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Stereochemische Eigenschaften als Diversitits-
element: Festphasensynthese cyclischer RGD-
Peptidderivate via asymmetrische Katalyse**

D. Allen Annis, Olivier Helluin und Eric N. Jacobsen*

Der Einsatz kombinatorischer und paralleler Synthesen als
eine wichtige Strategie zur Suche und Optimierung pharma-
zeutischer Leitstrukturen fiihrt zu gewaltigen und interessan-
ten Herausforderungen auf dem Gebiet der Synthesemetho-
den.l Die Erstellung von Bibliotheken mit signifikanter
struktureller und funktioneller Diversitét erfordert Reaktio-
nen, die nicht nur hoch effektiv, sondern auch sehr allgemein
anwendbar sind. Da Festphasensynthesen die beste Methode
zur Herstellung von Verbindungsbibliotheken sind, ist die
Entwicklung von Reaktionen mit immobilisierten Substraten
eine zusitzliche, besondere Herausforderung.

Trotz des bisherigen gewaltigen Fortschritts auf dem Gebiet
der Festphasensynthesen,?! haben stereoselektive Reaktio-
nen dabei eine relativ geringe Rolle gespielt.>* Eine
naheliegende Erkldrung ist die, da3 die absolute Stereokon-
trolle bei kombinatorischen Synthesen nicht wichtig ist. Wenn
moglichst viele Verbindungen hergestellt werden sollen und
das Screeningverfahren eine Bewertung der Mischungen und
die nachfolgende Identifizierung einzelner Komponenten aus
den Mischungen ermoglicht, so ist eine stereochemische
Kontrolle nicht notwendig und in der Regel auch nicht
erwiinscht. Stehen allerding die Spezifitit und Affinitit fiir
eine Zielverbindung im Vordergrund, kann die Beurteilung
stereoisomerenreiner Substanzen erforderlich sein. So kann
sich die Spezifitdt fiir verschiedene Zielsubstanzen bei
cyclischen Verbindungen, die die Aminosduresequenz Arg-
Gly-Asp (RGD) enthalten, durch geringfiigige strukturelle
und stereochemische Anderungen im Peptidgeriist verin-
dern.> ¢l Mit dem Ziel, geeignete enantioselektive Methoden
fur Festphasensynthesen zu entwickeln, die bei der Leitstruk-
tursuche und -optimierung von Nutzen sein konnen, beschrei-
ben wir hier die asymmetrisch katalysierte Ringoffnung
polymergebundener meso-Epoxide mit Trimethylsilylazid
(TMSN,)!" und die Uberfithrung der Produkte in stereoche-
misch unterschiedliche Grundstrukturen mit RGD-Pharma-
kophoren.
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Die Reaktion des an TentaGel-S-PHBE! gebundenen
Epoxyesters 2a mit TMSN; im Uberschuf in Gegenwart des
[(salen)CrN;]-Komplexes® (R,R)-1 war, wie IR-spektrosko-
pisch nachgewiesen wurde, nach 24 h vollstindig (Schema 1).
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Schema 1. Asymmetrische, durch [(salen)CrN;] 1 katalysierte Ringoff-
nung von polymergebundenem meso-Epoxid.

Das Produkt wurde isoliert, und {iiberschiissiges Reagens
sowie der Katalysator wurden abfiltriert. Nach Abspaltung
der Silylgruppen mit Trifluoressigsdure in Methanol wurde
der polymergebundene Azidoalkohol 3a erhalten. Die Ab-
spaltung durch Umsesterung mit MeOH/DMF/Et;N (9/1/1)
lieferte 16sliches 4a in >95 % Ausbeute und mit 92 % ee, wie
'"H-NMR-spektroskopisch und gaschromatographisch nach-
gewiesen wurde. Diese asymmetrische Festphasenreaktion
wurde mit einer Reihe anderer meso-Fiinfringepoxide ge-
testet (Schema 2). In allen Fillen erfolgte die Epoxidringoff-
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Schema 2. Enantioselektivititen der asymmetrischen Ring6ffnung einiger
polymergebundener meso-Epoxide.

