Verseifung
von 14 wird anschliefend die a-Hydroxysédure 15 erhalten, die mit Hexafluoraceton
zu 16 umgesetzt wird. Verbindung 17 ist durch Reaktion mit Thionylchlorid zugéng-
lich. Die Saurechloridgruppe ist dabei die Position mit der hochsten Elektrophilie,
so daft an dieser Stelle eine alternative regioselektive Derivatisierung stattfindet.
Auf diese Weise wurde das Marimastat-Derivat 18 zugénglich. Ein Nachteil der
durchgefiihrten Festphasensynthese ist die erhaltene geringe Menge, so daf affini-

tatschromatographische Experimente nicht durchgefiihrt werden konnten.

4.1.2 Darstellung der Vorstufen

Abb. 4.1 zeigt die Darstellung des ersten Fragmentes, welches fiir die Synthese von 7
notwendig ist. Das zweite Fragment L-tert-Leucin- N-methylamid 22 ist in drei Stu-
fen zugénglich und wird als Trifluoracetat-Salz erhalten (Abb. 4.2). Mit der neuen
Synthesevariante konnte eine deutliche Ausbeutensteigerung erreicht werden. Boc-
L-tert-Leucin 20 wird mit der neuen Synthesevariante in einer Ausbeute von 93 %

erhalten, wihrend die publizierte Synthese hier lediglich 64 % erreicht.!*®%8! Fiir die
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Abbildung 4.2: a) BocyO, NaOH, tert-Butanol/H,O, RT, 12 h, 93 %; b) N-
Methylammoniumchlorid, TBTU, DIPEA, ACN, RT, 14 h, 71 %; ¢) TFA/DCM (1:1),
RT, 1 h, 99 %.173I

Darstellung von 21 wurde ebenfalls eine neue Synthese ausgearbeitet. Diese benutzt
im Gegensatz zum bekannten Weg kein Carbodiimid-basiertes Kupplungsreagenz,
sondern TBTU, das besonders in der Festphasenpeptidsynthese Verwendung fin-
det, weil es gute Ausbeuten liefert und wenig zur Racemisierung neigt.["#1 Nach
Aufreinigung mittels Flashchromatographie werden 71 % 21 erhalten. Die Litera-
turausbeute betragt lediglich 60 %, wobei zu beachten ist, daf das Produkt nicht

aufgereingt, sondern direkt weiter verwendet wurde.!*8!

Lo EEDQ | e
H,NCHze HCI
+OTN%OH DCM | OTN%N/

20 21

Um das Produkt 21 in noch héherer Ausbeute zu erhalten, wurde eine alternati-
ve Reaktion getestet, welche sich des Kupplungsreagenzes EEDQ bedient. Dieses

liefert besonders bei Kupplungsreaktionen zwischen sterisch anspruchsvollen Ami-
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nosauren bzw. Peptidfragmenten gute Resultate; auflerdem zeigen Reaktionen mit

EEDQ kaum Racemisierung der eingesetzten Aminosiuren.®?

Wie sich gezeigt hat, ist die Umsetzung nicht vollstéandig, so daft das Produkt auf
Grund von Mischfraktionenbildung mit dem Edukt nach fraktionierter Sdulenchro-

matographie letztlich nur mit einer Ausbeute von 11 % erhalten wird.

4.1.3 Darstellung von Marimastat 7 (Methode 1)
Kupplungsreaktion

In der Kupplungsreaktionen reagieren hexafluoracetongeschiitzte Saurechloride un-
ter geeigneten Reaktionsbedingungen mit priméren bzw. sekundéaren Aminen zu den
entsprechenden S&ureamiden. Es hat sich gezeigt, dafs die Wahl der Reaktionstem-
peratur entscheidenden Einflufs auf den Erfolg der Reaktion und damit auf die zu
erwartenden Ausbeuten hat. Weiterhin ist es notwendig, dafs die zugesetzte Hilfsbase
in jedem Fall mit dem Amin zusammen zugegeben wird, da sonst eine teilweise Zer-
storung des Lactonringes auftritt. Da die von Burger et al. beschriebene Methode,
die Aminokomponente bei -30 °C zu einem hexafluoracetongeschiitzten Séaurechlorid
in Ether zuzutropfen, bei der vorliegenden Reaktion nicht zum Erfolg gefiihrt hat,
wurden Optimierungsversuche durchgefiihrt. Hier gilt es allerdings zu beachten, daf
samtliche beschriebenen Kupplungsreaktionen mit hexafluoracetongeschiitzten Sau-
rechloridderivaten der Apfelsiure durchgefithrt wurden, die im Gegensatz zu Edukt

17 keine Substitution am 3-Kohlenstoff aufweisen (Abb. 4.3).199-61l

Erste eigene Versuche, 17 mit tert-Leucin- N-methylamid 22 unter Standardbedin-
gungen in Ether zu kuppeln, fiihrten zu keinen befriedigenden Ergebnissen, was auf
die mangelnde Loslichkeit des Salzes von 22 in Ether bei -30 °C zuriickzufiihren ist.
Durch Zugabe einer Base, wie Triethylamin, konnte auch keine bessere Loslichkeit

erreicht werden. Bei hoheren Temperaturen ist das Edukt 22 zwar in Ether 16slich,
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Abbildung 4.3: a) THF, NEt3, -65 °C, 1.5 h, 91 %; b) BnONH,-HCl, NEt3, DCM, RT,
2 h, 85 %; c) Hy, Pd/C (10 %), MeOH, RT, 4 h, 92 %.17

25

jedoch fiihrt eine Anhebung der Reaktionstemperatur zur Enstehung von Produkt
25, da die Aminogruppe neben der Saurechloridgruppe auch den Dioxolanonring
von 17 angreift. In Tabelle 4.1 sind einige Versuchsparameter mit den korrelierten
erhaltenen Ausbeuten wiedergegeben. Auffillig ist, dafs die Reaktion erst bei einer
Temperatur von -65 °C gute Ausbeuten liefert. Mit Herabsetzen der Temperatur
wird die Reaktion der Aminogruppe mit dem Dioxolanonring soweit verlangsamt,

dafs diese dann bevorzugt mit dem Saurechlorid reagiert.
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Tabelle 4.1: Versuche zur Optimierung der Kupplungsreaktion.

Losungsmittel | Temp. /°C | Hilfsbase | Ausbeute /%
DCM -65 NEt;3 30
DCM 230 NEts 15-21
DCM -20 NEt;3 9
DCM 0 NEt;3 3
DCM RT NEt;3 0
Et,O -30 NEts 22 nicht 16slich
Et2O 0 NEt;3 14
Et2O RT NEt;3 19
THF -65 NEt;3 91
THF -30 NEt;3 46
THF 0 NEt3 33
THF RT NEt3 6

Um die zweifache Substitution an 17 weiter zu unterdriicken, wurde die Reaktion
nach dem Pseudoverdiinnungsprinzip durch Einsatz einer Spritzenpumpe mit lang-
samer Zutropfgeschwindigkeit einer Losung von 22 zu einer verdiinnten Losung 17
durchgefiihrt. Weiterhin scheint es entscheidend fiir die Reaktion zu sein, dak das
entsprechende Hydrochlorid der eingesetzten Hilfsbase wiahrend der Reaktion aus
der Losung entfernt wird. So liegen die erhaltenen Ausbeuten fiir die Reaktionen
in DCM, in dem sédmtliche Reaktionskomponenten gut 16slich sind, unter denen fiir
Reaktionen in THF, in dem z.B. das Triethylammoniumchlorid bei tiefen Tempe-

raturen ausfallt.

Aufserdem hat sich gezeigt, dafs der Einsatz von Pyridin als Hilfsbase oder als Sol-
vens nicht geeignet ist, da auch nach mehrtitiger Reaktionsdauer kaum Umsatz

beobachtet wird. Offensichtlich ist die Basizitat des Pyridins nicht stark genug, die
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Ammoniumgruppe von 22 in ausreichendem Mafe zu deprotonieren.

Das Produkt 23 wird in 91 % Ausbeute rein erhalten, wenn die Reaktion in THF bei
-65 °C unter Einsatz des Pseudoverdiinnungsprinzips mit Triethylamin als Hilfsbase

gefiihrt wird.

Ring6ffnung (Methode 1)

Der Dioxolanonring von 23 kann sehr leicht durch ein geeignetes Nucleophil ge-
spalten werden, womit gleichzeitig eine Derivatisierung erreicht wird (Kap. 2.9). In
diesem Fall wird die Ring6ffnung mit O-Benzylhydroxylamin durchgefiihrt, so dafs
24 in 85 % Ausbeute nach Sdulenchromatographie erhalten wird (Abb. 4.3). Die
Reaktion wird bei Raumtemperatur in DCM oder DMF durchgefiihrt.

Ring6ffnung (Methode 2)

H,NOH e HCl + O

: I H
F3C CF3 /l\

23 7

Abbildung 4.4: a) NMM, DMF, RT, 16 h, 80 %.

Der Dioxolanonring kann auch direkt von 23 ausgehend mit wn situ erzeugtem
freien Hydroxylamin umgesetzt werden, wobei direkt Marimastat 7 erhalten wird
(Abb. 4.4). Die Reaktion wird dabei in DMF bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das
Produkt ist allerdings so stark verunreinigt, dafs es fiir biochemische Experimente
nicht geeignet ist. Die Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel oder

Aluminiumoxid ist nicht mdéglich, da sich das Produkt nicht wieder eluieren lasst.
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Erfolg brachte erst der Einsatz von préparativer Diinnschichtchromatographie auf
RP-18-Kieselgel oder der Einsatz von préaparativer RP-HPLC, so daf das Produkt
in 80 % Ausbeute erhalten wird.

Entfernung der Benzylschutzgruppe von 24

Nachdem das benzylgeschiitzte Marimastat 24 aufgereinigt worden ist, wird es in
Gegenwart von Palladium auf Aktivkohle in einer Wasserstoffatmosphére hydriert.
Dabei wird die Benzylschutzgruppe entfernt.*-83 Bei Wahl eines protischen Lo-
sungsmittels wie z. B. Ethanol oder Methanol und kurzer Reaktionsdauer wird kein

N-O-Bindungsbruch beobachtet (Abb. 4.3).

4.1.4 Darstellung von Marimastat 7 (Methode 2)

Die Darstellung von Marimastat 7 nach Methode 2 benutzt Elemente der bereits
publizierten Methode von British Biotech.®3l Allerdings wird die a-Hydroxydicar-
bonséure 15 auf einem anderen Syntheseweg erhalten (Abb. 4.1). Diese Verbindung
lafst sich auker mit Hexafluoraceton (s. o.) auch mit 2,2-Dimethoxypropan zu dem
Dioxolanon 26 umsetzen (Abb. 4.5). Diese Reaktion erreicht eine Ausbeute nach
Saulenchromatographie von 51 %. Die publizierte Ausbeute wird mit 83 % angege-
ben.[*¥l Allerdings gilt es zu beachten, daf sich diese Angabe auf die Rohausbeute

bezieht, da keine weiteren Reinigungsschritte vorgenommen wurden.

Die erhaltene Verbindung 26 wird dann an L-tert-Leucin- N-methylamid 22 durch
den Einsatz von EDC/HOB¢t gekuppelt. Die Ausbeute konnte im Vergleich mit der
in der Literatur angegebenen durch den Einsatz von HOBt als Aktivesterreagenz um
13 % gesteigert werden, so dak sie nun 57 % betrigt.!*®! Dieses Ergebnis konnte nicht
weiter verbessert werden, so daf von sterischen Griinden ausgegangen werden kann,

die die vollstdndige Umsetzung der Edukte verhindert. Sowohl die tert-Butylgruppe
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Abbildung 4.5: a) 2,2-Dimethoxypropan, PTSA, RT, 16 h, 51 %; b) EDC-HCIl, HOBt,
NMM, DCM, RT, 18 h, 57 %; ¢) 2 M HCI, RT, 4.5 h, 75 %; d) O-Benzylhydroxylamin,
EDC-HCI, NMM, RT, 16 h, 47 %.

von 22, als auch der iso-Butylsubstituent der HOBt-aktivierten Sdureverbindung
26 nehmen relativ viel Raum in Anspruch, so daf eine Annédherung beider Molekiile

erschwert sein kann.

Anschliefsend wird die Acetonidschutzgruppe von 27 durch Reaktion mit 2 M Salz-
sdaure entfernt. Dabei entsteht die Verbindung 28, welche mit O-Benzylhydroxylamin
und EDC zu dem benzylgeschiitzten Marimastat 24 reagiert, das wie bereits oben

beschrieben zu 7 (Kap. 4.1.3) hydriert wird.
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Davenport und Watson beschreiben die Moglichkeit der gleichzeitigen Offnung und
Derivatisierung des Dioxolanonringes von 27 durch die Verwendung von wiafsrigem
Hydroxylamin (Abb. 4.6).1 Die Reaktion soll dabei schon nach 1 h mit Ausbeuten
von 93 % abgeschlossen sein. In eigenen Versuchen konnte dies jedoch nicht verifiziert
werden. So zeigt sich selbst nach mehrstiindigem Erhitzen unter Riickflufs keine

Umsetzung des Eduktes.

27 7

Abbildung 4.6: a) HoNOH,,, 100 °C, 16 h.184

4.1.5 Diskussion

Die neue Synthese, die sich auf das hexafluoracetongeschiitzte Saurechlorid 17 als
,building block® stiitzt (Kap. 4.1.3), liefert deutlich bessere Ausbeuten als Methode
2 (Kap. 4.1.4), welche in Anlehnung an den bereits publizierten Syntheseweg fiir
Marimastat 7 getestet wurde. Ein Vergleich der Ausbeuten, bezogen auf die a-
Hydroxydicarbonsaure 15, zeigt, dafs mit Methode 1 57 % und mit Methode 2 nur

10 % Ausbeute erreicht werden.
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4.2 Synthese neuer Linkermolekiile

4.2.1 Verbesserte Synthese von

1-Amino-8-(tert-butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoctan 30

(0]
HZN/\/O\/\O/\/NHZ L, +OJ\N/\/O\/\O/\/NH2
H

29 30

Abbildung 4.7: a) Boc,O, 1,4-Dioxan, 20 h, 28 °C, 95 %.[8%]

Bei 30 handelt es sich um eine literaturbekannte Verbindung (Abb. 4.7).17685861
Wie sich gezeigt hat, haben die beschriebenen Synthesen jedoch den Nachteil, dafl
es wahrend der Reaktion auch zur zweifachen Reaktion von Di-tert-butyldicarbonat
an den Aminogruppen von 29 kommt. Durch Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen
kann die Bildung dieses Nebenproduktes gut unterdriickt werden. So fiihrt bereits
die Anhebung der Reaktionstemperatur auf 28-30 °C zu einer wesentlich besseren
Umsetzung, was mit einer hoheren Reaktionsgeschwindigkeit des eintropfenden Di-
tert-butyldicarbonat zu erklédren ist. Vorteilhaft wirkt sich auch die Verlangerung
der Zutropfzeit von 2 h auf 10 h aus, so dafs die Reaktion unter verbesserten Pseu-

doverdiinnungsbedingungen gefiithrt werden kann.

4.2.2 Synthese von 1-Amino-8-(benzyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoctan 32

Die Synthese des mono-Z-geschiitzten Linkers 32 gelingt mit einer Ausbeute von
61 % (Abb. 4.8). Die Verbindung wird nach der Aufarbeitung in einer so guten
Reinheit erhalten, dafs eine weitere Aufreinigung, wie z. B. Chromatographie nicht

nétig ist, so daf 32 direkt in weiteren Synthesen eingesetzt werden kann.!7-88l
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Abbildung 4.8: a) Toluol, 20 h, RT, 61 %.

4.2.3 Synthese von N-(8-tert-Butyloxycarbonylamino-3,6-dioxaoctan-1-yl)-

bernsteinsdureamid 32

Eine weitere Variante fiir einen Linker stellt Verbindung 34 dar. Dieser laft sich
durch die vorhandene Carboxylgruppe z. B. an Amino- oder Hydroxylgruppen kniip-
fen. Die Darstellung gelingt durch Reaktion von 30 mit Bersteinsdureanhydrid 33
in Gegenwart von Triethylamin als Hilfsbase. Der Basenzusatz ist wichtig, da sonst
aufgrund der langen Reaktionsdauer die Gefahr besteht, daft die Boc-Schutzgruppe
durch die entstehende Carbonsiure abgespalten wird.[¥ Nach Siulenchromatogra-

phie wird das Produkt in 74 % Ausbeute erhalten.
7 H Q H
QO + HZN/\/O\/\O/\/N\H/O+ a) ) HONN/\/O\/\O/\/N\H/O+
S o o H o

33 30 34

Abbildung 4.9: a) NEt3, DCM, 16 h, RT, 74 %.

4.2.4 Synthese von 1-Azido-8-hydroxy-3,6-dioxaoctan 36

Der in der Verbindung 36 vorhandene Azidosubstituent stellt ebenfalls eine Schutz-
gruppe dar, die orthogonal zu den bekannten basen- oder saurelabilen Schutzgruppen

ist. Eine Umwandlung der Azidogruppe in einen Aminosubstituenten ist leicht durch
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a), b
HO/\/O\/\O/\/OH #» Ho/\/o\/\o/\/N3

35 36

Abbildung 4.10: a) MsCl, EtsN, THF, b) NaNs, EtOH, 75 %.

katalytische Hydrogenolyse oder durch Umsetzung mit sulthydrylhaltigen Agenzien
moglich. Fiir die Synthese wird das leicht verfiighare Triethylenglykol 35 verwendet.
Dabei wird zundchst nach dem Pseudoverdiinnungsprinzip eine der beiden Hydro-
xylgruppen mittels Mesitylchlorid in eine bessere Abgangsgruppe umgewandelt und
diese dann in einem zweiten Schritt durch das Azid substituiert (Abb. 4.10).190-91

4.2.5 Synthese von 11-Azido-3,6,9-trioxaundecansaure 38

Ho O N Br/\[(OH a) HO\”/\O/\/O\/\O/\/ N3
o)

—_—
O

36 37 38

Abbildung 4.11: a) KOH, DMF, 45 °C, 30 h, 65 %.

Nach Reaktion des Azidolinkers 36 mit Bromessigsédure im basischen Milieu wird die
Verbindung 38 erhalten.?> 91 Diese lifit sich wie 34 durch die vorhandene Carboxyl-
gruppe z. B. mit Alkoholen verestern. Aufgrund des vorhandenen Azidosubstituenten

lafst sich 38 auch fiir Synthesen verwenden, die eine gute Sdurestabilitit erfordern.
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4.3 Synthese des Marimastat-Derivats 18

4.3.1 Darstellung des Marimastat-Derivats 18 in Lésung (Methode 1)

i 0
o N OH + HZN\/\O/\/O\/\NJKO%
b "o H
39 30
e H o)
IR S S

40
H (0]
& 2N N\/\o/\/o\/\NJ\o~~»
O H
41

Abbildung 4.12: a) EDC-HCI, HOBt, NMM, DCM, 0 °C—RT, 3 h, 74 %; b) N-(2-
Mercaptoethyl)aminomethyl-polystyrolharz, DBU, THF, 20 h, 91 %.

Da die Synthese des Marimastat-Derivates 18 an der festen Phase ohne erhebli-
chen finanziellen Aufwand nur kleine Substanzmengen liefert, welche dann nicht
fiir affinitdtschromatographische Zwecke ausreichen, wurde eine Synthese in Losung
ausgearbeitet. Zunéchst wird Fmoc-tert-L-Leu-OH 39 mit Hilfe des wasserloslichen
Carbodiimids EDC an den mono-Boc-geschiitzten Linker 30 gekuppelt. Damit es

wahrend der Kupplungsreaktion nicht zur Epimerisierung der Aminoséaure kommt,



4.3 Synthese des Marimastat-Derivats 18 57

wird der Reaktionsmischung das Aktivesterreagenz HOBt zugesetzt (Abb. 4.12).%
Die erhaltene Verbindung 40 stellt sich als schaumig erstarrender Feststoff dar, eine
Eigenschaft, die typisch sowohl fiir Boc- als auch fiir Fmoc-geschiitzte Substanzen

ist.

S H

3] b 0
i H i
(e}

O

FsC CF3

17 41

FsC_ CFs
H o)

>LO O

a) o)

— NN N\/\O/\/O\/\NJJ\O
o : H o H

42

Abbildung 4.13: a) THF, NEt3, -75 °C, 4 h, 98 %.

Eine elegante Methode zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe in Losung ist die
Verwendung eines ,scavenger-Harzes. Das wahrend der Entschiitzungsreaktion ent-
stehende Dibenzofulven wird dabei als Addukt von dem Harz ,gefischt und ver-
bleibt deswegen an der festen Phase, so daft Nebenprodukt und Produkt bequem
durch Filtration getrennt werden konnen.?! Bedingt durch die Reaktionsdauer kann
es passieren, dalt geringe Mengen des Harzes gelost werden. Daher ist es manchmal
erforderlich das Produkt durch eine kleine Kieselgelsdule zu eluieren. Das Harz kann
zur Kostenreduktion durch Waschen mit 20 % Piperidin in DMF vollstandig rege-

neriert werden.

Abbildung 4.13 zeigt die bereits in Kap. 4.1.3 besprochene Kupplungsreaktion. Diese

verlauft zwischen dem hexafluoracetongeschiitzten Sdurechlorid 17 und der Verbin-
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Abbildung 4.14: a) NH,OH-HCI, NMM, DMF, RT, 4 h, 43 %; b) TFA/DCM (1:2), RT,
3h, 78 %.

dung 41 vollstindig analog. Das Produkt 42 stellt sich als farbloses Ol mit einem
sehr intensiven, charakteristischem Geruch dar, welcher typisch fiir diese Verbin-
dungsklasse ist. Bei der Aufarbeitung des Produktes muft sehr sorgfiltig gearbeitet
werden, da der Polyethylenglykol-Linker die Wasserloslichkeit und die Hygroskopie
erhoht, so daf beim Waschen der organischen Phase mit Wasser ein Teil der Verbin-
dung in die wéafrige Phase iibergeht. Aufgrund der relativ schnellen Hydrolyse der

Hexafluoracetonschutzgruppe scheiterten die ausgefiihrten Reextraktionsversuche.

Die hexafluoracetongeschiitzte Verbindung 42 1ldft sich wie bereits in Kap. 4.1.3
mit in situ erzeugtem Hydroxylamin unter gleichzeitiger Abspaltung und Deriva-
tisierung zur Hydroxamséure umsetzen (Abb. 4.14). Aufgrund der hohen Polaritét
kann die entstandene Hydroxamséure 43 weder an Kieselgel noch an Alumiumoxid
sdulenchromatographisch gereinigt werden, so daf auf reversed-phase Kieselgel zu-

riickgegriffen werden mufs. Die Aufreinigung gelingt dann mittels RP-HPLC. Die
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verbleibende Boc-Schutzgruppe wird nach dem Standardverfahren mit TFA/DCM
(1:2) entfernt. Das erhaltene Marimastat-Derivat 18 liegt danach als Trifluoracetat-
Salz vor. Eine nachfolgende Aufreinigung des Produktes ist nicht erforderlich.

FsC CF3
0

Qo o H
ONN N\/\o/\/o\/\NJ\o-»
o , H o

H

< H OH O H (0]
J
43)» O/N\H)\:)J\N N\/\O/\/O\/\N O‘~»
o) : H o H

42 44

Abbildung 4.15: a) BhONH,-HCI, NEt;, DMF, RT, 16 h, 64 %.

H OH O H
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4a)> O/N\[MN N\/\O/\/O\/\NH3
o , H o o
% F3CCOO

44 45

W OH O H
b) N N o) ®
2, ho <N N0 NHy

o , H o o
{ F3CCOO

18

Abbildung 4.16: a) TFA, DCM, RT, 2 h, 99 %; b) Hq, Pd/C (10 %), MeOH, RT, 2 h,
85 %.

Aufgrund der Tatsache, daf sich die Verbindung 43 nur schwer aufreinigen 1afst, wur-
de versucht, das hexafluoracetongeschiitzte Produkt 42 mit O-Benzylhydroxylamin
zu Offnen (Abb. 4.15). Wegen der Instabilitdt der Verbindung 42 hat es sich als

vorteilhaft erwiesen, wenn die Reaktion moglichst schnell verlauft. Daher wird ein
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Uberschuff an O-Benzylhydroxylamin zugegeben. Schon nach 2 h Reaktionsdauer ist
die Reaktion abgeschlossen. Das entstehende Produkt 44 wird nach flashchromato-
graphischer Aufreinigung in 64 % Ausbeute als farbloses Ol erhalten.

Die Entfernung sowohl der Boc- als auch der Benzylschutzgruppe verlauft sauber
und ohne Bildung von Nebenprodukten (Abb. 4.16). Auch die oftmals befiirchtete
N-O-Bindungspaltung wird bei der hydrogenolytischen Spaltung der Benzylschutz-
gruppe bei Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen (Kap. 4.1.3) nicht beobachtet.
Zur vollstandigen Entfernung des Katalysators empfiehlt es sich, das Produkt 18
durch eine kleine Kieselgelsédule mit Methanol zu filtrieren. Das Marimastat-Derivat
18 wird dann in 85%iger Ausbeute als Trifluoracetat-Salz in Form eines farblosen,
amorphen Feststoffes erhalten. Die NMR- und MS-Spektren beweisen eindeutig, daf
die Verbindung 18 vorliegt.

4.3.2 Darstellung des Marimastat-Derivats 18 in Lésung (Methode 2)

Statt des mono-Boc-geschiitzten Linkers 30 wird bei Methode 2 der mono-Z-Linker
32 verwendet. Dadurch soll eine direktere Synthese des Marimastat-Derivates 18
ermoglicht werden, die auch insgesamt hohere Ausbeuten liefern soll. Zunéchst wird
Boc-L-Leu-OH 20 mittels des wasserlslichen Carbodiimids EDC gekuppelt. Da-
mit zum einen die Kupplungsreaktion moglichst effizient verlauft und zum anderen
eine Epimerisierung der Aminosaure weitgehend unterdriickt wird, wird der Reakti-
onsmischung das Aktivesterreagenz HOBt zugesetzt (Abb. 4.17).°2l Das Produkt
wird nach Siulenchromatographie in 75 % Aubeute als farbloses Ol rein erhal-
ten. Anschlieffend wird die Boc-Schutzgruppe nach dem bekannten Verfahren mit

TFA/DCM entfernt.

Das hexafluoracetongeschiitzte Séurechlorid 17 wird mit dem Boc-entschiitzten
Aminosaurederivat 47 nach dem in Kap. 4.1.3 ausgearbeiteten Verfahren gekuppelt

(Abb. 4.18). Aufgrund der hohen Instabilitédt der Verbindung 48 wird auf eine wei-
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Abbildung 4.17: a) EDC-HCL, HOBt, NMM, DCM, 0 °C—RT, 20 h, 75 %; b) TFA,
DCM, RT, 2 h, 99 %.

tergehende Aufreinigung verzichtet und diese direkt weiter eingesetzt. Das Produkt
wird dennoch sowohl anhand der NMR-Spektren als auch des MALDI-ToF Massen-
spektrums eindeutig charakterisiert. So sind im YF-NMR-Spektrum die fiir diese
Verbindungsklasse typischen zwei Quartetts bei § -80.5 ppm und ¢ -81.0 ppm zu
erkennen.P? Ebenso zeigt das Massenspektrum bei m/z 739.2 den [M+Na|*- und
bei m/z 755.1 den [M+K]*-Peak. Die Derivatisierung von 42 wird durch Ringoff-
nung mit O-Benzylhydroxylamin erreicht. Aus diese Weise wird die Verbindung 49
erhalten, welche sehr gut durch Flashchromatographie gereinigt werden kann. Diese
besitzt sowohl eine Benzyl- als auch eine Z-Schutzgruppe, welche beide gleichzeitig
durch Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen hydrogenolytisch innerhalb von 2 h
entfernt werden koénnen (Kap. 4.1.3). Ein N-O-Bindungsbruch wird auch hierbei

nicht beobachtet. Um den Katalysator vollstindig zu entfernen wird das Produkt
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durch eine kleine Kieselgelsiaule filtriert. Nach Lyophilisieren wird das Produkt in

91 % Ausbeute als farbloser Feststoff erhalten.

)é\COCI " H ’\jin/N\/\ /\/O\/\NHZ

F3C CF3 CFchO

17 47

8 N o)
TN Nz

48

T

IR ¢ ¢ BRSU
"4

49 18

Abbildung 4.18: a) THF, NEt3, -75 °C, 4 h, 98 %; b) BnONH,-HCl, NEts, DMF, RT,
16 h, 65 %; ¢) Hy, Pd/C (10 %), MeOH, RT, 2 h, 91 %.
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4.3.3 Immobilisierung des Marimastat-Derivates 18 fiir SPR-Studien

Um zu iiberpriifen, ob das neu synthetisierte Marimastat-Derivat 18 (Seite 44) {iber
biologische Aktivitat verfiigt, wurden SPR-~Studien durchgefiihrt. Dabei gilt es zu
zeigen, dak die Derivatisierung mit einem Linker nicht zu einer Beeintrachtigung der

Bindungseigenschaften zu MMPs fiihrt.

Mit der SPR-Technologie lassen sich Bindungen zwischen zwei Interaktionspartnern
in Echtzeit verfolgen. Das Marimastat-Derivat 18 wird dabei iiber die Aminogruppe
des Linkers an die NHS-aktivierte Matrix eines Sensorchips gekuppelt. Hierbei wird
der CMb-Sensorchip verwendet, der auf seiner Oberfliche mit Carboxymethylcellu-
lose beschichtet ist. Die Kupplungen finden erfolgreich bei einem pH-Wert zwischen
6-9 im wéfkrigen Milieu statt. Das Derivat 18 wird in HBS-EP-Puffer (pH 7.4) ge-
16st und anschliefend in die entsprechende Mefzelle des BIAcore-Gerétes injiziert.
Die beobachtete Zunahme der Resonanz betriagt nach Beendingung der Injektion
40-60 RU. Mehrmalige Injektionen oder eine héhere Konzentration von 18 brachten
keine signifikante Anderung. Der beobachete Wert bei der Zunahme der Response
ist fiir ein kleines Molekiil wie 18 jedoch sehr gut. Urspriinglich sind SPR-Geriéte
entwickelt worden, um damit Interaktionen zwischen zwei Makromolekiilen nachwei-
sen zu konnen. Aufgrund der héheren Molekularmasse etwa von Proteinen werden
dann deutlich grofsere Zunahmen an Response bei der Immobilisierung oder Bindung
beobachtet. Die standige Verbesserung dieser Geréte erlaubt nun auch die Messung

von Interaktionen zwischen kleineren Molekiilen. (6794l

4.3.4 Bindung von MMP-2 an Marimastat-Derivat 18

Fiir das Testsystem wurde MMP-2 ausgewihlt, da bekannt ist, dafs sie mit einem gu-
ten 1C50-Wert von der Stammverbindung Marimastat 7 (6 nM, Seite 25) gehemmt

wird. MMP-2 wurde von Calbiochem kduflich erworben und vor der Verwendung
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Abbildung 4.19: Bindung von MMP-2 an immobilisiertem Marimastat-Derivat 18. Zu-
nehmende Konzentrationen von aktivierter MMP-2 resultieren in zunehmender Response:

a) b5 nM, b) 28 nM, ¢) 19 nM, d) 14 nM, e) 3 nM.

nach dem Standardprotokoll aktiviert. In Abbildung 4.19 sind die Mefskurven wie-
dergegeben. Es ist deutlich zu erkennen, dafs die erhaltene Response mit der Zunah-
me der Konzentration linear korreliert. Bei der Messung wurde die Differenzbildung
zwischen Mefizelle und Referenzzelle verwendet, um eine unspezifische Bindung aus-
schliessen zu konnen. Hierbei wird die zu untersuchende Proteinlésung zunéchst in
eine nicht derivatisierte, leere Flufizelle (Referenzzelle) geleitet. Aus der wird sie dann
direkt in die Mefszelle weitergeleitet. Die resultierende Response ergibt sich dann als

Differenz aus den einzelnen Response-Werten der Referenzzelle und Mefszelle.

