ZUSCHRIFTEN

wissriger HCI (1M, 5 mL) gestoppt. Standardaufarbeitung und Filtration
iiber Kieselgur ergaben reine a,f3-ungesittigte Ester 2 (>98 %).
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Die Synthese von a,f-ungesittigten Estern durch Peterson-Eliminie-
rung ist dadurch begrenzt, dass lediglich nicht enolisierbare Carbo-
nylverbindungen und fert-Butyl-bis(trimethylsilyl)acetat eingesetzt
werden konnen; sieche Lit. [6d].

J. Castells, F. Lopez-Calahorra, Z. Yu, Tetrahedron 1994, 50, 13765 -
13774.

J.M. Concellén, P.L. Bernad, J. A. Perez-Andrés, Angew. Chem.
1999, 111, 2528-2530; Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 2384 -2386.
Neuere Ubersichten zur Anwendung von Sml, in der organischen
Synthese: a) A. Krief, A. M. Laval, Chem. Rev. 1999, 99, 745-777,
b) G. A. Molander, C. R. Harris, Tetrahedron 1998, 54, 3321-3354.
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Die Kopplungskonstanten zwischen den olefinischen Protonen der
Verbindungen 2a und 2d betrugen 15.7 bzw. 16.3 Hz, was mit
gemittelten Literaturwerten fiir J,,,, in Einklang ist.

N. Asao, T. Uyehara, Y. Yamamoto, Tetrahedron 1988, 44,4173 —4180.
O. Piva, Tetrahedron 1994, 50, 13687 -13696.

Die Kondensation der Bromesterenolate mit Aldehyden ergibt selbst
bei niedrigen Temperaturen ein Gemisch aus den Verbindungen 1 und
den entsprechenden a,3-Epoxyestern (Darzens-Reaktion).

Auch bei anderen Sml,-Reaktionen wurden &dhnliche Modelle von
Sechsring-Ubergangszustéinden zur Erklirung der Selektivitit heran-
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Wurden diese Reaktionsmischungen mit D,0O hydrolysiert, konnte
kein Einbau von Deuterium in die isolierten a-Hydroxyester nach-
gewiesen werden.

Die Kopplungskonstanten zwischen den olefinischen Protonen der
Verbindungen 4a, 4b und 4c¢ wurden zu 14.9, 153 bzw. 152 Hz
bestimmt — in Einklang mit gemittelten Literaturwerten fiir J,,,,,.

Kohlenhydratderivate im Wirkstoffdesign am
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Die Verbesserung der Pharmakokinetik und -dynamik
unter Erhaltung der Aktivitidt und Selektivitidt von Wirkstof-
fen ist eine wichtige Aufgabe moderner Pharmaforschung.
Kohlenhydrate haben in der Entwicklung neuer Wirkstoffe

ein

Potential, das bisher bei weitem noch nicht ausgeschopft

wurde. Wir mochten hier zeigen, dass die Eigenschaften von
Peptiden durch Modifikationen mit Kohlenhydratderivaten in
positiver Weise beeinflusst werden konnen. Zuckerderivate
konnen im Peptidriickgrat und/oder in Seitenketten einge-
baut werden. Beide Moglichkeiten und ihr unterschiedlicher
Einfluss auf Struktur und Wirkung werden am Beispiel von
biologisch aktiven, cyclischen RGD-Peptiden im Folgenden
beschrieben.

Bereits in fritheren Arbeiten demonstrierten wir, dass sich
durch den Einbau von Zuckeraminosiuren (sugar amino acid,
SAA) die Konformation von cyclischen Peptiden vorhersag-
bar formen lisst.l!! Nun gehen wir einen Schritt weiter und
zeigen erstmalig, wie man dieses Wissen nutzen kann, um
hochaffine Peptidwirkstoffe zu erhalten. Als Leitstruktur zur
Derivatisierung des RGD-Motivs dient das cyclische Penta-
peptid cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-), das selektiv an a,f5-
Integrine bindet.”! Die Integrine befinden sich auf der
Oberfliche verschiedener Zelltypen und spielen bei Zell-
Matrix-Wechselwirkungen und in der Tumorgenese eine
entscheidende Rolle. Dies weckte das pharmakologische
Interesse an «,f3;-Antagonisten, insbesondere hinsichtlich
der Blockade der tumorinduzierten Angiogenese.”) Im Ver-
lauf eines ausgedehnten Screenings von Peptidmimetikal>®!
stieBen wir auf das cyclische Peptid cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-
Phe-N(Me)Val-)Bl das unter der Bezeichnung EMD121974
von der Firma Merck KGaA zurzeit in der klinischen Phase II
als Tumortherapeutikum getestet wird.
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Frithere Versuche, RGD-Peptide durch Kohlenhydrate zu
derivatisieren, fiihrten zu einer Abnahme ihrer biologischen
Aktivitit.[] Entsprechend den Anforderungen des Rezeptors
an den Liganden wurde nun eine strukturell modifizierte
Zuckeraminosiure, welche die beiden Aminosidurereste D-
Phe-Val ersetzen soll, in die Sequenz des Cyclopeptids
eingebaut (Abbildung 1). Aus Untersuchungen iiber die
Struktur-Wirkungs-Beziehung der Leitstruktur ist bekannt,
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Abbildung 1. Die benzylierte Zuckeraminosdure SAA, integriert als
Geriistmimetikum in die cyclischen RGD-Peptide 1 und 2. Die Kon-
formationen in DMSO wurden durch NMR-Spektroskopie und Molekiil-
dynamik-Rechnungen aufgekldrt.!’!

