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1. Einleitung

Die Entwicklung neuer Methoden und die Verbesserung bestehender Methoden zur
Krebsbekampfung sind nach wie vor wichtige Aufgaben der medizinischen Forschung.
Krebs ist mit 13 % aller Todesfille weltweit die zweit hiufigste Todesursache.!!! Nach
Prognosen der WHO (World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation) wird
die Zahl der an Krebs verstorbenen Menschen pro Jahr weltweit von 7,6 Millionen
im Jahr 2007 bis auf 11,5 Millionen im Jahr 2030 steigen.?! Eine hiufige Behand-
lungsart ist die Chemotherapie. Dabei werden dem Patienten zytotoxische Substanzen
verabreicht. Diese Substanzen natiirlicher oder synthetischer Herkunft hemmen das
Zellwachstum oder die Zellteilung aller Koérperzellen. Krebszellen haben eine wesent-
lich hohere Wachstums— und Teilungsrate und werden daher durch diese Substanzen

starker geschadigt. Trotzdem kommt es sehr haufig auch zu schweren Nebenwirkungen.

1.1. Cryptophycine

Cryptophycine sind eine Klasse von Naturstoffen deren erster Vertreter, das Crypto-
phycin-1, 1990 aus Cyanobakterien der Spezies Nostoc (ATCC 53789) isoliert wurde. !
Der Name beruht auf der hohen Toxizitat der Cryptophycine gegeniiber Hefen der Gat-
tung Cryptococcus.®! Spéter wurden weitere Cryptophycine aus anderen natiirlichen
Quellen isoliert. Insgesamt wurden bis heute 28 unterschiedliche Cryptophycine aus
Cyanobakterien, aber auch aus dem marinen Schwamm Dysidea arenaria isoliert. 7l
Nachdem die Struktur aufgeklart worden war, wurden noch viele weitere synthetische
Cryptophycine dargestellt. Allgemein sind Cryptpophycine 16—gliedrige Makrozyklen,
die aus zwei Hydroxycarbonséuren und zwei Aminoséuren aufgebaut sind. !

In der retrosynthetischen Betrachtung werden diese Hydroxyséduren als Fragmente A
und D bzw. die Aminosduren als Fragmente B und C der Cryptophycine bezeichnet (s.

Abbildung 1.1). Diese Art der Bezeichnung wird auch im weiteren Verlauf dieser Arbeit
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Abbildung 1.1.: A: Cryptophycin—1, das erste bekannte Cryptophycin. Die Un-
terteilung in die Fragmente A-D ist farblich gekennzeichnet; B:
Cryptophycin—52, ein synthetisches Analogon des Cryptophycin—1.

verwendet. Neben der hohen Toxizitat der Cryptophycine gegeniiber Hefen der Gattung
Cryptococcus wurde bei weiteren Untersuchungen entdeckt, dass einige Cryptophyci-
ne hoch zytotoxisch sind. Besonders interessant ist die hohe Zytotoxizitat auch gegen
mehrfach resistente Krebszelllinien, da gerade das Erwerben von Resistenzen der Krebs-
zellen gegen Wirkstoffe die Heilung gefihrdet. ! Cryptophycin-1 wurde aufgrund dieser
Ergebnisse zur Leitstruktur bei der Suche nach einem potenten anti-Krebswirkstoff. [”]
Das Ergebnis ist das synthetische Analogon Cryptophycin—52 (LY355703), welches von
ELI LILLY zum ersten Mal synthetisiert wurde.®! Aufgrund einer zusétzlichen Me-
thylgruppe im Fragment C ist ein Stereozentrum weniger vorhanden, weshalb es auch
synthetisch weniger anspruchsvoll als Cryptophycin—1 ist. Eine Hydrolyse des Esters
zwischen Fragment C und D ist ebenfalls aufgrund der zusétzlichen Methylgruppe
schwieriger, weshalb Cryptophycin-52 eine grofiere Stabilitat gegeniiber Hydrolyse be-
sitzt als Cryptophycin-1.°! Die Zytotoxizitéit auch gegen mehrfach resistente Zellen ist
vergleichbar mit der Zytotoxizitdt von Cryptophycin—1. In klinischen Studien gelangte
Cryptophycin—52 bis in Phase II, scheiterte dann aber aufgrund starker Neurotoxizitat,
die es nicht erlaubte die fiir die Heilung notwendig hohen Dosen zu verabreichen und

nicht ausreichender Wirksambkeit in vivo. 1011

Die biologische Wirkung der Cryptophycine beruht auf der Wechselwirkung mit der
B-Untereinheit des Tubulin.!?l Tubulin ist ein «, B-Heterodimer (55 kDa), es steht
im Gleichgewicht mit durch seine Selbstassoziation entstehenden Mikrotubuli. Diese
sind Teil des Zytoskeletts der Zelle. Das Zytoskelett ist ein Netzwerk aus verschiedenen
Polymeren innerhalb der Zelle. Es stabilisiert die Zelle, gibt ihr mechanische Stabilitat
und dient dem Transport in der Zelle. Die oc— und die 3—Untereinheit des Dimers binden

jeweils ein Molekiil Guanosintriphosphat (GTP). Wahrend es in der a—Untereinheit fest

10
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Abbildung 1.2.: schematischer Aufbau der Mikrotubuli. [**!

gebunden bleibt, kann es in der 3—Untereinheit zu Guanosindiphosphat (GDP) und
Phosphat hydrolysiert werden. Die Polymerisation der Tubulindimere zu Mikrotubuli
geschieht spontan in Abhéngigkeit der Konzentration von Tubulindimeren, der GTP—

Konzentration, der Temperatur, Mg?"-Konzentration u.a. Faktoren.

Je 13 Tubulindimere bilden eine Windung der Mikrotubuli und sind dabei Kopf-
Schwanz angeordnet (s. Abbildung 1.2). Aufgrund der strengen Kopf-Schwanz An-
ordnung sind die Mikrotubuli polar, es wird zwischen dem Plus— und dem Minus—Ende
unterschieden. Wobei das Plus—Ende definiert ist als das schnellwachsende Ende. Hat
die B-Untereinheit GTP gebunden, polymerisieren die Dimere zu Mikrotubuli. Da-
her kommt es bei hohen GTP Konzentrationen zu wachsenden Mikrotubuli. Wird das
GTP hydrolysiert, dies geschieht hauptsdchlich nur an den Enden der Mikrotubuli,
so dissoziiert das Tubulindimer vom Mikrotubulus ab. Am Plus—Ende ist die Hydro-
lyserate hoher, daher ist auch die Depolymerisation am Plus—Ende schneller als am
Minus-Ende und das Plus-Ende weisst eine insgesamt hohere Dynamik auf. In der
Zelle endet das Minus—Ende meist am Zentrosom, oder den Polen des Spindelappa-
rats. Die Microtubuli werden aufgrund ihres steten Prozesses des Polymersierens und
Depolymerisierens als dynamisch instabil bezeichnet. Wenn der Mikrotubulus einen
konstante Lange behélt, sind Assoziation und Dissoziation im Gleichgewicht. Diese
Dynamik ist fiir viele zelluldre Prozesse sehr wichtig, da sie es erlaubt schnelle Anpas-
sungen des Zytoskeletts durchzufiihren. Es sind mehrere Wirkstoffe bekannt die diese
Dynamik modulieren kénnen. ™ Taxane und Epothilone z.B. stabilisieren Mikrotubuli,
indem sie die Dissoziation der Tubulindimere verhindern. Colchicin, Vinca—Alkaloide

und Cryptophycine begiinstigen die Dissoziation und destabilisieren daher die Mikro-

11
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Abbildung 1.3.: Ergebnisse bereits veroffentlichter SAR-Studien basierend auf der

Struktur von Cryptophycin—52 (davon abweichend basieren die Struk-

turen der Derivate mit Anderungen in R? und R? auf Cryptophycin-1);

[Csp-Werte sind in nM angegeben, die Zelllinie in Klammern.

[16-21]

tubuli. Die Bindungsstellen aller dieser Wirkstoffe befinden sich dabei immer auf der

B-Untereinheit. 1% Die Bindungsstelle des Cryptophycins konnte aber bis heute nicht

genau lokalisiert werden. Aus Untersuchungen ist nur bekannt, dass Cryptophycin—1 die

Bindung des Vinca-Alkaloids Vinblastin an Tubulin verhindert.!'2'% Die genaue Art

der Inhibition, kompetitiv oder nicht—kompetitiv, konnte bisher nicht eindeutig geklart

werden. Aufgrund der Inhibition des Vinblastin wird aber allgemein eine Bindestelle

der Cryptophycine in der Nihe der Vinca—Alkaloid-Bindestelle vermutet. 712

Der hohe Gehalt an Tubulin in Neuronen ist vermutlich der Grund fiir die hohe Neu-

rotoxizitdt des Cryptophycins—52. Um die schweren Nebenwirkungen zu vermeiden,

wurden zahlreiche Struktur-Wirkungs—Beziehung (SAR; structure activity relation-

12
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ship) Studien durchgefiihrt. 16182224 Zie]l war es Cryptophycin-52 so zu verdndern,
dass es eine noch hohere biologische Aktivitdt beséfe, oder sich die Nebenwirkungen
verringern liefsen. Da die Bindestelle unbekannt ist, ist ebenfalls die Orientierung des
Cryptophycins wahrend der Koordination an das Tubulin unbekannt. Es ist daher nicht
moglich vorherzusagen, an welcher Position des Cryptophycins Modifikationen die Bin-
dung an Tubulin nicht beeinflussen. Untersucht wurden daher alle vier Fragmente des
Cryptophycins, wobei viele unterschiedliche Cryptophycin Analoga im Rahmen von
SAR-Studien synthestisiert worden. Die Fragmente A und C wurden dabei am griind-
lichsten untersucht.

Beim Fragment A wurden besonders viele Modifikationen an den drei Stereozentren
ausserhalb des Makrozykluses vorgenommen. Die Konfiguration des Epoxides wurde
verdndert, das Epoxid gegen Aziridin, ein Thiiran, oder eine trans—Doppelbindung
ausgetauscht. [17:2223.25] Die Aktivitit sank dabei immer. Auch die Offnung des Epoxids
zum Diol fithrt zu einem drastischen Verslust an Aktivitit.['l Dies zeigt, dass das p-
Epoxid ein sehr wichtiges Strukturmerkmal der Cryptophycine ist. Das Epoxid wurde
auch zu den entsprechenden Halohydrinen gedffnet, wobei die Aktivitdt mit der Ord-
nungszahl abnimmt. 6! Die Chlorhydrine zeigen eine 100 bis 1000-fache héhere in vivo
Aktivitat als das korrespondierende Epoxid, da die Aufnahme in das Tumorgewebe und
die Retention dort grofer ist.['?7 In wissrigen Losungen sind die Halohydrine insta-
bil, da iiber eine intramolekulare Sy—Reaktion wieder das Epoxid gebildet wird.[?6l Zur
Erhohung der Stabilitdt wurden die Chlorhydrine mit verschiedenen Sauren verestert.
Die dabei enstehenden Verbindungen zeigen eine hohe Aktivitét, vor allem die Glyci-
nester der Chlorhydrine. %2527l Am Phenylrest des A-Fragmentes wurden vor allem
in para—Position viele Modifikationen vorgenommen. Modifikationen sind hier z.T. oh-
ne Verlust der Aktivitdt moglich. Die Substitution mit polaren Gruppen fithrt haufig
zu aktiveren Verbindungen als Cryptophycin-52.116201 Die gréfere Polaritéit verbessert
die Wasserloslichkeit dieser Derivate, gleichzeitig ist die Aktivitdt gegen multidrug—
resistente Zellen , wie z.B. P-Glycoprotein expremierende Zellen, stark vermindert. (2%l
Vermutlich, da sie durch die grofiere Polaritat bessere Substrate fiir Efluxpumpen wie
das P—Glycoprotein sind und daher die effektive Konzentration innerhalb der Zelle ge-
ringer ist (s. a. Abschnitt 1.3 u. 7.4). Modifikationen an Fragment B verringern in allen
bekannten Féllen die Aktivitit.['723 Viele Cryptophycin Analoga mit Modifikationen
im Fragment C zeigen gute Aktivitdten. Die Einfiihrung eines zweiten Methylsubsti-

tuenten in «-Position an Fragment C bei Cryptophycin—1 fiihrt zum &ufserst aktiven

13



1. Einleitung

Prodrug (inaktiv) freier Wirkstoff (aktiv)

Aktivierung O

\ — \ !
Wirkstoff Linker Targeting-
gruppe

Abbildung 1.4.: schematische Abbildung der Prodrug-Aktivierung.

und in der klinischen Erprobung gewesenen Cryptophycin-52.124 In friiheren Unter-
suchungen sind bisher viele apolare Substituenten untersucht worden, wobei C* immer
symmetrisch substituiert war.['®! Die Aktivitit der Analoga ist bei apolaren Substi-
tuenten hoch, bei sehr grofem sterischen Anspruch geht die Aktivitdt jedoch stark
zuriick. ¥ Fragment D variiert bei den natiirlich vorkommenden Cryptophycinen, da-
her ist auch die Synthese verschiedener aktiver Fragment D Analoga méglich. '™l Mit
steigendem sterischen Anspruch sinkt auch hier die Aktivitat, allerdings ist die Abnah-

me weniger stark als bei den Fragment C Analoga. 7]

1.2. Tumor Targeting

Ein anderer Ansatz starke Nebenwirkungen zu vermeiden ist die spezielle Adressierung
der Krebszellen. Bei diesem sogenannten Tumor Targeting wird der Wirkstoff mit ei-
nem anderen Molekiil konjugiert. Dieses Molekiil, eine sogenannte Erkennungseinheit,
kann selektiv Krebszellen erkennen und gewéhrleistet, dass der Wirkstoff hauptséchlich
die Krebszellen schiadigt. Krebszellen sind Zellen des menschlichen Organismus und un-
terscheiden sich daher kaum von gesunden Zellen, wie z.B. Bakterien eines bakteriellen
Infektes sich von Korperzellen unterscheiden. Daher ist es schwierig gute Erkennungs-
einheiten zu identifizieren. Ist der Wirkstoff durch die Konjugation mit der Erken-
nungseinheit nicht mehr biologisch aktiv, wird aber in der Ndhe oder in Krebszellen
freigesetzt, so wird das Konjugat als Prodrug bezeichnet.?®/12%] Der Vorteil solch eines
Prodrugs ist, die Moglichkeit hohe Dosen verabreichen zu konnen ohne Nebenwirkungen
auszulosen. Gleichzeitig kann durch die Konjugation eine Verbesserung der physikali-

schen Eigenschaften erzielt werden, so kann z.B. die Loslichkeit durch polare Gruppen

14



1.2. Tumor Targeting

Domane

Intrazelluléare-
Domane

Abbildung 1.5.: schematischer Aufbau der Integrine.

gesteigert werden, die Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen kann erhoht wer-
den, u.v.m. Der Wirkstoff muss beim Erreichen der Krebszellen freigesetzt werden, um
aktiv zu sein. Dazu ist der Wirkstoff {iber einen Linker mit der Erkennungseinheit ver-
bunden. Der Linker zwischen Wirkstoff und Erkennungseinheit verringert die sterische
Hinderung der Erkennungseinheit durch den Wirkstoff und muss am Zielort spaltbar
sein, um den Wirkstoff freizusetzen. In der Literatur sind viele verschiedene Linker—
und Targeting—Strategien diskutiert worden. Héufig sind iiberexprimierte Rezeptoren
auf den Krebszellen Ziele des Targetings, so {iberexprimieren viele Krebszellinien z.B.

den Folsiaurerezeptor und auch das Integrin og, 3. 13031

Integrine sind heterodimere Transmembranproteine. Sie bestehen aus einer &~ und
einer f—Untereinheit. 18 a— und 8 f—Untereinheiten bilden 24 bisher bekannte Integri-
ne. 2932 Integrine sind ubiquitér, jede tierische Zelle exprimiert sie. Die Hauptaufgabe
der Integrine ist die Bindung von Proteinen der extrazellularen Matrix, um die Adhéa-

sion der Zelle zu gewihrleisten. 33!

Die a—Untereinheit besteht extrazellular aus einem siebenbléttrigen Propeller, der iiber
einen ,Schenkel (thigh domain) mit den Domé&nen calf-1 und calf-2 verbunden ist.
Daran schliefst die Transmembran—Doméne und die intrazelluldre Doméne an. Neun der
o—Untereinheiten besitzen zusétzlich eine weitere Doméne. Diese al-Domaéne ist mit

dem Propeller verbunden und enthilt neben der Ca?*-Bindestelle des Propellers eine

15



1. Einleitung

weitere Metallionen—Bindungsstelle in Form einer Rossman-Faltung. Der Ligand fiir
diese sogenannte Metallionen—abhéngige Bindungstelle (MIDAS; metal-ion—dependent
adhesion site) sind Mg?™Tonen. Die Bindung eines Metallions (Mg*", aber auch Mn?*)
in der MIDAS sind Voraussetzung fiir die Bindung von Liganden an das Integrin. 3!
Die 3—Untereinheit besitzt einen komplexeren Aufbau als die a«—Untereinheit. N—termi-
nal befindet sich die Plexin-Semaphorin-Integrin (PSI) Doméne. Daran schlieft sich
die Hybrid-Doméne an, die die fI-Doméne umschlieft. Analog zur al-Doméne ent-
hilt die BI-Doméne eine MIDAS fiir die Komplexierung von Mg*"—Ionen. Zusitz-
lich befindet sich eine weitere Metallionen-Bindungsstelle, die ADMIDAS (adjacent
site metal-ion—dependent adhesion site) in direkter Nachbarschaft zur MIDAS. Bin-
den Ca*"-Tonen an die ADMIDAS kommt es zur Inhibierung der Bindung des Inte-
grins mit seinen Liganden. An die Hybrid—Doméne schliesst sich eine Wiederholung
von vier cysteinreichen EGF-Doménen (EGF; epidermal growth facctor) an, die in
die Transmembran-Doméne und die intrazelluldre Doméne iibergehen. Die Propeller—
Domaéne der o—Untereinheit und die I-Doméne der 3—Untereinheit bilden zusammen
die Bindestelle fiir den Liganden des Integrins aus, daher bindet jedes Integrin selektiv
verschiedene Liganden. 33!

Die Aminosauresequenz Arg-Gly—Asp (RGD) wird von vielen Integrinen als ein Bin-
dungsmotiv erkannt, daher sind kleine RGD enthaltende Peptide gute Liganden fiir
eine Vielzahl an Integrine. ¥ Wichtig fiir die Spezifitit der Bindung der Peptide an die
Integrine ist neben der Sequenz auch die Struktur der Peptide, daher kénnen durch Mo-
difizierung der Struktur selektiv bestimmte Integrine von einzelnen Peptiden adressiert
werden. % Die Affinitéit ist am grokten, wenn die RGD-Pepide die ,bioaktive Konfor-
mation®, also die Konformation der natiirlichen Liganden wéhrend der Bindung an das
Integrin, nachahmen. 6 Zyklische Penta— und Hexa Peptide sind ausreichend lang um
mit dem Integrin zu wechselwirken und ihre Konformation ist aufgrund der zyklischen
Struktur besonders starr, so dass sie sehr gute synthetische Integrin—Liganden sind.
Zusatzlich sind zyklische RGD—Peptide besonders stabil gegeniiber Exoproteasen und
besitzen eine geringe immunogene Aktivitédt.[?” In fritheren Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass neben der Konformation die auf das Aspartat des RGD-Motivs
folgende Aminosiure wichtig fiir die Erkennung des Peptids durch das Integrin ist. 38!
Desweiteren bildet die Argininseitenkette Salzbriicken und Wasserstoftbriickenbindun-
gen zu zwei Aspartatseitenketten des Integrins aus.®® Liganden des Integrins oy s

haben eine hohe Affinitdt, wenn sich das Glycin des RGD-Motivs in i+1-Position

16



1.2. Tumor Targeting

Abbildung 1.6.: Kristallstruktur'des extrazelluliren Segments des Integrins oy s in
Komplex mit dem RGD-Peptid c-[-RGDf-N(Me)V-|, das aktuell unter
dem Namen Cilengitide in der klinischen Erprobung (Phase III) ist.
Erkennbar ist die Bindungstasche des RGD—Peptids am Schnittpunkt
von ay— (blau) und f3—Untereinheit (gold). In der Vergroferung geben

die Farben der Proteinoberfliche die Hydrophobizitéit wieder, von blau
stark hydrophob bis rot stark hydrophil. [41:42!

einer y—Schleife befindet und sich D-Phenylalanin C-terminal an das RGD-Motiv an-
schliefst. ®>%% Das D-Phenylalanin geht hydrophobe Wechselwirkungen mit einem Ty-
rosin des Integrins ein.!®! In Abbildung 1.6 ist die Kristallstruktur eines Komplexes
des Integrins ay B3 und des RGD—Peptides ¢-[-RGD{-N(Me)V-| zu sehen, das alle oben
genannten Bedingungen fiir einen guten Liganden dieses Integrins erfiillt. Es ist zu er-
kennen, wie gut das Peptid in seiner Konformation in die Bindungstasche des Integrins
passt.

Das Integrin o 33 wird auf einigen Krebszellen iiberexprimiert, z.B. in Gliomazellen,
und eignet sich daher als Target fiir das Tumor Targeting. *3! Neben den Krebszellen ex-

primieren aktivierte Endothelzellen ebenfalls das Integrin oy 33, wahrend es in anderen

'PDB: 1L5G
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1. Einleitung

Geweben und in nicht aktivierten Endothelzellen fast nicht vorkommt. 4 Das Adres-
sieren eines Antikrebswirkstoffes an das Integrin o33 ist daher auch bei nicht o 33
exprimierenden Krebsarten viel versprechend, denn ein wachsender Tumor sezerniert
Wachstumsfaktoren, die die umgehenden Endothelzellen aktivieren. Diese beginnen
neue Blutgefifie auszubilden und exprimieren dabei das Integrin oty fs5.*?! Das Prodrug
soll dieses Integrin erkennen, daran binden, endozytiert werden und das Cryptophycin
freisetzen. Da die Cryptophycine unpolar sind, wird eine Aufnahme per Diffusion iiber
die Membranen vermutet. Die Diffusion aus dem Vesikel in die Endothelzelle ist daher
wahrscheinlich. Aufgrund der Stérung der Mitose durch die Cryptophycine, tritt die
Zelle in die Apoptose ein. Dadurch wird das Wachstum der Blutgefiafie gestort, der Tu-
mor wird unterversorgt und kann nicht weiter wachsen. Das freigesetzte Cryptophycin
kann aber auch die Endothelzelle verlassen und in Zellen in der Nachbarschaft gelangen,
so dass es auch zu einer direkten Schiadigung der Tumorzellen kommen kann.

In der Literatur wurde bereits 1998 von COLIN et al. gezeigt, dass eine rezeptorver-
mittelte Endozytose iiber das Integrin o Bs mdoglich ist.!*6) Spéter wurde diskutiert,
ob die stattfindende Endozytose wirklich durch das Integrin vermittelt wird, oder ob
es eine Rezeptor unabhingige Form der Endozytose ist.[*”l Nachfolgende Studien zeig-
ten jedoch mittels verschiedener Experimente immer wieder eine Integrin—vermittelte
Endozytose von RGD—-Peptiden. Zellen der M21 Zelllinie exprimieren das Integrin
y 33, wahrend M21-L Zellen dies nicht tun. CRESSMANN et al. haben gezeigt, dass
c-|-RGDfK-] im Vergleich wesentlich schneller von M21 Zellen aufgenommen wird und
die Aufnahme eine Séttigung erreicht, wihrend die Aufnahme von c¢-[-RADfK-| linear
mit der Konzentration ansteigt, absolut aber wesentlich geringer ist.*¥l Wird die Auf-
nahme von c¢-[-RGDfK-| und c-[-RADfK-| in M21-L Zellen, die kein ay B3 exprimie-
ren, % verglichen, so ist kein grofer Unterschied zwischen beiden Peptiden vorhanden.
Dabher ist eine integrinvermittelte Aufnahme von c-[-RGDfK-| bei oy 33 exprimierenden
Zellen sehr wahrscheinlich, die bei hohen Peptidkonzentrationen zu einer Séttigung des
Integrins und damit der Aufnahme fithren.*¥l Allen Studien ist gemein, dass RGD—
Peptide und auch Konjugate von RGD—Peptiden endozytiert werden, daher sind sie
als Erkennungseinheit gut geeignet. Durch die Kupplung mehrerer RGD-Peptide als
Erkennungseinheiten an ein Prodrug erhoht sich in den meisten Fillen die Aktivitét. °°)
Wobei der Linker wiederum eine wichtige Rolle spielt, da er fiir die Bindung des Pro-
drugs an zwei oder mehr Integrine gleichzeitig entsprechend lang und verzweigt sein

muss. 51
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1.2. Tumor Targeting

Das Prodrug soll an ein Integrin binden und vermittelt durch Integrine in die Zelle
aufgenommen werden. Nach der Endozytose befindet es sich in einem frithen Endosom.
Protonenpumpen in der Membran des Endosoms senken den pH—Wert innerhalb des
Endosoms und das Endosom bewegt sich von der Zellmembran weg. Dadurch wird es zu
einem sogenannten spiaten Endosom. Endosomen konnen mit Lysosomen fusionieren.
Auf diese Weise werden Substanzen aus der Umgebung der Zelle aufgenommen und
im Lysosom verdaut, um der Zelle als Energielieferant oder Baustein zu dienen.? Im
Lysosom werden viele extrazelluldre und intrazellulare Stoffe durch den niedrigen pH-
Wert und die verschiedenen vorhandenen unspezifischen Hydrolasen (z.B. Proteasen,
Esterasen) hydrolysiert. Bei der Planung eines Prodrugs sollte die spétere Lokalisierung
des Prodrugs in der Zelle berticksichtigt werden, um den richtigen Linker auszuwéhlen,
der am Zielort den Wirkstoff freisetzt. Erreicht das Prodrug nach erfolgter Endozytose
ein Lysosom, so kann ein sdurelabiler Linker unter den dort herrschenden Bedingun-
gen abgespalten werden und den aktiven Wirkstoff freisetzen. " Hiufig werden auch
ausschlieflich im Lysosom lokaliserte Proteasen wie z.B. Cathepsin B (EC 3.4.22.1)
addressiert. Dann besitzt der Linker ein Peptid mit der Erkennungssequenz des Ca-
thepsin B, meist das Dipeptid —Val-Cit—.["¥ Die Spaltung dieses Peptids durch das
Cathepsin B 16st die Freisetzung des Wirkstoffes vom Linker aus. Der freie Wirkstoff
muss dann allerdings noch die Membran iiberwinden, die das Lysosom vom Zytosol
trennt. Dies gelingt besonders einfach fiir apolare Wirkstoffe wie den Cryptophycinen,
die mittels passiver Diffusion Zellmembranen iiberwinden kénnen.

Vorgénge dieser Art konnen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie in Zellen studiert wer-
den. ! Im Unterschied zur Hellfeldmikroskopie werden bei der Fluoreszenzmikroskopie
verschiedene fluoreszierende Farbstoffe zur Einfarbung benutzt. Aufgrund der héheren
Empfindlichkeit werden fiir die Aufnahmen schwarz—weiss Kameras oder Photomulti-
plier eingesetzt. Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen mit verschiedenen
Anregungs- und Emissionswellenldngen kénnen Aufnahmen der einzelnen Farbstoffe
und deren Lokalisierung in der Zelle gemacht werden, wodurch eine Unterscheidung
der einzelnen Farbstoffe mdglich ist. Diese Aufnahmen werden nachtraglich eingeféarbt
und tibereinander gelegt. Fine héufige Fragestellung fiir die die Fluoreszenzmikroskopie
eingesetzt wird, ist die Aufklarung der Lokalisierung eines Objektes innerhalb der Zelle.
Dies gelingt, indem ein bekanntes Objekt bzw. Kompartiment innerhalb der Zelle selek-
tiv eingefarbt wird. Das zu untersuchende Objekt muss ebenfalls fluoreszenzmarkiert

sein, wobei sich die Anregungs- und Emissionswellenldngen von denen des anderen
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1. Einleitung

Farbstoffes unterscheiden miissen. Es wird eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
fiir beide Anregungs- und Emissionswelllenléingen aufgenommen, die Bilder eingefarbt
und iibereinandergelegt. Befinden sich beide Objekte am selben Ort in der Zelle, sie
sind also kolokalisiert, bzw. das zu untersuchende Objekt liegt im markierten Kom-
partiment der Zelle, iiberdecken sich die Signale und die Farben addieren sich. Wird
z.B. ein griiner und ein roter Fluoreszenzfarbstoff verwendet, so erscheinen Bereiche in
denen beide Fluoreszenfarbstoffe vorhanden sind beim Ubereinanderlegen gelb. Da die
Zelle ein dreidimensionales Objekt ist, die Bilder aber nur zwei Dimensionen wiederge-
ben, kommt es auch zur Addition wenn beide Objekte in der Zelle {ibereinander liegen.
Dieses Problem wird in der konfokalen Laser—Scanning—Mikroskopie gelost, indem das
Anregungslicht fokussiert wird.®!®"l Nur in der Fokusebene der Probe wird der Fluo-
reszenzfarbstoff angeregt und emittiert Licht. Durch das Andern des Fokus kann die
Probe Ebene fiir Ebene abgebildet werden, wodurch eine Auflésung auch in der dritten
Dimension erreicht wird. Durch die Verwendung von Lasern als Lichtquelle kann sehr
préizise nur ein Fluoreszenzfarbstoff angeregt werden und eine ungewollte Anregung
anderer Farbstoffe bei der Bildaufnahme unterdriickt werden. Daher ist es moglich mit
der konfokalen Laser—Scanning—Mikroskopie eine Kolokalisierung sicher zu detektieren.
Fiir die Fluoreszenzmarkierung der zu untersuchenden Objekte werden verschiedene
Techniken angewandt, wobei zwischen der direkten Markierung und dem indirekten
Nachweis mittels Antikérpern unterschieden werden kann. Beim direkten Nachweis ist
der Fluoreszenzfarbstoff kovalent mit dem Objekt verbunden und ermdoglicht so eine
direkte Lokalisierung. Der indirekten Nachweis mittels Antikorpern ist aufwendiger. Es
wird ein Antikorper benotigt der selektiv ein Epitop des zu untersuchenden Objekts
erkennt. Nach der Fixierung muss die Zellmembran permeabilisiert werden, damit der
Antikorper in die Zelle gelangen kann. Die Bindung des Antikorpers wird meist mit
einem fluoreszenz—markierten Sekundarantikorper nachgewiesen.

Die Zellen fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung werden im einfachsten Fall
fixiert. Die Fixierung ist ein Vorgang bei dem die Zellen abgetotet und die Protei-
ne vernetzt werden, so dass ein Ablosen der Zellen wahrend der Waschschritte und
der Montierung auf den Objektrigern weitestgehend verhindert wird. Auch wird der
Zustand der Zellen vor der Fixierung konserviert und ein Auswaschen der Farbstoffe
verhindert.®! Nach der Fixierung ist auch eine begrenzte Lagerung moglich, so dass
Préparation der Proben und die Aufnahme der Fluoreszenzmikroskopiebilder zeitlich

und rédumlich getrennt sein konnen. Ein Nachteil der Fixierung ist die fehlende zeit-
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1.3. Mehrfachresistenz

liche Auflésung. Jede Aufnahme ist immer nur eine Momentaufnahme, eine zeitliche
Entwicklung kann nicht beobachtet werden. Dies ist beim sogenannten live cell ima-
ging anders, dort wird die lebende Zelle im Fluoreszenzmikroskop untersucht, so dass
auch Vorgéange wie z.B. Transportbewegungen und Umverteilungen detektiert werden

konnen.

1.3. Mehrfachresistenz

Werden Krebszellen ldngere Zeit zytotoxischen Substanzen in geringen Dosen ausge-
setzt, so entwickeln viele eine Mehrfachresistenz (MDR; multi-drug resistance). Haufig
ist die Expression des MDR1 Gens die Ursache. Das Genprodukt ist das P—Glycopro-
tein, eine in der Membran lokalisierte, ATP—abhéngige Effluxpumpe mit einer duferst
geringen Substratselektivitit, so dass eine Vielzahl von Xenobiotika aus der Zelle ge-
pumpt werden konnen.® Typische Substrate haben eine Masse von 200 - 1900 Da,
enthalten héufig aromatische Gruppen, sind nicht geladen, oder sind schwache Basen.
Allerdings gibt es eine Vielzahl an Substraten auf, die diese Merkmale nicht zutreffen. [6%]
Wichtig ist ein amphiphiler Charakter, da postuliert wird, dass das P—Glycoprotein das
Substrat aus der Lipiddoppelschicht der Zellmembran heraus bindet.[ Amphiphile
Molekiile verbleiben aufgrund ihrer Amphiphilie ldnger in der Lipiddoppelschicht als
apolare Molekiile, dadurch erhdht sich fiir die amphiphilen Molekiile die Wahrschein-
lichkeit vom P—Glycoprotein aus der Zelle gepumpt zu werden im Vergleich zu rein apo-
laren Substanzen.!®? Die Ausbildung von Mehrfachresistenzen ist ein grofes Problem
bei der chemotherapeutischen Behandlung von Krebs. Bis heute wird nach Strategien
und Wirkstoffen gesucht eine solche Ausbildung zu verhindern, oder aber zu umge-
hen. Fiir viele Stoffe wird daher schon bei der Suche nach neuen Antikrebswirkstoffen
die Aktivitdt gegen verschiedene Krebszelllinien, aber auch gegen mehrfach resistente
Krebszelllinien bestimmt. Das Maf fiir die Wirksamkeit gegen resistente Krebszellen
ist der Resistenzfaktor Fg (s. 1.1), wobei ein hoher Resistenzfaktor einen hohen Akti-
vitatsverlust des Wirkstoffes durch die Resistenzmechanismen der Zelle bedeutet. Im
Idealfall wire der Resistenzfaktor 1, dann ware die Wirksamkeit des Wirkstoffes nicht

durch Resistenzmechanismen beeintréachtigt.

