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1. Einleitung

1. Einleitung

Das menschliche Blutgerinnungssystem ist ein fein reguliertes Netzwerk biochemischer
Prozesse, die eine normale Blutstillung gewéhrleisten und notwendige Reparaturprozesse
nach Verletzungen einleiten. In einem funktionierenden Blutgerinnungssystem besteht eine
lebensnotwendige Balance zwischen pro- und antikoagulativen Ablaufen. Eine Unterfunktion
oder das Ausbleiben der Blutgerinnung kann selbst bei kleinen Verletzungen zu massiven
Blutungen fiihren; andererseits begiinstigt eine erhohte Gerinnungsneigung die Entstehung

von Thromben und birgt somit eine hohe Gefahr von Thrombosen und Embolien.

1.1. Das Blutgerinnungssystem

Die Blutstillung wird in zwei miteinander gekoppelte Prozesse unterteilt, die priméire und die
sekundédre Hdmostase.

Unmittelbar nach einer Verletzung filihrt die primére Hadmostase zur Bildung eines
vorldufigen, reversiblen Thrombozytenpfropfes durch Anlagerung von Thrombozyten an die
Wundrénder. Der bei einer Gefallverletzung exponierte von-Willebrand-Faktor dient dabei als
Anker fiir die Plittchen-Adhédsion und die tliber ihre GP-Ib/IX-Rezeptoren angelagerten
Blutplittchen werden aktiviert. Dadurch kommt es zu einem Gestaltwandel (shape change)'
der Thrombozyten wund einer damit verbundenen Freisetzung von Serotonin,
Adenosindiphosphat (ADP), Pliattchenfaktor 4 und anderen Mediatorstoffen. Serotonin fiihrt
zur lokalen Vasokonstriktion im verletzten Gewebe und unterstiitzt somit die Blutstillung,
ADP aktiviert weitere Blutpldttchen und Pléttchenfaktor 4 inaktiviert zusitzlich das
gerinnungshemmende Heparin. Der Zeitraum zwischen der Verletzung und der Bildung des
Primédrverschlusses wird als Blutungszeit bezeichnet und betrdgt normalerweise 2-3 Minuten.
Allerdings ist der zunéchst entstandene Thrombozytenpfropf nicht fiir einen dauerhaften
Verschluss der Wunde geeignet [Triplett, 2000; Geiger, 1999].

Die sekundidre Hamostase, die eigentliche Blutgerinnung, fiihrt zur Bildung eines stabilen
Gerinnungsthrombus und gewihrleistet einen sicheren Wundverschluss. Innerhalb der
Blutgerinnung unterscheidet man klassischerweise zwei Aktivierungskaskaden: den
extravaskuldren (extrinsischen) Weg und den intravaskuldren (intrinsischen) Weg. Wahrend
die Gerinnungsaktivierung iiber die extrinsische Kaskade innerhalb weniger Sekunden
stattfindet, lauft der intrinsische Weg deutlich langsamer ab [Davie et al., 1991].

Bei den meisten an der Blutgerinnung beteiligten Faktoren (II, VII, IX, X, XI, XII, Protein C)

handelt es sich um Trypsin-artige Serinproteasen mit den drei Aminosduren Serinl95,

' Englische und lateinische Fachbegriffe werden im Folgenden durch kursive Schreibweise gekennzeichnet.
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Histidin57 und Aspartat102 im aktiven Zentrum. Diese Proteasen besitzen am Boden ihrer
S1-Bindetasche (4bb. 1) in Position 189 eine Asparaginsdure und spalten daher
Peptidbindungen ihrer Substrate C-terminal von den basischen Aminosduren Arginin oder
Lysin. Im Blutkreislauf liegen die Gerinnungsfaktoren zunéchst in ihrer inaktiven Proform
(als Zymogene) vor und werden durch proteolytische Aktivierung in ihre enzymatisch aktive
Form” umgewandelt. Dadurch kommt es zu einem kaskadenartigen Ablauf der Blutgerinnung.
Die Faktoren V, VIII und Protein S wirken als Kofaktoren und besitzen selbst keine
proteolytische Aktivitdt. Faktor XIII gehort nicht zu den Serinproteasen, es handelt sich
hierbei um eine Transglutaminase (vgl. auch 4bb. 2) [Voet u. Voet, 1992; von Depka-
Prondzinski et al., 2002].

Abb. I: Standardnomenklatur nach Schechter u. Berger. Aminosédurereste des Substrates oder Substrat-
analoger Inhibitoren werden mit ,,P*“ (fiir ,,Peptid“) bezeichnet, die Bindungstaschen an der
Enzymoberflache mit ,,S*“ (fiir ,,Subsite). Die Protease spaltet das Substrat zwischen dem P1- und
P1°-Rest [Schechter u. Berger, 1967].

Die meisten enzymatischen Reaktionen der Gerinnungskaskade finden auf einer
Phospholipidoberflache (PL) statt. Solche Oberflichen werden vor allem durch aktivierte
Pléttchen, aber auch beschadigte GefaBzellen bereitgestellt. Dies begrenzt die Koagulation auf
den Ort der Verletzung und verhindert eine systemische Gerinnungsaktivierung. Die Bindung
von Gerinnungsfaktoren auf der Phospholipidoberfliche wird durch ihre Gla-Doméinen
ermoglicht, welche die ungewohnliche Aminoséure y-Carboxyglutaminsdure enthalten. Diese
Komplexbildung ist Calcium-abhéngig und entscheidend fiir die Aktivierbarkeit der

Gerinnungsfaktoren. Hat die y-Carboxylierung der Glutaminsdurereste nicht stattgefunden

? Die aktive Form von Gerinnungsfaktoren wird durch ein kleines ,,a“ (z.B. Faktor Xa) gekennzeichnet.
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oder ist Calcium nicht in ausreichenden Mengen vorhanden, ist eine Komplexbildung auf der
Phospholipidoberflaiche nicht mdéglich und die Aktivierungskette wird unterbrochen. Die
Calcium-Abhéngigkeit dieser Reaktionen ermdglicht aulerdem die Nutzung von
Komplexbildnern, wie z.B. Natriumcitrat oder EDTA, fiir die in vitro-Antikoagulation. In
vivo ist diese Vorgehensweise nicht moglich, da ein systemischer Calcium-Entzug zu

schwerer Tetanie fithren wiirde [Booth u. Saltzman, 2001; Berkner, 2001].

Ausloser fir den extrinsischen Gerinnungsweg ist die mit einer Gewebeverletzung
verbundene Freisetzung von Tissue Factor (TF) aus subendothelialen Zellen. Freigesetzter TF
bildet mit zirkulierendem Faktor VII (FVII) den aktiven TF/VIla-Komplex, der in Gegenwart
von Calcium-Ionen Faktor X (FX) aktiviert (Ubersicht: Abb. 2) [Lu et al., 2004].

Die Aktivierung des intrinsischen Weges erfolgt durch Kontakt von Faktor XII (FXII) mit
einer negativ geladenen Oberfliche, z.B. nach einer Verletzung. Sie kann aber auch durch
korperfremde Materialien, wie Dialysesysteme, sowie entziindliche und arteriosklerotische
Verdnderungen der Gefdllendothelien ausgelost werden. FXII wird dadurch zu FXIla
aktiviert. Erste Spuren von FXIla katalysieren in Gegenwart von hochmolekularem Kininogen
(HMWK) die Umwandlung von Plasmaprékallikrein zu Plasmakallikrein (PK), welches tiber
einen positiven Riickkopplungs-Mechanismus (feedback) wiederum FXII aktiviert (Kontakt-
Aktivierungssystem). Nach Bildung einer kritischen Menge an FXIla erfolgt schlieBlich die
kaskadenartige Aktivierung der Faktoren XI und IX. Faktor [Xa (FIXa) bewirkt im Komplex
mit Faktor VIIIa und Calcium-Ionen die Bildung von Faktor Xa (FXa) [Leblond u. Winocour,
1999; Kolde, 2001].

Extrinsischer und intrinsischer Weg fiihren beide zur Aktivierung von FX. FXa bildet
zusammen mit Calcium-lonen und Faktor Va an einer Phospholipidoberfliche den
sogenannten Prothrombinasekomplex, welcher die Umwandlung von Prothrombin (Faktor 1)
in aktives Thrombin (Faktor IIa) katalysiert. Die Hauptaufgabe des gebildeten Thrombins ist
die Fibrinbildung. Durch Abspaltung der Fibrinopeptide A und B von Fibrinogen entsteht
monomeres Fibrin, welches zu langen Stringen aggregiert. Die durch Thrombin aktivierte
Transglutaminase Faktor XlIIla bewirkt eine kovalente Langs- und Quervernetzung der
instabilen Fibrinfaden, wodurch ein stabiles Gerinnsel entsteht. Im letzten Schritt erfolgt eine
durch Thrombosthenin ausgeloste Retraktion der Fibrinfidden. Dabei ndhern sich die
Wundrinder weiter an und das Gerinnsel wird nochmals verfestigt (Ubersicht: 4bb. 2) [Davie
et al., 1991; Doolittle 2001]

Eine weitere Funktion des Thrombins ist die Aktivierung der unbiquitdr vorkommenden

Protease-aktivierbaren Rezeptoren PAR1 und PAR4. Thrombin ist der wirksamste bekannte

3
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Pléattchenaktivator und spaltet den extrazelluliren N-Terminus der PARs auf den
Thrombozyten. Die dadurch neu entstehende rezeptorgebundene N-terminale Sequenz des

PAR wirkt als eigener Agonist und 16st so die Plattchenaggregation aus [Coughlin, 2000].

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg
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Abb. 2: Ubersicht der Blutgerinnungskaskade und Fibrinolyse.

Neben den beiden Hauptwegen der Blutgerinnung bestehen auch Verknilipfungen zwischen
dem extrinsischen und intrinsischen Weg. So kann FVIla neben FX auch FIX aktivieren.
Weiterhin existieren positive Riickkopplungs-Mechanismen, welche die Blutgerinnung
zusitzlich verstdrken. Die meisten dieser positiven feedback-Reaktionen werden durch
Thrombin ausgelost, welches unter anderem die Faktoren V, VIII und XI aktiviert. Daneben
ist FXa in der Lage, die Faktoren VII, VIII und IX zu aktivieren.

In Gegenwart von Thrombomodulin existiert ein negativer Thrombin-induzierter feedback-

Mechanismus iiber die Bildung von Protein Ca, das den Gerinnungsprozess unterbricht.
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Protein Ca spaltet im Komplex mit Protein S als Kofaktor die Faktoren Va und VIIla und
verhindert somit eine weitere Aktivierung von FX und Prothrombin [Davie et al., 1991;
Berkner, 2001].

Um eine iiberméBige Blutgerinnung zu verhindern, sind zusitzlich endogene Gerinnungs-
hemmstoffe im Blut vorhanden. Der wichtigste dieser Inhibitoren ist Antithrombin, ein in der
Leber gebildetes a,-Globulin. Antithrombin bildet stabile Komplexe mit den freien
Gerinnungsfaktoren Thrombin, Xa, 1Xa, XIa und XIla und blockiert dadurch ihre aktiven
Zentren. Diese Reaktion kann stark beschleunigt werden, wenn Antithrombin an
Glykosaminglykane wie Heparansulfat oder Heparin bindet, wodurch eine Konformations-
dnderung am Antithrombin induziert wird und die Wechselwirkungen mit dem Enzym
verstirkt werden [Kaiser, 2002]. Weitere endogene Inhibitoren der Gerinnungsproteasen sind
op-Makroglobulin, das unspezifisch Enzyme blockiert und so ihre biologische Aktivitit
unterbindet, sowie Heparin-Kofaktor II (HCII) und Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI).
Die Blutgerinnung befindet sich im Gleichgewicht mit der Fibrinolyse. Das fibrinolytische
System hat die Aufgabe, intravasal entstehende Gerinnsel und nicht mehr bendtigtes Fibrin
(z.B. nach erfolgter Wundheilung) aufzuldsen, um so Blutgefd3e und andere Rohrensysteme,
wie beispielsweise die Harnwege, von Fibrinablagerungen freizuhalten. Die Aktivierung der
Fibrinolyse erfolgt durch Plasminogenaktivatoren oder das plasmatische Kontakt-
Aktivierungssystem (FXIla, HMWK und PK). Als wichtigster Plasminogenaktivator ist vor
allem Tissue-type Plasminogen Activator (tPA) fiir die physiologische Fibrinolyse
verantwortlich. tPA wird hauptsichlich in Gefdlendothelien gebildet und bei Bedarf ins Blut
abgegeben. Die tPA-Freisetzung kann auch durch PK ausgelost werden, das ebenfalls eine
direkte Aktivierung von Plasminogen bewirkt. Auch Urokinase (Urokinase-type Plasminogen
Activator oder uPA), die vor allem in der Niere synthetisiert wird und erstmals aus Urin
isoliert werden konnte, zdhlt zu den Plasminogenaktivatoren. Urokinase wird auch von
verschiedenen anderen Zellen gebildet und ist in ihrer inaktiven Proform (sc-uPA) auch im
Plasma vorhanden, wo FXIla die Umwandlung von einkettiger sc-uPA in zweikettige
Urokinase (tc-uPA bzw. uPA) vermitteln kann [Leblond u. Winocour, 1999; Kolde, 2001; von
Depka-Prondzinski et al., 2002]. Die Bedeutung der Urokinase in der Fibrinolyse ist nicht
vollig geklart. Man nimmt an, dass uPA eine groflere Rolle beim Gewebeumbau (tissue
remodeling) und der Zellmigration spielt und deshalb das Tumorwachstum und die
Metastasierung fordert [Mignatti u. Rifkin, 1993, Andreasen et al., 2000].

Uber diese Wege wird Plasminogen zu Plasmin aktiviert, welches schlieBlich Fibrin in

l6sliche Produkte abbaut. Plasmin spaltet auch die Faktoren Va und VIIla und hemmt so
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direkt die Blutgerinnung. Auflerdem baut es Fibrinogen ab, dessen Spaltprodukte ebenfalls
gerinnungshemmend wirken. Auch das fibrinolytische System wird durch endogene
Inhibitoren kontrolliert, wie z.B. a-Antiplasmin, welches schnell freies Plasmin bindet und
deaktiviert, jedoch nur langsam mit lokal an Fibrin gebundenem Plasmin reagiert. Weitere
Fibrinolyse-Inhibitoren sind Plasminogen Activator Inhibitor Type 1 (PAI-1) und die
Carboxypeptidase Thrombin Activated Fibrinolysis Inhibitor (TAFI). Auch a,-Makroglobulin
ist an der Hemmung der Plasminogenaktivatoren und von freiem Plasmin beteiligt

[Leblond u. Winocour, 1999; Kolde, 2001; Nesheim, 2003].

Neuere Erkenntnisse geben Hinweise auf komplexere Zusammenhidnge und unterscheiden
nicht mehr streng zwischen intrinsischer und extrinsischer Gerinnung. Statt dessen werden die
einzelnen Prozesse in iiberlappende Phasen unterteilt, die auf Oberflachen stattfinden und bei
denen Tissue Factor als der primdre Ausloser der Himostase gilt [Hoffmann u. Monroe,

2001; Moll u. Roberts, 2002].