Eine weitere Methode, um eine unspezifische Bindung von MMP-2 ausschliessen zu
koénnen, ist die Kompetition in Lésung. Hierbei wird der gleiche Ligand, der immobi-
lisiert wurde, vor der Messung mit dem entprechenden Analyten inkubiert. Sofern es
sich um eine spezifische Bindungsaffinitdt des Analyten zum Liganden handelt, sollte
mit Zunahme der Konzentration des bei der Vorinkubation verwendeten Liganden

eine Abnahme an Response beobachtet werden. In Abb. 4.20 ist das Ergebnis dieses
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Kompetitionsexperimentes in Losung zu sehen. Es ist also davon auszugehen, dafs

die Bindung von MMP-2 an 18 spezifisch ist.
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Abbildung 4.20: Kompetition in Losung mit Marimastat-Derivat 18. 14 nM MMP-2
wurden 30 min lang vor der Messung mit verschiedenen Konzentrationen von 18 inkubiert;

a) 0 nM, b) 9 nM, c) 18 nM, d) 45 nM, e) 180 nM.

Abb. 4.21 zeigt eine Moglichkeit zur Regeneration der Chipoberfliche. Die gebun-
dene MMP-2 kann schonend mit dem EDTA haltigen HBS-EP-Puffer wieder eluiert
werden. Die Mefskurve kehrt nach einer einmaligen Injektion von HBS-EP-Puffer
noch nicht vollstdndig auf die Basislinie zuriick. Daher sind 2-3 Regenerationszy-

klen notwendig.

Um eine Aussage dariiber zu erhalten, wie gut der Komplex gebildet wird bzw.
wie stabil dieser ist, werden Messungen zur Kinetik durchgefiihrt. Fiir den Erhalt
von kinetischen Daten aus Sensorgrammen ist es vorteilhaft, wenn die erhaltenen
Mefkurven einen moglichst linearen Verlauf haben. Dies kann durch eine Verringe-
rung der MMP-2-Konzentration oder auch durch Erhéhen der Flufsgeschwindigkeit

erreicht werden.
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Abbildung 4.21: Bindung und Regeneration der Chipoberfliche. Eine 55 nM MMP-2-
Loésung wurde injiziert. Danach wird durch Injektion von HBS-EP-Puffer die gebundene
MMP-2 von der Oberflache eluiert.

In Abbildung 4.22 sind die fiir kinetische Auswertungen benétigten Kurven zusam-
men mit den gefitteten Kurven dargestellt. Hierbei wird eine deutliche Ubereinstim-
mung erkannt. Aus diesen Kurven werden kinetische Daten berechnet. Der ange-
gebene Kp-Wert ist ein Mafs fiir die Stabilitdt des Komplexes Marimastat-Derivat
18/MMP-2 (Tab. 4.2). Dieser liegt in der gleichen Grofenordnung wie der IC50-Wert
fiir den Komplex Marimastat 7/MMP-2 (6 nM, Tab. 2.4). Das neue Marimastat-
Derivat 18 zeigt eine biologische Aktivitat, die mit der Stammverbindung Marima-
stat 7 vergleichbar ist. Die durchgefiihrte Derivatisierung von Marimastat mit einem

Linkermolekiil ist also ohne Aktivitatverlust moglich (Kap. 2.10).

Tabelle 4.2: Kinetische und thermodynamische Konstanten der Interaktion MMP-2/18.
ke (1/Ms) kg (1/8) Ry (RU) Ka (1/M)  Kp (M) »?
3.08:10*  1.99-107° 727 1.54-10°  6.48-10719 0.2
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Abbildung 4.22: Kinetik der Bindung MMP-2 an immoblisiertem 18 unter Annahme
einer 1:1-Bindung. Die gefitteten Kurven sind gestrichelt. Konzentrationen: a) 27.5 nM, b)
13.8 nM, ¢) 5.5 nM, d) 2.8 nM.

Das BIAcore 3000 Geriét erlaubt eine Wiedergewinnung von gebundenem Proteinma-
terial. Diese Art von ,Ligandenfischen” soll ein Auffinden von Interaktionspartnern
mit anschliefsender Elution erlauben. Die erhaltenen Eluate konnen dann massen-

spektrometrisch untersucht werden.*

Abbildung 4.23 zeigt ein solches ,micro-recover-Experiment, wobei die gleiche
MMP-2-Lésung wie in den vorgenannten Experimenten verwendet wird. Zunéchst
wird die Losung in die Flufzelle injiziert, damit die Proteinase an 18 binden
kann. Dann finden nacheinander zwei kurze ,micro-recover*“-Zyklen statt, bei denen
HBS-EP-Puffer zur Elution injiziert und das Eluat gesammelt wird. Die gebunde-
ne MMP-2 kann mit diesen sehr kurzen Injektionspulsen nicht vollsténdig eluiert
werden. Durch die Verwendung von ldngeren Pulsen wird jedoch die wiedergewon-
nene Proteinlosung starker verdiinnt. Mit dem so erhaltenen Eluat wurde versucht,
MALDI-ToF-Spektren zu messen, was jedoch aufgrund der sehr niedrigen Protein-
konzentration nicht erfolgreich war. Dieses Problem sollte allerdings durch Ver-
wendung einer grofseren Flufszelle, auf der insgesamt eine grofere Menge an Protein
gebunden werden kann, umgangen werden. Ebenfalls wére es moglich, die Bindungs-

und Elutionsschritte sukzessiv zu wiederholen bis eine geniigend groffe Menge Pro-
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teinmaterial erhalten wird. Wegen der hohen Vediinnung sollten die gesammelten
Eluate dann allerdings mit Hilfe der Ultrafiltration aufkonzentriert werden. Diese
beiden Verfahren konnten jedoch nicht durchgefiihrt werden, da weder eine grofere

Flufzelle noch grofsere MMP-2-Mengen zur Verfiigung standen.
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Abbildung 4.23: Micro-recover von MMP-2, die an das Marimastat-Derivat 18 gebunden
hat.
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4.3.5 Bindung von ADAM9 an Marimastat-Derivat 18

Die ADAMs verfiigen iiber eine Metalloproteinasedoméne,’? daher wurden SPR-
Untersuchungen hinsichtlich der Bindung an das Marimastat-Derivat 18 durchge-
fihrt. Es soll untersucht werden, ob eine Affinitdt auch zwischen 18 und ADAMSs
existiert. Bei dem verwendeten ADAMO9-Fc handelt es sich ein rekombinant herge-
stelltes Proteinkonstrukt, welches mit Hilfe eines einklonierten Fc-Tags an Protein

A Sepharose affinitdtschromatographisch gereinigt wurde.*
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Abbildung 4.24: Bindung von ADAM9 an immobilisiertes Marimastat-Derivat 18. Zu-

nehmende Konzentrationen von ADAMO resultieren in zunehmender Response: a) 36 nM,

b) 18 nM, ¢) 9 nM, d) 3.6 nM, ¢) 0.36 nM.

Zunichst wird konzentrationsabhéngiges Bindungsverhalten von ADAM9 an 18 un-
tersucht (Abb. 4.24). Es wird wiederum die Differenzbildung zwischen Mefs- und
Referenzzelle verwendet, um unspezifische Wechselwirkungen bzw. Affinitdten zur

CMbH-Matrix des Sensorchips auszugleichen. Bei den Messungen wird erneut eine

*ADAM9-Fc wurde von Prof. Dr. J. Frey (Universitit Bielefeld) und seiner Arbeitsgruppe zur
Verfiigung gestellt.
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lineare Abhéngigkeit zwischen der ADAM9-Konzentration und der beobachteten
Response beobachtet.

Auffallig ist, dafs nach Injektionsende nur eine sehr langsame Dissoziation des Kom-
plexes stattfindet, was sich aber nach der Betrachtung der einzelnen Resonanzsignale
der Mef- und Referenzzelle erkldren 1dft (Abb. 4.25). Das Signal der Referenzzelle
steigt wahrend der Injektion an, fallt aber nach dem Injektionsende starker ab als
das Signal in der Mefzelle. Dies deutet auf eine unspezifische Wechselwirkung von
ADAMO9-Fc mit der Chipoberfliche hin. Da aber bei der Differenzbildung die Re-
sponse der Referenzzelle von der Response der Mefzelle abgezogen wird, fallt das
resultierende Signal nach Injektionsende scheinbar kaum ab (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.25: Bindung einer 36 nM ADAMO9-Lésung an immobilisiertes Marimastat-
Derivat 18. a) Mefzelle, b) Referenzzelle.

Um eine sichere Aussage iiber die Spezifitat der Bindung zu erhalten, werden Kom-
petitionsexperimente in Losung durchgefiithrt. Dabei wird eine konstant gehaltene
Konzentration von ADAM9 mit verschiedenen Konzentrationen 18 vor der Messung
inkubiert. In Abb. 4.26 ist zu erkennen, daf eine relativ hohe Konzentration an 18

eingesetzt werden mufs, um eine signifikante Kompetition zu beobachten.
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Abbildung 4.26: Kompetition in Losung mit Marimastat-Derivat 18. 3.6 nM ADAM9

wurden 30 min lang vor der Messung mit verschiedenen Konzentrationen von 18 inkubiert;

a) 0 nM, b) 14.4 nM, ¢) 7.2 pM.

Tabelle 4.3: Kinetische und thermodynamische Konstanten der Interaktion ADAM9/18.
ke (1/Ms) kg (1/8)  Rpae (RU) Ka (1/M) Kp (M) x?
122 1.95:107%  1.46-10° 6.3-10° 1.6:107¢ 2.1

Die fiir kinetische Berechnungen notwendigen Mefkurven sind in Abbildung 4.27
zusammen mit den gefitteten Kurven dargestellt. Zur Berechnung wurde das 1:1-
Bindungsmodell verwendet (BIAevaluation 3.1). Bei der Betrachtung der Kur-
ven wird eine deutliche Ubereinstimmung erkannt. Die berechneten Werte sind in
Tab. 4.3 wiedergegeben. Bei Vergleich des K 4-Wertes und des Kp-Wert lafit sich
folgern, daf sich der Komplex nur langsam bildet, er aber dann eine gute Stabilitét

aufweist.
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Abbildung 4.27: Kinetik der Bindung ADAM9 an immoblisiertem 18 unter Annahme
einer 1:1-Bindung mit driftender Basislinie. Die gefitteten Kurven sind gestrichelt. Kon-

zentrationen: a) 36 nM, b) 18 nM, ¢) 7.2 nM, d) 1.8 nM.

Der Kp-Wert fiir diesen Komplex wird mit 1.6 pM ermittelt. Der fiir ADAM9 pu-
blizierte K;-Wert fiir 7 betrigt 274 nM.1" Damit liegt dieser um den Faktor 6
unter dem ermittelten Kp-Wert. Daraus kann die Schluffolgerung gezogen werden,
daft das Marimastat-Derivat 18 ADAM9 etwas schlechter bindet als die Stamm-
verbindung Marimastat 7. Eine Derivatisierung fiihrt in diesem Fall zu einer Her-
absetzung der Affinitdt, was bei den Experimenten mit MMP-2 nicht beobachtet
wurde (s. 0.). Das Marimastat-Derivat 18 zeigt insgesamt dennoch eine gute Affi-
nitdt gegeniiber ADAMY. Aufserdem mufs bedacht werden, daf dieses ADAM9 mit
einem Fc-Fragment modifiziert wurde, wodurch generell die Bindungseigenschaften

im Vergleich zum nicht-modifizierten ADAMY9 verdndert sein kénnen.

4.3.6 Diskussion

Es sind zwei neue Methoden zur Darstellung des Marimastat-Derivates 18 erarbei-
tet worden. Beide Verfahren haben gegeniiber der Festphasensynthese den Vorteil,
dafs das Marimastat-Derivat 18 kostengiinstiger und in gréfteren Mengen dargestellt

werden kann. Jedoch ist auf den einzelnen Stufen oftmals eine zeitintensive chroma-
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tographische Reinigung notwendig, was bei der Festphasensynthese nicht erforderlich
bzw. moglich ist. Dafiir ist aber eine genaue Charakterisierung der Zwischenstufen
bei der Synthese in Losung moglich. Die Methode 1 gestattet z. B. bei Verbindung
45 eine Derivatisierung an dem Linker mit nachfolgender Entfernung der Benzyl-
schutzgruppe und damit Freisetzung der Hydroxamsaure. Aus diese Weise wiirden
sich weitere Derivate darstellen lassen. Methode 2 bietet eine direktere Moglichkeit
zur Synthese des Marimastat-Derivates 18. Hier wird in einem Schritt sowohl die C-
terminale Schutzgruppe am Ende des Linkers, als auch die Benzylschutzgruppe der
Hydroxamsaurefunktion entfernt. Eine weitere Derivatisierung ist dann ausgehend

von 18 nicht mehr moglich.

Mit dem erhaltenen Marimastat-Derivat 18 wurden SPR-Studien durchgefiihrt, da-
mit geklart werden kann, ob die neue Verbindung iiber eine selektive Affinitéit zu
Biomolekiilen, insbesondere Matrixmetalloproteinasen, aufweist. Wie sich in den
Studien gezeigt hat, verfiigt 18 {iber eine gute Affinitdt zu den beiden Modellprote-
inen MMP-2 und ADAMO, die mit der Affinitdt der Stammverbindung Marimastat
7 vergleichbar ist. Folglich hat die Verkniipfung mit einem Linker nicht zu einer

wesentlichen Verschlechterung der Bindungseigenschaften gefiihrt.
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Abbildung 4.28: a) AlCl3, 110 °C, 2 h, 90 %; b) SO2Cly, Dibenzoylperoxid, CCly, reflux,
25 h, 38 %; c) Ethylacetamidocyanoacetat, KoCOs3, KI, Aceton, 80 °C, 16 h, 69 %; d) 8 M
HCl,q, 100 °C, 20 h, 92 %; e) Essigsdureanhydrid, 5 min, 80 %; f) Aspergillus Acylase I,
H,0, 37 °C, 18 h, 40 %; g) Fmoc-OSu, Nay;COs, 1,4-Dioxan/H20, RT, 24 h, 67 %.

Es sollen Proteinsonden fiir das Auffinden/Detektieren von MMPs auf einem SDS-
Polyacrylamidgel dargestellt werden. Diese sollen wie bereits in Kap. 2.1.1 erwéhnt
aus einem Liganden, der die gesuchten Proteine erkennt, und einem Linker beste-
hen, an dem eine Reaktiv- und eine Reportergruppe verkniipft sind. Als Ligand soll
der Breitband-Inhibitor Marimastat 7 (Seite 25) eingesetzt werden. Wie Sewald und
Hagenstein et al. bereits gezeigt haben, lafst sich Benzophenon als Reaktivgruppe
einsetzen. Diese reagiert dabei bei Bestrahlung mit dem Protein, wobei eine kova-

lente Bindung zwischen der Proteinsonde und dem Protein entsteht (Kap. 2.12).

Fiir die Synthese wird zuerst L-Benzoylphenylalanin (L-Bpa-OH) nach der Vorschrift
von Kauert et al. dargestellt (Abb. 4.28).1! Nachdem das L-Bpa-OH N¢ geschiitzt

wurde, kann es als Aminosdurederivat leicht in organische Molekiile bzw. Peptide
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Abbildung 4.29: a) EDC-HCI, HOBt, NMM, DCM, RT, 18 h, 83 %; b) TFA/DCM (1:1),
RT, 1 b, 98 %; c) Boc-L-tert-Leu-OH 20, EDC-HCI, HOBt, NMM, DCM, RT, 18 h, 82 %:
d) N-(2-Mercaptoethyl)aminomethyl-polystyrolharz, DBU, THF, 20 h, 94 %.

eingebaut werden. Fiir die durchgefithrte Synthese der Photoaffinitdtssonde wird
das Fmoc-L-Bpa-OH 50 als Edukt verwendet, welches nach dem tiblichen Verfahren
durch Reaktion von N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu)

mit L-Bpa-OH erhalten werden kann.t[%l

Um die photoreaktive Gruppe mit dem Liganden zu verkniipfen, ist der Einbau ei-

nes Linkers notwendig. Dazu wird der mono-Boc-geschiitzten Linker 30 mit dem

tDas Fmoc-L-Bpa-OH ist auch im Chemikalienhandel erhltlich.
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synthetisiertem Fmoc-L-Bpa-OH 50 durch das Kupplungsreagenz EDC unter Zu-
satz von HOBt verkniipft. Der Zusatz des Aktivesterreagenzes verhindert eine Epi-
merisierung der Aminosiure. Die in 83 % Ausbeute erhaltene Verbindung 51 ist
als Grundbaustein fiir die Synthese von Photoaffinitdtsmarkern anzusehen. Auf der
N-terminalen Seite kénnen Reportergruppen wie Fluoreszenzfarbstoffe oder Biotin
angeheftet werden, wahrend am C-Terminus ein entsprechender Ligand verkniipft

werden kann (Abb. 4.29).

55 56 57

Abbildung 4.30: Fluoreszenzfarbstoffe: Dansylchlorid 55 (Absorption 340 nm / Emissi-
on 578 nm), 7-Diethylamino-coumarin-3-carbonséure 56 (Absorption 409 nm / Emission

473 nm), 5(6)-Carboxyfluorescein 57 (Absorption 492 nm / Emission 518 nm).

Bei den eigenen Synthesen hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die Reportergruppe
in Form eines Fluoreszenzfarbstoffes moglichst spét in die Verbindung einzufiihren.
Eine Derivatisierung z. B. mit 5(6)-Carboxyfluorescein 57 fiihrt zu einer erhéhten
Wasserloslichkeit des Produktes, so daf es zu Problemen bei der Aufarbeitung der
Reaktion kommt. Das Produkt kann dann sehr leicht in die wifrige Phase iiber-
gehen, aus der es nur schwer zu reextrahieren ist. Deshalb wird zunéchst Boc-L-
tert-Leu-OH 20 nach Entfernung der Boc-Schutzgruppe von 51 mit EDC gekuppelt
und dann anschliefend die Fmoc-Schutzgruppe mittels eines ,scavenger‘-Harzes ent-
fernt (Abb. 4.29). Durch die Verkniipfung mit der Aminoséure tert-Leu-OH ist die
Verbindung 53 insgesamt hydrophober als 51, so dafs es nicht zu den oben genann-

ten Problemen kommt. Das Intermediat 54, das durch Abspaltung von Fmoc aus 53
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entsteht, ist eine Schliisselverbindung fiir die weiteren Synthesen, da einerseits belie-

bige Reportergruppen, andererseits auch beliebige Inhibitoren/Liganden gekuppelt
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Abbildung 4.31: a) 54, Dansylchlorid 55, Pyridin, DCM, RT, 20 h, 67 %; b) TFA/DCM
(1:2), RT, 2 b, 99 %; ¢) 17, THF, NEts, -78 °C, 4.5 h; HoNOH-HCI, NMM, DMF, RT,
16 h, 65 %.

Als Reportergruppen wurden drei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe ausgewéhlt,
die sich in den Absorptions- und Emissionswellenldngen signifikant voneinander un-
terscheiden (Abb. 4.30). Die Farbstoffe haben sich fiir die Markierung von Protei-
nen in der biologischen Forschung etabliert. Besonders das 5(6)-Carboxyfluorescein
wird in Form des entsprechenden Isothiocyanates benutzt, welches mit priméren
Aminogruppen von Proteinen leicht reagiert. Mit diesen Farbstoffen werden drei

unterschiedliche Proteinsonden synthetisiert.

Fiir die Synthese der ersten Proteinsonde wird zunéchst der Fluoreszenzfarbstoff

Dansyl in Form des Dansylchlorids 55 an die freie Aminogruppe von 54 gekuppelt.
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Abbildung 4.32: a) 54, 7-Diethylamino-coumarin-3-carbonsiure 56, EDC-HCIl, HOBt,
NMM, DMF, RT, 20 h, 96 %; b) TFA/DCM (1:2), RT, 2 h, 99 %; c¢) 17, THF, NEts,
-78 °C, 4.5 h; HoNOH-HCI, NMM, DMF, RT, 16 h, 45 %.

Bei dieser Reaktion muf eine Hilfsbase zugegeben werden, damit die Reaktion zum
einen vollstdndig ablduft und zum anderen die Boc-Schutzgruppe nicht durch das
entstehende HCI abgespalten wird. Nach der sdulenchromatographischen Aufreini-
gung wird das Produkt in 67 % Ausbeute als gelbes Ol erhalten. Dann wird die
Boc-Schutzgruppe nach dem iiblichen Verfahren acidolytisch entfernt. Die Kupp-
lung und nachfolgende Ring6ffnung des hexafluoracetongeschiitzten Saurechlorids
17 wird analog der in Kap. 4.1.3 erarbeiteten Methode durchgefiihrt. Da hexafluora-
cetongeschiitzte Verbindungen dieses Typs sehr instabil sind, wird die Synthese ohne
Isolierung der entsprechenden Spezies fortgefiihrt. Das Produkt 59 wird in 65 % Aus-
beute als gelber Feststoff nach praparativer RP-HPLC rein erhalten (Abb. 4.31). Die
NMR- und MS-Daten belegen das Vorliegen des Produktes eindeutig. So wird im
ESI-MS bei m/z 933.4 der [M+H]|"- und bei m/z 955.4 der [M-+Na|*-Peak gefunden.
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Abbildung 4.33: a) 54, 5(6)-Carboxyfluorescein 57, EDC-HCl, HOBt, NMM, THF, RT,
20 h, 94 %; b) TFA/DCM (1:2), RT, 2 h, 94 %; ¢) 17, THF, NEts, -78 °C, 4.5 L

H,NOH-HCI, NMM, DMF, RT, 16 h, 36 %.

Eine weitere Proteinsonde wird mit dem Farbstoff 7-Diethylamino-coumarin-3-

carbonsdure 56 dargestellt. Dabei wird statt des oben eingesetzten Dansyls das

Coumarinderivat 56 eingesetzt. Dieses wird durch das Carbodiimid EDC an 54

gekuppelt. Die Reaktion verlduft glatt mit einer Ausbeute von 96 %. Durch die

Verwendung des Carbodiimids EDC lafst sich die Aufarbeitung und damit die Syn-

these beschleunigen, da samtliche Nebenprodukte sehr gut wasserloslich sind. Daher

wird das Produkt 60, nachdem die organische Phase mit einer leicht sauren, wéfs-

rigen Losung extrahiert worden ist, schon so sauber erhalten, dafs es direkt weiter

eingesetzt werden kann.
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Die Entfernung der Boc-Schutzgruppe von 60 verlauft sauber und ohne die Bildung
von Nebenprodukten. Nach der Aufreinigung wird das in 96 % Ausbeute erhaltene,
gelborange Ol analog wie oben beschrieben direkt weiter mit dem hexafluorace-
tongeschiitzten Sdurechlorid 17 umgesetzt. Nach préaparativer RP-HPLC wird das
Produkt 61 in 45 % Ausbeute als orangener Feststoff erhalten (Abb. 4.32). Die ge-
messenen NMR-Signale konnen eindeutig zugeordnet werden. Im ESI-MS werden
bei m/z 943.3 der [M+H]|* und bei m/z 956.4 der [M+Na|"-Peak gefunden. Wei-
terhin belegt das hochaufgeloste Massenspektrum (ESI-FT-ICR) das Vorliegen von
Verbindung 61.

Nach Verkniipfung von 54 mit 5(6)-Carboxyfluorescein 57 wird das Produkt 62 als
gelbes Ol mit 94 % Ausbeute erhalten (Abb. 4.33). Dieses liegt hierbei in Form
eines Isomerengemisches vor, das auch nicht mit Hilfe des Einsatzes von préapara-
tiver HPLC getrennt werden kann, da sich die Retentionszeiten nur wenig vonein-
ander unterscheiden. Der Einsatz des Eduktes 57, welches als Gemisch aus 5- und
6-Carboxyfluorescein vorliegt, macht die Synthese allerdings erheblich kostengiin-
stiger. Das Produkt 62 wird dann analog wie oben beschrieben weiter umgesetzt.
Die Proteinsonde 63 wird in 36 % Ausbeute nach der Aufreinigung mittels pripa-
rativer RP-HPLC erhalten. Ein Grund fiir die verminderte Ausbeute im Vergleich
zu den vorangegangenen Reaktionen konnte in den vorhandenen phenolischen Hy-
droxylgruppen zu suchen sein. Wie sich gezeigt hat, ist die Kupplungsreaktion des
hexafluoracetongeschiitzten Séaurechlorids 17 sensitiv gegeniiber Veranderungen der
Reaktionsparameter (Kap. 4.1.3). Das im Verhéltnis 58/42 erhaltene Produktge-
misch, das sich auch nicht nach mehrmaligen Aufreinigungsversuchen mittels HPLC
trennen lakt, kann aber anhand des NMR-Spektrums und vor allem anhand der
Massenspektren charakterisiert werden. So ist im ESI-MS der [M+H]|*-Peak bei
m/z 1058.5 und der [M+Na|"-Tonenpeak bei m/z 1080.4 zu finden. Das hochaufge-
loste Massenspektrum ist ebenfalls als Beweis fiir das Vorliegen der Verbindung 63

anzusehen.
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4.4.1 Diskussion

Die Darstellung der Proteinsonden gelingt bei der Verwendung der richtigen Synthe-
sestrategie. Die problematischste Reaktion ist die Kupplung des hexafluoracetonge-
schiitzten S&urechlorids 17. Wie sich bereits bei der Darstellung von Marimastat 7
gezeigt hat, reagiert die Kupplungsreaktion sehr sensitiv gegeniiber Verdanderungen
der Reaktionsparameter (Kap. 4.1.3). Die nicht isolierten Kupplungsprodukte miis-
sen wegen ihrer erhohten Instabilitéit sofort weiter in der Synthese eingesetzt werden.
Die anschlieffend nach préaparativer HPLC erhaltenen Produkte zeigen eine sehr ho-
he Reinheit. Das Produkt 63 liegt selbst nach der Aufreinigung als Isomerengemisch
vor, was aber fiir die nachfolgenden Proteinmarkierungsexperimente nur eine unter-
geordnete Rolle spielt. Sewald und Hagenstein et al. haben an Proteinsonden, die
selektiv fiir Proteinkinasen sind, erfolgreich gezeigt, dafs solche Isomerengemische

fiir Markierungsexperimente benutzt werden kénnen.!?!

Mit den Produkten 59, 61 und 63 liegen nun Proteinsonden vor, die fiir die Pho-
toaffinitdtsmarkierung von MMPs geeignet sind. Diese Proteinsonden konnen mit
einer Proteinlésung inkubiert und dann bestrahlt werden, wobei eine kovalente Bin-
dung zwischen Sonde und Protein ausgebildet wird. Durch diese stabile Bindung
wird gewahrleistet, daft der Komplex zwischen Sonde und Protein auch wihrend
der denaturierenden Bedingungen einer SDS-Polyacrylamidelektrophorese bestehen
bleibt. Die markierten Proteine konnen anschliefsend iiber die Reportergruppe de-

tektiert werden.

Durch die Verwendung einer photoreaktiven Gruppe bei der Markierung ist jedoch
eine Quantifizierung der einzelnen Proteine anhand der Reportergruppe schlecht
moglich. Dies begriindet sich in der schlechten Effizienz der photochemischen Mar-
kierungsreaktion, so daf nicht von einer vollstandigen Markierung samtlicher in Fra-
ge kommender Proteine ausgegangen werden kann.'? Weiterhin kénnen durch die

Verwendung eines Inhibitors als Ligand fiir den Aufbau solcher Proteinsonden nur
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aktive Proteine gefunden werden, wihrend die nicht aktiven Proenzyme (Zymogene)

auf diese Weise nicht detektiert werden.

4.5 Synthese von cyclischen RGD-Peptiden

Von cyclischen RGD-Peptiden ist bekannt, daf sie als Liganden an einige Integrine
binden (Tab. 2.1, Seite 19). Durch die Derivatisierung mit einem Linker sollen Pepti-
de dargestellt werden, die nach Immobilisierung auf einer festen Phase Integrine und
assoziierte bzw. verwandte Proteine aus einer Proteinlosung RGD-abhingig binden
konnen. Das nach Elution erhaltene und vereinfachte Proteom — das Subproteom —

kann dann weiter analysiert werden.

Die gewiinschte Derivatisierung von solchen Peptiden kann durch eine Verkniipfung
mit einem Linker in der Seitenkette von dem enthaltenen Lysin erreicht werden,

wobei die neuen Derivate auf ihre biologische Aktivitat iiberpriift werden miissen.

4.5.1 Synthese von Lysinderivaten

Darstellung von Fmoc-Lys(Dde)-OH 66

Fmoc-NH. __COOH Fmoc—NHvCOOH

T = T

®NH3 o N
©
CF3C00 i‘::“\
o
64 65 66

Abbildung 4.34: a) NEty, DMF, RT, 16 h, 82 %.
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Bei Dde handelt es sich um eine Schutzgruppe, die orthogonal zur Fmoc/Boc-
Synthesestrategie ist.[°”l Deshalb kann sie fiir die Synthese von Peptiden verwendet
werden, die in der Seitenkette von Lysin derivatisiert sind. Mit der Dde-Schutzgruppe
lassen sich selektiv primére Aminogruppen leicht schiitzen, wobei die Schutzgrup-
pe insgesamt eine hohe Stabilitdt aufweist. Die Abspaltung erfolgt sehr schnell mit

einer 2%igen Hydrazin-Losung.

Fmoc-L-Lys-OH-TFA 64, welches aus Fmoc-L-Lys(Boc)-OH durch Umsetzung mit
TFA in DCM (1:1) dargestellt werden kann, wird mit Dde 65 zur Reaktion ge-
bracht. Die Darstellung von 66 gelingt in einem Schritt und verlauft sauber mit
guter Ausbeute von 82 % (Abb. 4.34). Das Vorliegen des Produktes 66 wird dabei
sowohl durch die NMR- als auch der MS-Spektren gestiitzt. Im ESI-MS ist bei m/z
533.2 der [M+H]* und bei m/z 555.2 der [M+Na|"-Ionenpeak zu finden. Das Pro-
dukt liegt nach der Synthese so rein vor, daf eine weitergehende Aufreinigung nicht

notwendig ist.