IC5q resistente Zelllinie

Fr (1.1)

- IC5o nicht-resistente Zelllinie
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1. Einleitung

Die Cryptophycine sind bereis in den ersten Studien durch ihre hohe Wirksamkeit ge-
gen mehrfachresistente Zelllinien aufgefallen. 6 Auch aus diesem Grund wurden sie als
mogliche Kandidaten fiir neue Antikrebsmedikamente in Betracht gezogen. Thr niedri-
ger Resistenzfaktor resultiert wahrscheinlich aus ihrer sehr geringen Polaritét, weshalb
sie schlechte Substrate fiir das P-Glycoprotein sind (s.o.).16%%4 Dieser Umstand muss
bei der Entwicklung neuer Cryptophycin—Derivate beriicksichtigt werden, damit auch

sie hohe Aktivitdten gegen mehrfachresistente Zellen besitzen.

1.4. Zytotoxizitats—Assay

Die zytotoxische Wirkung der Cryptophycine wird mittels Zytotoxizitats—Assays be-
stimmt. Das gemeinsame Prinzip aller vorhandenen Zytotoxizitdts—Assays ist einen
Parameter des Stoffwechsels der Zellen zu messen, der essentiell fiir die Zellen ist. Die
Messung erfolgt meist durch eine chemische Reaktion in deren Verlauf das Produkt
proportional zur Stoffwechselaktivitiat einer bestimmten Zellanzahl gebildet wird und
damit auch proportional zur Anzahl lebender Zellen. Die Konzentrationsbestimmung
dieses Produktes erfolgt in den meisten Féllen kolorimetrisch, oder aber mittels der Be-
stimmung der Intensitédt der Fluoreszenz. Zur Einordnung des Ergebnisses sind sowohl
eine Postiv- als auch eine Negativkontrolle notwendig. Die einfachste Art der Messung
ist die Endpunktbestimmung, d.h. der Messwert wird nach einer fiir ausreichend langen
Inkubationsdauer einmalig aufgenommen.

Der in dieser Arbeit verwendete Zytotoxizitats—Assay basiert auf der Reduktion von
Resazurin und zeichnet sich durch seine einfache Durchfiihrung, hohe Empfindlichkeit
und geringen Giftigkeit aus. Bei diesem Assay wird die Vitalitdt der Zellen, also die
Stoffwechselaktivitit anhand des Vorhandenseins von Reduktionsdquivalenten gemes-
sen. %] Das blaue Resazurin wird als wissrige Losung zu der Zellkultur gegeben. Da
die Zellmembran fiir das Resazurin permeabel ist, kann es in die Zellen diffundieren
und wird dort von mitochondrialen Enzymen zu Resorufin reduziert. %% Voraussetzung
dafiir ist das Vorhandensein von Reduktionsdquivalenten, die nur bei lebenden Zellen
vom Metabolismus bereitgestellt werden. Das Resorufin hat eine rosa Farbung und
fluoresziert im Gegensatz zu Resazurin. Da es ebenfalls iiber die Zellmembran diffun-
dieren kann, kann die Messung der Fluoreszenz einfach im Uberstand erfolgen und ist

damit unabhingig vom FErfassen der Zellen wihrend der Messung. Die Messung der
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1.4. Zytotoxizitédts—Assay
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Abbildung 1.7.: oben: enzymatische Reduktion von Resazurin zu Resorufin; unten:
Mikrotiterplatte eines Zytotoxizitdats—Assay; die Farbe ist abhéngig von
der Konzentration der Testsubstanz, Konzentrationsreihe oben links
startend mit geringer Konzentration. Unten links Kontrolle nur Medi-

um mit Resazurin, keine Zellen.

Fluoreszenz ermdglicht eine hohere Empfindlichkeit als die kolorimetrische Messung,
die aufgrund des Farbumschlages prinzipiell auch maglich ist. %% Die geringe Giftigkeit
des Resazurins und des Resorufins fiir die Zellen als auch fiir den Menschen, ist ein
Grund fiir die einfache Durchfiihrung dieses Assays.!%! Nach Ablauf der Inkubations-
dauer mit der zu untersuchenden Substanz wird die Resazurinlosung zum Zellkultur-
medium zugegeben und weiter inkubiert. Die zweite Inkubationsdauer, zur Reduktion
des Resazurins, kann sehr lange gewahlt werden, da die Zellen nicht geschadigt werden.
Das Protokoll ist so ausgearbeitet worden, dass zu keiner Zeit Fliissigkeiten aus dem
well wieder entfernt werden miissen, da dadurch die beim Absaugen entstehenden gros-
sen Fehler vermieden werden konnen (z.B. das Absaugen von Zellen). So erfolgt auch
die Messung der Fluoreszenz direkt in der 96 well Platte ohne weitere Schritte. Nach
Abschlufs der Messung ist eine Fortsetzung der Zellkultur bzw. Inkubation denkbar.
Bei kolorimetrischen Messungen muss untersucht werden, ob der im Zellkulturmedium
vorhandene pH-Indikator die Messung beeinfluftt. Bei sehr stoffwechselaktiven Zellli-
nien kann es zu einer weiteren Reduktion des Resorufins zum farblosen Hydroresorufin

kommen, wodurch die Ergebnisse verfilscht werden koénnen.!! Zur Einordnung der
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1. Einleitung

Messwerte in Bezug zu ihrer Prézision wird neben dem Messwert das Konfidenzinter-
vall (CL; 95 %) angegeben. Das Konfidenzintervall ist der Bereich in dem der wahre
IC50-Wert mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit liegt.
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2. Zielsetzung

Crptophycin-52 ist iiber die entwickelten Synthesen totalsynthetisch verfiigbar. 567 Kli-
nische Untersuchungen bis Phase II zeigen eine hohe Wirksamkeit gegen Krebs der
Cryptophycine im Allgemeinen und Cryptophycin-52 im Besonderen. > Gleichzeitig
sind aber auch starke Nebenwirkungen aufgetreten, weshalb nur geringe zur Heilung
nicht ausreichende Dosen verabreicht werden kénnen.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch SAR-Studien aktivere bzw. besser vertragliche Crypto-
phycin Analoga zu finden. Ausserdem sollen Positionen identifiziert werden, die geeignet
sein sollen fiir eine Konjugation, bei der kein oder nur ein geringer Aktivitatsverlust auf-
tritt. Dies soll die Synthese von Cryptophycin Prodrugs ermoglichen. Prodrugs zeichnen
sich dadurch aus, dass das Konjugat aus Wirkstoff und Targetinggruppe schwach oder
nicht aktiv ist, wodurch die Gabe héherer Dosen moglich ist.[?® Die Targetinggruppe
ermoglicht die selektive Adressierung von Krebszellen. Der Wirkstoff soll dann in oder
in der Nahe der Krebszellen freigesetzt werden. Bei der Freisetzung verbleibt meist
ein Rest am Cryptophycin, z.B. eine Carboxyl- oder Aminogruppe, die Identifizierung
geeigneter Konjugationsstellen soll eine hohe Aktivitét trotz dieser Reste sicher stellen.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Synthese eines RGD—Cryptophycin—Fluorescein—
Konjugats, das als Vorldufer eines Cryptophycin Prodrugs angesehen werden kann.
Das RGD—-Peptid dient als Targetinggruppe, da es selektiv an das Integrin oy 33 bin-
det.!*898] Die Markierung mit Fluorescein soll die fluoreszenzmikroskopische Verfolgung
der Endozytose und der Lokalisierung innerhalb der Zelle ermoglichen. Das Wissen iiber
die Verteilung erlaubt in der Zukunft die Synthese eines gezielt unter den das Konju-
gat umgebenden Bedingungen spaltbaren (z.B. pH < 7 in Lysosomen) Linkers, zur
Freisetzung des Cryptophycins.

Cryptophycine wechselwirken mit der p—Untereinheit von Tubulin. "2 Die genaue
Art der Bindung und die Bindestelle sind aber bisher nicht bekannt. Fiir die NMR
spektroskopische Untersuchung der Interaktion von Cryptophycin und Tubulin soll ein

13C-markiertes Cryptophycin-52 Analogon synthestisiert werden.
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3. Zusammentassung

Die Mitglieder der Naturstofffamilie der Cryptophycine zeichnen sich durch ihre hohe
zytotoxische Wirkung aus.!>% Selbst gegen mehrfach resistente Krebszellen, wie der
MDRI1 exprimierenden KB-V1-Zelllinie, erreichen sie picomolare IC5—Werte (Crypto-
phycin-52: 261 pM). Die auftretenden Nebenwirkungen verhinderten bislang den erfolg-
reichen klinischen Einsatz.[%™ Aus diesem Grund wurden viele Studien zu Struktur—
Wirkungs—Beziehungen (SAR) durchgefiihrt, um die Aktivitat weiter zu steigern bzw.
die Nebenwirkungen zu verringern. [16:18:22-24]

In Abbildung 3.1 sind beispielhaft Cryptophycin-1, das erste bekannte und aus Cyano-
bakterien isolierte Cryptophycin, und Cryptophycin-52, ein bis in die Phase II der klini-
schen Studien gelangtes synthetisches Analogon abgebildet. Neben den SAR-Studien ist
ein zweiter Ansatz fiir die Verringerung der Nebenwirkungen die Synthese von Crypto-
phycin—Prodrugs. Darunter werden Cryptophycin—Konjugate verstanden, die zunéchst
biologisch inaktiv sind.[8! Das Cryptophycin ist hierbei iiber einen Linker mit einer
Erkennungseinheit verbunden, die es ermoglicht, dass das Konjugat selektiv in oder
nahe der Krebszellen angereichert wird. Der Linker wird dort gespalten und das bio-

logisch aktive Cryptophycin freigesetzt. Durch diesen Mechanismus sollen nur Krebs-
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Abbildung 3.1.: A: Cryptophycin—-1, das erste bekannte Cryptophycin. Die Un-
terteilung in die Fragmente A-D ist farblich gekennzeichnet; 1:
Cryptophycin—52, ein synthetisches Analogon des Cryptophycin—1.
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3. Zusammenfassung
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Abbildung 3.2.: 2: Cryptophycin Prodrug mit Glukuronsdureeinheit als Ausloser; 3:
Cryptophycin Prodrug mit Cathepsin Spaltsequenz —Val-Cit— als Aus-

l6ser; die Erkennungseinheit ist rot markiert, der selbsteliminierende

Linker in griin.

zellen geschadigt werden, wihrend gesunde Zellen moglichst geringen Konzentrationen
von Cryptophycinen ausgesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Erkennungseinheiten synthetisiert.
Das RGD—Peptid c-[-RGDfK-| wurde sowohl mittels manueller als auch mittels Mikro-
wellen—unterstiitzter Festphasensynthese hergestellt. Ein Monomer des c-[-RGDfK-| soll
in Prodrug 3 als Erkennungseinheit zum Einsatz kommen, wéhrend fiir das Prodrug 2
ein iiber ein Glutamat-verkniipftes c-[-RGDfK-]-Dimer synthetisiert wurde. Uber die
Aminogruppe des Glutamats wurde dann ein Azid—funktionalisierter, auf Triethylen-
glykol basierender Linker eingefiihrt, der eine kupferkatalysierte Alkin—Azid Zykload-
dition (Klickchemie) zur Konjugation der Erkennungseinheit ermdglicht. Im Rahmen
der Syntheseplanung fiir die Glukuronsidure-basierte Aktivierungseinheit des Prodrugs
2 wurden erste Testreaktionen durchgefiihrt.

Die Integrin—vermittelte Endozytose von c-[-RGDfK-|-Konjugaten ist in der Litera-
tur bekannt. #9970 Bisher nicht untersucht war, wo in der Zelle die RGD-Konjugate
nach der Endozytose lokalisiert sind. Fiir die Untersuchung der Lokalisierung wurde
ein RGD—-Cryptophycin—Konjugat mit einer Fluorescein—Markierung synthetisiert (s.
Abb. 3.3). Das Azid—funktionalisierte Cryptophycin CRY 26 und die Zykloaddition zur
Konjugation mit dem Cryptophycin wurden dafiir von CHRISTINE WEISS und MAR-
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4

Abbildung 3.3.: Konjugat zur Studie der Aufnahme und Lokalisierung von
Cryptophycin—Prodrugs aus Cryptophycin, RGD—Peptid und Fluore-

scein.

KUS NAHRWOLD im Rahmen ihrer Promotion synthetisiert bzw. durchgefiihrt.[™ Die
Synthese der Erkennungseinheit c-[-RGDfK-|, die Kupplung der Erkennungseinheit an
das 5(6)-Carboxyfluorescein, die Vorbereitung der biologischen Tests (z.B. Zellkultur)
und die Durchfiihrung der eigentlichen Lokalisationsstudien fanden im Rahmen die-
ser Arbeit statt. Die konfokalen Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen wurden von RALF

PALMISANO an der Universitdt Erlangen angefertigt (s. Abb. 3.4).

Es konnte gezeigt werden, dass das RGD—-Cryptophycin—Konjugat von den Zellen endo-
zytiert wird.Durch Kolokalisierung mit dem selektiv Lysosomen anfarbenden Farbstoff
LysoTrackerTM ist erkennbar, dass der grofste Anteil des Konjugats in den Lysosomen
vorliegt. Das Wissen, dass RGD-Cryptophycin-Konjugate nach der Endozytose in die
Lysosomen transportiert werden, kann nun fiir die Entwicklung eines spaltbaren Lin-
kers genutzt werden, der genau unter den dort herrschenden Bedingungen gespalten

wird und das aktive Cryptophycin in den Lysosomen freisetzt.

Neben den Cryptophycin-Konjugaten wurden weiterhin Cryptophycine fiir SAR-Studi-
en im Arbeitskreis synthetisiert. Die in den Fragmenten A ,C und D modifizierten Cryp-
tophycine wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre zytotoxische Aktivitdt untersucht.

Dazu wurde ein zellbasierter Resazurin—Assay etabliert. Die untersuchten Cryptophy-
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3. Zusammenfassung

Abbildung 3.4.: Konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von WM-115 Zellen. Die

Zellen sind 15 min inkubiert mit Konjugat 4; a) Fluorescein—Kanal

(Anregung 458 nm) b) LysoTracker red—Kanal (Anregung: 561 nm) c)
Overlay.

cine zeigten je nach Modifikation starke Unterschiede in ihrer biologischen Aktivitét.
Einige erreichten vergleichbare hohe Aktivitdten wie Cryptophycin-52 (IC50 = 16 pM),
z.B. der Methylhydroxymethylether CRY 30 mit einem 1Csp-Wert von 23 pM. CRY 30
(IC50 = 82 pM) iibertrifft sogar Cryptophycin-52 (IC50 = 261 pM) in der Aktivitét
gegen multidrug-resistente KB-V1 Zellen. Ein weiteres Ziel war die Erkennung von
moglichen Konjugationsstellen fiir Biomolekiile an Cryptophycine. Hier konnte gezeigt
werden, dass eine Konjugation mit moglichst geringen Aktivitatsverlust am Fragment

A und mit Abstrichen an Fragment D mdglich ist.

Die zytotoxischen Eigenschaften der Cryptophycine sollten weiter untersucht werden,
daher wurde ein High Content Assay etabliert. Dadurch kann in einer Messung basie-
rend auf Fluoreszenzmikroskopie qualitativ und quantitativ bestimmt werden, ob ein

Cryptophycin Nekrose und/oder Apoptose in den Zellen induziert.

Fiir die Interaktion von Cryptophycinen mit Tubulin wird eine nichtkovalente Bin-
dung angenommen. > Zur weiteren Untersuchung wurde ein in Benzylstellung >C—
markiertes A-—Fragment ausgehend von ¥C-Benzoesiure synthetisiert (s. Abb. 3.5), da
eine Offnung des Epoxids durch ein Nukleophil des Tubulins moglich ist. %7 Ausge-
hend von diesem A-Fragment wurde ein markiertes Cryptophycin-52 dargestellt (s.
Abb. 3.5). Die ¥C-Markierung soll einen NMR-spektroskopischen Nachweis dieser
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Abbildung 3.5.: 5:  Cryptophycin-52 mit !3C-Isotopenmarkierung in Benzylstel-
lung des A—Fragmentes. Mogliches Werkzeug fiir die Untersuchung
der Cryptophycin—Tubulin Interaktion und kinetischer Studien der
Prodrug—Aktivierung. A: Cryptophycin—Chlorhydrin Prodrug

Ringoffnung anhand der Verschiebung des Signals ermoéglichen. Aufgrund von Los-
lichkeitsproblemen des markierten Cryptophycins im wassrigen Medium des Tubulins
konnten die eigentlichen NMR~Messungen nicht durchgefiihrt werden.

Ein weitere mogliche Einsatzmoglichkeit fiir das markierte Cryptophycin sind Kinetik—
Messungen der Abspaltung des Cryptophycins vom Linker, wenn eine Konjugation des
Cryptophycins iiber das Chlorhydrin des A—Fragmentes erfolgt (s. Abb. 3.5 A).
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4. Summary

The members of the natural product family of cryptophycins display very high cytotoxi-
city.! Even for multidrug resistant (e.g. MDRI expressing) cell lines, like KB-V1,
the ICs5q value is in the picomolar range (cryptophycin-52 = 261 pM). However, clinical
application failed due to excessive side-effects. 1911 Many structure-activity relation-
ship (SAR) studies were conducted to increase activity and accordingly to this decrease
adverse reaction. [16:18,22-24]

Another goal besides the SAR studies is the synthesis of cryptophycin prodrugs. Pro-
drugs are biologically inactive conjugates of a drug and a targeting unit, leading to an
enrichment of the drug (e.g. cryptophycins) in or around the cancer cell. There, linkage
is cleaved and the active cryptophycin is released. This strategy allows to administer
higher doses which only affect cancer cells and reduces side—effects.

Two different targeting units, both based on the cyclic RGD peptide c-[-RGDfK-| were
synthesized, using microwave-assisted automated and manual solid phase peptide syn-
thesis. In prodrug 3 a c-[-RGDfK-| monomer is the targeting unit, whereas in pro-
drug 2 a glutamate-linked c-[-RGDfK-|-dimer serves as targeting unit. The amino

group of the glutamate was used to attach an azide—functionalised linker based on

Figure 4.1.: A: Cryptophycin—1, first known cryptophycin. Units A-D are marked by
color; 1: Cryptophycin—52, a synthetic analogue of cryptophycin-1.
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4. Summary
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Figure 4.2.: 2: Cryptophycin prodrug with glucuronic acid as activation unit; 3: Cryp-
tophycin prodrug using —Val-Cit— sequence for activation by cathepsin B;

targeting units are marked in red, the self-immolative linker in green.

triethylenglycol. The resulting targeting unit can then be coupled to a prodrug pre-
cursor via copper—catalysed azide—alkyne cycloaddition (click chemistry). First test
reactions were performed for the glucuronic acid-based activation unit of prodrug 2
during synthesis scheduling.

It is known in literature, that c-[FRGDfK-| conjugates are endocytosed by an inte-
grin mediated mechanism. %7 However, it is not known, where the conjugates are
located after endocytosis inside the cell. For this purpose, an RGD-cryptophycin—
fluorescein conjugate was synthesized (see fig. 4.3). The synthesis of the azide func-
tionalised cryptophycin CRY 26, the synthesis of the alkyne functionalized fluorescein
and the cycloaddition for coupling the fluorescein and also the cryptophycin were done
by CHRISTINE WEISS and MARKUS NAHRWOLD during their theses.[™ Synthesis of
the targeting unit, coupling of the targeting unit to 5(6)-carboxyfluorescein, prepa-
ration of the biological test (e.g. cell cultur) and accomplishing of the localisation
studies was done during this thesis. RALF PALMISANO took the confocal fluorescence
microscopy picture at the University of Erlangen (see fig. 4.4).

It could be shown, that after 15 min the RGD—cryptophycin conjugate is endocytosed
by the cells. Most of the conjugate is localized inside the lysosomes. This was proven
by colocalization with LysoTrackerTM which only stains lysosomes. If the incubation

time is prolonged, the percentage of conjugate localized in lysosomes increases to al-
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Figure 4.3.: RGD—cryptophycin—fluorescein conjugate for uptake and localisation stud-

1e8S.

Figure 4.4.: Confocal microscopy picture of WM-115 cells after 15 min incubation with

conjugate 4; a) fluorescein channel (excitation 458 nm) b) LysoTracker red

channel (excitation: 561 nm) c) overlay.
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4. Summary

most 100 %. The knowledge, that the RGD—cryptophycin conjugate is localized inside
lysosomes after endocytosis can be used to design a linker, which is cleaved exactly
under the conditions inside the lysosomes thereby releasing the active cryptophycin.

Also a couple of new cryptophycin analogues were synthesized by my colleagues for
SAR studies. The cytotoxicity of these analogues, which are modified in unit A, C and
D, were investigated during this thesis. First of all, a cell-based resazurin assay was
optimized. Afterwards new cryptophycin analogues were tested for cytotoxicity against
KB-3-1 and multidrug-reistant KB-V1 cell lines. Some analogues show cytotoxicity
equal to cryptophycin-52 (ICsy = 16 pM). The analogue methylhydroxymethyl ether
CRY 30 for example has an 1Cyy value of 23 pM for KB-3-1 cells. Against multidrug—
resistant KB-V1 cells CRY 30 (ICsy = 82 pM) is even more cytotoxic than cryptophycin-
52 (IC50 = 261 pM). The results showed also that unit A contains an applicable site for
conjugation with biomolecules. Also unit D exhibits similiar sites with some limitations.
The characteristics of the cytotoxicity of the cryptophycins should be further investi-
gated. Therefore, a fluorescence microscopy—based high content assay was optimized.
This high content assay allows to determine qualitatively and quantitatively whether

a cryptophycin induces necrosis and/or apoptosis.

@MN 0, @fiMN O,

I|nker

largetlng
unit

5 A

Figure 4.5.: 5: 13C-labelled cryptophycin-52. Possible tool for the investigation of the
cryptophycin—tubulin interaction and kinetic studies of drug-release.

A: Cryptophycin chlorohydrin prodrug.

It has been suggested that the interaction between cryptophycin and tubulin is based
on noncovalent binding.!'>7 However, if there is covalent binding, it is most probable
that the epoxide is opened by a nucleophile of the tubulin.'>™ For further investigation
of this binding, a unit A derivative, 1*C-labelled in benzylic position, was synthesized
starting from ¥C-benzoic acid (see fig. 4.5). A labelled cryptophycin was synthesized
using the labelled unit A. NMR spetroscopy should enable to proove ring opening by a
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tubulin nucleophile. Due to solubility problems of the labelled cryptophycin in aqueous
medium, the NMR spectroscopy experiments were not successful.
The labelled cryptophycin can also be used for kinetic measurements of drug release if

the cryptophycin is connected over the chlorhydrin of unit A to the linker (see fig 4.5
A).
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5. Materialien

Arbeitstechniken:

Reaktionen, die den Ausschlufs von Feuchtigkeit und/oder Sauerstoff erfordern, wur-
den in ausgeheizten Reaktionsgefifien durchgefiihrt. Dazu wurden die Geféfie evakuiert
(0,05-0,01 mbar) und mit einem Heifluftgeblise erhitzt. Die Apparaturen wurden unter
Vakuum abgekiihlt und anschlieffend mit getrockneten Argon befiillt. Das Argon der
Qualitétsstufe 4,6 (99,9996 %) wurde tiber Sicapent® getrocknet. Die feuchtigkeitsemp-
findlichen Reaktionen wurden wie die sauerstoffempfindlichen Reaktionen unter einer
statischen Argonatmosphére durchgefiihrt. Losungsmittelreste wurden im Drehschie-

berpumpenvakuum (< 0,05 mbar) von den Produkten abgetrennt.

Chemikalien und Reagenzien:

Chemikalien und Reagenzien wurden in angemessener Qualitdt bezogen und wurden,
wenn nicht anders angegeben, ohne weitere Aufreinigung verwendet. Trimethylortho-

formiat wurde durch fraktionierte Destillation aufgereinigt.

LGésungsmittel:

Dichlormethan wurde generell iiber Kaliumcarbonat destilliert. Fiir wasserfreie Re-
aktionen wurde es zusétzlich iiber Calciumhydrid absolutiert. DMF, Et;O und Petro-
lether (PE) wurden ebenfalls destilliert verwendet. Et,O wurde durch Destillation tiber
Natrium/Benzophenonketylradikal absolutiert. DMF wurde im Vakuum tiber Ninhy-
drin destilliert, Et,O iiber KOH destilliert, vom Petrolether wurde der Siedebereich
40-60 °C verwendet. n-Hexan wurde ebenfalls nur destilliert verwendet. Ethylenglykol
wurde iiber Natriumsulfat getrocknet, fraktioniert abdestilliert, mit Natrium versetzt
und nochmals fraktioniert destilliert. Dimethylether (DME) wurde zur Trocknung, wie
THEF, tiber Natrium/Benzophenonketylradikal destilliert. Fiir Losungen und das Wa-

schen von Phasen wurde deionisiertes Wasser eingesetzt, fiir alle biologischen Unter-
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5. Materialien

suchungen wurde Reinstwasser verwendet. Dieses wurde mittels einer Milli-Q biocel

Anlage der Firma MILLIPORE hergestellt.

Chromatographie:

Zur Diinnschichtchromatographie wurde Kieselgel 60 (MERCK) auf Aluminiumfolie ver-
wendet. Die stationdre Phase enthélt den Fluoreszenzfarbstoff Fas4. Die Detektion er-
folgte durch Bestrahlung mit UV—-Licht der Wellenlédgen 254 nm und 366 nm. In einigen
Féllen erfolgte anschliefend eine Farbung mit Ninhydrin—Losung (5 % in EtOH) oder
Ammoniumheptamolybdat/Cer(IV)sulfat-Reagenz (50,0 g (NH4)Mo7094-4H50, 2 g
Ce(SOy4)2, 50 ml konz. HySOy4, 898 ml H,O). Die stationdre Phase fiir die praparati-
ve Flash-Saulenchromatographie war ebenfalls Kieselgel 60 (MACHEREY—-NAGEL), die

Korngrofse wird angegeben.

NMR-Spektroskopie:

Die Spektren wurden mit folgenden BRUKER-Geriéten aufgenommen: ARX 250 (*H:
250 MHz, 3C: 63 MHz), Avance III 300 ('H: 300 MHz, '3C: 75 MHz), DRX 500
(*H: 500 MHz, '3C: 126 MHz), Avance 600 (*H: 600 MHz, '3C: 151 MHz). Wenn nicht
anders angegeben wurden die Spektren bei 298 K aufgenommen. Das Losungsmittel der
Proben wird angegeben, bei Messung in CDCl3 wurde Tetramethylsilan als Standard
(*H, 3C: 0,00 ppm) zugesetzt. Die Kalibrierung bei anderen Losungsmitteln erfolgte
anhand des Losungsmittelsignals (DMSO-dg: 'H: 2,50 ppm, 3C: 39,5 ppm; Aceton-dg:
'H: 2,05 ppm, '3C: 29,8 ppm; 206,3 ppm; DyO: 'H: 4,79 ppm). (™

IR-Spektroskopie:

Alle Proben wurden auf einem Nicolet 380 FT-IR Spektrometer mit ATR Zelle der

Firma THERMO SCIENTIFIC vermessen.

Massenspektrometrie:

EST-Massenspektren wurden mit einem Ionenfallen-ESI-Massenspektrometer (Esquire
3000) der Firma BRUKER DALTONIK aufgenommen. Alle EI-Massenspektren wurden
auf einem Autospec X (FISONS) gemessen. Massenfeinbestimmungen (HRMS) wurden
an einem FT-ICR-Massenspektrometer des Typs APEX III (BRUKER DALTONIK)
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durchgefiihrt. Ein Voyager DE der Firma PE Bi1osysTEMS wurde fiir alle MALDI-
ToF-Massenspektren eingesetzt. Als Matrix kamen 2,4-Dihydroxybenzoesiure (DHB),
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure (CHCA) und ,,Super-DHB* zum Einsatz.

e DHB Matrix

10 mg DHB

500 pl  ACN
500 ul  MPW

1 pul TFA

e CHCA-Matrix
10 mg CHCA

500 pl  ACN
500 pl  MPW

1 ul TFA

e Super-DHB-Matrix
Losung A: 10 mg DHB in 20 % ACN

Losung B: 10 mg 5-Methoxysalicylsaure in 50 % ACN

Losung A mit Losung B im Verhéltnis 9:1 mischen

Analytische HPLC:

Als HPLC-Gerédte kamen sowohl eine Accela als auch eine SpectraSYSTEM, beide
von THERMO SCIENTIFIC, zum Einsatz. Die Accela Anlage besteht aus dem Accela
PDA Detektor (Diodenarray), dem Accela Autosampler und der Accela 600 Pumpe.
Die Accela Anlage war mit folgender Séule ausgestattet: Hypersil Gold, 3 pm, 150 X
2,1 mm (THERMO SCIENTIFIC). Das SpectraSYSTEM besteht aus dem UV6000LP
Diodenarray—Detektor, dem AS100 Autosampler und der Pumpe P4000. Als Séule
wurde eine Jupiter, 5 pm, Cig, 300 A, 250 x 4,6 mm (PHENOMENEX) verwendet.
Standardméfig erfolgte die Messung der Absorption bei 220 nm und 254 nm. Als
mobile Phase wurde eine Mischung aus Eluent A (H,O/CH3CN/TFA 95:5:0,1 v/v/v)
und aus Eluent B (H,O/CH3CN/TFA 5:95:0,1 v/v/v) verwendet. Bei beiden Anlagen

kamen Vorsiulen der Firma PHENOMENEX (Cyg, 4 X 3,0 mm) zum Einsatz.
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5. Materialien

Methode 1
Flufrate: 0,7 ml/min

min  Eluent A [%| Eluent B [%]

0 100 0

5,0 0 100

6,0 100 0

6,5 100 0
Methode 2

Flufrate: 1,0 ml/min

min Eluent A [%] Eluent B [%]

0 100 0

3,0 100 0

40,0 0 100

50,0 100 0
Methode 3

Flufrate: 1,0 ml/min

min Eluent A [%] Eluent B [%]

0 100 0

3,0 100 0

30,0 0 100

40,0 100 0
Methode 4

Flufrate: 1,0 ml/min

min Eluent A [%] Eluent B |%]

0 100 0
3,0 65 35
20,0 0 100
22,0 100 0
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Praparative HPLC:

Fiir priaparative HPLC standen zwei Anlagen zur Verfiigung, eine LaChrom der Firma
MERCK HITACHI bestehend aus dem Interface D—7000, dem UV—Vis Detektor L-7420
und der Pumpe L-7150 ausgestattet mit einer Jupiter, 10 pm, Cig, 300 A, 250 x
21,2 mm (PHENOMENEX) als Séule. Die zweite Anlage besteht aus der Pumpe P-4000
und dem UV—Vis Detektor UV-1000, beides Produkte der Firma THERMO SCIENTIFIC.
Folgende Cio-Séaule wurde verwendet: Jupiter, 10 pym, 300 A, 250 x 21,2 mm. Als Elu-
enten wurden Mischungen folgender Eluenten verwendet: Eluent A (H,O/CH3CN/TFA
95:5:0,1 v/v/v); Eluent B (H,O/CH3CN/TFA 5:95:0,1 v/v/v).

Methode 5
Flufrate: 10 ml/min

min  Eluent A (%] Eluent B [%]

0 100 0

5,0 100 0

35,0 0 100

40 0 100

45,0 100 0
Methode 6

Flufrate: 10 ml/min
min Eluent A [%] Eluent B [%]

0 100 0
5,0 100 0
35,0 30 70
40,0 30 70
45,0 100 0
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5. Materialien

Methode 7
Flufrate: 7,5 ml/min

min Eluent A [%| Eluent B|%]

0 100 0

3,0 100 0

25,0 45 55

30,0 0 100

32,0 100 0
Methode 8

Flufrate: 10 ml/min
min Eluent A (%] Eluent B [%]

0 100 0

3,0 100 0
40,0 50 50
45,0 0 100

Gas—Chromatographie:

Alle Gas—Chromatogramme wurden mit einem SHIMADZU GC-17A mit Autosamp-
ler (AOC—20i) gemessen. Trigergas ist Wasserstoff. Die Detektion erfolgte iiber einen
Flammenionisationsdetektor. Die Detektortemperatur betrug 300 °C; die Injektortem-
peratur war 280 °C. Folgende Séule war installiert: HP-5MS (quervernetzt 5 % PH
ME Siloxan, 25 m x 0,20 mm x 0,33 gm Filmdicke; HEWLETT PACKARD).

Methode A
Pretreatment oc3.AoC; Flufrate: 0,4 ml/min

min Temperatur [°C]

0 60
2,0 60
15,0 270
30 270
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Fluoreszenzmikroskopie

Erste Versuchsmessungen zur Optimierung des Versuchsaufbaus wurden an einem Fluo-
reszenzmikroskop DM5000 B der Firma LEICA durchgefiihrt. Als Lichtquelle ist ein
X-Cite 120PC von EXFO installiert. Die Aufnahmen wurden mit dem Kamerasystem
DFC350FX von LEICA aufgenommen. Fiir die finalen Kolokalisierungsstudien wur-
de ein inverses konfokales Laser Scanning Mikroskop des Typs SP5 II Fast Resonant
Scanner (LEICA) eingesetzt. Das Fluorescein—Derivat wurde mit dem Licht eines Ar-
gonlasers der Wellenldnge 458 nm angeregt. Die Anregung des LysoTracker erfolgte mit
einem diodengepumpten Festkorperlaser (diode pumped solid state; DPSS) bei einer
Wellenldnge von 561 nm. Die Filter fiir die Fluoreszenz des Fluoresceins haben eine
hohe Transmission fiir die Wellenldngen von 498-571 nm und fiir die Fluoreszenz des
LysoTrackers von 600-709 nm. Die Aufnahmen wurden mit dem Programm LAS AF
2.2.1 build 4842 von LEICA bearbeitet.