dass der hydrophobe Charakter des Phenylalanins aktivitits-
steigernd wirkt?d und dass die Riickgratkonformation der
Reste D-Phe-Val dhnlich einer SII'-Schleife sein sollte, um die
pharmakophore Sequenz RGD in eine geknickte, a,f;-
selektive Anordnung zu zwingen (Abbildung 2).?3 Beide
Anforderungen erfiillt die neue Zuckeraminosiure,’! deren
Struktur aus Abbildung 1 zu ersehen ist: Sie ist ein hydropho-
bes p-Schleifenmimetikum. Peptide mit beiden SAA-Ano-
merenP! wurden synthetisiert (Abbildung 1, 1 und 2), ihre
Strukturen NMR-spektroskopisch aufgeklirt und ihre bio-
logische Aktivitit untersucht.?d

Die SAA-modifizierten Cyclopeptide zeigen wie erhofft
eine hohe a,f3;-Aktivitit von ICs, =150 nMm (1) bzw. 25 nM (2)
(Tabelle 1). Unerwartet dagegen ist die ebenso hohe Aktivitit
von 2 gegeniiber dem ay,35-Rezeptor (ICs;=13.4 nm). Cha-
rakteristisch fiir a;,f3;-selektive Antagonisten ist die gestreck-
te RGD-Anordnung (Abbildung 2).11 Strukturanalyse und
Dynamiksimulationen” der beiden SAA-Peptide erklidren
den Sachverhalt: Wihrend die Konformation der a-Verbin-
dung dhnlich der Leitstruktur ist, d. h. die fiir a,5;-Selektivitét
typische geknickte Form annimmt, steht das 5-SAA-Peptid 2
in konformativer Hinsicht zwischen «,f3;- und a,3;-Antago-
nisten. Unterschiede zeigen sich auch im dynamischen Ver-
halten beider Verbindungen. Im Unterschied zum a-SAA-
Peptid 1 weist das [-SAA-Peptid 2 eine ausgeprigtere
Flexibilitdt auf, die der Struktur in Losung sowohl die
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Abbildung 2. Struktur-Wirkungs-Beziehung cyclischer RGD-Peptide. Die
RGD-Konformation der a- (1) und der -Verbindung (2) sind typischen
a,Bs und apf;-Antagonisten gegeniibergestellt, dem Leitpeptid cyclo-
(-RGDfV-) und der Verbindung cyclo(-p-Abu-NMeArg-Gly-Asp-Mamb-)
(Abu = a-Aminobuttersiure, Mamb = m-(Aminomethyl)benzoesiure).l%!
Der Blick auf die pharmakophore RGD-Einheit (Mitte) ist parallel zur
Ringebene der Cyclopeptide (die Blickrichtung ist in der linken Spalte
jeweils durch einen Pfeil markiert).

Tabelle 1. Inhibierungsverhalten der verschiedenen RGD-Peptide beziig-
lich der Bindung von Vitronectin an den isolierten «,/3;-Rezeptor sowie der
Bindung von Fibrinogen an den isolierten ay,3;-Rezeptor. Als Standard
gilt das lineare Peptid GRGDSPK.

Verbindung 1Cy, [nM]
a.fs amBs aBs

GRGDSPK 210 1700 > 10000
cyclo(-RGD{tV-) 2.5 8000 320

1 150 720 935

2 25 13.4 >10000
11 55 > 10000 2750
12 0.8 1910 24.7
13 15 450 > 10000
14 21 5000 970
15 30 > 10000 1000
16 5.9 > 10000 4000
17 6.9 6000 6000
18 2.7 6000 480
19 15 > 10000 6000
20 14 > 10000 >10000
21 1.0 > 10000 610
22 1.8 7300 260

geknickte als auch die gestreckte Konformation zugidnglich
macht. Die Struktur kann sich daher leicht beiden Rezeptor-
taschen anpassen: Hohe Aktivitdt gepaart mit dem Verlust
der Selektivitit ist die Folge.