nung problemlos unter Bildung des jeweiligen Azidoalkohols
mit guten bis hervorragenden Enantiomereniiberschiissen.
Nachdem polymergebundene Epoxide sich als potentielle
Substrate fiir eine asymmetrische Ringoffnung erwiesen
hatten, wurden die erhaltenen optisch aktiven Azidoalkohole
auf ihre Verwendbarkeit als konformativ eingeschrinkte
Template untersucht, die die phamakophore RGD-Gruppie-
rung enthalten. Die Synthesen der cyclischen Verbindungen
(5,9)-9, (R,R)-9, (R,S)-12 und (§,R)-12 sind im Schema 3 und 4
wiedergegeben. Die Acylierung des trigergebundenen Alko-
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Schema 3. Stereochemische Kontrolle durch Wahl der Acylierungsbedin-
gungen. a) FmocAsp(OrBu), DIC, DMAP, DMF, 100 %; b) Mischung aus
FmocAsp(OrBu) und PPhy/DEAD, THF, 0°C, 90 % (45 % trans-Produkt).
— Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl; DIC = N,N'-Diisopropylcarbodii-
mid; DMAP = 4-Dimethylaminopyridin; DEAD = Diethylazodicarboxy-
lat.

hols (S,5)-3a mit FmocAsp(OrBu) gab den trans-Azidoester
(8,5)-5 in quantitativer Ausbeute (Fmoc = 9-Fluorenylmeth-
oxycarbonyl). Die Veresterung unter Mitsunobu-Bedingun-
gen!'” lieferte den entsprechenden cis-Azidoester (R,S)-6.
Durch die Art der Veresterung kann somit zusitzliche
stereochemische Diversitit erreicht werden. Die durch HPLC
bestimmte Diastereoselektivitdt betrdgt >15:1. Ausgehend
von 5§ und 6 wurden die RGD-Sequenz-haltigen, cyclischen
Peptide nach bekannten Festphasenmethoden hergestellt.['!]
Die Abspaltung vom Tragerharz und die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen erfolgten in einem Schritt. Durch
priaparative HPLC wurden die Makrocyclen (S,S)- und (R,R)-
9 mit dem Cyclopentylring in trans-Konfiguration als farblose
Feststoffe in 64 bzw. 58 % Gesamtausbeute isoliert. (R,S)- und
(S,R)-12, deren Cyclopentylring in cis-Konfiguration vorliegt,
wurden analog in 59 bzw. 48 % Gesamtausbeute erhalten.
Um den Einflu der Geriistkonfiguration auf die Kon-
formation des RGD-Pharmakophors beurteilen zu konnen,
wurden die Strukturen der Makrocyclen in Losung anhand
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von 2D-NOESY-NMR-Spektren in [Dg]DMSO durch
Abstandsgeometrie/Energieminimierungs-Methoden be-
stimmt.[' Abbildung 1 zeigt die Konformationen der cycli-
schen Peptide niedrigster Energie in Losung. (S,5)-9 weist

(R5)-12 (5R-12

Abb. 1. Strukturen cyclischer RGD-Peptide in Losung, die durch asym-
metrische Ringoffnung von polymergebundenen Epoxiden erhalten wur-
den. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Seitenketten weg-
gelassen.