1.2. Blutgerinnungsstorungen

Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen Blutgerinnung und Fibrinolyse, werden
pathologische Verdnderungen ausgeldst, die zu Blutungen aber auch zur Thrombenbildung
fiihren konnen [Nesheim, 2003].

Ursachen fiir Himostasestorungen sind sowohl die zumeist krankheits- oder medikamenten-
bedingte Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion (Thrombasthenie) oder Thrombozyten-
mangel (Thrombozytopenie), als auch vaskuldre Verdnderungen (z.B. bei Skorbut) oder
Mangel an Gerinnungsfaktoren (Koagulopathien). Bei einem Mangel an Gerinnungsfaktoren
unterscheidet man zwischen angeborenen und erworbenen Koagulopathien. Angeborene
Koagulopathien, wie z.B. von-Willebrand-Erkrankungen sowie Hamophilie A und B, zeigen
einen charakteristischen Mangel von nur einem Gerinnungsfaktor. Dagegen liegt den
erworbenen Koagulopathien meist ein Vitamin-K-Mangel oder eine Leberschadigung
zugrunde, wodurch die Synthese mehrerer Gerinnungsfaktoren gestort ist. Die Therapie der
Hémostasestorungen richtet sich nach ihren Ursachen. Vitamin-K-Mangelzustinde konnen
durch Gabe von Vitamin-K-Préparaten behandelt werden, bei Mangel an Gerinnungsfaktoren
oder Fibrin kdnnen Gerinnungsfaktor-Priparate oder eine Fibrinogen-Infusion indiziert sein
[Triplett, 2000; Mutschler et al., 2003].

Im Falle einer ibermifigen Blutgerinnung, aber auch bei verminderter Fibrinolyse, kommt es
zur Entstehung von intravasalen Blutgerinnseln, den Thromben. Abscheidungsthromben

(weiBe Thromben) entstehen vor allem in arteriellen GefdBlen durch Thrombozyten-
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aggregation und Einlagerung von Fibrin, wihrend sich Gerinnungsthromben (rote Thromben)
meist vends oder in stenosierten Arterien aufgrund verminderter FlieBgeschwindigkeit bilden.
Auch Schadigungen der GefiBwand, z.B. durch arteriosklerotische Plaques, oder eine
beschleunigte Gerinnung (Hyperkoagulopathie) tragen zur Thrombenentstehung bei
[Geiger, 1999]. Thromben konnen im schlimmsten Fall in Endarterien eine ischdmische
Nekrose verursachen (z.B. Herzinfarkt), aber auch losgelost werden und als Embolus an
einem anderen Ort einen akuten GefdBverschluss (z.B. Lungenembolie) bewirken. Vor allem
nach solch einem Vorfall (Riickfallrisiko), aber auch bei Risikopatienten, wie z.B. Rauchern,
oder wihrend bzw. nach operativen Eingriffen, lingerer Bettruhe sowie langen Flugreisen ist

das Thromboserisiko erhoht [Weitz u. Hirsh, 2001].

1.3. Konventionelle antithrombotische Therapie

Thromboembolische Erkrankungen gehoren zu den hdufigsten Ursachen fiir Morbiditdt und
Mortalitdt in den westlichen Industrielindern. Da im klinischen Alltag thrombotische
Erkrankungen wesentlich hdufiger auftreten als Himostasestorungen, ist eine Akuttherapie

der Patienten ebenso notwendig wie eine wirksame Thromboseprophylaxe.

1.3.1. Thrombozytenaggregationshemmer
Da sich an entziindlich oder arteriosklerotisch verdnderten Gefafendothelien sowie an
korperfremden Oberflichen aufgrund von Pléttchenaggregation arterielle Abscheidungs-
thromben bilden kénnen, werden Thrombozytenfunktionshemmer vor allem zur Prophylaxe
arterieller Thrombosen angewendet [Geiger, 1999].
Die am hiufigsten angewendete Substanz ist die Acetylsalicylsdure (ASS - Aspirin®). ASS
bewirkt schon in geringen Dosierungen durch Acetylierung eine irreversible Hemmung der
Cyclooxygenase-1 (COX-1), welche auch fiir die Synthese von Vorstufen des zur
Pléattchenaggregation notwendigen Thromboxans A, verantwortlich ist. Da Thrombozyten
keinen Zellkern besitzen und somit auch kein neues Enzym bilden kdnnen, wird ihre
Aggregation irreversibel gehemmt. Erst neu gebildete Thrombozyten koénnen wieder
aggregieren. Andere Hemmstoffe der Thrombozytenfunktion sind ADP-Rezeptor-
Antagonisten, wie Clopidogrel (Iscover™) und Ticlopidin (Tiklyd®™), welche die ADP-
induzierte Thrombozytenaktivierung und dadurch deren Vernetzung der Thrombozyten iiber
den Glycoprotein-IIb/IlTa-Rezeptorkomplex  verhindern. Auch direkte GP-IIb/Illa-
Antagonisten, wie z.B. Abciximab (ReoPro®), Eptifibatid (Integrilin®) oder Tirofiban
(Aggrastat™), werden zur Hemmung der Thrombozytenaggregation eingesetzt. Diese
blockieren den GP-IIb/Illa-Rezeptor an der Plittchenoberfliche und dadurch ebenfalls die
7



1. Einleitung

Thrombusbildung. AuBlerdem wird ASS in Kombination mit dem Vasodilatator Dipyridamol
(Asasantin®) eingesetzt [Patrono ez al., 2001].
Bei diesen Medikamenten konnen Blutungen als Nebenwirkungen auftreten, es kann aber

auch vor allem bei ASS zu gastrointestinalen Storungen kommen [Hirsh et al., 2001a].

1.3.2. Antikoagulantien

Antikoagulantien treten entweder direkt mit den Enzymen der Blutgerinnung in Kontakt und
hemmen deren Funktion (direkte Antikoagulantien) oder wirken mit Hilfe von Kofaktoren
bzw. durch Hemmung der Gerinnungsfaktorsynthese (indirekte Antikoagulantien). Man
unterscheidet zwischen in vitro (z.B. fiir die Herstellung von Blutkonserven) und in vivo (zur
Therapie) eingesetzten Substanzen. Vor allem beim Auftreten von akuten Ereignissen, wie
Herzinfarkt oder Angina Pectoris, aber auch zur Thrombose- und Embolieprophylaxe vor,

wihrend und nach operativen Eingriffen ist eine Behandlung mit Antikoagulantien indiziert.

Indirekte Antikoagulantien - Heparin und Analoga

Heparin, ein kdrpereigenes polyanionisches Polysaccharid, wird in Mastzellen und basophilen
Granulozyten gebildet. Parenteral zugefithrt hemmt es sofort die Blutgerinnung durch
Bindung und Aktivierung von Antithrombin, welches schlielich vor allem Thrombin und
FXa hemmt. Der fiir die Thrombinhemmung notwendige Komplex kann nur durch Heparine
mit einer Kettenldnge von mehr als 18 Monomeren gebildet werden, kiirzerkettige Heparine
fordern dagegen vor allem die FXa-Hemmung.

Zur Therapie stehen verschiedene Heparine zur Verfiigung: Unfraktioniertes Heparin (UFH)
wird auch als Standardheparin bezeichnet und aus Schweinedarmmukosa und Rinderlunge
gewonnen. Sein Molekulargewicht reicht von 3000 bis 30000 Da. Die Dosierung von UFH
erfolgt aufgrund der nicht einheitlichen Zusammensetzung verschiedener Zubereitungen in
Internationalen Einheiten (I.E.) und erfordert hdufige Therapiekontrollen (Monitoring). Daher
wird UFH vor allem in der Klinik zur kurzfristigen Prophylaxe und in akuten Féllen
eingesetzt. Niedermolekulares Heparin (Low Molecular Weight Heparin, LMWH) mit einem
mittleren Molekulargewicht von 4000 bis 6000 Da wird durch enzymatischen oder
chemischen Abbau aus UFH hergestellt und hemmt hauptsédchlich FXa. Durch die
homogenere Zusammensetzung und die geringere Plasmaproteinbindung ist der
gerinnungshemmende Effekt von LMWH besser vorhersagbar, wodurch in vielen Féllen auf
ein regelméBiges Monitoring verzichtet werden kann und auch eine langerfristige Anwendung

auBerhalb der Klinik méglich wird [Hirsh et al., 2001b].
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Neben den verschiedenen Heparinen werden auch die sogenannten Heparinoide, die ebenfalls
eine Heparin-artige, Antithrombin-abhingige Wirkung besitzen, therapeutisch eingesetzt.
Heparinoide sind aus Schweinedarmmukosa gewonnene Gemische niedermolekularer
Glykosaminglykane und hemmen - je nach Zusammensetzung - FXa sowie Thrombin. Ein
Vertreter ist Danaparoid-Natrium (Orgaran®), das zur Vorbeugung von tiefen
Venenthrombosen und zur Behandlung thromboembolischer Erkrankungen zugelassen wurde
[Hirsh et al., 1998].

Aufgrund der Beobachtung, dass die Bindung von fiinf spezifischen Zuckermolekiilen an
Antithrombin fiir die Wirkung des Heparins verantwortlich ist, wurden Wirkstoffe entwickelt,
die nur aus diesem Heparinsegment aufgebaut sind. Diese synthetischen Pentasaccharide
hemmen ausschlieBlich FXa. Sie besitzen den Vorteil chemischer Homogenitdt und einer
geringeren molaren Masse verglichen mit Heparinen und Heparinoiden, sind allerdings
ebenfalls nur parenteral anwendbar. In Deutschland ist das in Zusammenarbeit mit der Firma
Organon entwickelte Pentasaccharid Fondaparinux-Natrium (Arixtra®) der Firma Sanofi-
Aventis zur Thromboseprophylaxe nach groeren orthopéddischen Eingriffen zugelassen; mit
Idraparinux befindet sich derzeit ein weiteres Pentasaccharid dieser Firmen in der klinischen
Phase III [Bauer, 2003].

Der wesentliche Nachteil der Heparine und der davon abgeleiteten Substanzen liegt in der
Applikationsform, denn durch die parenterale Gabe (i.v. oder s.c.) ist eine Anwendung
auBlerhalb der Klinik nur eingeschriankt moglich. Auch der indirekte Antithrombin-abhéngige
Wirkmechanismus limitiert den Einsatz von Heparinen. Ist aus irgendeinem Grund (z.B. bei
Lebererkrankungen) nicht genug Antithrombin im Blut vorhanden, bleibt eine Heparin-Gabe
wirkungslos. Ein weiterer Nachteil ist, dass Heparin lediglich frei im Blut zirkulierendes
Thrombin hemmt, aber unwirksam bei Fibrin-gebundenem Thrombin ist [Hirsh ef al., 2001b].
AuBlerdem kann Heparin schwere Nebenwirkungen hervorrufen. Neben Blutungen und
verschiedenen allergischen Reaktionen kann es zu einer Heparin-induzierten Thrombo-
zytopenie (HIT) kommen, bei der man zwei Formen unterscheidet: Die friihzeitig auftretende
HIT vom Typ I verlduft nicht-immunogen und zumeist komplikationslos, wihrend HIT II
nach einer Latenzzeit von durchschnittlich 10 Tagen zu thromboembolischen Komplikationen
fiihrt. Diese werden dadurch ausgeldst, dass Heparin einen Komplex mit Pléttchenfaktor 4
bildet, welcher als Antigen erkannt wird und somit eine IgG-vermittelte Plattchenaktivierung
bewirkt. In diesen Fillen ist eine Weiterbehandlung mit Heparin nicht mdglich und
eine alternative Behandlung mit Heparinoiden oder Hirudin (siehe unten) indiziert

[Tardy-Poncet et al., 1999; Warkentin et al., 2003].
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Indirekte Antikoagulantien - Vitamin-K-Antagonisten

Die Synthese der meisten Gerinnungsfaktoren findet Vitamin-K-abhédngig in der Leber statt.
Dort erfolgt eine y-Carboxylierung bestimmter Glutaminsdurereste in den Gerinnungsfaktor-
Vorstufen unter Bildung von y-Carboxyl-Glutaminsidure (Gla). Erst dadurch wird die
Aktivierbarkeit des Proenzyms moglich. Die Derivate des 4-Hydroxycumarins, auch
Cumarine, sind die wesentliche Wirkstoffgruppe der Vitamin-K-Antagonisten. Wichtige
Vertreter sind u.a. Warfarin (Coumadin®™) und Phenprocoumon (Marcumar®). Die Cumarine
wirken durch Hemmung der Vitamin-K-Reduktase, was eine Blockade der Regenerierung von
Vitamin-K-Hydrochinon aus Vitamin-K-Epoxid zur Folge hat. Bedingt durch diesen
Mechanismus tritt die Wirkung der Vitamin-K-Antagonisten erst nach Verringerung der
Konzentration noch im Blut vorhandener Gerinnungsfaktoren ein, wodurch eine Latenzzeit
von 1-3 Tagen zustande kommt. Eine Akuttherapie ist mit diesen Antikoagulantien daher
nicht moglich, sie werden vor allem zur Langzeittherapie eingesetzt [Hirsh et al., 2001a]. Zu
beachten ist, dass auch die Synthese der gerinnungsregulierend wirkenden Faktoren Protein C
und Protein S von der Therapie mit Vitamin-K-Antagonisten betroffen ist. Da ihre
Halbwertszeit deutlich geringer ist als die der Gerinnungsfaktoren, kann zu Beginn der
Cumarin-Gabe ein durch Mangel an Protein C bedingtes erh6htes Thromboserisiko bis hin zur
Cumarinnekrose auftreten. Aus diesem Grund ist eine initiale zusdtzliche Behandlung mit
Heparin o.4. unerlésslich.

Der grofle Vorteil der Vitamin-K-Antagonisten besteht in der Moglichkeit der oralen
Applikation, was die Anwendung auBlerhalb der Klinik deutlich erleichtert. Allerdings
besitzen Cumarine den Nachteil, dass, neben dem verzogerten Wirkbeginn, ihre Wirkung
wegen der langen Halbwertszeit auch nach dem Absetzen noch lange erhalten bleibt.

Haufige Nebenwirkungen sind Blutungskomplikationen und allergische Hautverdnderungen.
Da Absorption, Metabolisierung und Eliminierung stark von Patient zu Patient schwanken
konnen, ist ein enges Monitoring erforderlich. Wegen der geringen therapeutischen Breite der
Cumarin-Derivate konnen Wechselwirkungen mit zahlreichen Medikamenten und
Nahrungsmitteln zu schweren Blutungen, aber auch zu anderen Komplikationen oder einem

Wirkungsverlust fiihren [Ansell et al., 2001].