Darstellung von Fmoc-Lys(Linker-Boc)-OH 67

Ein weiteres Lysinderivat, welches fiir die Festphasensynthese eingesetzt werden
kann, stellt Verbindung 67 dar, die im Gegensatz zu Fmoc-Lys(Dde)-OH 66 schon
mit einem Linker verkniipft wurde. Fiir die Darstellung wird Fmoc-Lys-OH-TFA
mit dem Linker 34 gekuppelt. Hierbei wird das Carbodiimid EDC verwendet, wel-
ches sich sehr leicht durch wifsrige Extraktion der organischen Phase entfernen lafst.
Nach Flashchromatographie wird dann das Produkt als farbloser Feststoff mit einer
Ausbeute von 79 % in 95 % Reinheit (RP-HPLC) erhalten. Auch nach wiederhol-
ter Saulenchromatographie konnte die Reinheit nicht weiter gesteigert werden. Eine
mogliche Ursache ist in dem schlechten Laufverhalten von 67 an Kieselgel zu su-
chen. Daher miissen sehr polare Solventien zur Elution verwendet werden, wobei

nicht ausgeschlossen werden kann, dafs Verunreinigungen bei diesen Bedingungen
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koeluiert werden. Im ESI-MS sind neben Signalen fiir das Produkt allerdings keine
weiteren zu finden. So befindet sich bei m/z 599.3 der [M+H-Boc|*- und bei m/z
699.3 der [M+H]|"-Peak. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wird oft in ESI- und
vor allem in MALDI-ToF Massenspektren beobachtet.

64 34
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Abbildung 4.35: a) EDC-HCI, NHS, NMM, DMF, RT, 3 h, 79 %.

4.5.2 Darstellung von RGD-Cyclopeptiden

Fiir die Darstellung der Cyclopeptide (Tab. 4.4) werden zunéchst die Aminoséuren
mittels Festphasensynthese an 2-Chlortritylharz linear verkniipft. Als erstes wird
Glycin als C-terminale Aminoséaure an das Harz gekuppelt, da bei dieser Aminoséu-
re eine Epimerisierung wiahrend der spéteren Cyclisierung nicht moglich ist. Aller-
dings kann es — wihrend des Elongationsschrittes am Harz — zu niedrigeren Aus-
beuten an linearem Peptid aufgrund von Diketopiperazin-Bildung auf der Dipeptid-
Stufe kommen. Die Peptidsynthese wird manuell durchgefiihrt, da sie im Gegensatz
zur automatischen Synthese im Peptidsynthesizer eine Reaktionskontrolle bei jedem
Schritt leichter ermoglicht. So wird jeder Kupplungs- bzw. auch jeder Entschiit-
zungsschritt mittels MALDI-ToF MS, oder wenn notwendig, auch mit Hilfe der

analytischen RP-HPLC kontrolliert. Fiir das Abspalten vom dem sehr sduresensi-



4.5 Synthese von cyclischen RGD-Peptiden 85

tiven 2-Chlortritylharz wird eine Mischung aus HFIP/DCM (1:4) verwendet. Wie
sich gezeigt hat, ist HFIP gerade sauer genug, um eine quantitative Abspaltung
vom Harz zu erreichen, ohne jedoch die permanenten Schutzgruppen in der Seiten-
kette zu entfernen.l! Dieses Verfahren ist daher der Abspaltung mit 1 % TFA in
DCM iiberlegen. Hier kann es bei dem Entfernen des Losungsmittels zu einer Auf-
konzentrierung der TFA kommen, wobei die Gefahr besteht, dafs sdureempfindliche
Schutzgruppen in der Peptidseitenkette abgespalten werden. Bei der Verwendung
von HFIP wird dies nicht beobachtet.

Tabelle 4.4: Ausbeute und Reinheit der synthetisierten cyclischen RGD-Peptide.

Peptid Ausbeute | Reinheit
P1 c(RGDfV) 57 % 100 %
P2 c(RGDfVFPA) 29 % 100 %
P3 c¢(RGDIK) 20 % 100 %
P4 c(RGDfK’A) 30 % 100 %
P5 | c¢(RGDfK(Linker)) 13 % 95 %
P6 | ¢(RGDfK(Linker)°A) 29 % 92 %

Nach dem Abspalten werden sémtliche Peptide in der Weise cyclisiert, dafs gleichzei-
tig sowohl eine Losung des linearen Peptides als auch eine Losung des Kupplungs-
reagenzes unter Pseudo-Verdiinnungsbedingungen zu einer Lésung von DIPEA in
DMF mit einer Spritzenpumpe zugegeben werden.[*>1% Durch die langsame Zu-
gabe soll sichergestellt werden, daf die linearen Peptide intramolekular eine Kopf-
Schwanz-Cyclisierung eingehen. Nachdem die Cyclisierung abgeschlossen ist, werden
die verwendeten saurelabilen Schutzgruppen acidolytisch entfernt. Die Rohprodukte
werden anschliefend durch Ether-Fallung aus der Reaktionslésung isoliert. Die nach
Zugabe von Ether erhaltenen farblosen Feststoffe enthalten noch kleinere Mengen an
Verunreinigungen, die durch eine Reinigung mittels praparativer ,reversed-phase’-

HPLC entfernt werden konnen.
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Die erhaltenen Peptide sind insgesamt hochrein (Tab. 4.4).

Um die Peptide P5 und P6, welche mit dem Linker 34 derivatisiert sind, darstel-
len zu konnen, sind zwei Synthesewege getestet worden. Bei dem ersten Weg wird
wihrend des linearen Elongationsschrittes Fmoc-Lys(Dde)-OH 66 eingesetzt. Die
Dde-Schutzgruppe zeichnet sich dadurch aus, daf sie orthogonal sowohl zu der Boc-
als auch zu der Fmoc-Schutzgruppe ist. Nach der Abspaltung von Dde mit 2 %
Hydrazin in DMF kann anschlieffend an der Lysinseitenkette eine Derivatisierung
erreicht werden, ohne die temporare Fmoc-Schutzgruppe zu entfernen. Mit Hilfe des
Kupplungsreagenzes TBTU wird nun der Linker 34 (Seite 34) an die nun entschiitz-
te Aminogruppe gekuppelt. 8!

Fiir den zweiten Syntheseweg wird wahrend der linearen Festphasensynthese das

bereits vorher synthetisierte Fmoc-Lys(Linker-Boc)-OH 67 eingesetzt.
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4.5.3 SPR-Studien mit Plazentamembranextrakt
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Abbildung 4.36: Bindungsexperiment mit Plazentamembranextrakt B an
c¢(RGDfK(Linker)) P5. Verdiinnung des Membranextraktes mit Integrin-Puffer B:
a) 1:1, b) 1:2.5, ¢) 1:5.

Bindungsexperimente mit dem Peptid ¢(RGDfK(Linker)) P5 zeigen, daf Protei-
ne im praparierten Plazentamembranextrakt vorhanden sind, die RGD-abhéngig
binden. In Abb. 4.36 ist das entsprechende Sensorgramm wiedergegeben. Hierbei
wird der Plazentamembranextrakt B mit dem Laufpuffer (Integrin-Puffer B) in un-
terschiedlichen Verhéltnissen verdiinnt und dann sukzessiv injiziert. Zur Kontrol-
le wird wiederum die Referenzsubstraktion durchgefiihrt. Es wird eine konzentra-
tionsabhéngige Bindung an das immobilisierte Peptid P5 beobachtet. Mit Hilfe der
SPR-Studien wurde gefunden, daf sich die gebundenen Proteine durch den EDTA-

haltigen Integrin-Elutionspuffer B wieder eluieren lassen.

Zur Kontrolle, ob es sich hierbei tatséchlich um eine spezifische Wechselwirkung han-

delt, werden Kompetitionsexperimente mit verschiedenen Peptiden durchgefiihrt.
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Tabelle 4.5: Peptide mit ihren entsprechenden ICsg-Werten.

Peptid Integrin I1C; Integrin 1G5
P1  ¢(RGDfV) as 0 11 pMio Q33 1 nM[02l
P2 ¢(RGDfVPA) as 0.6 Mol a,f3  nicht bekannt
P3  ¢(RGDfK) s nicht bekannt 33 2 nM[103]

Von diesen Peptiden ist bekannt, dafs sie jeweils eine hohe Affinitdt bzw. Selek-
tivitdt zu einem bestimmten Integrin haben. In Tab. 4.5 sind die entsprechenden
IC50-Werte, die sich auf die Hemmung der Bindung von Vitronectin (o, /f3) bzw.

Fibronectin (as(;) an das entsprechende Integrin beziehen, angegeben.
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Abbildung 4.37: Kompetition in Losung von verdiinntem Plazentamembranextrakt (1:1)
mit 16slichem ¢(RGDfV) P1 an immobilisiertem P5. Konzentrationen: a) 0 M, b) 100 M,
c) 200 pM, d) 500 pM.

Die Kompetitionsstudien in Losung belegen, daf eine selektive RGD-abhéngige Bin-

dung an das immobilisierte Peptid P5 stattfindet. Dazu wurde zunéchst eine kon-
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stantgehaltene Verdiinnung (1:1) des Plazentamembranextraktes B mit dem Peptid
P1, welches eine hohe Affinitdt zu dem Integrin «, 33 besitzt, 30 min lang inkubiert
und dann in das SPR-Gerét injiziert. Abb. 4.37 zeigt, dafs eine héhere Peptidkon-

zentration zu einer Verringerung der Bindung an P5 fiihrt.
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Abbildung 4.38: Kompetition in Losung von verdiinntem Plazentamembranextrakt (1:1)
mit 16slichem c¢(RGDfVPA) P2. Konzentrationen: a) 0 uM, b) 100 uM, c¢) 200 uM, d)
500 nM, e) 1 mM.

Die Bindung von Fibronectin an das Integrin as3; wird von dem Peptid P2 gut
inhibiert.'! Kompetitionstudien in Losung mit diesem Peptid gegen den Plazen-
tamembranextrakt zeigen hier ebenfalls eine Verringerung der Bindung an P5 bei

steigender Konzentration des Peptides P2.

Mit dem Stammpeptid P3, von dem P5 abgeleitet ist, wurden ebenfalls Kompetiti-
onsstudien durchgefiithrt. Von P3 ist bekannt, daf es mit einer sehr hohen Affinitét
zu dem Integrin a,3; bindet (Tab. 4.5).'4 Die mit den beiden Peptiden P1 und

P2 gemachten Beobachtungen werden auch hier verifiziert.
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Abbildung 4.39: Kompetition von verdiinntem Plazentamembranextrakt (1:1) mit 16s-
lichem ¢(RGDfK) P3. Konzentrationen: a) 0 uM, b) 100 uM, ¢) 200 uM, d) 500 uM, e)
1 mM.

Mit Hilfe dieser Untersuchungen lafit sich sagen, dafs mit einer sehr grofen Wahr-
scheinlichkeit mehrere RGD-abhéngig bindende Integrine bzw. auch deren assoziier-

te Proteine, die in dem Plazentamembranextrakt vorkommen, an das immobilisierte

Peptid ¢(RGDfK(Linker)) P5 binden.

Die oben gemachten Kompetitionsstudien zeigen in Kombination mit Erfahrungen
aus der Arbeitsgruppe,'®®l daf die zwei Integrine 33 und os/3; eine gute Affinitét
zum Peptid P5 besitzen. Ein weiteres Indiz, daf es sich um Integrine handeln kann,
die an P5 binden, ist in dem Elutionsverhalten mit EDTA-haltigen Puffern zu finden,
da die Fihigkeit der Integrine Liganden zu binden stark von der Ca?*- bzw. der
Mn?*-Tonenkonzentration abhingt. Werden den Integrinen diese Ionen entzogen, so

wird auch keine Bindung mehr beobachtet. 8l
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4.5.4 Diskussion

Fiir biologische Tests wurden cyclische RGD-Peptide synthetisiert. Neben den nicht-
derivatisierten Peptiden P1-P4 wurden zwei neue Peptide P5 und P6 dargestellt,
welche mit einem Linker an der Lysinseitenkette versehen sind. Die Peptide P5
und P6 sollten sich iiber die Aminogruppe des Linkers an einer stationdren Phase

immobilisieren lassen.

Fiir die Synthese der Peptide P5 und P6 wurden unterschiedliche Synthesewege
getestet. Sowohl die Dde-gestiitzte Synthese als auch der Einsatz des bereits vorher

derivatisierten Lysins fiihren zu &hnlichen Ausbeuten und Reinheiten.

Die Verwendung von Fmoc-Lys(Alloc)-OH fiir die Darstellung der Peptide P5 und
P6 fiihrt zu einer Ausbeute, die nur ein Zehntel dessen erreicht, was mit den neuen
Synthesewegen moglich ist. In eigenen Versuchen hat sich gezeigt, daf die Entfernung
der Alloc-Schutzgruppe mit Pd(PPhs), problematisch sein kann bzw. unvollstéandig
bleibt. Als Allylgruppen-,scavenger® wurden sowohl N-Methylmorpholin als auch
Phenylsilan, welches fiir besonders milde Bedingungen gute Ausbeuten liefert, ein-
gesetzt. Ein weiteres Problem stellen Riickstdnde des Katalysators Pd(PPhg), dar,
welcher nicht vollstandig vom Harz wieder entfernt werden konnte, obwohl mit Di-
thiocarbamat, was zum Entfernen der Katalysatorreste empfohlen wird, gewaschen
wurde.'%1 Die nachfolgenden Kupplungsreaktionen verlaufen dann nicht mehr

vollstandig.

Um zu iiberpriifen, ob die neuen Peptide iiber eine biologische Aktivitat verfiigen,
wurden SPR-Studien durchgefiihrt. Das Peptid P5 wurde auf einen Sensorchip im-
mobilisiert und mittels SPR-Studien hinsichtlich seiner Affinitdt zu RGD-abhéingig
bindende Proteinen hin iiberpriift. Dazu wurde ein préparierter Plazentamembran-
extrakt verwendet, der eine gute Quelle fiir z. B. Integrine ist.[*! Aus den durchge-
fiihrten Kompetitionsstudien in Losung mit den Peptiden P1, P2 und P3, die sich

als gute Bindungspartner zu bestimmten Integrinen erwiesen haben, kann abgeleitet
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werden, daf offensichtlich mehrere RGD-abhéngig bindende Integrine und eventuell
auch deren Assoziationspartner an das immobilisierte Peptid P5 binden. Da mit
den SPR-Studien bewiesen wurde, dafs P5 iiber eine biologische Aktivitit verfiigt,
kann es fiir affinitdtschromatographische Isolierungen von Proteinen eingesetzt wer-
den. Auf diese Weise soll ein spezielles Subproteom fiir RGD-abhéngig bindende

Proteine erzeugt werden.

4.6 Subproteome aus Plazenta

Plazentagewebe ist eine gute Quelle zur Isolierung von Proteinen. Aufgrund der
Tatsache, dak sie relativ leicht zu beschaffen ist, wird sie haufig zur Gewinnung von

z. B. Integrinen benutzt.!!10)

Da Plazentagewebe sehr proteinreich ist, sollte versucht werden, neben Integrinen
auch MMPs zu isolieren. Als schnell wachsendes und sich veranderndes Gewebe wur-
de vermutet, dak es MMPs des Kollagenase- und Gelatinase-Typs enthalten sollte,
da besonders diese Enzyme stark an Um- und Abbauprozessen in Geweben betei-
ligt sind (Tab. 2.2). Eine Isolierung von MMPs aus Plazentagewebe wurde bislang
noch nicht beschrieben, so daft aufbauend bzw. ableitend von bekannten Versuchs-
vorschriften zur Isolierung von MMPs eine neue Methode ausgearbeitet wurde. So
sind MMPs bereits schon aus Muskelgewebe von Ratten,'' aus Aortagewebe, 1%
und aus Leukozyten isoliert worden.'3 Um moglichst reine MMPs und Integrine
zu erhalten, werden Expressionssysteme auf Basis von Zellkulturtechnik benutzt.
Rekombinant hergestellte, sekretierte Proteine sind idealerweise schon so rein, daf

eine weitergehende Aufreinigung meist nicht notwendig ist.[11%114]
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4.6.1 Plazentapraparation

Das frisch aufgetaute Gewebe wird zunéchst zerkleinert, mit MMP-Puffer A versetzt
und homogenisiert (Abb. 4.40). Da sich die Zusammensetzung des MMP-Puffers A
und des Integrin Puffers B, welcher von Eble et al. verwendet wird,!"™'% nicht so stark
unterscheiden, sollte davon ausgegangen werden, dafs die Integrinaktivitat wahrend
der Gewebeaufarbeitung erhalten bleibt.[''5116] Nach der Zentrifugation wird der
Uberstand, der die 16slichen MMPs enthalten sollte, abdekantiert. Das Pellet wird
noch einmal in MMP-Puffer A resuspendiert und zentrifugiert, um das Membrange-
webe auf diese Weise noch einmal zu waschen. Das so erhaltene Pellet kann sowohl
in Integrin Extraktionspuffer A als auch in B resuspendiert werden, um die mem-
bransténdigen Integrine zu solubilisieren.['1%117 Die Integrin Extraktionspuffer sind
aufgrund ihrer hohen Detergenzkonzentration in der Lage, die natiirliche Lipidum-

gebung integraler Membranproteine nachzuahmen.
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Abbildung 4.40: Schematische Darstellung der Plazentapréiparation.
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4.6.2 Herstellung von Affinitatssaulen
Selektive Saule fiir MMPs (Saule I)

Fiir die Herstellung einer Affinitatsséaule zur Isolierung und Aufreinigung von MMPs
wird das Marimastat-Derivat 18 an eine NHS-aktivierte Sepharosematrix gekup-
pelt. Fiir die Reaktion wird das Marimastat-Derivat 18 in HBS-EP-Puffer geldst
und anschliefsend auf die Séule aufgetragen. In Abb. 4.41 ist die Ligandenkupplung

schematisch wiedergegeben.
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Abbildung 4.41: Ligandenkupplung an NHS-aktivierter Sepharose.

Bei der Kupplungsreaktion reagiert die Aminogruppe im wiéfrigen Milieu bei pH
6-9 sehr schnell und effizient mit dem NHS-Aktivester. Die Reaktion ist nach 1-2 h
beendet. Dabei wird der Fortschritt bzw. das Ende der Reaktion durch analytische
HPLC ermittelt. Aus dem Integralverhéltnis vor und nach der Kupplungsreaktion
wurde berechnet, daf die Séule mit 6 gmol/ml der theoretisch moglichen 10 gmol/ml
beladen werden konnte. Bevor die Saule eingesetzt wird, miissen die NHS-Gruppen,
die nicht mit 18 reagiert haben, desaktiviert werden. Dazu wird die Sdule mit MMP-
Puffer A gewaschen und iiber Nacht bei 4 °C belassen. Die primdre Aminogruppe
der Tris-Puffersubstanz reagiert dabei mit den noch vorhandenen NHS-Aktivestern,

wobel diese desaktiviert werden.
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Integrinselektive Sdule (Saule 1)

Zur Herstellung einer Affinitétsséule, die eine Selektivitét fiir Integrine aufweist, wird
das Peptid ¢(RGDfK(Linker)) P5 an NHS-aktivierte Sepharose gekuppelt. Dazu
wird eine Losung aus P5 in Kupplungspuffer auf die Séule aufgetragen. Die Reaktion

ist nach 1 h mit einer Effizienz von 86 % (RP-HPLC) abgeschlossen.

4.6.3 Affinitatschromatographisches Auffinden von MMPs

Durch die Verwendung eines immobilisierten Liganden, der eine hohe Affinitdt zu
MMPs besitzt, sollte ein Subproteom erzeugt werden konnen, daf anschliefsend er-
heblich schneller und einfacher zu analysieren ist. Dabei sollen sowohl sémtliche

MMPs als auch deren assoziierte Proteine aus einer Losung ,.gefischt werden.
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Abbildung 4.42: Ergebnis der Affinitdtschromatographie von Plazentaextrakt an immo-
bilisiertem 18. (10%iges Trenngel, Silberfarbung, 1: Marker (SeeBluePlus 2 Pre-Stained
Standard); 2: Plazentaextrakt; 3: Waschdurchlauf; 4: Elution I; 5: Elution II.)

Die aus der Plazentapréparation erhaltene MMP-Fraktion I wird mit einer Ge-
schwindigkeit von 1 ml/min auf die Sdule I aufgetragen. Damit die Sdule moglichst

hoch mit MMPs geséttigt ist, wird das gesamte Volumen der Fraktion aufgetragen.
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Nach der Beendigung der Zugabe wird griindlich mit 30 Sdulenvolumina MMP-
Waschpuffer A gewaschen. In SPR-Studien wurde belegt, dafs sich die gebundene
MMP-2 durch Waschen der Sensorchipoberfliche mit HBS-EP-Puffer relativ mild
eluieren léfst (s.o.). Folglich wird zunéchst der EDTA-haltige HBS-EP-Puffer ver-
wendet, um gebundene MMPs zu eluieren (Elution I). Ebenfalls ldft sich durch eine
Erhéhung der Salzkonzentration als auch durch eine Anderung des pH-Wertes eine
Elution eines Proteins herbeifithren. Der MMP-Elutionspuffer A besitzt diese beiden
Eigenschaften, so daf die Proteine, die noch nicht bei dem ersten Elutionsschritt von

der Matrix gelést wurden, in diesem Fall eluiert werden sollten (Elution II).[8]

In Abb. 4.42 ist das Ergebnis der Affinitdtschromatographie mit dem Marimastat-
Derivat 18 wiedergegeben. Bei der Bahn 4 als auch bei der Bahn 5 ist zu erkennen,
daft die Komplexitdt des Proteinmusters erniedrigt wurde. In Bahn 5 sind jedoch
einige Banden deutlicher zu erkennen als in Bahn 4. Offensichtlich lassen sich mit
den drastischeren Bedingungen des MMP-Elutionspuffers A deutlich mehr Proteine

eluieren.

Fiir eine Analyse dieses auf Basis eines breitbandigen MMP-Inhibitors erzeugten
Subproteoms miissen die einzelnen Proteinflecke nach dem Standardverfahren aus-
geschnitten und anschliefsend nach einem tryptischen Verdau mittels MALDI-ToF

MS fingerprint Analyse charakterisiert werden.

Ebenfalls wire es moglich nach der Affinitdtschromatographie einen tryptischen Ver-
dau mit nachfolgender RP-HPLC durchzufiihren. Die aufgefangenen Fraktionen kon-
nen dann massenspektrometrisch untersucht werden. Multidimensionale chromato-
graphische Ansétze dieser Art haben sowohl den Vorteil der Automation als auch

den des hohen Durchsatzes (Kap.2.1).I!
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4.6.4 lIsolierung von RGD-abhingig bindenden Proteinen

Die Isolierung und Auffindung von allen RGD-abhéngig bindenden Proteinen, wie
z. B. Integrinen, mittels Affinitdtschromatographie setzt bei einem funktionellen Pro-
teomansatz einen immobilisierten Liganden voraus, der eine gute Selektivitét fiir
solche Proteine besitzt. Zur Erzeugung eines entsprechenden Subproteoms sollen
RGD-Peptide, die sich als gute Bindungspartner fiir einige Integrine erwiesen haben
(Kap. 2.5), eingesetzt werden. Zur Immobilisierung eines Peptides ist eine Derivati-
sierung mit einem Linker notwendig, welche sich nicht negativ auf die Bindungsei-
genschaften auswirken darf. Von dem underivatisierten Peptid ¢(RGDfK) P3 ist be-
kannt, dafs es eine signifikante Affinitdt zu Integrinen besitzt, die zur a,,-Untergruppe

gehoren. So bindet es z. B. sowohl an das «, (s als auch an das a,,f5-Integrin. 3% 19
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Abbildung 4.43: Ergebnis der Isolierung der Integrine mittels SDS-PAGE. (10%iges
Trenngel, Silberfarbung, 1: Marker (SeeBluePlus 2 Pre-Stained Standard); 2: Plazenta-
membranextrakt; 3: Extraktdurchlauf; 4: Produkte der Isolierung mittels Peptid P5.[103])
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Eine Derivatisierung des Peptids an der Aminogruppe der Lysinseitenkette fiihrt so-
gar oft zu einer stérkeren Bindung der genannten Integrine.l'%%12% Bei eigenen Unter-
suchungen hat sich nach SPR-Studien erwiesen, daf das Peptid ¢(RGDfK(Linker))
P5 eine RGD-abhéngige Affinitdt zu Proteinen aus Plazentamembranextrakt be-

sitzt.

Die affinitatschromatographische Isolierung von RGD-abhéngig bindenden Protei-
nen aus Plazentamembranextrakt mit dem Peptid P5 wurde von Tobias Schulz im
Rahmen seiner Diplomarbeit durchgefithrt.'% Abbildung 4.43 zeigt das Ergebnis
dieser Isolierungsstrategie. Durch Western-Blotting konnte gezeigt werden, daf die
auf diese Weise gewonnene Proteinfraktion (Bahn 4) neben «, 35 noch die Integrine

05 und a3 enthilt. 109

Die Bindung der Proteine ist auf die gemeinsame Erkennung der RGD-Sequenz
zuriickzufithren. Mit der dieser Proteinisolierung konnte beispielhaft gezeigt werden,
dafs durch Wahl und Design eines geeigneten, relativ unspezifischen Liganden, wie
hier das Peptid P5, ein funktioneller Proteomansatz verfolgt werden kann. Durch
verdnderte Wasch- und Elutionsbedigungen sollte ein Interactomics-Ansatz verfolgt

werden konnen, bei dem auch entsprechende Interaktionspartner mitisoliert werden.

4.7 Synthese eines Maleinimidderivates

Maleinimid bzw. Maleinimidderivate reagieren mit freien Sulfhydrylgruppen. Mit
der Verkniipfung eines Maleinimids mit einem Fluoreszenzfarbstoffes konnen dann

die Proteine, deren SH-Gruppen markiert wurden, detektiert werden.

Das Maleinimidderivat 70 ist in 3 Stufen (Abb. 4.44) zugénglich. Zunéchst wird das
nach Umsetzung mit Ethylchlorkohlenséure voraktivierte Maleinimid 68, mit dem
mono-Boc-geschiitzten Linker 30 unter Eiskiihlung in einem NaHCOj3-Puffer zur Re-

aktion gebracht. Dabei entsteht intermediér ein Imid-Amid 71. Begleitet wird die
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Abbildung 4.44: a) NaHCO3, THF /H»0, 0 °C—RT, 1.5 b, 60 %; b) TFA/DCM (1:1),
RT, 45 min, 99 %; ¢) Dansylchlorid 55, NEt3, DCM, 0 °C—RT, 2.5 h, 64 %

Reaktion durch eine Absenkung des pH-Wertes, weshalb es erforderlich sein kann,
weiteres NaHCOj als Puffer hinzuzufiigen.'?!l Aus fritheren Studien an diesem Re-
aktionstyp wurde empirisch gefunden, daf der Ringschluff zum Maleinimid einen
pH-Wert von 8.5 benotigt. Desweiteren scheint das Hydrogencarbonation einen ka-
talytischen Einfluk zu besitzen.I™ Nach Séulenchromatographie wird dann 69 in
60 % Ausbeute als farbloses Ol erhalten. Die Verbindung wird anhand der NMR-

und Massenspektren eindeutig charakterisiert.
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Nachdem die Boc-Schutzgruppe entfernt wurde, wird die freie Aminogruppe mit
Dansylchlorid 55 zu dem Derivat 70 umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie wird

das Produkt als gelb fluoreszierendes Ol mit einer Ausbeute von 64 % rein erhalten.
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4.7.1 Diskussion

Eine Derivatisierung von 69 mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen konnte nicht er-
reicht werden (Abb. 4.45). Die Kupplung von z. B. 5(6)-Carboxyfluorescein fiihrte
zu einer sehr hohen Wasserloslichkeit des Produktes, was eine Aufarbeitung sehr
erschwert hat. Desweiteren hydrolysierte das Maleinimid 73 beim Aufkonzentrieren
bzw. FEinengen. Eine mogliche Ursache ist in dem phenolischen Proton der Fluores-
ceingruppe zu suchen, welches offensichtlich eine geniigend hohe Aciditét besitzt, um
eine Ring6ffnung herbeizufiihren. Es ist bekannt, daf solche Maleinimidverbindun-
gen sehr leicht durch Wechsel des pH-Wertes abgespalten werden konnen, weshalb sie
auch Anwendung als Schutzgruppe gefunden haben.[™ Probleme dieser Art wurden

bei der Synthese des Dansyl-Derivates 70 nicht beobachtet.

Die Verbindung 70 kann zur Sulthydrylgruppenmarkierung von Proteinen/Peptiden
benutzt werden, da die Maleinimidgruppe sehr leicht mit ihnen reagiert. Die Sub-
stanz wurde an Prof. Dr. K. Dietz (Universitit Bielefeld, Fakultét fiir Biologie)
zwecks biologischer Untersuchungen (Kap. 2.13) iibergeben. Die Ergebnisse zu die-

sen Studien liegen derzeit noch nicht vor.

O N
©)
N O NHs a) |

CF3COO®
o)

72 73

Abbildung 4.45: a) 5(6)-Carboxyfluorescein, EDC-HCI, NMM, DMF, RT, 4 h.



5 Zusammenfassung

Das Proteom beschreibt die Gesamtheit der Proteine, die von einem Organismus un-
ter bestimmten Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt exprimiert wird.
Die Proteomik ist dabei die Disziplin, die in einem parallelisierten Ansatz eine Ana-
lyse aller Proteine in einer Zelle, Gewebe oder Fliissigkeit betreibt. Wegen der enorm
groften Anzahl exprimierter Proteine in einer Zelle unterliegt die Proteomanalyse ei-

nigen Schwierigkeiten, weshalb es notwendig ist, neue Konzepte zu entwickeln.

Die vorgestellten experimentellen Arbeiten fiir eine neue, aktivitéitsbasierte Methode
in der funktionellen Proteomik beschéaftigen sich mit der Darstellung immobilisier-
barer Liganden, die Affinitdt zu Proteinen der Zellmembran oder der extrazellularen
Matrix besitzen. Ziel ist es, z. B. mittels Affinitdtschromatographie Proteinfamilien
und etwa gleichzeitig auch deren Interaktionspartner zu isolieren. Die auf dieser Basis
erzeugten Subproteome sollten sich einfacher und schneller als das Gesamtproteom

analysieren lassen.

Fiir ein erstes Testsystem wurde ein Hydroxamsaure-Inhibitor fiir Matrixmetallo-
proteinasen (MMP) mit einem Linker versehen, um Immobilisierung oder weitere
Derivatisierungen zu ermoglichen. Die MMPs, die neben den Integrinen, ADAMs,
TIMPs und vielen mehr, zu den Proteinen der extrazellularen Matrix (ECM) geho-
ren, sind schon lange im Blickfeld der pharmazeutischen Industrie, da viele Krank-
heiten ursédchlich auf eine Storung im Zusammenspiel der Proteine in der ECM
zuriickzufiihren sind. Die Forschung verspricht sich hier neue Ansétze bei der Suche

nach Leitstrukturen fiir die Entwicklung von Medikamenten.