Geradte
Autoklav Typ 2540 EL V SYSTEC GmbH (Wettenberg)
Inkubator 311 FORMA SCIENTIFIC (Marietta, USA)
Cleanbench HS12 HEREAUS (Hanau)
Digitalkamera C-4040 Zoom OLyMPUS (Hamburg)

Mikrotiterplatten-Reader M200 Infinite TECAN (Crailsheim)
Mikrowellen Peptidsynthesizer Liberty =~ CEM (Kamp-Lintfort)

pH-Meter MP 220 METTLER TOLEDO (Giefsen)
pH-Elektrode Inlab 420 METTLER TOLEDO (Giefsen)
Spritzenpumpe Modell 200 KD ScienTIFIC (Holliston, USA)
UV-Spektrometer Helios y SPECTRONIC UNICAM (Leeds, UK)
Analysenwaage XS105 METTLER TOLEDO (Giefsen)
Laborwaage FA-210-4i FAUST (Meckenheim)

Laborwaage BP410S SARTORIUS (Géttingen)

Zentrifuge MiniSpin EPPENDORF (Hamburg

)
Zentrifuge 5804 R R EPPENDORF (Hamburg)
Zentrifugen-Ausschwingrotor A—04—62 EPPENDORF (Hamburg)
Zentrifugen-Festwinkelrotor F-34-06-38 EPPENDORF (Hamburg)
Zentrifugen-Festwinkelrotor F-45-30-11 EPPENDORF (Hamburg)
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5. Materialien

Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen
Einwegkiivetten
Mikrotiterplatten, Polystyrol, 96 well

Mikrotiterplatten Glasboden, 96 well
Pipettenspitzen
PE-Réhrchen (15 und 50 ml)

Reaktionsgeféfe
Spritzenfilter 0,2 und 0,45 pum
Sterilfilter, Cellulose, 0,22/0,45 pm

Software

BRAND (Wertheim)

BRAND (Wertheim)

NUNC; SARSTEDT; GREINER B10 ONE
(Langenselbold, Niimbrecht, Frickenhausen)
GREINER BI10 ONE (Frickenhausen)
SARSTEDT (Niimbrecht)

SARSTEDT; GREINER B10 ONE
(Ntimbrecht, Frickenhausen)

SARSTEDT (Niimbrecht)

SARSTEDT; PALL (Niimbrecht, Dreieich)
GE HEALTHCARE (Miinchen)

Chromquest 5.0 THERMO SCIENTIFIC (Schwerte) HPLC

Version 3.2.1

Chromquest 2.51 THERMO SCIENTIFIC (Schwerte) HPLC

Version 3.2.1

OMNIC 7.3 THERMO SCIENTIFIC (Schwerte) FT-IR

MestreNova 6.0.4-5850 MESTRELAB RESEARCH NMR-Prozessierung

(Santiago de Compostela, Spanien)  und Analyse

GraphPad Prism 4.03 GRAPHPAD SOFTWARE Datenauswertung
(San Diego, USA)

Voyager Instrument Control APPLIED BIOSYSTEMS (Darmstadt) MALDI-ToF

Panel Version 5.10

Data Explorer APPLIED B10SYSTEMS (Darmstadt) MALDI-ToF

Version 4.0.0.0

LAS AF 2.2.1 build 4842 LEICA (Wetzlar) CLSM
Pepdriver 2.5.4 CEM (Kamp-Lintfort) Mikrowellen—
Peptidsynthesizer
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Sonstiges

e Resazurinlosung
116 mM NaCl

26 mM NaHCO;

500 ml H5O

175 uM  Resazurin
pH 73

10 x Trypsinlosung/EDTA; (PAA)
5,0 mg/ml Trypsin (porcine)
22 mg/ml EDTA (Titriplex III)
PBS Ca?* /Mg*" frei
pH 7,0-7,5

Medium DMEM (Glukose: 4,5 g/1; mit L-Glutamin, Natriumpyruvat (PAA)

3,7 % para—Formaldehyd, pH 7,4 in PBS

ProLong Gold (INVITROGEN)

FBS Gold (PAA)
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6. Experimenteller Teil

6.1. Synthese des *C-markierten Cryptophycin-52

Reduktion von ¥C-Benzoesiure zu *C-Benzylalkohol (6)

13c\
©/ OH

6

Unter wasserfreien Bedingungen werden 387 mg (10,2 mmol; 3 Aquiv.) LiAlHy in 6 ml
abs. Et,O suspendiert. 418 mg '*C-Benzoeséure (3,40 mmol; 1 Aquiv.) werden in 12 ml
abs. EtoO gelost und iiber 20 min der Lithiumalanat-Suspension zugetropft. Die Re-
aktionslosung wird iiber Nacht refluxiert. Zum Beenden der Reaktion wird im Eisbad
gekiihlt und vorsichtig HoO zugetropft bis kein Hy mehr entsteht. Der sich bilden-
de farblose Niederschlag wird durch Zutropfen von 10 %iger Schwefelsiure aufgelost.
Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit EtoO (4x25 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber
NaySO, getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Bad-
temperatur) und im Hochvakuum (HV) entfernt. Das Rohprodukt ist ein klares, farblo-
ses Ol In der Diinnschichtchromatographie (DC) erkennbare leichte Verunreinigungen
werden mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan /EtOAc
8:1) abgetrennt. 301 mg (2,76 mmol; 81 %) '¥C-Benzylalkohol 6 werden als farblose
Fliissigkeit erhalten.

Summenformel: C¢'3CHgO (109,14 g mol™1).
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6. Experimenteller Teil
Ry (n-Hexan/EtOAc 8:1) = 0,15.

MS (EI, Kationen-Modus): m/z = 109,0 [M]™ (berechnet fiir [Cs'*CHgO|*: 109,1);
92,0 [M-OH|™ (berechnet fiir [Ce'3CH,|*: 92,1); 77,0 [M-*CH30|"|" (berechnet fiir
|CeHs|*: 77,0); 51,0 [M-Cy*CH;50]™ (berechnet fiir [C4H3|*: 51,0).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7,49-7,45 (m, 2H, Ph), 7,38-7,34 (m, 3H, Ph),
4,68 (d, 2H, ' J oy = 143,3 Hz, CH,), 3,46 (m, 1H, OH).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm| = 65,4 (C'), 127,0 (d, 2C, ?J = 3,3 Hz, C3,
C7), 127,7 (C?), 128,6 (d, 2C, ®J = 4,5 Hz, C*, C%), 140,1 (d, 'J = 47,1 Hz, C?).

Oxidation von 3C-Benzylalkohol zu *C-Benzaldehyd (7)

Q
3¢
S

7

1,45 g Pyridiniumchlorochromat (6,70 mmol; 1,5 Aquiv.) werden in abs. Dichlormethan
(DCM) suspendiert. Zu dieser orangen Suspension werden 500 mg *C-Benzylalkohol
(6; 4,62 mmol; 1 Aquiv.) geldst in 22 ml abs. DCM langsam zugetropft. Die Suspensi-
on verfarbt sich langsam schwarz. Nach vierstiindigem Riihren bei RT werden 110 ml
abs. EtoO zugegeben, wobei sich die Suspension braun verfarbt. Die Losung wird vom
Feststoff abdekantiert und der Feststoff anschliefend mit abs. Et;O (3x) gewaschen.
Die vereinigten, organischen Fraktionen werden durch 3 cm Florisil® (60-100 mesh) fil-
triert, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) und HV
entfernt. 431 mg (4,10 mmol; 88 %) ¥C-Benzaldehyd 7 werden als farblose, aromatisch
duftende Fliissigkeit isoliert.

Summenformel: C¢H3CO (107,12 g mol ™).
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

Ry (EtOAc/Petrolether 1:1) = 0,64.

GC(M2): t p = 6,69 min.

MS (EI, Kationen-Modus): m/z = 107,0 [M]T (berechnet fiir [Cs*CHgO]*: 107,1);
77,0 [M-13CHO]" (berechnet fiir [C¢Hs|™: 77,0) 51,0 [M-Cy*CH30]|* (berechnet fiir
C,H|*: 51,0).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 [ppm| = 10,04 (d, 1H, 'J.y = 172,4 Hz, CHO), 7,90
(m, 2H, C3H, CTH), 7,65 (m, 1H, C°H), 7,55 (m, 2H, C*H, C°H).

BC-NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm| = 129,0 (d, 2C, 3J = 4,5 Hz, C*, C%), 129,8
(d, 2C, 2J = 4,0 Hz, C3, C7), 134,5 (C?), 136,4 (d, 'J = 53,5 Hz, C?), 192,5 (C1).

Propansauretriphenylphosphoniumbromid (8)

Basierend auf einer Literaturvorschrift ™ werden 3,56 g Triphenylphosphin (13,6 mmol;
1,04 Aquiv.) und 2,02 g 3-Brompropionsiure (13,1 mmol; 1 Aquiv.) unter wasserfreien
Bedingungen vermischt und fiir 4 h bei 120 °C geriihrt. Die Reaktionsschmelze wird
abgekiihlt und mit EtoO gewaschen. Anschliefend wird die erstarrte Schmelze mittels
Spatel und Ultraschall zerkleinert. Es wird Et;O zugegeben und {iber Nacht geriihrt,
wodurch 4,90 g (11,8 mmol; 89 %) Propansiduretriphenylphosphoniumbromid 8 als

homogener farbloser Niederschlag erhalten werden.

Summenformel: Cy;HyBrO,P (415,26 g mol™!).
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6. Experimenteller Teil

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): & [ppm]| = 10,03 (s, 1H, COOH), 7,83-7,69 (m, 15H,
Ph), 3,77 (m, 2H, C?H.,), 3,03 (m, 2H, C°H.,).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm| = 19,0 (d, 'Jsc = 55,0 Hz, C3H,), 28,2 (d,
2 Jpe = 2,1 Hz, C?H,), 117,5 (d, 3C, ' Jpe = 86,7 Hz, CV'), 130,7 (d, 4C, 2Jpe = 12,6 Hz,
C%%), 133,7 (d, 4C, 3Jpe — 10,1 Hz,C¥" ), 1354 (d, 2C, *Jpec = 2,6 Hz, C¥), 171 ,4
(d, 3Jpe = 13,8 Hz, C*OO).

13C-(E)-4-Phenylbut-3-ensiuremethylester (9)

13,
Cv\[ro\
(o]

7,59 g Propansiuretriphenylphosphoniumbromid (8; 18,3 mmol; 1,3 Aquiv.) werden
unter wasserfreien Bedingungen in 37 ml abs. THF mittels Ultraschall (60 min) sus-
pendiert. 1,51 g Benzaldehyd (7; 14,1 mmol; 1 Aquiv.) werden hinzugefiigt und die Sus-
pension im Aceton/Trockeneisbad auf -20 °C gekiihlt. Uber 40 min wird eine Losung
von 4,10 g Kalium- tert-butoxid (36,6 mmol; 2,6 Aquiv.) in 91 ml abs. THF unter Riihren
zugetropft. Nach Beendigung der Zugabe wird das Kéltebad entfernt und weitere 6 h bei
RT geriihrt. 4,38 ml Mel (9,98 g; 70,4 mmol; 5 Aquiv.) werden mittels einer Kaniile zu
der braungefarbten Reaktionsmischung hinzugefiigt und weiter iiber Nacht geriihrt. Zu
der beigefarbenen Losung werden 145 ml HoO und 145 ml Et,O (destilliert) hinzugege-
ben und die Phasen getrennt. Die wissrige Phase wird mit Et,O (4x145 ml) extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaHCOj3-Losung (2x145 ml)
und 5 %iger KHSO4-Losung gewaschen. Anschliefend wird iiber NaSO, getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Triphenylphosphinoxid wird durch
Kristallisation aus EtOAc gréftenteils entfernt. Der Uberstand wird eingeengt und
sdulenchromatographisch aufgereinigt (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan/EtOAc
8:1). 861 mg (4,9 mmol; 35 %) ¥C-(E)-4-Phenylbut-3-ensiuremethylester (9) werden

als farblose Fliissigkeit isoliert.
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

Summenformel: C1y¥CH;,0, (177,21 g mol ™).
Ry (n-Hexan/EtOAc 8:1) = 0,24.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 200,0 [M+Na|™ (berechnet fiir [C1o'3*CH;5Na
O,]*: 200,07).

'H-NMR (500 MHz, CDCL3): & [ppm] — 7.37-7,20 (m, 5H, Ph), 6,47 (dd, 1H, 'J ¢y —
149,5 Hz, ®J = 15,9 Hz, PhCH), 6,28 (m, 1H, PhCHCH), 3,68 (s, 3H, CHs), 3,22 (dd,
2H, 3J = 6,9 Hz, 2J = 1,2 Hz, C*H,).

BC-NMR (126 MHz, CDCly): & [ppm| = 38,4 (d, 2J = 35,7 Hz, C?), 52,0 (CHs),
121,6 (d, 'J = 73,6 Hz C?), 126,3 (C¥"), 127,6 (C*), 128,6 (d, 2J — 4,4 Hz, C*%),
133,5 (PhC), 136,8 (d, 'J = 56,2 Hz, C), 172,0 (COO).

13C-(4R,5R)-4-Hydroxy-5-phenyl-dihydrofuran-2(3H)-on (10)

(@]
(o]
7

e

10

5,16 g rotes Blutlaugensalz (Ks[Fe(CN)g|; 15,7 mmol, 2,5 Aquiv.) und 2,60 g KyCOs3
(18,8 mmol, 3 Aquiv.) werden in 18 ml H,O vorgelegt. 23,1 mg K50s04-2 HyO (62 pmol,
0,01 Aquiv.) werden mittels 8,8 ml Wasser in den Reaktionskolben iiberfiihrt und an-
schlieRend 615 mg Methansulfonamid (6,5 mmol, 1 Aquiv.) und 48,4 mg (DHQD),-
PHAL (62 pmol, 0,01 Aquiv.) mit 8,8 ml tert-Butanol in den Kolben gespiilt. Die Re-
aktionslosung wird auf 0 °C abgekiihlt und eine Losung aus 1,1 g '3C-(E)-4-Phenylbut-
3-ensiuremethylester (9; 6,3 mmol, 1 Aquiv.) in 17 ml tert-Butanol addiert. Bei 0 °C
wird 2 Tage kréftig geriihrt bis das Edukt verbraucht ist (DC-Kontrolle; Hexan/EtOAc
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6. Experimenteller Teil

1:1). Anschliefend werden 15,9 g NaySOs-7 HyO (63 mmol, 10 Aquiv.) als Losung in
12 ml H50O zugefiigt und weitere 2 h geriihrt, wobei sich die Reaktionslosung auf RT
erwiarmen darf. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit Et,0
(5x17 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit HoO (17 ml),
sowie mit ges. NaCl-Losung (17 ml) gewaschen. Das Losungsmittel wird am Rotations-
verdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt. Der Riickstand wird in 17 ml EtOAc
aufgenommen und durch eine 2-3 cm starke Silicagelschicht filtriert. Es wird mit viel
EtOAc gespiilt, das Losungsmittel wird wiederum im Vakuum entfernt. Das Rohpro-
dukt wird aus EtOAc/n-Hexan umkristallisiert. Die Kristalle werden aus der Mutter-
lauge isoliert und der Riickstand der Mutterlauge sdaulenchromatographisch aufgereinigt
(Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan/EtOAc 1:1). 527 mg (2,94 mmol; 47 %) 3C-
(4R,5R)-4-Hydroxy-5-phenyl-dihydrofuran-2(3H)-on (10) werden als farblose Kristalle

isoliert.

Summenformel: Cy'*CH;,03 (179,18 g mol™1).

Ry (n-Hexan/EtOAc 1:1) = 0,13.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 201,9 [M+Na|* (berechnet fiir [Co'*CH;oNa
O4*: 202,05).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3): § [ppm| = 7,48-7,36 (m, 5H, Ph), 5,52 (dd, 1H, 'Joy =
149,1 Hz, *J = 3,3 Hz, 3J = 3,3 Hz, PhCH), 4,62 (m, 1H, CPH), 2,82 (ddd, 2H, *J oy —
793 Hz, 3J — 5,3 Hz, 2J — 17,5 Hz, C¥H,).

IBC-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm| = 38,5 (C%), 70,2 (d, 'J = 31,3 Hz, C*), 85,0
(CY), 126,3 (d, 3J = 2,3 Hz, C**), 129.0 (d, 2J = 3,6 Hz,C?'%), 129,1 (C*), 133,0
(d, 'J = 51,3 Hz, C*¥), 1754 (COO).
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

13C-(3R,4R,5R)-4-Hydroxy-3-methyl-5-phenyl-dihydrofuran-
2(3H)-on (11)

1,0 ml Diisopropylamin (717 mg, 7,39 mmol, 2,5 Aquiv.) werden in 18 ml trockenem
THF auf —78 °C gekiihlt. 4,6 ml n-BuLi (1,6 N, 471 mg, 7,35 mmol, 2,5 Aquiv.)
werden tropfenweise zugegeben und die Losung erst 15 min bei —78 °C geriihrt und
anschlieffend 30 min ohne Kéltebad, wobei sich die Reaktionslosung langsam erwérmt.
Nachdem die Losung wiederum auf —78 °C abgekiihlt wurde, werden 527 mg 3C-
(4R,5R)-4-Hydroxy-5-phenyl-dihydrofuran-2(3H)-on (10; 2,94 mmol; 1 Aquiv.), geldst
in 12 ml abs. THF, {iber 90 min zugetropft. Die Reaktionslosung wird fiir weitere
45 min bei —78 °C geriihrt und anschliefsend werden 0,6 ml Mel (1,3 g, 8,8 mmol,
1,2 Aquiv.) in 9,1 ml abs. THF iiber 150 min bei —90 °C zugegeben. Nach Beendigung
der Zugabe wird weitere 2 Tage bei —78 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch Zuga-
be von 0,4 ml Essigsdure in 0,6 ml THF gestoppt und die Reaktionsmischung auf RT
erwarmt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtempera-
tur) entfernt. Der pinke Riickstand wird in 20 ml Et;0O gelost und mit HyO (20 ml)
gewaschen. Die wéssrige Phase wird mit Et;O (4 x 20 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit 5 %iger KHSO,4-Losung (10 ml) sowie mit ges. NaCl-
Losung (10 ml) gewaschen und iiber NagSO,4 getrocknet. Nachdem das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt wurde, wird das Roh-
produkt sdulenchromatographisch (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan/EtOAc 1:1)
aufgereinigt. Es werden 324 mg (1,7 mmol; 57 %) *C-(3R,4R,5R)-4-Hydroxy-3-methyl-
5-phenyldihydrofuran-2(3H)-on (11) als viskoses Ol isoliert.

Summenformel: C1¥CH;,05 (193,21 g mol ™).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm| = 7,46-7,34 (m, 5H, C*¥'H), 5,60 (dd, 'Jey —
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6. Experimenteller Teil

150,4 Hz, 3J — 4,4 Hz, 1H, C"H), 4,28 (ddd, 2oy — 7,4 Hz, 3J — 3,3 Hz, 4,4 Hz, 1H,
CPH), 2,75 (dq, 3J = 7,6 Hz, 3,2 Hz, 1H, C*H), 1,39 (d, 3J — 7,7 Hz, 3H, CHs).

IBC-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm]| = 13,0 (CHs), 43,5 (C*), 75,9 (d, *.J = 32,6 Hz,
CP), 82,4 (C), 126,3 (d, 3J = 3,0 Hz, C**), 129,0 (d, 2J = 4,2 Hz, C*""), 129,0 (C*),
133,1 (d, 'J = 51,5 Hz, CY), 178,3 (COO).

BC-(R)-2-[(4R, 5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-4-
yl]propansduremethylester (12)

@]
v
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2,1 ml 2,2-Dimethoxypropan (16,8 mmol, 10 Aquiv.) und 0,6 ml abs. Methanol werden
zu einer Mischung aus 324 mg *C-(3R,4R,5R)-4-Hydroxy-3-methyl-5-phenyldihydro-
furan-2(3H)-on (11; 1,7 mmol, 1 Aquiv.) und 33,5 mg Amberlyst-15® pipettiert. Die
Losung wird 5 Tage bei RT geriihrt, wobei sie sich dunkelrot farbt. Das Amberlyst-
15® wird per Filtration abgetrennt und mit viel n-Hexan gewaschen. Die organische
Phase wird mit ges. NaCl-Losung (5 ml) gewaschen und iiber NaySO, getrocknet.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) ent-
fernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm;
n-Hexan /EtOAc 1:1) werden 355 mg ¥C-(R)-2-[(4R, 5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-
dioxolan-4-yl|propansduremethylester (12) (1,33 mmol; 80 %) isoliert.

Summenformel: C143CHy,0,4 (265,32 g mol™!).

Ry (n-Hexan/EtOAc 1:1) = 0,37.
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm]| = 7,37-7,30 (m, 5H, C*¥'H), 4,74 (dd, 'J oy =
147,1 Hz, 3J = 8,5 Hz, 1H, CVH), 4,11 (ddd, %J oy =6,0 Hz, 3J = 8,3 Hz, 6,0 Hz, 11,
CPH), 3,40 (s, 3H, COOCHS3), 2,68 (m, 1H, C¥H), 1,57 (s, 3H, CCHy), 1,48 (s, 3H,
CCH3), 1,28 (d, 3J — 7,0 Hz, 3H, C*CHs).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & |ppm| = 12,9 (C*CHj), 27,1 (C(CHs)y), 27,2
(C(CHs),), 41,4 (C%), 51,6 (CO,CHs), 81,3 (CY), 83,2 (d, 'J = 35,1 Hz, CP), 109,0
(C(CHs),), 127,4 (d, 3J = 2,9 Hz, C**), 1285 (d, 2J = 4,2 Hz, C*%), 128,5 (C*),
128,6 (C*¥), 137,2 (d, 'J = 50,3 Hz, C"¥!), 173,8 (CO,CHj).

3C-(R)-2-[(4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-4-
yl]propanal (13)

o
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355 mg farblosen ¥C-(R)-2-[(4R, 5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-4-yl|propan-
siuremethylesters (12, 1,34 mmol, 1 Aquiv.) werden in 8,3 ml abs. Dichlormethan
gelost und auf —90 °C gekiihlt. Langsam werden 3,1 ml DIBAL-H in Toluol (1 M;
3,1 mmol, 2,3 Aquiv.) zugetropft. Die Losung wird fiir 4 h bei —78 °C geriihrt. An-
schliefsend wird die Reaktion mit 1,7 ml trockenem Methanol gequencht und auf RT
erwiarmt. Nachdem Verdiinnen der Losung mit 31 ml Essigsdure (1 M), werden 31 ml
n-Hexan zugefiigt und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wird mit n-Hexan ex-
trahiert (4x31 ml). Die vereinigten organischen Phasen werden mit Essigsdure (1 M;
15 ml) und ges. NaCl-Losung (15 ml) gewaschen. Nach Trocknen der organischen Pha-
se iiber NaySO,, wird sie durch Celite filtriert, wobei mit viel n-Hexan gespiilt wird.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt.
Es werden 307 mg (1,3 mmol; 97 %) des instabilen Aldehyds 13 isoliert, welcher bei
—80 °C bis zur Durchfithrung der Allylierung gelagert wird.
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6. Experimenteller Teil
Summenformel: *CC3H;503 (235,29 g mol™1).

GC(M2): t p = 13,34 min.

13C-Fragment A (14)

14

560 mg MgBry-Et,O (2,17 mmol, 1,5 Aquiv.) werden in 2,2 ml abs. Dichlormethan
durch 10 miniitige Behandlung im Ultraschallbad suspendiert. Die Suspension wird auf
—78 °C abgekiihlt und 335 mg 3C-(R)-2-((4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-
4-yl)propanal (13; 1,42 mmol, 1 Aquiv.) werden in 1,8 ml abs. Dichlormethan zu der
Suspension gegeben. Es wird 15 min bei —78 °C geriihrt, wobei eine Braunfarbung
eintritt. 0,66 ml Allyltributylzinn (2,15 mmol, 714 mg, 1,5 Aquiv) gelést in 4,5 ml
abs. Dichlormethan werden iiber 1 h zugetropft und die Reaktionssuspension weitere
12 h bei —78 °C geriihrt. Anschlieffend werden 66 ml EtoO und 17 ml HoO zugegeben
und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wird mit Et,O (3x66 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung (17 ml) gewaschen
und iiber NaySO,4 getrocknet. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt wurde, wird das Rohprodukt siulenchromato-
graphisch (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan/EtOAc 4:1) aufgereinigt. Es werden
218 mg (0,79 mmol; 55 %) 13C-(2S, 3S)-2-[(4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-
4-yllhex-5-en-3-ol (14) und 83 mg des Aldehyds 13 (25 %) isoliert.

Summenformel: Cy'3CHy,03 (277,37 g mol™1).

Ry (n-Hexan/EtOAc 1:1) = 0,26.
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 300,1 [M+Na|™ (berechnet fiir [C14'*CHyyNa
O3] 300,17); 576,8 [2M+Na| " (berechnet fiir [C3y'3CoH 3sNaOg|™: 577,34).

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): & [ppm] = 7,37-7,29 (m, 5H, Ce*'H), 5,71 (ddt, 1H,
8] = 17,1 Hz, 10,2 Hz, 7,2 Hz, CPH), 5,03-4,95 (m, 2H, C*H,), 4,78 (dd, 1H, 'J¢y =
147,1 Hz, 3J = 8,9 Hz, C"H), 4,11 (m, 1H, C¢H), 3,60 (m, 1H, C°H), 2,33 (s, 1H, OH),
2,26 (m, 1H, CVH,), 2,14 (m, 1H, C"H,), 1,78 (m, 1H, C<H), 1,57 (s, 3H, C(CHsy)),
1,50 (s, 3H, C(CH3)), 1,08 (d, 3H, 3J = 7,0 Hz, C°CHj).

BC-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 10,7 (d, 3J = 1,4 Hz, C°CHs),
27,1 (C(CHs)y), 27,2 (C(CHs),), 36,2 (br s, C¢), 39,5 (CY), 73,6 (d, J = 3,1 Hz,
C?), 80,0 (C"), 82,7 (d, 'J = 35,3 Hz, C%), 108,8 (C(CHs),), 117,8 (C%), 126,8 (d,
2] = 3,0 Hz, C¥%"), 1284 (CY), 128,6 (d, 2J = 3,8 Hz, C*%), 134,8 (CP), 137,6 (d,
1J = 50,3 Hz, CY).

Geschiitztes *C-seco-ABCD-Fragment (15)

St
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Das DCB-Fragment ist aufgrund der Acrylamidfunktion lichtempfindlich, daher werden
alle Arbeiten moglichst unter Lichtausschluf durchgefiihrt. 99,8 mg partiell geschiitz-
tes DCB-Fragment (0,20 mmol, 1,1 Aquiv.) werden in 1,4 ml abs. THF und 92 pl
NEt; (66,9 mg, 0,66 mmol, 3,7 Aquiv.) gelost und die Reaktionsmischung auf 0 °C
gekiihlt. 38 yl 2,4,6-Trichlorbenzoesiurechlorid (0,24 mmol, 58,9 mg, 1,3 Aquiv.) wer-

den tropfenweise zugefiigt und 30 min bei 0 °C geriihrt. Anschliefsend wird weitere
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30 min ohne Kiihlung geriihrt. Die Losung wird wiederum auf 0 °C abgekiihlt und
49,9 mg Fragment A (14, 0,18 mmol, 1 Aquiv), sowie 32,9 mg 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP, 0,27 mmol, 1,5 Aquiv.) in 1,0 ml abs. THF gelost iiber 15 min zugetropft.
Im Anschluf wird 70 min lang im Dunkeln bei 0 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von 10 ml ges. NH,Cl-Losung beendet und 50 ml Et,O, 50 ml EtOAc und 10 ml
H,0O zugefiigt. Die Phasen werden getrennt, die wéssrige Phase wird mit EtoO/EtOAc
(1:1, 3x30 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 20 ml ges.
NaHCOg3-Losung und mit 20 ml ges. NaCl-Losung gewaschen und anschlieffend iiber
NaySO,4 getrocknet. Die Losungsmittel werden am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C
Badtemperatur) entfernt. Das Rohprodukt wird aufgrund der geringen Stabilitét di-
rekt im Anschlufs unter Lichtausschluf sdulenchromatographisch aufgereinigt (Kieselgel
60; 0,040-0,063 mm; n-Hexan/EtOAc 1:1). 99,8 mg (0,13 mmol; 73 %) geschiitztes 3C-
seco-ABCD-Fragment 15 werden isoliert.

Summenformel: Cy3CHs5CIN,Og (755,34 g mol™1).

Ry (n-Hexan/EtOAc 1:1) = 0,20.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 778,4 [M+Na]™ (berechnet fiir [Cy0'*CHz5Cl
N2N309]+1 778,35)

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): & [ppm| = 7,35-7,39 (m, 5H, C*¥'H), 7,19 (d, 1H, 3J =
1,9 Hz, uB-C%), 7,11 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, 4,5 Hz, uC-NH), 7,04 (dd, 1H, 3J =
8,4 Hz, 1,9 Hz, uB-C%), 6,81 (d, 1H, 3J — 8,4 Hz, uB-C%), 6,67 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz,
uB-NH), 6,27 (m, 1H, uB-NHC(O)CH=CHy3), 6,09 (dd, 1H, 3J = 17,0 Hz, 10,3 Hz,
uB-NHC(O)CH=CH,), 5,62 (dm, 1H, 2J = 10,4 Hz, uB-NHC(O)CH=CH,), 5,55 (m,
1H, uA-CPH), 4,96-5,00 (m, 3H, uA-C*Hp, uA-C*H, uD-C*H), 4,89 (dm, 1H, 3J =
17,1 Hz, uA-C*H,), 4,76 (ddd, 1H, ®J = 7.8 Hz, 6,6 Hz, 6,1 Hz, uB-C*H), 4,71 (dd,
1H, ' Jey = 120 Hz, 3J = 8,9 Hz, uA-C"H), 3,83 (dm, 1H, 2J .y = 60,0 Hz, uA-C°H),
3,86 (s, 3H, uB-C* OCH3), 3,58 (dd, 1H, 2J = 13,3 Hz, 3J — 8,3 Hz, uC-CPHp), 3,26
(dd, 1H, 2J = 13,3 Hz, 3J = 4,3 Hz, uC-CPH,), 3,08 (dd, 1H, 2J = 13,9 Hz, 3J =
6,1 Hz, uB-CPHp), 2,97 (dd, 1H, 2J = 13,9 Hz, 3J — 6,6 Hz, uB-CPH,), 2,33 (m,
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

1H, uA-CYHp), 2,26 (ddm, 1H, 2J = 14,6 Hz, 3J = 7,4 Hz, uA-C*H,), 192 (m, 1H,
WA-CeH), 1,65-1,74 (m, 2H, uD-CPH, uD-CYH), 1,57-1,53 (m, 1H, uD-CPH,), 1,52
(s, 3H, uA-C(CHj),), 1,45 (s, 3H, uA-C(CHs),), 1,18 (s, 3H, uC-C*CHj), 1,14 (s,
3H, uC-C*CH3), 1,12 (d, 3H, 3J = 6,9 Hz, uA-C*CH3), 0,94 (d, 3H, 3J = 6,3 Hz,
uD-C®H3), 0,87 (d, 3H, 3J = 6,3 Hz, uD-C°H3).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): § [ppm| = 9,8 (uA-C°CHj3), 21,1 (uD-C?), 22,1 (uC-
C*CHs), 23,2 (uD-C?), 23,3 (uC-C*CHj), 24,7 (uD-CY), 27,1 (uA-C(CHs),), 27,2
(uA-C(CHjs)s), 34,8 (uA-C¢), 35,5 (uA-CY), 37,5 (uB-CPF), 39,2 (uD-CF), 43,8 (uC-
C%), 47,3 (uC-CP), 54,2 (uB-C%), 56,0 (uB-C* OCHj;), 70,6 (uA-C?), 80,2 (uA-C"),
81,7 (d, 'J = 34,8 Hz, uA-C%), 108,9 (uA-C(CHs),), 111,7 (uB-C*), 118,7 (uA-C%),
121,8 (uB-C%), 126,7 (d, 3J = 2,5 Hz, uA-C3*"), 127,0 (uB-NHC(O)CH=CH,), 128,5
(UA-CY), 128,6 (uB-C%), 128,7 (d, 2J = 3,7 Hz, uA-C*%), 129,5 (uB-C"), 130,4 (uB-
NHC(O)CH=CH,), 131,1 (uB-C?%), 132,3 (uA-CP), 1374 (d, 'J = 50,4 Hz, uA-C"),
153,6 (uB-C*), 164,9 (uB-NHC(0)), 170,9 (C(O)NH/0), 171,6 (C(O)NH/O), 175,6
(uC-COy).

Geschiitztes, zyklisches *C-Depsipeptid 16

103 mg geschiitztes *C-seco-ABCD-Fragment 15 (137 pmol, 1 Aquiv.) werden in 14 ml
abs. DCM gelost. Es werden 5,9 mg Grubbs-Katalysator der 2. Generation (6,9 pmol,
5 %-mol) als Feststoff zugegeben und die Reaktionsmischung refluxiert. Nach 6 h wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt. Das
Rohprodukt wird séulenchromatographisch aufgereinigt (Kieselgel 60; 0,040-0,063 mm;
n-Hexan /EtOAc 1:2). Es werden 74,8 mg des zyklischen Depsipeptids 16 (103 pmol;
75 %) isoliert.
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Summenformel: Cs3!3CHs,CIN;Og (728,28 g mol™1).