Direkte Antikoagulantien - Hirudin und Analoga

Die stark gerinnungshemmende Substanz Hirudin wurde erstmals aus dem Driisensekret des
Blutegels Hirudo medicinalis gewonnen [Markwardt, 1957, 1970]. Inzwischen wird das
65 Aminosduren lange Polypeptid rekombinant hergestellt. Hirudin ist ein direkter

Thrombininhibitor, welcher eine praktisch irreversible Hemmung des Thrombins bewirkt.
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Diese Wirkung ist Antithrombin-unabhingig, was ein Vorteil gegeniiber Heparin ist.
Parenteral applizierte rekombinante Hirudin-Derivate, z.B. Lepirudin (Refludan®) und
Desirudin (Revasc®), werden vor allem postoperativ und in akuten Fillen therapeutisch
eingesetzt, in denen Heparine kontraindiziert sind (z.B. bei HIT). Hauptnebenwirkungen sind
auftretende Blutungen; zu allergischen Reaktionen kommt es selten. Wie auch beim Heparin,

liegt der entscheidende Nachteil in der parenteralen Applikationsform [Hirsh et al., 2005].

1.3.3. Fibrinolytika (Thrombolytika)

Wihrend die Hauptaufgabe der Thrombozytenaggregationshemmer und Antikoagulantien
darin besteht, die Bildung und Entstehung von Thrombosen und die damit verbundenen
klinischen Folgen zu verhindern, ist eine andere Gruppe von Substanzen notwendig, um
schon bestehende Gerinnsel wieder zu beseitigen. Diese Fibrinolytika wirken indirekt tiber
Plasminogenaktivierung und fiihren zur Fibrinolyse, d.h. der Auflésung von Gerinnseln.
Verwendet werden uPA (rheothromb®), rekombinanter tPA (Alteplase - Actilyse® und
Reteplase - Rapilysin®) sowie Streptokinase (Streptase®, aus Streptococcus-Arten). IThr
Einsatz ist wegen der hohen Blutungsgefahr streng an die Klinik gebunden und hauptsédchlich
bei akutem Myokardinfarkt, arteriellen und vendsen Thrombosen der Extremititen sowie
Embolien indiziert. Eine gleichzeitige Gabe eines Fibrinolytikums mit ASS verhindert erneute
Koronarverschliisse bei Herzinfarkt-Patienten. Fibrinolytika koénnen bei Uberdosierung
ebenfalls schwere Blutungen auslosen. In diesen Féllen kann ihre Wirkung durch Aprotinin
(Trasylol™), ein Antifibrinolytikum, welches die Plasminbildung und -wirkung hemmt,

antagonisiert werden [Leblond u. Winocour, 1999].

1.4. Das ideale Antithrombotikum

Die aufgezéhlten Therapieformen und Wirkstoffe werden derzeit erfolgreich zur
antithrombotischen Therapie eingesetzt. Leider ist ihr Einsatz auch mit Nachteilen und z.T.
schweren Nebenwirkungen verbunden. Daher wird nach neuen antithrombotischen
Substanzen gesucht, die den Anforderungen eines idealen Antithrombotikums gerecht
werden. FEin solches ideales Antithrombotikum sollte selektiv einen bestimmten
Gerinnungsfaktor hemmen und die normale Hémostase nicht stdren. Ebenfalls sollte es nach
oraler Gabe resorbiert und anschlieend langsam aus dem Kreislauf eliminiert werden, eine
hohe therapeutische Breite besitzen und keine wesentlichen Nebenwirkungen haben

[Sixtma u. deGroot, 1992; Hauptmann u. Stiirzebecher, 1999].
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1.5. Alternative Antikoagulantien - Hemmstoffe der Gerinnungsproteasen
Um gezielt in die Blutgerinnung einzugreifen und eine antithrombotische Wirkung zu
erzielen, bieten sich mehrere Zielenzyme innerhalb der Gerinnungskaskade an.
Lange Zeit stand vor allem Thrombin im Mittelpunkt des Hemmstoffdesigns, inzwischen sind
aber auch zahlreiche wirksame Inhibitoren der Faktoren Xa und VIla entwickelt worden

[Hirsh et al., 2005].

1.5.1. Thrombinhemmung

Thrombin, als das finale Schliisselenzym der Gerinnungskaskade, wurde schon friihzeitig als
Angriffspunkt fiir eine gezielte Hemmung identifiziert. Ausgehend von dem natiirlich
vorkommenden Hirudin wurde der reversibel wirksame Thrombininhibitor Hirulog
(Bivalirudin) entwickelt [Maraganore et al., 1990]. Nachteil dieses synthetischen, aus 20
Aminoséduren bestehenden Hirudin-Analogons ist seine parenterale Applikation (i.v.). Deshalb
wird seit vielen Jahren an der Entwicklung niedermolekularer Wirkstoffe gearbeitet, da diese
potentiell oral applizierbar sind. Allerdings waren auch die ersten Thrombinhemmstoffe mit
einem reduzierten Molekulargewicht, die bereits Anfang der 80er Jahre entwickelt wurden,
nicht oral applizierbar. Dazu gehort Argatroban [Okamoto et al., 1981], das in Japan und den
USA als intravendses Antikoagulans zugelassen ist. Andere niedermolekulare Thrombin-
inhibitoren vom D-Phe-Pro-Arg-Typ leiten sich vom Fibrinopeptid A, dem Spaltprodukt des
Fibrinogens, ab. Zusitzlich wurden zahlreiche Benzamidin-Derivate entwickelt, wie z.B.
4-Amidinophenylbrenztraubensdure (APPA) [Markwardt et al, 1974] oder NAPAP
[Stiirzebecher et al., 1983, 1993] (4bb. 3), die aber fiir den therapeutischen Einsatz

ungeeignet waren [Hauptmann u. Stiirzebecher, 1999].
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Abb. 3: Thrombininhibitoren Argatroban, APPA und NAPAP.
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Autfbauend auf den Ergebnissen von Rontgenstrukturanalysen des Thrombins und den damit
erworbenen Informationen iiber die Struktur seines aktiven Zentrums [Bode et al., 1989;
Stubbs u. Bode, 1993], wurde in den 90er Jahren eine gezielte strukturbasierte Synthese
wirksamerer Verbindungen mdoglich. Erst kiirzlich wurde mit Ximelagatran (Exanta®), einem
doppelten Prodrug der Wirksubstanz Melagatran, der erste orale Thrombinhemmstoff zur
Prophylaxe vendser thromboembolischer Ereignisse bei Patienten nach einer Hiiftersatz- oder
Kniegelenkersatz-Operation zugelassen (4bb. 4). Ximelagatran besitzt eine orale
Bioverfiigbarkeit von etwa 20 % und wird nach der Resorption rasch in seine Wirkform
Melagatran umgewandelt. Melagatran ist ein kompetitiv-reversibler und selektiver
Thrombininhibitor (K; = 2,0 nM), der sowohl frei zirkulierendes, als auch Fibrin-gebundenes
Thrombin hemmt [Gustafsson et al., 1998, 2001, 2004]. Da bei tiber 6 % der Patienten nach
langerer Anwendung von Melagatran bzw. Ximelagatran erhohte Lebertransaminase-Werte
beobachtet wurden [Fiessinger ef al., 2005] und noch unzureichende Langzeitdaten vorliegen,
betragt die empfohlene Behandlungsdauer maximal 11 Tage. Zudem kann es auch bei der
Behandlung mit Melagatran, wie bei allen anderen Antikoagulantien, zu Blutungs-

komplikationen kommen [Francis, 2004; Halperin, 2005].
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Ki Thrombin = 0,002 pM <

Abb. 4: Melagatran und dessen doppeltes Prodrug Ximelagatran der Firma Astra Zeneca.
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1.5.2. TF/VIIa-Hemmung

Gerinnungsfaktor VIIa bzw. dessen aktiver Komplex zusammen mit Tissue Factor ist das
initiale Enzym der extrinsischen Gerinnung. Daher ist die gezielte Hemmung des TF/VIla-
Komplexes eine potentielle Moglichkeit zur Verhinderung thromboembolischer Ereignisse in
Folge einer durch GefaBwandverletzung ausgelosten TF-Freisetzung. Basierend auf der
Rontgenstruktur des TF/VIla-Komplexes [Banner ef al., 1996] haben verschiedene Gruppen
niedermolekulare Inhibitoren entwickelt. Wie bei FXa, wird auch hier davon ausgegangen,
dass eine Hemmung des TF/VIla-Komplexes eine wirksame antithrombotische Therapie
ermOglicht, ohne dabei die normale Hémostase signifikant zu beeintrachtigen. Man geht
davon aus, dass TF/VIla-Inhibitoren moglicherweise ein vermindertes Blutungsrisiko besitzen
[Robinson u. Saiah, 2002]. Vor allem durch die Firma Pharmacia/Pfizer wurden zahlreiche
Verbindungen mit einem Pyrazinon- oder Pyridon-Kern und einem 4-Amidinobenzylamidrest
in P1-Position entwickelt (4bb. 5) [Parlow et al., 2003a, 2003b, 2003¢]. Inzwischen wurden
Studien mit den spezifischen TF/VIla-Hemmstoffen PHA-927 und PHA-798 durchgefiihrt
und es wurde gezeigt, dass diese Verbindungen antithrombotisch wirksam sind und die
Blutungszeit kaum verlédngern [Salyers et al., 2004; Suleymanov et al., 2003; Szalony ef al.,
2003]. Jedoch wurde bislang noch kein TF/VIla-Inhibitor in die klinische Entwicklung
iiberfiihrt.

NH, NH,

N™™ COOH N™ ™S OH
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NH NH NH
NH, PHA-927 NH, PHA-798 NH;

IC50 Fvila = 0,052 pM ICs0 Fvila = 0,016 pM ICs0 Fvila = 0,0135 UM
ICs50 Fxa > 30 UM ICs0 Fxa> 100 uM ICs0 Fxa > 30 UM
IC50 Thrombin > 30 UM IC50 Thrombin > 100 UM ICs50 Thrombin > 30 UM

Abb. 5: TF/VIla-Inhibitoren der Firma Pharmacia/Pfizer.
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1.5.3. Faktor Xa-Hemmung

Wie Thrombin spielt auch FXa eine zentrale Rolle in der Blutgerinnung. Eine Inhibierung von
FXa besitzt moglicherweise wesentliche Vorteile gegeniiber der Thrombinhemmung: FXa ist
das aktive Enzym im Prothrombinasekomplex, der die Bildung von Thrombin katalysiert.
Eine Hemmung von FXa kann daher die fortwéhrende Neubildung von Thrombin verhindern,
was durch einen Thrombinhemmstoff nicht moglich ist. Bereits gebildetes Thrombin wird in
diesem Fall jedoch nicht inaktiviert [Al-Obeidi u. Ostrem, 1998]. Allerdings verhindert ein
FXa-Inhibitor in therapeutischer Dosierung die Thrombinbildung nicht vollstindig, geringe
Mengen (< 1,0 nM; vgl. Kapitel 2.3.2., Abb. 57 bis Abb. 59) stehen weiterhin fiir die primére
Hémostase zur Verfiigung [Al-Obeidi u. Ostrem, 1999; Zhu u. Scarborough, 1999]. Anders
als bei der Thrombinhemmung, hat eine Inhibierung von FXa keinen Einfluss auf die
Pléttchenfunktion, die essentiell fiir eine normal funktionierende Hamostase ist [Ewing et al.,
1999]. Es ist demzufolge anzunehmen, dass bei einer FXa-Hemmung weniger Blutungs-
komplikationen auftreten als bei der Anwendung von konventionellen Antithrombotika und
direkten Thrombininhibitoren [Al-Obeidi u. Ostrem, 1999; Zhu u. Scarborough, 1999].

Der Plasmaspiegel von Prothrombin ist mit ca. 1,4 uM etwa 10-fach hoher als der von FX
(= 0,14 puM). Zudem ist der Aktivierungsschritt von Prothrombin zu Thrombin stark
amplifiziert - ein Molekiil FXa im Prothrombinasekomplex ist in der Lage, pro Minute ca.
140 Molekiile Thrombin zu generieren. Aus diesen Griinden wird davon ausgegangen, dass
bereits durch geringere Konzentrationen an FXa-Hemmstoffen mit einer Thrombinhemmung
vergleichbare antithrombotische Effekte erzielt werden kdnnen [Zhu u. Scarborough, 1999].
Es sind mehrere natiirlich vorkommende Polypeptid-artige Inhibitoren des FXa bekannt, wie
z.B. Antistasin aus dem Mexikanischen Blutegel Haementeria officinalis, Tick Anticoagulant
Protein (TAP) aus der Zecke Ornithodoros moubata sowie Yagin aus dem Blutegel Hirudo
medicinalis [Al-Obeidi u. Ostrem, 1999]. Vor allem Antistasin und rekombinantes TAP
(r-TAP) wurden intensiv in verschiedenen Thrombosemodellen untersucht. Dort wurde ihre
Wirksamkeit bestitigt und festgestellt, dass diese Substanzen verglichen mit Heparin oder
Hirudin z.T. effektiver sind und bei gleicher antithrombotischer Wirksamkeit weniger
Blutungen verursachen [Zhu u. Scarborough, 1999]. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
FXa-Hemmung als therapeutischer Ansatz zur Prophylaxe und Therapie thromboembolischer
Erkrankungen geeignet ist.

In den 90er Jahren gelang erstmalig die Rontgenstrukturanalyse des FXa im Komplex mit
synthetischen Inhibitoren und es wurden Erkenntnisse iiber deren Bindungsmodus und

Wechselwirkungen im katalytischen Zentrum gewonnen [Padmanabhan et al., 1993;
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Brandstetter et al., 1996]. Deshalb haben Mitte der 90er Jahre viele Gruppen begonnen,
niedermolekulare synthetische Hemmstoffe von FXa zu entwickeln. Inzwischen befinden sich
mehrere Inhibitoren in der klinischen Priifung, jedoch ist bisher noch kein synthetischer FXa-
Hemmstoff als Arzneimittel zugelassen [Quan u. Smallheer, 2004].

Urspriinglich wurde angenommen, dass fiir eine starke Wirksamkeit eine basische Gruppe in
P1-Position, vorzugsweise ein Benzamidinrest oder ein anderes Arginin-Mimetikum,
notwendig ist. Inzwischen existieren auch mehrere wirksame Verbindungen mit neutralen
P1-Resten. Daher kann man die bekannten Inhibitoren in Verbindungen mit basischem oder
mit neutralem P1-Segment einteilen.

Einer der ersten wirksamen FXa-Hemmstoffe mit basischem PI1-Rest war DX-9065a der
Firma Daiichi (4bb. 6) [Katakura et al., 1993]. DX-9065a ist ein kompetitiver, selektiver und
potenter FXa-Hemmstoff (K; = 41 nM) und zeigt eine ausreichend lange Verweildauer in der
Zirkulation von Versuchstieren. Die Wirksamkeit von DX-9065a, sowie eine vergleichbar
geringe Blutungsneigung wurden in verschiedenen klinischen Studien der Phase II
nachgewiesen. Aufgrund der stark geladenen Gruppen ist die orale Bioverfiigbarkeit jedoch
sehr gering [Hara et al., 1995; Alexander et al., 2005]. Die Weiterentwicklung der
Leitstruktur DX-9065a fiihrte erst kiirzlich zu 6-Chloronaphthalen-Verbindungen mit
neutralem P1-Rest, die eine verbesserte FXa-Hemmung und antithrombotische Wirksamkeit,
sowie eine orale Bioverfiigbarkeit von ca. 30 % in Ratten besitzen. Die wirksamste
Verbindung besitzt in P3/P4-Position® eine Thiazol-5-yl-pyridin-N-Oxid-Gruppe und hemmt
FXa mit einem ICso-Wert von 8,6 nM (4bb. 6) [Haginoya et al., 2004a, 2004b].