101
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Als erste Testsubstanz wurde Marimastat 7 ausgewahlt, das ein breites Inhibi-
tionsspektrum fiir MMPs aufweist. Die neue Synthese stiitzt sich auf ein reaktives
hexafluoracetongeschiitztes Saurechloridderivat 17 einer a-Hydroxydicarbonséure
und erlaubt einen modularen Aufbau von neuen immobilisierbaren Marimastat-
Derivaten. Aufserdem konnten ebenfalls bedeutende Ausbeutesteigerungen bei der

Synthese von Marimastat 7 erreicht werden.

17 7

Ein mit einem Linker zur Immobilisierung versehenes Marimastat-Derivat 18 wur-
de erstmals in Losung synthetisiert. Oberflichenplasmonresonanz-Studien wurden
durchgefiihrt, um die neue Verbindung auf Bindungseigenschaften zu MMPs zu
prifen. Fiir die exemplarischen Studien wurde MMP-2 (Gelatinase A) ausgewéhlt,
da sie einen guten 1C50-Wert gegen die Stammverbindung Marimastat 7 besitzt.
Die SPR-Studien belegen, dafs die Derivatisierung mit einem Linker nicht zu einer
Verschlechterung der Bindungseigenschaften fiihrt. Als weitere Testsubstanz wurde
ADAMY eingesetzt. Bei den ADAMs (,,A Disintegrin And Metalloprotease) handelt
es sich ebenfalls um Proteine der extrazellularen Matrix die neben der Metallopro-
teinasedoméne iiber eine Disintegrindoméne verfiigen. Es sollte tiberpriift werden,
ob das neue Marimastat-Derivat 18 als Breitbandinhibitor eine Affinitat zu der Me-
talloproteinasedoméne aufweist. In den Studien konnte belegt werden, dafs das neue
Derivat eine gute Affinitdt zu ADAM9 aufweist, wobei unspezifische Wechselwir-

kungen ausgeschlossen werden konnen.

Die Verwendung eines derivatisierten Breitbandinhibitors erlaubt es ein Subproteom

zu erzeugen, das hauptsachlich MMPs und gegebenfalls mit diesen assoziierte Pro-
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teine enthélt. Auerdem liefen sich auch neue, noch nicht entdeckte MMPs leichter
entdecken. Deshalb wurden affinitdtschromatographische Experimente an immobi-
lisiertem Marimastat-Derivat 18 mit Plazentaextrakt durchgefiihrt. Nach der Af-
finitdtschromatographie konnte auf dem SDS-Polyacrylamidgel beobachtet werden,
daft das Komplexitatsmuster der Proteine nach der Elution deutlich erniedrigt war.
Daraus kann geschlossen werden, daf die neue Verbindung prinzipiell fiir die af-
finitdtschromatographische Isolierung bei einem aktivitdtsbasierten, funktionellen

Proteomikansatz eingesetzt werden kann.

=

OH O
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63

Weiterhin wurden neue Marimastat-Derivate synthetisiert, wie z.B. 63, die an
der freien Aminogruppe des Linkers iiber ein Konstrukt aus einer Reportergruppe
(Fluoreszenzfarbstoffe) und einer Reaktivgruppe (Photoaffinitdtsmarker) verfi-
gen. Nach Inkubation eines Zellaufschlusses mit Verbindungen dieses Typs wird
durch Bestrahlung eine kovalente Bindung zwischen Inhibitor mit Reportergrup-

pe und MMP hergestellt, die auch unter den denaturierenden Bedingungen einer
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SDS-Gelelektrophorese bestehen bleibt. Damit wiirden sich MMPs auf einem Poly-

acrylamidgel selektiv detektieren lassen.

Eine analoge Strategie erlaubt die Anreicherung von Integrinen, transmembranen
Glycoproteinrezeptoren, die bei der Zelladhésion eine Rolle spielen und in viele phy-
siologische und pathologische Geschehen involviert sind. Cyclische RGD-Peptide
weisen gute Affinitdt zu bestimmten Integrinen auf. Daher wurden modifizierte
RGD-Peptide synthetisiert, die iiber einen Linker an einer festen Phase immobi-

lisiert werden konnen.

HN o H "
N
0 SN
o HN\,,(NH NH,
o
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0 H
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Zur Uberpriifung der Bindungseigenschaften wurden SPR-Studien mit priparier-
tem Plazentamembranextrakt an dem immobilisiertem Peptid ¢(RGDfK(Linker))
P5 durchgefiihrt. Die SPR-Studien belegen, dafs eine selektive RGD-abhéngige Bin-

dung an immobilisiertes P5 stattfindet.

Mit einer nachfolgenden Affinitdtschromatographie konnten mehrere RGD-abhéngig
bindende Proteine angereichert werden. Das Peptid P5 ist ein Ligand fiir Integrine
und erlaubt in der funktionellen Proteomik die Erzeugung eines Integrinsubpro-

teoms.
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6.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Zur Schmelzpunktbestimmung wurde das Gerét Biichi Melting Point B-540 verwen-
det; die angegebenen Werte sind nicht korrigiert.

Die optischen Drehwerte wurden mit dem Polarimeter DIP-360 der Firma Jasco

ermittelt.

Die Infrarotspektren wurden mit einem Spektrometer FT/IR-410 des Herstellers

Jasco nach Basislinienkorrektur erhalten.

Die 'H-NMR- und ¥C-NMR-Spektren wurden auf den Geriten Bruker AM 250
(Basisfrequenz: 249.9 MHz fiir 'H und 62.9 MHz fiir *C, Temperatur: 303 K) und
Bruker DRX 500 (Basisfrequenz: 499.9 MHz fiir 'H und 125.7 MHz fiir *C, Tempe-
ratur: 298 K) aufgenommen. Bei der Aufnahme von *C-NMR-Spektren wurde die
Breitbandentkopplung in Kombination mit J-moduliertem Spinechoexperimenten
verwendet. Die Angabe, ob es sich um p, s, t, oder q Kohlenstoffatome handelt, ist
dann angegeben, wenn 3C-DEPT-Spektren gemessen wurden. *F-NMR-Spektren
wurden ohne 'H-Breitbandentkopplung aufgenommen. Der verwendete Standard ist

bei den entsprechenden Spektren angegeben.

Die Massenspektren wurden mit dem Gerdt VG Autospec (Fisons) aufgenommen.
Als Ionisationsverfahren diente die chemische Ionisation oder die Elektronenstoftio-

nisation bei 70 eV; angegeben ist die relative Intensitdt der Signale beziiglich des

105
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Basispeaks. Die MALDI-ToF-Spektren wurden mit dem Voyager System DE (PE
Biosystems) gemessen. Fiir die Aufnahme der ESI-Massenspektren wurde das Ge-
rat Esquire 3000 (Bruker) verwendet. Die angegebenen berechneten Molekiil- bzw.

Pseudomolekiilionenmassen sind monoisotopische Massen.

Die Massenfeinbestimmungen wurden auf einem Fourier-Transform-Ionencyclotron-
resonanz-Massenspektrometer APEX III (Bruker) mit einem supraleitenden 7.0 T-

Magneten durchgefiihrt.

Fiir ,reversed-phase“-HPLC wurden folgende Gerdte und Parameter verwendet:

analytisch: Pumpe: Thermo Separation Products P4000, Detektor: Thermo Sepa-
ration Products UV6000LP bei A = 220 nm, A = 256 nm und A = 290 nm,
Séule: Vydac Protein and Peptide C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm) oder Pheno-
menex Jupiter C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm), Flufrate: 1.0 ml/min.

praparativ: Pumpe: Thermo Separation Products P4000, Detektor: Thermo Sepa-
ration Products UV1000 bei A = 220 nm, Saule: Vydac Protein and Peptide
C18 (10 pm, 250 x 22 mm), Flufrate: 10 ml/min.

Eluent A: Wasser/Acetonitril/ TFA (95/5/0.1) (v/v/v)

Eluent B: Wasser/Acetonitril/TFA (5/95/0.1) (v/v/v)
Gradient | 0-5 min 100 % A

5-30 min 100 % A-70 % A/30 % B

30-40 min 70 % A/30 % B-100 % B
40-50 min 100 % B-100 % A

Zur Saulenchromatographie bzw. Flashchromatographie wurde Kieselgel 60, 0.063—
0.200 mm, sowie 0.040-0.063 mm (Merck) verwendet.
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Die Diinnschicht-Chromatographie erfolgte mit Kieselgel 60 Fa54 auf Al-Folie der
Firma Merck. Zur Detektion diente ein UV-Strahler MinUVIS der Firma Desaga. Die

Zusammensetzung der Laufmittelgemische ist in Volumenverhéltnissen angegeben.

Die Elementaranalysen wurden mit dem Gerat CHNS-932 der Firma Leco durchge-

fiihrt.

Die verwendeten Losungsmittel wurden destillativ gereinigt, wenn notig nach den
iiblichen Verfahren absolutiert. Fiir die Synthesen unter Inertgas wurde nachgetrock-
neter Stickstoff verwendet. Acetonitril fiir die HPLC wurde von der Firma Merck
in Lichrosolv-Qualitat bezogen. Wasser fiir die HPLC und fiir die unten genannten

Puffer wurde einer MilliQQ Reinstwasseranlage (Millipore) entnommen.

Die Verbindungen (25,3 R)-2-Hydroxy-3-isobutylbernsteinsdure 15 und (2R)-4-Me-
thyl-2-((45)-5-0x0-2,2-bis-(trifluormethyl)-1,3-dioxolan-4-yl) pentansdurechlorid 17
(Seite 43) wurden, wie bereits in der eigenen Diplomarbeit beschrieben und verof-

fentlicht, synthetisiert.["> 7!

6.2 Allgemeine Angaben zu den biochemischen Experimenten

6.2.1 Puffer

MMP-Puffer A 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 M NaCl, 5 mM
CaCly, 0.02 % Brij 35, 0.02 % NaN3, 1 mM
PMSF

MMP-Elutionspuffer A 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 500 mM NaCl,
100 mM CaCly, 0.02 % Brij 35, 0.02 % NaNs,
1 mM PMSF

MMP-Waschpuffer A 50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 0.2 M NaCl, 5 mM

CaCly, 0.5 mM ZnCly, 0.02 % Brij 35,
0.02% NaNj3, 1 mM PMSF
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ADAM-Puffer 100 mM Tris-HC1 pH 7.4, 100 mM NaCl,
10 mM CaCly, 20 mM ZnCl,

Integrin Extraktionspuffer A 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl,
100 mM [-Octylthioglucopyranosid, 2 mM
MgCl,, 1 mM PMSF, 1 mM NEM

Integrin Extraktionspuffer B 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl,
0.5 % (w/v) Triton X-100, 2 mM MgCls,
1 mM PMSF, 1 mM NEM

Integrin Puffer B 25 mM Tris-HC1 pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM
MgCly, 0.5 % Triton X-100, 1 mM NEM,
1 mM MnCl,

Integrin Elutionspuffer B 25 mM Tris-HC1 pH 7.4, 150 mM NaCl,
10 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 0.5 % Triton
X-100, 1 mM NEM

HBS-EP Puffer 0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM
EDTA, 0.005 % Surfactant P20

Kupplungspuffer 0.2 M NaHCOg3 pH 8.3, 0.5 M Na(Cl

Elektrophoresepuffer 190 mM Glycin, 25 mM Tris, 0.1 mM SDS

Fixierer-Losung 40 % (v/v) Ethanol, 10 % Glycerin, 10 %
(v/v) Essigsdure

Silberkomplex-Losung 2 % (w/v) AgNOs, 2 % (w/v) NH4;NO3

Moderator 10 % (w/v) Wolframatokieselsdure

Entwickler 3 % Formaldehyd

Beschleuniger 5% (w/v) NayCO3

Stopp-Losung 5 % (v/v) Essigséure

Coomassie-Losung 0.2 % (w/v) Coomassie Briliant Blue G-250,

45 % (v/v) Methanol, 0.1 % (v/v) Essigséure
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3-fach Probenpuffer

Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer
Standard

6.2.2 Gerate

SPR

Sensorchip
Kontrollsoftware
Auswertungssoftware
Haushaltsmixer
Homogenisator
Chromatographie
Affinitatssaule

Zentrifugenkonzentrator

200 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25 % (w/v) Gly-
cerin, 6 % (w/v) SDS, 0.06 % (w/v) Brom-
phenolblau, 5 % (v/v) #-Mercaptoethanol
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

SeeBlue Plus pre-stained standard (4 bis 250
kD) (Invitrogen)

BIAcore 3000

CM5-Chip, research grade (BIAcore)
BIAcore Control Software 3.0
BIAevaluation 3.1

Waren Blender (Kenwood)

Ultraturrox (IKA)

Akta-prime FPLC (Amersham Biosciences)
HiTrap NHS-activated HP, 1 ml (Amersham
Biosciences)

Centricon CENTRIPLUS YM-50 (Millipore)
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6.3 Synthesen

6.3.1 Synthese von Marimastat 7 (Methode 1)

Boc-L-tert-Leucin 20

3.64 g (16.68 mmol) Di-tert-butyldicarbonat werden zu einer Losung aus 2.00 g
(15.25 mmol) L-tert-Leucin 19 und 0.67 g (16.80 mmol) NaOH in 40 ml Wasser / tert-
Butanol (1:1) gegeben. Die Losung wird iiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieffend
dreimal mit jeweils 50 ml EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit wenig geséttigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die organischen Phasen werden
verworfen. Dann werden die vereinigten wéssrigen Phasen auf pH 1.5-2.0 angeséuert
und viermal mit jeweils 50 ml EE extrahiert. Anschlieffend werden die vereinigten
organischen Phasen mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Nay,SO, ge-
trocknet. Nachdem das Losungsmittel entfernt wurde, wird das Produkt als farbloser

Feststoff erhalten.[??

Ausbeute: 3.28 g (14.17 mmol, 93 %), farbloser Feststoft.
Schmp.: 122 °C

Molmasse: 231.29 g/mol

Summenformel: C;;Hy; O4N

DC: Ry = 0.39 (PE/EE (2:1))

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 1.28 (s, 9H, CH;), 1.45 (s, 9H, CHy),
413 (d, 1H, 3J=9.5 Hz, CH), 5.11 (d, 1H, 3J=9.5 Hz, NH).
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BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § = 26.5 (CH;), 28.3 (CHj), 34.4 (C),
61.6 (CH), 80.0 (C), 155.6 (C=0), 176.9 (COOH).

IR (KBr, cm™): o = 3372, 3347, 1758, 1724, 1660, 1538, 1367, 1332, 1274, 1255,
1228, 1160, 978.

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 175 (6; M**-C4Hg), 130 (10), 119 (37), 101 (18), 86
(9), 75 (13), 57 (100), 43 (6).

Drehwert: [a)%! = +5.8 £ 0.1 (¢ = 0.6; EE).

Elementaranalyse: C H N

berechnet | 57.12 % 9.15% 6.05 %
gemessen | 57.23 % 870 % 6.03 %

Boc-L-tert-Leucin-N-methylamid 21

H O
(@] N\)]\N/
ars

Eine Suspension aus 1.00 g (4.32 mmol) Boc-L-tert-Leucin 20, 4.41 ml (25.92 mmol)
DIPEA, 1.51 g (4.70 mmol) TBTU und 0.75 g (14.1 mmol) N-Methylammonium-
chlorid in 16 ml ACN werden iiber Nacht bei RT geriihrt. Nachdem 50 ml EE hinzu-
gefligt worden sind, wird die Reaktionsmischung dreimal mit 5 % KHSO,4-Losung,
dreimal mit gesattiger NaHCO3-Losung und zweimal mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen. Anschlieffend wird {iber NaySO, getrocknet. Danach wird das Solvens

im Vakuum entfernt.®!! Der erhaltene Riickstand wird flashchromatographisch an

Kieselgel gereinigt (PE/EE 2:1).
Ausbeute: 0.74 g (3.05 mmol, 71 %), farbloser Feststoft.

Schmp.: 129 °C
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Molmasse: 244.32 g/mol
Summenformel: C;;H5,03N,
DC: Ry = 0.60 (PE/EE (1:1))

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.9 (s, 9H, CH;), 1.43 (s, 9H, CH;),
2.78 (m, 3H, NCH3) 3.92 (d, 1H, 3J=9.6 Hz, CH), 5.40 (d, 1H, 3J-9.6 Hz, NH),
6.55 (m, 1H).

13C-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § = 25.9 (CH3), 26.5 (CHs), 28.3 (CHj),
34.5 (C), 62.1 (CH), 79.5 (C), 155.9 (C=0), 171.6 (C=0).

IR (KBr, cm™!): & — 3330, 3272, 3104, 2969, 2875, 1681, 1650, 1567, 1523, 1482,
1365, 1251, 1178, 1078, 1006, 912, 863, 757.

MS (ESI): m/z (%)= 266.9 (100, [M+Na]", berechnet 267.2).
Drehwert: [a]%' = +13.4+0.2 (c = 1; EE).

Elementaranalyse: C H N
berechnet | 58.99 % 9.90 % 11.46 %
gemessen | 58.98 % 9.88 % 11.46 %

L-tert-Leucin-N-methylamid Trifluoracetat 22

166 mg (0.68 mmol) Boc-L-tert-Leucin- N-methylamid 21 werden in 5 ml TFA /DCM
(1:1) gelost und 2 h lang bei RT geriihrt. Dann wird das Solvens im Vakuum entfernt.
Anschlieflend wird das Produkt lyophilisiert.

Ausbeute: 174 mg (0.68 mmol, 99 %), leicht gelblicher Feststoff.
Schmp.: 122.5 °C
Molmasse: 258.24 g/mol

Summenformel: CqH7F305N,
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MS (ESI): m/z (%)= 144.9 (100, [M+H]", berechnet 145.1).

Drehwert: [a)?! = +32.8 £ 0.1 (¢ = 2; Ethanol).

N*-((2R)-4-Methyl-2-((4S)-5-0x0-2,2-bis-(trifluormethyl)-1,3-dioxolan-4-
yl)-pentanoyl)-L-tert-leucin- N-methylamid 23

Unter Schutzgas wird eine Losung aus 35 mg (0.13 mmol) L-tert-Leucin-N-
methylamid Trifluoracetat 22 und 36 pL (0.26 mmol) Triethylamin in 10 ml trockem
THF iiber einen Zeitraum von 2 h bei -65 °C zu einer Losung aus 45 mg (0.13 mmol)
171! in 15 ml trockenem THF mit Hilfe einer Spritzenpumpe getropft. Nach Be-
endigung der Zugabe wird die Losung auf RT erwérmt und filtriert. Anschliefend
wird das Solvens im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in 50 ml eiskaltem
DCM aufgenommen. Die organische Phase wird schnell dreimal mit jeweils 5 ml
Eiswasser gewaschen. Dann wird die farblose Losung tiber NaySO,4 getrocknet und

im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 55.0 mg (0.118 mmol, 91 %), farbloser Feststoff.
Schmp.: 148 °C

Molmasse: 464.40 g/mol

Summenformel: CigHosFsO5N,

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.88 (d, 3H, 3J=6.7 Hz, CHCHj),
0.89 (d, 3H, 3J=6.7 Hz, CHCHS), 0.98 (s, 9H, CHy), 1.47 (m, 1H, CHCH,Hp),



114 Experimenteller Teil

1.64-1.74 (m, 2H, CHCH4Hjp), 2.76-2.83 (m, 4H, O=C(0)CHCH, NCHj;), 4.34
(d, 1H, 3J=9.4 Hz, NHCHCO), 4.73 (d, 1H, 3J-9.6 Hz, O—C(O)CHCH), 6.30 (q,
1H, 3J-4.6 Hz, NHCH,), 6.82 (d, 1H, 3J-9.4 Hz, NH).

YF-NMR (470.6 MHz, CDCI;, CFCl; extern): § = -80.4 (q, 3J=7.5 Hz, CF3),
-81.0 (q, *J=7.5 Hz, CF3).

IR (KBr, cm™!): 7 = 3315, 2962, 2933, 2875, 1851, 1644, 1541, 1370, 1321, 1240,
1189, 1136, 1072, 983, 722.

MS (CI, NH;): m/z (%)= 465 (100, [M+H]*), 406 (14), 299 (6).

MS (MALDI-FT-ICR, Dihydroxybenzoesidure): m/z gemessen 487.16360,
monoisotopische Masse berechnet fiir das Kation CigHogFgO5NoNa™ 487.16381.

N-(N’-Benzyloxy-(2R,3S)-2-hydroxy-3-isobutyl-4-succinamoyl)-(S)-tert-leu-
cin-N"-methylamid 24

Zu einer Losung aus 55 mg (0.12 mmol) 23 in 2 ml DCM wird eine Losung aus
192 mg (1.20 mmol) O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid und 180 uI (1.20 mmol)
Triethylamin in 5 ml DCM gegeben. Nach 3 h Riithren bei RT wird das Solvens
im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in 20 ml EE/Wasser (10:1) aufge-
nommen. Anschliefsend werden die Phasen getrennt und die organische Phase wird
dreimal mit 5 % KHSO,-Losung, einmal mit geséttigter NaHCO3-Losung und zum
Abschluft einmal mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Dann wird tiber NasSOy
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getrocknet und das Solvens wird im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird flash-

chromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM/Ethanol 30:1).

Ausbeute: 43 mg (0.10 mmol, 85 %), farbloses Ol.

Molmasse: 421.65 g/mol

Summenformel: Cy,H3505N3

DC: Ry = 0.32 (DCM/MeOH 20:1)

IH-NMR (500 MHz, D,-Methanol): § — 0.88 (d, 3H, 3J—6.5 Hz, CHCH;),
0.91 (d, 3H, 3J=6.5 Hz, CHCHj), 0.98 (s, 9H, CHs), 1.24 (m, 1H, CHCH,Hp),
1.49-1.62 (m, 2H, CHCH4Hp), 2.69 (s, 3H, NHCH;), 2.83 (ddd, 1H, 3J=5.0 Hz,
3J=9.5 Hz, 3J=9.5 Hz, HOCHCH), 4.00 (d, 1H, 3J=5.8 Hz, HOCHCH), 4.22 (s,
1H, HNCHCO), 4.80-4.85 (m, 2H, CH,0), 7.32-7.37 (m, 3H, CH,,.,1), 7.41-7.44 (m,
2H, CHgpyi)-

BC-NMR (125.7 MHz, D,-Methanol): § = 22.4 (CHs), 23.5 (CH;), 26.0
(NCH3), 26.8 (CH(CH;),), 27.2 (CHs), 35.4 (C), 39.7 (CHCH,), 49.4 (CH), 61.9
(CH), 72.9 (HOCH), 79.0 (CH,0), 129.5 (CH), 129.7 (CH), 130.3 (CH), 136.7 (C),
171.7 (C=0), 173.1 (C=0), 175.3 (C=0).

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 422.4 (100, [M+H]|", berechnet 422.2),
444.4 (76, [M+Na| ™, berechnet 444.2 ), 460.4 (42, [M+K]*, berechnet 460.2).

IR (NaCl, cm™): & = 3312, 3033, 2957, 2871, 2086, 1643, 1535, 1369, 1256, 1237,
1213, 1146, 1083, 1016, 749, 698.
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Marimastat, (N-((2R,3S)-3,N’-dihydroxy-2-isobutyl-4-succinamoyl)-(S)-
tert-leucin-N"-methylamid) 7

Methode 1 Eine Suspension aus 42 mg (0.10 mmol) benzylgeschiitztem Marimastat
24 und 2.0 mg Pd/C (10 %) in 50 ml Methanol wird in einer Wasserstoffatmosphére
4 h lang bei RT hydriert. Dann wird die Losung durch eine Schicht Kieselgel filtriert
und das Solvens wird im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt kann mittels RP-HPLC

gereinigt werden.[*]
Ausbeute: 30.5 mg (92.0 pmol, 92 %), farbloser Feststoff.

Methode 2 Eine Losung aus 3.5 mg (50 gmol) Hydroxylammoniumchlorid und 8 ul
(50 pmol) NMM in 3 ml DMF wird bei RT zu einer Losung aus 21 mg (45 pmol) 23
getropft. Nach 2 h wird das Solvens im Vakuum entfernt und der Riickstand mittels

RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 12 mg (36 umol, 80 %), farbloser Feststoff
Molmasse: 331.39 g/mol

Summenformel: C5Hy9O5Nj3

'H-NMR (500 MHz, D,-Methanol): § — 0.88 (d, 3H, 3J-6.5 Hz, CHj), 0.92
(d, 3H, 3J=6.5 Hz, CH;), 0.98 (s, 9H, CHs), 1.26 (m, 1H, CHCH,4Hjp), 1.54 (m,
1H, CHCH 4Hp), 1.64 (m, 1H, CHCH Hp), 2.71 (s, 3H, NCH;), 2.84 (ddd, 1H,
8J=5.2 Hz, 3J-9.2 Hz, 3J-9.2 Hz, HOCHCH), 4.02 (d, 1H, 3.J—4.7 Hz, HOCHCH),
4.20 (m, 1H, HNCHCO), 7.86 (d, 1H, 3J-9.2 Hz, HONH).



6.3 Synthesen 117

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 332.5 (40, [M+H]", berechnet 332.2),
354.5 (100, [M+Na| ™, berechnet 354.2), 370.5 (38, [M+K]™, berechnet 370.2),

priaparative HPLC: tz = 35.5 min.

analytische HPLC: tz = 30.9 min.

6.3.2 Synthese von Marimastat 7 (Methode 2)

(2R)-2-[2,2-Dimethyl-4-ox0-1,3-(55)-dioxolanyl]-4-methylpentansdure 26

o = COOH

2.70 g (14.17 mmol) (25,3 R)-2-Hydroxy-3-isobutylbernsteinsaure 15 werden zusam-
men mit 268 mg (1.42 mmol) p-Toluolsulfonsiure in 31 ml 2,2-Dimethoxypropan
gelost und tiber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit einer Spatel-
spitze Kieselgel versetzt und filtriert. Anschliefend wird das Filtrat im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wird in 50 ml EE aufgenommen und dreimal mit jeweils 10 ml
Wasser sowie einmal mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Es wird iiber NaySO,
getrocknet und die organische Phase wird bis zur Trockne eingeengt. Anschliefsend
wird der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. Schnelllaufende
Verunreinigungen werden zunéchst mit DCM/MeOH (30:1) entfernt, anschliefend
wird das Produkt mit DCM/MeOH (5:1) eluiert.

Ausbeute: 1.67 g (7.25 mmol, 51 %; Lit. 83 %), farbloses O1.148!
Molmasse: 230.26 g/mol

Summenformel: C;1H;305
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DC: 0.63 (DCM/MeOH/AcOH 150:45:5)

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): § = 0.96 (d, 6H, 3J=5.2 Hz, CH(CHj),), 1.55 (s,
3H, CHs), 1.60 (s, 3H, CH;), 1.62-1.85 (m, 3H, CHCH,CHp), 2.94-3.04 (m, 1H,
HOCHCH, 4.46 (d, 1H, 3J—4.8 Hz, HOCHCH).

13C-NMR (62.9 MHz, CDCI,): § = 21.7 (p, CHCHs), 22.1 (p, CHCHj), 25.7
(t, CH(CHs)s), 26.1 (p, CCHs), 26.7 (p, CCH3), 36.5 (s, (CH3),CHCHS,), 45.0 (t,
CHCHCOOH), 74.1 (t, OC(O)CHCH), 111.2 (q, C(CHs)s), 171.8 (COOH), 177.6
(C=0).

IR (NaCl, cm™): 7 —3300, 2959, 2872, 2625, 1794, 1716, 1488, 1387, 1267, 1220,
1117, 984, 943, 889, 737.

MS (ESI): m/z (%)= 253.0 (100, [M+Na|*, berechnet 267.2).

(2R)-2-[2,2-Dimethyl-4-oxo-1,3-(5S)-dioxolanyl]-4-methylpentanoyl-L- tert-
leucin-N-methylamid 27

530 mg (2.30 mmol) 26 werden zusammen mit 441 mg (2.30 mmol) EDC-HCI und
310 mg (2.30 mmol) HOBt in 10 ml DCM geldst. Dann werden 252 ul (2.30 mmol)
NMM hinzugefiigt und 15 min lang bei 0 °C geriihrt. Anschlieftend wird eine Lo6-
sung aus 593 mg (2.30 mmol) L-tert-Leucin- N-methylamid Trifluoracetat 22 und
252 pl (2.30 mmol) NMM in 2 ml DCM hinzugetropft. Nachdem 18 h lang bei RT
geriithrt wurde, wird das Solvens im Vakuum entfernt und in 100 ml EE/Wasser (4:1)

aufgenommen. Die Phasen werden getrennt und die organische Phase wird dreimal
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mit jeweils 10 ml 5 % KHSO,-Losung, dreimal mit gesattigter NaHCO3-Losung
und zweimal mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Danach wird die Losung iiber
NaySO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird flashchromato-

graphisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 1:1).

Ausbeute: 467 mg (1.31 mmol, 57 %; Lit. 44 %), farbloser Feststoff.!**!

Schmp.: 121 °C

Molmasse: 356.46 g/mol

Summenformel: Ci3H3,05N5

DC: R; — 0.27 (PE/EE (1:1))

IH-NMR (500 MHz, CDCL): § — 0.89 (d, 3H, 3J=6.9 Hz, CHCH,), 0.91
(d, 3H, >J=6.9 Hz, CHCH;), 1.00 (s, 9H, C(CHz)s), 1.53 (s, 3H, CCHy), 1.57
(m, 1H, CHCH,Hp), 1.62 (s, 3H, CCHy), 1.64-1.76 (m, 2H, CHCHAHp), 2.78
(d, 3H, 3J=4.4 Hz, NCHy), 2.79 (ddd, 1H, 3J=5.7 Hz, 3J-6.9 Hz, 3J-6.9 Hz,
OC(0)CHCHCH,) 4.37 (d, 1H, 3J=9.4 Hz, NHCHCO), 4.46 (d, 1H, 3J=6.3 Hz,
OC(0)CHCH), 6.74 (m, 1H, NHCH,), 6.75 (d, 1H, 3J=9.4 Hz, NHCHCO).
BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;): § — 22.0 (CHCH;), 23.0 (CHCH;), 25.7
(CH(CHa),), 25.8 (CCHs), 26.0 (CCHs), 26.6 (C(CHa)s), 26.8 (NHCH,), 34.8

(C(CHs)3), 36.9 ((CH3),CHCH,), 47.3 (CHCHCOOH), 60.5 (NHCHCO), 74.1
(OC(O)CHCH), 110.9 (C(CHj3),), 170.6 (C=0), 170.9 (C=0), 171.9 (C=0).

);
)

IR (KBr, cm™!): # — 3318, 2958, 2878, 1793, 1643, 1536, 1467, 1411, 1386, 1367,
1267, 1128, 985, 890, 754.

MS (ESI): m/z (%)= 379.2 (60, [M+Na|™, berechnet 379.2), 395.3 (55, [M+K],
berechnet 395.2), 734.9 (100, [2M+Na| ", berechnet 735.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 379.22022, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation CigH3,05NsNat 379.22034.
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Drehwert: [a)?! = +2.9+ 0.2 (¢ = 1; DCM).

analytische HPLC: tz = 36.4 min.