Rf (n-Hexan/EtOAc 1:2) = 0,24.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 750,5 [M+Na]™ (berechnet fiir [C33'*CHjz; Cl
N2N309]+Z 750,32)

MS (ESI-MS, Anionen-Modus): m/z = 726,5 [M-H"|~ (berechnet fiir [C33'*CHsoCIN,
Oy]": 726,32).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7,40-7,30 (m, 5H, C*¥'H), 7,19 (d, 1H*J =
2,0 Hz, uB-C"H), 7,17 (m, 1H, NH), 7,05 (dd, 1H, *J = 8,4 Hz, *J = 2,0 Hz, uB-
CYH), 6,84 (d, 1H, *J = 8,4 Hz, uB-C*H), 6,63 (ddd, 1H, *J = 15,0 Hz, 10,6 Hz,
4,4 Hz, uA-CPH), 5,66 (dd, 1H, 3J = 15,2 Hz, *J = 1,0 Hz, uA-C*H), 5,54 (d, 1H,
8] = 7,9 Hz, NH), 5,08-5,00 (m, 1H, uA-C*H), 4,78 (dd, 1H, 3J = 10,4 Hz, 3,7 Hz,
uD-C*H), 4,72 (ddm, 1H, 3J = 7,6 Hz, 5,4 Hz, uB-C*H), 4,70 (dd, 1H, ' J;; = 145 Hz,
3J = 8,8 Hz, uA-C"H), 3,87 (s, 3H, uB-C* OCHs), 3,79 (ddd, 1H, 3J = 8,8 Hz, 2,1 Hz,
4J = 2,0 Hz, uA-C‘H), 3,38 (dd, 1H, 3J = 13,5 Hz, 2J = 8,4 Hz, uC-CPH}p), 3,14 (dd,
1H, 2J = 13,7 Hz, 3J = 3,7 Hz, uC-CPH,), 3,12 (dd, 1H, 2J = 15,8 Hz, 3J = 5,1 Hz,
uB-CPHp), 3,04 (dd, 1H, 2J = 14,5 Hz, 3J = 7,6 Hz, uB-CPH,), 2,46 (dm, 1H, 2J =
14,5 Hz, uA-C¥Hp), 2,21 (ddd, 1H, 2J = 14,5 Hz, 3J = 11,1 Hz, 11,0 Hz, uA-CYH,),
1,83 (m, 1H, uA-C*H), 1,75 (ddd, 1H, 2J = 13,9 Hz, 3J = 10,4 Hz, 5,1 Hz, uD-CFH}p),
1,65 (m, 1H, uD-CYH), 1,50 (s, 3H, uA-C(CHzs),), 1,46 (s, 3H, uA-C(CHs),), 1,35
(ddd, 1H, 2J = 12,9 Hz, *J = 7,5 Hz, 3,8 Hz, uD-CPH,), 1,22 (s, 3H, uC-C*CH3),
1,15 (s, 3H, uC-C*CH3), 1,13 (d, 3H, 3J = 6,9 Hz, uA-C*CH3), 0,92 (d, 3H, *J =
6,6 Hz, uD-C°Hs), 0,83 (d, 3H, 3J = 6,6 Hz, uD-C°Hs).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm| = 9,7 (uA-C°CHjs), 21,4 (uD-C?), 22,7 (uC-
C*CH,), 22,9 (uD-C?%), 23,0 (uC-C*CHj), 24,7 (uD-CY), 27,0 (uA-C(CHj),), 27,2
(uA-C(CHs),), 35,3 (uB-CP), 35,8 (uA-CY), 36,8 (uA-C*), 39,5 (uD-CPF), 42,8 (uC-
C%), 46,5 (uC-CP), 54,3 (uB-C%), 56,2 (uB-C*OCH,), 71,1 (uD-C%), 75,8 (d, 3J =
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6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

2,4 Hz, uA-C?), 80,2 (uA-C"), 82,4 (d, 'J = 35,1 Hz, uA-C®), 109,1 (uA-C(CHs),)
112,3 (uB-C%), 122,5 (uB-C?), 124,4 (uA-C%), 126,6 (d, >J = 2,5 Hz, uA-C*),
128,3 (uB-C%), 128,6 (uA-C*), 128,7 (d, 2J = 3,7 Hz, uA-C?%), 129,6 (uB-C"),
130,1 (uB-C?%), 137,6 (d, 'J = 50,2 Hz, uA-C"), 142,4 (uA-C#), 154,1 (uB-C*), 165,0
(uA-CONH), 170,2 (C(O)NH/0), 170,3 (C(O)NH/0), 177,9 (C(O)NH/O).

Zyklisches *C-Depsipeptid (17)
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91,5 mg geschiitztes, zyklisches "*C-Depsipeptid 16 (126 umol, 1 Aquiv.) werden in
870 ul HoO und 1,9 ml Acetonitril (ACN) gelost und die Losung auf 0 °C abgekiihlt.
144 ] Trifluoressigsdure (TFA) (221 mg, 1,94 mmol, 15,4 Aquiv.) werden tropfen-
weise zugegeben und die Reaktionslosung 36 h geriihrt, wobei sie auf RT erwérmt
wird. Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels DC (Probenvorbereitung: 1. Waschen mit
NaHCO;-Losung; 2. Extrahieren mit EtOAc, Eluent: EtOAc). Ist die Umsetzung un-
vollstandig, werden nochmals 70 pl TFA zugegeben, nach 15 min erneut die Umsetzung
iiberpriift und gegebenenfalls wiederum TFA zugegeben. Ist eine vollsténdige Umset-
zung erreicht, wird die Reaktionslosung mit HoO versetzt, eingefroren und lyophilisiert.
Das Lyophilisat wird mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (Kieselgel 60; 0,040-
0,063 mm; EtOAc). Es werden 55,6 mg (80,9 pmol; 64 %) farbloses Ol des zyklischen
13C-Depsipeptids 17 isoliert.

Summenformel: C35'3CH,;CIN;,Og (688,22 g mol™!).

R ¢ (EtOAc) = 0,30.
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6. Experimenteller Teil

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 710,3 [M+Na|* (berechnet fiir [C35'CH,7Cl
NQN&OQ]+I 710,29)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm]| = 7,36-7,28 (m, 5H, uA-C*¥H), 7,24 (dd, 1H,
3] = 7,9 Hz, 3,9 Hz, NH), 7,19 (d, 1H, 3J = 2,0 Hz, uB-C*H), 7,05 (dd, 1H, 3J =
8,4 Hz, *J = 2,0 Hz, uB-C®H), 6,82 (d, 1H, 3J = 8,5 Hz, uB-C*H), 6,72 (ddd, 1H,
3J = 15,1 He, 10,8 Hz, 3J = 4,2 Hz, uA-CPH), 5,98 (d, 1H, *J = 7,8 Hz, NH), 5,73
(dd, 1H, 3J = 152 Hz, *J = 0,9 Hz, uA-C*H), 5,07 (m, 1H, uA-C?), 4,87 (dd, 1H,
3J = 10,1 Hz, 3,6 Hz, uD-C*H), 4,72 (m, 1H, uB-C*H), 4,57 (dd, 1H, 'J oy = 145 Hz,
3J = 8,4 Hz, uA-C"H), 3,86 (s, 3H, uB-C* OCHj), 3,78 (dd, 1H, ®J = 8,0 Hz, 4,6 Hz,
uA-C°H), 3,35 (dd, 1H, 2J = 13,5 Hz, 3J = 8,1 Hz, uC-CPHjp), 3,16 (dd, 1H, 2J =
13,5 Hz, 3J = 3,7 Hz, uC-CPHy), 3,09 (dd, 1H, 2J = 14,5 Hz, *J = 4,9 Hz, uB-C*Hp),
2,96 (dd, 1H 2J = 14,5 Hz, 3J = 8,1 Hz, uB-CPH,), 2,43 (dm, 1H, 2J = 14,3 Hz,
uA-C¥Hp), 2,24 (ddd, 1H, 2J = 14,4 Hz, 3J = 11,2 Hz, 2,9 Hz, uA-C"H,), 1,79 (ddd,
1H, 2J = 14,6 Hz, *J = 10,1 Hz, 4,4 Hz, uD-C*Hp), 1,64 (m, 1H, uD-C"H), 1,50-1,42
(m, 2H, uA-C*H u. uD-CPH3p), 1,23 (s, 3H, uC-C*CHs), 1,17 (s, 3H, uC-C*CHs), 1,00
(d, 3H, 3J = 7,0 Hz, uA-C*CHs), 0,93 (s, 3H, 3J = 6,7 Hz, uD-C*Hy), 0,87 (s, 3H,
3] = 6,6 Hz, uD-C°Hj).

BC-NMR. (126 MHz, CDCl3): § [ppm| = 9,7 (uA-C¢CHz), 21,6 (uD-C?), 22,8 (uC-
C*CHs), 23,0 (uC-C*CH;s u. uD-C?®), 24,8 (uD-CY), 35,2 (uB-CP), 36,2 (uA-CY),
38,0 (uA-C*), 39,6 (uD-CP), 42,7 (uC-C%), 46,5 (uC-CP), 54,5 (uB-C%), 56,1 (uB-
CYOCHjs), 71,1 (uD-C*%), 74,8 (d, 'J = 40,4 Hz, uA-C¢%), 75,7 (uA-C"), 76,5 (d, 3J =
2,9 Hz, uA-C?), 112,3 (uB-C"), 122,4 (uB-C¥), 124,4 (uA-C%), 126,9 (d, *J = 1,3 Hz,
uA-C%¥"),128,2 (uA-CY), 128,4 (uB-C%), 128,7 (d, 2J = 2,9 Hz, uA-C?>%), 129,7 (uB-
C"), 130,8 (uB-C?%), 140,6 (d, 'J = 48,3 Hz, uA-C"), 142,6 (uA-CP), 154,0 (uB-C*),
1654 (uA-C(O)NH), 170,6 (C(O)NH/O), 170,7 (C(O)NH/0), 177,6 (C(O)NH/0).

13C-Cryptophycin-52 (5)

55,6 mg zyklisches *C-Depsipeptid 17 (80,9 pmol, 1 Aquiv.) werden zusammen mit
50,8 mg Pyridinium-p-toluolsulfonat (PPTS; 202,0 umol, 2,5 Aquiv.) mehrere Stunden

68



6.1. Synthese des '3C-markierten Cryptophycin-52

o
6 1 » y H B N
c N ol .
- 0.0 O | 4
a2 5 0 HN” 06 o
3 5 ‘
\4 a o B al
§ § ©°

im Hochvakuum getrocknet. Unter Riithren werden gleichzeitig, aus unterschiedlichen
Spritzen 8 ml DCM (30 ml/mmol) und 2,7 ml Trimethylorthoformiat (10 ml/mmol) zu-
getropft. Die Reaktionslosung wird 3 h bei RT geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgt
mittels DC (EtOAc/n-Hexan 2:1). Ist die Umsetzung vollstéandig, wird die Reaktionslo-
sung durch Kieselgel (5x2cm fiir Ansatzgrofen 0,05-0,25 mmol) filtriert. Das Kieselgel
wird mit EtOAc/DCM (1:1, 300 ml) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im
Vakuum zur Trockene eingeengt und weiter im HV getrocknet. Das erhaltene zyklische
Orthoformiat 18 wird ohne weitere Reinigung und Analytik im néchsten Reaktions-
schritt eingesetzt.

66,6 mg des zyklischen Orthoformiats (18; 91,2 pumol, 1 Aquiv.) werden in 1,4 ml abs.
DCM (15 ml/mmol) gelost. 457 pl einer 0,5 M Acetylbromidlésung (DCM; 228 pmol,
2,5 Aquiv.) werden hinzugefiigt und die Reaktionslosung 4 h bei RT geriihrt. Anschlie-
fsend werden 10 ml DCM hinzugefiigt, die Reaktionslosung auf 0 °C abgekiihlt und in
eine eiskalte Mischung aus gesattigter NaHCO3-Losung und HoO (1:1; 50 ml) gegossen.
Der Reaktionskolben wird portionsweise mit 12 ml DCM gespiilt, welches ebenfalls zur
Mischung aus ges. NaHCOj3-Losung und HyO hinzugefiigt wird. Nach Durchmischung
und Phasentrennung wird die wéssrige Phase mit DCM (3x20 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber NaySO4 getrocknet und am Rotations-
verdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) zur Trockene eingeengt. Das so gewonnene
Bromhydrinformiat 19 wird im HV getrocknet.

Eine 0,2 M K,;CO3/Ethylenglycol /Dimethylether Emulsion (25 ml/mmol; 5 Aquiv.
K5CO3) wird durch Schiitteln homogenisiert. 57,2 mg Bromhydrinformiat 19
(73,4 pmol, 1 Aquiv.) wird in 1,8 ml dieser homogenen Emulsion aufgenommen und
2,5 min bei RT geriihrt. Anschlieffend werden sofort 20 ml DCM zugegeben und die
Emulsion in einen Scheidetrichter tberfiihrt, in dem eine eiskalte 0,5 %ige KHSO,—
Losung (20 ml) vorgelegt wurde. Der Reaktionskolben wird mit weiteren 20 ml DCM

gespiilt. Nach Durchmischung und Trennung der Phasen wird die wéssrige Phase mit
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DCM (2x20 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber NagSOy4
getrocknet und am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) alle Losungs-
mittel entfernt. Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch (Kieselgel 60; 0,040-
0,063 mm; EtOAc/n-Hexan 3:1) aufgereinigt. Es werden 14,9 mg (22,2 pmol; 28 %
ausgehend vom Diol 17) 3C-Cryptophycin-52 5 als farbloser Feststoff erhalten.

Summenformel: C35'3CH,5CIN,Og (670,20 g mol™!).

Rf (EtOAc/n-Hexan 3:1) = 0,26.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 692,2 [M+Na|* (berechnet fiir [C353CHy;Cl
N2N308]+: 692,19)

HRMS (ESI-FT-ICR, Kationen-Modus): m/z = 692,2781 [M+Na]* (berechnet fiir
[03513CH45CIN2Na08]+: 692,2800)

'H-NMR (500 MHz, CDCLy): § [ppm] = 7,21-7,39 (m, 5H, Cr¥'H), 7,19 (d, 1H,*J =
2,0 Hz, uB-C?H), 7,05 (dd, 1H, 3J = 8,4 Hz, *J = 2,1 Hz, uB-CYH), 6,84 (d, 1H,
3J = 8,4 Hz, uB-C>H), 6,77 (ddd, 1H, 3J = 15,0 Hz, 10,7 Hz, 4,2 Hz, uA-C*PH), 5,72
(dd, 1H, 3J = 15,1 Hz, *J = 1,3 Hz, uA-C*H), 5,52 (d, 1H, J = 7.7 Hz, NH), 5,20
(ddd, 1H, J = 11,3 Hz, 5,0 Hz, 1,6 Hz, uA-C*H), 4,83 (dd, 1H, *J = 10,2 Hz, 3,4 Hz,
uD-C*H), 4,75 (m, 1H, uB-C*H), 3,87 (s, 3H, uB-C*OCHS,), 3,78 (s, 1H, NH), 3,69
(dd, 1H, 'Joy = 174 Hz, 3J = 1,5 Hz, uA-C"H), 3,43 (dd, 1H, 2J = 13,5 Hz, 3J =
8,7 Hz, uC-CPH3p), 3,12-3,07 (m, 2H, uB-CPHp u. uC-CPH,), 3,05 (dd, 1H, 2J =
14,7 Hz, 3J — 7,4 Hz, uB-CPH,), 2,92 (dm, 1H, 3J — 7,6 Hz, uA-C¢H), 2,58 (dm, 1H,
2] = 14,6 Hz, uA-C"Hyp), 2,46 (m, 1H, uA-CH,), 1,79 (m, 1H, uA-C<H), 1,73 (ddm,
1H, 2J = 14,5 Hz, 3J = 4,2 Hz, uD-CPHp), 1,65 (m, 1H, uD-C"H), 1,31 (ddd, 1H,
2] = 13,0 Hz, 3J = 8,6 Hz, ®J = 3,2 Hz, uD-CPH,), 1,22 (s, 3H, uC-C*CH3), 1,16
(s, 3H, uC-C*CHy), 1,15 (d, 3H, 3J — 7,0 Hz, uA-C<CHs), 0,85 (d, 3H, J — 6,6 Hz,
uD-C*Hy), 0,83 (d, 3H, 3J = 6,5 Hz, uD-C°Hy).
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6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & |[ppm]| = 13,7 (uA-C¢CH3), 21,2 (uD-C?), 22,8 (uC-
C*CHs), 22,9 (uC-C*CHs), 24,6 (uD-CY), 35,3 (uB-CP), 36,9 (uA-CY), 39,3 (uD-CP#),
40,7 (uA-C*), 42,7 (uC-C%), 46,4 (uC-CP), 54,3 (uB-C%), 56,2 (uB-C* OCHs), 59,1
(WA-C"), 63,1 (d, 'J = 28,9 Hz, uA-C¢), 71,2 (uD-C%), 75,9 (uA-C?), 112,3 (uB-C*),
1225 (uB-C%'), 124,6 (uA-C%), 125,6 (d, >J = 3,5 Hz, uA-C**%"), 128,3 (uB-C?), 128,6
(uA-C*), 128,8 (d, 2J = 4,4 Hz, uA-C?%), 129,4 (uB-C"), 130,9 (uB-C?), 136,7 (d,
'J = 56,8 Hz, uA-C"), 141,9 (uA-CP), 154,1 (uB-C%), 164,9 (uA-C(O)NH), 170,3
(C(O)NH/0), 170,5 (C(O)NH/0), 178,1 (C(O)NH/O).

6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-1-Glutaminsdure (20)

o

20

1,00 g L-Glutaminséure (6,80 mmol, 1 Aquiv.) wird in 24 ml 1,4-Dioxan gelost. 24 ml
einer 10 %igen NayCO3-Losung werden zugegeben und Wasser zugetropft bis der Fest-
stoff gelost ist. Eine Losung von 2,00 g Fmoc-N-hydroxysuccinimidester (5,93 mmol,
0,9 Aquiv.) in 11 ml 1,4-Dioxan wird mittels Spritzenpumpe iiber 3 h bei RT zugege-
ben und die Losung iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt,
der Riickstand mit Wasser versetzt und der pH-Wert mit 10 %iger HCI unter Eis-
kithlung auf pH 3 eingestellt. Die Losung wird mit EtOAc extrahiert (3x75 ml), mit
ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NaSO, getrocknet. Das Rohprodukt wird durch
Umkristallisation aus n-Hexan und 2-Propanol aufgereinigt. Es werden 1,19 g Fmoc-
Glutaminsaure (20) (3,2 mmol; 55 %) als farbloser Feststoff isoliert.

Summenformel: CyH;9NOg (369,37 g mol™!).
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MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 392,1 [M+Na]™ (berechnet fiir [CyoH;9NNa
Og|T: 392,11); 408,2 [M+K]* (berechnet fiir [CooHi1gKNOg]*: 408,08).

t g (Methode 3; Accela) = 3,67 min.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 12,43 (s, 2H, COOH), 7,90 (m, 2H,
CH®v), 7,73 (m, 2H, CH¥), 742 (m, 2H, CH*¥), 7,33 (m, 2H, CH*'), 4,30-4,27
(m, 2H, NCOOCH,), 4,24 (m, 1H, NCOOCH,CH), 4,01 (m, 1H, C*H), 3,36 (s, 1H,
NH), 2,38-2,25 (m, 2H, CYH), 2,04-1,94 (m, 1H, CPH,), 1,84-1,74 (m, 1H, CPH,).

1BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm| = 26,0 (C#), 30,1 (CY), 46,6 (CHI™°), 53,0
(C%), 65,6 (CHE™), 120,1 (2xC¥¥), 1252 (Cor¥!), 125,3 (C¥¥), 127,1 (2xC¥¥),
127,6 (2xCa¥1), 140,7 (2xCo¥), 143,8 (2xC¥¥), 156,1 (OCONH), 173,6 (COOH),
173,7 (C°OOH).

Festphasenpeptidsynthese
Harzbeladung

1 Aquiv. 2-Chlortritylchloridharz ([0,3 g Harz]/[mmol Aminoséure|) und 2 Aquiv. Fmoc-
Glycin werden unter Schutzgasatmosphére in einer Mischung aus abs. DCM ([2,2 ml|/
[mmol Aminosiure|) und 2 Aquiv. DIPEA ([0,34 ml]/[mmol Aminosiure|) suspendiert
und 2 h geschiittelt. Anschliefend wird der Suspension MeOH ([1,1 ml]/[mmol Amino-
sdure|) zugesetzt und weitere 15 min geschiittelt. Zur Aufreinigung wird das Harz in
eine Spritze mit Fritte umgefiillt und mehrmals alternierend mit DCM und 2-Propanol
gewaschen. Nachdem das Harz im Vakuum getrocknet wurde wird ca. 1 mg Harz ent-
nommen und die Beladung mit der Methode von CHANG et al. (s. Gleichung 6.1)

bestimmt. [l

Bestimmung der Harzbeladung

In einer UV-Kiivette wird ca. 1 mg Harz eingewogen. Die Fmoc-Schutzgruppe wird
durch Zugabe einer Losung von DBU (4 Vol.-%) und Piperidin (4 Vol.-%) in Dime-
thylformamid (DMF') abgespalten. Die Absorption dieser Losung wird bei 590 nm be-
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6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

A-X
2= (6.1)

z = Beladung [mmol/g], A = Absorption, X = Volumen [ml], e = Extinktionskoeffizient

bei 590 nm; 5800 [ 1 }, Y= Einwaage Harz [mg], | = Lange der Kiivette [cm]
mol.cm

stimmt, wobei als Leerwert eine weitere Messung einer nur mit DBU-Piperidinlosung
befiillten UV-Kiivette dient. Dazu wird alle 5 min die Kiivette mit der Harzprobe
invertiert und nach Absinken des Harzes die Absorption gemessen. Der erreichte Ma-

ximalwert wird zur Berechnung der Beladung nach Gleichung 6.1 verwendet. ™!

Kupplung einer Aminosaure

Das Harz wird mehrere Minuten in DCM quellen gelassen. 3 Aquiv. der zu kuppelnden
Aminosiure, 3 Aquiv. TBTU und 6 Aquiv. DIPEA werden in wenig DCM/DMF (1:1)
gelost. Bei manchen Aminosduren muss das Mischungsverhéltnis angepasst werden,
um ein vollstdndiges Losen zu erreichen. Die Losung wird zur Voraktivierung 3 min
geschiittelt, dann zum Harz gegeben und anschliefend wird die Suspension wiederum
geschiittelt (90 min). Zum Aufreinigen wird das Harz mehrfach alternierend mit DCM
und 2-Propanol gewaschen. Zur Reaktionskontrolle werden einige Harzkiigelchen in ein
Reaktionsgefafs tiberfithrt und das Peptid durch Zugabe von 100 ul Hexafluorisopro-
panol (HFIP)/DCM (1:4) Losung abgespalten, wobei sich die Kiigelchen rot férben.
1 ul der Peptidlosung wird auf ein Target aufgetragen, nach dem Trocknen in 1 pul Ma-
trix aufgenommen und mittels MALDI-ToF-Massenspektrometrie analysiert. Ist die

Reaktion unvollsténdig wird die Kupplung der Aminoséaure wiederholt.

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Nachdem das Harz mehrere Minuten gequollen war, werden je nach Ansatzgrofse 10-
20 ml einer Losung von 4 Vol.-% DBU und 4 Vol.-% Piperidin in DMF zugegeben und
gelegentlich geschiittelt. Nach 20 min wird die Losung entfernt, durch frische ersetzt
und weitere 20 min geschiittelt. Die Losung wird wieder entfernt und das Harz mehrfach
alternierend mit DCM und 2-Propanol gewaschen. Der Erfolg der Reaktion wird nach
der oben beschriebenen Methode mittels MALDI-ToF Massenspektrometrie ermittelt.
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H-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-OH (21)

1,5 g 2-Chlortritylchloridharz wird mit 1,3 g Fmoc-Glycin (4,5 mmol, 1 Aquiv.) wie in
Abschnitt 6.2 beschrieben beladen. Nachdem das Harz im Vakuum getrocknet wurde,
wird ca. 1 mg Harz entnommen und die Beladung mit der Methode von CHANG et al. (s.
Gleichung 6.1) bestimmt, wobei eine Beladung von 0,9 mmol /g gemessen wurde. ™ Die
Fmoc-Schutzgruppe wurde entfernt und die néchste Aminoséure, Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
wie in Abschnitt 6.2 beschrieben, gekuppelt. Der Vorgang der Fmoc-Abspaltung und
Kupplung der nachsten Aminoséure wird wiederholt, bis die Sequenz vollstandig ist.
Die verbliebene Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminosdure Aspartat wird aufgrund
moglicher Aspartimidbildung mit Piperazin anstatt von Piperidin abgespalten. 10 ml
einer ges. Piperazinlosung (=~ 6 %) in DMF werden zum Harz gegeben und 45 min gele-
gentlich geschiittelt. Nachdem die Losung entfernt und mehrmals mit DCM gewaschen
wurde, werden erneut 10 ml der Piperazinlosung zum Harz gegeben und ebenfalls 45
min gelegentlich geschiittelt. Anschliefend wird mehrmals alternierend mit DCM und
2-Propanol gewaschen. Das Peptid wird durch Zugabe von 10 ml einer 1 %igen TFA
Losung in DCM vom Harz abgespalten. Das Harz wird 5 min geschiittelt, die Losung
wird in einen Kolben iiberfiihrt, das Harz zweimal mit DCM gewaschen und erneut
mit 1 %iger TFA Losung versetzt. Dieses wird solange wiederholt bis das Harz sich
dauerhaft rot verfarbt, danach folgen noch 8 weitere Abspaltungen. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt (40 °C Badtemperatur), wobei sukzessive 2-Propanol hinzu-
gefligt wird, um eine Aufkonzentration der TFA und damit ein mdgliches Abspalten
der Seitenschutzgruppen zu verhindern. Es werden 173,3 mg des linearen Peptids 21
(175 pmol; 35 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Summenformel: C;sH7NgO13S (1014,19 ¢ mol™1).

t p (Methode 2; SpectraSYSTEM) = 27,6 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 762,2 [M-Pbf-++H|* (berechnet fiir [C35Hs6
NogOyp|™: 762,4); 1014,7 |[M+H|" (berechnet fir [CyuH7oNgO13S|™: 1014,5);
1036,1 [M+Na]* (berechnet fiir [C4sH71NgNaO135|": 1036,5); 1052,1 [M+K]* (berech-
net fir [CysH71 KNgO13S]*: 1052,5).
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6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

c-[-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-] (22)

%
@NH HN\§\
o}
L “ o
22

Die Zyklisierung erfolgen anlehnend an eine Vorschrift von K. JENSSEN.[™ 77,5 ml
DMF (275 pl/pmol) und 145 pl DIPEA (110 mg, 849 pmol, 3,0 Aquiv.) werden vorge-
legt. 286 mg des linearen Peptid H-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-OH 21
(282 pmol) wird in 45,1 ml DMF (160 pl DMF/umol Peptid) gelost. 107 mg HATU
(282 pmol, 1 Aquiv.) und 38,4 mg HOAt (282 pmol, 1 Aquiv.) werden in ebenfalls
45,1 ml DMF gelost. Die Peptidlosung als auch die HATU-, HOAt-Losung werden
mittels einer Zweikanalspritzenpumpe mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/h in die
vorgelegte DIPEA-L6sung getropft. Nach Beendigung der Zugabe wird noch 2 h weiter
gertihrt und anschlieftend das Solvens am Rotationsverdampfer im Hochvakuum (45 °C
Badtemperatur) entfernt. Das Rohpeptid wird mittels RP-HPLC aufgereinigt (Metho-
de 5; Hitachi). Es werden 21 mg Peptid 22 (21,1 umol; 7 %) als farbloser Feststoff

isoliert.

Summenformel: Cy;gHggNgO12S (996,18 g mol™1).

t p (Methode 2; SpectraSYSTEM) = 32,9 min

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 1018,5 [M+Na|* (berechnet fiir [CysHgoNg
NaO1,S[*: 1018,47).
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MS (ESI-MS, Anionen-Modus): m/z = 994,5 [M-H*|~ (berechnet fiir [C4gHgsNoO125]
994,47.

c-[-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-Arg(Pbf)-Gly-] (23)

A(

O

@“H s

[Spaet

23

66,4 mg Peptid c-[-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-] (22; 66,7 pmol,
1 Aquiv.) wird in 7 ml DMF und 13 ml DCM unter Argonatmosphire gelost. 356 1l
Phenylsilan (313 mg, 2,89 mmol, 43 Aquiv.) und 33,3 mg Pd(PPhs), (28,8 pmol,
0,43 Aquiv.) werden zugegeben und bei RT fiir 2-3 h geriihrt. Anschliefend wird DCM
am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) und DMF am HV-Rotationsver-
dampfer (40 °C Badtemperatur) entfernt. Der Riickstand wird in wenig DCM/MeOH-
Losung (1:1) gelost und in eiskaltem Diethylether gefillt. Die Suspension wird zentri-
fugiert (18500 x g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand abdekantiert. Der Feststoff wird
in einer Mischung aus ACN und HsO aufgenommen und lyophilisiert. Das Rohpro-
dukt (75,6 mg) wird mittels RP-HPLC (Methode 5; Hitachi) aufgereinigt. Es wurden
42,5 mg (46,6 pumol; 70 %) farbloses Peptid 23 isoliert.

Summenformel: C;4HgsNgO1oS (912,11 g mol™!).
t p (Methode 3; Accela) = 3,4 min.
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6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 660,2 [M-Pbf+H]|* (berechnet fiir [C3;Hsg
NoO7]*: 660,4); 911,9 [M+H]|* (berechnet fir [CyqHgsNoO10S]™: 9); 934,0 [M+Na|*
(berechnet fiir [C44HgsNgNaO1oS|*: 934,5).

Fmoc-Glu(c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-])-c-[-
Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-] (24)

42,5 mg c-|-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-Arg(Pbf)-Gly-] (23; 46,6 pmol, 2 Aquiv.) werden in
2 ml DMF/DCM (1:1) gelost. Ebenso werden 8,61 mg Fmoc-Glu (23,3 pumol; 1 Aquiv.)
und 44,9 mg TBTU (139,8 umol; 3 Aquiv.) in DMF/DCM-Losung (1:1) suspendiert.
Nach 3 miniitiger Voraktivierung durch Zugabe von 479 ul DIPEA (36,1 mg;
280,3 pmol; 12 Aquiv.) wird die Lésung zum gelésten Peptid gegeben, mit 0,5 ml
DMF /DCM-Losung (1:1) das Gefaf nachgespiilt und die Losung bei RT iiber Nacht ge-
rithrt. Da noch monomeres RGD-Peptid bei der Reaktionskontrolle (MALDI-ToF MS)
festgestellt wurde, wird zur Vervollstindigung der Reaktion 53,2 mg HATU
(139,8 pmol; 3 Aquiv.) und 47,9 pl DIPEA (36,1 mg; 280,3 pmol; 12 Aquiv.) zuge-
geben. Es bildet sich ein farbloser Niederschlag. Das Losungsmittel wird im Vakuum
entfernt, der Riickstand in DCM aufgenommen bzw. suspendiert und das Produkt mit
eiskaltem Diethylether geféllt. Die Suspension wird bei 4 600 x g fiir 10 min zentrifu-

giert. Das farblose Produkt 24 wird ohne weitere Aufarbeitung verwendet.
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Summenformel: 0108H145N19024SQ (2157,55 g mol’l).

t g (Methode 2; SpectraSYSTEM) = 35,5 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1902,59 [M-Pbf+H]|" (berechnet fiir [Cgs
H129N1902181+3 1903,93), 2155,91 [M+H]+ (berechnet fir [C108H146N19024SQ]+3
2157,02), 2179,2 [M+Na]+ (berechnet fir [0108H145N19Na02482]+: 2179,00)

H-Glu(c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-])-c-[-Arg(Pbf)-
Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-] (25)

25

Die Fmoc—-Abspaltung erfolgt nach einer Methode von J. E. SHEPPECK II, H. KAR, H.
HONG. ™ Das bizyklische Peptid Fmoc-Glu(c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-|)-
c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-| (24; 23,3 ymol; 1 Aquiv.) wird in 500 ul DMSO
gelost. 182 mg N-(2-Mercaptoethyl)aminomethylpolystyrolharz werden hinzugegeben
und anschliefsend 1,75 pl 1,5-Diazabicyclo[5.4.0]-5-undecen (DBU) (17,8 mg; 11,7 pmol,
0,5 Aquiv.) hinzugefiigt. Die Suspension wird 2 h bei RT geschiittelt. Die Reaktions-
kontrolle (HPLC) zeigt eine 50 %ige Umsetzung, daher werden nochmals 0,5 Aquiv.
DBU (1,75 pul, 17,8 mg, 11,7 pmol) zugegeben und iiber Nacht geschiittelt. Das DMSO
wird im Hochvakuum (50 °C Badtemperatur) entfernt, wobei die Vorlage mit fliissigen

Stickstoft gekiihlt wird. Der 6lige Riickstand wird mit Wasser versetzt und dekantiert.
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6.2. Synthese einer Targetinggruppe fiir ein Prodrug

Der Feststoff wird nochmals in Wasser suspendiert und gefriergetrocknet. Es werden

11,1 mg farblosen Peptids 25 erhalten.

Summenformel: Cy3H;35N1902S, (1939,34 ¢ mol™1).

t g (Methode 2; SpectraSYSTEM) = 30,43 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1956,04 [M+Na|* (berechnet fiir [Co3H135
N19Na02282]+: 1956,94), 1971,80 [M+K]+ (berechnet fir [093H135KN1902282]+2
1972,01).

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)acetyl-Glu(c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp
(tBu)-D-Phe-Lys-])-c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-] (26)

26

11,1 mg H-Glu(c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-|)-c-[-Arg(Pbf)-Gly-Asp(tBu)D-
Phe-Lys-| (25; 5,7 umol, 1 Aquiv.) werden in 1,5 ml abs. DMSO aufgenommen. 5,3 mg
2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)essigsiiure (28,0 umol, 5 Aquiv.), 9,00 mg HATU
(23,7 pmol, 4 Aquiv.), 3,12 mg HOAt (22,9 umol, 4 Aquiv.) und 5,9 ;1 DIPEA (4,47 mg;
34,6 pmol, 6 Aquiv.) werden in 0,75 ml abs. DMSO gelést und nach 3 miniitiger Vorak-
tivierung zur Peptidlosung gegeben. Die Losung wird 21 h bei RT geschiittelt. Anschlie-
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fsend wird Wasser hinzugefiigt und die Losung gefriergetrocknet. Der Riickstand wird
wiederum in Wasser aufgenommen und nochmals gefriergetrocknet. Das Lyophilisat

wird ohne weitere Aufarbeitung in der néchsten Stufe eingesetzt.
Summenformel: CggH;44N22025S, (2106,47 ¢ mol™1).
t p (Methode 2; SpectraSYSTEM) = 32,6 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 2104,80 [M+H]* (berechnet fiir [Co9Hy45
N22025SQ]+1 2106,02), 2127,13 [M+Na]+ (berechnet flir [C99H144N22Na02582]+:
2128,00).