X Cl
HN ‘
O o
° DX-9065a Oz
Ki Fxa = 0,041 uM
ICs0 Fxa = 0,07 UM IC50 Fxa = 0,0086 pM

Abb. 6: FXa-Inhibitoren der Firma Daiichi.

Die Verbindung FXV 673 der Firma Aventis besitzt eine 3-Amidinobenzylfunktion als
P1-Rest und einen Phenylpyridin-N-Oxid-Rest, der in die Aryl-Bindungstasche gerichtet ist
(Abb. 7). FXV 673 ist ein kompetitiv-reversibler FXa-Inhibitor (K; = 0,4 nM), der eine
exzellente Selektivitit (= 1000-fach) gegeniiber anderen Trypsin-artigen Serinproteasen

besitzt. In vitro zeigt FXV 673 eine starke antikoagulative Wirksamkeit, und in verschiedenen

? Der P3/P4-Rest bindet in die Aryl-Bindungsregion (S3/S4) des FXa (vgl. Kapitel 3.4.1.).
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Thrombosemodellen konnte ein dosisabhingiger Effekt nachgewiesen werden. FXV 673
wurde fiir die klinische Priifung ausgewihlt, obwohl keine orale Bioverfiigbarkeit beobachtet
wurde [Guertin et al., 2002]. Andere Verbindungen vom Ketopiperazin-Typ, wie z.B.
RPR 209685 (K; = 1,1 nM) mit neutralem 5-Chloro-thiophen-P1-Rest (4bb. 7), haben eine
verbesserte Pharmakokinetik und orale Bioverfiigbarkeit [Choi-Sledeski ef al., 2003]. Es ist
jedoch nicht bekannt, ob RPR 209685 in die klinische Entwicklung iiberfiihrt wurde.

O CHj, NH H o) al
H 7\
. O B bN\s NN
_O,N+\ CH3 N 02
FXV 673 RPR 209685
Ki xa = 0,0003 pM Ki Fxa = 0,0011 pM

Abb. 7: FXa-Inhibitoren der Firma Aventis.

Die Inhibitoren der Firma Yamanouchi Pharmaceutical Co. sind strukturell von DX-9065a
abgeleitet und binden mit der Amidinonaphthylgruppe in die S1-Tasche (4bb. §). Die
Verbindungen YM-60828 (K; = 1,3 nM) und YM-96765 (ICsp = 6,8 nM) zeigen in vitro und
in vivo eine starke gerinnungshemmende und antithrombotische Aktivitit. YM-96765 hat eine
orale Bioverfligbarkeit von 58 % in Hunden und 14,7 % in Affen (cynomolgus monkeys)

[Hirayama et al., 2002a, 2002b, 2003; Koshio et al., 2004a, 2004b].
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Abb. 8: FXa-Inhibitoren der Firma Yamanouchi Pharmaceutical Co.

Die Verbindung BAY 59-7939 der Firma Bayer (4bb. 9) befindet sich derzeit in Phase II der
klinischen Entwicklung. Sie besitzt eine Hemmkonstante von 0,4 nM und ist mehr als 10000-
fach selektiv gegeniiber anderen Trypsin-artigen Serinproteasen. Die orale Bioverfiigbarkeit
dieses Hemmstoffes liegt bei 60 % in Ratten und 80 % in Hunden [Perzborn et al., 2005].

Wie BAY 59-7939, besitzt auch der Inhibitor EMD 495235 der Firma Merck,
Darmstadt, einen 5-Chlorthiophen-Carbonylrest als P1-Element und eine Morpholinongruppe
in P3/P4-Position (4bb. 9). EMD 495235 ist ein wirksamer Gerinnungshemmstoff im
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aPTT- und PT-Assay und hat eine orale Bioverfiigbarkeit von 60-80 % sowie Halbwertszeiten
von ca. 1-3 h in Ratten, Hunden und Affen [Mederski et al., 2004b].

@)
BAY 59-7939 EMD 495235
Ki FXa= 0,0004 IJM Ki FXa— 0,0068 UM
|C50 FXa = 0,0055 UM

cl
0 H3C o} S
H
g N@N)\O H s © g NON%NW/Q
\ g \AVN \\ \_< H o
¢} o) Q
CH

Abb. 9: FXa-Inhibitoren der Firmen Bayer und Merck, Darmstadt.

Andere FXa-Hemmstoffe der Firma Merck, Darmstadt, mit einem 5-Chlorthiophenrest in
P1-Position und einer Morpholinongruppe als P3/P4-Rest besitzen einen bicyclischen
aromatischen Zentralbaustein (4bb. 10) [Mederski et al., 2004a, 2004b]. Dariiber hinaus
wurden von der Firma Merck, USA, duale Thrombin/FXa-Inhibitoren (K; thrombin = 0,036 nM;
Ki rxa= 3,9 nM) mit einem bicyclischen Kern entwickelt (4bb. 10) [Deng et al., 2003].

H 2~
F oy = v
N N/ \ | N | N
) H N
O N NH
7 .

OJN

|C50 FXa = 0,0059 UM Ki FXa~ 0,0039 HM
ICs50 Thrombin > 10 UM Ki Thrombin = 0,000036 pM

Abb. 10: FXa-Inhibitor der Firma Merck, Darmstadt, und dualer Thrombin/FXa-Hemmstoff der Firma
Merck, USA.

Eine Weiterentwicklung von (Z,Z)-BABCH (4bb. 11) [Stiirzebecher et al., 1989; Shaw et al.,
1998] durch Berlex Biosciences fiihrte zu ZK 807834 (K; = 0,1 nM) mit einer Amidino-
funktion im P1-Rest und einem 1-Methyl-2(/H)-Imidazolin als P3/P4-Element (4bb. 11).
ZK 807834 wurde aufgrund seiner in vitro- und in vivo-Aktivitit, seiner pharmakokinetischen
Eigenschaften sowie Wirksamkeit in experimentellen Thrombosemodellen zur klinischen
Entwicklung ausgewdhlt [Light u. Guilford, 2001]. In einer weiteren Serie wurden von Berlex
Biosciences auflerdem Verbindungen mit neutralen P1- und P3/P4-Gruppen veroffentlicht
[Adler et al., 2002; Chou et al., 2003; Liang et al., 2003].

Von der Firma Pfizer wurde eine Gruppe von Benzoxazinon-basierten Inhibitoren entwickelt.

Das optimierte Chinoxalinon-Derivat PD-198961 (K; = 2,7 nM, 4bb. 11) wurde in
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verschiedenen Thrombosemodellen untersucht und zeigt eine dosisabhingige Wirksamkeit

ohne signifikante Beeinflussung der Blutungszeit [Willardsen et al., 2004; Chi et al., 2004].

HN< NHz H2N___NH

5O Gy ?} e

N\ Y%
HOOC

(Z,Z)-BABCH ZK 807834 PD-198961 N
Ki FXa = 0,00066 UM Ki FXa = 0,0001 }JM Ki FXa = 0,0027 HM
ICs0 Fxa = 0,015 uM

Abb. 11: (Z,2)-BABCH und FXa-Inhibitoren der Firmen Berlex Biosciences und Pfizer.

Weitere klinische Kandidaten wurden von Bristol-Myers-Squibb (BMS) hergestellt (4bb. 12).
Das Pyrazol-Derivat DPC 423 (K; = 0,15 nM) besitzt statt der stark basischen Benzamidin-
funktion ein Benzylamin als P1-Rest. DPC 423 zeigt eine relativ langsame Eliminierung und
eine orale Bioverfiigbarkeit von 36 % in Ratten bzw. 57 % in Hunden [Pinto ef al., 2001;
Quan u. Wexler, 2001]. Nach Optimierung entstand die Verbindung DPC 602 mit einer
Halbwertszeit von iiber 7 h und oraler Bioverfiigbarkeit von nahezu 100 % in Hunden
[Pruitt et al., 2003]. Durch Austausch der P1-Gruppe mit einem Aminobenzisoxazolrest
wurde DPC 906 (Razaxaban) erhalten, ein hoch wirksamer, selektiver und oral verfiigbarer
FXa-Inhibitor, der sich in der klinischen Priifung Phase II befindet. Razaxaban besitzt in
Hunden eine orale Bioverfiligbarkeit von 84 % und zeigt eine dosisabhédngige Wirksamkeit in
einem Kaninchen-Thrombosemodell. Uberraschend ist allerdings die geringe Aktivitit in den
Gerinnungstests (ICx00 aptr = 6,1 uM; IC0 pr = 2,1 uM) [Quan et al., 2003, 2005]. Erst
kiirzlich wurden von BMS duale Inhibitoren beschrieben, die neben FXa auch FIXa hemmen

[Batt et al., 2004; Smallheer et al., 2004; Quiao et al., 2005].

CF; CF3 CF3
/ \ / \
HaC. S0 N H2N N e N
2 ‘ _NH NH ’ j\ @,
DPC 423 DPC 602 DPC 906 (Razaxaban)
KiFxa = 0,00015 pM Ki exa = 0,00091uM Ki Exa = 0,00019 uM

Abb. 12: FXa-Inhibitoren der Firma Bristol-Myers-Squibb.
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Durch die Firma Eli Lilly wurde eine Gruppe von FXa-Inhibitoren mit einer zentralen
D-Aminosdure und neutralen P1- und P3/P4-Resten entwickelt (K;-Werte < 10 nM, 4bb. 13)
[Sheehan et al, 2003], die von Strukturen der Firma Protherics abgeleitet sind
[Jones et al., 2001].

7
S__N
N P N NWAN N
o H Ly 5 H /
6 Cl 6 Cl
Kass Fxa = 820 x 108 l/mol Kass Fxa = 380 x 108 /mol

Abb. 13: FXa-Inhibitoren der Firma Eli Lilly. Die angegebenen K,-Werte entsprechen in etwa den
reziproken Hemmbkonstanten und haben die Einheit I/mol (K,ss = 1/K)).

Zu Beginn ihrer Arbeit haben Millennium Pharmaceuticals (frither COR Pharmaceuticals)
Ubergangszustands-analoge (transition state-analoge) Inhibitoren mit C-terminalen Arginal-
oder Arginin-Ketonen entwickelt, die kovalent an den Serinrest im aktiven Zentrum des FXa
binden. Dabei wurden auch andere, unnatiirliche Arginin-Mimetika als P1-Reste eingebaut
[Zhu u. Scarborough, 1999; Zhu et al., 2001; Huang et al., 2003; Su et al., 2003]. Als
Weiterentwicklung wurden mehrere Serien von nicht-kovalent bindenden FXa-Inhibitoren
unterschiedlicher Grundstrukturen synthetisiert. Viele Substanzen besitzen als P3/P4-Rest
einen substituierten Biphenyl-Baustein. Eine Gruppe von Inhibitoren enthélt ein substituiertes
cis-Acrylamid als Zentralbaustein und eine Amidinophenyl- [Song et al, 2002a, 2003]
bzw. 1-Aminoisochinolinfunktion als P1-Element [Song et al., 2002b] (4bb. 14). Die

korrespondierenden trans-Acrylamide sind ca. 100-fach weniger wirksam.

O, O,
S\NH2 S\NH2 HoN_ N
Br NH; F S ‘
o] o]
NH
N~ = N~ =
H F  CHs H F  CH;
KiFxa = 0,0016 UM
IC50 Fxa = 0,0005 M ICs50 Fxa = 0,005 uM

Abb. 14: FXa-Inhibitoren der Firma Millennium Pharmaceuticals mit einem cis-Acrylamid-Baustein.

Andere Verbindungen der Firma Millennium Pharmaceuticals besitzen einen zentralen
Pyrazol-Baustein und einen halogenierten Naphthylrest als P1-Segment (4bb. 15) [Jia et al.,
2002, 2004a]. Der Austausch des P3/P4-Biphenyls durch N,N-dialkylierte Benzamidine
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fiihrte zu hochwirksamen Verbindungen mit oralen Bioverfiigbarkeiten von ca. 14-47 % und
Halbwertszeiten von 3-18 h in Ratten. Diese Inhibitoren zeigen eine starke gerinnungs-

hemmende und antithrombotische Wirksamkeit [Jia et al., 2004b].

CFsy - CFsy
HoN H '\ H '\
S0, N’ | N
p o) N 0
g ) W

O Ki FXa = 0,0009 UM O

IC50 Fxa = 0,004 uM Cl ICs0 Fxa = 0,001 uM &

Abb. 15: FXa-Inhibitoren der Firma Millennium Pharmaceuticals mit zentralem Pyrazol-Baustein.

Zusitzlich wurden durch Millennium Pharmaceuticals Inhibitoren mit einem zentralen
Anthranilamid und neutralem P1-Rest beschrieben. Der urspriinglich verwendete Biphenyl-
Ligand [Zhang et al, 2004a] wurde durch hydrophilere P3/P4-Gruppen ersetzt. Die
wirksamsten Inhibitoren dieser Serie sind sehr selektiv und zeigen in Ratten orale
Bioverfiigbarkeiten > 44 % sowie Halbwertszeiten von bis zu 8,5 h (4bb. 16)
[Zhang et al., 2004b]. Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob Inhibitoren der Firma

Millennium Pharmaceuticals die klinische Entwicklung erreicht haben.

\ /

N/
O~ WO
)~ N
HN cl HN cl
K £xa = 0,0001 uM 0 AY N= o KiPxa=00003 M 0 AY N= o
ICs0 Fxa = 0,0009 uM N\ / ICs0 Fxa = 0,0003 uM N\ /

Abb. 16: FXa-Inhibitoren der Firma Millennium Pharmaceuticals mit einem Anthranilamid-Baustein.
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1.6. Grundstruktur der Inhibitoren
Die in dieser Arbeit synthetisierten FXa-Hemmstoffe sind von einer bekannten

Substrat-analogen Grundstruktur abgeleitet (4bb. 17).

O, RS o)
\%(—J
P3
H,N" SNH
-

Abb. 17: Verwendete Grundstruktur Substrat-analoger Inhibitoren.

Die Inhibitoren bestehen aus vier Segmenten. Der 4-Amidinobenzylamidrest in P1-Position
ist als ein Arginin-Mimetikum wichtig fiir die Affinitit der Hemmstoffe. Durch Optimierung
der anderen drei Bausteine (P4-P3-P2) kann die Wirksamkeit, aber vor allem auch die
Selektivitdt der Inhibitoren beeinflusst werden. Dabei wird als P2-Rest Glycin oder eine
andere Aminosdure in L-Konfiguration, in P3-Position eine Aminosiure in D-Konfiguration

und als P4-Baustein ein hydrophober Sulfonylrest verwendet.