eine ebene Struktur mit einem Typ-II'-G-Turn infolge einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Harnstoffcarbonyl-
und der Glycin-NH-Gruppe auf, und die RGD-Sequenz liegt
in einer gestreckten Konformation vor. Dagegen liegt in (R,R)-
9, das aus dem enantiomeren trans-Aminoalkohol hergestellt
wurde, ein Typ-I-g-Turn vor, und die RGD-Sequenz ist im
Bereich des Glycinrestes abgeknickt. Enantiomere Template
bewirken somit unterschiedliche 5-Turns, die eine drastische
Konformationsdnderung des RGD-Pharmakophors zur Folge
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Schema 4. Synthese von die RGD-Sequenz enthaltenden Makrocyclen. a) Piperidin/DMF (1/4); b) FmocArg(Pmc)Gly, HBTU, DIPEA, DMF; c) SnCl,,
Et;N, PhSH, THF; d) 2m Phosgen in PhMe, DIPEA, DMAP, THEF, 0°C; e) p-4-NO,PheOAll, DIPEA, DMAP, DMF; f) [Pd(PPh;),], CHCL/HOAc/
Morpholin (37/2/1); g) HATU, HOAt, DIPEA, THF; h) TFA/H,0/Me,S (90/5/5); j) L-4-NO,PheOAll, DIPEA, DMAP, DMF. - Pmc=272,578-
Pentamethylchroman-6-sulfonyl; HBTU = Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat; DIPEA = Diisopropylethylamin; All=
Allyl; HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N' N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat; HOAt = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol; TFA = Trifluor-

essigsdure.
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haben. (R,S)- und (S,R)-12, die aus den enantiomeren cis-
Aminoalkoholen synthetisiert wurden, enthalten y-Turns an
den Glycinresten; die Orientierung des y-Turns ist jedoch
wegen der Rotation um die D-G- und G-R-Amidebenen in
bezug auf die Asp- und Arg-Seitenketten verschieden. Daraus
resultiert eine entgegengesetzte Faltung der RGD-Gruppie-
rung in (R,S)- und (S,R)-12.

Die signifikanten Konformationsunterschiede bei den ste-
reoisomeren Peptiden veranlafiten uns, ihre Affinitdt zu den
Integrinen a5 and o35 zu vergleichen.['¥! Selektive Inhibi-
toren von a.f3; sind als Suppressoren tumorinduzierter An-
giogenese vielversprechende Substanzen in der Krebsthera-
pie, wihrend ay,f;5-Inhibitoren als potentielle Antithrombo-
tika interessant sind.’! Alle Verbindungen weisen a,f3;-
Affinitdt auf, aber es bestehen erhebliche Unterschiede in
der Selektivitit fiir die beiden Integrinrezeptoren (Tabelle 1).

Tabelle 1. Inhibierung der Integrinbindung durch cyclische, RGD-Se-
quenz-haltige Verbindungen.

Verbindung a,Bi a3 B
Selektivittle!
(5.5)-9 0.6 280 470
(R.R)-9 24 >10° > 40000
(R,5)-12 6.0 120 20
(S,R)-12 1.7 >10° > 500000

[a] ICs, [uMm], Pldttchenadhision an Osteopontin. [b] ICs, [um], Pldttchen-
adhision an Fibrinogen. [c] ICsy(ay,B3)/I1Cso(at,33)-

So bindet (S,R)-12 dreimal stirker an a,f; und mehr als vier
GroBenordnungen weniger stark an o,B; als (R,S)-12.04
Wenn 12 als Diastereomerengemisch aus racemischem Azi-
doalkohol 3a hergestellt worden wire, wire die bedeutende
a,B5-Spezifitit nicht erkannt worden.

Die Unterschiede der Konformation, Affinitdt und Selek-
tivitdt der hier untersuchten cyclischen Peptide basieren auf
den stereochemischen Verdnderungen im Aminoalkohol-
Riickgrat, und unterstreichen somit die zukiinftige Bedeutung
enantioselektiver Reaktionen bei der Herstellung von Sub-
stanzbibliotheken. Die Isolierung und Reinigung der Pro-
dukte wird bedeutend vereinfacht, indem die enantioselektive
Reaktion mit polymergebundenen Substraten durchgefiihrt
wird. Noch wichtiger ist, daf} die Festphasensynthese die
Moglichkeit bietet, die Substanzbibliotheken nach dem
»Split-pool“-Verfahren unter gleichzeitiger Ringdffnung dhn-
licher polymergebundener Epoxide herzustellen.

Eingegangen am 12. Februar 1998 [Z11471]
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