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)acetyl-Glu(c-[-Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Lys-])-c-[-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys-] (27)

NH NH;

HN /&
HN NH o

Das Konjugat 26 wird in 5 ml einer Losung aus 95 % TFA, 2,5 % HyO und 2.5 %
Triisopropylsilan (TIS) unter Wasserkiihlung aufgenommen. Die Losung férbt sich rot.
Nach 2 h wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) und anschliefend
am HV-Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in MeOH
gelost und mittels HPLC aufgereinigt (Methode 5; Hitachi). 2,50 mg (1,7 pmol; 29 %

tiber 2 Stufen) farbloses Konjugat werden isoliert.
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Summenformel: CgzHosN22O1g (1489,59 g mol™1).
t g (Methode 5; Hitachi) = 13,5 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1489,59 [M-+H]|* (berechnet fiir [CgsHo7
N22019]+Z 1489,73)

MS (MALDI-ToF, Anionen-Modus): m/z = 1488,85 [M-H*|~ (berechnet fiir [CgsHos
NQQOlg]_I ].487,71)

6.3. Synthese des ,,Auslosers” eines Prodrugs

Ausgehend von Galaktose erfolgt die Peracetylierung nach einer Vorschrift von C.
PLATTNER. ™ Das 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-galaktopyranosylbromid fiir die Glyko-
sylierung nach der KOENIGS-KNORR Methode wird durch Behandlung der acetatge-
schiitzten Galaktose mit HBr in Essigsiure (33 %) dargestellt. (™)

4-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-o-D-galaktopyranosyloxy)-benzoe-

sdurebenzylester (28)

(0]

ACO OAc o
&
AcO o

OAc

28

1,13 g Silberoxid (4,86 mmol; 2 Aquiv.) werden zum Trocknen 10 min im Ultraschallbad
behandelt und danach vorsichtig im HV erhitzt (Zersetzungstemperatur: 200 °C). Nach-
dem das Silberoxid auf RT abgekiihlt ist, wird es unter Schutzatmosphére in 20 ml abs.
ACN aufgenommen. 1,00 g «-D-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranosylbromid
(2,43 mmol; 1 Aquiv) wird ebenfalls in den 20 ml ACN suspendiert. 611 mg 4-Hydroxy-

benzoesdurebenzylester (2,68 mmol; 1,1 Aquiv.) werden in 4 ml ACN geldst und mittels
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Spritzenpumpe (1 ml/h) zu der Suspension zugetropft. Die Suspension wird bei RT {iber
Nacht geriihrt. Dann wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Bad-
temperatur) entfernt. Der Riickstand wird in EtOAc aufgenommen und mittels Flash-
chromatographie aufgereinigt (EtOAc/n-Hexan 1:1). Es werden 922 mg (1,65 mmol;
68 %) farbloser kristalliner 4-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-galaktopyranosyloxy)-benzoe-

sdurebenzylester (28) isoliert.

Summenformel: CQgHggolg (558,53 g mol_l).

Ry (EtOAc/n-Hexan 1:1) = 0,12.

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 581,1 [M+Na]™ (berechnet fiir [CosHzoNa
Oys]T: 581,16).

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 581,53 [M+Na|* (berechnet fiir [CogHsg
Na012]+: 581,16), 597,86 [M+K]+ (berechnet fir [028H30K012]+I 597,14)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 8,03 (d, 2H, *J = 8,8 Hz, Coryl.Benzoes. ),
7,45-7,31 (m, 5H, CorvbBenzviH) 7,01 (d, 2H, ®J = 8,9 Hz, Carvh-Benzoes H) 5 51 (dd, 1H,
8J = 10,4 Hz, 7,9 Hz, C*H), 5,46 (d, 1H, 3J = 3,0 Hz, C*H), 5,34 (s, 2H, CB"*¥H,),
5,14-5,11 (m, 2H, C'H, C®H), 4,21 (dd, 1H, 3J = 11,3 Hz, 7,1 Hz, C°H), 4,16 (dd, 1H,
3J = 11,3 Hz, 5,9 Hz, C°H), 4,10 (mt, 1H, *J = 6,4 Hz, C°H), 2,18 (s, 3H, CA*¥'Hs,),
2,06 (s, 3H, CA<!H3), 2,05 (s, 3H, CA«WHy), 2,01 (s, 3H, CA<WH3).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm| = 20,6 (CH;“"*"), 20,7 (3 x CH{“""), 61,4
(C"), 66,6 (C*), 66,8 (CP=¥1) 68,5 (C?), 70,7 (C?), 71,3 (C%), 98,8 (C'), 116,2 (2 x
Caryz,Benzoes.)7 125,0 (Caryl,Benzoes.), 128,2 (2 % Caryl,Benzyl), 128.3 (Caryl,Benzyl)7 128.6 (2
% Caryl,Benzyl>, 131,7 (2 % Caryl,Benzoes.)’ 1361 (Caryl,J&?enzyZ)7 1603 (Caryl,Bemoes.), 165,8
(CBenzoes-00), 169,4 (CA0), 170,1 (CA#0), 170,2 (CA®0), 170,4 (CA<HLO).
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IR (ATR): 7 [em™!| = 2362 s, 2172 s, 1743 s, 1712 s, 1605 s, 1508 s, 1367 s, 1272 s,
1210 m, 1162 s, 1099 s, 1041 w, 951 s, 897 s, 913 s, 768 s, 737 s, 696 s, 668 s, HT s,
509 s, 494 s, 457 s.

4-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-o-D-galaktopyranosyloxy)-benzoesaure
(29)

o

ACO OAc o
&/
AcO (o)

OAc

29

102 mg 4-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-galaktopyranosyloxy)-benzoesiurebenzylester
(28; 0,18 mmol; 1 Aquiv.) werden in abs. ACN unter Schutzatmosphire gelst. 21,2 mg
Pd/C (10 %) werden unter Schutzatmosphére zur Losung zugegeben und suspendiert.
Eventuell vorhandene Sauerstoffreste werden durch 20 miniitiges Hindurchleiten von
Argon entfernt, anschlieffend wird die Losung 2 h lang mit Hy geséttigt. Unter statischer
Hs-Atmosphére wird iiber Nacht bei RT geriihrt. Anschliefsend wird die Hy- Atmosphére
durch Hindurchleiten von Argon entfernt. Nachdem das Pd/C mittels einer Fritte ent-
fernt wurde, wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtempera-
tur) entfernt und es wird die freie 4-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-o-D-galaktopyranosyloxy)-

benzoesaure 29 quantitativ als farbloser Feststoff erhalten.
Summenformel: Cy;Hy,015 (468,41 g mol™!).

MS (ESI-MS, Kationen-Modus): m/z = 491,1 [M+Na|* (berechnet fiir [Co;Ha4Na
Oa|*: 491,12).

MS (ESI-MS, Anionen-Modus): m/z = 467,2 [M-H"|~ (berechnet fiir [Cq;Ho3NaOqo|
467,12).
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'H-NMR. (500 MHz, CDCl3): & [ppm| = 8,05 (d, 2H, *J = 8,1 Hz, C*¥H), 7,02 (d,
2H, ®J = 8,4 Hz, C*"V'H), 5,52 (dd, 1H, ®*J = 10,4 Hz, 7,9 Hz, C*H), 5,48 (d, 1H, 3J =
3,3 Hz, C*H), 5,15-5,12 (m, 2H, C'H, C*H), 4,23 (dd, 1H, *J = 11,3 Hz, 7,2 Hz, C°H),
4,17 (dd, 1H, *J = 11,3 Hz, 6,0 Hz, C°H), 4,12 (t, 1H, *J = 6,6 Hz, C°H), 2,19 (s, 3H,
CA«tiHy), 2,07 (s, 3H, CA*Hy)), 2,02 (s, 3H, CA“"'H3), 2,01 (s, 3H, CA«“"V'H3).

BC-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 20,5 (CH{“™"), 20,6 (2 x CH{“™"), 20,7
(CH5“™"), 61,3 (C®), 66,7 (C*), 68,4 (C?), 70,7 (C?), 71,1 (C%), 98,8 (C), 115,9
(2 x Corvl), 1274 (Corv), 131,8 (2 x Corh), 159,9 (Co¥h), 169,3 (CA«lQ), 170,1
(CAcel (), 170,2 (CA0), 170,3 (CAHLO), 170,7 (Corh).

6.4. Synthese eines Targeting-Konjugates fiir die

Fluoreszenzmikroskopie

Automatisierte Festphasensynthese des Targetingpeptids
Fmoc-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly- (30)

Q Y
O. 0\170 o /© o /(':H o
Y

\

30

Das Peptid wird als lineares Peptid Fmoc-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-OH
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Tabelle 6.1.: Aminosdureneinwaagen fiir die Synthese des Peptids H-Asp(tBu)-D-Phe-
Lys(Alloc)-Arg(Pbf)-Gly-OH.

Aminosédure Einwaage Volumen DMF
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 2,7¢ 21 ml
Fmoc-Lys(Alloc)-OH 10g 11 ml
Fmoc-D-Phe-OH 09¢g 11 ml
Fmoc-Asp(tBu)-OH 09¢g 11 ml

am Peptidsynthesizer synthetisiert. 1 g 2-Chlortritylchloridharz wird manuell mit Fmoc-
Gly-OH, wie in Abschnitt 6.2 beschrieben, beladen. Die nach Abschnitt 6.2 (Gleichung
6.1) durchgefiihrte Beladungsbestimmung ergab eine Beladung von 0,6 mmol/g. Daher
werden fiir einen 0,5 mmol Ansatz der Peptidsynthesizer mit 0,83 g Fmoc-Gly-Harz
befiillt. Von allen weiteren Aminoséduren werden 0,2 M Losungen in DMF angesetzt (s.
Tabelle 6.1). Als Abspaltreagenz wird 20 Vol.-%ige Piperidinlosung (DMF), versetzt
mit 0,1 M 1-Hydroxybenzotriazolhydrat (HOBt), verwendet. Als Kupplungsreagenz
dient eine 0,5 M TBTU Loésung in DMF. Eine 2 M DIPEA-L6sung in N-Methyl-2-
pyrrolidon (NMP) fungiert bei den Kupplungen als Base. An das mit Fmoc-Gly-OH

beladene Harz werden die Aminoséure in folgender Reihenfolge gekuppelt:

1. Fmoc-Arg(Pbf)-OH
2. Fmoc-Lys(Alloc)-OH
3. Fmoc-D-Phe-OH

4. Fmoc-Asp(tBu)-OH

Die Kupplungen und das Abspalten der Schutzgruppen erfolgt nach dem Programm
in Tabelle 6.2. Nach Abschlufs der letzten Kupplung wird die Fmoc-Schutzgruppe der

letzten Aminosdure (Asp) nicht abgespalten, auch wird das Peptid nicht vom Harz

abgespalten, sondern nur zuriick in das Gefafs gespiilt.

Summenformel: Cg3HgiNgO15S (1236,43 g mol™1).
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MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 983,83 [M-Pbf+H|" (berechnet fiir [Csq
HggNgO12]™: 984.,5); 1235,8 [M+H]|* (berechnet fiir [Cg3HgaNgO15S]|1: 1236,6); 1257,9
[M-+Na|*t (berechnet fiir [Ce3HgiNgNaO15S|": 1258,6); 1280,0 [M+K]* (berechnet fiir
[CosHar KNgO 58] *: 1274,5).

Fmoc-Asp(tBu)-D-Phe-Lys-Arg(Pbf)-Gly- (31)
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Das Harz wird in eine Spritze mit Fritte transferiert und mehrmals alternierend mit
DCM, DMF und Isopropanol gewaschen. 1 ml DCM werden zum Harz gegeben und
5 min quellen gelassen. Danach wird das Harz 5 x mit DCM (10 ml) gewaschen. Unter
Schutzgasatmosphire werden 740 pl Phenylsilan (650 mg; 6,0 mmol; 12 Aquiv.) in 1 ml
DCM gelost. Als Katalysator werden 57,8 mg Palladiumtetrakis(triphenylphosphin)
(0,05 mmol; 0,1 Aquiv.) unter Schutzgasatmosphire in 2 ml DCM gelost. Die Kata-
lysatorlosung wird zur Phenylsilanlosung gegeben. Das Harz wird unter Schutzgasat-
mosphére 10 min geschiittelt. Anschliefsend wird bis zu acht mal mit 10 ml DCM
gewaschen, bis das Harz seine braunliche Farbung verliert. Nach einer Wiederholung

der Abspaltung wird zur Kontrolle ein MALDI-ToF Massenspektrum aufgenommen.

Summenformel: C5oH77NgO13S (1152,36 ¢ mol™1).
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Tabelle 6.2.: Protokoll fiir die Peptidsynthese mittels Synthesizer.

e Transfer in Reaktor (Fmoc-Gly-Harz)

1. Transfer des Harzes in den Reaktor (3x; 8 ml DMF/DCM (1:1))
2. Harz quellen in 5 ml DMF/DCM (1:1); (900 s)

e Programm: ,0,5-Double-Arg“ (benutzt fiir: Fmoc-Arg(Pbf)-OH)

10. 2 ml Base
1. waschen mit DMF (20 ml) 11. Mikrowelle: 0 W, 75 °C, 1500
2. 15 ml Abspaltlosung 12. Mikrowelle: 20 W, 75 °C, 300 s
3. Mikrowelle: 35 W, 75 °C, 30 s 13. Losungen entfernen
4. waschen mit DMF (5 ml) 14. 10 ml Aminoséurelosung
5. 15 ml Abspaltlosung 15. 4 ml Kupplungsreagenz
6. Mikrowelle: 35 W, 75 °C, 180 s 16. 2 ml Base
7. waschen mit DMF’ (80 ml) 17. Mikrowelle: 20 W, 75 °C, 300 s
8. 10 ml Aminosaurelésung 18. waschen mit DMF (60 ml)
9. 4 ml Kupplungsreagenz

e Programm: ,0,5-Single” (benutzt fiir: Fmoc-Lys(Alloc)-OH, Fmoc-D-Phe-OH,
Fmoc-Asp(tBu)-OH)

7. waschen mit DMF (80 ml)

1. waschen mit DMF (20 ml) 8. 10 ml Aminosiurelésung

2. 15 ml Abspaltlosung 9. 4 ml Kupplungsreagenz

3. Mikrowelle: 35 W, 75 °C, 30 s 10. 2 ml Base

4. waschen mit DMF (5 ml) 11. Mikrowelle: 20 W, 75 °C, 300 s
5. 15 ml Abspaltlosung 12. waschen mit DMF (60 ml)

6.

Mikrowelle: 35 W, 75 °C, 180 s

e Transfer in Rohrchen

1. Transfer des Harzes zuriick in das Geféfs (10 ml DMF)
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MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 900,0 [M-Pbf+H|" (berechnet fiir [CysHg;
NgOqp]™: 899,5); 1152,1 [M+H]|™ (berechnet fiir [C59H7sNoO135|T: 1152,5); 1174,2 [M+
Na|* (berechnet fiir [C50H77NoNaO13S]*: 1174,5); 1190,0 [M+K]* (berechnet fiir [Csg
Hy7KNoO15S]F: 1190,5).

Fmoc-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(6’-Propargyloxy-5(6)-fluorescein-
carbonyl)-Arg(Pbf)-Gly- (32)

32

An 2-Chlortritylchloridharz immobilisiertes Peptid 31 wird in einer Spritze mit Frit-
te vorgelegt. Das Harz wird 5 min in DMF quellen gelassen. Das DMF wird entfernt
und 50 mg Propargyl-5(6)-carboxyfluorescein (121 gmol, 2,5 Aquiv.) werden mit 3 ml
DMF in die Spritze zum Harz gespiilt. Unter Schutzgasatmosphére werden 16 mg HOBt
(121 pmol, 2,5 Aquiv.) zu der Suspension gegeben und anschliefend werden 19 zl Diiso-
propylcarbodiimid (DIC) (15,2 mg; 121 pmol, 2,5 Aquiv.) zupipettiert. Die Harzsuspen-
sion wird 18 h unter Schutzatmosphéare geschiittelt. Reaktionskontrolle erfolgt mittels
MALDI-ToF Massenspektrometrie. Bei erfolgreicher Kupplung wird ohne Unterbre-

chung mit der Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe fortgesetzt, dazu wird das Harz in
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einer 20 Vol.-%igen Piperidinlosung (DMF) suspendiert und fiir 5 min geschiittelt. Die
Losung wird entfernt und erneut frische zugegeben. Dieser Vorgang wird ca. 45 min

lang wiederholt bis kein freies Propargyl-5(6)-carboxyfluorescein mehr zu erkennen ist.

Summenformel: CgoHgsNgO17S (1342,51 ¢ mol™1).

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1075,0 [M-Pbf+H|* (berechnet fiir [Cs;
HesNogO14]™: 1074,5); 1327,8 [M+H]|"™ (berechnet fiir [CesHgoNogO17S]1: 1326,5); 1349,6
[M+Na]+ (berechnet fiir [C68H79N9N3017S]+2 1348,5)

H-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(6’-Propargyloxy-5(6)-fluoresceincarbo-
nyl)-Arg(Pbf)-Gly-OH (33)
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Das gequollene Harz wird in einer 25 Vol.-%igen HFIP-Lésung (DCM) suspendiert und

fiir 45 min geschiittelt. Die Losung wird in einen Rundkolben {iberfiihrt und das Harz
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mehrfach alternierend mit DMF, DCM und Isopropanol gewaschen. Die Waschlésungen
werden mit der Abspaltlosung vereinigt und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es
werden 42,3 mg (31,8 pumol; 6% [seit Beladung]) gelblich-oranges Konjugat 33 isoliert.

Das Konjugat wird ohne weitere Aufarbeitung zyklisiert.

Summenformel:CgH79NgO 7S (1326,47 g mol ™).

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1075,0 [M-Pbf+H]|* (berechnet fiir [Cs;
HesNogO14]™: 1074,5); 1327,8 [M+H]" (berechnet fiir [CegHgoNogO17S]*: 1326,5); 1349,6
[M+Na]+ (berechnet fiir [068H79N9Na0178]+: 1348,5)

c-[-Asp(tBu)-D-Phe-Lys(6’-Propargyloxy-5(6)-fluoresceincarbo-
nyl)-Arg(Pbf)-Gly-] (34)

Die Zykliserung erfolgt anlehnend an die Vorschrift von K. JENSSEN.[®l Eine Lo-
sung aus 9 ml DMF (275 pl/pumol Peptid) und 16 pl DIPEA (3 Aquiv.) werden in
einem Rundkolben vorgelegt. Uber eine Zweikanalspritzenpumpe werden eine Lésung
aus 12 mg HATU, 4 mg HOAt in 5 ml DMF und eine Losung des linearem Peptids 33
(42 mg) in 5 ml DMF mit einer Geschwindgkeit von 0,32 ml/h zugegeben. Anschlieffend
wird noch weitere 2 h geriihrt. DIPEA und DMF werden im Hochvakuum entfernt. Das
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Peptid in H,O und ACN aufgenommen und gefriergetrocknet.

Summenformel:CgsH7NgO16S (1308,45 g mol™1).

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1056,0 [M-Pbf+H|* (berechnet fiir [Css
H62N9013]+Z 1056,5), 1309,5 [1\/[+I'I]+ (berechnet fir [068H78N9016S]+: 1308,5), 1331,0
[M+Na]+ (berechnet fir [068H77N9Na0168]+: 1330,5),

c-[-Asp-D-Phe-Lys(6’-Propargyloxy-5(6)-fluoresceincarbonyl)-
Arg-Gly-] (4)

Das Peptid wird in 5 ml 95 %iger TFA-Losung (2,5 % H,0O, 2,5 % Triisopropylsilan
[TIS]) gelost und 3 h bei RT geriihrt. Der Losung wird Isopropanol zugesetzt und das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer i.V. (40 °C Badtemperatur) entfernt. Der
Riickstand wird in einer HoO/MeOH/ACN Mischung aufgenommen und das Peptid in
eiskaltem Diethylether gefillt. Die Suspension wird bei 4 °C fiir 10 min bei 13000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und der Riickstand nach nochmaligen
Waschen mit Diethylether getrocknet. Nach Aufreinigung des Rohpeptides mittels RP-
HPLC (Methode 5, Hitachi) werden 20,9 mg des gelben Peptids 4 (20,9 pmol; 66 %

seit der Harzabspaltung) isoliert.
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Summenformel:Cs; Hs3NgOy3 (1000,02 g mol™1).

t g (Methode) = 22,9 min.

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): m/z = 1001,5 [M-+H]|* (berechnet fiir [C5 H54Ng
O13]™: 1000,4); 1023,29 [M+Na|* (berechnet fiir [C5;H53NoNaOq3]™: 1022,4).

6.5. Zytotoxizitats—Assay

Zellkultur

Samtliche Arbeiten zur Kultivierung der Zellen werden unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt, um eine Kontamination der Zellkulturen zu verhindern. Hierzu wird eine
Sterilwerkbank vom Typ Hera HS-12 verwendet. Alle Medien und Lésungen werden nur
steril verwendet, dazu werden sie autoklaviert oder sterilfiltriert. Arbeitsflachen werden
regelméfkig mit 3 %iger Kohrsolinlosung desinfiziert. Werkzeuge und Arbeitsmateria-
len fiir die Verwendung innerhalb der Sterilwerkbank werden vor dem Einbringen mit
70 %iger Ethanollosung desinfiziert. Die Zellen werden im Inkubator bei 37 °C, 5,3 %
CO5 und 100 % Luftfeuchte kultiviert. Die Zelldichte in den Zellkulturflaschen wird
so eingestellt, dass stets logarithmisches Wachstum erfolgt. Bevor die Zellen konfluent
sind werden sie passagiert. Dazu wird das Medium abgesaugt und durch 5 ml Tryp-
sinlésung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA, in Phosphatpuffer (PBS)) ersetzt und bei
37 °C inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen geldst ha-
ben werden sie in Rohrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (15 ml Réhrchen: 60 x g, 6 min;
50 ml Rohrchen: 259 x g, 7 min). Der Uberstand wird entfernt und die Zellen werden in
10 ml entsprechendem Medium resuspendiert. Die Zellen werden je nach Zelldichte und
Wachstumsgeschwindigkeit 1:2 oder 1:3 geteilt. Dazu werden die Zellen in die doppelte
oder dreifache Anzahl Zellkulturflaschen ausgesét, oder die Halfte bzw. zwei Drittel
der Zellen werden verworfen. Nachdem die Zellen in die Zellkulturflaschen iiberfiihrt
wurden, wird mit Medium auf 20 ml aufgefiillt.

Sollen die Zellen tiber einen ldngeren Zeitraum gelagert werden, werden sie eingefroren
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und in fliisssigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Vor dem Einfrieren wird die Zell-
suspension zentrifugiert (15 ml Rohrchen: 60 x g, 6 min; 50 ml Réhrchen: 259 x g,
7 min), der Uberstand entfernt und gegen entsprechendes Medium ersetzt, dem 10 %
DMSO zugesetzt ist. Das DMSO verhindert das Eiskristalle die Zellen zerstéren. Die
Zellen werden resuspendiert und in spezielle Rohrchen fiir die Lagerung in fliissigem
Stickstoft, sogenannte Kryoréhrchen tiberfiihrt. Unmittelbar danach sollte mit dem Ab-
kiihlen begonnen werden, da DMSO zytotoxisch auf die Zellen wirkt. Die Temperatur
sollte wihrend des Abkiihlens um ungefahr 1 °C pro Minute fallen. Die Geschwindigkeit
der Abkiihlung ist wichtig, da beim Abkiihlen verschiedene Prozesse ablaufen, z.B. die
Bildung von Eiskristallen, die Dehydrierung der Zelle und dadurch ein Konzentrations-
anstieg der gelosten Stoffe innerhalb der Zelle. Die Kiihlrate beeinflufst welcher dieser
Prozesse iiberwiegt. Zum Abkiihlen werden die Kryorohrchen in einer Styroporbox iiber
Nacht bei -80 °C gelagert und am néchsten Tag in den Stickstoff-Dewar verbracht. Die
mogliche Lagerzeit im fliissigen Stickstoff ist fast unbegrenzt.

Beim Auftauen der Zellen ist auf ein rasches Erwarmen zu achten, da es z.B. bei Tem-
peraturen unter 0 °C zu migratorischen Wachstum von Eiskristallen kommen kann.
Dabei lagern sich Wassermolekiile von kleinen zu grofsen Kristallen um, so dass diese
immer grofer werden, wodurch die Zelle gefahrdet ist. Das Kryorohrchen wird daher
aus dem Stickstoff-Dewar entnommen und sofort im 37 °C warmen Wasserbad aufge-
taut. Nachdem die Zellsuspension fliissig ist, wird sie aus dem Kryorohrchen pipettiert
und in ein Rohrchen mit 37 °C vorgewdrmten Medium tiberfiihrt. Die Zellen werden
abzentrifugiert (15 ml Rohrchen: 60 x g, 6 min; 50 ml Rohrchen: 259 x g, 7 min)
und anschliefend wird der Uberstand abgesaugt. Die Zellen werden im entsprechen-
den Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen gefiillt. Am néchsten Tag wird die
Zellzahl und die Vitalitat im Mikroskop tiberpriift.

KB-3-1

KB-3-1 ist eine humane, adhérent wachsende Gebéarmutterhalskrebs Zelllinie. Sie
stammt von der bekannten HelLa Zelllinie ab, die die erste in vitro kultivierbare Zell-
linie ist. Fiir die Zytotoxizitdtsassays wird sie dauerhaft ohne Zusatz von Antiobio-
tika kultiviert, da es sonst zur Ausbildung von Resistenzen kommen kann, die die
Ergebnisse verfilschen. Als Medium kommt DMEM (PAA) zum Einsatz, dem 10 %
FBS GOLD (PAA) zugesetzt sind. Als Kulturgefidt werden 75 cm? Zellkulturflaschen
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(SARSTEDT) mit Zellkulturoberflache verwendet. Die spezielle Zellkulturoberfléche
erleichtert die Adhésion der Zellen.

KB-V1

KB-V1 ist eine Mutante der KB-3-1 Zelllinie. Sie ist durch stetige Selektion der KB-3-
1 Zelllinie mit Vinblastin entstanden. Aufgrund des Selektionsdrucks exprimieren die
Zellen P-Glycoprotein (MDR1) und sind daher multidrug-resistent. Die KB-V1 Zellen
werden in DMEM (PAA) mit 15 % FBS GOLD (PAA) kultiviert. Es werden 75 cm?
Zellkulturflaschen mit einer speziellen Zellkulturoberfliche verwendet. Der Selektions-
druck wird durch die dauerhafte Zugabe von 500 ug/ml Vinblastin aufrecht erhalten.
Wihrend der Durchfiihrung der Assays wird Medium verwendet, das frei von Vinblas-
tin ist. Beim Auftauen wird dem Medium kein Vinblastin zugesetzt, dies geschieht erst

nach dem ersten Passagieren.

K562

K562 ist eine humane Leukédmiezelllinie. Sie stammen von einer 53 jahrigen Frau mit
chronisch myeloider Leukidmie. Es sind Suspensionszellen, daher unterscheiden sich die
Kultivierungsbedingungen von den KB-Zelllinien. Als Kulturmedium wird RPMI 1640
(mit L-Glutamin) mit 10 % FBS GOLD (PAA) verwendet. Die Zellkulturflaschen fiir
Suspensionszellen besitzen keine Zellkulturoberflache, sondern eine hydrophobe Ober-
fliche um Zellverluste durch Mikroadhésion zu verhindern. Zum Passagieren, oder dem
Ausséien, miissen sie nicht erst mit Trypsinlosung abgeldst werden, sondern die Zell-
suspension wird direkt in die Réhrchen pipettiert und zentrifugiert (15 ml Réhrchen:

60 x g, 6 min; 50 ml R6hrchen: 259 x g, 7 min), die weitere Behandlung bleibt gleich.

HL60

Die HL60 Zelllinie ist eine Suspensionszelllinie und stammt ebenfalls von einer Patien-
tin mit chronisch myeloider Leukimie. Sie werden wie die K562 Zelllinie kultiviert und
im Zytotoxizitatsassay verwendet. Eine Besonderheit der HL60 Zellen ist ihre Fahig-
keit sich spontan zu Differenzieren. Ausgelost werden kann eine Differenzierung durch
verschiedene Chemikalien wie z.B. Retinolsdure und DMSO. Beim Passagieren und
Einfrieren entfallt nur der Ablosevorgang mit Trypsinlosung und entspricht ansonsten

der Behandlung der adharenten Zellen.
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HL60-Vinc

Die HL60/Vinc Zelllinie ist eine multidrug—resistente Tochterzelllinie der HL60 Zell-
linie. Sie wird ebenfalls wie die K562 Zelllinie kultiviert. Als Selektionsmittel kommt
Vincristin zum Einsatz, das auch zur Etablierung dieser Zelllinie verwendet wurde. Alle
4-6 Wochen wird mit Medium selektiert, das 1 M Vincristin enthalt. In der Woche
vor einem Zytotoxizitdtsassay wird nicht selektiert, um keine Beeinfluffung des Assays
durch Effekte des Vincristins zu haben.

WM-115

Die WM-115 Zelllinie ist eine humane, adhédrent wachsende Melanomzelllinie. Die Ex-
pression des Integrins oy s wurde bei dieser Zelllinie nachgewiesen. ! Die Kultivie-
rungsbedingungen entsprechen denen der KB-3-1 Zelllinie (s. o.), allerdings wird dem

Medium Gentamycin (50 ug/ml) als Antibiotikum zugesetzt.

Durchfiihrung des Zytotoxizitatsassays

Haben die Zellen eine 70 %ige Konfluenz erreicht, wird das Medium abgesaugt und
durch 5 ml auf 37 °C vorgewérmte Trypsinlosung ersetzt. Es wird bei 37 °C inkubiert,
bis die Zellen sich vom Zellkulturflaschenboden l6sen, bzw. durch leichtes ,Klopfen‘
mit der Zellkulturflasche auf die Arbeitsfliche gelost werden kénnen. Die Zellsuspensi-
on wird aufgenommen und in ein Rohrchen iiberfithrt. Zur Inaktivierung des EDTAs
und des Trypsins werden einige Milliliter Medium hinzugegeben. Die Suspension wird
bei Raumtemperatur zentrifugiert (15 ml Réhrchen: 60 x g, 6 min; 50 ml Réhrchen:
259 x g, 7 min). Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in frischem Medium resus-
pendiert. Zur Bestimmung der Zellkonzentration werden 10 ul der gut durchmischten
Suspension entnommen und in ein Reaktionsgefifs iiberfiihrt. Nach der Zugabe von
10 pl Trypanblau-Losung wird die Suspension auf das Himocytometer (BRAND) iiber-
fithrt, wobei auf eine gute Durchmischung der Probe zu achten ist. Das Trypanblau
ist ein Vitalfarbstoff, der nach der Farbausschlufmethode arbeitet, d.h. er ist nicht
membrangingig und farbt daher nur tote Zellen mit defekter Membran an. Dadurch ist
es einfach moglich bei der Bestimmung der Zellkonzentration tote Zellen nicht mit zu
beriicksichtigen. Die Zellkonzentration wird nach Anleitung der jeweiligen Z&éhlkammer

ermittelt, danach wird noch die Verdiinnung durch die Zugabe der Trypanblau-Losung
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beriicksichtigt, um die Zellkonzentration im Rohrchen zu erhalten. Fiir die Aussaat der
Zellen auf die 96-well Mikrotiterplatte wird eine entsprechende Menge Zellsuspension
mit einer Konzentration von 100 000 Zellen /ml hergestellt. Jeweils 100 pl dieser Zellsus-
pension werden mittels 12-Kanal-Pipette in jedes well der Platte pipettiert (10000 Zel-
len je well). Hierbei muss wieder auf eine hohe Homogenitét der Zellsuspension und
schnelles Arbeiten geachtet werden, um eine moglichst gleichméfkige Aussaat zu er-
reichen. Die Zellen auf der 96-well Mikrotiterplatte werden iiber Nacht im Inkubator
gelagert, um ein Adhérieren zu erméglichen. Von der zu untersuchenden Substanz wird
in Medium oder DMSO eine Stammlosung angelegt. Die Konzentration sollte mog-
lichst hoch sein, da es dann auch mdoglich ist sehr hohe Konzentrationen dieses Stoffes
zu vermessen. Ab einer Konzentration von 1 % DMSO ist bei vielen Zelllinien eine
zytotoxische Wirkung festzustellen, weshalb die DMSO Konzentration in den wells im-
mer kleiner sein muss. Von dieser Stammlosung aus wird eine Verdiinnung in Medium
hergestellt. Bewéhrt hat sich die sechsfache Durchfiihrung eines Versuches auf einer
Mikrotiterplatte, dazu wird diese Verdiinnung in die wells H7-H12 pipettiert, wobei die
durch das schon in den wells vorhandene Medium erfolgende Verdiinnung beriicksich-
tigt werden muss. Aus diesen wells wird nach griindlicher Durchmischung mittels einer
Mehrkanalpipette ein Teil der Lésung entnommen und in die néchsten wells (G7-G12)
pipettiert, wobei es durch in den wells schon vorhandenes Medium wiederum zu einer
Verdiinnung kommt. Es wird griindlich durchmischt und wiederum ein Teil der Lésung
in die nachsten wells iibertragen. Dies wird fortgesetzt bis zu den wells B1-B6, auch
hier wird gemischt bis eine homogene Losung entstanden ist. Es wird wiederum ein Teil
der Losung mit der Pipette aufgenommen, dann allerdings nicht in die néchsten wells
iibertragen, sondern verworfen. Die wells A1-A6 bleiben als Kontrolle frei von der zu
untersuchenden Substanz. Trotzdem ist es wichtig aus den wells B1-B6 den gleichen
Teil an Losung abzupipettieren, wie in den anderen wells, da sonst in diesen mehr Me-
dium verbleibt. Dadurch waren die Wachstumsbedingungen in den wells nicht mehr
aquivalent, welches einen Einflufs auf das Ergebnis des Assays haben kann. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h bei 37 °C wird in jedes well 30 ul Resazurinlosung pipettiert.
Es wird weitere 4-6 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wird die Fluoreszenz bei 588 nm
(Anregung: 530 nm) gemessen. Mit Hilfe der Software Graph Pad Prism 4.03 wird die
Fluoreszenz gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen und der 1C5q-Wert

als Wendepunkt des nicht-linearen Fits bestimmt. Dabei wird folgende Gleichung fiir
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Abbildung 6.1.: Grafische Bestimmung des 1Cs,-Wertes.

den Fit benutzt:
(top — bottom,)

1 + 10(1g IC5O—$)

x = Logarithmus der Konzentration; y = Vitalitit; bottom = Ymin; t0p = Ymaz

y = bottom + (6.2)

Der IC50-Wert entspricht der Konzentration einer Substanz, bei der noch 50 % der
Zellen leben. In Abbildung 6.1 ist der 1C5o-Wert grafisch bestimmt worden.

Werden Suspensionszellen fiir den Assay verwendet, wird zuerst die Verdiinnungsreihe
in der leeren 96-well Platte hergestellt bevor die Zellen in die wells pipttiert werden.
Dazu wird erst eine bestimmte Menge Medium in jedes well vorgelegt und dann die
1. Verdiinnung aus der Stammlésung in die wells H7-H12 pipettiert. Dann wird weiter
pipettiert wie oben beschrieben. Aus dem Verhéltnis von vorgelegten Volumen Medium
in dem well zu dem zupipettierten Volumen ergibt sich der Verdiinnungsfaktor. Im
letzten Schritt werden dann wieder jeweils 10000 Zellen in jedes well pipettiert, wobei
wieder die Verdiinnung durch das zusatzlich eingebrachte Medium zu bertiicksichtigen
ist. Der weitere Verlauf folgt dem Versuchsablauf der fiir die adhérenten Zellen weiter
oben beschrieben wurde.