1.6.1. Bekannte Ausgangsverbindungen

Vor Beginn der eigenen Arbeiten waren bereits mehrere, von der Leitstruktur 504
[Stiirzebecher et al., 2001] abgeleitete Hemmstoffe synthetisiert worden. Da die Variation der
P2-Aminosdure vor allem zu einem Selektivititsverlust gegeniiber Plasmin und Thrombin
fiihrte (510 und 512), wurde hauptsidchlich der D-Ser(tBu)-Rest in P3-Position modifiziert.
Dabei hatte sich gezeigt, dass man vor allem durch Einbau basischer Aminosduren, wie
D-Arg (641) und D-3-Amidinophenylalanin (D-3-Adf; 649), sehr wirksame und selektive

FXa-Inhibitoren erhalten kann, die relativ langsam eliminiert werden (7ab. 1, Abb. 18).
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Tab. 1 - Hemmkonstanten bekannter Substrat-analoger Inhibitoren mit verschiedenen

P2- und P3-Aminosduren (fiir FXa und andere Trypsin-artige Serinproteasen).

H
P3
s
o7}
Nr.
HoN” SNH
Ki (uM)
P3 P2
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
504 D-Ser(tBu) Gly 0,014 0,22 7,7 1,2 0,066
510 D-Ser(tBu) Pro 0,0088 0,002 0,069 0,18 0,0018
512 D-Ser(tBu) Ala 0,016 0,0021 0,28 0,3 0,0023
641 D-Arg Gly 0,005 1,4 2,2 0,33 0,01
649 D-3-Adf Gly 0,004 0,085 1,0 0,42 0,016

Als Vergleichssubstanz fiir pharmakokinetische Eliminierungsstudien wurde aufgrund ihrer

ausreichend langen Verweildauer in der Zirkulation von Ratten die Verbindung DX-9065a der

Firma Daiichi ausgewéhlt (4bb. 6) [Hara ef al., 1995]. Die Untersuchungen zur Eliminierung

wurden fiir alle Inhibitoren, einschlieBlich DX-9065a, unter identischen Bedingungen durch-

gefiihrt; in den meisten Grafiken sind die Mittelwertskurven gezeigt (vgl. Kapitel 5.4.).
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Abb. 18: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. I nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindung DX-9065a angegeben.
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Allerdings wurden bei den pharmakokinetischen Bestimmungen mit den Hemmstoffen
641 und 649 toxische Nebenwirkungen (schwerer Blutdruckabfall) beobachtet, die
moglicherweise durch den bis-basischen Charakter dieser Verbindungen ausgeldst werden.*
Da bis-basische Substanzen auBlerdem eine geringe Chance auf orale Resorption besitzen,

wurde die Entwicklung dieser Verbindungen nicht weiter verfolgt.

Als Alternative zu den basischen P3-Aminosduren wurden aromatische Aminosduren mit

unterschiedlicher Lénge der Seitenketten eingebaut (7ab. 2).

Tab. 2 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit aromatischen P3-Aminosduren
unterschiedlicher Seitenkettenldnge.

H O H
N N
sy
©AOZ )n H o
Nr.
H,N” SNH
Ki (uM)
* n
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
687 D 0 0,052 0,11 1,8 0,43 0,023
635 D 1 0,078 0,068 1,2 0,9 0,038
802 D 2 0,006 0,047 1,1 0,91 0,011
903 L 2 0,45 8,5 45 25 0,66
818 D 3 0,087 0,21 1,1 1,6 0,048

(* Konfiguration der P3-Aminoséure)

Die wirksamste Hemmung von FXa wurde fiir das D-Homophenylalanin-Derivat 802
bestimmt (K; = 6,0 nM; Tab. 2). Diese Substanz zeigt eine dhnliche FXa-Hemmwirkung wie
die Inhibitoren mit D-Arg und D-3-Adf in P3-Position. Der Vergleich der Inhibitoren 802 und
903 macht deutlich, dass der Einbau einer D-Aminosaure in P3-Position zu deutlich stiarkeren
FXa-Hemmstoffen fiihrt. Obwohl auch Verbindung 802 sehr schnell aus der Zirkulation von
Ratten eliminiert wird (4bb. 19), wurde sie aufgrund ihrer starken FXa-Hemmung als neue

Leitstruktur ausgewihlt.

* Dieser Effekt wurde bereits frither fiir andere Benzamidin-Derivate beschrieben [Kaiser et al., 1987,
Pallottini ef al., 2002].
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Abb. 19: Plasmaspiegel des Inhibitors 802 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg. Als Vergleich ist
die Eliminierung fiir die Verbindungen 504 und DX-9065a angegeben.

1.7. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung und Synthese neuer
niedermolekularer Inhibitoren des Gerinnungsfaktors Xa vom 4-Amidinobenzylamid-Typ. Im
Rahmen eines Projektes zur Entwicklung eines oral verfligbaren FXa-Hemmstoffes sollten
ausgehend von den bekannten Leitstrukturen 504 und 802 [Stiirzebecher et al., 2001, 2005]
optimierte Derivate hergestellt werden. Die Verbindungen sollten eine verbesserte
gerinnungshemmende und antithrombotische Wirksamkeit sowie ausreichende Selektivitét
gegeniiber den relevanten Trypsin-artigen Serinproteasen besitzen. Aullerdem sollten gezielte
Verdnderungen dieser Substanzen zu einer Verbesserung der pharmakokinetischen
Eigenschaften fiihren. Im letzten Schritt sollten Prodrug-Strategien untersucht werden, um

eine orale Resorption der Inhibitoren zu ermoglichen.
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2. Ergebnisse

2.1. Synthesen

In diesem Kapitel soll an ausgewéhlten Beispielen die Synthese der Inhibitoren beschrieben
werden (zur Nummerierung der Verbindungen und fiir detaillierte Angaben vgl. Kapitel 5.6.).
Abb. 20 zeigt exemplarisch die Synthese der Verbindung 747 (Bzls-D-hPhe-Ser-4-Amidino-
benzylamid). Die meisten Inhibitoren wurden nach diesem Syntheseschema hergestellt. Dabei
wurde das P2-P1- (Schritte 1 und 2; 4bb. 21 und Abb. 22) und das P4-P3-Element
(Schritt 3; Abb. 23) aufgebaut und beide am Ende der Synthese miteinander gekoppelt
(Schritt 4; Abb. 24). In der Regel erfolgte eine Endreinigung der Hemmstoffe mittels
préaparativer RP-HPLC (vgl. Kapitel 5.6.7.).

0 H,N
H-N 2
HoN 2
2 OH
Schritt 1 (1d)
.0
CN HZNJ\\N w/
(@]
Schritt 3| Schritt 2
OH
H O H
g N OH Schritt 4 H,N N
0, o)

l (3b)
OH
H O H
_N N
(7) s N HNT SN0
(0] H 0 o
H,oN

\N /OY

Schritt 5 9
OH
H O H
S/N N N
02 H (o)
(747) H,N" SNH

Abb. 20: Ubersichtsschema der Synthese von Bzls-D-hPhe-Ser-4-Amidinobenzylamid (747).

26




2. Ergebnisse

Zur Synthese des P2-P1-Segmentes wurde an den Ausgangsstoff 4-Cyanobenzylamin eine
Boc-Schutzgruppe eingefiihrt (1a, Abb. 21) [Moroder et al., 1976]. Das resultierende Boc-4-
Cyanobenzylamin wurde in das Hydroxyamidin tiberfiihrt (1b, Abb. 21) [Stiiber et al., 1995]
und mit Acetanhydrid acetyliert (1¢, Abb. 21) [Judkins et al., 1996].

H H H
N N _ HoN
H2N Boc Boc Boc N 2
_a _b _c . _d
CN ~ _OH _ X, O
CN HN" SN HoN™ N oj{ HoN" N

(1a) (1b) (1c) o (1d) ©

Abb. 21: Synthese von H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid. (4bb. 20 - Schritt 1)
a: DiBoc, 1 N NaOH in H,0, Dioxan; b: Hydroxylamin x HCI, DIEA in Ethanol, Riickfluss;
¢: Acetanhydrid in Eisessig; d: 1 N HCI in Eisessig.

Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe (1d, Abb. 21) wurde H-4-Acetylhydroxyamidino-
benzylamid mittels Mischanhydridverfahren an Boc-Ser-OH gekoppelt (3a, 4bb. 22) und
anschlieend die N-terminale Schutzgruppe entfernt (3b, Abb. 22).

OH OH
H H
N
H,N Boc.. N HoN
OH H o) (@]
Boc OH + 2 . —b .
>N
0 0 0
N AN
H,N \N/OT( HN™ Ny HN Ny
ad O (3a © apy O

Abb. 22: Synthese von H-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid. (4bb. 20 - Schritt 2)
a: Chlorameisensdure-isobutylester, N-Methylmorpholin in DMF, 1 h -15 °C +20 h RT; b: 90 % TFA.

Der P4-P3-Baustein wurde durch Kopplung von Bzls-Cl an H-D-hPhe-OH unter Schotten-
Baumann-Bedingungen erhalten (17, 4bb. 23).

0 H O

_N
g ¢l AN OH s OH
02 + —>a 02

Abb. 23: Synthese von Bzls-D-hPhe-OH. (4bb. 20 - Schritt 3)
a: 1 N NaOH in H,O, Dioxan.
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Der P2-P1-Baustein mit geschiitzter Amidinofunktion (3b, H-Ser-4-Acetylhydroxyamidino-
benzylamid) wurde mittels PyBOP an Bzls-D-hPhe-OH (17) gekoppelt (4bb. 24)
[Frérot et al., 1991].

Lo '/OHH L 0 '/OHH
@AS/N OH HZNWN@ @AS/N Nﬁ(%
0O, 0 a 0O, H 0
‘é .\ _a E
HNT SN Oy HN SN O
o) o}

a7 (3b)

Abb. 24: Synthese von Bzls-D-hPhe-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid. (4bb. 20 - Schritt 4)
a: PyBOP, DIEA in DMF.

Im letzten Schritt wurde das Zwischenprodukt in 90 % Essigsdure hydriert und der
Inhibitor 747 (Bzls-D-hPhe-Ser-4-Amidinobenzylamid) erhalten (4bb. 25).

OH OH
H O H H O H
N \ N N \ Nj
02 H (o) a 02 H 0
HoN \N/Oj( HoN" SNH
o)

(747)

Abb. 25: Synthese von Bzls-D-hPhe-Ser-4-Amidinobenzylamid (747). (4bb. 20 - Schritt 5)
a: Pd/C, H,in 90 % Essigsaure.

Die Mehrzahl der Hemmstoffe wurde nach einer analogen Synthesestrategie hergestellt. In
Fillen, bei denen das P2-P1-Segment mit ungeschiitzter Amidinofunktion gekoppelt wurde,
entfiel die Hydrierung im letzten Schritt (Schritt 5; Abb. 25).
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In einigen Féllen, z.B. bei der Synthese des Inhibitors 740 (Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-
Amidinobenzylamid), wurde eine modifizierte Syntheseroute verwendet (4bb. 26). Diese
Strategie wurde in den Féllen angewendet, bei denen die Ausgangsaminosdure nur als
Boc-Derivat kommerziell erhiltlich war (z.B. Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH) oder wenn
ausschliefllich der P4-Rest unter Beibehaltung des P3-P2-P1-Segmentes variiert werden
sollte. Die Schritte 1 und 2 dieser Synthese verliefen analog der in Abb. 21 und Abb. 22
dargestellten Kopplungen, wobei in diesem Fall Boc-Gly-OH als P2-Aminosédure verwendet
wurde. Nach Aufbau des P3-P2-P1-Bausteins (Schritt 3; Abb. 27) wurde direkt der
Sulfonylrest gekoppelt (Schritt 4; 4bb. 28) und nach finaler Hydrierung der Inhibitor erhalten
(Schritt 5; Abb. 29).

v &
Schritt 3 chrltt 2 chrltt 1
\ O \ O

(2b) (1d)

Schntt 4

s ﬁwé sass % gw

(740)

Abb. 26: Ubersichtsschema der Synthese von Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid (740).
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Der P2-P1-Baustein mit geschiitzter Amidinofunktion (2b, H-Gly-4-Acetylhydroxyamidino-
benzylamid) wurde mittels PyBOP an Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxy-
amidinobenzylamid gekoppelt (13a, Abb. 27) [Frérot et al., 1991]. AnschlieBend wurde vom
Intermediat 13a die N-terminale Boc-Schutzgruppe abgespalten (13b, Abb. 27).

H O H H O H Q H

N H,N N
Boc/N OH HzN/ﬁ( Boc/N NWN 2 N/ﬁ(
0 H o H o

+ a b
[ B [
/O ~ ~ .
N HoNT SNy N H,N \N/Oj{ N TRV Oj{
0 0 0

(2b) (13a) (13b)

Abb. 27: Synthese von H-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid. (4bb. 26 - Schritt 3)
a: PyBOP, DIEA in DMF; b: 1 N HCI in Eisessig.

Der erhaltene P3-P2-Pl1-Baustein (13b, H-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidino-
benzylamid) wurde unter Schotten-Baumann-Bedingungen mit Bzls-Cl gekoppelt (4bb. 28).

HsN i H § i N
S/Cl 2 NW S/N N/YN
02 H o) a 02 H o)
+ —_—
[ B
— X O — B
N HNT N N HN" N Oj(
(0]

(13b) o)

Abb. 28: Synthese von Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid. (4bb. 26 - Schritt 4)
a: 1 N NaOH in H,0, Dioxan (pH = 8).

Im letzten Schritt wurde das Zwischenprodukt in 90 % Essigsdure hydriert und der
Inhibitor 740 (Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid) erhalten (4bb. 29).

H O H H O H
N N N N
2 (e a 2 (0]
B B
N~ H,N \N/Oj( N~ H,N" SNH

0 (740)

Abb. 29: Synthese von Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid (740). (4bb. 26 - Schritt 5)
a: Pd/C, H;in 90 % Essigsaure.
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2.1.1. Synthese von Verbindungen mit substituierten Benzylsulfonylresten

Zur Synthese von Verbindungen mit Ring-substituierten Bzls-Resten mussten die nicht
kommerziell erhéltlichen Sulfonylchloride hergestellt werden. Man erhélt die Natriumsalze
der Sulfonsduren durch Umsetzung der entsprechend substituierten Benzylbromide mit
Natriumsulfit in Wasser [Arnold u. Dowall, 1948]. Die resultierende Sulfonsdure wird durch
Erhitzen mit Phosphorpentachlorid und Phosphorylchlorid in die Sulfonylchloride iiberfiihrt
[Johnson u. Hill, 1914]. Als Beispiel ist in Abb. 30 die Synthese von 4-NO,-Bzls-Cl (26b)

dargestellt, die Synthese anderer Sulfonylchloride verlief analog.

O 0]
/) /
/@/\ Br a m§ \O' b /@/B/S\Cl
02N 02N Na+ 02N
26a

26b

Abb. 30: Synthese von 4-NO,-Bzls-Cl.
a: Na,SOs in H,O, b: PCls, Phosphorylchlorid, 80 °C, 5 h.