Eine weitere Moglichkeit, das Leitpeptid mit Zuckern zu
modifizieren, besteht in der Glycosylierung der Seitenketten
des Peptids. Hier liegt der Schwerpunkt darauf, Einfluss auf
die pharmakokinetischen Eigenschaften des Peptids zu neh-
men,® idealerweise unter Erhaltung seiner Aktivitit und
Selektivitdt. Anders als im Fall der vorgestellten Geriistmi-
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metika 1 und 2 sollte die Strukturinduktion auf die RGD-
Einheit im Cyclus eher gering sein. Wie aus fritheren Studien
hervorgeht, verlaufen nichtkonservative Substitutionen des
Valinrestes im Leitpeptid meist unter geringem Aktivitéts-
verlust.2d

In einer systematischen Seitenkettensubstitution des Valin-
restes mit Kohlenhydraten unterschiedlicher Lédnge und
Funktionalitdt sollte der Einfluss der Substitution auf die
biologischen Eigenschaften des Peptids untersucht werden.
Schema 1 zeigt die erstmalig synthetisierten Verbindungen
11-14,%1 1501 16, 17,°5 191 18 -21,09 und 22.°¢ Die Ver-
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der, auf denen sich der Tumor klar vom umgebenden Gewebe
abgrenzt.['!

Die vorliegenden Untersuchungen machen deutlich, dass
sich durch den Einbau von Zuckerderivaten in biologisch
aktive Peptidsequenzen neue Bereiche in der Wirkstofffor-
schung erschlieen lassen. Wir zeigten, dass Zuckeramino-
sduren als Bestandteil eines Peptidriickgrats dessen Dyna-
mikspektrum erweitern und neue Konformationsrdume er-
offnen konnen. Im direkten Wirkstoffdesign helfen sie so, die
bioaktive Gruppe auf verschiedene Rezeptorsubtypen zu
justieren, im indirekten, die bioaktive Konformation auf-
zuspiiren. Die Seitenketten-Deriva-
tisierung mit Zuckern kann ebenfalls
Einfluss auf die Aktivitdt und die
Selektivitdt von Peptidwirkstoffen
haben, obwohl sie bisher eher fiir
die Optimierung der Pharmakokine-
tik eingesetzt worden ist. Die hier
gezeigten Ergebnisse lassen die An-
nahme zu, dass der Einsatz von
Kohlenhydraten zu einem Standard-
werkzeug bei der Optimierung von
Peptidwirkstoffen werden kann.

(e}

N

Eingegangen am 14. Februar 2000 [Z14693]

12: R1=H, R2=0OH; R=Ac 17: X=0OH 19:n=1;X=0H
13: R1=0OH,R2=H;R=H 20: n=4; X = NHAc
14: R'=OH,R?=H; R=Ac 21:n=4;X=0H

Schema 1. Die C- und N-glycosylierten RGD-Peptide cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Xaa-) 11-14 und
cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Xaa-) 15-22. Abgebildet sind die Strukturformeln des Seitenketten-deriva-

tisierten Restes Xaa.

bindungen von 12, 14 und 16 lehnen sich an die natiirliche N-
Glycosid-Proteinglycosylierung durch Glucosamin an. Um
einen eventuellen Finfluss der N-Acetylgruppe zu unter-
suchen, wurden auch die Glucosederivate 11, 13 und 15
eingebaut. Insbesondere die C-Glycosidderivate 11-15 und
18-22 sollten auf pharmakologisches Interesse stolen, da die
Verkniipfung als enzymatisch sehr stabil gilt.

Alle Verbindungen zeigen eine sehr hohe a,f(;-Affinitit
(IC5y=0.8-1.8 nm) und Selektivititen, die z. T. sogar die der
Leitstruktur iibertreffen. Auffallend und bemerkenswert sind
dabei die sehr hohe Selektivitit der Verbindungen 20 und die
hohe Aktivitdt von 12 auch gegeniiber o,fs, die auf eine
zusitzliche, ansonsten untergeordnete Wechselwirkung der
Seitenkette mit dem Rezeptorsubtyp zuriickzufiihren sein
konnte. Mittlerweile wurde auch gezeigt, dass sich die Seiten-
ketten-Glycosylierung positiv auf die Pharmakokinetik von
Peptiden, die als Tracer in der nuclearmedizinischen Diagnos-
tik eingesetzt werden, auswirkt.''l In 20 wurde p-Phe mit D-
Tyr substituiert, um eine radioaktive Markierung mit ver-
schiedenen lod-Isotopen durchfithren zu konnen. Die phar-
makokinetischen Untersuchungen ergaben, dass im Vergleich
zur nichtglycosylierten Verbindung die Aktivitdtsaufnahme in
der Leber stark gesenkt, die anfingliche Aktivitdtskonzentra-
tion im Blut verdoppelt und die Tracer-Akkumulation im
Tumorgewebe deutlich verbessert werden konnte. Dariiber
hinaus lieferten erste y-Kameraaufnahmen mit dem !ZI-
markierten Peptid an Osteosarkom-tragenden Méusen Bil-
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AcO 1. LiAIH,, THFS?!
2. Fmoc-Cl, 10-proz. Na,CO4l5¢!