Wichtig fiir eine erfolgreiche Durchfithrung des Assays ist, dass die zu untersuchende
Substanz vollstiandig geldst sein muss. Ist dies nicht der Fall, stimmen die berechneten
Konzentration nicht und daher auch nicht der darauf beruhende 1C5o-Wert. Gelangen
Feststoffpartikel in die wells, konnten sie sich dort im schon vorhandenen Medium 16-

sen, die Konzentration wiirde in diesem well erhoht. Dadurch sind die Replikate des
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Versuches inhomogen und der Assay liefert kein genaues Ergebnis. Die Bestimmung
eines 1C59-Wertes mit dem hier beschriebenen Assay ist bei Substanzen nicht moglich,
wenn diese selber bei der Anregungswellenldnge des Resorufin (530 nm) fluoreszieren.
Es kommt zur Interferenz der Fluoreszenz des Resorufins mit der Autofluoreszenz der
zu untersuchenden Substanz, weshalb eine Auswertung nicht moglich ist. Daher sollte
bei jeder neu zu untersuchenden Substanz bei ersten Messungen eine Kontrolle zur
Autofluoreszenz durchgefiihrt werden. Dazu wird in das well nur die zu untersuchende
Substanz in Medium gegeben und in eine zweites well die Substanz und Zellen. Bei
beiden wells wird auf die Zugabe von Resazurin-Losung verzichtet. Die Inkubations-
zeit ist abhéngig von den Zellen und auch der zu untersuchenden Substanz. Die ideale
Inkubationszeit muss daher empirisch bestimmt werden. Ist die Inkubationsdauer zu
kurz gewahlt, kann die zu untersuchende Substanz seine Wirkung moglicherweise nicht
entfalten, oder die Zellen konnen nicht schnell genug z.B. durch Einleiten der Apoptose
reagieren. Ist die Inkubationszeit zu lang gewéhlt sterben die Zellen unter Umstédnden
am verbrauchten Medium. Auch teilen sich die Zellen weiter, allerdings nur bis zur Kon-
fluenz. Daher ist es moglich das bei einigen Konzentrationen und langer Inkubationszeit
die Zellen vollstdndige Konfluenz erreichen und sich nicht weiter teilen, wahrend bei
hoheren Konzentration zuerst viele Zellen sterben, die Uberlebenden sich weiter teilen
ohne die Konfluenz zu erreichen, so dass das Ergebnis dadurch verfialscht werden kann.
Bei einigen sehr stoffwechselaktiven Zelllinien kann es bei langerer Inkubationsdauer
auch zu einer Reduktion des Resorufins zu Hydroresorufin kommen, wodurch es zu
Verfilschungen des Messergebnisses kommen kann.!%! Wichtig ist ebenfalls das Durch-
fithren einer Negativkontrolle, um die Intensitdt der Fluoreszenz in den wells mit der

Intensitéat der unbehandelten Zellen vergleichen zu koénnen.

6.6. High Content Screening

WM-115 und KB-3-1 Zellen werden wie in Abschnitt 6.5 beschrieben kultiviert. Die
Zellen werden vom Boden der Zellkulturflaschen abgelost und eine Zellsuspension mit
einer Konzentration von 100000 Zellen/ml erstellt (s. 6.5). Je 100 ul dieser Suspension
wird in jedes well der 96 well Glasbodenplatte pipettiert, so dass sich 10000 Zellen in
jedem well befinden. Die Adhésion der Zellen auf dem Glasboden erfolgt {iber Nacht.
Von der zu untersuchenden Substanz wird aus einer Stammlosung (in DMSO) eine

Losung in DMEM mit maximal 1 % DMSO hergestellt. Ausgehend von dieser Losung
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Tabelle 6.3.: Konzentrationen und Volumina der eingesetzten Farbstoffe im HCS.

Farbstoff Konzentration [uM] Volumen |u]]
Bisbenzimid (H33342) 17,8 12,25
Propidiumiodid 6,0 9,80
Calcein-AM 1,0 12,00
Annexin V-Cyb -¢ 500,00

“Die Konzentration der kommerziell erhéltlichen Losung ist nicht angegeben.

wird eine serielle Verdiinnungsreihe in Medium angelegt. 24 h vor der Farbung werden
je 100 pl dieser Losungen in die vorgesehenen wells der Glasbodenplatte pipettiert,
dabei ist zu beachten, dass es durch das Medium, das bereits in den wells vorhanden
ist, zu einer 1:1 Verdiinnung kommt. Dieser Vorgang wird fiir die 6-stiindige und 4-
stliindige Inkubation 6 h, bzw. 4 h vor der Farbung wiederholt, wobei immer Losung
aus der gleichen Verdiinnungsreihe verwendet wird. Direkt vor der Farbung wird der
Uberstand sehr vorsichtig entfernt und durch die Firbelosung ersetzt (s. Tabelle 6.3).
Es wird nochmal 2 h inkubiert. Um eine Austrocknung der Zellen wahrend der Messung
im HCS-System zu verhindern, werden vor der Messung 200 pl Medium in jedes well
zugegeben.

Die Glasbodenplatte wird ohne Abdeckung in das HCS-System eingesetzt. Die Mes-
sung erfolgt unter Verwendung der Software scan”"R Aquisition 2.2.0.8 von OLYMPUS.
Anschliefsend wird die Objekterkennung und die statistische Auswertung der Daten mit
scan"R Analysis 1.2.0.5, ebenfalls von OLYMPUS, durchgefiihrt.

6.7. Fluoreszenzmikroskopie

Zellkultur

Fiir die Internalisierungsstudien und Kolokalisierungexperimente wurde die WM-115
Zelllinie verwendet, da sie das Integrin oy s exprimiert.!® In die wells einer 12-well
Schale wird jeweils ein Deckgldschen platziert. Die WM-115 Zellen werden mit 5 ml
Trypsinlosung vom Boden der Zellkulturflaschen gel6st, nachdem das Medium abge-

saugt wurde. Es werden 5 ml DMEM zugegeben, die Zellsuspension wird in Rohrchen
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tiberfithrt und zentrifugiert (15 ml Rohrchen, 60 x g, 6 min; 50 ml Rohrchen, 259 x g,
7 min). Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in Medium resuspendiert. Zur Be-
stimmung der Zellkonzentration werden 10 pul Zellsuspension entnommen und mit 10 pul
Trypanblaulosung in einem Reaktionsgefafs gemischt. 10 pl dieser Suspension werden
auf ein Neubauer Hamocytometer aufgetragen und ausgezéhlt. Die Zellkonzentration
wird auf 50000 Zellen/ml mit Medium eingestellt und in jedes well der 12-well Schale
1 ml, also 50000 Zellen, pipettiert. Die Zellen werden iiber Nacht inkubiert, um eine
gute Adhésion zwischen Deckgldschen und den Zellen zu erreichen. Dies verringert die

Ablosung der Zellen wiahrend der Kolokalierungsexperimente.

Kolokalisierung

Die Fluoreszenzfarbstoffe werden im Medium gelst, wobei das RGD-Fluorescein-Cryp-
tophycin-Konjugat in einer Konzentration von 1 M und der LysoTracker® Red DND-
99 (INVITROGEN) von 1 nM gelést werden. Das Medium wird vorsichtig entfernt und
die Zellen auf Eis abgekiihlt. Es werden jeweils das RGD-Fluorescein-Cryptophycin-
Konjugat und der LysoTracker® Red einzeln, sowie beide Farbstoffe zusammen unter-
sucht. In die wells wird jeweils 1 ml der entsprechenden Farbstofflosung pipettiert, wobei
eine abgeschnittene Pipettenspitze verwendet wird, um moglichst eine Schédigung der
Zellen zu verhindern. Als Kontrolle wird fiir jede Inkubationszeit ein well nur mit Me-
dium behandelt. Die Zellen werden fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch die tiefen Tem-
peraturen ist es den Zellen nicht méglich Substanzen zu endozytieren, trotzdem binden
die Integrine an die RGD-Peptide. ¥ Die Lésungen werden vorsichtig abgesaugt, durch
auf 37 °C vorgewdarmtes Medium ersetzt und die Zellen im Inkubator inkubiert. Durch
die hoheren Temperaturen ist es den Zellen nun moglich gebundene RGD—Peptide zu
endozytieren, wahrend gleichzeitig keine RGD-Peptide mehr im Medium vorhanden
sein sollten, die erneut an Integrine binden kénnten. Dadurch wird erreicht, dass es
einen definierten Startzeitpunkt der Endozytose gibt und nicht zeitlich verschiedene
Endozytosestadien in einer Probe vorliegen. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubations-
zeit werden die Losungen abgesaugt, durch Paraformaldehyd (3,7 % in PBS) ersetzt
und fiir 10 min fixiert. Die Fixierlésung wird entfernt und Millipore Wasser (MPW) in
das well pipettiert, das gleich wieder entfernt wird. Die Deckgldschen werden aus den
wells genommen mit dem Rand auf ein saugfihiges Papier gesetzt, um grofere Mengen

Wasser zu entfernen und dann mit der zellenbehafteten Seite nach unten auf einen
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Objekttrager montiert. Als Montierfliissigkeit wird vorher jeweils 1 Tropfen ProLong®
Gold (Invitrogen) auf die Objekttriager aufgetragen. ProLong® Gold verhindert das
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe und konserviert die Proben. Die Proben werden
iiber Nacht an einem dunklen, beliifteten Ort waagrecht gelagert, damit die Montier-
fliissigkeit aushérten kann. Danach werden die Proben bei 4 °C gelagert. Die Messungen

wurden von RALF PALMISANO am Universitatsklinikum Erlangen durchgefiihrt.
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7. Ergebnisse und Diskussion

7.1. Synthese des *C—markierten Cryptophycins-52

Die 3C-Markierung des Cryptophycins—52 in Benzylstellung des Fragmentes A (s.
Abb. 7.1) sollte die Untersuchung, ob Cryptophycin-52 iiber das Epoxid des Fragmen-
tes A an —Tubulin kovalent bindet ermoglichen. In diesem Fall kiime es wahrscheinlich
zur Ring6ffnung des Epoxides durch ein Nukleophil des 3—Tubulins. Dies hétte eine
Verschiebung der *C-NMR-Signale der Kohlenstoffatome des Epoxids zur Folge. Auf-
grund der ¥ C-Markierung an dieser Stelle sollte die Detektion des Signals auch bei sehr
geringen Mengen Cryptophycin—52, die an 3—Tubulin binden, mdéglich sein. Ebenfalls
sollte die Zuordnung der Signale nach einer Offnung des Epoxids durch die Isotopen-
markierung erleichtert sein.

Die 3C-Markierung wurde durch die Verwendung von *C-isotopenmarkierter Ben-
zoesdure als Ausgangspunkt fiir die Fragment A—Synthese eingefiihrt. Erste Versuche
einer Reduktion der Benzoesdure zum Benzaldehyd unter Pd-Katalyse waren nicht
erfolgreich.®? Dazu wird die Benzoesdure mit Pivalinsdureanhydrid in das gemischte
Anhydrid iberfiihrt und dann von wéssriger Natriumhypophosphit—Losung reduziert,
wobei Pd(OAc); und Trizyklohexylphosphin die Reduktion katalysieren. Um die direkte
Reduktion zu umgehen, wurde die Benzoesédure zum Benzylalkohol reduziert und dann

mittels Pyridiniumchlorochromat (PCC) zum '*C-markierten Benzaldehyd oxidiert.

Abbildung 7.1.: Cryptophycin-52 mit *C-Isotopenmarkierung.
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7. Ergebnisse und Diskussion

Zur Vermeidung des toxischen und umweltbelastenden PCC wurde die Oxidation vom
Benzylalkohol zum Benzaldehyd nach SWERN versucht. Die Oxidation mittels PCC
erzielte jedoch hohere Ausbeuten und reineres Produkt, so dass auch aufgrund des
hohen Preises der '3C-markierten Benzoesiure die Oxidation unter Verwendung von
PCC durchgefiihrt wurde. Vom Benzaldehyd ausgehend wurde das Fragment A der
Synthesestrategie von STEFAN EISSLER folgend synthetisiert. [5%l

Der Benzaldehyd wurde mit Propansiauretriphenylphosphoniumbromid (8) in einer
Wittig-Reaktion zum entsprechenden 3, y—ungeséattigten Ester umgesetzt. Dieser wur-
de iiber eine asymmetrischen Dihydroxylierung nach SHARPLESS in das entsprechende
Lacton iiberfithrt.®¥ Nach einer Methylierung in o Position, wurde das Lacton zum
Methylester gedffnet und das Diol in das Acetonid iiberfiihrt.® Die Reduktion des
Methylesters zum korrespondierenden Aldehyd erméoglichte die unter Substratkontrolle
diastereoselektive Allylierung mit Allyl-tri-n-butylzinn zum Fragment A (14), wobei
MgBry-Et,O als Lewis-Séure eingesetzt wurde.

Das Fragment B wurde nach einer von STEFAN EISSLER und MARKUS NAHRWOLD mo-
difizierten Synthese von J. ADAM MCCUBBIN, MATTHEW L. MADDESS und MARK
LAUTENS dargestellt. %0 Die ebenfalls von STEFAN EISSLER entwickelte Fragment
D Synthese erdffnete den Zugang zu diesem Fragment.[®3l Analog zu einer Strate-
gie von AIKINS et al. wurde das Fragment C aufgebaut.’®”l Das Fragment C und
das Fragment D wurden miteinander verestert, wobei N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) als Kupplungsreagenz eingesetzt wurde. Nach
Abspaltung der Boc—Schutzgruppe wurde das Fragment B mit den Fragmenten C und
D gekuppelt. Als Kupplungsreagenzien fiir die Ausbildung der Amidbindung kamen
dabei EDC und 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) zum Einsatz. Die Veresterung
des Fragmentes A mit dem Fragment B-D erfolgte unter Yamaguchi-Bedingungen. [*!
Zuletzt erfolgte die Entschiitzung des Acetonids und die Diol-Epoxid Transformati-
on. %3]

Das so erhaltene *C-—markierte Cryptophycin—52 (5) wurde in NMR spektroskopischen
Untersuchungen zur Interaktion zwischen Cryptophycin—52 und Tubulin (rPEPTIDE)
eingesetzt. Das markierte Kohlenstoffatom tritt bei 59,1 ppm (CDCl3) in Resonanz.
Das vicinale Wasserstoffatom erzeugt im 'H-NMR ein Signal bei 3,69 ppm (CDCl3).
Die geringe Wasserloslichkeit des markierten Cryptophycins verhinderte weiterfithren-
de Untersuchungen, da das 3—Tubulin nur in wéssrigen Puffersystemen eingesetzt wer-

den kann. Erwartet wurde, dass die geringe Wasserloslichkeit durch den hohen 3C-
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Anteil (Isotopenmarkierung) kompensiert wird und dadurch die Aufnahme von NMR~
Spektren mdoglich sein sollte. Verschiedenste NMR—-Techniken wurden angewandt, um
den Signal-Rauschabstand zu verbessern, beispielsweise water presaturation (BRUKER,
zgpr) und gradient—based watergate (BRUKER, zggpw)) um das starke Wassersignal
zu unterdriicken. Die Loslichkeit mit <1 yM im Puffersystem (10 mM Pipes (pH 6,9),
1 mM EGTA, 1 mM MgCly; HoO /D50 9:1) reichte jedoch nicht fiir auswertbare Spek-
tren. Denkbar wiire ein weiterer Einsatz des **C-markierten Cryptophycins zur Bestim-
mung kinetischer Daten bei der Linkerspaltung von Konjugaten, die auf Cryptophycin—

55 basieren.

7.2. Synthese von Cryptophycin—Prodrugs

Neben den Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen (s. Abschnitt 1.1 und
7.4) sollte die Effizienz und Vertréglichkeit von Cryptophycin-52 auch durch die Kon-
struktion eines Prodrugs gesteigert werden. Die Erkennungseinheit ist dabei ein wich-
tiger Bestandteil, der mafgeblich zu den pharmakologischen Eigenschaften des Pro-
drugs beitrigt. Als Erkennungseinheit fiel die Wahl auf ein RGD-Peptid, welche an
Integrine binden.!% Da, einige Krebszelllinien Integrine iiberexprimieren, ist die di-
rekte Erkennung dieser Zellen iiber RGD—Peptide moglich. Integrine, vor allem das
Integrin o B3, sind auch an der Angiogenese beteiligt.[*>%9%! Das Erkennen des ak-
tivierten Endothels in der Nachbarschaft wachsender Tumore ist dadurch moglich (s.
Abschnitt 1.2). c-[-RGDfK-|, das ausgewihlte Peptid, bindet an das Integrin oty B3, *"!
welches eine wichtige Rolle bei der Ausbildung neuer Gefife spielt.!*®l Dadurch ist der
gezielte Transport zu vielen Tumoren moglich, insbesondere zu soliden Tumoren, da
diese ab einer gewissen Grofe auf die Angiogenese zur Néahrstoff- und Sauerstoffver-
sorgung angewiesen sind.”!l Die RGD-Peptide sind sehr gut wasserloslich, wodurch
die Prodrugs eine wesentlich bessere Wasserloslichkeit als Cryptophycine aufweisen.
Dies vereinfacht den Einsatz in Assays und spéater auch die medizinische Applikation.
Bisher wurde zur Steigerung der Wasserloslichkeit CremophorTM als Losungsvermittler
in Formulierungen zur intravendsen Injektion von Cryptophycinen eingesetzt. Die Ver-
wendung von CremophorTM kann zur Hypersensibilisierung fiithren, weshalb moglichst
auf dessen Einsatz verzichtet wird.[?>%2 Patienten mit bekannter Uberempfindlichkeit
gegeniiber CremophorTM wurden bei klinischen Phase I Studien von Cryptophycin—52

ausgeschlossen. [
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Die Erkennungseinheit soll {iber einen selbsteliminierenden Linker mit dem Cryptophy-
cin verbunden werden. Die Aktivierungseinheit (Glukuronséure) wurde an den Vorldu-
fer des selbsteliminierenden Linkers gekuppelt. Wird spater diese Aktivierungseinheit
abgespalten, spaltet sich der Linker vom Cryptophycin ab und soll dadurch dieses
als aktiven Wirkstoff freisetzen. Die Erkennungseinheit (RGD-Peptid) soll tiber einen
azidmodifizierten Triethylenglycollinker®® mit dem selbsteliminierenden Linker unter
Verwendung einer 1,3-dipolaren Zykloaddition nach HUISGEN verbunden werden. Das
RGD-Peptid soll die oy 35 Integrine auf den Tumorzellen, oder dem aktivierten Endo-
thel in der Umgebung des Tumors erkennen und daran binden. In fritheren Untersu-
chungen konnte bereits gezeigt werden, dass RGD-Konjugate von Zellen endozytiert
werden. %! Nach der Endozytose ist ein weiterer Transport in das Lysosom wahrschein-
lich. Die Freisetzung des Cryptophycins aus dem Prodrug soll im Lysosom geschehen.

Der Nachweis dieses Transports wird in Abschnitt 7.3 thematisiert.

Die Wahl fiir die Aktivierung fiel auf zwei Systeme. Das erste System basiert auf der in
Lysosomen vorhandenen p—Glukuronidase (s. Abb. 7.2 A). Bei diesem System ist der
selbsteliminierende Linker mit einer Glukuronsédureeinheit verbunden, diese wird von
der 3—Glukuronidase abgespalten und so die Freisetzung initiiert. Eine vorzeitige Frei-
setzung ist unwahrscheinlich, da dieses Enzym extrazellulér nicht vorhanden ist.[?4%)
Aufgrund seiner geringen Polaritidt kann das Cryptophycin durch die, das Lysososom
umgebende, Membran in das Zytosol diffundieren, die Zelle und weitere Zellen in der
Umgebung toten. Das zweite System zur Aktivierung basiert auf Cathepsin B (s. Abb.
7.2 B). Cathepsin B ist eine lysosomale Protease, die aber auch héufig in soliden Tumo-
ren extrazellulir lokalisiert ist.[®*9697 Die Freisetzung wird bei diesem System durch
die Abspaltung eines Peptids durch Cathepsin B eingeleitet. Haufig wird die Spaltse-
quenz —Val-Cit— verwendet, aber auch andere Spaltsequenzen sind méglich.® Nach

der Freisetzung kann das Cryptophycin in die Zelle diffundieren.

Die Ergebnisse der Synthese der Erkennungs- und der Aktivierungseinheit sind in den
folgenden Abschnitten beschrieben. Erste Versuche zur Synthese des selbsteliminieren-
den Linkers sind von BENEDIKT SAMMET durchgefiihrt worden, abgeschlossen ist sie
aber noch nicht. Der Syntheseweg fiir die Kupplung des Cryptophycin iiber das korre-

spondierende Chlorhydrin ist bereits literaturbekannt. [l
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Abbildung 7.2.: A: Cryptophycin Prodrug mit Glukuronsadureeinheit als Ausloser; B:
Cryptophycin Prodrug mit Cathepsin Spaltsequenz —Val-Cit— als Aus-
l6ser; die Erkennungseinheit ist rot markiert, der selbsteliminierende

Linker in griin.
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7.2.1. Synthese der Erkennungseinheit

Aufgrund neuerer Erkenntnisse, dass multimere RGD—Peptide eine hohere Effizienz als
Monomere aufweisen, wurde fiir das Prodrug mit Glukuronsaureeinheit als Ausloser (s.
Abb. 7.2 A) eine bivalente Erkennungseinheit aus zwei zyklischen RGDfK-Peptiden,
verbriickt iiber ein Glutamat, vorgesehen. %!

Das lineare Peptid D(t-Bu)fK(Alloc)R(Pbf)G, fiir die RGD-Erkennungseinheit des Glu-
kuronsdure—basierten Prodrugs, wurde mittels Fmoc/t-Bu—Strategie an 2-Chlortrityl-
chloridharz in manueller Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Nachdem die terminale
Fmoc—Schutzgruppe zur Vermeidung moglicher Aspartimidbildung manuell mit gesét-
tigter Piperazinlosung abgespalten wurde, wurde das lineare Peptid mit 1 %iger TFA
(DCM) vom Harz abgespalten. Das Peptid wurde ohne weitere Aufarbeitung unter
Pseudohochverdiinnung zyklisiert. In Losung wurde die Alloc Schutzgruppe am Lysin
palladiumkatalysiert (Pd(PPhg),) entfernt. Das Peptid wurde durch Féllen mit eiskal-
tem Diethylether und RP-HPLC aufgereinigt. Fmoc geschiitztes Glutamat wurde mit
2 Aquivalenten c-[-RGDfK-] umgesetzt, wodurch das Produkt der doppelten Addition
erhalten wurde. Die Reaktion wurde iiber MALDI-ToF-MS verfolgt. Eine vollstandige
Umsetzung konnte dabei nicht beobachtet werden, bei allen Messungen waren Spuren
des unkonjugierten Peptides nachzuweisen. Das Produkt fiel zum Teil wahrend der Re-
aktion als farbloser Feststoff aus. Die Reinigung mittels Ausféllen mit eiskaltem Diethyl-
ether aus DCM entfernte alle Nebenprodukte und das Produkt wurde in hervorragender
Reinheit erhalten. Problematisch war das erneute Losen, dies gelang nur in DMSO. Bei
einer erneuten Synthese konnte die Verwendung des Triethylenglycolazids als Schutz-
gruppe anstatt Fmoc das Loslichkeitsproblem verringern. Die Fmoc—Schutzgruppe wur-
de vor der Kupplung mit dem Triethylenglycolazid abgespalten. Zur Erleichterung der
Aufarbeitung wurde zur Abspaltung der Fmoc—Schutzgruppe ein Scavenger—-Harz ein-
gesetzt. "l Das DBU spaltet die Fmoc-Gruppe ab und das entstehende Dibenzofulven
wird von am Polystyrol immobilisierten N-(2-mercaptoethyl)aminomethyl-Gruppen
abgefangen. Dadurch ist es moglich die Base (DBU) in katalytischen Mengen einzu-
setzen. Die allgemeine Arbeitsvorschrift nach SHEPPECK, KAR und HONG verwendet
50 mol% DBU.!™ Nach dieser Vorschrift wurde die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
durchgefiihrt. Die Reaktionskontrolle mittels RP-HPLC zeigte nach 2 h allerdings nur
einen 50 %igen Umsatz. Nach erneuter Zugabe von 50 mol% DBU und mehrstiindigem

Schiitteln war der Umsatz vollstandig. Es ist daher wahrscheinlich, dass das Abfangen
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Abbildung 7.3.: Synthese der bivalenten Erkennungseinheit fiir ein Prodrug basierend
auf zwei c-[-RGDfK-|-Peptiden.
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Abbildung 7.4.: Synthese des ,,Auslosers® des Prodrugs; Glukuronsédurebaustein der
durch eine Glukuronidase abgespalten werden soll und so die Selbs-
telimination des Linkers initiiert, wodurch das Cryptophycin freige-
setzt wird. In Vorversuchen wurde diese Synthese mit Glaktose als

Ausgangsverbindung durchgefiihrt.

des Dibenzofulvens an die feste Phase nicht gelungen ist. Freies Dibenzofulven reagiert
mit DBU in einer Michael-Addition, weshalb dann stochiometrische Mengen DBU fiir
einen kompletten Umsatz erforderlich sind. Im letzten Schritt vor der Konjugation der
Erkennungseinheit mit dem iibrigen Prodrug wurden alle permanenten Schutzgruppen

der Zyklopeptide entfernt.

7.2.2. Synthese der Aktivierungseinheit

Der néchste Baustein fiir das Prodrug ist die Glukuronsadureeinheit, deren enzymati-
sche Abspaltung vom Prodrug als molekularer ,Ausloser die Selbstelimination und
damit die Freisetzung des Cryptophycins auslosen soll. Um den Reaktionsweg und die
Schutzgruppenstrategie zu testen wurde die gesamte Synthese der Glukuronséureein-
heit beispielhaft mit Galaktose statt Glukuronsdure durchgefiihrt. Im ersten Schritt
der Synthese dieses Bausteins wurde Galaktose vollstandig acetylgeschiitzt. Wird spa-
ter Glukuronsiure statt Galaktose eingesetzt, so wird die Carboxylgruppe an C% wiih-
rend der Acetylierung der Alkoholfunktionen ebenfalls acetyliert. Das nicht anome-
renreine Galaktosepentaacetat wurde anschlieffend mit Bromwasserstoff selektiv zu o
Galaktosylbromid umgesetzt. Unter KOENIGS-KNORR-Bedingungen erfolgte die Gly-
kosylierung von 4-Hydroxybenzoesdurebenzylester. Im néchsten Schritt wurde selek-
tiv der Benzylester gespalten. Im néchsten Schritt soll die freie Carboxylgruppe zum
priméren Alkohol reduziert werden und spéater dem Verbinden der Glukuronsédureein-

heit mit dem selbsteliminierenden Linker iiber eine Veretherung dienen. Leider war
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der Versuch mit BH3-MesS selektiv nur die Carboxylgruppe zu reduzieren auch unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen nicht erfolgreich. Immer wurden auch die Ace-
tylschutzgruppen der Alkoholfunktionen entfernt, so dass eine Kupplung selektiv iiber
den Alkohol in Benzylstellung nicht mdéglich ist.

7.3. Synthese und biol. Studien zur Aufnahme eines
Targeting—Fluoreszenz—Cryptophycin—

Konjugates

Die bisherigen Uberlegungen zu den Abspaltungsstrategien gehen von einer Lokalisie-
rung des Prodrugs in den Lysosomen der Zelle aus. In der Literatur ist die Endozytose
von RGD-Konjugaten beschrieben.*®™ Fiir das Integrin oy s wurde die Endozy-
tose von fluorezenz—markierten RGD—Peptiden bereits mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie nachgewiesen.*8! V. P1yjuaN-THOMPSON und C. L. GLADSON zeigten 1997 das
['#5T] Vitronectin nach der Endozytose iiber o3 in das Lysosom transportiert wird und
dort abgebaut wird.[*”! Zum Nachweis inhibierten sie den lysosomalen Abbau durch Zu-
gabe von Chloroquin. Chloroquin hebt den intralysosomalen pH-Wert an und inhibiert
dadurch die lysosomalen Enzyme, die ein saures pH-Optimum besitzen. %! Fiir einzel-
ne Enzyme konnte zusitzlich eine direkte Inhibition nachgewiesen werden. 190101 Fijr
RGD-Cryptophycin-Konjugate soll gezeigt werden, dass der Endozytose iiber o 33
ein Transport in das Lysosom folgt. Dazu wurde das RGD—Cryptophycin—Konjugat mit
Fluorescein markiert, dies ermdglicht die Verfolgung des Konjugates innerhalb der Zelle
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Durch die gleichzeitige selektive Farbung der Lysoso-

men ist es moglich, falls vorhanden, eine Lokalisierung in den Lysosomen nachzuweisen.

Die Erkennungseinheit besteht auch bei diesem Konjugat aus dem RGD-Peptid
c-|-RGDfK-]. Das Konjugat soll als erstes Modellprodrug Aufschlufs iber die Aufnahme
in die Zelle eines spiateren RGD-Peptid—Cryptophycin Konjugates geben. Neben der
Aufnahme sollen auch Informationen iiber die Lokalisation des Konjugates innerhalb
der Zellen gewonnen werden. Diese Informationen sind wichtig fiir das Design spéterer
Prodrugs. Voraussetzung ist, dass der Linker gespalten werden kann. Daher muss er so

entwickelt werden, dass es durch die am Ort der Lokalisation herrschenden Bedingungen
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Abbildung 7.5.: Konjugat zur Studie der Aufnahme von Cryptophycin—-Prodrugs aus
Cryptophycin, RGD—Peptid und Fluorescein.

zu einer Abspaltung entweder spontan oder katalysiert durch dort lokalisierte Enzyme
kommt. Wenn bekannt ist in welcher Umgebung sich ein RGD-Peptid—Cryptophycin—
Konjugat in der Zelle befindet, so kann durch diese Informationen beispielsweise der
richtige Linker ausgewahlt werden.

Der Fluoreszenzfarbstoff fiir das Konjugat wird an die e-Aminogruppe des Lysins des
c-|[-RGDfK-|-Peptid gekuppelt. Im letzten Schritt wird dieses Konjugat an ein Azid—
funktionalisiertes Cryptophycin—Derivat mittels der schon erwéhnten kupferkatalysier-
ten Azid-Alkin Zykloaddition (CuAAC) nach HUISGEN gekuppelt. Indem das Crypto-
phycin im letzten Schritt an das Konjugat gekuppelt wird und durch die Verwendung
der CuAAC als Kupplungsmethode ist das Cryptophycin méglichst wenigen Synthese-
und Aufreinigungsschritten ausgesetzt. Aufgrund der grofen Anzahl an funktionellen
Gruppen und der komplexen Struktur sind Cryptophycine nur mit wenigen Reakti-
onsbedingungen kompatibel. Die Darstellung der Cryptophycine ist ebenfalls aufwen-
dig, weshalb nur geringe Mengen verfiighar sind. Als Fluoreszenzfarbstoff fiel die Wahl
auf Carboxyfluorescein. Es ist glinstig in groferen Mengen kommerziell erhéltlich. Sei-
ne Fluoreszenzeigenschaften sind sehr gut und es gibt literaturbekannte Vorschriften,
um die fiir die CuAAC (HUISGEN Zykloaddition) notwendige Alkinfunktion einzufiih-
ren. 102

Die Synthese des linearen Peptides Fmoc-D(tBu)fKR(Pbf)G-OH erfolgt in automa-
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tisierter Festphasenpeptidsynthese. Die Kupplung des von CHRISTINE WEISS syn-
thetisierten Alkin—funktionalisierten Carboxyfluorescein—Derivats erfolgt nach einem
Protokoll von BROCK et al. (Methode: ,,with Low Excess of Carboxyfluorescein’; 2,5
Aquiv.).'% BECK-SICKINGER et al. beschreiben in!'®, dass bei der Verwendung von
DIC und HOBt als Kupplungsreagenzien selektiv die Carboxylgruppe in 5(6)-Position
angegriffen wird. Die Carboxylgruppe in Position 2 ist durch sterische Hinderung und
durch die Lactonbildung geschiitzt. Durch die Verwendung eines Gemisches von 5(6)-
Carboxyfluorescein zur Synthese des Alkin—Derivates ist das Derivat, als auch das Pro-
drug ein Gemisch beider Isomeren. Nach Abschluf der Kupplungsreaktion wird sofort
mit 25 %iger Piperidinlésung (DMF) nachgespiilt, dies entfernt mogliche Nebenproduk-
te (zwei- und dreifach Konjugate),!1%l gleichzeitig wird die terminale N*-Schutzgruppe
entfernt. Das lineare Peptid wird unter Beibehaltung der permanenten Schutzgruppen
abgespalten und zyklisiert. Die permanenten Schutzgruppen werden mittels TFA ab-
gespalten und das Konjugat per RP-HPLC aufgereinigt. CHRISTINE WEISS hat den
letzten Schritt, die Click—Reaktion mit dem Azid-Cryptophycin, das von MARKUS
NAHRWOLD dargestellt wurde, durchgefiihrt.

Dieses Konjugat aus einer Erkennungseinheit, einem Fluorophor und einem Cryptophy-
cin wurde in fluoreszenzmikroskopischen Studien eingesetzt. Die adhérent wachsenden
Hautkrebszellen (WM-115), wurden bei 0°C 30 min mit diesem Konjugat inkubiert.
Dabei sind die Zellen auf Deckglaschen aufgebracht, die in 12-well Schalen liegen. In
dieser Zeit binden die RGD—-Peptide an die von den Zellen exprimierten o33 Inte-
grine, konnen aber aufgrund der niedrigen Temperatur nicht endozytiert werden. Die
Konjugatlosung wird entfernt, gegen Medium ersetzt und die Temperatur auf 37°C
erhoht. Die hohere Temperatur steigert die Fluiditit der Zellmembran und ermoglicht
so die Endozytose der Konjugatmolekiile. Durch dieses Vorgehen wird die Endozytose
der einzelnen Molekiile synchronisiert. Dies ermoglicht es, Inkubationszeiten im Bezug
zum Start der Endozytose anzugeben. Ohne eine Synchronisation der vielen gleichzei-
tig stattfindenden Endozytose—FEreignisse, konnte ein Konjugatmolekiil zu Beginn der
Zugabe der Konjugatlosung endozytiert werden und ein anderes am Ende der 30 min
Inkubation mit der Konjugatlosung. Als Folge, wéren alle Stadien der Endozytose ne-
beneinander sichtbar und konnten nicht den einzelnen Inkubationszeiten zugeordnet
werden. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit bei 37°C wird jeweils ein Deckglés-
chen aus dem Medium genommen, fixiert und mit Einbettmedium auf Objektragern

montiert. Die Zellen sind dabei zwischen Objekttrager und Deckglédschen von einer
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Schicht Einbettmedium, dass ein Ausbleichen der Fluoreszenz verhindert, umgeben.