Die Inhibitoren mit Nitrobenzylsulfonylrest wurden im letzten Schritt durch Hydrierung in die
korrespondierenden Amino-Verbindungen iiberfiihrt, wiahrend die Hemmstoffe mit einer
Methylesterfunktion mit NaOH verseift wurden (4bb. 31). Die in Abb. 31 dargestellten
Reaktionen wurden analog mit einer Reihe von Verbindungen mit anderen P3- und P2-Resten

durchgefiihrt.

Heg: oy % iy
-~ . -~

(764) (766)
H,N™ SNH H,N" SNH

E¥en: f*w % ESen iw

(700) (701) HoN™ “NH

Abb. 31: Synthese von 4-NH,-Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid (766) und 4-(HOOC-CH,)-
Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid (701).
a: Pd/C, H,in 90 % Essigsdure; b: 1 N NaOH in H,O, Dioxan, pH 10-11.
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2.1.2. Synthese von Verbindungen mit Pyridylmethylsulfonylresten

Die eingesetzten Pyridylmethysulfonylchloride waren kommerziell erhéltlich (Array
Biopharma, Boulder, CO, USA). Da diese Sulfonylchloride in wéssrigen Ldsungen sehr
schnell hydrolysieren [King et al., 1992], wurden sie nach Umsetzung der Aminosdure mit

Chlortrimethylsilan in DCM gekoppelt (4bb. 32) [Schwarz et al., 1981].

@)

HoN
’ OH a N s” OH

Abb. 32: Synthese von 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH.
a: Chlortrimethylsilan, DIEA in DCM, 1h 60 °C Riickfluss; b: Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat.

2.1.3. Synthese des Prodrugs 771
Das Prodrug 771 besitzt ein 4-Hydroxyamidinobenzylamid als P1-Rest, das durch Inkubation
der Acetylhydroxyamidino-Zwischenstufe mit Piperidin in DMF erhalten wurde ( Abb. 33).

0._O.__- O O~

H O H H Q H
/N N -

S N —2 . s\ N N

0, H o 0, Ho o

.0 _OH
HN™ Ny HN" SN
OH o) (771) OH

Abb. 33: Synthese von Bzls-D-hTyr-Glu(OEt)-4-Hydroxyamidinobenzylamid (771).
a: 20 % Piperidin in DMF.

2.1.4. Synthese und Racemattrennung der D,L-Homopyridylalanine

Das fiir erste Synthesen verwendete Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH war kommerziell erhéltlich
(RSP Amino Acids, Shirley, MA, USA), spiter erfolgte die Herstellung mittels Strecker-
Synthese aus 4-Pyridylpropanal, das durch Swern-Oxidation des 4-Pyridylpropanols erhalten
wurde [Ratcliffe er al., 1985; Mancuso et al, 1979]. Auf analoge Weise wurden
H-D,L-hAla(3-Pyr)-OH und H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH (43b, Abb. 34) hergestellt.
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(0]
HO 0] H HoN OH
a b, c
=~ >N = ‘N ‘ NN
NN DN =
(43a) (43b)

Abb. 34: Synthese von H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH.

a: Oxalylchlorid, DMSO, TEA in DCM, -70 °C; b: NH4CI, NaCN, in Diethylether, H,O, 4 h 0 °C
+ 4 h 50 °C, Extraktion mit Chloroform; ¢: 6 N HCI, 42 h RT + 35 h Riickfluss, Reinigung iiber
Dowex" 50WX8-200.

Zur Trennung der Enantiomere wurde das racemische H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH (43b) in
Benzoyl-D,L-hAla(2-Pyr)-OMe (43d) iiberfiihrt und anschlieend in Ammoniumacetat-Puffer
(20 % Methanol, pH 7,8) mit Chymotrypsin inkubiert (4bb. 35). Chymotrypsin spaltet nur
Peptid- bzw. Esterbindungen C-terminal von Aminosduren mit L-Konfiguration, wihrend der
Methylester des D-Derivates nicht angegriffen wird. Nach Entfernen des Methanols und
teilweisem Einengen fiel bei pH 8,5 nur der Methylester des D-Derivates aus und konnte so
von der L-Verbindung mit freier Carboxylgruppe abgetrennt werden [Ratcliffe et al., 1985].
Die Benzoyl-Verbindungen (43e, 43f) wurden mit 6 N HCI hydrolysiert und die Enantiomere
mittels lonenaustauschchromatgraphie isoliert (43g, 43h; Abb. 35). Die Racemattrennung des
3- und 4-Homopyridylalanins erfolgte analog.

P i

H,N N _

? OH O (43f) ‘ (43h) \
a, b 0 c

Z >N Z >N
N | NS |
(43b) 43d)
(43e) \ 43g) \

Abb. 35: Racemattrennung mit Chymotrypsin am Beispiel von H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH.

a: Benzoylchlorid, DIEA in H,0, Dioxan; b: SOCI,, in Methanol -10 °C; ¢: Chymotrypsin in
Ammoniumacetat-Puffer (20 % Methanol, pH 7,8) bei 37 °C; d: 6 N HCI, 24 h Riickfluss, Reinigung
iiber Dowex" 50WX8-200.
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Die erhaltenen Aminoséuren wurden mit Marfey’s Reagenz auf ihre Enantiomerenreinheit
iiberpriift [Kochhar u. Christen, 1989]. Durch Kopplung der Aminosduren mit dem chiralen
Marfey’s Reagenz entstehen Diastereomere, die mittels RP-HPLC bei 220 oder 340 nm
nachweisbar sind. Dabei zeigte sich, dass das erhaltene D-Derivat zu etwa 5 % mit
L-Aminosdure verunreinigt war; in der L-Aminosdure-Fraktion waren ca. 15 % D-Derivat

enthalten.

2.1.5. Synthese der Pyridyl-N-Oxid-Derivate

Um den Stickstoff des Pyridylmethylsulfonylrestes in das N-Oxid’ zu iiberfiihren, wurde eine
andere Synthesestrategie gewahlt (4bb. 36). Zuerst wurde der entsprechende P4-P3-Baustein
(24) mittels PyBOP an H-Gly-OtBu gekoppelt (41a). Der Pyridin-Stickstoff des intermediéren
3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu wurde mit MTO (Methyl-Rhenium-Trioxid) und
50 % Wasserstoffperoxid zum das N-Oxid oxidiert [Copéret et al., 1998] und anschlieSend
die C-terminale tBu-Schutzgruppe mit 90 % TFA abgespalten (41¢). Das resultierende
3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH wurde im letzten Schritt direkt an freies
H-4-Amidinobenzylamin (1f) gekoppelt, da die N-Oxid-Funktion bei Hydrierung oder
Reduktion nicht stabil ist. Auf diesem Weg wurden auch die anderen (NO)Pyridylmethyl-
sulfonyl-Verbindungen synthetisiert.

N _N (o) N O
X s~ OH NS N = s~ N
(T (reuwr s crsivr s
N N N*
a b o
(24) (41a) (41b)
c\
Ho ©Q H H O
_N OH
= s N Nﬂ(” s N
- ‘ 02 H 0 S 02 H e}
N* -~ N
| d |
e} o]
1711) (d1¢)
H,N~ SNH

Abb. 36: Synthese von 3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid (1711).
a: H-Gly-OtBu, PyBOP, DIEA in DMF; b: MTO, H,0, in DCM; ¢: 90 % TFA; d: H-4-Amidino-
benzylamid x HCI(1f), PyBOP, DIEA in DMF.

> In vielen Fillen wird die N-Oxid-Funktion als Zwitterion (N—O") dargestellt [z.B. Guertin et al., 2002;
Haginoya et al., 2004b]. Alternativ wird diese Gruppe auch mit einer Dativbindung N—O gezeigt, die eine
Delokalisierung der Elektronen hin zum Sauerstoff beschreibt [z.B. Young et al, 2004]. In dieser Arbeit sind
alle Pyridyl-N-Oxide als Zwitterionen dargestellt.
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Die Synthese der Homopyridylalanin-N-Oxid-Verbindungen erfolgte ebenfalls iiber die
Oxidation der C-terminal geschiitzten P4-P3-P2-Zwischenstufe (38a, Abb. 37). Diese gelang
mit besseren Ausbeuten unter Verwendung des Oxidationsmittels meta-Chlorperoxy-

benzoesédure (m-CPBA) anstelle von MTO/H,0, [Bremner et al., 1997a, 1997 b].

H 0] H O H (0]
N N 0 N A 0
e it orgdines
\—> N b =

\ \ .
20) N .~ (38a) N__~ @sh) NS |

y O
_N OH
S N
% OOy
a
o G380 O

(1710) o

Abb. 37: Synthese von Bzls-D,L-hAla(3-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid (1710).
a: H-Gly-OtBu, PyBOP, DIEA in DMF; b: m-CPBA in DCM; ¢: 90 % TFA; d: H-4-Amidino-
benzylamid x HCI(1f), PyBOP, DIEA in DMF.

2.1.6. Synthese der Prodrugs 1715 und 1331
Die racemische Verbindung 1715 entstand durch Kopplung des P4-P3-P2-N-Oxid-Bausteines
39c¢ an 4-Cyanobenzylamin. Das Intermediat wurde durch Umsetzung mit Hydroxylamin in

die Hydroxyamidino-Verbindung {iberfiihrt (4bb. 38).

Cmﬁ;@i”f (f

(39¢)

Abb. 38: Synthese von Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Hydroxyamidinobenzylamid (1715).
a: 4-Cyanobenzylamin x HCI, PyBOP, DIEA in DMF; b: Hydroxylamin x HCI, DIEA in Ethanol,
Riickfluss.
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Das Prodrug 1331 mit D-hAla(2-Pyr-NO) als P3-Rest wurde nach einer
modifizierten Synthesestrategie hergestellt. In diesem Fall wurde der gewiinschte
4-Hydroxy-amidinobenzylamin-Baustein (1g) im letzten Schritt mittels PyBOP direkt an
Bzls-D-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (D-39¢) gekoppelt (4bb. 39).

|l:l| i oH  H2N H i H
SEAC R SRUSR!
0 a 2 o)
O + Ot
"~ HN" SN " HoN~ SO

(D-39¢) (1g) (1331)

Abb. 39: Synthese von Bzls-D-hAla(2-Pyr-N-O)-Gly-4-Hydroxyamidinobenzylamid (1331).
a: PyBOP, DIEA in DMF.

2.2. Enzymkinetische Messungen und Untersuchung des Eliminationsverhaltens

Im Rahmen dieser Dissertation wurden hauptsichlich Inhibitoren synthetisiert und
charakterisiert, die sich von der Leitstruktur 802 mit einem D-Homophenylalanin in
P3-Position ableiten (7ab. 2). Zusitzlich wurden einige Verbindungen mit D-Phenylalanin-
Derivaten synthetisiert, da diese im Gegensatz zu den D-hPhe-Derivaten kommerziell

erhéltlich waren.

2.2.1. Inhibitoren ohne Sulfonylfunktion

Zu Beginn der Arbeiten wurde versucht, die Sulfonylfunktion im P4-Rest der Inhibitoren zu
eliminieren und durch eine CH,-Gruppe zu ersetzen. Das Ziel dieser Substitution war, das
Molekulargewicht der Verbindungen und die Anzahl der Heteroatome zu reduzieren. In
Kombination mit D-Phe als P3-Aminosdure wurde ausgehend von Verbindung 635 der
Bzls-Rest durch unterschiedlich lange Phenylalkylketten ersetzt (718, 719 und 726). Im Falle
des Inhibitors 755 wurde der Bzls-Rest vollstindig entfernt (7ab. 3).
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Tab. 3 - Hemmkonstanten der Inhibitoren ohne Sulfonylfunktion mit D-Phe / D-hPhe in P3-Position.

H
e
(0]
Nr.
H,N NH
Ki (uM)
P4
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
e
(TZZSZ) @A?)z 0,078 0,068 1,2 0,9 0,038
718 Q\H{ 5.7 1,2 > 1000 26 0,44
719 @vf 42 2,2 > 1000 40 0,35
726 @wz 14 1,6 47 30 0,44
e
(T?z(an) @Agz 0,006 0,047 1,1 0,91 0,011
755 H 3,6 16 40 43 0,37

Alle Derivate ohne Sulfonylfunktion zeigen mit Ki-Werten > 3,6 uM einen fast vollstindigen

Verlust der FXa-Hemmaktivitit. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Sulfonylfunktion

essentiell fur die Aktivitat der Hemmstoffe ist. Deshalb wurde der Bzls-Rest in P4-Position

fiir alle folgenden Inhibitorsynthesen beibehalten.
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2.2.2. Inhibitoren mit Derivaten des D-Phenylalanins
In einer weiteren Serie wurde als P3-Aminosdure 4-Nitro- bzw. 4-Aminophenylalanin und

3-Pyridylalanin (jeweils in D-Konfiguration) eingebaut (7ab. 4).

Tab. 4 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-Phe-Analoga in P3-Position.

H O H
S e N N N
SRANE D
ho
R
Nr.
HN” “NH,
Ki (uM)
R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
(Tfj’fz) @5* 0,078 0,068 1,2 0.9 0,038
/
(ngzz) @J“ 0,006 0,047 1,1 0,91 0,011

784 02N©§— 0,16 0,32 1,2 1,2 0,1
785 Hm@éf 0,17 0,25 0,92 1,5 0,056

725 7 N 0,051 0,28 1.2 0,87 | 0,067

Die Inhibitoren mit Nitro- (784) bzw. Aminogruppe (785) zeigen eine vergleichsweise
schwache FXa-Hemmung mit K;-Werten > 0,15 pM. Auch das D-Ala(3-Pyr)-Derivat 725 ist
mit einer Hemmkonstante von 51 nM weniger wirksam als die D-hPhe-Verbindung 802 und
kaum wirksamer als der D-Phe-Inhibitor 635. Deshalb wurden keine weiteren Verbindungen

mit D-Phe-Analoga in P3-Position synthetisiert.

2.2.3. Inhibitoren mit D-Homophenylalanin

Aus Arbeiten mit strukturell dhnlichen Urokinasehemmstoffen war bekannt, dass der Einbau
hydrophiler und polarer Gruppen in vielen Féllen zu Verbindungen mit verzogerter
Eliminationsgeschwindigkeit fiihrt [Schweinitz et al., 2004]. Daher wurde versucht, diese
Strategie auch auf die FXa-Inhibitoren anzuwenden. Ausgehend von Inhibitor 802 wurden
durch Variation der P2-Aminosdure mit polaren Seitenketten die Verbindungen 747 mit Ser

und 768 mit Glu erhalten.
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Tab. 5 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hPhe in P3-Position und verschiedenen P2-Resten.

H O H
= Oz
Nr.
H,N” SNH
P2 Ki (uM)

FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin

802
(Tab. 2) Gly 0,006 0,047 1,1 0,91 0,011

747 Ser 0,036 0,55 0,061 0,38 0,0024
768 Glu 0,0095 15 0,23 4,8 0,002

Beide Substanzen sind mit K;-Werten von 36 bzw. 9,5 nM weniger wirksam als die
Ausgangssubstanz 802, jedoch ist das Glu-Derivat 768 noch ein relativ starker und selektiver
FXa-Hemmstoff. Im Gegensatz dazu fiihrte der Einbau von Ser bei Verbindung 747 zu einem
deutlicheren Selektivititsverlust (K; pjasmin = 61 nM). Allerdings zeigt der Inhibitor 747 eine
verlangsamte Eliminierung (4bb. 40).