3. TEMPO, NaOClI,
OBn BuyNCI, NaBr, CH,Cl,!5
50:6=1:1

OH

(¢}
BnO%
BnO NHFmoc
OBn

Fmoc-a/f-SAA(Bn)3-OH  31%

Schema 2. Synthese von Fmoc-a/-SAA(Bn);-OH. Fmoc =9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl, TEMPO = 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinoxyl-Radikal.
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H%N/\COOH
0C

OH  Fm

Schema 3. Synthese eines Glycopeptoid-Bausteins.
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bach, H. Kessler, G. Stocklin, M. Schwaiger, J. Labelled Compd.
Radiopharm. 1998, 40, 853—856; b) R. Haubner, H.J. Wester, R.
Senekowitsch-Schmidtke, B. Diefenbach, H. Kessler, G. Stocklin, M.
Schwaiger, J. Nucl. Med. 1999, 40, 1061 —1071.
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Neue chirale Auxiliare fiir den Aufbau
quartirer Stereozentren durch
kupferkatalysierte Michael-Reaktionen**

Jens Christoffers* und Alexander Mann

Der enantioselektive Aufbau quartérer Stereozentren stellt
nach wie vor eine grofle Herausforderung fiir den synthetisch
arbeitenden Chemiker dar.! Wir berichten hier iiber eine
neue Kupfer(i)-katalysierte, auxiliarvermittelte Michael-Re-
aktion, die den Aufbau quartdrer Kohlenstoffzentren bei
Raumtemperatur mit iiber 95% ee ermoglicht (siehe Sche-
ma 1). Die Michael-Reaktion ist eine klassische Methode zur
Kniipfung von C-C-Bindungen und wird iiblicherweise durch
starke Brgnstedt-Basen katalysiert.’J Um die damit verbun-
denen Nachteile zu umgehen, kamen in den letzten Jahren
Ubergangsmetallverbindungen als Katalysatoren zum Ein-
satz,l’! die dank milderer Reaktionsbedingungen eine deutlich
gesteigerte Chemoselektivitit zur Folge haben. Zudem bietet
diese Strategie die Moglichkeit einer asymmetrischen Uber-
gangsmetallkatalyse durch Verwendung chiraler Liganden.
Fiir die Reaktion von 1,3-Dicarbonylverbindungen mit a.,f3-
ungesittigten Ketonen wurde in den vergangenen Jahren eine
Reihe von chiralen Katalysatoren beschrieben. Hier ist vor
allem die von Shibasaki et al. entwickelte Heterodimetall-
katalyse der Michael-Reaktion durch den Lanthan-Natrium-
2,2'-Dihydroxy-1,1'-binaphthyl(LSB)-Katalysator hervorzu-
heben, die den derzeitigen Stand der Entwicklung darstellt.!
Allerdings sind die Reaktionsbedingungen auch hier basisch,
und ferner sind zum enantioselektiven Aufbau quartdrer
Stereozentren tiefe Reaktionstemperaturen erforderlich.

Eine zweite Strategie ist die Derivatisierung des Michael-
Donors mit einem chiralen Amin als Auxiliar zu einem Imin
oder Enamin, welches im Anschluss mit dem Michael-
Acceptor umgesetzt wird.[’)’ Werden von B-Oxoestern ab-
geleitete Enaminoester nach dieser Methode eingesetzt, so
muss in Gegenwart einer stochiometrischen Menge an Lewis-
Saure, unter erhohtem Druck oder bei tiefen Temperaturen
gearbeitet werden, um akzeptable Ausbeuten und Selektivi-
titen zu erhalten.”] Kiirzlich berichteten wir iiber die Ni-
katalysierte Umsetzung von cyclischen $-Oxoestern in Ge-
genwart von 1,2-Diaminocyclohexan.l®l Dabei gelang es uns,
das Michael-Produkt 6a bei Raumtemperatur und unter nicht
wasserfreien Bedingungen mit 91% ee zu synthetisieren.
Ahnlich gute Resultate lassen sich mit dem LSB-Katalysator
erst bei —50°C (93% ee) erzielen.”) Koga et al. erreichten
unter Verwendung eines chiralen Auxiliars und einer stochio-
metrischen Menge Base bei —100°C 90 % ee.!'% Im Folgenden
beschreiben wir eine neue Klasse von Auxiliaren fiir die
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