In Abbildung 7.6 sind einige Fluoreszenzmikroskopiebilder exemplarisch gezeigt. Nach
15 min (Abbildung 7.6; A) ist im griinen Kanal zu erkennen, dass das Konjugat bereits
von den Zellen endozytiert wurde. Der Overlay mit dem Fluoreszenzbild des LysoTrack-
er ¥ red zeigt deutlich eine Kolokalisierung des LysoTraCkerTM und des Konjugates.
Das Konjugat ist bereits nach 15 min hauptséichlich in den Lysosomen lokalisiert. Ver-
einzelt sind einige Vesikel zu erkennen, die das Konjugat enthalten, aber nicht durch
den LysoTrackerTM angefiarbt wurden, dabei handelt es sich wahrscheinlich um Endoso-
men. Diese haben keinen sauren pH-Wert und werden daher nicht vom LysoTrackerTM
markiert. Haufig fusionieren Endosomen mit Lysosomen, sie transportieren so Molekiile

von der Aufenseite der Zellmembran in die Lysosomen, wo sie weiter verdaut werden.

Nach 40 min Inkubation ist das Konjugat zu fast 100 % mit dem LysoTrackerTM kolo-
kalisiert, die Anzahl der Lysosomen, die kein Konjugat enthalten, ist im Vergleich zur
15 miniitigen Inkubation zuriick gegangen. Auch sind kaum Endosomen zu erkennen,

die das Konjugat enthalten und daher griin fluoreszieren.

Das Konjugat ist nach einer Inkubationszeit von 4 h immer noch in der Zelle lokalisiert,
wobei es nur noch in den Lysosomen zu finden ist. Mit Konjugat beladene Endosomen
sind nicht zu erkennen. Lysosomen, die kein Konjugat enthalten, sind ebenfalls nicht
zu erkennen. Das Konjugat und der LysoTrackerTM sind zu 100 % kolokalisiert. Da
eine Spaltstelle fiir die Freisetzung des Cryptophycins vom RGD-Peptid fehlt, kann
das Cryptophycin nicht freigesetzt werden und in groferem Umfang in das Zytosol
eindringen. Ein néchster Schritt ist die Synthese eines Konjugates, das das Crypto-
phycin freisetzt. Dabei sollte es so markiert sein, dass die Diffusion iiber die Membran
moglichst wenig beeintrachtigt wird, eine Verfolgung aber dennoch moglich ist. Dies
wiirde eine liickenlose Aufklarung des innerzelluldren Transports des Cryptophycins

ermoglichen und eine finale Lokalisation an den Mikrotubuli wiirde erwartet werden.

Beachtet werden muss, dass es aufgrund der Ansduerung durch Protonenpumpen der
Endosomen und der spéteren Fusion mit den Lysosomen zur Hydrolyse des Konjugates
kommen kann. Die Lysosomen enthalten zudem eine Reihe von unspezifischen Hydro-
lasen, die dem Verdau von endogenen und exogenen Material dienen. Vor allem das
Epoxid und die Esterbindungen des Cryptophycins konnten in diesem Milieu leicht hy-
drolysiert werden. Aber auch das RGD—Peptid, die Amidbindung zwischen Fragment

B und Fragment C konnten durch vorhandene Proteasen gespalten werden. Die Fluo-
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Abbildung 7.6.: I: 15 min Inkubation, II: 40 min Inkubation, III: 4 h Inkubation;
a) Fluorescein (Anregung 458 nm) b) LysoTracker red (Anregung:

561 nm) c¢) Overlay.
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Abbildung 7.7.: Fragment A Analoga.

reszenz des Fluoresceins wiirde davon nicht beeinflufst. Daher ist die Fluoreszenz und
die Kolokalisation kein Beweis fiir das vorhanden sein eines funktionierenden Crypto-
phycins, sondern gibt nur den Transportweg bei Benutzung eines RGD-Peptides als

Erkennungseinheit wieder.

7.4. Zytotoxizitatstests

Ziel der am Cryptophycin—52 durchgefiihrten SAR-Studien ist die Verringerung der Ne-
benwirkungen bei gleichzeitiger Beibehaltung oder Steigerung der zytotoxischen Wirk-
samkeit. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Fragment A, Fragment C und Frag-

ment D Analoga synthetisiert. [67:71:105-107]

7.4.1. Fragment A Analoga

In vorhergehenden SAR-Studien wurden schon viele Fragment A Derivate untersucht,

wobei besonders der Einfluss von Verdnderungen an den sterogenen Zentren aufgeklirt
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wurde. [16:17:20,22,23,25-27,108-110] Dahej standen die stereogenen Zentren meist im Mittel-
punkt. Aber auch viele Fragment A Derivate mit verdndertem Substitutionsmuster
am Phenylrest sind untersucht worden.[1620:22111] Ein Ergebnis war, dass die Einfiih-
rung eines Hydroxymethyl-Substituenten in para—Position am Phenylrest eine 5,5-fach
hohere Zytotoxizitdt (humane CCRF-CEM Zellen; in vitro) als Cryptophycin—52 zur
Folge hat.['%20] T den gleichen Studien wurden diese Analoga beispielsweise mit Ami-
nosauren verestert. Auch diese Derivate zeigten eine hohe Aktivitét, der Boc—geschiitzte
Glycinester z.B. eine 4-fach hohere als Cryptophycin-52. Die Zytotoxizitat gegen mul-
tidrug—resistente Zelllinien nimmt dabei ab, z.B. beim ungeschiitzten Glycinester um
das 25-fache (HL-60/Vinc zu HL-60/S), so dass die Zytotoxizitdt im Vergleich mit
Cryptophycin-52 um den Faktor 2 geringer ist.[?") Bisher nicht untersucht wurden die
Auswirkungen einer Veretherung des Hydroxymethyl-Substituenten. Zur Bestimmung
der Aktivitat solcher Verbindungen hat STEFAN EISSLER im Rahmen seiner Promotion
drei para—Hydroxymethylether von Cryptophycin—52 synthetisiert. Die Strukturen des
Methyl-, Isopropyl- und tert-Butylethers sind in Abbildung 7.7 abgebildet.

Die Ether zeigen bei in vitro Zytotoxizitatstests eine vergleichbare Aktivitdt wie der
freie Alkohol. Die IC50—Werte der Ether als auch des Alkohols liegen im niedrigen
picomolaren Bereich und damit auch im Bereich der Aktivitdt von Cryptophycin—52.
Allerdings sind sie nicht absolut vergleichbar, da der IC5,—Wert des freien Alkohols mit
HL-60-Zellen bestimmt wurde und die IC57-Werte der Ether und Cryptophycin—52 mit
KB-3-1-Zellen. Trotzdem ist eine qualitativer Vergleich moglich. Allerdings zeigt sich
beim Vergleich der Ether untereinander, dass der zunehmende sterische Anspruch der
Gruppen vom Methylether tiber den Isopropylether zum tert-Butylether mit Abnahme
der Aktivitdt einhergeht. Diese Abnahme ist allerdings recht gering, so hat der tert-
Butylether noch ein Viertel der Aktivitat des Methylethers, und ist nicht mit der spéter
diskutierten Abnahme der Aktivitdt bei hoherem sterischen Anspruch im Fragment C
vergleichbar.

Die Aktivitdt der Ether gegeniiber der multidrug—resistenten Zelllinie KB-V1 sinkt
ebenfalls mit dem sterischen Anspruch. Aber auch hier sind alle Ether im Vergleich zu
Cryptophycin—52 sehr aktiv. Der Methylether und der Isopropylether zeigen sogar eine
hoéhere Aktivitat als Cryptophycin—52, der Methylether besitzt eine 3—fach und der Iso-
propylether eine 2—fach hohere Aktivitat. In der Literatur wurde das Hydroxymethyl—
Derivat mit freier Alkoholfunktion als weniger aktiv (214 pM; HL-60/Vinc) im Ver-
gleich zu Cryptophycin-52 (138 pM; HL-60,/Vinc) beschrieben. 2l Da diese Werte aller-
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dings wiederum mit einer anderen Zelllinie bestimmt wurden und sehr dicht beieinander
liegen ist nur der qualitative Vergleich moglich, dass die Veretherung zu einer Erho-
hung der Aktivitdt gegen multidrug—resistente Zellen gegeniiber dem freien Alkohol
fithrt. Die HL-60/Vinc als auch die KB-V1 Zellen exprimieren beide das Multidrug—
Resistance—Protein 1 (MDR1).["2113] Durch die Maskierung der Hydroxylgruppe als
Ether und die damit verbundene Verringerung der Polaritéit scheint das Cryptophycin
ein schlechteres Substrat fiir diese Effluxpumpe zu sein. Neben der Polaritéat scheint
aber auch die Groke des Rests die Effektivitat der Efluxpumpe zu beeinflussen. Die
hochste Aktivitdt gegen die multidrug-resistente Zelllinie KB-V1 zeigt der Methy-
lether, dessen Polaritdt zwar geringer ist als die des Alkohols, aber doch grofier als
die Polaritét des Isopropyl- und des tert-Butylethers. Mit zunehmender Grofe nimmt
auch die Aktivitat gegen die multidrug-resistenten Zellen ab, dhnlich wie schon bei
den nicht multidrug—resistenten Zellen. Die Abnahme ist jedoch deutlich geringer als
beim freien Alkohol.

Die Resistenzfaktoren (Def. s. Gleichung 1.1; s. Tabelle 7.5) der Ether sind vergleichbar
grofs; mit 5,2 ist der Resistenzfaktor des tert-Butylether aber am grofsten. Zum Ver-
gleich, der Resistenzfaktor des freien Alkohols ist mit 27 ungeféahr eine Grofenordnung
grofer. [20)

Daher scheint eine Veretherung des Hydroxymethylrests eine Moglichkeit zu sein, um
bei anndhernd gleicher Aktivitét, die auf dem MDRI1 basierende multidrug—Resistenz,

zu umgehen.

7.4.2. Fragment C Analoga

Die von MARKUS NAHRWOLD und CHRISTINE WEISS dargestellten Fragment C Ana-
loga (s. Abb. 7.8 und 7.9) sind unterschiedlich funktionalisiert. Dadurch ist es mog-
lich zu untersuchen welchen Einfluss die Polaritdt auf die Aktivitdt hat. Aber auch
die Bedeutung der Konfiguration des C* des Fragmentes C konnte studiert werden,
da héaufig beide Epimere der Fragment C Analoga synthetisiert wurden. Auch die
Moglichkeit der Konjugation des Cryptophycins iiber das Fragment C mit mdoglichen
Tumor—FErkennungseinheiten wurde betrachtet. Aus synthetischer Sicht ist die einfachs-
te mogliche Konjugation eine Konjugation mittels einer kupferkatalysierten Azid—Alkin
HUISGEN Zykloaddition. Daher wurden mehrere Azid-Analoga synthetisiert, wobei die

Kettenldnge als auch die Konfiguration variiert wurde. Erfolgt eine solche Konjugati-
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on, wird ein 1,4-Triazol gebildet. Zur Untersuchung wie ein grofser, polarer Triazolrest
die Aktivitdt beeinflusst, wurden die Azid—Analoga CRY 15 und CRY 26 mit dem Al-
kin 2-Methyl-3-butin-2-ol zu CRY 28 und CRY 29, sowie mit Prop-2-inol zu CRY 25

umgesetzt.

Die Ergebnisse (s. Tabellen 7.6 u. 7.7) zeigen, dass eine geringe Polaritit gilinstig fir
eine hohe Aktivitéit ist. Apolare symmetrische Fragment C Analoga wurden bereits
frither untersucht und zeigten ebenfalls eine hohe Aktivitit.!'8! CRY 11 zeigt mit ei-
nem [C5o—Wert von 8,3 pM (KB-3-1) sogar eine hohere Aktivitét als Cryptophycin—52
(15,5 pM; KB-3-1) und ist damit das aktivste Cryptophycin aller vermessenen Cryp-
tophycine. Der IC;p—Wert des polareren, konfigurationsgleichen Allylethers CRY 16
(52,7 pM; KB-3-1) ist ungeféhr eine Zehnerpotenz grofer, wiahrend der IC5;0—Wert des
sehr polaren Triazol-Derivat CRY 29 (312,4 pM; KB-3-1) sechsmal so hoch ist wie
der des Allylethers. Der IC50—Wert des Azid—Derivates CRY 26 (11,4 nM; KB-3-1) ist

wiederum 3,5 mal so grof wie der des Triazol-Derivates CRY 29.

Die Konfiguration des Fragmentes C hat ebenfalls einen Einfluss auf die Aktivitat.
Interessanterweise ist bei den Allylestern (CRY 10, CRY 11) und bei den Allylethern
(CRY 16, CRY 22) das S—konfigurierte Isomer aktiver als das R-konfigurierte. Bis-
lang waren alle 28 von MOORE und Mitarbeitern aus Cyanobakterien (Nostoc sp.)
isolierten ,natiirlichen Cryptophycine am Fragment C R-konfiguriert. 17108114 Der S
konfigurierte Allylester ist 11,5—fach aktiver und der S—konfigurierte Allylether 2,8-fach
aktiver als die R—konfigurierten Sterecoisomere. Bei den Aziden (CRY 15, CRY 26) und
Triazolen (CRY 28, CRY 29) ist das ,natiirliche, R—konfigurierte Isomer aktiver. Der
Unterschied in der Aktivitdt ist bei den Aziden mit einem Faktor von 101 wesentlich
grofer als bei den beiden Allyl- und auch bei den Triazol-Derivaten. So unterscheiden

sich die Stereoisomere des Triazol-Derivates in der Aktivitdt nur um den Faktor 3,1.

Auch die Lange der Seitenkette wurde bei den Untersuchungen beriicksichtigt, so wurde
das Azid—Derivat CRY 14 mit zwei Methylen—Gruppen zwischen dem S—konfigurierten
C% des Fragmentes C und der Azidgruppe synthetisiert, aber auch dessen Homovari-
anten CRY 26 (S) und CRY 15 (R). Die Aktivitdt nahm mit der Kettenverlangerung
dramatisch um den Faktor 208 ab, so dass das Homo—Derivat (CRY 26) nur noch 0,5 %
der Aktivitdt des Azids (CRY 14) mit kurzer Alkylkette besitzt. Wie oben bereits be-

schrieben haben bei den Aziden die R—konfigurierten Isomere eine wesentlich héhere
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Summenformel: C37H46CINsOg
Molekulargewicht: 724,24 g/mol
ICso (KB-3-1): 111,9 pM
ICso (KBV-1): 18,4 nM
Fq 165

CRY 12

Summenformel: C41Hs1CIN,049
Molekulargewicht: 767,30 g/mol o
ICso (KB-3-1): 432,8 pM

ICso (KBV-1): 45,2 nM

Fr 105
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Summenformel: C3oH47CIN;019 e}
Molekulargewicht: 739,25 g/mol

ICso (KB-3-1): 8,3 pM

ICso (KBV-1): 6,0 nM

Fr 722
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CRY 16 o F
Summenformel: CyoHs;CIN,Oqg

Molekulargewicht: 739,29 g/mol

ICso (KB-3-1): 52,7 pM

ICso (KBV-1): 38,0nM

Fr 721

CRY 26

Summenformel: C37H46CINsOg

Molekulargewicht: 724,24 g/mol
ICso (KB-3-1): 11450 pM
ICso (KBV-1): 114,5 nM
Fr 10

Cl

CRY 14

Summenformel: C36H44CINSOg

Molekulargewicht: 710,22 g/mol
ICso (KB-3-1): 54,6 pM
ICso (KBV-1): 14,1 nM
Fr 258

Abbildung 7.8.: Fragment C Analoga.
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CRY 28

Summenformel: C4,Hs4CINSOg
Molekulargewicht: 808,36
ICso (KB-3-1): 100,6 pM
ICso (KBV-1): 410,6 nM
Fr 4082

CRY 21

Summenformel: CsgH46CIN;049
Molekulargewicht: 752,25 g/mol
ICso (KB-3-1): 3551 pM
ICs (KBV-1): 11550 nM
Fr 3253

C4,Hs4CINsOg

HO
N CRY 29
\/\>’\/- -
N=p Summenformel:

Molekulargewicht: 808,36 g/mol
1Csp (KB-3-1): 312,4 pM
1Cs (KBV-1): 3021 nM
Fr 9670

o
Hko/\ CRY 25

Summenformel: CyoHsoCINsOg

Molekulargewicht: 780,31 g/mol
ICso (KB-3-1): 789 pM
1Cso (KBV-1): 1191 nM
Fo 1510

CRY 13

Summenformel: C36H43CIN,049

Molekulargewicht: 699,19 g/mol

ICso (KB-3-1): 3750 pM
ICso (KBV-1): 893,1nM
Fr 238

OH

Abbildung 7.9.: Fragment C Analoga.
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7. Ergebnisse und Diskussion

Aktivitat, der Einfluss der Kettenlange tiberwiegt jedoch den Einfluss der Konfigura-
tion. So ist das R-konfigurierte Homo-Azid (CRY 15) wesentlich stérker biologisch
aktiv als das S— konfigurierte (CRY 26), das Azid mit der kiirzeren Kette (CRY 14)
ist aber trotz seiner S—Konfiguration um den Faktor 2 aktiver als das R— konfigurierte
Homo—Azid.

Betrachtet man die Aktivitédt aller Fragment C Analoga gegeniiber den multidrug—
resistenten KB-V1 Zellen, ergibt sich folgendes Bild. Bei allen Analoga von denen
beide Epimere synthetsisiert wurden, ist das R-konfigurierte Epimer aktiver gegen die
multi-drug—resistenten KB-V1 Zellen. Dabei zeigt das aktivste Cryptophycin CRY 11
einen Resistenzfaktor von 722, d.h. gegen die KB—V1 Zellen ist es nur im nanomola-
ren Bereich aktiv. CRY 10, das Epimer zu CRY 11, hat dagegen mit Fr = 28 einen
viel kleineren Resistenzfaktor und damit weniger Aktivitatsverlust gegeniiber den KB—
V1 Zellen. CRY 10 ist dadurch mit einem 1C50—Wert von 2,7 nM sogar aktiver gegen
KB-V1 Zellen als CRY 11 mit 6,0 nM. Bei den Allylestern CRY 16 und CRY 22 ist
es dhnlich, der S—konfigurierte Allylester CRY 16 hat einen Resistenzfaktor von 721
und das R-konfigurierte Epimer von 178. Das gegen die KB-3-1 Zellen weniger aktive
CRY 22 ist also gegen die KB-V1 Zellen aktiver verglichen mit seinem Epimer CRY
16. Bei den Sterecoisomeren CRY 29 (Fr = 9670; S-konfiguriert) und CRY 28 (Fg
= 4082; R—konfiguriert) ist ebenfalls der Resistenzfaktor des R—konfigurierten Isomers
geringer. Daher ist das R—Isomer (CRY 28) wie bei den KB-3-1 Zellen aktiver gegen
die KB-V1 Zellen als das S—Isomer (CRY 29). Bei den Aziden ist der Aktivitétsverlust
gegen die KB-V1 Zellen im Vergleich zu KB-3-1 Zellen bei dem S-Isomer (CRY 26;
Fr = 10) kleiner. Die R-Isomere CRY 15 und das um eine Methyleneinheit kiirzere
CRY 14 haben wesentlich grofsere Resistenzfaktoren. Beide liegen in derselben Grofien-
ordnung (CRY 15 Fr = 165; CRY 14 Fr = 258). Aufgrund der viel geringeren Aktivi-
tét des S-Isomers CRY 26 ist trotz des groferen Resistenzfaktors das R-konfigurierte
Isomer CRY 15 aktiver gegen KB-V1 Zellen. Der steigende Verlust der Aktivitit ge-
geniiber den multidrug—resistenten Zellen von den Allylestern, iiber die Allylether zu
den Triazol-Derivaten legt den Schlufs nahe, dass moglicherweise die steigende Pola-
ritdt dieser Derivate eine Rolle bei der Abnahme der Aktivitat spielt. Auch das sehr
polare Carbamat—Derivat CRY 21 hat einen hohen Resistenzfaktor (Fr = 3253). Durch
die Zunahme der Polaritiat konnten die Cryptophycin—Derivate bessere Substrate fiir
die multidrug—Resistenz induzierenden Effluxpumpen wie das MDR1 werden, wodurch

sie wesentlich schneller aus der Zelle entfernt werden, bzw. die ,aktive“ Konzentration
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CRY 17 CRY 18
Summenformel: C37H43CIN, 04 Summenformel: C34H39CIN, 04
Molekulargewicht: 710,20 g/mol Molekulargewicht: 671,13 g/mol
ICso (KB-3-1): 14,5 pM ICso (KB-3-1): 88,6 pM
ICso (KBV-1): 0,662 nM ICso (KBV-1): 372,2nM

Fr 46 Fr 4201

Abbildung 7.10.: Fragment D Analoga.

kleiner ist. Auch die Grofse der Reste hat eine Einflufl auf die Eignung als Substrat
fiir die Efluxpumpen, so steigt mit steigender Gréfte der Reste auch der Resistenzfak-
tor. Bei den Allylestern hat z.B. CRY 10 einen Resistenzfaktor von 28 und das um
zwei Methyleneinheiten grofere Derivat CRY 12 hat einen Resistenzfaktor von 105.
Eine Ausnahme bildet nur CRY 26 (Fgp = 10), das einen kleineren Resistenzfaktor
hat als CRY 14 (Fg = 258), obwohl dieses einen kleineren Rest besitzt. Dies beruht
wahrscheinlich auf der bereits gegen KB-3-1 Zellen sehr schlechten Aktivitat von I1Cs
= 11,5 nM. Bei der Analyse des Einflusses der Konfiguration des C* des Fragmen-
tes C zeigt sich eindeutig, dass ein R—konfiguriertes C* zu einer geringeren Abnahme
der Aktivitdt gegen die KB—-V1 Zellen fithrt und damit auch zu einem kleineren Re-
sistenzfaktor. Die Ausnahme bilden hier wiederum das Azid CRY 26 (S-Isomer), das
aufgrund seiner sehr geringen Aktivitét gegen KB-3-1 Zellen einen nur noch geringen
Verlust der Aktivitdt gegen KB-V1 Zellen zeigt. Im Vergleich mit Cryptophycin—52
(Fr = 17) haben der R-Allylester CRY 10 (Fg = 28) und das S—Azid CRY 26 (Fp —
10) vergleichbare Resistenzfaktoren, wobei die Aktivitdat des Allylester (96,1 pM) ver-
glichen mit Cryptophycin—52 (15,5 pM) etwa eine Grofenordnung kleiner ist, wahrend
die Aktivitdt des CRY 26 (11450 pM) rund drei Grofenordnungen kleiner ist.

7.4.3. Fragment D Analoga

Die Fragment D Analoga zeichnen sich durch eine hohe Zytotoxizitat aus. Das CRY 17
ist mit einem IC5,—Wert von 14,5 pM (KB-3-1) genauso aktiv wie Cryptophycin—52
(15,5 pM; KB-3-1). Das CRY 18 mit freier Carboxylgruppe im Fragment D ist mit
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88,6 pM (KB-3-1) weniger aktiv, trotzdem gehort es mit zu den aktivsten Cryptophy-
cin—Derivaten tiberhaupt. Bei der Aktivitdt gegen die multidrug-resistenten KB-V1
Zellen scheint, wie bei den Fragment C Analoga, die Polaritidt der Derivate eine Rolle
zu spielen. Das wesentlich polarere CRY 18 hat bei den KB-V1 Zellen einen 1C5,—Wert
von 372,2 nM und ist damit gegen die multidrug—resistenten Zellen um den Faktor
4201 schwicher als gegen die nicht multidrug—resistenten KB-3-1 Zellen. Das CRY
17 ist mit einem IC50—Wert von 662 pM weiterhin hochaktiv, trotzdem ist das noch
unpolarere Cryptophycin-52 mit 260,9 pM 3,4-fach aktiver.

Der Resistenzfaktor, also der Faktor des Aktivitatsverlustes durch multidrug—Resistenz,
betragt beim CRY 17 Fr = 46 und beim Cryptophycin—52 Fr = 17. Das CRY 18 hat

neben eine geringeren Aktivitéit auch einen hohen Resistenzfaktor von 4201.

7.4.4. Cryptophycin—52—Triazol-Analogon ,,Clicktophycin—52"

In fritheren SAR-Studien wurde bisher nicht untersucht, in wie weit sich strukturelle
Anderungen an beiden Amidbindungen im Depsipeptidring auf die Aktivitit auswir-
ken. Ein gutes Analogon fiir eine trans—Amidbindung ist ein 1,4-disubstituiertes 1,2,3—
Triazol. ' Das Triazol ist mit 5,1 A zwischen beiden Substituenten in a—Position des
Rings groker als eine trans—Amidbindung mit 3,8 A, aber das Triazol ist genauso wie
die trans-Amidbindung planar.™% Auch ist das Dipolmoment des Triazolringes mit
ca. 5,0 Debye!"0l gréfer als das einer trans-Amidbindung (3,7 - 4,0 Debye)."™ Trotz-
dem wird das 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazol in vielen Peptidomimetika erfolgreich als
trans-Amid—Analogon eingesetzt, z.B. bei dem HIV-1-Protease-Inhibitor Amprena-
vir,[18 oder dem Tyrosinase-Inhibitor c-[-PT-y(Triazol)-PV-].'*! Der Grund warum
Amidbindungen in Peptidomimetika durch Triazole ersetzt werden ist ihre metaboli-
sche Stabilitét. Triazole werden unter physiologischen Bedingungen nicht hydrolytisch
gespalten, oxidiert, oder reduziert. ! In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass in Cryptophycin—3 die Amid—Bindung zwischen Fragment B und Fragment C
sowohl im Festkorper, als auch in Losung als trans—Rotamer vorliegt. Die Amidbindung
zwischen dem Fragment A und dem Fragment B liegt dagegen in der cis-Konfiguration
vor.'Tl Daher sollte die Substitution der trans-Amidbindung zwischen Fragment A
und Fragment B durch ein Triazol die biologische Aktivitdt wenig bis gar nicht be-
einflussen, die Stabilitdt des Cryptophycins unter physiologischen Bedingungen aber

steigern, so dass insgesamt eine héhere Wirksamkeit erreicht wird. Ein Cryptophycin
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"Clicktophycin-52"

Summenformel: C37H45CIN,O;

Molekulargewicht: 693,23 g/mol
1Cso (KB-3-1): 1,1nM
1Cso (KBV-1): 13,2 nM

Fr 12

Abbildung 7.11.: ,Clicktophycin—52; Ein Mimetikum der trans—Amidbindung.

mit einer solchen Substitution der trans—Amidbindung zwischen Fragment B und Frag-
ment C durch ein 1,4—disubstituiertes 1,2,3—Triazol wurde von MARKUS NAHRWOLD
synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit auf seine Bioaktivitéit untersucht. 71109

Die Aktivitdt des ,Clicktophycin—52¢ ist mit einem ICs;p—Wert von 1,2 nM 70-fach
geringer als die Aktivitdt von Cryptophycin—52. Damit entspricht die Aktivitdt der
von Paclitaxel (IC5y = 1,3 nM) und ist fiir den klinischen Einsatz ausreichend. Der
Resistenzfaktor von Fr = 12 driickt den geringen Aktivitédtsverlust gegeniiber multi-
drug-resistenten KB-V1 Zellen (IC59 = 13,2 nM) im Vergleich zu nicht multidrug—
resistenten Zellen (IC5p = 1,2 nM; KB-3-1) aus. Er ist kleiner als der Resistenzfaktor
von Cryptophycin—52 (Fg = 17), nur der Resistenzfaktor von CRY 26 ist mit Fr = 10

noch kleiner.

7.4.5. RGD—-Konjugat

Die hohe Neurotoxizitét ist ein Problem beim Einsatz der Cryptophycine in der Che-
motherapie. 'l Neben SAR-Studien ist die Konjugation mit anderen Molekiilen ein
Weg um diese Nebenwirkungen zu umgehen. Die Konjugation anderer Molekiile soll
das Cryptophycinmolekiil selektiv die Krebszellen erkennen lassen, z.B. in dem es an
einen Rezeptor bindet, der nur in Krebszellen iiberexprimiert wird. Dadurch wiirden
sich die Cryptophycinmolekiile in der Néhe der Krebszellen anreichern und es wiir-
de lokal eine héhere Cryptophycinkonzentration und damit eine bessere Wirksamkeit
erreicht. Dadurch konnte das Cryptophycin systemisch in kleineren Konzentrationen

eingesetzt werden, hétte weniger Nebenwirkungen, aber trotzdem die gleiche Cryp-
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CRY 26-RGD o~ N/N\\N

Summenformel: Cg3Hg,CIN305

Molekulargewicht: 1296,86 g/mol Q = HoN

ICso (KB-3-1): 55,8 nM 9 ,&

ICs (KBV-1): 1,8uM ,,MQ\\NH o NHNH
NH NH

Fr 32
(o]
] NH NH

o
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Abbildung 7.12.: Konjugat eines Cryptophycins und eines RGD—Peptids.

tophycinkonzentration und damit Wirksamkeit an der Krebszelle wie bei vorherigen
hoher konzentrierten Anwendungen. Eine fortgeschrittenere Art von Konjugat wiére
ein Cryptophycin-Konjugat, dass biologisch inaktiv wére und erst beim Erreichen der
Krebszelle das aktive Cryptophycin freisetzt. Nebenwirkungen kénnten so effektiv ve-
hindert werden. In diesem Fall wird das inaktive Konjugat als ,Prodrug® bezeichnet,
da der aktive Wirkstoff, das ,,drug”, erst spéter bei der Freisetzung gebildet wird.

Das von MARKUS NAHRWOLD synthetisierte Konjugat von CRY 26 und dem von
SOLEDAD ROYO synthetisierten RGD—Peptide c-[-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Propargylgly-
cin-| kann unter physiologischen Bedingungen nicht gespalten werden, daher wird das
Cryptophycin nicht wieder freigesetzt. Die Untersuchung dieses Konjugates soll zeigen,
ob eine Konjugation eines grofen Molekiils, wie dem RGD-Peptid, am Fragment C
eines Cryptophycins die biologische Aktivitit wie gewiinscht herabsetzt. Im néchsten
Schritt konnten dann ,,echte” Prodrugs durch Konjugation am Fragment C synthetisiert
werden. Dazu miisste die Erkennungseinheit (z.B. RGD—Peptid) so konjugiert werden,
z.B. iiber einen selbsteliminierenden Linker (s. Abschnitt 1.2), dass in oder an der
Krebszelle das aktive Cryptophycin freigesetzt wird.

Trotz des grofsen, permanent gebundenen RGD—Peptides ist das CYR 26-RGD Konju-
gat zytotoxisch gegen KB-3-1 Zellen (IC50-Wert = 55,8 nM). Im Vergleich mit IC5q—
Werten von anderen Cryptophycinen ist die Aktivitét jedoch gering. Cryptophycin—52
ist beispielsweise um den Faktor 3 600 wirksamer. Der Eintritt des Cryptophycins iiber

die Zellmembran in die Zelle scheint auch mit dem kovalent verbundenen RGD—-Peptid
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Abbildung 7.13.: Diol des Cryptophycins—52.

im geringen Malfse, trotz mehrerer Ladungen, zu gelingen. Moglich ist die direkte Dif-
fusion iiber die Zellmembran, oder aber erst nach einer Endozytose, vermittelt iiber
Interaktionen zwischen dem RGD-Peptid und einem Integrin, {iber die das Endosom
bzw. Lysosom umgebende Membran ins Zytosol.

Der Resistenzfaktor ist mit Fp = 32 eher klein im Vergleich mit anderen Fragment
C Analoga (s. Tabelle 7.8), obwohl das Zyklopeptid aufgrund der mehrfachen Ladung
sehr polar ist. Die Aktivitdt des Konjugat gegen multidrug—resistente KB-V1 Zellen
ist mit einem 1C5p—Wert von 1,8 M rund 6800-fach geringer als von Cryptophycin—52.

7.4.6. Cryptophycin—52-Diol

Durch die Substitution des (R, R)-Epoxids in das (R, R)-Diol verringert sich die biolo-
gische Aktivitdt um das 326-fache. Ahnlich grof ist der Verlust an Aktivitit, wenn das
Epoxid zum (R, S)-Diol hydrolysiert wird. Der Literaturwert des (R, S)-Diols 1Cs
— 4,2 nMI'7 st sehr gut mit dem IC5,-Wert des (R, R)-Diols von ICsy = 5,1 nM
vergleichbar.

Ahnlich bei anderen polaren Cryptophycin-Derivaten ist die Aktivitit gegen multi-
drug-resistente Zellen bei diesem (R, R)-Diol vermindert. Wahrscheinlich ist das Feh-
len der Epoxid-Funktion mitverantwortlich fiir die geringe Aktivitdt der Diole. Die
Resistenz der Zellen gegen das Diol ist so ausgepréagt, dass es nicht moglich ist den
IC50—Wert zu bestimmen. Fiir die Bestimmung muss eine sigmoidale Dosis—Wirkungs—
Kurve aufgenommen werden. Ist der Wirkstoff sehr schwach aktiv, gelingt dies nicht.
Es ist nicht moglich so hohe Konzentrationen des Wirkstoffes im Medium der Zell-
kultur zu losen, dass alle Zellen sterben. Doch gerade dies ist notwendig, um das fiir
die Auswertung benétigte Plateau zu erhalten. Bei den Cryptophycinen kommt hinzu,

dass sie kaum wasserloslich sind. Daher werden die Stammlosungen in DMSO angelegt.
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Die Zellkultur vertragt allerdings nur 1 % DMSO im Medium. Daher ist die Maximal-
konzentration der Cryptophycine durch die Konzentration der DMSO-Stammlosung
begrenzt. Dies ist allerdings nur bei dem sehr schwach aktiven Diol ein Problem, da
alle anderen Cryptophycine eine so hohe Aktivitdt besitzen, dass die schlechte Wasser-

l6slichkeit die Messungen nicht behindern.