100

E
()]
= —m— DX-9065a
s —a— 747
® T 768
"dé; 0,1 ; —e— 802
N T
c 4
2 0014

0,001 - ‘ ‘ ‘

0 100 200 300
Zeit (min)

Abb. 40: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 5 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

39




2. Ergebnisse

In der Regel fiihrt der Austausch des Gly in P2-Position durch andere Aminosduren zu einem
deutlichen Verlust an Selektivitdt und Wirksamkeit. Deshalb wurde in einer weiteren Serie
versucht, unter Beibehaltung des Glycins den P4-Ring mit polaren Gruppen zu modifizieren.
Um eine direkte Vergleichbarkeit mit fritheren Ergebnissen zu ermdglichen, wurde in einer
ersten Reihe ausgehend von Verbindung 504 der D-Ser(tBu)-Rest in P3-Position beibehalten
und der P4-Ring mit Carboxyl-, Nitro- und Aminogruppen modifiziert (7ab. 6).

Tab. 6 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-Ser(tBu) in P3-Position und substituierten P4-Resten.

< H O H
= 02 H o
o
Nr. ﬁ\
HN” “NH,
Ki (uM)
R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
504
(Tab. 1) H 0,014 0,22 7,7 1,2 0,066
)
*
700 \Ok%/ 0,11 0,27 4,6 0,89 0,027
O
701* Hok%”/ 0,098 2,5 7,3 2,1 0,068
764 4-NO, 0,0075 0,14 3,5 0,059 0,053
766 4-NH, 0,018 0,077 2,9 0,59 0,02
753 2-NO, 0,097 0,2 9,9 3,0 0,14
754 2-NH, 0,023 0,12 8,7 2,8 0,071

(* R: Substitution in para-Position am P4-Phenylring)

Die entstandenen Nitro- bzw. Amino-Verbindungen 764, 766 und 754 besitzen &hnliche
Aktivititen wie Inhibitor 504, wiahrend die Verbindungen 753, 700 und 701 FXa
deutlich schwécher hemmen. Allerdings konnte nur fiir das Derivat 701 eine verlangsamte
Eliminierung beobachtet werden (A4bb. 41). Der Effekt der Nitrogruppen auf die
Eliminationsgeschwindigkeit der Hemmstoffe wurde in diesen Kombinationen mit

D-Ser(tBu) in P3-Position nicht untersucht.
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[Konzentration] (ug/ml)

100 =

—=— DX-9065a
: —4—701
0.1 —o— 766
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0

100 200
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Abb. 41: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus Tab. 6 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 504 und DX-9065a angegeben.

Im Rahmen dieser Synthesen entstanden als zusétzliche Produkte nach Abspaltung der

tBu-Schutzgruppe des Serins mit 90 % TFA die Substanzen 705, 706, 765, 767, 756 und 757

(Tab. 7).

Tab. 7 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-Ser in P3-Position und substituierten P4-Resten.

. H O H
N N
N s” N
s
OH | N
=
Nr.
HN” “NH,
Ki (uM)
R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
O
705* \ok%?: 10,4 9,9 18 0,036 0,089
)
706* . 48 60 27 0,11 0,21
HOP 5
765 4-NO, 59 12 9,7 0,024 0,18
767 4-NH, 1.4 6,7 6,2 0,018 0,056
756 2-NO, 10,2 14 21 0,13 n.b.
757 2-NH, 4 10,9 16 0,037 0,18

(* R: Substitution in para-Position am P4-Phenylring; n.b. = nicht bestimmt)
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Diese = Verbindungen zeigen einen starken Verlust der FXa-Hemmwirkung
(Kj-Werte > 1,0 uM). Wie zu erwarten war, steigt statt dessen die Aktivitit gegeniiber uPA
deutlich an [Schweinitz et al., 2004]. Dies bestitigt, dass eine hydrophobe Seitenkette in

P3-Position fiir eine starke Hemmwirkung gegeniiber FXa wichtig ist.

In Analogie zu den D-Ser(tBu)-Derivaten wurden die P4-Variationen in Verbindung mit
D-hPhe als P3-Aminosadure untersucht. Die Hemmkonstanten der Inhibitoren sind in 7ab. 8

zusammengefasst.

Tab. 8 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hPhe in P3-Position und substituierten P4-Resten.

< H 9 H
N N
TN s~ N
| S N
= 2 (6]
Nr.
HN” “NH,
Ki (uM)
R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
802
(Tab. 2) H 0,006 0,047 L1 0,91 0,011
(0]
*
738 \Ok%; 0,054 1,8 1,8 1,7 0,01
o
%
739 Hok%%/ 0,09 14 3,8 33 0,03
759 4-NO, 0,014 0,71 1,5 0,66 0,02
751 2-NO, 0,022 1,2 3,1 5,2 0,04
760 4-NH, 0,0032 0,26 0,88 0,41 0,0073
769 3-NH, 0,014 1,4 0,93 2,0 0,015
752 2-NH, 0,0086 0,92 1,3 2,1 0,021

(* R: Substitution in para-Position am P4-Phenylring)

Die Inhibitoren mit Nitro- und Carboxymethyl-Substitution in P4-Position (751, 759 und 739)
sind weniger wirksam als die Leitsubstanz 802. Allerdings konnte die FXa-Hemmwirkung
durch Reduktion der Nitro- zur Aminogruppe (760, 769 und 752; K;-Werte < 8,6 nM) deutlich
verbessert werden. Diese Substitutionen hatten jedoch keinen Effekt auf die

Eliminationsgeschwindigkeit der Inhibitoren (4bb. 42).
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100 +
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Abb. 42: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. § nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

Aufgrund der starken Hemmwirkung der Amino-substituierten Derivate auf FXa wurde mit
Verbindung 760 bei der Firma GenPharmTox BioTech AG, Miinchen, ein Ames-Test
durchgefiihrt [Ames et al., 1975; Maron u. Ames, 1983]. Dieser diente dazu, die potentiellen
mutagenen Eigenschaften der anilinischen Aminogruppe in P4-Position zu untersuchen.
Dabei zeigten sich starke zytotoxische Effekte des Hemmstoffes und eine deutliche mutagene
Wirkung, die bei einem strukturell dhnlichen Inhibitor ohne Substitution am P4-Rest
(Bzls-D-Ser-Ser-4-Amidinobenzylamid®) nicht beobachtet wurden.

Die Ergebnisse aus dem Ames Test erforderten die Entwicklung alternativer Hemmstoffe.
Stark basische Reste sind als Substituenten ungeeignet, da Inhibitoren mit bis-basischem
Charakter kaum oral resorbierbar sind und schwere Nebenwirkungen, wie starken
Blutdruckabfall, verursachen kdnnen [Kaiser et al., 1987; Pallottini et al., 2002]. Eine géngige
Alternative ist der Austausch von Phenyl- durch Pyridylringe, die nur eine relativ geringe
Basizitdt besitzen (pK, = 5,2) [Patai u. Rappoport, 1991] und so bei physiologischem
pH-Wert nur z.T. geladen sind. Solche Pyridyl-Substituenten erhdhen die Hydrophilie und
dadurch auch die Léoslichkeit der Verbindungen und konnen so die Eliminations-
geschwindigkeit beeinflussen.

Durch Substitution der Benzylsulfonylfunktion mit verschiedenen Pyridylmethylsulfonyl-
gruppen wurden die Verbindungen 741, 748 und 749 erhalten (7ab. 9).

% uPA-Hemmstoff [Schweinitz et al., 2004]
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Tab. 9 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hPhe in P3-Position und P4-Pyridylgruppen.

Ho O H
R s P2~ Nj
0,
Nr.
HN” “NH,
Ki (uM)
R P2

FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
741 NC/>§— Gly 0.086 3.6 5.1 2.5 0,032
748 Was Gly 0,078 5,9 3,7 7.4 0,045

N

749 Q? Gly 0,093 49 47 12 0,043
743 N@é— Ser 0,38 3,3 0,27 0,7 0,006

Alle Inhibitoren dieser Serie sind relativ schwache FXa-Hemmstoffe (K; > 78 nM). In
Kombination mit Ser als P2-Aminosdure (743) kam es zu einem noch stirkeren
Wirkungsverlust gegeniiber FXa, verbunden mit einem Anstieg der Plasmin- und uPA-
Hemmaktivitdt. Bei der Untersuchung der Pharmakokinetik zeigte sich, dass die Derivate 741,

749 und 743 ein etwas verlangsamtes Eliminationsprofil besitzen (4bb. 43).

100
E i
£ i —=— DX-9065a
2 —4—743
S 749
J —— 741
g T 748
c I
S 0014 802
0,001 - ‘ ‘ ‘
0 100 200 300
Zeit (min)

Abb. 43: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus Tab. 9 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.
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2. Ergebnisse

2.2.4. Inhibitoren mit D-Homotyrosin

Da nach Variation der P4- und P2-Position in Verbindung mit D-hPhe keine Verbesserung der
Hemmwirkung in Kombination mit einer verzogerten Eliminierung mdglich war, wurde das
D-hPhe in P3-Position modifiziert. In einer ersten Serie wurden Derivate mit kommerziell

erhdltlichem D-hTyr synthetisiert (7ab. 10).

Tab. 10 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hTyr in P3-Position und verschiedenen P2-Resten.

H Q H
@AS/N p2- N

0,

Nr.
HoN~ SNH
OH
K (uM)
P2

FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
745 Gly 0,003 1,5 0,78 0,93 0,0039
746 Ser 0,012 1,4 0,048 0,24 0,0016
758 Glu 0,0031 19 0,15 3,6 0,026

Inhibitor 745 mit Gly als P2-Rest ist ein wirksamer (K; = 3,0 nM) und sehr selektiver FXa-
Hemmstoff. Auch in dieser Reihe fiihrte der Einbau von Ser als P2-Aminosédure in
Verbindung 746 zu einem deutlichen Verlust der Selektivitit gegeniiber Plasmin. Im
Gegensatz zu den Inhibitoren mit Gly (745) und Ser (746) in P2-Position zeigt das Glu-
Derivat 758 neben einer starken Hemmwirkung (K; = 3,1 nM) auch eine verzogerte

Eliminationsgeschwindigkeit (4bb. 44).
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Abb. 44: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 10 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

Um einen oral wirksamen FXa-Hemmstoff zu erhalten, wurden von Verbindung 758 die zwei
Prodrug-Derivate 763 und 771 hergestellt. Das Ziel von Prodrug-Verbindungen ist, die stark
geladenen Gruppen des Wirkstoffs durch leicht abspaltbare hydrophobe Reste zu maskieren,
so dass eine Resorption nach oraler Applikation ermdglicht wird.

Das Prodrug hat in der Regel nur eine sehr geringe Wirksamkeit zum Zielenzym und
demzufolge auch zu anderen dhnlichen Enzymen, wie z.B. Trypsin. Erst nach der Resorption
in die Blutbahn wird die Prodrug-Verbindung durch korpereigene Enzyme oder spontan
ablaufende Prozesse in den aktiven Inhibitor iiberfithrt. Somit wird die freie Inhibitor-
konzentration nicht durch Trypsin beeinflusst, welches in hohen Konzentrationen im
Gastrointestinaltrakt vorkommt.

Die Carboxylfunktion der Glutaminsédure wurde als Ethylester maskiert, welcher im Blut
durch Esterasen hydrolysiert wird [Ettmayer et al., 2004]. Die Amidinogruppe wurde in eine
Hydroxyamidinogruppe tiberfiihrt. Diese Hydroxybenzamidine werden bei der ersten
Leberpassage (first pass effect) durch eine NADH-abhidngige Reduktase in das freie Amidin
umgewandelt [Clement et al., 1997].
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Tab. 11 - Hemmkonstanten des Inhibitors 758 und seiner Prodrugs mit D-hTyr in P3-Position.

)

‘R,
H O H
N

o}

_N S
sy

Nr.
N~ SN2
OH
Ki (uM)
R, R;
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin

758 H H 0,0031 19 0,16 3,6 0,026
763 CH,CH; H 0,0032 1,0 0,011 0,23 0,0016
771 CH,CH; OH 1,9 > 1000 130 > 1000 6,5

Das doppelte Prodrug 771 besitzt aufgrund der modifizierten Amidinofunktion bei allen

untersuchten Enzymen eine mehr als 500-fach geringere Wirksamkeit. Ein Nachteil des

Mono-Prodrugs 763 mit freier Amidinogruppe ist der Selektivititsverlust gegeniiber Plasmin

(K prasmin = 11 nM). Um die Hydrolysegeschwindigkeit des Ethylesters zu untersuchen, wurde

die Verbindung 763 bei 25 °C mit Rattenplasma inkubiert. Durch Bestimmung der

Plasmakonzentrationen des Prodrugs 763 und der Wirksubstanz 758 zeigte sich, dass der

Ethylester praktisch sofort hydrolysiert und die Verbindung 758 gebildet wird (4bb. 45).

[Konzentration] (ug/ml)

—n
2 n
1 n
0= L T L
0 1 2 3
Zeit (h)

—=—758
—&— 763

Abb. 45: Plasmaspiegel des Inhibitors 758 und des Mono-Prodrugs 763 bei Inkubation in Rattenplasma.

Bei Versuchen an der Ratte wurde eine sehr geringe Resorption des Prodrugs 771 sowohl

nach duodenaler als auch nach oraler Gabe beobachtet (4bb. 46).
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Abb. 46: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus Tab. 11 nach unterschiedlicher Applikation. Das
Prodrug 771 wurde als Wirksubstanz 758 nachgewiesen. Die Dosierung betrug bei 7.v.- und s.c.-Gabe
1 mg/kg, bei oraler bzw. duodenaler Applikation 5 mg/kg. Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die
Verbindung DX-9065a angegeben.

Es konnten jedoch in keiner Phase des Resorptionsversuches ausreichende Plasmaspiegel
(ca. 0,2 pg/ml; vgl. Kapitel 3.4.3.) erreicht werden. Aufgrund der geringen Bioverfiigbarkeit

wurde die Verbindung 771 nicht weiterentwickelt.

Im Rahmen von weiteren Variationen mit D-hTyr wurde der P4-Rest mit Nitro- oder

Aminogruppen modifiziert (7ab. 12).

Tab. 12 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hTyr in P3-Position und substituierten P4-Resten.