N-((2R,3S)-3-hydroxy-2-isobutyl-succinyl)-(S)-tert-leucin- N"-methyl-
amid 28

193 mg (0.54 mmol) 27 werden in 5 ml THF gelost. Dann werden 5 ml 2 M Salzséure
hinzugefiigt und die Reaktionsmischung wird 4.5 h lang bei RT geriihrt.1¥384 Eg
wird mit NaHCOj3 neutralisiert und das Solvens wird im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wird mit 10 ml Wasser aufgenommen und die Losung wird mit KHSO, auf
pH 1.5 eingestellt. Anschliefsend wird achtmal mit jeweils 20 ml DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte werden iiber Nay,SO, getrocknet and das Solvens

wird im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 129 mg (0.40 mmol, 75 %), farbloses Ol.

Molmasse: 316.39 g/mol

Summenformel: C;5H305N5

'H-NMR (500 MHz, D,-Methanol): § — 0.87 (d, 3H, *J=6.3 Hz, CHj), 0.90
(d, 3H, 3J=6.3 Hz, CH,), 0.97 (s, 9H, CH,), 1.26 (m, 1H, CHCH,CHjp), 1.51 (m,
1H, CHCH4CHp), 1.63 (m, 1H, CHCH,CHjp), 2.79 (s, 3H, NCHy), 2.82 (ddd, 1H,
3J-5.8 Hz, 3J=9.6 Hz, 3J=9.6 Hz, HOCHCH), 4.20 (d, 1H, 3J=6.3 Hz, HOCHCH),
4.17 (s, 1H, HNCHCO).

MS (ESI): m/z (%) = 297.0 (100, [M-H-H,O|~, berechnet 297.2), 315.1 (95, [M-
H|~, berechnet 315.2).
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N-(N’-Benzyloxy-(2R,3S)-2-hydroxy-3-isobutyl-4-succinamoyl)-(S)-tert-leu-
cin-N"-methylamid 24

Zu einer Losung von 129 mg (0.40 mmol) 28 in 5 ml DCM wird eine Losung aus
192 mg (1.20 mmol) O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid und 132 ul (1.20 mmol)
NMM gefiigt. Anschliefiend werden 77 mg (0.40 mmol) EDC-HCI und 44 pl NMM
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei RT geriihrt. Anschlie-
fsend wird sie bis zur Trockne eingeengt und der Riickstand wird in 20 ml EE/Wasser
(10:1) aufgenommen. Die Phasen werden getrennt und die organische Phase wird
dreimal mit 5 % KHSO4-Losung, dreimal mit gesittigter NaHCO3-Losung und ab-
schliefsend einmal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase
wird {iber NaySO,4 getrocknet und dann zur Trockne eingeengt.!®3 Der Riickstand

wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM/EtOH 30:1).*

Ausbeute: 142 mg (0.19 mmol, 47 %), farbloses Ol.

Molmasse: 421.65 g/mol

Summenformel: CooH3505N5

*physikalische Daten s. oben
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6.3.3 Synthese neuer Linkermolekiile

1-Amino-8-(tert-butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoctan 30

0
«i—o)kN/\/o\/\o/\/ NH,
H

Zu einer Losung aus 17.90 g (0.120 mmol) 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 29 in 10 ml
trockenem 1,4-Dioxan wird eine Losung aus 2.64 g (12.1 mmol) Di-tert-butyldicarbo-
nat in 40 ml trockenem 1,4-Dioxan bei 28 °C mit einer Spritzenpumpe innerhalb von
10 h getropft. Nach 10 h Riihren wird das Solvens entfernt und der Riickstand wird
in 50 ml Wasser aufgenommen. Es wird dreimal mit jeweils 30 ml DCM extrahiert.
Dann werden die vereinigten organischen Phasen dreimal mit jeweils 10 ml Wasser
und einmal mit gesdttigter NaCl-Losung gewaschen. Anschliefiend wird die Losung

iiber NaySO,4 getrocknet und das Solvens wird im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 2.85 g (11.5 mmol, 95 %, Lit. 70 %), farbloses O1.18%86]
Molmasse: 248.32 g/mol

Summenformel: C;;Hy,04N;

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 1.45 (s, 9H, CHs), 1.94 (s, 2H, NH,),
2.90 (t, 2H, 3J — 5.0 Hz, CH,NH,) 3.31 (m, 2H, CH,NHCO), 3.53-3.55 (m, 4H,
OCH,), 3.60-3.64 (m, 4H, OCH,CH,0), 5.23 (br. s, 1H, NH).

IBC-NMR. (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § = 28.4 (p, CHs), 40.4 (s, CH,NH,),
41.7 (S, CHQNHCO), 67.1 (S, OCHQCHQNHQ), 70.2 (S, OCHQCHQO), 70.3 (S,
OCH,CH,0), 73.4 (s, OCH,CH,NHCO), 79.2 (q, C), 156.0 (q, C=0).

MS (CI, NHy): m/z (%)= 249 (100, [M-+H|**), 193 (45, M**-(CH;),C—CH,), 175
(43, M*+-'BuOH), 149 (15, M**-Boc), 106 (5).
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1-Amino-8-(benzyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoctan 32

O

©/\OJ\N/\/O\/\O/\/NH2
H

Zu einer Losung von 11.86 g (80.00 mmol) 1,8-Diamino-3-6-dioxaoctan 29 in 5 ml
trockenem Toluol wird unter Schutzgas eine Losung von 1.36 g (1.20 ml, 8.00 mmol)
Benzylchlorcarbonat 31 in 20 ml trockenem Toluol bei RT innerhalb von 10 h mit
einer Spritzenpumpe getropft. Nach Beendigung der Zugabe werden weitere 10 h
bei RT geriihrt. Dann wird das Solvens im Vakuum entfernt, der Riickstand wird in
Wasser aufgenommen und es wird viermal mit jeweils 20 ml DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit jeweils 20 ml Wasser und ein-
mal mit 10 ml geséattigter NaCl-Losung gewaschen. Anschliefend wird iiber Nay,SO,

getrocknet und das Solvens wird im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 1.39 g (4.93 mmol, 61 %, Lit. 58 %), farbloses OL%"
Molmasse: 282.34 g/mol

Summenformel: C,Hy,0O4N>

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § — 1.49 (s, 2H, NH,), 2.85 (m, 2H,
CH,NH,), 3.37 (m, 2H, CH,NHCO), 3.44-3.66 (m, 8H, CH,OCH,CH,OCHS,), 5.10
(s, 2H, CH,-CHs), 5.55 (s, 1H, CONH), 7.29-7.41 (m, 5H, CHgyy).

13C-NMR (62.9 MHz, CDCl;, TMS): § = 40.9 (s, CH,NH,), 41.6 (s, CH,NH-
CO), 66.6 (s, CHy-CgHs), 70.0 (s, OCH,CH,NHS,), 70.1 (s, OCH,CH,O0), 70.2 (s,
OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,NHCO), 128.1 (t, CH), 128.3 (t, CH), 128.5 (t,
CH), 136.6 (q), 156.5 (q, C=0).

IR (NaCl, cm™1): v = 3334, 3062, 3033, 2937, 2869, 1718, 1535, 1454, 1402, 1349,
1257, 1135, 1025, 738, 698.
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MS (EL, 70 eV): m/z (%)= 283 (1.4; M*+), 253 (1), 240 (1.8), 196 (14), 91 (100),
44 (56).

N-(8-tert-Butyloxycarbonylamino-3,6-dioxaoct-1-yl)-bernsteinsdureamid 34

(@]
H
HON N/\/O\/\O/\/ N \H/O

o) H o)

971 mg (3.91 mmol) 30 und 565 pl (3.91 mmol) Triethylamin sowie 390 mg
(3.90 mmol) Bernsteinsdureanhydrid werden in 15 ml trockenem DCM iiber Nacht
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 50 ml DCM verdiinnt und mit 5 %
KHSO4-Losung gewaschen. Die wissrige Phase wird mit 50 ml DCM extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen werden mit wenig gesattigter NaCl-Losung

gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird sadulen-

chromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM/MeOH 30:1—10:1).
Ausbeute: 1.01 g (2.90 mmol, 74 %), farbloses, harziges Ol.
Molmasse: 348.39 g/mol

Summenformel: Ci5Ho307N>

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § = 1.43 (s, 9H, C(CHs);), 2.47
(t, 2H, 3J=6.9 Hz, CH,CO), 2.58 (t, 2H, 3J=6.9 Hz, HOOCCHS,), 3.22 (t, 2H,
8J=5.6 Hz, CH,NHCO), 3.36 (t, 2H, 3J=5.5 Hz, CH,NHCO), 3.49-3.64 (m, 8H,
CH,OCH,CH,OCH,).

BC-.NMR (125.7 MHz, D,-MeOH, TMS): § = 28.7 (p, C(CHs);3), 30.3
(s, CH,CO), 31.5 (s, HOOCCH,), 40.4 (s, CH,NHCO), 41.2 (s, CH,NHCO),
70.6 (s, OCH,CH,NH,), 71.1 (s, OCH,CH,0), 71.2 (s, OCH,CH,0), 71.3 (s,
OCH,CH,NHCO), 80.1 (q, C), 158.5 (g, HNCO-O!"Bu), 174.6 (q, COOH), 176.2
(q, C=0).
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IR (NaCl, cm™'): 7 = 3336, 2877, 1712, 1538, 1361, 1249, 1172, 1103, 1009, 736.
MS (ESI): m/z (%)= 371.2 (100, [M+Nal|™, berechnet 371.2).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 379.22022, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C;3H3205NyNa™ 379.22034.

1-Azido-8-hydroxy-3,6-dioxaoctan 36

HO™ O Ns

Eine auf 0 °C gekiihlte Losung von 42 g (280 mmol) Triethylenglykol 35, 30 ml Tri-
ethylamin und 200 ml THF werden mit 7.74 ml (100 mmol) Methansulfonylchlorid
tropfenweise versetzt. Die Reaktionsmischung wird auf RT gebracht und iiber Nacht
geriihrt. Anschlieffend wird das Solvens vollstdndig im Vakuum entfernt und der
Riickstand wird in 200 ml abs. Ethanol aufgenommen. Nach der Zugabe von 13.0 g
(200 mmol) Natriumazid wird die Reaktionsmischung tiber Nacht unter Rickfluf
erhitzt. Das Solvens wird anschliefsend im Vakuum entfernt und der Riickstand in
500 ml Diethylether gelst. Die organische Phase wird zweimal mit gesattigter NaCl-

Losung gewaschen und iiber NaySO4 getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 16.3 g (93.2 mol, 93 %, Lit. 75 %), farbloses, hochviskoses (1.190:91]
Molmasse: 175.19 g/mol

Summenformel: CgH;303N3

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § — 2.41 (br. s, 1H, OH), 3.40 (t, 2H,
8J=5.1 Hz), 3.59-3.79 (m, 10H).

BO.NMR (62.9 MHz, CDCl;, TMS): § = 50.7 (s), 61.7 (s), 70.1 (s), 70.4 (s),
70.7 (s), 72.5 (s).

IR (NaCl, cm™!): 7 = 3434, 2023, 2871, 2107, 1452, 1348, 1286, 1122, 1068, 933.

MS (ESI): m/z (%)= 198.0 (100, [M+Na|*, berechnet 198.1).
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11-Azido-3,6,9-trioxaundecansaure 38

HO\H/\O/\/O\/\O/\/ N3
(@]

Zu einer Suspension aus 15.56 g (88.86 mmol) 1-Azido-8-hydroxy-3,6-dioxaoctan
36 und 26.30 g (470.0 mmol) KOH in 160 ml DMF wird eine Losung aus 12.51 g
(90.0 mmol) Bromessigsaure in 30 ml DMF getropft. Nach Beendigung der Zugabe
wird die Reaktionsmischung 12 h lang auf 45 °C erhitzt. Es werden nochmals 5.80 g
(103.4 mmol) KOH und 13.02 g (93.9 mmol) Bromessigsaure hinzugefiigt und weite-
re 12 h lang bei 45 °C geriihrt. Dann werden 50 ml Wasser hinzugefiigt und abermals
12 h bei 45 °C geriihrt. Das Solvens wird anschliefslend im Hochvakuum entfernt und
der Riickstand wird in Wasser aufgenommen und mit Salzsdure neutralisiert. Es
wird viermal mit jeweils 50 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iiber NaySO, getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird mit DCM /MeOH (49:1) sdulenchromato-

graphisch an Kieselgel eluiert.

Ausbeute: 13.47 g (57.76 mmol, 65 %, Lit. 76 %), farbloser, harziger Feststoff.[%%-%1]
Molmasse: 233.22 g/mol

Summenformel: CgH505N;

DC: Ry = 0.28 (DCM/MeOH)

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § = 3.33 (¢, 2H, 3/=4.9 Hz), 3.52-3.71 (m,
12H).

BC-NMR (62.9 MHz, CDCl3, TMS): § = 50.6 (s), 60.3 (s, CH,COOH), 61.7
(s), 69.9 (s), 70.4 (s), 70.6 (s), 72.5 (s), 171.0 (q, COOH).

MS (ESI): m/z (%)= 232.0 (100, [M-H]~, berechnet 232.1).
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6.3.4 Synthese des Marimastat-Derivats 18 in Losung (Methode 1)

N’-(8-(tert-Butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl)-(N-(9H-fluoren-9-yl-

methyloxycarbonyl))-tert-L-leucinamid 40

o) H o)
o)kl\ji,(N\/\o/\/o\/\NJ\o{—
H o H

191 mg (1.00 mmol) EDC-HCI und 101 mg (110 pl, 1.00 mmol) NMM werden in
10 ml Dichlormethan bei 0 °C gelost. 153 mg (1.00 mmol) HOBt-Hydrat sowie
353 mg (1.00 mmol) Fmoc-L-tert-Leucin 39 werden hinzugefiigt. Die Mischung wird
15 min geriihrt und dann mit einer Losung von 250 mg (1.00 mmol) 30 in 1 ml
Dichlormethan tropfenweise versetzt. Nach 1 h Riihren bei 0 °C und weiteren 2 h
bei RT wird das Losungsmittel bis zur Trockne entfernt und der Riickstand mit
50 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wird dreimal mit 15 ml
5 % KHSOy4-Losung, dreimal mit 10 ml Wasser und zum Abschluff zweimal mit
20 ml Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Nach Trocknen iiber Nariumsulfat wird
das Losungmittel entfernt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel mit Petrolether (60—
80 °C)/Ethylacetat (1:1) sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 435 mg (0.74 mmol, 74 %), farbloser, schaumiger Feststoff.
Schmp.: 80 °C

Molmasse: 583.74 g/mol

Summenformel: C3,H,;07N3

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § = 1.01 (s, 9H, CH3), 1.44 (s, 9H, CH;),
3.28-3.32 (m, 2H, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.49-3.60 (m, 10H, NCH,CH,OCH,-
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CH,OCH,), 3.94 (d, 1H, 3J=9.2 Hz, OCCHNH), 4.15-4.45 (m, 3H, OCOCH,CH),
5.30 (br. s, 1H, HNCH,CH,0) 5.68 (m, 1H, OCCHNH), 6.55 (br. s, 1H, OCH,CH,-
NHCOCHNH), 7.25-7.42 (m, 4H, CHyy), 7.59 (m, 2H, CHgy), 7.75 (m, 2H,
CHary).

BC-NMR (62.9 MHz, CDCIl;, TMS): § = 26.6 (p, CHs), 28.4 (p, CH3),
34.8 (q, (HyC);CCH), 39.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 40.7 (s, Boc-NHCHS,),
47.3 (t, OCOCH,CH), 62.9 (t, OCCHNH), 67.1 (s, OCOCH,CH), 69.8 (s, Boc-
NHCH,CH,O0), 70.2 (s, OCH,CH-0), 70.3 (s, OCH,CH,0), 70.4 (s, OCH,CH,;NH-
COCHNH), 79.5 (q, (H3C);COCO), 119.9 (t, CHary), 125.1 (t, CHapy), 1271 (t,
CHaryt), 127.7 (t, CHapya), 1413 (q, Cargt), 143.9 (qy CHapye), 156.2 (q, (H3C)3C-
OCONH), 156.4 (q, NHCOOCH,CH), 170.6 (q, CH,CH,NHCOCHNH).

IR (KBr, cm™!): # — 3333, 3066, 2964, 1715, 1654, 1531, 1453, 1398, 1366, 1260,
1165, 1104, 1014, 865, 799, 758, 740.

MS (ESI): m/z (%)= 606.4 (100, [M+Na|*, berechnet 606.3), 622.4 (60, [M+K]™,
berechnet 622.3) )

N’-(8-(tert-Butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl)-tert-L-leucinamid 41

§ i
H
O

453 mg (0.77 mmol) 40 werden in 20 ml THF gelost. Dann werden 1.15 g
(2.31 mmol) N-(2-Mercaptoethyl)aminoethyl-polystyrolharz (2.00 mmol/g) und
59 pl (0.39 mmol) DBU hinzugefiigt. Nach 20 h Rithren bei RT wird das Harz
abfiltriert und dreimal mit 5 ml THF gewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen werden eingeengt und durch Kieselgel filtriert (DCM/MeOH 20:1). Das Harz
kann durch mehrmaliges Waschen mit 20 % Piperidin in DMF und abschliefendes
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Waschen mit MeOH regeneriert werden. Dabei wird solange gewaschen, bis das

Filtrat keine Absorption bei 290 nm mehr zeigt.
Ausbeute: 253 mg (0.69 mmol, 91 %), farbloses Ol.
Molmasse: 361.48 g/mol

Summenformel: C;H3505N;

'H-NMR (250 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 0.96 (s, 9H, CHs), 1.43 (s, 9H,
CHs), 2.99 (s, 1H, OCCHNH), 3.21 (t, 2H, 3J—5.7 Hz, OCH,CH,NHCOCHNH),
3.26-3.63 (m, 10H, NCH,CH,OCH,CH,OCH,).

)

BC.NMR (62.9 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 26.9 (p, CHy), 28.8 (p, CHj),
35.0 (q, (HsC);CCH), 40.0 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 41.2 (s, Boc-NHCH,)
64.9 (t, OCCHNH), 70.6 (s, OCH,CH,0), 71.1 (s, Boc-NHCH,CH,0), 71.2 (s,
OCH,CH,0), 71.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 79.6 (q, (H;C);COCO), 158.3 (q,
(H;C);COCONH), 175.9 (q, CH,CH,NHCOCHNH).

IR (NaCl, cm™): # = 3331, 2955, 2870, 2488, 1694, 1650, 1529, 1425, 1366, 1280,
1249, 1162, 1040, 980, 864, 815.

MS (ESI): m/z (%)= 362.1 (85, [M+H]|", berechnet 362.3), 722.6 (100, [2M+H]|,
berechnet 723.5) )

Kupplung mit dem HFA-geschiitzten Saurechlorid 17

N-[(8-tert-Butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl]-2-[(2R)-4-methyl-2-
(4S5)-5-ox0-2,2-bis(trifluormethyl)-1,3-dioxolan-4-yl|pentanoyl-(2S)- tert-leu-

cinamid 42

Eine Losung von 119 mg (0.33 mmol) 41 und 46 pl (0.33 mmol) Triethylamin in
20 ml trockenem THF wird zu einer auf -75 °C gekiihlten Losung von 142 mg
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(0.40 mmol) 17 in 20 ml trockenem THF wird unter Schutzgas innerhalb von 4 h
getropft. Anschlieffend wird auf 0 °C erwarmt. Die Losung wird filtriert und im Va-
kuum eingeengt. Dann wird der Riickstand in 20 ml DCM aufgenommen und einmal
mit wenig Eiswasser und einmal mit wenig gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die
Losung wird iiber NaySO,4 getrocknet und das Solvens wird anschliefend im Vakuum
entfernt. Das Produkt weist eine hohe thermische Instabilitdt auf und wird daher

sofort weiter eingesetzt.

FsC CFs

Yo o H o)

0)
NN N\/\O/\/O\/\NJ\O%
o) : H o H

Ausbeute: 218 mg (0.32 mmol, 98 %), farbloses Ol.
Molmasse: 681.31 g/mol
Summenformel: CosHy5FsO9N5

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): 6 — 0.91 (d, 6H, 3J=6.4 Hz, HC(CHs),),
0.98 (s, 9H, CC(CHs)3), 1.45 (s, 9H, OCOC(CHy)s3), 1.51-1.70 (m, 3H, CHCH 4-
Hj), 3.22-3.40 (m, 3H, OC(O)CHCH, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.41-3.60 (m,
10H, NCH,CH,OCH,CH,OCHS,), 4.29 (s, 1H, OCCHNH), 4.77 (d, 1H, 3J-9.9 Hz,
OC(O)CHCH), 5.10 (m, 1H, OCH,CH,NH), 6.58 (m, 1H, Boc-NH), 6.87 (m, 1H,
OCCHNH).

YF-NMR (470.6 MHz, CDCl;, CFCl; extern): § = -80.9 (q, 2J=7.5 Hz), -81.5
(q, 3J=17.5 Hz).

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 581.9 (85, [M+H-Boc|*, berechnet
582.2), 703.8 (48, [M+Na|™, berechnet 704.3), 719.8 (32, [M+K]™, berechnet 720.3).
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Ringoffnung mit Hydroxylammoniumchlorid

4 OH O H o)
J
o) : H 0o H

Eine Losung von 94 mg (0.14 mmol) 42 wird zu einer Lésung von 70 mg (1.0 mmol)
Hydroxylammoniumchlorid und 110 gl NMM in 5 ml DMF getropft und 2 h lang
bei RT geriihrt. Das Solvens wird entfernt und der Riickstand mittels praparativer

RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 33 mg (0.06 mmol, 43 %), farbloses Ol.
Molmasse: 548.67 g/mol

Summenformel: Co5H ;sO9Ny

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 0.89 (d, 3H, 3J=6.6 Hz, CHCH3), 0.92 (d,
3H, 3J=6.6 Hz, CHCH3), 0.99 (s, 9H, CC(CHs);), 1.27 (m, 1H, CHCH,Hp), 1.43
(s, 9H, OCOC(CHs)3), 1.54 (m, 1H, CHCH4Hj), 1.62 (m, 1H, CHCH,Hj), 2.85
(dt, 1H, 3J=5.6 Hz, 3J=10.2 Hz, HOCHCH), 3.21 (t, 2H, 3J=5.6 Hz, OCH,CH,NH-
COCHNH), 3.27-3.61 (m, 10H, NCH,CH,OCH,CH,OCH,), 4.04 (d, 1H, 3J=6.0 Hz,
HOCHCH), 4.26 (s, 1H, OCCHNH).

BC-NMR (125.8 MHz, D,-MeOH): § = 22.4 (p, CHCHj3), 23.6 (p, CHCHj3),
26.8 (t, CH(CHy)s), 27.2 (p, CC(CHs)s), 28.8 (p, OCO(CHy)s), 35.5 (q, (HsC)5C-
CH), 39.6 (s, CHCH,), 40.2 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 41.2 (s, Boc-NHCHS),
48.8 (t, HOCHCH), 61.9 (t, OCCHNH), 70.3 (s, OCH,CH,0), 70.4 (s, Boc-
NHCH,CH,0), 71.0 (s, OCH,CH,0), 71.5 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 73.0
(t, HOCHCH), 80.8 (g, (H3C)3COCO), 158.4 (q, (H3C);COCONH), 171.5 (q,
HOCHCHCO), 172.6 (q, CH,CH,NHCOCHNH), 175.4 (q, HONCO).
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MS (ESI): m/z (%)= 449.3 (85, [M+H-Boc| ™, berechnet 449.3), 549.2 (20, [M+H] ™,
berechnet 549.3), 571.3 (100, [M+Na| ", berechnet 571.3), 996.8 (21, [2M+H-Boc|™,
berechnet 996.7).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 549.34947, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation CysHy9OgN,4+ 549.34941.

priaparative HPLC: tz = 35.5 min.

analytische HPLC: tg = 31.6 min.

Entfernen der Boc-Schutzgruppe

N-(8-Amino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)- N-(hydroxy)-3-hydroxy-2-(2-me-

thylpropyl)succinamoyl-(2S)-tert-leucinamid Trifluoracetat 18

H OH O H
®
~N N 0
HO NN 0T TN N,
o , H o o
—< F3CCOO0

40 mg (73 pmol) 43 werden in 15 ml DCM/TFA (2:1) gelost und 3 h lang bei RT
geriihrt. Anschlieffend wird das Solvens im Vakuum entfernt und mittels praparativer

RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wird als Trifluoracetat erhalten.
Ausbeute: 32 mg (57 umol, 78 %), farbloser, amorpher Feststoff.
Molmasse: 562.58 g/mol

Summenformel: CyoHy 1 F309Ny

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 0.91 (d, 3H, 3J=6.6 Hz, CHCHj),
0.79 (d, 3H, 3J=6.6 Hz, CHCH,), 1.00 (s, 9H, CC(CHy)3), 1.33 (m, 1H, CHCH4Hjp),



6.3 Synthesen 133

1.56 (m, 1H, CHCH4Hp), 1.64 (m, 1H, CHCH4Hjp), 2.86 (ddd, 1H, 3J=5.0 Hz,
8J-9.9 Hz, HOCHCH), 3.08-3.16 (m, 2H, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.36-3.42
(m, 2H, OCH,CH,NH,), 3.50-3.76 (m, 8H, CH,OCH,CH,OCH,), 4.10 (d, 1H,
8J=5.3 Hz, HOCHCH), 4.23 (d, 1H, 3J=9.1 Hz, OCCHNH), 7.86 (d, 1H, J=9.1 Hz,
OCCHNH) 8.14 (t, 1H, 3J=5.3 Hz, NHCH,CH,O0).

BC.NMR (125.7 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 22.4 (p, CHCH;), 23.5
(p, CHCHy), 26.9 (t, CH(CH;),), 27.2 (p, CC(CHy)s), 35.2 (q, (H;C);CCH),
39.9 (s, CHCH,), 40.1 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 40.7 (s, HoNCH,), 49.4 (t,
HOCHCH), 62.0 (t, OCCHNH), 67.9 (s, H,NCH,CH,0), 70.3 (OCH,CH,0), 71.2
(OCH,CH,0), 71.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 72.7 (t, HOCHCH), 171.6 (q,
HOCHCHCO), 172.8 (q, CH,CH,NHCOCHNH), 175.5 (q, HONHCO).

IR (KBr, cm™): 7 = 3297, 3089, 2961, 2878, 1780, 1673, 1536, 1471, 1430, 1370,
1203, 1138, 1096, 981, 836, 800, 722.

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 449.5 (95, [M+H]|*, berechnet 449.3 ),
471.5 (100, [M+Nal*, berechnet 471.3), 577.2 (30, [M+K]*, berechnet 577.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 449.29707, monoisotopische Masse berechnet
fur das Kation C20H4107N4+ 449.29698.

Drehwert: [a)% = —5.35 £ 0.29 (c = 1.7; MeOH).

analytische HPLC: tz = 22.8 min.

praparative HPLC: tg = 25.6 min.
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Ringo6ffnung mit O-Benzylhydroxylamin

N-(8-tert-Butyloxycarbonylamino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)-N-
(benzyloxy)-3-hydroxy-2-(2-methylpropyl)-succinamoyl-(2S)-tert-

leucinamid 44

4 OH O H 0
J
O/NNN N0 ™00
o) : H 0o H

319 mg (2.00 mmol) O-Benzylhydroxylammoniumchlorid werden zusammen mit
277 pul (2.00 mmol) Triethylamin in 20 DMF gelost. Dann wird eine Losung von
218 mg (0.32 mmol) 42 in 5 ml DMF hinzugetropft und tiber Nacht bei RT gertihrt.
Das Solvens wird entfernt und der erhaltene Riickstand wird in 50 ml EE aufge-
nommen. Die organische Phase wird dreimal mit 5 % KHSO,-Losung, dreimal mit
gesittigter NaHCO3-Losung und zum Schluft einmal mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen. Dann wird iiber NaySO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt
wird séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM/MeOH 30:1).

Ausbeute: 134 mg (0.21 mmol, 64 %), farbloses Ol.
Molmasse: 638.79 g/mol

Summenformel: C3y,Hz,09Ny

DC: R; — 0.43 (DCM/MeOH 20:1)

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § = 0.89 (d, 3H, 3J=6.3 Hz, CHCH3), 0.93
(d, 3H, 3J=6.3 Hz, CHCH3), 0.99 (s, 9H, CC(CHs)3), 1.44 (s, 9H, OCOC(CHj)s),
1.48-1.70 (m, 3H, CHCH,4Hp), 3.04 (m, 1H, HOCHCH), 3.20-3.66 (m, 12H,
NCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N), 4.15 (m, 1H, OCCHNH), 4.20 (d, 1H, 3J=8.8 Hz,
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HOCHCH), 4.84 (d, 1H, 3J=11.0 Hz, CgH;CH4Hp), 4.91 (d, 1H, 3J=11.0 Hz,
CeHsCH4Hp), 5.10 (m, 1H, NH), 6.53 (m, 1H, NH), 6.79 (d, 1H2J=9.1 Hz, NH),
7.33-7.41 (m, 5H, CHgyy), 9.58 (s, 1H, Bn-ONHCO).

BC-NMR (62.9 MHz, CDCl;, TMS): § — 22.5 (p, CHCH3), 22.6 (p, CHCH,),
25.6 (t, CH(CHs)s), 26.7 (p, CC(CHj)3), 28.5 (p, OCO(CHj)s3), 34.6 (q, (H5C)5C-
CH), 38.4 (s, CHCH,), 39.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 40.4 (s, Boc-NHCH,),
45.3 (t, HOCHCH), 60.6 (t, OCCHNH), 69.7 (s, OCH,CH,0), 70.1 (s, Boc-
NHCH,CH,0), 70.2 (s, OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 72.9 (t,
HOCHCH), 78.4 (s, C¢HsCH,), 79.5 (q, (H3C)3COCO), 128.6 (t, CHypy), 128.8 (t,
CHargt), 129.1 (t, CHaryr), 135.1 (g, Carye), 156.2 (q, (H3C)3COCONH), 169.8 (q,
HOCHCHCO), 169.9 (q, CH,CH,NHCOCHNH), 174.3 (¢, Bn-ONHCO).

IR (NaCl, cm~!): 7 — 3313, 2957, 2872, 1690, 1650, 1538, 1452, 1392, 1367, 1272,
1252, 1096, 1020, 970, 910, 863, 806, 752

MS (ESI): m/z (%)= 539.4 (32, [M+H-Boc|", berechnet 539.3), 639.2 (100,
[M-+H]|*, berechnet 639.4), 661.4 (20, [M+Na| ", berechnet 661.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 639.39489, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation 032H5509N4+ 639.39636.

Drehwert: [a]% = —0.20 £ 0.05 (¢ = 1; DCM).

Entfernen der Boc-Schutzgruppe

N-(8-Amino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)- N-(benzyloxy)-3-hydroxy-2-(2-me-

thylpropyl)-succinamoyl-(2S)-tert-leucinamid trifluoracetat 45

H OH O H
®
o) : H o

F3CCOO
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112 mg (0.17 mmol) 44 werden in 10 ml DCM/TFA (2:1) gelést und 2 h lang bei
RT geriihrt. Dann wird das Solvens im Vakuum entfernt und der Riickstand wird

lyophilisiert.