7.4.7. Fazit

Betrachtet man alle Ergebnisse und fasst diese zusammen, so sind am Fragment A
Konjugationen bei méfigen Aktivitdtsverlust moglich, besonders apolare Substituen-
ten zeichnen sich durch eine hohe Retention der Aktivitdt gegen multidrug—resistente
Zellen aus. Bei Konjugationen am Fragment C ist bei grofsen Substituenten mit ei-
nem starken Riickgang der Aktivitdt zu rechnen. Stark apolare Substituenten, z.B.
Alkylketten sind literaturbekannt fiir ihre hohe Bioaktivitit.!!8] Allerdings sinkt diese
drastisch mit der Kettenlédnge. In bisherigen Untersuchungen wurden nur achirale Frag-
ment C Bausteine und proteinogene L-a-Aminosiuren in SAR-Studien untersucht. 24
Dabei hat auch die Konfiguration des C* einen Einfluss auf die Bioaktivitat. Es ist vom
Substituenten abhingig, ob das R-, oder S-konfigurierte Derivat eine hohere Aktivitét
gegen KB-3-1 Zellen hat. Gegen die multidrug-resistente Zellline KB-V1 zeigten je-
doch immer die R—konfigurierten Epimere hohere Aktivitaten als die S—konfigurierten.
Anzumerken ist, dass bisher alle aus natiirlichen Quellen isolierten Cryptophycine R—
konfiguriert waren. 7108114 Wahrscheinlich ist hier ein Zusammenhang mit der Struk-
tur und dem Mechanismus der Efluxpumpe P-Glycoprotein der Grund datfiir, dieses
wurde aber nicht weiter im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Daher zeigten bei al-
len untersuchten Derivaten (auker CRY 26) die S-konfigurierten Derivate wesentlich,
z.T. mehr als das 20—fach, h6here Resistenzfaktoren gegeniiber ihren R—Stereoisomere.
Die Konjugation mittels Clickchemie scheint nicht erfolgversprechend, da alle Triazol-
Fragment C Analoga eine im Vergleich mit Cryptophycin—52 sehr geringe Aktivitdt und
zudem noch besonders hohe Resistenzfaktoren besitzen. Eine Abspaltung der Triazol-
reste erfolgt unter physiologischen Bedingungen nicht, so dass nur schlecht wirkende
und gegen multidrug—resistente Zellen fast wirkungslose Cryptophycin Analoga erhal-
ten wiirden. Das Fragment D scheint gut geeignet fiir eine Konjugation, allerdings sollte

der Substituent wiederum méglichst apolar sein.
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Abbildung 7.14.: Cryptophycin—55.

Tabelle 7.1.: IC5p—Werte einiger Mitosehemmmstoffe.

Wirkstoff — IC5p-Werte [nM] (KB-3-1) IC50~Werte [nM] (KB-V1) Fr

Paclitaxel 1,3 5800 4462
Colchicin 5,7122] 615 108
Vinblastin 45,2122 542701220 120
Vincristin 841122 - -

Ist die Synthese eines echten Prodrugs das Ziel; also eines Konjugats, das inaktiv ist
und erst in oder in der Nahe der Krebszelle das aktive Cryptophycin freisetzt, so ist eine
Konjugation mit grofsen, polaren Substituenten vorteilhaft. Dadurch sollte das Konju-
gat relativ inaktiv und auch besser wasserloslich sein. Das Problem ist die Freisetzung,
der Substituent muss vollstdndig abgespalten werden, ohne das polare Reste wie Al-
kohole oder Carboxylatreste zuriickbleiben. Dies gelingt wahrscheinlich am Besten,
in dem das Chlorhydrin (Cryptophycin—55; s. Abb. 7.14) des Cryptophycin verestert
wird. Andere Studien haben gezeigt, das solche Analoga hohe biologische Aktivitéit be-
sitzen. 262"l Wahrscheinlich wird in vivo der Chlorhydrin-Ester enzymatisch gespalten,
das Chlorhydrin reagiert dann in einer intramolekularen Sy—Reaktion zum Epoxid. (2%
Im Vergleich mit anderen Zytostatika sind die meisten hier untersuchten Cryptophycin—
Analoga hochaktive Substanzen. Die hiufig medizinisch eingesetzten Wirkstoffe Pacli-
taxcel, Colchicin und Vinblastin sind ebenfalls Mitose-Hemmstoffe wie auch die Cryp-
tophycine. Trotz ihrer hohen I1C5,—Werte sind Paclitaxel und Vincristin wirksame Arz-

neimittel in der Krebstherapie (s. Tabelle 7.1).1*21

In der Wirksamkeit sind die Cryptophycine mit den Auristatinen vergleichbar, so ist
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Abbildung 7.15.: A: Struktur von Dolstatin 10 und B: Auristatin PE.[123l

das Monomethylauristatin E mit einem 1C5o-Wert von 100 pM hoch zytotoxisch gegen
H3396 Zellen (Brustkarzinom).?! Auristatine sind synthetische Analoga des Dolasta-
tin 10 (s. Abb. 7.15) und inhibieren dhnlich der Cryptophycine die Polymerisation von
Tubulin zu Mikrotubuli.'?’!. Aufgrund ihrer hohen Wirksamkeit bei schon geringen
Konzentrationen sind die Auristatine bereits mehrfach als Wirkstoff fiir Prodrugs ver-
wendet worden. Das Tumor Targeting erfolgt bei diesen Prodrugs durch Antikoérper
gegen spezielle Antigene einzelner Krebsarten. 2412671281 Einige dieser Konjugate ha-
ben bereits in klinischen Studien ihre Wirksamkeit und Effektivitit gezeigt. 2131 Fiir
Brentuximab vedotin der Firma SEATTLE GENETICS sind alle klinischen Studien abge-
schlossen und die FDA (U.S. Food and Drug Administration) hat im August 2011 die
Zulassung erteilt. Daher ist der Einsatz der hochaktiven Cryptophycine in der Synthese

von Prodrugs dhnlich erfolgversprechend.

7.5. High Content Screening (HCS)

Die Aktivitdt der Cryptophycine wird im Rahmen dieser Arbeit mittels eines Zyto-
toxizitdts—Assays bestimmt. Die Ergebnisse dieses Assays dienen zum Einordnen und
dem Vergleich der Cryptophycine untereinander, aber auch mit anderen bekannten
zytotoxischen Substanzen bzw. Antikrebsmedikamenten. So erméglicht der Resazurin—
Assay die Bewertung struktueller Anderungen an den Cryptophycinen in Bezug auf die
Aktvitdt gegen Krebszellen (SAR-Untersuchungen; s.a. Kapitel 1.1). Allerdings wird
in allen Zytotoxizitdts—Assays und so auch beim Resazurin—-Assay die Quantitit ei-
nes Ereignisses bestimmt, dass auf mehreren, verschiedenen Wegen eintreten kann. Es
wird die Anzahl bzw. der Anteil toter Zellen in Bezug zur Gesamtzellanzahl gemes-
sen, jedoch nicht, wie der Prozess des Sterbens verlaufen ist, also wie die Zellen den

Zustand zum Zeitpunkt der Messung erreicht haben. Die Zellen konnten direkt bei
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der Zugabe der zu untersuchenden Substanz, oder aber auch erst viel spéter gestorben
sein. Auch wird nicht erfasst, ob es sich bei dem Zelltod um einen nekrotischen oder
apoptotischen Vorgang gehandelt hat, oder ob ein spezieller Signaltransduktionsweg ak-
tiviert wurde. Diese Vielzahl an Informationen kann mittels des High—content screening
(HCS) in einer Messung erfasst werden.!'3?l Es basiert auf der Fluoreszenzmikrosko-
pie und der Verwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe zur gleichen Zeit. Insgesamt
werden vier Fluoreszenzfarbstoffe in diesem Assay eingesetzt, Bisbenzimid, Calcein—
AM, Propidiumiodid und Annexin V-Cy5. Das im UV—Bereich absorbierende Bisben-
zimid (Hoechst 33342) dient als Farbstoff fiir die DNA. Dadurch ist es moglich, den
DNA-Gehalt der Zellen miteinander zu vergleichen (z.B. 2 n, 4 n). Auch die Objek-
terkennung der Software nutzt diesen Farbstoff. Da nur die DNA angefarbt wird und
diese sich im Kern befindet, der vom Zytosol umgeben ist, sind die Kerne aneinan-
der grenzender Zellen leicht als Einzelobkjekte zu identifizieren. Die Zellviabilitat wird
mittels Calcein-AM-Farbung gemessen. Das nichtfluoreszierende Calcein-AM (Calcein
0,0’-diacetattetrakis(acetoxymethyl)ester) ist der Acetoxymethylester (AM) des Fluo-
reszenzfarbtoffes Calcein. Calcein—AM kann in Zellen eindringen und wird in lebenden
Zellen durch Esterasen zu Calcein hydrolysiert.'3? Das fluoreszierende Calcein kann
aufgrund seiner hohen Ladung die Zelle nicht verlassen und markiert so Zellen mit
intaktem Stoffwechsel. Bereits tote Zellen werden von Propidiumiodid angefiarbt. Die
Zellmembran gesunder Zellen ist nicht permeabel fiir Propidiumiodid, daher wird deren
DNA nicht angefarbt. Es dringt in tote Zellen ein und interkaliert in dort vorhandene
DNA, da tote Zellen keine intakte Membran mehr besitzen. Die Zellmembran lebender
Zellen ist asymmetrisch, d.h. die Zusammensetzung der Membran ist auf der Zellaus-
senseite verschieden von der der Zellinnenseite. '3 Das Phospholipd Phosphatidylserin
ist z.B. nur auf der Innenseite der Membran lokalisiert. Leitet die Zelle die Apoptose
ein, wird diese strenge Asymmetrie gebrochen und Phosphatidylserin wird auch auf der
Aussenseite der Zellmembran gefunden. '3 Annexin V ist ein intrazellulires Protein,
das eine hohe Affinitdt fiir Phosphatidylserin besitzt. Diese Eigenschaft wird fir die
Erkennung der Einleitung einer Apoptose eingesetzt. Annexin V ist im vorliegenden
Fall mit Cyanin 5 (Cy5), einem Fluoreszenzfarbstoff, gekuppelt. Dieses Konjugat wird
als Farbelosung zu den Zellen gegeben. Da das Annexin die Zellmembran nicht {iber-
winden kann, bindet es nur an den Zellen die Phosphatidylserin auf ihrer Aussenseite
prisentieren, also den apoptotischen Zellen. '3 Die Bindung ist Ca**-Ionen abhéngig,

daher muss der verwendete Puffer bzw. Medium diese enthalten. Beim HCS sind die
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Bildaufnahme und Bildauswertung automatisiert. Die Steuerung der Bildaufnahme er-
folgt mit der Software scan"R Aquisition von OLYMPUS. Die eigentliche Auswertung
erfolgt mit dem Programm scan"R Analysis von OLYMPUS. Einzelne Zellen werden
von dieser Software erkannt. Dafiir miissen die Einstellungen, vor allem der Schwellen-
wert (Threshold), so eingestellt werden, dass moglichst alle Zellen als einzelne Objekte
erkannt werden, ohne aber eine Zelle als mehrere Objekte zu erkennen. Die zu be-
stimmenden Parameter werden aus einer Liste ausgewéhlt und jedem ein Farbkanal
zugewiesen. Diese Parameter wie beispielsweise die Intensitdt der Fluoreszenz, Form
und Grofe werden dann automatisch von der Software aus den Bildern des zugewiese-
nen Farbkanals bestimmt. Aus den bestimmten Parametern kénnen bei Bedarf weitere
Parameter berechnet werden. Diese abgeleiteten (derived) Parameter kénnen beispiels-
weise Summen, Differenzen usw. von gemessenen Parametern sein. scan”R Analysis
erfasst alle bestimmten Parameter in allen aufgenommenen Bildern. In Form von Hi-
stogrammen kénnen alle gemessenen Parameter gegeneinander aufgetragen werden. Fiir
die Auswertung werden sogenannte Regions und Gates vom Benutzer definiert. Eine
Region ist dabei eine Selektion von Zellen in Form eines Polygons in einem Histo-
gramm. Gates bestehen aus einer solchen Region oder aber auch mehrerer Regions,
die tiber Boolesche Variablen (z.B. AND, OR, AND NOT) miteinander verkniipft sein
konnen. Sie dienen daher der Gruppierung der Zellen nach ihren Eigenschaften. Das
Gate fiir lebendige Zellen wiirde die Regions enthalten, die eine hohe Intensitéit der
Fluoreszenz fiir Calcein und Bisbenzimid widerspiegeln. Zusétzlich konnten auch die
Regions die eine niedrige Intensitét fiir Propidiumiodid und Annexin V-Cyb wider-
spiegeln (s. Tabelle 7.2) fiir die Definition des Gates fiir lebendige Zellen herangezogen
werden. Die von der Software bestimmten Parameter dazu sind die Intensitat der Fluo-
reszenz der einzelnen Objekte fiir den Calcein—Farbkanal, den Bisbenzimid—Farbkanal,
den Propidiumiodid-Farbkanal und den Annexin V-Cyb5-Farbkanal. Der Vorteil des
HCS ist allerdings, dass bei der Auswertung die einzelnen Messpunkte immer mit der
Original-Fluoreszenzmikroskopieaufnahme verlinkt bleiben, so dass das korrekte Set-
zen der Gates durch Betrachten der Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen beispielhafter
Zellen kontrolliert werden kann. Das Setzen der Gates ist bei der Auswertung der
wichtigste Schritt, der mafgeblich das Ergebnis mitbestimmt. Daher ist die Mdoglich-
keit einer optischen Kontrolle und damit das Einbringen der Erfahrung des Operators
zur Definition der Gates die Stiarke des HCS. Fiir den erfahrenen Nutzer ist es haufig

aufgrund seiner téglichen Arbeit einfacher optisch zu bestimmen, wann z.B. eine Zelle
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tot ist, als durch blofses Einstellen eines Grenzwertes fiir die Fluoreszenz—Intensitét.

Die Entwicklung und Etablierung eines HCS Assays mit humanen Krebszellen, speziell
fiir die WM—-115 und KB-3-1 Zellen, ist ein Ziel dieser Arbeit. Anhand dieses Assays soll
die Unterscheidung moglich sein, ob zytotoxische Eigenschaften verschiedener Substan-
zen auf nekrotischen, oder apoptotischen Effekten beruhen. Zu Beginn miissen die Para-
meter fiir die Zellkultur bestimmt werden, beispielsweise die Anzahl der Zellen pro well,
Inkubationszeiten, geeignete Fluoreszenzfarbstoffe und Farbeprotokolle. Als Basis dient
das Protokoll zur lebend/tot Diskriminierung von RUBACH.!3"l Als Fluoreszenzfarb-
stoffe werden Bisbenzimid, Calcein—AM und Propidiumiodid gew#hlt. Das Bisbenzimid
soll hauptséchlich der Objekterkennung dienen. Calcein—AM soll selektiv die lebenden
Zellen und Zellen in einem frithen Stadium der Apoptose anfirben. Zellen in einem
sehr spaten Stadium der Apoptose oder bereits tote Zellen sollen durch eine Farbung
mit Propidiumiodid erkannt werden. Die Unterscheidung zwischen apoptotischen und
lebenden Zellen soll iiber ihre Form gelingen. Insgesamt sollen mit diesem Versuchsauf-
bau vier Zusténde unterscheidbar sein: lebend, tot, apoptotisch und nekrotisch, wobei
unter tot auch Zellen in einem sehr spaten Stadium der Apoptose fallen (s. Tabelle 7.2).
Der erste Schritt ist die Anpassung vorhandener Protokolle fiir die Aussaat, Inkubati-
on, Farbung und Messung.!'*”l Die Protokolle werden fiir humane Krebszelllinien und
die Untersuchung der im Allgemeinen langsam wirkenden Cryptophycine optimiert.
WM-115 Zellen werden aufgrund ihrer Verfiigbarkeit und Robustheit als Zelllinie zur
Etablierung dieses Assays gewéhlt. Die Kultivierung der WM-115 Zellen in den 96—well
Platten mit Glasboden ist ohne eine vorherige Beschichtung dieser moglich. In jedem
well werden 10000 Zellen kultiviert. Fiir die Cryptophycine erwiesen sich die Inkubati-
onszeiten 24 h, 6 h und 4 h als erfolgreich. Staurosporin wurde als Positivkontrolle fiir
apoptotische Effekte verwendet. Beide verwendeten Konzentrationen (500 nM, 200 nM)
induzierten bei den verwendeten WM-115 Zellen die Apoptose. Die Inkubationszeiten
waren mit 24 h und 6 h zu lang. Bereits nach 6 h waren viele spéatapoptotische Zellen
erkennbar, wiahrend nach 24 h fast ausschlieflich spéatapoptotische Zellen vorhanden
waren. Vor der Farbung wird der Uberstand vorsichtig entfernt. Dies stellt eine be-
trachtliche Fehlerquelle dieses Assays dar, denn es kénnen Zellen, vor allem abgeloste,
aus den wells mit abgesaugt werden. Das Absaugen muss daher mit besonderer Vor-
sicht geschehen. Alternativ wéire das Farben des gesamten Volumens (200 ul) jeden wells
moglich, dies wiirde aber erhebliche Mengen der Fluoreszenzfarbstoffe verbrauchen. Fiir

die Cryptophycine wurden drei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gewahlt. Aufgrund
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der verschiedenen Farbungen und der Form der Zellen ist es moglich die Zellen als tot,
lebend, apoptotisch, oder nekrotisch zu identifizieren. Die optimale Inkubationsdauer
fiir die Fluoreszenzfarbung betragt 2 h, danach nimmt die Fluoreszenz der Zellen nicht
mehr zu. Eine frithere Messung mit Zunahme der Fluoreszenzen wahrend der Mes-
sung wiirde zu Fehlern in der Auswertung fiihren, da Zellen mit gleichen Eigenschaften
verschiedene Intensititen der Fluoreszenz beséfen und dadurch unterschiedlich einge-
ordnet werden kénnten. Eine wesentlich langere Inkubationszeit hat den Nachteil, dass
einige Fluoreszenzfarbstoffe selbst zytotoxisch sind und daher bei langer Inkubation
das Ergebnis verfdlschen. Nachdem der instrumentelle Aufbau und die Fluoreszenz-
farbung etabliert waren, wurde auf KB-3-1 Zellen gewechselt. Durch die Verwendung
dieser Zelllinie sollte spéter ein Vergleich der Ergebnisse mit den multidrug—resistenten
KB-V1, einem Subklon der KB-3-1 Zellen, moglich sein. Die Kultivierung der KB-3—
1 Zellen auf den Glasboden—Platten ist nicht unproblematisch. So waren in den wells
der Negativkontrolle (nur Medium) viele lebende, aber abgeloste Zellen zu beobachten.
Dies ldsst darauf schliessen, dass fiir eine ausreichende Adhésion der KB-3-1 Zellen
eine Beschichtung des Glasbodens nétig ist (z.B. Poly(L)Lysin, Gelatine). Ein anderer
Grund fiir das Ablosen kénnte auch das Fehlen einer Inkubationskammer wéihrend der
fluoreszenzmikroskopischen Messung sein. Aufgrund der hohen Anzahl an Aufnahmen,
pro well werden 45 Fotos (4 x Farbkanile, 1xHellfeldaufnahme, 9 unterschiedliche Posi-
tionen je well) aufgenommen, dauert die Messung einer Platte rund 3 h. In dieser Zeit
kiihlen die Zellen auf RT ab, der pH-Wert des Mediums dndert sich aufgrund der feh-
lenden CO5—Atmosphére (5,3 %) und es kommt, da ohne Abdeckplatte gemessen wird,
zur Verdunstung von Medium, wodurch sich die Salzkonzentrationen erhéhen. Diese
Streffaktoren konnten ebenfalls zu der hohen Anzahl an abgelosten Zellen fithren. Da-
her ist fiir weitere Messungen der Einsatz der WM-115 Zellen dem der KB-3-1 Zellen
vorzuziehen. Dadurch ist der Vergleich der Ergebnisse der KB-3-1 Zellen mit den Er-
gebnissen der multidrug—resistenten KB-V1 Zellen nicht mdoglich. Aufserdem koénnen
die KB-V1 Zellen aus einem weiteren Grund in diesem Assay nicht eingesetzt werden.
Die von den KB-V1 Zellen exprimierte MDR1 Effluxpumpe transportiert auch den fiir
die Féarbung bendtigten Fluoreszenzfarbstoff Calcein aus dem Zytosol, [ dies konnte
auch empirisch in eigenen Versuchen gezeigt werden. Vermutlich betrifft dies auch an-
dere Farbstoffe, so dass das Ersetzen von Calcein—AM durch einen &hnlichen Farbstoff

nicht ausreichen wird, um den Assay erfolgreich bei KB-V1 Zellen einzusetzen.
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Tabelle 7.2.: Farbemuster abhédngig vom Zustand der Zellen; +: Farbstoff farbt Zellen

in diesem Zustand, —: Farbstoff farbt die Zellen in diesem Zustand nicht.

Calcein  Propidiumiodid Bisbenzimid Annexin V-Cy5 Form

tot - + (+) + rund
lebend + - + - normal
apoptotisch + - + + rund
nekrotisch - + + - rund

Im zweiten Schritt wird die Auswertung mit dem Programm scan"R Analysis von
OLyMPUS erstellt. Dazu werden Gates fiir lebende, tote, apoptotische und nekrotische
Zellen erstellt. Die Gates werden so definiert, dass Zellen mit einer Fluoreszenz der
Wellenlénge 617 nm von Propidiumiodid als tot definiert werden. Als lebende Zellen
werden alle Zellen gewertet, die nicht der Definition von toten Zellen entsprechen. Beim
Definieren der Gates werden stichprobenartig Hellfeldmikroskopieaufnahmen betrach-
tet und kontrolliert, ob die Zelle dem Zustand des definierten Gate entspricht. Die
Objekterkennung wird mittels der Bilder des Bisbenzimid-Kanals durchgefiihrt. Dies
ist besonders vorteilhaft, da durch Bisbenzimid alle Zelle gefarbt werden. Zudem sind
die Objekte meist sehr gut voneinander getrennt, denn das Bisbenzimid farbt die DNA
im Zellkern an, der vom nicht abgefédrbten Zytosol umgeben wird. Bei Verwendung
eines anderen Farbkanals wiirde nur eine Subpopulation erfasst werden, da die ande-
ren Farbstoffe nicht die Zellen in allen Stadien anférben. Die Folge wire, das mehrere
Objekterkennungen auf verschiedenen Farbkanélen durchgefiihrt werden miissen, die-
se miissten dann zusammengefiigt werden um die Gesamtpopulation zu erhalten. Die
Objekterkennung arbeitet aber nicht fehlerfrei, daher wiren viele Objekte des einen
Farbkanals nicht als Objekte des anderen Farbkanals erkannt worden, weshalb eine
Auswertung kaum moglich ware. Wird nur eine Objekterkennung durchgefiihrt, kommt
es dabei ebenfalls zu Fehlern. Dies fiihrt aber nur zum Auslassen, oder dem doppelt
Beriicksichtigen einzelner Zellen. Da die Fehlerwahrscheinlichkeit in allen wells gleich
ist kommt es zu keiner Verfédlschung der Ergebnisse. Die Form der Zelle kann ebenfalls
durch die Software beriicksichtigt werden, allerdings kann die Bestimmung der Form

nur bei Objekten des Farbkanals erfolgen der auch zur Objekterkennung dient. Da die
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Objekterkennung sinnvollerweise iiber die Bisbenzimid-Farbung erfolgen muss, kann
leider nur die Form der gefarbten DNA bestimmt werden. Diese dndert sich allerdings
in den verschiedenen Stadien zu wenig, um sie als Marker zu gebrauchen. Die Form soll-
te bei der automatischen Unterscheidung zwischen lebenden und apoptotischen Zellen
als Parameter eingesetzt werden. Da dies nicht moglich war wurde der urspriingliche
Versuchsaufbau mit drei Fluoreszenzfarbstoffen mit Annexin V-Cy5 auf vier Fluores-
zenzfarbstoffe erweitert (s. Tabelle 7.2). Mit Annexin V-Cyb ist eine direkte Férbung
nur der apoptotischen Zellen moglich und damit die Unterscheidung zwischen lebenden
und apoptotischen Zellen. Wird eine entsprechend hohe Intensitét der Fluoreszenz mit
den Wellenldngen von Calcein, Annexin V-Cy5 und Bisbenzimid detektiert, werden
sie als apoptotische Zellen betrachtet. Als nekrotische Zellen werden Zellen gezahlt die
eine bestimmte Intensitdt von Fluoreszenz der Wellenldnge von Propidiumiodid und
Bisbenzimid aufweisen. Insgesamt ahnelt das Auswertungsverfahren der Auswertung

bei der Durchflusszytometrie.
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7.6. Zytotoxizitatstabellen

7.6. Zytotoxizitatstabellen

Fragment A Analoga

Tabelle 7.3.: Ergebnisse der Zytotoxizititstests der Fragment A Analoga mit den KB-
3-1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.7

Cryptophycin  ICsp—Werte [pM] (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [pM]

CRY 30 23,3 15 - 36
CRY 31 49,6 32-77
CRY 32 89,7 71-114
Cryptophycin—52 15,5 13- 18

Tabelle 7.4.: Ergebnisse der Zytotoxizitéitstests der Fragment A Analoga mit den KB-
V1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.7

Cryptophycin ~ IC5p—Werte [pM] (KB-V1) 95 % Konfidenzintervall [nM]|

CRY 30 81,8 33 - 202
CRY 31 135,0 99 - 185
CRY 32 470,0 285 - T76
Cryptophycin—52 260,9 239 - 285
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Tabelle 7.5.: Resistenzfaktoren der Fragment A Analoga

Cryptophycin Resistenzfaktor Fpr

CRY 30 3,5

CRY 31 2,7

CRY 32 5,2
uA—C4/—Hydroxymethyl—Cryptophycin—52 (20] 27
Cryptophycin—52 17

Fragment C Analoga

Tabelle 7.6.: Ergebnisse der Zytotoxizitéitstests der Fragment C Analoga mit den KB—
3—1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.8

Cryptophycin  1C50—Werte [pM]| (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [pM]

CRY 10 96,1 85 - 109
CRY 11 8,3 67 -94
CRY 16 52,7 48 - 58
CRY 22 148,8 122 - 181
CRY 15 111,9 93 - 135
CRY 26 11450 10240 - 12800
CRY 28 100,6 75 - 135
CRY 29 3124 255 - 383
CRY 12 432.8 343 - 546
CRY 21 3551 2912-4329
CRY 25 789 684 - 910
CRY 14 54,6 39 - 76
CRY 13 3750 3133-4488
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Tabelle 7.7.: Ergebnisse der Zytotoxizitéitstests der Fragment C Analoga mit den KB-

V1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.8

Cryptophycin  1C50—Werte [nM| (KB-V1)

95 % Konfidenzintervall [nM]

CRY 10
CRY 11
CRY 16
CRY 22
CRY 15
CRY 26
CRY 28
CRY 29
CRY 12
CRY 21
CRY 25
CRY 14
CRY 13

2,7
6,0
38,0
26,6
18,4
114,5
410,6
3021
45,2
11550
1191
14,1
893,1

2-3

5-7

27 - 53

24 - 30

14 - 24

102 - 128
345 - 488
1636 - 5578
40 - 51
9409 - 14190
0,9-2

13 15
753-1059
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Tabelle 7.8.: Resistenzfaktoren der Fragment C Analoga

Cryptophycin Resistenzfaktor Fg

CRY 10 28
CRY 11 722
CRY 16 721
CRY 22 178
CRY 15 165
CRY 26 10
CRY 28 4082
CRY 29 9670
CRY 12 105
CRY21 3253
CRY 25 1510
CRY 14 258
CRY 13 238

Fragment D Analoga

Tabelle 7.9.: Ergebnisse der Zytotoxizitatstests der Fragment D Analoga mit den KB—
3—1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.10

Cryptophycin  1C50—Werte [pM]| (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [pM]

CRY 17 14,5 11-19
CRY 18 88,6 63 - 124
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Tabelle 7.10.: Ergebnisse der ytotoxizitétstests der Fragment D Analoga mit den KB-
V1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.10

Cryptophycin  1C50—Werte [nM| (KB-V1) 95 % Konfidenzintervall [nM]

CRY 17 0,662 0,7-1
CRY 18 372,2 255 - 543

Tabelle 7.11.: Resistenzfaktoren der Fragment D Analoga

Cryptophycin ~ Resistenzfaktor Fpr

CRY 17 46
CRY 18 4201
Cryptophycin—52 17

Cryptophycin—52—Triazol-Analogon ,,Clicktophycin—52"

Tabelle 7.12.: Ergebnis des Zytotoxizitétstests des ,Clicktophycin-52¢ mit den KB-3-1
Zellen; fir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin IC50-Werte [nM] (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [nM]

,Clicktophycin—52 1,1 1,0-1,2

Y
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Tabelle 7.13.: Ergebnisse des Zytotoxizitatstests des ,Clicktophycin—52¢ mit den KB-
V1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin ICso~Werte [nM] (KB-V1) 95 % Konfidenzintervall [nM]

,Clicktophycin—52 13,2 12-15

RGD—-Konjugat

Tabelle 7.14.: Ergebnis des Zytotoxizitatstests des CRY 26-RGD Konjugat mit den
KB-3-1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin  ICs0—Werte [nM]| (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [nM]

CRY 26-RGD 55,8 47 - 67

Tabelle 7.15.: Ergebnisse des Zytotoxizitéitstests des CRY 26-RGD Konjugat mit den
KB-V1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin  ICs—Werte [uM] (KB-V1) 95 % Konfidenzintervall [pM]

CRY 26-RGD 1,8 1-2

Cryptophycin—52-Diol

Tabelle 7.16.: Ergebnis des Zytotoxizitétstests des Cryptophycin-52-Diol mit den KB~
3—1 Zellen; fiir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin ICs0~Werte [nM] (KB-3-1) 95 % Konfidenzintervall [nM]

Cryptophycin-52-Diol 5,1 4-7
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Tabelle 7.17.: Ergebnisse des Zytotoxizititstests des Cryptophycin—52-Diol mit den
KB-V1 Zellen; fir die Struktur s. Abb. 7.11

Cryptophycin IC50-Werte [uM] (KB-V1) 95 % Konfidenzintervall [uM]|

Cryptophycin—52-Diol inaktiv -
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Abkurzungsverzeichnis

Rf ............. Retentionsfaktor

tp Retentionszeit (HPLC)

abs. ... ... absolutiert

ACN ... ... Acetonitril

ADMIDAS ..... benachbarte MIDAS; adjacent site MIDAS
Alloc ........... Allyloxycarbonyl-

Buli ........... n-Butyllithium

(67 circa

CA. v circa

CCRF-CEM ... humane Krebszelllinie; T-Lymphoblasten eines Kindes mit akuter
lymphatischer Leukémie; Zellen wachsen in Suspension kénnen aber

auch adhérieren

CHCA ......... 4-Chloro-«-Cyanocinnamic Acid; «-Cyano-4-hydroxy-zimtséaure

CI ............. Confidence interval; Konfidenzinertvall

CSLM ......... confocal laser scanning microscop; konfokales Laser—Scanning Mi-
kroskop

CuAAC ........ Copper—catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition; kupferkatalysierten
Azid-Alkin Zykloaddition

Cyd ..ol Cyanin 5, ein Fluoreszenzfarbstoff

DBU ........... 1,5-Diazabicyclo[5.4.0]-5-undecen

DC ............ Diinnschichtchromatographie

DCM .......... Dichlormethan

Def. ............ Definition

DHB ........... 2,5-Dihydroxybenzoeséure

DIBAL-H ...... Diisobutylaluminiumhydrid

DIC ............ Diisopropylcarbodiimid

Dimethylether .. DME
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DIPEA ........ Diisopropylethylamin

DMAP ......... 4-Dimethylaminopyridin

DMF ........... Dimethylformamid

DMSO ......... Dimethylsulfoxid

DPSS .......... diode pumped solid state; diodengepumpter Festkorper(laser)

EDC ........... N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid

EDTA ......... Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA ......... Ethylen-Glykol-bis(2-aminoethylether)-N, N ,N’, N’-tetraacetat

FBS ........... fetal bovine serum; fotales Rinderserum

FDA ........... U.S. Food and Drug Administration

Fmoc-OSu ..... Fmoc-N-hydroxysuccinimidester

GC3 ........... humane Krebszelllinie; Adenokarzinom des Darmes

€GeS, i, gesattigt(er)

HATU ......... O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N', N'-tetramethyluronium
hexafluorophosphat

HCS ........... High—content screening

HFIP .......... Hexafluorisopropanol

HOAt .......... 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt .......... 1-Hydroxybenzotriazolhydrat

HPLC .......... Hochdruckfliissigchromatographie

HV ... Hochvakuum

LV, oo im Vakuum

LoVo ........... humane Krebszelllinie; Adenokarzinom des Darmes

MALDI-ToF ... matrix-assisted laser desorption ionisation - time of flight

MDR .......... Mehrfachresistenz; multi-drug resistance

Mel ............ Methyliodid

MeOH ......... Methanol

MIDAS ........ metallionen—-abhingige Bindungstelle; metal-ion-dependent adhesi-
on site

Millipore Wasser MPW

MS ............ Massenspektrometrie

NMP ........... 1-Methyl-2-pyrrolidon

Pbf ... .. 2,2,4.6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-

PBS ........... phosphate buffered saline; Phosphatpuffer
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7.7. Veréflentlichungen im Rahmen dieser Dissertation

PCC ........... Pyridiniumchlorochromat

PE ............. Petrolether

Pipes .......... 1,4-Piperazindiethansulfonat

PPTS .......... Pyridinium-p-toluolsulfonat

PST ............ Plexin—Semaphorin-Integrin

RP-HPLC ...... Umkehrphasen-Hochdruckfliissigchromatographie

RT ............. Raumtemperatur

Sl v siehe auch

SAR ........... structure activity relationship

TBTU ......... O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’, N -tetramethyluroniumtetrafluoroborat
TFA ........... trifluoroacetic acid; Trifluoressigsaure

THEF ........... Tetrahydrofuran

TIS ............ Triisopropylsilan

10 P und

Wl oo und andere(r)

wv.am. .......... und vieles mehr

WHO .......... World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
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