Ausbeute: 110 mg (0.17 mmol, 99 %), farbloser, amorpher Feststoff.
Molmasse: 652.70 g/mol

Summenformel: CogH,7F309N,

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 0.94 (d, 3H, 3J-6.1 Hz, CHCHj),
0.96 (d, 3H, 3J=6.5 Hz, CHCH3), 1.00 (s, 9H, CC(CHs)3), 1.42 (m, 1H, CHCH4Hp),
1.52-1.68 (m, 2H, CHCH 4Hp), 2.84 (ddd, 1H, 3J=5.3 Hz, 3J=9.7 Hz, HOCHCH),
3.09 (t, 2H, 3J=5.3 Hz, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.40-3.85 (m, 10H, NCH,CH,O-
CH,CH,OCH,), 4.06 (d, 1H, 3J=5.3 Hz, HOCHCH), 4.22 (m, 1H, OCCHNH), 4.85
(s, 2H, C¢H5CH,), 7.19 (m, 1H, NH), 7.33-7.39 (m, 3H, CH,,,,), 7.42-7.47 (m, 2H,
CHqpyt), 7.83 (d, 1H, 3J=9.1 Hz, NH), 7.89 (br. s, 3H, NHJ), 8.13 (s, 1H, NH).

13C-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 22.1 (p, CHCH3) 22.9 (p, CHCH,),
25.7 (t, CH(CHs),), 26.7 (p, CC(CHs)s), 33.8 (q, (H5C);CCH), 38.3 (s, CHCH,),
39.2 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.7 (s, H,NCH,), 48.0 (t, HOCHCH), 61.4 (t,
OCCHNH), 66.5 (s, H_NCH,CH,0), 69.4 (s, OCH,CH,0), 69.8 (s, OCH,CH,0),
69.9 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 71.6 (t, HOCHCH), 78.3 (s, C¢H5CHs,), 128.5 (t),
128.8 (t), 129.2 (t), 134.9 (q), 170.1 (g, HOCHCHCO), 171.3 (q, CH,CH,NHCO-
CHNH), 174.4 (q, Bn-ONHCO).

IR (KBr, cm™): v = 3434, 2955, 2923, 1653, 1558, 1204, 1179, 1135, 1086, 835.

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 539.2 (100, [M+H]", berechnet 539.3 ),
561.2 (81, [M+Na]*t, berechnet 561.3), 577.2 (49, [M+K]™, berechnet 577.4).

Drehwert: [a]% = —28.2 + 1.4 (¢ = 0.25; MeOH).

analytische HPLC: tg (%) = 31.5 min (89).
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Hydrierung der benzylgeschiitzten Hydroxamsaure

N-(8-Amino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)- N-(hydroxy)-3-hydroxy-2-(2-me-

thylpropyl)succinamoyl-(2S)-tert-leucinamid Trifluoracetat 18

H OH O H
®
-N N O
HO NN N0 N,
o , H o o
4< F3CCOO

70 mg (107 pmmol) 45 werden in 15 ml Methanol gelést und nach Zugabe von
2 mg Pd/C (10 %) 2 h lang in einer Hy-Atmosphére bei RT hydriert. Es wird durch
Kieselgel filtriert und mit MeOH nachgewaschen. Dann wird das Solvens im Vakuum

entfernt. Das Produkt wird als Trifluoracetat erhalten.
Ausbeute: 49 mg (87 umol, 81 %), farbloser, amorpher Feststoff.
Molmasse: 562.58 g/mol

Summenformel: CooHy1F309N,

physikalische Daten auf Seite 132

6.3.5 Synthese des Marimastat-Derivats 18 in Lésung (Methode 2)

N’-(8-(Benzyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl)-(N-(tert-butyloxycarbo-
nyl))-tert-L-leucinamid 46

0] H (0]
<~‘OJ\N\/&(N\/\O/\/O\/\NJ&O/\©
H 5 H
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498 mg (2.15 mmol) Boc-tert-Leu-OH 20 werden zusammen mit 415 mg (2.15 mmol)
EDC-HCI, 290 mg (2.15 mmol) HOBt und 240 pl (2.15 mmol) NMM unter Eiskiih-
lung in 12 ml trockenem DCM gelost und 15 min lang geriihrt. Dann wird eine
Lésung von 606 mg (2.15) mono-Z-geschiitzten Linker 32 in 2 ml trockenem DCM
hinzugefiigt. Nach 20 h Riihren bei RT unter Schutzgas wird das Solvens entfernt.
Das Riickstand wird in 100 ml EE/Wasser (5:1) aufgenommen und die Phasen wer-
den getrennt. Die organische Phase wird zweimal mit 5 % KHSO,-Losung, zwei-
mal mit gesdttigter NaHCO3-Losung und zum Schluft einmal mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen. Die Losung wird {iber NaySO,4 getrocknet und anschliefend bis
zur Trockne eingeengt. Rohprodukt wird flashchromatographisch an Kieselgel mit
PE/EE (1:2) eluiert.

Ausbeute: 799 mg (1.61 mmol, 75 %), farbloses Ol.
Molmasse: 495.61 g/mol

Summenformel: Cy5H4;0O7N3

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § = 0.97 (s, 9H, CH(CH,)3), 1.42 (s, 9H,
O(CHy)3), 3.29-3.44 (m, 2H, Z-NH-CHs,), 3.49-3.67 (m, 10H, OCHCHNCH,CH,O-
CH,CH,0CH,), 3.98 (d, 1H, 3J=9.4 Hz, HNCHCO), 5.10 (s, 2H, OCH,-C,H;),
5.32 (m, 1H, OCNHCH,CH,0), 5.55 (d, 1H, 3/=6.2 Hz, Boc-NH), 6.29 (m, 1H,
Z-NH), 7.28-7.41 (m, 5H, CgHs).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 26.5 (p, C(CHs);), 28.3 (p,
OC(CHs)3), 34.6 (q, (H3C);CCH), 39.0 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 408 (s,
7-NHCH,), 62.3 (t, OCCHNH), 66.6 (s, OCH,-CgH;), 69.6 (s, OCH,CH,0),
70.1 (s, Z-NHCH,CH,0), 70.2 (s, OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH),
79.6 (q, (H3C)3COCO), 128.1 (t, CHupy), 128.2 (t, CHypy), 1285 (t, CHypy),
136.6 (q, Cary), 155.8 (q, (HsC)sCOCONH), 156.6 (q, CHsCH,0CO), 170.8 (q,
CH,CH,NHCOCHNH).
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IR (NaCl, cm™!): 7 — 3326, 3066, 3033, 2067, 2871, 2246, 1712, 1658, 1517, 1455,
1392, 1367, 1322, 1249, 1170, 1054, 1010, 912, 732, 698.

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) — 396.3 (100, [M-Boc +H|*), 496.3 (28,
[M-+H]|*, berechnet 496.3 ), 518.3 (85, [M+Nal|*, berechnet 518.3), 534.3 (50,
[M+K]| T, berechnet 534.3).

Drehwert: [a)% = —3.69 & 0.03 (c = 1.24; DCM).

Elementaranalyse: C H N

berechnet | 60.58 % 8.334 % 8.48 %
gemessen | 60.58 % 842 %  8.05 %

N’-(8-(Benzyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl)-tert-L-leucinamid
Trifluoracetat 47

H 0

@
H
@)

)
CF3COO

294 mg (0.59 mmol) 46 werden in 10 ml TFA/DCM (1:1) gelést und 2 h lang bei
RT geriihrt. Anschliefsend wird das Solvens im Vakuum entfernt und der Riickstand
wird lyophilisiert.

Ausbeute: 296 mg (0.59 mmol, 99 %), farbloser, amorpher Feststof.
Molmasse: 509.52 g/mol

Summenformel: Cy,H34F307N;

Schmp.: 89 °C

'H-NMR (500 MHz, Ds-DMSO): § — 0.97 (s, 9H, CH(CHj)3), 3.07-3.20 (m,
2H, Z-NH-CH,), 3.28-3.54 (m, 10H, OCHCHNCH,CH,OCH,CH,OCHS,), 3.54 (s,
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1H, HNCHCO), 5.00 (s, 2H, OCH,-CgH;), 7.22 (m, 1H, OCNH), 7.27-7.39 (m, 5H,
CeHs), 8.06 (br. s, 3H, NH, 8.44 (m, 1H, Z-NH).

BC.NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 26.2 (p, C(CH;)s), 32.7 (q,
(H;C);CCH), 38.6 (s, OCH,CH,NHCOCHNHZ), 39.0 (s, Z-NHCH,), 60.5 (t,
OCCHNHY), 65.1 (s, OCH,-CsH;), 69.1 (s, OCH,CH,0), 69.3 (s, Z-NHCH,CH,0),
69.4 (s, OCH,CH,0), 69.5 (s, OCH,CH,NHCOCHNHj), 127.7 (t, CHgyy), 127.8
(t, CHapyr), 128.3 (t, CHapy), 137.2 (q, Caryt), 155.2 (q, CsH;CH,OCO), 167.2 (q,
CH,CH,NHCOCHNH).

IR (KBr, cm™!): # — 3318, 3089, 3035, 2960, 2879, 1634, 2069, 1677, 1533, 1475,
1455, 1428, 1407, 1376, 1351, 1267, 1203, 1135, 1045, 1025, 835, 800.

MS (ESI): m/z (%)= 396.2 (55, [M-+H]|T, berechnet 396.3), 418.2 (100, [M+Na]™,
berechnet 418.3), 434.2 (15, [M+K]*, berechnet 434.4).

Drehwert: [a]%! = 0.085 £ 0.005 (¢ = 1.35; 1,4-Dioxan).

N’-(8-Benzyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl-2-[(2R)-4-methyl-2-(4S)-
5-oxo0-2,2-bis(trifluormethyl)-1,3-dioxolan-4-yl]pentanoyl-(2S)-tert-leucin-
amid 48

FsC CFs
Yo o H 0

o

NN N\/\O/\/O\/\NJ\O

o) i H 0o H

Zu einer auf -75 °C gekiihlten Losung von 87 mg (0.24 mmol) 17 in 5 ml trockenem
THF wird unter Schutzgas innerhalb von 4 h eine Losung von 113 mg (0.22 mmol)
47 und 49 pul (0.44 mmol) Triethylamin in 5 ml trockenem THF getropft. Nach Be-

endigung der Zugabe wird die Losung auf 0 °C erwarmt, anschliefsend filtriert und
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im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 20 ml DCM aufgenommen und ein-
mal mit wenig Eiswasser und einmal mit wenig geséttigter NaCl-Losung gewaschen.
Danach wird iiber NaySO, getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Das Produkt weist eine hohe Instabilitéit auf, daher wird es sofort weiter eingesetzt.
Ausbeute: 157 mg (0.22 mmol, 100 %), farbloses Ol.

Molmasse: 715.68 g/mol

Summenformel: C3H ;3F509N3

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.85 (d, 6H, 3J=6.6 Hz, HC(CHy),),
0.93 (s, 9H, CC(CHy)3), 1.40-1.73 (m, 3H, CHCH,Hp), 2.68 (m, 1H, OCHCH),
3.26-3.64 (m, 12H, HNCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,NH), 4.26 (d, 1H, 3J=9.4 Hz,
OCCHNH), 4.71 (d, 1H, 3J=9.7 Hz, OCHCH), 5.27 (s, 2H, CsH;CH,) 5.41 (m, 1H,
OCH,CH,NH), 6.37 (m, 1H, Z-NH), 6.88 (d, 1H, 3J=9.4 Hz, OCCHNH), 7.25 7.38
(m, 5H, CgHs).

YF-NMR (470.6 MHz, CDCI;, CFCl; extern): § = -80.5 (q, 3J=7.6 Hz), -81.0
(q, 3J=7.6 Hz).

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 739.2 (100, [M+Na| ™, berechnet 738.3),
755.1 (48, [M+K]", berechnet 754.3).

Ringoffnung mit Benzylhydroxylamin

N-(8-Benzyloxycarbonylamino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)-N-(benzyloxy)-3-
hydroxy-2-(2-methylpropyl)-succinamoyl-(2S)- tert-leucinamid 49

4y OH O Y o}
J
O/NNN N\/\O/\/O\/\N 0
e} = H 0 H
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191 mg (1.20 mmol) Benzylhydroxylammoniumchlorid werden zusammen mit 166 pl
(1.20 mmol) Triethylamin in 20 ml DMF gelost. Eine Losung von 157 mg (0.22 mmol)
48 in 5 ml DMF wird hinzugetropft und tiber Nacht bei RT geriihrt. Dann wird das
Solvens entfernt und der Riickstand wird in 50 ml EE aufgenommen. Die organi-
sche Phase wird dreimal mit 5 % KHSO,4-Losung, dreimal mit gesattigter NaHCO3-
Losung und zum Schlufs einmal mit geséattigter NaCl-Losung gewaschen. Dann wird
iiber NaySO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (DCM/MeOH 20:1).
Ausbeute: 96 mg (0.14 mmol, 65 %), farbloses Ol.
Molmasse: 672.81 g/mol

Summenformel: C35H55,09Ny

DC: Ry = 0.57 (DCM/MeOH 20:1)

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.88 (d, 3H, 3J=6.3 Hz, CH(CHj),),
0.92 (d, 3H, 3J=6.3 Hz, CH(CHs),), 0.98 (s, 9H, CC(CHs)3), 1.42-1.72 (m, 3H,
CHCH,Hp), 3.04 (m, 1H, HOCHCH), 3.30-3.63 (m, 12H, NCH,CH,OCH,CH,-
OCH,CH,N), 4.10-4.20 (m, 2H, OCCHNH, HOCHCH), 4.84 (d, 1H, 3J—11.3 Hz,
CeHsCH 4Hp), 4.89 (d, 1H, *J=11.3 Hz, C¢H;CH4Hp), 5.10 (s, 2H, CgH;CH,), 5.48
(m, 1H, OCH,CH,NH) 6.43 (m, 1H, Z-NH), 6.78 (d, 1H,3.J-8.8 Hz, OCCHNH),
7.28-7.42 (m, 10H, CH,,y), 9.45 (s, 1H, Bn-ONHCO).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § = 22.5 (p, CH(CHs),), 22.6 (p,
CHCH,), 25.6 (t, CH(CHs)s), 26.7 (p, CC(CHs)s), 34.6 (q, (H;C);CCH), 38.4
(s, CHCH,), 39.2 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 40.8 (s, Boc-NHCHS,), 45.1 (t,
HOCHCH), 60.7 (t, OCCHNH), 66.7 (s, OCH,-CgHs), 69.6 (s, OCH,CH,0),
70.0 (s, Z-NHCH,CH,0), 70.1 (s, OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH),
72.9 (t, HOCHCH), 78.4 (s, CgHs;CH,ONH), 128.2 (t, CHypy), 128.5 (£, CHapy),
128.6 (t, CHypy), 128.7 (t, CHapyr), 128.8 (t, CHypy), 129.1 (8, CHaypy), 135.0 (q,
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Caryt), 135.5 (0, Caryt), 156.6 (q, Bn-OCONH), 169.7 (q, HOCHCHCO), 169.8 (q,
CH,CH,NHCOCHNH), 174.8 (q, Bn-ONHCO).

IR (NaCl, cm™!): v = 3318, 2958, 1644, 1533, 1368, 1261, 1096, 804, 750.

MS (ESI): m/z (%)= 673.2 (100, [M+H]|*, berechnet 673.4), 695.4 (30, [M+Na|,
berechnet 695.4 ).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 673.38027, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C35I‘I53()91\I4Jr 673.38071.

Drehwert: [a)% = —17.5+ 0.3 (¢ = 0.4; DCM).

Entfernen der Benzylschutzgruppen

N-(8-Amino-3,6-dioxaoct-1-yl)-(2R,3S)- N-(hydroxy)-3-hydroxy-2-(2-me-
thylpropyl)succinamoyl-(2S)-tert-leucinamid 18

4 OH O H
~-N N~ O
HO N o) NH;
o) : H o

70 mg (0.1 mmol) 49 werden in 15 ml Methanol gelést und nach Zugabe von 2 mg
Pd/C (10 %) 2 h lang bei RT in einer Hy-Atmosphére gerithrt. Es wird durch
Kieselgel filtriert und mit MeOH nachgewaschen. Das Solvens wird im Vakuum

entfernt. Das Produkt kann mittels praparativer RP-HPLC gereinigt werden.
Ausbeute: 41 mg (91 umol, 91 %), farbloses Ol.

Molmasse: 448.55 g/mol

Summenformel: Co0H,0O7N,

physikalische Daten auf Seite 132
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6.4 Synthese eines Photoaffinitatsmarkers

6.4.1 Darstellung der Vorstufen

N-[9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-
(tert-butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid 51

o)
0 ©
4-OXN/\/ O™ NJ\O/
H o H
)

491 mg (1.00 mmol) Fmoc-L-Bpa-OH 50 werden zusammen mit 192 mg (1.00 mmol)
EDC-HCI, 153 mg (1.00 mmol) HOBt und 110 gl (1.00 mmol) NMM in 6 ml
trockenem DCM gel6st. Nach 10 min Riihren bei 0 °C wird eine Lésung aus 248 mg
(1.00 mmol) mono-Boc-geschiitzten Linker 30 in 2 ml DCM hinzugetropft. Es wird
iiber Nacht bei RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
in 50 ml EE/Wasser (1:1) aufgenommen. Die organische Phase wird dreimal mit 5 %
KHSO4-Losung, einmal mit Wasser und einmal mit geséttigter NaCl-Losung gewa-
schen. Es wird {iber NaySO, getrocknet und das Solvens wird im Vakuum entfernt.

Der Riickstand wird aus PE (60-80 °C) mit wenig EE umbkristallisiert.
Ausbeute: 598 mg (0.83 mmol, 83 %), farbloser Feststoff.

Schmp.: 132 °C

Molmasse: 721.84 g/mol

Summenformel: C;yH,;7;OgN3

DC: R; = 0.44 (EE)
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'"H-NMR. (500 MHz, D,-MeOH): § = 1.38 (s, 9H, CHj3), 3.15-3.22 (m, 2H,
CHCH,CgH,), 3.33-3.39 (m, 2H, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.41-3.56 (m, 10H,
NCH,CH,OCH,CH,OCHs,), 4.09 (t, 1H, 3J=7.2 Hz, OCOCH,CH), 4.37 (m, 1H,
OCOCHHg5CH), 4.45 (m, 1H, OCOCH4H5CH), 4.60 (m, 1H, CHCH,CsHy),
7.21-7.27 (m, 2H, CHayy), 7.30-7.36 (m, 2H, CHary), 7.37-7.44 (m, 4H, CHapy),
7.51-7.55 (m, 1H, CHgyy), 7.55-7.60 (m, 2H, CH,,y), 7.60-7.66 (m, 4H, CHgpy),
7.72-7.76 (m, 2H, CHgpy).

BC-NMR (125.7 MHz, D,-MeOH): § — 28.7 (p, OCOC(CHs);), 39.2 (s,
OCH,CH,NHCOCHNH), 40.4 (s, Boc-NHCH,), 41.2 (s, CHCH,C¢H,), 48.3 (t,
OCOCH,CH) 57.4 (t, CHCH,CgH,), 67.9 (s, OCOCH,CH), 70.3 (s, HCCONH-
CH,CH,), 70.4 (s, Boe-NHCH,CH,0), 71.1 (s, OCH,CH,0), 71.2 (s, OCH,CH,0),
80.1 (q, (H3C)35COCO), 120.9 (t, CHpmoe), 126.1 (t, CHpmoe), 126.3 (t, CHpmoc),
128.2 (t, CHppmoe), 128.8 (t, CHpenzopt), 1294 (t, CHpenzoy), 130.6 (t, CHpenzop),
130.8 (t, CHpenzoyt), 131.3 (t, CHpenzop)s 137-1 (4 Coenzoyt), 138.9 (d, Chenzoyt);
142.6 (q, Crmoe), 144.3 (a4, Crmoe), 145.1 (q, Cpenzoyt); 158.1 (q, (H3C)3COCONH),
158.4 (q, NHCOOCH,CH), 173.6 (q, Bpa-CQO), 198.3 (q, C¢H4,COCsHs).

IR (KBr, cm™'): 7 — 3293, 2938, 1687, 1646, 1538, 1446, 1392, 1365, 1278, 1245,
1170, 1106, 1031, 925, 854.

MS (ESI): m/z (%)= 744.2 (100, [M+Nal|™, berechnet 744.3).
Drehwert: [a|# = —2.1 £ 0.1 (¢ = 0.6; Chloroform).
Elementaranalyse: C H N

berechnet | 69.76 % 6.55 % 5.81 %
gemessen | 69.53 % 6.56 % 5.98 %
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N-[9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-

ammonio-3,6-dioxaoct-1-ylJamid Trifluoracetat 52

CFgcoo@
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425 mg (0.59 mmol) 51 werden in 10 ml TFA/DCM (1:1) gelést und 1 h lang
bei RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in

Wasser /ACN aufgenommen und zur vollsténdigen Entfernung der TFA lyophilisiert.
Ausbeute: 426 mg (0.58 mmol, 98 %), hellgrauer Feststoff.

Molmasse: 735.75 g/mol

Summenformel: C39H,0F305N;

IR (KBr, cm™!): 7 — 3419, 3293, 3058, 2923, 1687, 1646, 1536, 1446, 1278, 1203,
1132, 1037, 925, 836, 798.

MS (ESI): m/z (%)= 622.2 (100, [M+H]|", berechnet 622.3).
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N-[9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-(N-

tert-butyloxycarbonylamino-(2S5)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl]-

amid 53
)

AFO\[(H\Q)OKN/\/O\/\O/\/HWA?NJ\O .O
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268 mg (1.40 mmol) EDC-HCI, 215 mg (1.40 mmol) HOBt und 324 mg (1.40 mmol)
Boc-tert-Leu-OH 20 werden zusammen mit 154 pl (1.40 mmol) NMM in 8 ml
trockenem DCM gelost und 15 min lang unter Eisbadkiihlung geriihrt. Dann wird
eine Losung aus 1.03 g (1.40 mmol) 52 in 2 ml DCM langsam hinzugetropft. Es wird
iiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieffend wird das Solvens im Vakuum entfernt.
Der Riickstand wird in 100 ml EE aufgenommen und dreimal mit jeweils 15 ml
5 % KHSO,4-Losung, einmal mit Wasser und zum Abschlufs einmal mit geséttigter
NaCl-Losung gewaschen. Dann wird tiber NaySO, getrocknet und das Solvens wird

entfernt. Das Produkt wird aus Ethanol umkristallisiert.
Ausbeute: 951 mg (1.14 mmol, 82 %), farbloser Feststoff.
Schmp.: 152 °C

Molmasse: 835.00 g/mol

Summenformel: C;sHz309Ny

DC: Ry = 0.36 (DCM/MeOH (20:1))

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.97 (s, 9H, CH;), 1.38 (s, 9H, CH;),
3.09-3.25 (m, 2H, CHCH,CgH,), 3.27-3.39 (m, 2H, OCH,CH,NHCOCHNH), 3.40~
3.58 (m, 10H, NCH,CH,OCH,CH,OCH,), 4.02 (d, 1H, 3J=9.1 Hz, HCC(CHs)3),
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417 (m, 1H, OCOCH4HCH), 4.27 (m, 1H, OCOCHHzCH), 441 (m, 1H,
OCOCH,H,CH), 457 (m, 1H, CHCH,CgH,), 541 (d, 1H, 3J—9.7 Hz, OCH-
CNH), 6.00 (d, 1H, 3J-8.4 Hz, OCHCNH), 6.82 (m, 1H, CONHCHS,), 6.89 (m,
1H, CONHCH,), 7.21-7.32 (m, 2H, CH,,;), 7.33 7.AL (m, 3H, CH,,), 7.42 7.47
(m, 2H, CHyyy), 7.50- 7.55 (m, 2H, CHayi), 7.55-7.60 (m, 1H, CH,yy), 7.69-7.77
(m, 7H, CHapy).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 27.0 (p, HCC(CH,);), 28.3 (p,
OCOC(CHs)s), 34.6 (q, HCC(CHs)s), 38.7 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.2 (s,
OCH,CH,NHCOCHNH), 39.6 (s, CHCH,CgH,), 47.1 (t, OCOCH,CH), 53.4 (t,
HCC(CHs)s), 62.0 (t, CHCH,C¢H,), 67.1 (s, OCOCH,CH), 69.4 (s, HCCONH-
CH,CH,), 69.6 (s, HCCONHCH,CH,), 70.3 (s, OCH,CH,0), 70.4 (s, OCH,CH,0),
79.6 (q, (H3C)3COCO), 119.9 (t, CHppmoc), 124.9 (t, CHppmoe), 127.1 (t, CHppmoc),
127.8 (t, CHpmoe), 128.3 (t, CHpenzoyt), 129.4 (t, CHpenzop), 129.9 (t, CHpenzop),
130.4 (t, CHpenzop), 132.4 (t, CHpenzopt); 136.1 (4, Cienzoyt), 137.6 (4, Chenzoyt),
141.3 (4, Crmoe)s 141.9 (4, Crmoe), 143.7 (4, Coenzoyt); 155.9 (q, (H3C)3COCONH),
156.1 (q, NHCOOCH,CH), 171.1 (NHCHCONH), 171.2 (q, NHCHCO), 196.3 (q,
C¢H,COC4Hs;).

IR (KBr, cm™'): v = 3295, 3064, 2931, 2879, 1687, 1648, 1608, 1538, 1448, 1392,
1367, 1317, 1278, 1245, 1172, 1106, 1049, 939, 925, 858.

MS (ESI): m/z (%)= 857.4 (100, [M+Na|*, berechnet 857.4), 873.3 (18, [M+K]*,
berechnet 873.4)

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 857.40842, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C48H5909N4+ 857.40960.

Drehwert: [a]? = —0.9+ 0.2 (c = 0.5; EE).
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1-Amino-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-( N-tert-butyloxycarbonylamino-
(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-yllamid 54
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780 mg (0.93 mmol) 53 werden in 30 ml THF gelost. Dann werden 1.53 g
(3.06 mmol) N-(2-Mercaptoethyl)aminoethyl-polystyrolharz (2.00 mmol/g) und
75 pl (0.50 mmol) DBU hinzugefiigt. Es wird unter Schutzgas iiber Nacht bei RT
geriihrt. Das Harz wird abfiltriert und zweimal mit THF und zweimal mit MeOH ge-
waschen. Das Solvens wird im Vakuum entfernt. Anschlieffend wird das Rohprodukt

durch Kieselgel mit DCM/MeOH (20:1) filtriert.
Ausbeute: 540 mg (0.88 mmol, 94 %), farbloses Ol.
Molmasse: 612.76 g/mol

Summenformel: C33H,;sO7Ny

DC: Ry — 0.28 (DCM/MeOH 20:1)

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § — 0.97 (s, 9H, CH;), 1.42 (s, 9H, CH;),
2.78-2.91 (m, 2H, CHCH,CgH,), 3.27-3.62 (m, 12H, CH,CH,OCH,CH,OCH,CH,),
3.67 (m, 1H, CHCH,CgH,), 3.82 (d, 1H, 3J=9.5 Hz, HCC(CH;);), 5.31 (d,
8J=9.1 Hz, NH), 6.36-6.40 (m, 2H, NH, NH), 7.31-7.39 (m, 2H, CH,,,), 7.43-7.63
(m, 4H, CHy,y), 7.72-7.83 (m, 3H, CHyyy).

BC-NMR (62.9 MHz, CDCl;, TMS): § = 26.6 (p, HCC(CHj;)3), 28.4 (p,
OCOC(CHj)s), 34.6 (q, HCC(CHs)s), 38.9 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.2 (s,
OCH,CH,NHCOCHNHS,), 41.2 (s, CHCH,CgH,), 56.4 (t, HCC(CHj)3), 62.4 (t,



150 Experimenteller Teil

CHCH,CgH,), 69.7 (s, HOCONHCH,CH,), 69.9 (s, HOCONHCH,CH,), 70.2 (s,
OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,0), 79.6 (q, (H5C)sCOCO), 128.3 (t, CHapy),
129.3 (t, CHypy), 129.9 (t, CHapy), 130.5 (t, CHypy), 132.4 (8, CHypy), 136.2 (q,
Cargt)s 137.6 (t, Caryt), 143.2 (4, Carye), 155.8 (q, (H3C)3COCONH), 170.9 (q, Boc-
NHCHCONH), 173.9 (q, H,NCHCONH), 196.3 (q, CsH,COCgH;).

IR (KBr, cm™!'): v = 3384, 2935, 1722, 1519, 1454, 1407, 1265, 1238, 1135, 1079,
989, 912, 877, 732.

MS (ESI): m/z (%)= 513.3 (15, [M+H-Boc|*, berechnet 513.2), 613.3 (100,
[M-+H]*, berechnet 613.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 613.35916, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation Cs3H,9O-N,4+ 613.35958.

Drehwert: [a|% = —0.6 + 0.1 (¢ = 3.5; MeOH).

analytische HPLC: tz (%) = 38.3 min (96).

6.4.2 Kuppeln von Dansylchlorid 55

N-[5-Dimethylaminonaphthalin-1-sulfonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-
(N-tert-butyloxycarbonylamino-(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl]-
amid 58
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111 mg (0.181 mmol) 54 werden zusammen mit 14.6 pl (0.181) trockenem Pyridin

in 10 ml trockenem DCM gel6st. Dann wird eine Losung aus 49 mg (0.181 mmol)
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Dansylchlorid 55 in 5 ml trockenem DCM zugetropft. Es wird iiber Nacht bei RT
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird in 50 ml DCM aufgenommen und anschliefend
einmal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Nay,SO, wird

das Solvens entfernt. Der Riickstand wird an Kieselgel sdulenchromatographisch mit

EE eluiert.

Ausbeute: 104 mg (0.12 mmol, 67 %), gelbes Ol.
Molmasse: 846.04 g/mol

Summenformel: C ;5H59O9N5S

DC: R; — 0.47 (EE)

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 0.9 (s, 9H, CHs), 1.42 (s, 9H, CH,),
2.79 (s, 6H, N(CHs),), 2.87-3.06 (m, 2H, CHCH,CgH,), 3.31-3.69 (m, 12H,
CH,CH,OCH,CH,OCH,CH,), 3.97 (d, 1H, 3J=9.7 Hz, HCC(CH,)3), 4.06 (m,
1H, CHCH,CgH,), 5.41 (d, 1H, 3J=9.7 Hz, NH), 6.18 (d, 1H, 3J=6.9 Hz, NH),
6.59 (m, 1H, NH), 6.90 (m, 2H, CH,,), 7.07 (m, 2H, CH,,,,), 7.11 (m, 1H, NH),
7.34 (m, 1H, CHgyy), 7.38-7.51 (m, 4H, CH,,,,), 7.59 (m, 1H, CHyyy), 7.71 (m, 2H,
CHapyt), 8.05 (m, 1H, CHy,y), 8.13 (m, 1H, CHgyy), 8.48 (m, 1H, CHy,y)).

BC.NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § = 26.6 (p, HCC(CH;);
(p, OCOC(CHs);), 34.7 (q, HsCCCH), 38.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.3
(s, OCH,CH,NHCOCHNHS,), 39.6 (s, CHCH,CgH,), 45.3 (p, N(CHj),), 58.2
(t, CHC(CH,);), 62.2 (t, CHCH,CgH,), 69.5 (s, HCCONHCH,CH,), 69.6 (s,
HCCONHCH,CH,), 70.5 (s, OCH,CH,0), 70.6 (s, OCH,CH,0), 79.7 (q, (H5C)s-
(

), 28.4
);

COCO), 115.1 (t, CHpansyt), 1185 (t, CHpansyt), 122.9 (t, CHpansyr), 128.3 (t,
CHBenzot)s 128.5 (6, CHpenzopt)s 128.6 (d; Chansy)s 128.9 (£, CHpaneyr), 129.4 (q,
Chansy)s 129.6 (t, CHpansyr), 129.9 (t, CHpenzopt), 130.1 (t, CHpenzoyr), 130.8 (t,
CHpansyt); 132.4 (t, CHpenzopt); 133.9 (d, Coenzoyt), 135.8 (4, Chensoyt); 1375 (a,
Chansy)s 140.8 (4 Coenzoy)s 151.7 (4, Cpansyt)> 155.9 (q, (H3C)sCOCONH), 170.6
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(q, Boc-HNCHCONH), 171.1 (q, Dansyl- NHCHCONH), 195.7 (q, C¢gH;COCgH3).

IR (NaCl, cm™'): 7 = 3312, 3084, 2965, 2870, 1651, 1556, 1505, 1479, 1454, 1367,
1317, 1278, 1249, 1162, 1145, 1102, 939, 863.

MS (ESI): m/z (%)= 846.5 (100, [M+H]| ", berechnet 846.4), 868.4 (60, [M+Nal™*,
berechnet 868.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 846.40923, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C45I‘160091\I5S+ 846.41063.

Drehwert: [a|% = —24.9 &+ 1.8 (¢ = 2; Chloroform).
Abspalten der Boc-Schutzgruppe von 58

N-[5-Dimethylaminonaphthalin-1-sulfonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-

(1-ammonio-(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid Trifluoracetat 74
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Verbindung 58 wird in 30 ml TFA/DCM (1:2) aufgenommen und 2 h lang bei
RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in

ACN /Wasser aufgenommen und lyophilisiert.
Ausbeute: 103 mg (0.12 mmol, 99 %), gelber, amorpher Feststoff 74.
Schmp.: 86 °C

Molmasse: 859.95 g/mol
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Summenformel: C ;H5,F309N5S

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 1.07 (s, 9H, CH,), 2.75 (dd, 1H,
3J-9.9 Hz, 2J—13.9 Hz, CHCH HpCsHy), 2.97 (s, 6H, N(CHs),), 2.99 (dd, 1H,
3J=5.0 Hz, 2J=14.0 Hz, CHCH,HCsH,), 3.223.62 (m, 13H, CH,CH,OCH,CH,-
OCH,CH,, HCC(CHy)s), 4.02 (dd, 1H, 3J=5.0 Hz, *J=10.0 Hz, CHCH,CsH,),
6.95 (m, 2H, CH,yy), 7.18 (m, 2H, CHyyy), 7.37 (m, 1H, CHyyy), 7.48-7.57 (m, 4H,
CHyry), 7.60-7.69 (m, 3H, CHayyy), 8.13 (m, 1H, CH,yy), 8.27 (m, 1H, CH,,yr), 8.43
(m, 1H, CHgpy).

13C-NMR (125.7 MHz, D,-MeOH, TMS): § = 26.8 (p, HCC(CHj;)s), 34.1 (q,
HCC(CHs)3), 39.5 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 40.4 (s, OCH,CH,NHCOCHNH,),
40.5 (s, CHCH,CgH,), 46.4 (p, N(CHj;),), 59.6 (t, CHC(CH;);), 62.9 (t, CH-
CH,CgH,), 70.2 (s, HCCONHCH,CH,), 70.3 (s, HCCONHCH,CH,), 71.3 (s,
OCH,CH,0), 71.4 (s, OCH,CH,0), 117.4 (t, CHpansy); 122.9 (t, CHpansy), 125.1
(t, CHpansyt), 128.8 (£, CHpensopt)s 129.5 (6, CHpenzoyt), 129.7 (t, CHpansyt), 129.9
(t; CHpansyt), 130.6 (t, CHpenzop), 130.7 (£, CHpenzop)s 131.0 (t, CHpansyr), 133.8
(t, CHpenzopt); 136.5 (d, Chenzoyt)s 136.9 (a, Coenzot)s 138.7 (a, Cpunsyt), 143.2

(q; CBenzoyl)a 149.2 (q, CDansyl)7 161.8 (qa CDansyl)a 162.1 (q7 CDansyl)7 168.9 (q7
Dansyl-HNCHCONH), 173.5 (q, H,NCHCONH), 197.8 (g, CsH,COCsH;).

IR (KBr, cm™!): # — 3281, 3086, 2944, 2873, 1669, 1607, 1568, 1482, 1447, 1375,
1317, 1279, 1202, 1179, 1141, 1072, 940, 924, 867, 835.

MS (ESI): m/z (%)= 746.3 (100, [M+H]|*, berechnet 746.4), 768.2 (10, [M+Na|™,
berechnet 768.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 746.35785, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C40H5307N5S+ 746.35820.

Drehwert: [a|% = —35.4 + 0.4 (¢ = 1.3; MeOH).



154 Experimenteller Teil

6.4.3 Kuppeln von 7-Diethylamino-coumarin-3-carbonsiure 56

N-[7-Diethylaminocoumarin-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-( N-

tert-butyloxycarbonylamino-(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid 60
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45 mg (172 pmol) 7-Diethylamino-coumarin-3-carbonsdure 56 werden zusammen
mit 38.0 mg (195 pumol) EDC-HCI, 30 mg (195 pumol) HOBt und 21.5 ul (195 pmol)
NMM in 5 ml DMF gelost. Es wird 15 min lang bei 0 °C geriihrt. Dann wird eine Lo6-
sung aus 100 mg (163 pmol) 54 in 2 ml DMF hinzugetropft. Die Reaktionsmischung
wird {iber Nacht bei RT geriihrt. Anschliefend wird das Solvens im Vakuum ent-
fernt und der Riickstand in 200 ml EE/Wasser (10:1) aufgenommen. Die organische
Phase wird einmal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO,4 getrock-
net und im Vakuum eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wird an Kieselgel mit EE

flash-chromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 133 mg (156 pmol, 96 %), gelboranges Ol.
Molmasse: 856.01 g/mol

Summenformel: C,;Hg O1¢N5

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § = 0.96 (s, 9H, CH;), 1.24 (t, 6H,
8J=7.2 Hz, NCH,CH3), 1.42 (s, 9H, CHs), 3.21 (dd, 1H, 3J=8.2 Hz, 2J=13.8 Hz,
CHCH HpCgHy), 3.37 (dd, 1H, 3J=6.4 Hz, 2J—13.8 Hz, CHCH,HzCsH,)), 3.39-
3.62 (m, 16H, CH,CH,OCH,CH,OCH,CH,, NCH,CH;), 4.03 (d, 1H, 3J-9.4 Hz,



6.4 Synthese eines Photoaffinitidtsmarkers 155

HCC(CHs)3), 4.89 (m, 1H, CHCH,CgH,), 5.40 (d, 1H, 3J=9.4 Hz, NH), 6.48 (i,
1H, CHgpy), 6.62 (m, 1H, CH,,y), 7.04 (m, 1H, NH), 7.21 (m, 1H, NH), 7.38-7.50
(m, 5H, CHgpy), 7.57 (m, 1H, CH,,,), 7.70-7.78 (m, 4H, CH,,,), 8.67 (s, 1H,
HC=CCO), 9.31 (m, 1H, NH).

BC.NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 124 (p, NCH,CHy), 26.6 (p,
HCC(CHs)3), 28.4 (p, OCOC(CHg3)3), 34.6 (q, HCC(CHs)3), 38.0 (s, CHCH,CgHy),
39.3 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.4 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 45.5 (s, NC-
H,CH,), 55.0 (t, CHC(CH)s), 62.0 (t, CHCHyCgHy), 69.6 (s, OCH,CH,NH),
69.7 (s, OCH,CH,NH), 70.1 (s, OCH,CH,0), 70.2 (s, OCHyCH,0), 79.3 (q,
(H,C)5C0CO), 965 (6, CHeppumarin), 1084 (6, Coumarin)s 1090 (0, Cormmanir)
110.0 (t, CHcoumarin)» 128.2 (t, CHpenzoyt), 129.4 (t, CHpenzoyt), 129.9 (t, CHpenzoy),
130.4 (t, CHpenzoyt), 131.5 (t, CHeoumarin), 132.3 (t, CHpenzoyt)s 136.0 (4, Caenzoyt),
137.7 (a4, Chenzoyt), 142.2 (q, Cpenzoyt), 148.6 (t, CHevumarin), 152.9 (4, Cooumarin),
155.8 (q, (H3C);COCONH), 157.8 (4, Copumarin), 162.5 (q, OC(O)C=CH), 163.5
(q, OC-Coumarin), 170.8 (q, Boc-NHCHCONH), 171.2 (q, HNCHCONH), 196.4
(q, C¢H4,COCgHs).

IR (NaCl, cm™'): 7 = 3432, 2973, 1698, 1654, 1617, 1579, 1513, 1448, 1419, 1351,
1315, 1276, 1234, 1187, 1135, 1010, 923, 794, 754.

MS (ESI): m/z (%)= 856.3 (100, [M+H]|*, berechnet 856.4), 878.4 (22, [M+Na|,
berechnet 878.4).

Drehwert: [a]% = —69.0 £ 0.1 (¢ = 2; Chloroform).
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Abspalten der Boc-Schutzgruppe von 60

N-[7-Diethylaminocoumarin-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-(1-

ammonio-(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid Trifluoracetat 75
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Verbindung 60 wird in 15 ml TFA/DCM (1:2) aufgenommen und 2 h lang bei
RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in

ACN /Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Ausbeute: 135 mg (156 pumol, 99 %), gelborangener, amorpher Feststoff 75.
Schmp.: 134 °C (Zers.)

Molmasse: 869.92 g/mol

Summenformel: CyH5,F30,9N5

DC: R; — 0.27 (EE)

IH-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 1.07 (s, 9H, CHs), 1.22 (t, 6H,
8J=7.1 Hz, NCH,CH3), 3.20 (dd, 1H, 3J=7.5 Hz, 2J—13.5 Hz, CHCH4HzCsH,),
3.28 (dd, 1H, 3J=6.4 Hz, 2J=13.6 Hz, CHCH,HpCgH,)), 3.33-3.60 (m, 17H,
CH,CH,OCH,CH,0CH,CH,, NCH,CH;, HCC(CHs);), 4.87 (m, 1H, CHCH,-
CgHy), 6.55 (m, 1H, CH,yy), 6.80 (m, 1H, CHyyy), 7.42-7.55 (m, 5H, CHyyy), 7.62
(m, 1H, CHyyy), 7.69-7.76 (m, 4H, CH,,y), 8.55 (s, 1H, HC=CCO).
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BC.NMR (125.7 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 12.7 (p, NCH,CHy), 26.8 (p,
HCC(CHj)s), 34.1 (q, HCC(CHs)3), 39.7 (s, CHCH,CgHy), 40.4 (s, OCH,CH,;NH-
COCHNH), 40.5 (s, OCH,CH,NHCOCHNH), 46.1 (s, NCH,CHy), 56.1 (t, CHC-
(CHs)3), 63.0 (t, CHCH,CgH,), 70.3 (s, OCH,CH,NH), 70.4 (s, OCH,CH,NH), 71.3
(s, OCH,CH,0), 71.3 (s, OCH,CH-0), 97.3 (t, CHeoumarin), 109.5 (4, Ccoumarin),
109.6 (4, Ccroumarin), 111.8 (t, CHeoumarin ), 1295 (6, CHpenzopt), 130.8 (£, CH pensogt),
131.0 (t, CHpenzoyt), 131.4 (t, CHpenzoyt), 132.8 (t, CHevumarin), 133.8 (t, CHpenzoyt),
1374 (d, Cpenzopt), 138.9 (d; Cpenzopt), 143.5 (d; Cpenzopt); 1495 (t, CHeoumarin),
154.8 (a4, Ccoumarin), 159.3 (q, OC(O)C=CH), 164.1 (d, Ccoumarin), 165.0 (q,
OC-Coumarin), 168.9 (q, HNCHCONH), 173.1 (q, HNCHCONH), 198.3 (q,
CeH4COCgHs;).

IR (KBr, cm™'): 7 = 3604, 3587, 3307, 3085, 2975, 2869, 2711, 1781, 1661, 1617,
1577, 1511, 1476, 1446, 1422, 1383, 1352, 1318, 1280, 1168, 797.

MS (ESI): m/z (%)= 756.3 (100, [M+H]", berechnet 756.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 756.39706, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation CyHs4OgN5T 756.39669.

Drehwert: [a)% = —10.4 £ 0.3 (¢ = 1; MeOH).

6.4.4 Kuppeln von 5(6)-Carboxyfluorescein 57

N-[Fluorescein-4(5)-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-( N-tert-

butyloxycarbonylamino-(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid 62

61 mg (163 pmol) 5(6)-Carboxyfluorescein 57 (Isomerengemisch) werden zusammen
mit 31.0 mg (163 pmol) EDC-HCI, 25 mg (163 pmol) HOBt und 19 ul (163 pmol)
NMM in 5 ml THF gelost. Es wird 15 min lang bei 0 °C geriihrt. Dann wird eine Lo6-
sung aus 100 mg (163 pmol) 54 in 5 ml THF hinzugetropft. Die Reaktionsmischung
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wird iiber Nacht bei RT geriihrt. Anschlieffend wird das Solvens im Vakuum entfernt
und der Riickstand wird an Kieselgel mit DCM/MeOH (9:1) flashchromatographisch

gereinigt. Das Produkt liegt als Isomerengemisch vor.

Ausbeute: 149 mg (153 pumol, 94 %), gelbes Ol.
Molmasse: 971.06 g/mol

Summenformel: C5,Hz50.3N,

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 0.77-0.89 (m, 18H, CHj), 1.261.34 (m,
18H, CH,), 2.92-3.52 (m, 26H, CHy), 3.79-3.87 (m, 2H, CH), 4.87-4.95 (m, 2H,
CH), 6.35-6.62 (m, 12H, CH), 7.10-7.65 (i, 20H, CH), 7.88-8.03 (m, 3H, CH), 8.27
(m, 1H, CH).

IR (NaCl, cm™!): v = 3327, 2965, 2870, 1750, 1652, 1608, 1540, 1507, 1450, 1368,
1317, 1279, 1246, 1177, 1113, 994, 924, 852, 790.

MS (ESI): m/z (%)= 971.6 (70, [M+H]|", berechnet 971.4), 993.6 (100, [M+Na|™,
berechnet 993.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 993.38927, monoisotopische Masse berechnet
fir das Kation 0541‘13—;80131\141\121Jr 993.38948.
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Abspalten der Boc-Schutzgruppe von 62

N-[Fluorescein-4(5)-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-(1-ammonio-

(S)-tert-leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid Trifluoracetat 76
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Die Verbindung 62 wird in 15 ml TFA/DCM (1:2) aufgenommen und 2 h lang
bei RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand wird in
ACN /Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Das Produkt liegt als Isomerengemisch

VOr.

Ausbeute: 151 mg (153 pmol, 99 %), gelber, amorpher Feststoff 76.

Molmasse: 984.97 g/mol

Summenformel: C5H5;F30:3N,

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/> (%) = 871.6 (100, [M +H|*, berechnet 871.4),
894.7 (71, [M+Nal™, berechnet 894.4).



160 Experimenteller Teil

6.4.5 Darstellung der Proteinsonden
Generelle Vorschrift zur Kupplung mit dem Dioxolanon 17 und Ringé6ffnung

Bei -78 °C wird zu einer Losung von 1.2 Aquivalenten 17 in 10 ml trockenem THF
innerhalb von 4 h gleichzeitig mit einer Zeikanal-Spritzenpumpe eine Losung aus
1.0 Aquivalenten des entsprechend mit der Reportergruppe funktionalisierten Deri-
vates (74, 75, 76) in 10 ml trockenem THF und eine Lésung aus 1.0 Aquivalenten
Triethylamin in 10 ml trockenem THF getropft. Nach Beendigung der Zugabe wird
noch 0.5 h lang geriihrt. Anschlieffend wird die Reaktionsmischung auf RT gebracht
und das Solvens wird schnell im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in DCM
aufgenommen und einmal mit gekiihlter geséttigter NaCl-Losung gewaschen, iiber
NaySO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das erhaltene Produkt wird sofort
weiter eingesetzt. 4.0 Aquivalente Hydroxylammoniumchlorid werden zusammen mit
4.0 Aquivalenten NMM in DMF (1.5 ml/Aquivalent) gelost und zu dem Produkt
gegeben. Es wird tiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieffend wird das Solvens
entfernt. Das Riickstand wird mittels préaparativer RP-HPLC gereinigt.

N-[5-Dimethylamino-naphthalin-1-sulfonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-
(((2R,3S)-N,3-dihydroxy-2-(2-methylpropyl)succinamoyl)-(S)- tert-

leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-ylJamid 59
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Ansatz: 33 mg (93 pmol) 74.
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Ausbeute: 56 mg (60 gmol, 65 %), oranger, amorpher Feststoff.
Schmp.: 121 °C (Zers.)

Molmasse: 933.12 g/mol

Summenformel: C,;sHgsO11NgS

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 0.88 (d, 3H, 3J=6.9 Hz, CHCH,),
0.92 (d, 3H,3J=6.9 Hz, CHCH), 0.98 (s, 9H, CC(CHj)3), 1.29 (m, 1H, CHCH4Hp),
1.54 (m, 1H, CHCH4Hp), 1.63 (m, 1H, CHCH,Hp), 2.79 (dd, 1H, 3J=10.0 Hz,
2J=13.8 Hz, CHCH,HCgH,), 2.86 (ddd, 1H, 3J=5.6 Hz, 3J=7.7 Hz, 3J=7.7 Hz,
HOCHCH), 3.03 (dd, 1H, 3J=5.0 Hz, 2J=13.8 Hz, CHCH,HzCsH,), 3.08 (s,
6H, N(CHs)s), 3.20-3.62 (m, 12H, CH,CH,OCH,CH,OCH,CH,), 4.03 (dd, 1H,
8J=5.0 Hz, 3J=9.7 Hz, CHCH,CgH,), 4.07 (d, 1H, 3J=5.6 Hz, HOCHCH), 4.28
(s, 1H, HCC(CHs)s), 6.99 (m, 2H, CHyyy), 7.20 (m, 2H, CHy,,,), 7.48-7.69 (m, 8H,
CHapy) 8.15 (m, 1H, CHyyy), 8.35 (m, 1H, CHgyy), 8.41 (m, 1H, CHyyy).

BC.NMR (125.7 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 224 (p, CHCH,), 23.6 (p,
CHCHy), 26.8 (t, CH(CHs)y), 27.2 (p, HCC(CHs)s), 35.4 (q, HCC(CHy)s), 39.5
(s, OCH,CH,NHCOCHNH), 39.8 (s, (CHy),CHCH,), 40.2 (s, OCH,CH,NH-
COCHNH), 40.7 (s, CHCH,CgHy), 46.6 (p, N(CHy)s), 49.3 (t, HOCH,CH,),
59.5 (t, HCC(CHy)s), 62.0 (t, CHCHyCHy), 70.3 (s, NHCH,CH,0), 70.4 (s,
NHCH,CH,0), 71.3 (s, OCH,CH,0), 71.4 (s, OCH,CH,0), 72.9 (t, HOCHCH),
117.7 (t, CHpansyt), 1238 (t, CHpansyt)s 1255 (t, CHpansyt): 128.7 (t, CHpenont),
129.4 (t, CHpenzoyt), 129.5 (t, CHpansyi), 130.0 (t, CHpansyi), 130.7 (t, CHpenzoy),
130.8 (t, CHpenzoyt), 131.0 (t, CHpansyi), 133.8 (t, CHpenzoyr), 136.6 (4, Cpenzoyt),
137.2 (d; Chenzoyt): 138.7 (4, Cpansy), 143.2 (4, Chenzoy), 147.7 (d; Cpansy),
160.7 (q, Cpansyt), 160.9 (d, Cpansy), 171.5 (q, Dansyl HNCHCONH), 172.7 (q,
HOCHCHCO), 173.4 (q, HNCH(C(CH3)3)CONH), 175.4 (q, HONHCO), 197.8 (q,
CeH,COCgHs).
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MS (EST): m/z (%)= 933.4 (100, [M-+H|*, berechnet 933.4), 955.4 (40, [M+Na)*,
berechnet 955.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 933.44359, monoisotopische Masse berechnet
fir das Kation C48H65011N6S+ 933.44265.

praparative HPLC: {z = 28.6 min.

analytische HPLC: tz = 26.2 min.

N-[7-Diethylaminocoumarin-3-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-
(((2R,3S)-N,3-dihydroxy-2-(2-methylpropyl)succinamoyl)-(S)- tert-

leucylamino)-3,6-dioxaoct-1-yl]amid 61

,

Ho O H
: N\:)]\N/\/O\/\O/\/NT‘/'\N =
OH O 4\ H o) Ho o |\|<\

HO.

Iz

Ansatz: 42 mg (48 pumol) 75

Ausbeute: 20 mg (22 pmol, 45 %), oranger, amorpher Feststoff.
Schmp.: 78 °C (Zers.)

Molmasse: 943.06 g/mol

Summenformel: C5oHggO15Ng

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH, TMS): § — 0.97 (s, 9H, CH;), 0.87 (d, 3H,
8J=6.6 Hz, CHCHS), 0.91 (d, 3H,3J=6.6 Hz, CHCH3), 1.22 (t, 6H, 3J=7.0 Hz,
NCH,CH;), 1.28 (m, 1H, CHCH4Hp), 1.52 (m, 1H, CHCH,Hz), 1.60 (m,
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1H, CHCH,Hjp), 2.92 (m, 1H, HOCHCH), 3.20-3.55 (m, 18H, CH,CH,OCH,-
CH,OCH,CH,, CHCH,CgH,, NCH,CH3), 4.02 (m, 1H, HOCHCH), 4.26 (s, 1H,
HCC(CHs)3), 4.84 (m, 1H, CHCH,CgHy), 6.57 (m, 1H, CH,,y), 6.81 (m, 1H,
CHapy), 7.44-7.55 (m, 5H, CHy,yy), 7.62 (m, 1H, CHg,y), 7.70-7.74 (m, 4H, CH,,y),
8.60 (s, 1H, HC=CCO).

IR (KBr, cm™'): v = 2959, 2873, 2360, 2337, 1748, 1734, 1696, 1684, 1647, 1634,
1578, 1475, 1458, 1353, 1318, 1276, 1136, 1076, 941, 794.

MS (ESI): m/z (%)= 943.3 (40, [M+H]|*, berechnet 943.5), 956.4 (100, [M-+Na])*,
berechnet 965.5).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 943.48253, monoisotopische Masse berechnet
fir das Kation C50H67012N6+ 943.48217.

praparative HPLC: tg = 32.0 min.

analytische HPLC: tz = 28.7 min.

N-[Fluorescein-4(5)-carbonyl]-(S)-(4-benzoylphenyl)alanin-[8-(((2R,3S5)-
N,3-dihydroxy-2-(2-methylpropyl)succinamoyl)-(S)-tert-leucylamino)-3,6-
dioxaoct-1-ylJamid 63

Ansatz: 72 mg (73 pmol) 76
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Ausbeute: 27 mg (26 pmol, 36 %), amorpher, gelber Feststoff. Das Produkt wird

als Isomerengemisch erhalten.
Schmp.: 132 °C (Zers.)
Molmasse: 1058.13 g/mol
Summenformel: C5;Hg30:5N5

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 0.81-1.01 (m, 30H, CH;), 1.21-1.31 (m,
2H, CH,), 1.45-1.66 (m, 4H, CH,), 2.80-2.90 (m, 2H, CH), 3.04-3.60 (m, 26H, CH,),
4.01-4.08 (m, 2H, CH), 4.25-4.32 (m, 2H, CH), 4.98-5.05 (m, 2H, CH), 6.54-6.86
(m, 12H, CH), 7.17-7.74 (m, 20H, CH), 8.05 (m, 1H, CH), 8.09-8.16 (m, 2H, CH),
8.45 (m, 1H, CH).

IR (KBr, cm™'): 7 = 3419, 2958, 2869, 2360, 1638, 1607, 1540, 1456, 1385, 1317,
1281, 1205, 1134, 1122, 926, 853.

MS (ESI): m/> (%)= 1058.5 (100, [MH|*, berechnet 1058.4), 1080.4 (50,
[M+Na|)*, berechnet 1080.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 1058.43983, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C57H64015N5+ 1058.43934.

priaparative HPLC: tz = 38.9 min.

analytische HPLC: {p = 36.4 min (42 %), 36.7 (58 %) (Isomerengemisch).
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6.5 Synthese von derivatisiertem Maleinimid

1-(tert-Butyloxycarbonylamino)-8-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl)-3,6-di-

oxaoctan 69

0]
H
| N/\/O\/\O/\/ N W/O
(@]
(0]

Zu einer Losung von 200 mg (2.06 mmol) Maleinimid und 356 ! (2.06 mmol) NMM
in 10 ml EE werden langsam 235 pl (2.47 mmol) Chlorameisenséureethylester unter
Eiskiihlung getropft. Nach 1 h Riihren wird abfiltriert und mit 30 ml EE nach-
gewaschen. Die organische Phase wird dreimal mit Wasser und einmal mit gesat-
tigter NaCl-Losung gewaschen, tiber NaySO, getrocknet und eingeengt. Der Riick-
stand wird dann sofort unter Eiskiihlung zu einer Lésung von 312 mg (1.26 mmol)
mono-Boc-Linker 30 in 20 ml THF /geséttigter NaHCO3-Losung (1:1) getropft. Nach
10 min Riihren bei 0 °C werden nochmals 20 ml THF /geséttigter NaHCO3-Losung
(1:1) hinzugefiigt. Nach weiteren 30 min wird dann das Eisbad entfernt und noch
1 h lang bei RT geriihrt. Dann wird die Reaktionmischung mit 50 ml EE versetzt
und die Phasen werden getrennt. Die wéakrige Phase wird noch dreimal mit jeweils
25 ml EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
NaCl-Losung gewaschen, iiber NaySO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das

Rohprodukt wird an Kieselgel flashchromatographisch mit PE/EE (20:1) eluiert.
Ausbeute: 249 mg (0.76 mmol, 60 %), farbloses Ol.

Molmasse: 328.36 g/mol

Summenformel: Ci5H2,O0N>

DC: R; — 0.68 (EE)
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'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § = 1.44 (s, 9H, C(CHs)3), 3.28 3.33
(m, 2H, Boc-NHCH,CH,0), 3.49-3.75 (m, 10H, Boc-NHCH,CH,;OCH,CH;OCH,-
CH,), 5.06 (br. s, 1H, NH), 6.72 (s, 2H, OCCH).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;, TMS): § — 28.4 (p, C(CHy)3), 37.0 (s, NCHa-
CH50), 40.4 (s, Boc-HNCH,CH,0), 67.8 (s, NCH,CH,0), 69.9 (s, Boc-HNCH,-
CH,0), 70.2 (s, OCH,CH,0), 70.3 (s, OCH,CH,0), 79.3 (q, C(CHs,)s), 134.1 (t,
OCCH), 155.9 (q, Boc-CO), 170.7 (q, CHCO).

IR (NaCl, cn'): 7 — 3365, 2975, 2032, 1709, 1519, 1435, 1331, 1273, 1250, 1172,
1107, 1043, 970.

MS (ESI): m/z (%)= 229.0 (100, [M+H-Boc|", berechnet 229.1), 351.1 (10,
[M-+Na|*, berechnet 351.2).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 329.17022, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C15H2506N2+ 329.17071.

1-(Ammonio-)-8-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl)-3,6-dioxaoctan

trifluoracetat 72

O
®
o) CF3COO®

72

249 g (0.76 mmol) 69 werden in 12 ml TFA/DCM (1:1) gelést und 45 min lang
bei RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riickstand wird zur

vollstandigen Entfernung der TFA lyophilisiert.
Ausbeute: 260 mg (0.76 mmol, 99 %), farbloses Harz.

Molmasse: 342.27 g/mol
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Summenformel: C3H7F304N;

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 3.12-3.16 (m, 2H, H,NCH,CH,0), 3.60-
3.74 (m, 1OH, HQNCHQCHQOCHQCHQOCHQCHQ), 6.83 (S, 21‘17 OCCH)

BC-NMR (125.7 MHz, D,-MeOH): § — 38.1 (s, NCH,CH,0), 40.6 (s,
HQNCHQCHQO), 67.9 (S, NCHQCH20), 69.1 (S, HQNCHQCHQO), 71.1 (S, OCHQ—
CH,0), 71.4 (s, OCH,CH,0), 135.5 (t, OCCH), 172.6 (¢, CHCO).

N-(8-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl)-3,6-dioxaoctanyl)-5-

dimethylaminonaphthalen-1-sulfonamid 70

(0]
H I
| N/\/O\/\O/\/N—” O

o /
e
o \

Zu einer Losung von 232 mg (0.86 mmol) Dansyl-Cl in 10 ml trockenem DCM wird
unter Eiskiihlung eine Losung aus 294 mg (0.86 mmol) 72 und 248 pl (1.72 mmol)
trockenem Triethylamin in 10 ml trockenem DCM getropft. Es wird 2 h lang bei
0 °C und anschliefend 30 min lang bei RT geriihrt. Dann werden 50 ml DCM der
Reaktionsmischung zugefiigt und einmal mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen.
Anschlieflend wird die Losung iiber NaySO,4 getrocknet und bis zur Trockne einge-
engt. Danach wird das Rohprodukt an Kieselgel flashchromatographisch gereinigt.
Schnellaufende Verunreinigungen werden zunéchst mit PE/EE (10:1) entfernt und

anschlieffend wird das Produkt mit EE eluiert.
Ausbeute: 253 mg (0.55 mmol, 64 %), gelbes Ol.
Molmasse: 461.53 g/mol

Summenformel: CooHyrOgN3
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DC: Ry — 0.83 (EE)

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § — 2.88 (s, 6H, N(CH;)s), 3.04-3.13 (m,
2H, H,NCH,CH,0), 3.28-3.74 (m, 10H, H,NCH,CH,OCH,CH,OCH,CHS,), 5.52
(t, 1H, 3J=5.5 Hz, NH), 6.70 (s, 2H, OCCH), 7.19 (m, 1H, CHy,), 7.47-7.61 (m,
2H, CHgpy), 8.24 (m, 1H, CHy,y,), 8.34 (m, 1H, CHyyy), 8.51-8.56 (m, 1H, CHyyy).

BC-NMR (62.9 MHz, CDCl;, TMS): § — 37.1 (s, NCH,CH,0), 43.1 (s,
HNCH,CH,0), 45.5 (p, N(CHs),), 67.9 (s, NCH,CH,0), 69.7 (s, HNCH,CH,0),
70.1 (s, OCH,CH,0), 70.2 (s, OCH,CH,0), 115.2 (t, CHgpyr), 119.2 (t, CHypyi),
123.2 (t, CHgpy), 128.3 (t, CHapry), 129.3 (t, CHary), 129.8 (q, Caryr), 129.9 (q,
Caryt); 130.3 (t, CHypyr), 134.2 (¢, OCCH), 135.3 (q, 05SC), 151.9 (q, CN(CHj3),),
170.9 (q, CHCO).

IR (NaCl, cm™'): 7 = 3463, 3304, 3099, 2870, 2789, 2359, 2253, 1770, 1704, 1613,
1573, 1504, 1434, 1406, 1322, 1232, 1201, 1143, 943, 913, 829, 791, 729.

MS (ESI): m/z (%)= 462.1 (22, [M+H]|", berechnet 462.2), 484.1 (100, [M+Nal™,
berechnet 484.2), 500.1 (25, [M+K]|", berechnet 500.2).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 462.16811, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C22H2806N38+ 462.16933.
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6.6 Peptidsynthese

6.6.1 Synthese von Lysinderivaten

Synthese von Fmoc-Lys(Dde)-OH 66

643 mg (1.33 mmol) Fmoc-Lys-OH-TFA 64 werden zusammen mit 390 ul (2.66
mmol) Triethylamin und 242 mg (1.33 mmol) 2-Acetyldimedon 65 in 10 ml DMF
iiber Nacht bei RT geriihrt. Das Solvens wird entfernt und der Riickstand in 200 ml
DCM aufgenommen. Es wird mit 5 % KHSO,4-Losung auf pH 2 angesauert. Nachdem
die Phasen getrennt worden sind, wird die organische Phase mit wenig gesattigter
NaCl-Losung gewaschen und iiber NaySO, getrocknet. Anschliefend wird das Sol-

vens im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 589 mg (1.09 mmol, 82 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 532.63 g/mol

Summenformel: C3;H3504N>

Schmp.: 150 °C (Zers.)

DC: R; = 0.28 (DCM/MeOH 30:1); 0.74 (DCM/MeOH/AcOH 90:8:2)

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § = 0.96 (s, 6H, C(CHs),), 1.45-1.58 (m, 3H,
CH,), 1.61-1.78 (m, 2H, CH,), 1.86-1.96 (m, 1H, CH,), 1.97 (s, 1H, N=CCH(CO),),
2.26 (s, 4H, (H3C)2C(CH,)s), 2.50 (s, 3H, N=CCH,) 3.46 (t, 2H, 3J-6.9 Hz,
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CONHCH,CH,CH,CH,CH)), 4.14 (m, 1H, HNCHCOOH), 4.20 (t, 1H, 3J=7.0 Hz,
OCH,CH), 4.30 (d, 2H, 3J=7.0 Hz, OCH,CH), 7.25-7.30 (m, 2H, AA’BB’), 7.34~
7.39 (m, 2H, AA’BB’), 7.60-7.70 (m, 2H, AA’BB’), 7.77 (d, 2H, 3J—7.5 Hz, AA'BB).

BC-NMR (125.7 MHz, D-MeOH): § — 18.4 (p, C(CHy),), 24.3 (s, CH-
CH,CH,CH,CH,NH), 28.3 (s, CHCH,CH,CH,CH,;NH), 29.5 (s, CHCH,CH5CHo-
CH,NH), 30.9 (p, N=CCH,), 32.4 (s, CHCH,CH,CH,CH,NH), 44.3 (t, OCH,CH),
48.4 (s, (HsC)oCCH,), 53.3 (t, HNCHCOOH), 55.4 (q, (CHy)oC(CHs)s) 67.9 (s,
OCH,CH), 108.6 (t, N=CCH(CO),), 120.9 (t, CHapyt), 126.3 (t, CHapyr), 128.2 (t,
CHaryi), 128.8 (t, CHapyt), 142.6 (, Cargt), 145.3 (d, Carg), 145.5 (q, C=N) 158.6
(q, Fmoc-CO), 175.5 (q, COOH), 199.8 (q, Dde-CO).

IR (KBr, cm™!): & — 3420, 2954, 2863, 1715, 1625, 1568, 1451, 1370, 1339, 1206,
1143, 760.

MS (ESI): m/z (%)= 533.2 (100, [M+H]|*, berechnet 533.3), 555.2 (20, [M+Na*,
berechnet 555.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 533.26418, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation 031H3706N2+ 533.26461.

Drehwert: [a|} = +1.79 £ 0.29 (¢ = 1; MeOH).

Synthese von Fmoc-Lys(Linker-Boc)-OH 67

: H
o WNNNNO\AONNTO+
H
O

Zu einer Losung von 2.80 g (8.05 mmol) des Linkers 34 in 100 ml DCM werden
0.93 g (8.05 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 1.70 g (8.85 mmol) EDC-HCI und 900 pl
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(8.05 mmol) NMM gegeben. Es wird 1 h lang bei 0 °C geriihrt. Anschliefend wird
die organische Phase sukzessiv mit 5 ml 5 % KHSO,-Losung, 5 ml Wasser, geséttig-
ter NaCOj3-Losung und zum Schluft einmal mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen.
Dann wird die Losung iiber NaySO,4 getrocknet und anschlieffend im Vakuum einge-
engt. Der Riickstand wird zusammen mit 2.70 ml (16.0 mmol) DIPEA in 50 ml DMF
gelost. Zu dieser Losung wird innerhalb von 2 h eine Losung aus 2.91 g (8.09 mmol)
Fmoc-Lys-OH-TFA 64 in 15 ml DMF getropft. Nach Beendigung der Zugabe wird
noch 1 h lang bei RT geriihrt. Das Solvens wird im Vakuum entfernt und der Riick-
stand wird in 300 ml EE aufgenommen. Die organische Phase wird dreimal mit
5 % KHSO4-Losung gewaschen. Die vereinigten wékrigen Phasen werden mit 5 %
KHSO4-Losung auf pH 1.5 eingestellt und fiinfmal mit jeweils 50 ml EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit gesattigter NaHCO3-Losung
und einmal mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und iiber NaySO, getrocknet.
Das Solvens wird entfernt und der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (DCM/MeOH 20:1—5:1).

Ausbeute: 4.44 g (6.35 mmol, 79 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 698.80 g/mol

Summenformel: C35H5000Ny

Schmp.: 104 °C (Zers.)

DC: Ry = 0.41 (DCM/MeOH/AcOH 90:8:2)

'H-NMR (500 MHz, D,-MeOH): § — 1.42 (s, 9H, OC(CHj)3), 1.48 1.56 (m,
4H, CH,), 1.70 (m, 1H, CH,), 1.85 (m, 1H, CH,), 2.43-2.51 (m, 4H, HNOCCH,-
CH,CONH), 3.17 (t, 2H, 3J=7.0 Hz, CONHCH,CH,CH,CH,CH), 3.20 (t, 2H,
8 J=5.6 Hz, CHy,CONHCH,CH,0), 3.34 (t, 2H 3J=5.5 Hz, Boc-NHCHS,), 3.46-3.59
(m, 8H, CH,OCH,CH,OCH,), 4.14 (m, 1H, HNCHCOOH), 4.21 (t, 1H, 3J=7.0 Hz,
OCH,CH), 4.34 (d, 2H, 3.J—7.0 Hz, OCH,CH), 7.30 (dt, 2H, ®J—1.2 Hz, *J=7.7 Hz,
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AA'BB), 7.36-7.40 (m, 2H, AA’BB’), 7.64-7.69 (m, 2H, AA’BB’), 7.78 (d, 2H,
3J=7.5 Hz, AA’'BB’).

BC.NMR (125.7 MHz, D,-MeOH): § — 22.6 (s, CHCH,CH,CH,CH,NH), 27.0
(s, CHCH,CH,CH,CH,NH), 27.1 (s, CHCH,CH,CH,CH,NH), 28.2 (p, OC(CHs)s),
30.5 (s, OCCH;CH,CO), 30.6 (OCCH,CH,CO), 38.4 (s, OCH,CH,NHCO), 38.7
(OCH,CH,NHCO), 39.5 (s, CHCH,CH,CH,CH,NH), 46.7 (t, OCH,CH), 53.6 (t,
HNCHCOOH), 66.3 (s, OCH,CH), 68.9 (s, Boc-HNCH,CH,0), 69.4 (t, OCH,-
CH,0), 69.5 (s, OCH,CH;0), 69.6 (s, OCH,CH,NHCOCH,), 78.4 (q, OC(CHjs)3),
119.3 (t, CHupy), 124.6 (t, CHapy), 126.5 (t, CHarygt), 127.1 (t, CHary), 140.9
(a4, Caryr), 143.5 (qa, Caryi), 156.7 (q, Boc-CO), 157.0 (q, Fmoc-CO), 172.9 (q,
HNCOCH,CH,CONH), 173.1 (q, HNCOCH,CH,CONH), 174.3 (q, COOH).

IR (KBr, cm™'): v = 3320, 3068, 2932, 2870, 1700, 1660, 1539, 1450, 1421, 1391,
1366, 1342, 1252, 1205, 1175, 1134, 1105, 861, 830, 799, 761, 741.

MS (ESI): m/z (%)= 599.3 (18, [M+H-Boc|*, berechnet 599.3), 699.3 (100,
[M-+H]", berechnet 699.4), 721.3 (35, [M+Na|*, berechnet 721.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 699.35975, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation CsgHs; 019N, 699.35997.

Drehwert: [a]3! = +9.13+0.09 (c = 1; MeOH).

analytische HPLC: tg (%) = 38.3 min (95).

6.6.2 Peptidsynthese-Protokoll

Beladung des 2-Chlortritylharzes mit Fmoc-Glycin

2.0 Aquivalente (relativ zur Beladungskapazitit des Harzes) der Aminosiure Fmoc-

Glycin werden in trockenem DCM gelost (10 ml/g Harz). Zur vollstdndigen Losung
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der AS ist oftmals eine kleine Menge DMF notwendig. Diese Losung wird zusam-
men mit 2.0 Aquivalenten DIPEA (relativ zur Beladungskapazitét) dem Harz schnell
zugefiigt und 5 min lang bei RT geschiittelt. Dann werden weitere 3.0 Aquivalen-
te DIPEA hinzugefiigt und die Reaktionsmischung wird 2 h lang bei RT geschiit-
telt. Anschliefend wird MeOH (1 ml/g Harz) hinzugefiigt und weitere 15 min lang
geschiittelt. Das Harz wird auf eine D4-Filterfritte iibergefithrt und dreimal mit
DCM, dreimal mit DMF, zweimal mit DCM und dreimal mit MeOH gewaschen.
Nach der Beladungsbestimmung wird die Fmoc-Schutzgruppe fiir die Lagerung ent-

fernt [19,123,124]

Beladungsbestimmung

In zwei UV-Mefkiivetten werden jeweils 1-2 mg des gut getrockneten Harzes ein-
gewogen. Zu diesen werden jeweils 3 ml einer 25%igen Piperidin/DMF-Losung ge-
geben. Nach 30 min wird die Absorption gegen eine Referenzkiivette, die mit einer
25%igen Piperidin/DMF-Losung gefiillt ist, gemessen. Die Beladung des Harzes 1aft

sich nach Gleichung 6.1 bestimmen.['?"!

(6.1)

X: Volumen in ml

e: 5800 —I— bei 590 nm
Y: Einwaage Harz in mg
[: Lange der Kiivette in cm

z: Beladung in mmol/g

A: Absorption
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Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe

waschen
entschiitzen
waschen
entschiitzen
waschen
waschen

waschen

2x DMF
25 % Piperdin/DMF
DMF
25 % Piperidin/DMF
2x DMF
75 % Dioxan/Wasser
4x DMF

Kuppeln der nachsten Aminosiure

waschen
kuppeln
waschen

waschen

3.0 Aq. AS, 3.0 Aq. TBTU, 6.0 Aq. DIPEA, DMF

Abspalten vom Harz

2x DMF

3x DMF
3x DCM

4 ml
4 ml
4 ml
4 ml
4 ml
4 ml
4 ml

2 min
5 min
1 min
10 min
2 min
1 min

4 min

4 ml| 5 min
3 ml

4 ml

45 min
5 min

4 ml| 5 min

Das Harz wird zweimal mit DCM gewaschen und danach wird eine Losung aus

1,1,1,3,3,3-Hexafluorpropan-2-ol/DCM (1:4) hinzugegeben. Nach 1 h bei RT wird

die Losung anschliefsend abfiltriert und das Harz wird dreimal mit 4 ml DCM und

dreimal mit 4 ml MeOH gewaschen. Der Abspaltungsprozefs wird noch zweimal

wiederholt. AnschlieBend wird das Solvens unter vermindertem Druck destillativ

entfernt.

Cyclisierung in Losung

Zu einer Losung von 3.0 Aquivalente DIPEA in DMF (275 ul/pmol) werden gleich-

zeitig mit einer Zweikanal-Spritzenpumpe zwei Losungen bestehend aus 1.0 Aq. des
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linearen, geschiitzten Peptids in DMF (160 ul/gmol) und 1.0 Aquivalenten HATU
mit 1.0 Aquivalenten HOAt in DMF (160 ul/gmol) mit einer Geschwindigkeit von
1 ml/h getropft. Nach Beendigung der Zugabe wird noch 2 h lang bei RT geriihrt.

Danach wird das Solvens entfernt.

Entfernen der permanenten Schutzgruppen und Etherfillung

Das geschiitzte Peptid wird in TFA /Wasser/Triisopropylsilan 95 %/2.5 %/2.5 %
gelost und 2 h lang bei RT geriihrt. Anschlieftend wird zu der Losung —20 °C kalter
Diethylether (300 pl/pmol Peptid) gegeben. Das ausgefallene, entschiitzte Peptid
wird bei 4000xg 45 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und
das Pellet wird in —20 °C kaltem Diethylether resuspendiert und abermals zentrifu-
giert. Anschliekend wird wiederum der Uberstand abdekantiert, das Pellet wird in

Wasser/ACN aufgenommen und lyophilisiert.

6.6.3 Synthese von cyclischen RGD-Peptiden
c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) P1

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Val-Arg(Pbf)-Gly-OH wird an 200 mg 2-
Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, abgespalten und in

Losung cyclisiert. Nach dem Entschiitzen wird das Rohprodukt mittels praparativer

RP-HPLC gereinigt.
Ausbeute: 40 mg (69 pmol, 57 %, Lit.['6l 30-40 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 574.67 g/mol

Summenformel: CogH3307Ng

MS (ESI): m/z (%)= 575.3 (100, [M+H]", berechnet 575.3).
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MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 575.29282, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C26H3QO7N8+ 575.29362.

analytische HPLC: t5 (%) = 25.6 min (100).

praparative HPLC: tz = 26.4 min.

c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-3-Ala-) P2

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Val-3-Ala-Arg(Pbf)-Gly-OH wird an 200
mg 2-Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, abgespal-
ten und in Losung cyclisiert. Nach dem Entschiitzen wird das Rohprodukt mittels

praparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 23 mg (35 pmol, 29 %, Lit.'?" 36 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 645.65 g/mol

Summenformel: CoqH,305Ng

MS (ESI): m/z (%)= 646.4 (100, [M+H]", berechnet 646.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 646.32908, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation C29H4408N9+ 646.33074.

analytische HPLC: t5 (%) = 25.5 min (100).

priaparative HPLC: tz = 26.7 min.

c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys-) P3

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Gly-OH wird an 200 mg
2-Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, abgespalten und
in Losung cyclisiert. Nach dem Entschiitzen wird das Rohprodukt mittels prapara-

tiver RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wird als Trifluoracetat erhalten.
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Ausbeute: 18 mg (24 umol, 20 %, Lit.1'?8] 44 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 717.74 g/mol

Summenformel: CogH F309Ng

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) = 604.2 (100, [M+H]*).
MS (ESI): m/z (%)= 604.3 (100, [M+H]", berechnet 604.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 604.32033, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation 0271‘142()71\19Jr 604.32017.

analytische HPLC: tz (%) = 15.8 min (100).

praparative HPLC: tg = 17.2 min.

c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys-3-Ala-) P4

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Lys(Boc)-3-Ala-Arg(Pbf)-Gly-OH wird an
200 mg 2-Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, abgespal-
ten und in Losung cyclisiert. Nach dem Entschiitzen wird das Rohprodukt mittels

praparativer RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wird als Trifluoracetat erhalten.
Ausbeute: 29 mg (36 pmol, 30 %), farbloser Feststoff.

Molmasse: 788.72 g/mol

Summenformel: C3,H,7F30:0Nqg

MS (MALDI-ToF, CHCA): m/z (%) — 675.6 (100, [M+H]|"), 675.6 (100,
[M-+Na ")

MS (ESI): m/z (%)= 675.4 (100, [M+H]", berechnet 675.3).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 675.35710, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation CsoH,7OgNo" 675.35728.
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analytische HPLC: t; (%) = 18.7 min (100).

priaparative HPLC: tz = 21.6 min.

6.6.4 Synthese modifizierter cyclischer RGD-Peptide

Methode 1

An 2-Chlortritylharz wird zunéchst die lineare Peptidsequenz bis zur Aminosiu-
re Fmoc-Lys(Dde)-OH 66 synthetisiert. Vor Entfernung der terminalen Fmoc-
Schutzgruppe wird zundchst mit 4 ml 2 % Hydrazin in DMF innerhalb von 45 min
die Dde-Schutzgruppe abgespalten. Dann werden 3.0 Aquivalente — bezogen auf die
Beladung des Harzes — des Linkermolekiils 34 unter Verwendung von 3.0 Aquivalen-
ten TBTU und 6.0 Aquivalenten DIPEA in 4 ml DMF mit der freien Aminogruppe
des Lysins verkniipft. Anschliefend wird die Peptidsynthese wie oben beschrieben
fortgefiihrt.

Methode 2

Die lineare Peptidsequenz wird unter Verwendung der derivatisierten Aminoséure

Fmoc-Lys(Linker-Boc)-OH 67 an 2-Chlortritylharz aufgebaut.

c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys(Linker)-) P5

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Lys(Linker)-Arg(Pbf)-Gly-OH wird an
200 mg 2-Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, ab-
gespalten und in Losung cyclisiert. Nach dem Entschiitzen wird das Rohprodukt
mittels praparativer RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wird als Trifluoracetat er-
halten.
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Ausbeute: 15 mg (16 pmol, 13 %), farbloser Feststoff.
Molmasse: 947.91 g/mol

Summenformel: C39H60F3013N11

MS (ESI): m/z (%)= 417.7 (100, [M+2H]**, berechnet 417.5), 834.3 (20, [M-+H]|,
berechnet 834.4).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 834.44603, monoisotopische Masse berechnet
fiir das Kation Cg7H60011N11+ 834.44683.

analytische HPLC: tg (%) = 18.1 min (95).

praparative HPLC: tz = 20.7 min.

c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys(Linker)-3-Ala-) P6

Das lineare Peptid H-Asp(OtBu)-D-Phe-Lys(Linker)-/3-Ala-Arg(Pbf)-Gly-OH wird
an 200 mg 2-Chlortritylharz (Beladung mit Glycin: 0.6 mmol/g) synthetisiert, abge-
spalten und in Losung cyclisiert. Nachdem Entschiitzen wird das Rohprodukt mittels

praparativer RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wird als Trifluoracetat erhalten.
Ausbeute: 35 mg (34 pmol, 29 %), farbloser Feststoff.

Molmasse: 1019.06 g/mol

Summenformel: C;HgsF3014N15

MS (ESI): m/z (%)= 453.1 (100, [M+2H]**, berechnet 453.2), 905.3 (5, [M-+H],
berechnet 905.5).

MS (ESI-FT-ICR): m/z gemessen 905.48522, monoisotopische Masse berechnet
fir das Kation C40H65012N12+ 905.45394.

analytische HPLC: ¢z (%) = 18.3 min (92).

praparative HPLC: tz = 21.8 min.
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6.7 SPR-Messungen

6.7.1 Bindung von MMP-2 an das immobilisierte Marimastat-Derivat 18

Activation of MMP-2

3.0 pL einer frisch praparierten 25 mM 4-Aminophenylquecksilberacetat-Losung in
0.1 mM NaOH werden mit 30 pL. MMP-2-Lésung (Calbiochem, Lot B41215), 40 ug
mL~1) gemischt und 2 h lang bei 37 °C inkubiert.

Immobilisierung des Marimastat-Derivates 18

Die Immobilisierung des Marimastat-Derivates 18 an den Sensorchip CM5 wird un-
ter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Fluf 5 yL min~!; Kontaktzeit 7 min; HBS-
EP als Laufpuffer. Der Sensorchip wird zundchst mit dem EDC/NHS-Kupplungskit
sowohl in der Mefs- als auch in der Referenzzelle aktiviert. Dann wird eine 1.8 mM
Losung 18 in HBS-EP-Puffer in die Mefzelle injiziert. Die abschliefende Desakti-
vierung mit Ethanolamin findet wieder in beiden Flufszellen statt. Das erreichbare

Immobilisierungsniveau liegt im Bereich 40-60 RU.

Bindungsstudien

Zunichst wird ein ,Prime* des Systems mit MMP-Puffer A durchgefiihrt und die
FluRgeschwindigkeit auf 20 uL min~! gesetzt. Es wird sowohl in die MeR- als auch
in die Referenzzelle injiziert, wobei die Referenzsubtraktion aktiviert ist. Verschie-
dene Konzentrationen von MMP-2 in MMP-Puffer werden injiziert (Kap. 4.3.4). Die
Regeneration der Chipoberfliche ist mit einer zweimaligen Injektion von HBS-EP-

Puffer fiir jeweils 10 min mdoglich.
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Kompetition in Lésung

Eine konstante Konzentration einer MMP-2-Losung wird fiir jeweils 30 min mit
verschiedenen Konzentrationen von 18 in MMP-Puffer A auf Eis inkubiert und
entsprechend nacheinander injiziert. Nach jeder Injektion wird die Chipoberfliche

mit HBS-EP-Puffer wie oben beschrieben regeneriert.

6.7.2 Bindung von ADAM9 an das immobilisierte Marimastat-Derivat 18

Bindungsstudien

Nachdem ein ,,Prime* des Systems mit ADAM-Puffer durchgefiihrt wurde, wird die
FluRkgeschwindigkeit auf 25 pL min~! gesetzt. Es wird sowohl in die Mef- als auch in
die Referenzzelle injiziert, wobei die Referenzsubtraktion aktiviert ist. Verschiedene
Konzentrationen von ADAM-9 in ADAM-Puffer werden injiziert (s. Kap. 4.3.5).
Die Chipoberflache wird mit einer zweimaligen Injektion von 0.5 % (w/v) SDS fiir
jeweils 5 min regeneriert. Dann wird 15 min lang mit Laufpuffer gespiilt. Da das im
Laufpuffer vorhandene Zn(II)-ion an Carboxylgruppen der Chipmatrix bindet wird

vor jeder neuen Messung noch eine 0.35 M EDTA-L6sung 5 min lang injiziert.

Kompetition in Losung

Eine konstante Konzentration einer ADAM-9-Losung wird jeweils 30 min lang mit
verschiedenen Konzentrationen von 18 in ADAM-Puffer auf Eis inkubiert und ent-
sprechend nacheinander injiziert. Nach jeder Injektion wird die Chipoberflache wie

oben beschrieben regeneriert.
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6.7.3 Studien mit Plazentamembranextrakt

Immobilierung von P5

Die Immobilisierung von ¢cRGDfK(Linker) P5 an den Sensorchip CM5 wird un-
ter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Fluf 5 pL min~!; Kontaktzeit 7 min;
Borat-Puffer als Laufpuffer. Der Sensorchip wird zunéchst mit dem EDC/NHS-
Kupplungskit sowohl in der Mef- als auch in der Referenzzelle aktiviert. Dann wird
eine 10 mM Losung P5 in Borat-Puffer in die Mefzelle injiziert. Die abschliefsen-
de Desaktivierung mit Ethanolamin findet wieder in beiden Flufzellen statt. Das

erreichbare Immbilisierungsniveau liegt bei 240 RU.

Bindungsstudien mit Plazentamembranextrakt

Nachdem ein ,Prime” des Systems mit Integrin-Puffer B durchgefiihrt wurde, wird
die FluRgeschwindigkeit auf 30 pL min—' gesetzt. Es wird sowohl in die MeR- als
auch in die Referenzzelle injiziert, wobei die Referenzsubtraktion aktiviert ist. Ver-
schiedene Verdiinnungen des Plazentamembranextraktes in Integrin-Puffer B werden
injiziert (s. Kap. 4.5.3). Die Chipoberfliche wird mit einer zweimaligen Injektion von

Integrin Elutionspuffer B fiir jeweils 10 min regeneriert.

Kompetitionstudien in Losung

Eine konstante Verdiinnung des Plazentamembranextraktes wird fiir jeweils 30 min
mit verschiedenen Konzentrationen von cyclischen RGD-Peptiden in Integrin-Puffer
B auf Eis inkubiert. Diese werden dann entsprechend nacheinander injiziert. Nach

jeder Injektion wird die Chipoberflache wie oben beschrieben regeneriert.
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6.8 Plazentapraparation

Eine bei -80 °C gefrorene humane Plazenta wird im Kiihlschrank bei 4 °C iiber Nacht
aufgetaut. Dann wird sie in kleine Stiicke geschnitten und in einem handelsiiblichen
Kiichenmixer mit 1 1 MMP-Puffer A versetzt und zerkleinert. Anschliefsend wird
die Suspension mit einem Homogenisator (Ultraturrox) behandelt. Die erhaltene
Suspension wird 1 h lang bei 25000x g zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekan-
tiert (MMP-Fraktion I) und das Pellet wird anschliefslend in 200 ml MMP-Puffer
A resuspendiert. Nach 1 h Zentrifugieren bei 25000x g wird der Uberstand mit der
MMP-Fraktion I vereinigt.

Das Pellet wird halbiert und die eine Hélfte wird in der 5-10fachen Volumenmenge
des Pellets in Integrin Extraktionpuffer A (Plazentaembranextrakt A) resuspendiert.
Die andere Hilfte wird in der 5-10fachen Volumenmenge des Pellets in Integrin
Extraktionpuffer A (Plazentaembranextrakt A) aufgenommen. Beide Suspensionen
werden dann iiber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Anschlieffend werden die Suspensionen
bei 25000xg 2 h lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und kann bei

-80 °C gelagert werden.

6.9 Affinitatschromatographie

6.9.1 Beladen der Saule

Eine 1 ml HiTrap NHS-activated HP-Séule (10 pmol/ml, Pharmacia) wird zunéchst
mit eiskalter 1 mM Salzsdure gewaschen. Dann wird die Sdule mit HBS-EP-Puffer
dquilibriert (3x2 ml) Anschliefend wird 1 ml einer Marimastat-Derivat-Losung
(20 mM) 18 in HBS-EP-Puffer zugegeben und 2 h lang bei RT reagieren gelas-
sen. Der Erfolg der Kupplung wird mittels analytischer RP-HPLC kontrolliert. Zur
Desaktivierung der NHS-Ester, die nicht mit 18 reagiert haben, wird die Séule mit
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MMP-Puffer A gewaschen. Nach 2 h waschen kann die Séule fiir die weiteren Expe-

rimente eingesetzt werden.

6.9.2 Auftragen der MMP-Fraktion I-Lésung

Die MMP-Fraktion I-Losung (600 ml) wird mit einen Fluf von 1 ml/min unter zu

Hilfenahme einer P1-Pumpe ,, Akta-prime* auf die Siule aufgetragen.

6.9.3 Waschen und Eluieren

Die Séule wird mit 30 ml MMP-Waschpuffer A gewaschen (Fluf 0.5 ml/min). An-
schliefend wird mit 30 ml HPS-EP-Puffer (Elution I) und dann noch einmal mit
30 ml MMP-Elutionspuffer A (Elution II) eluiert, wobei 10 ml Fraktionen genom-

men werden.

Anschliefend werden sowohl die Elutionsdurchliufe als auch der Waschdurchlauf

mit Zentrifugenkonzentratoren (YM-50) 20-fach aufkonzentriert.

6.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Herstellung der Gele wird zunéchst die Trenngel-Losung blasenfrei zwischen
die zwei Glasplatten pipettiert, so dafl diese 1.5 cm zum oberen Rand hin freiblei-
ben. Die Losung wird dann mit 2-Propanol {iberschichtet. Nach der Polymerisation
des Trenngels wird das 2-Propanol entfernt und die Sammelgel-Losung wird bis zur
Plattenkante eingefiillt. Ein Probentaschenkamm (20 pl pro Tasche) wird unverziig-
lich eingesetzt. Zur Gewéhrleistung einer vollsténdigen Polymerisation wird das Gel
in zwei befeuchtete Tiicher eingewickelt und iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C

belassen. Das polymerisierte Gel wird nach Entfernen des Kammes in die Elektro-
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phoreseapparatur eingesetzt und diese wird dann mit Elektrophoresepuffer befiillt,

wobei die Probentaschen mit dem Puffer griindlich gespiilt werden.

Das APS wird erst unmittelbar vor der Polymerisation zugegeben. Vor dem Auftra-
gen der Proteinproben werden diese zundchst mit einem Drittel des Volumens an
3fach-Probenpuffer versetzt und 10 min lang bei 95 °C inkubiert. Zur Konzentrie-
rung der Proben in den Probentaschen wird die Elektrophorese zuerst 5 min lang
bei 60 V durchgefiihrt. Dann wird die Spannung auf 100 V erhéht. Nach 15 min
wird die Spannung zur Auftrennung der Proben auf 200 V eingestellt.

10 % Trenngel 4 % Sammelgel

Wasser 4.1 ml 2.89 ml
Trenngelpuffer 2.5 ml -
Sammelgelpuffer - 1.26 ml

10 % SDS 100 pl 50

40 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 2.5 ml 0.5 ml
TEMED 5 1l 5 4l

1.5 % APS 0.8 ml 0.3 ml
ingesamt (fiir 2 Gele) 10 ml 10 ml

6.10.1 Coomassie Brilliant Blue-Farbung

Nach der Elektrophorese wird zunédchst das Sammelgel entfernt. Dann wird das
Trenngel in Fixierer-Losung 30 min lang vorsichtig geschwenkt. Anschlieffend wird
das Gel zweimal mit Wasser gewaschen und dann mit Coomassie-Losung (ca. 100-
200 ml) versetzt. Nach 2 h wird das Gel mehrmals mit Wasser gewaschen und {iber

Nacht auf einem Horizontalschiittler bewegt.!1?°]
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6.10.2 Silberfarbung

Nach der Elektrophorese wird das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel wird
20 min lang in Fixierer-Losung bewegt. Anschliefend wird das Gel zweimal fiir je-
weils 10 min mit Wasser gewaschen. Zum Férben des Gels werden zunéchst 5 ml
Silberkomplex-Losung, 5 ml Moderator und 5 ml Entwickler mit 35 ml Wasser
gemischt. Die Losung wird unmittelbar vor Beginn des Féarbeprozesses zu 50 ml
Beschleuniger-Losung gegeben. Das Gel wird dann solange entwickelt, bis die ent-
sprechenden Banden die gewiinschte Intensitdt erreicht haben. Zum Beenden des

Entwicklungsprozesses wird das Gel in 50 ml Stopp-Losung iibergefiihrt.
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