H O H
R -~
‘\\ S PZ/
= 0z
]
Nr.
N HNZ “NH
OH
Ki (uM)
R P2
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
773 4-NO, Gly 0,0052 0,88 0,85 0,5 0,0044
774 4-NH, Gly 0,003 0,56 0,52 0,33 0,0029
778 4-NO, Glu 0,0068 15 0,36 34 0,0038
770 4-NH, Glu 0,0019 78 0,13 3,1 0,0016
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2. Ergebnisse

Alle Derivate zeigen mit Ki-Werten < 6,8 nM eine starke Hemmwirkung gegeniiber FXa.
Allerdings wird Verbindung 774 &dhnlich schnell eliminiert wie die Verbindung mit
unsubstituiertem P4-Rest (745, Tab. 10 und Abb. 44), wihrend Inhibitor 773 sogar noch
rascher ausgeschieden wird. In Kombination mit P2-Glu (778 und 770) konnte eine

Verzogerung der Eliminationsgeschwindigkeit beobachtet werden (4bb. 47).

100 +
£ 103 —=— DX-9065a
2 : —4—770
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Abb. 47: Plasmaspiegel ausgewéhlter Inhibitoren aus Tab. 12 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

Da sich aber in dem mit Verbindung 760 durchgefiihrten Ames-Test gezeigt hatte, dass eine
anilinische Aminogruppe am Benzylsulfonylrest moglicherweise mutagene Effekte hat, wurde

der Inhibitor 770 trotz seiner deutlich verzogerten Elimination nicht weiter untersucht.

2.2.5. Inhibitoren mit D,L-Homopyridylalaninen

Der Einbau des 4-Homopyridylalanins als P3-Aminosiure fiihrte zu einem stark wirksamen
und selektiven Inhibitor (740, K; = 7,1 nM). Nachdem auch das 3- und das 2-Homo-
pyridylalanin in der Arbeitsgruppe hergestellt worden war, wurden die Verbindungen 1705
und 1707 synthetisiert, die dhnliche Hemmwirkungen auf FXa besitzen.

Aus vorangegangenen Synthesen ist bekannt, dass der Einbau von D-Aminosduren in
P3-Position zu wirksamen FXa-Inhibitoren fiihrt, wihrend Substanzen mit Aminosaduren in
L-Konfiguration deutlich weniger wirksam sind (7ab. 1). Aus diesem Grund wurde eine
Racemattrennung der Homopyridylalanin-Derivate durchgefiihrt und anschlieBend die reinen’

D-Derivate 1734 und 1730 der racemischen Inhibitoren 1705 und 1707 synthetisiert (7ab. 13).

7 Laut Reaktion mit Marfey’s Reagenz zu ca. 5 % mit L-Verbindung verunreinigt (vgl. Kapitel 5.6.6.).
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Dabei erwies sich Verbindung 1730 mit einem K;-Wert von 0,71 nM als ein sehr wirksamer

und selektiver FXa-Hemmstoft.

Tab. 13 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit hAla(Pyr) in P3-Position.

H O H
N N
S N
T % ﬁHW
R
Nr.
H,N" SNH
Ki (uM)
* R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
740 DL N@é* 0.0071 2.0 12 12 0.017
1705 DL @57 0,004 2,0 1,5 32 0,028
N
1734 D Was 0,0019 12 0,68 0,71 0,014
N
1707 DL @5* 0,00083 2,0 2,8 43 0,018
N
1730 D @5* 0,00071 1,9 11 17 | 00077
N

(* Konfiguration der P3-Aminoséure)

Trotz der exzellenten FXa-Hemmwirkung zeigt keines der in 7ab. 13 zusammengefassten

Derivate eine verzogerte Eliminierung aus der Zirkulation von Ratten (4bb. 48).
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Abb. 48: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 13 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.
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Es ist seit langem bekannt, dass Prolin eine besonders geeignete P2-Aminosdure in Substrat-
analogen Thrombininhibitoren ist [Steinmetzer et al., 2001; Steinmetzer u. Stiirzebecher,
2004]. Auch FXa wird wirksam durch Inhibitoren mit P2-Pro gehemmt (7ab. ). Da
inzwischen mehrere andere Gruppen versuchen, duale Hemmstoffe von FXa und Thrombin
zu entwickeln [Nar et al., 2001; Deng et al., 2003], wurden Inhibitoren mit Pro in P2-Position
und D,L-hAla(Pyr) als P3-Rest synthetisiert. Die resultierenden Diastereomere konnten durch
RP-HPLC getrennt werden (7ab. 14). Die Zuordnung der Konfiguration der P3-Aminosédure
erfolgte liber die Bestimmung der FXa-Hemmwirkung. Dabei wird angenommen, dass das D-

Derivat der wirksamere Inhibitor ist.

Tab. 14 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit hAla(Pyr) in P3- und Pro in P2-Position.

NH,
WA Ua
ILEN NH NH
0 N
Nr N
Ki (uM)
P3
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
1708 D-hAla(4-Pyr) 0,0021 0,0022 0,032 0,1 0,0019
1709 L-hAla(4-Pyr) 0,36 0,026 n.b. 2,8 n.b.
1733 D-hAla(3-Pyr) 0,0036 0,0032 0,023 0,17 n.b.
1732 L-hAla(3-Pyr) 0,22 0,023 1,5 2,9 0,047
1729 D-hAla(2-Pyr) 0,0024 0,005 0,05 0,3 0,0016
1728 L-hAla(2-Pyr) 0,48 0,013 5,6 4,4 0,034

(n.b. = nicht bestimmt)

Die Inhibitoren 1708, 1733 und 1729 mit D-hAla(Pyr) sind bei den meisten untersuchten
Proteasen dhnlich wirksam und konnen als duale Thrombin- und FXa-Hemmstoffe angesehen
werden. Die korrespondierenden L-Derivate 1709, 1732 und 1728 hemmen Thrombin mit
Ki-Werten um 20 nM. Aufgrund der relativ starken Plasminhemmung (K; pjasmin < 50 nM) sind
diese Verbindungen jedoch fiir eine Weiterentwicklung als FXa- und/oder Thrombin-

hemmstoffe ungeeignet.

Die Kombination von P3-D,L-hAla(Pyr) mit anderen P2-Aminosiduren wie Ser oder Glu
fuhrte ebenfalls zu wirksamen FXa-Inhibitoren. Auch hier konnten die Diastereomere durch

RP-HPLC getrennt werden (7ab. 15).

51




2. Ergebnisse

Tab. 15 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit hAla(Pyr) in P3-Position und polaren P2-Resten.

H

P3
s~ p2N

s

Nr.
H,N" SNH
Ki (uM)
P3 P2
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
744a D-hAla(4-Pyr) Ser 0,014 0,91 0,075 0,32 0,0027
744b L-hAla(4-Pyr) Ser 0,099 4,6 0,6 2,0 0,014
762a D-hAla(4-Pyr) Glu 0,0037 100 0,22 100 0,0028
762b L-hAla(4-Pyr) Glu 0,39 27 4,6 36 0,073
1706a D-hAla(3-Pyr) Glu 0,0027 32 0,16 6,2 0,0034
1706b L-hAla(3-Pyr) Glu 0,33 52 2,5 58 0,033

Vor allem die Inhibitoren mit P2-Glu (762a und 1706a) zeigen eine wirksame FXa-Hemmung

(Ki < 3,7 nM), jedoch sind sdmtliche Verbindungen weniger selektiv gegeniiber Plasmin.

Auch in diesen Fillen bewirkte der Einbau einer polaren oder geladenen Aminoséure (wie Ser

oder Glu) in P2-Position eine verzogerte Eliminationsgeschwindigkeit (4bb. 49).
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Abb. 49: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 15 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.
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2. Ergebnisse

Parallel dazu wurde auch in der Reihe der Homopyridylalanin-Derivate versucht, das
Eliminationsverhalten durch Substitutionen am P4-Rest zu beeinflussen. Da zu Beginn der
synthetischen Arbeit nur das D,L-hAla(4-Pyr) zur Verfiigung stand, wurden sdmtliche

Derivate mit dieser Aminoséure hergestellt (7ab. 16).

Tab. 16 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D,L-hAla(4-Pyr) in P3-Position in Kombination
mit verschiedenen P4- und P2-Resten.

H, O H
N
RS P2~
O,

Ki (uM)

R P2
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin

796 wﬁ% Gly 0,017 3.8 1,8 1,6 0,011
o

zg%/
797 w Gly 0,012 36 2,7 s | 0,024
HO

742 N ) Gly 0,022 32 4.4 2,0 0,034
750 N V- Ser 0,084 5.6 021 0.6 0,007

(* racemisch)

Der Einbau der Carboxymethylfunktion (797) und des Pyridylrestes (742) in P4 bewirkte
in Verbindung mit Gly als P2-Aminosdure nur einen leichten Verlust der Wirksamkeit
(Ki-Werte < 22 nM). In Kombination mit P2-Ser kam es durch Einbau des Pyridylrestes zu
einem deutlichen Aktivitdtsverlust (750, K; = 84 nM) und wie erwartet zu einer Abnahme der
Selektivitdt gegeniiber Plasmin. Allerdings werden sédmtliche Derivate dieser Serie langsamer

eliminiert (4bb. 50).
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Abb. 50: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 16 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
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Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

—=— DX-9065a

Da zum Zeitpunkt der Synthese der in Tab. 17 aufgefiihrten Hemmstoffe die Ergebnisse aus

dem Ames-Test mit Verbindung 760 noch nicht bekannt waren, wurden Inhibitoren mit

Nitro- (786, 782a und 782b) und Aminogruppen (787, 783a und 783b) am P4-Ring

hergestellt. Die durch Kombination mit P2-Glu entstandenen Diastereomere wurden mittels

RP-HPLC getrennt.

Tab. 17 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit hAla(4-Pyr) in P3-Position und verschiedenen
P4- und P2-Resten.

H H
R sN p2 N
X 02
Nr. ~
NS
N HN” “NH,
Ki (uM)
R * P2
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
786 4-NO, D,L Gly 0,0067 1,9 2,6 0,69 0,021
787 4-NH, D,L Gly 0,0049 1,0 1,5 0,51 0,011
782a 4-NO, D Glu 0,0041 35 0,28 1.4 0,0052
782b 4-NO, L Glu 0,82 400 29 84 0,082
783a 4-NH, D Glu 0,0031 25 0,31 1,5 0,0039
783b 4-NH, L Glu 0,045 84 2,2 17 0,02

(* Konfiguration der P3-Aminosiure)
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2. Ergebnisse

Die Verbindungen 786 und 787 mit Gly als P2-Aminoséure besitzen mit 6,7 und 4,9 nM sehr
wirksame Hemmkonstanten fiir FXa und eine hohe Selektivitit gegeniiber den meisten
anderen untersuchten Enzymen. Bei den P2-Glu-Derivaten 782a und 783a (K; = 4,1 bzw.
3,1 nM) wurde wieder eine verringerte Selektivitit gegeniiber Plasmin beobachtet. Unter allen
in Tab. 17 aufgefiihrten Substanzen wird der Inhibitor 783a am langsamsten eliminiert und

hat ein mit DX-9065a vergleichbares Eliminationsprofil (46b. 51).
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Abb. 51: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren aus 7ab. 17 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Einbau von 4-Homopyridylalanin als P3-Rest zu
Inhibitoren mit starker Wirksamkeit und hoher Selektivitit fithrt und in Kombination mit
geeigneten P4- und P2-Resten das Eliminationsverhalten verbessert. Da eine Aminogruppe
aufgrund der Ergebnisse des Ames-Tests als Substituent fiir eine weitere Entwicklung
ausgeschlossen war und Ser sowie Glu in P2-Position die Selektivitdt gegeniiber Plasmin im
Vergleich zu Gly verringern, wurde nach alternativen Mdglichkeiten zur Optimierung der
Verbindungen gesucht. Anhand verschiedener Beispiele ist bekannt, dass durch Einbau von
Pyridyl-N-Oxiden die pharmakokinetischen Eigenschaften von Inhibitoren verbessert werden
konnen, ohne die Wirksamkeit der Verbindungen zu verringern [Burgey er al., 2003;
Marquis et al., 2004].

Diese Strategie wurde auf die bereits beschriebenen Inhibitoren angewandt und deren Pyridyl-

Stickstoffe wurden in N-Oxide iiberfiihrt.
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2.2.6. Inhibitoren mit Pyridyl-N-Oxiden in P4-Position

In einer ersten Serie wurden die Pyridyl-N-Oxide in P4-Position eingebaut. Analog zu den in

Tab. 9 zusammengefassten Pyridyl-Verbindungen (741, 748 und 749) wurden die Inhibitoren
1307, 1711 und 1217 synthetisiert (7ab. 18).

Tab. 18 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit D-hPhe in P3- und Pyridyl-N-Oxiden in P4-Position.

H O H
0O, o)
Nr.
HoN" SNH
Ki (uM)
R
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
(szgz 2 @57 0,006 0,047 1,1 091 | 0011
1307" '04\1@5— 1,3 16 1,2 29 0,12
0
1711 N= 3 0,82 14 25 34 0,35
\ 7/
=
1217 C}?* 0,49 11 28 > 1000 0,4
N\ /

(* synthetisiert von Dr. Daniel Dénnecke; ** synthetisiert von Martin Korsonewski)
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Abb. 52: Plasmaspiegel des Inhibitors 1307 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg. Als Vergleich ist
die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.
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Alle Inhibitoren sind schwache FXa-Hemmstoffe (Ki-Werte > 0,49 uM), im Vergleich zur

Ausgangsverbindung 802 wurde die Hemmwirkung etwa um den Faktor 100 reduziert. Aus

diesem Grund wurden nur die Eliminierung des Inhibitors 1307 untersucht, die im Vergleich

zu Verbindung 802 unverindert bleibt (4bb. 52). Wegen der geringen Wirksamkeit wurden

keine weiteren Hemmstoffe mit diesen P4-Modifikationen synthetisiert.

2.2.7. Inhibitoren mit Pyridyl-N-Oxiden in P3-Position

Im Gegensatz zu den Verbindungen mit Pyridyl-N-Oxiden am P4-Rest wird deren Einbau in

P3-Position ausgehend von den in 7ab. 13 aufgefithrten Homopyridylalanin-Verbindungen

besser toleriert (7ab. 19).

Tab. 19 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit hAla(Pyr-NO) in P3-Position

y O

N N
SSRGS

A

H

Nr. Ri
N~ SNRe
Ki (uM)
* R, R,
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
1211** | D,L 'o—NQ} H 0,015 4,1 3,1 3,4 0,0038
O
1710 | D,L N= . H 0,019 3.2 2,7 3,0 0,04
\/
=
1215%% | D,L @57 H 0,00068 5,0 3,6 4,9 0,022
=
1332 | D @5 H 0,00032 2,7 1,3 1,9 0,0063
o
1715 | D,L @5 OH 0,26 > 1000 730 | >1000 27
=
1331 | D @57 OH 0,86 n.b. n.b. n.b. n.b.

(* Konfiguration der P3-Aminosédure; n.b. = nicht bestimmt; * synthetisiert von Dr. Daniel Donnecke;

* synthetisiert von Martin Korsonewski)
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Die Inhibitoren 1211 und 1710 zeigen einen Verlust ihrer FXa-Affinitdt im Vergleich zu den
analogen Pyridyl-Verbindungen. Dagegen wurde flir Verbindung 1215 eine starke
(Ki = 0,68 nM) und sehr selektive FXa-Hemmung bestimmt. Die Hemmstoffe 1215 und 1710
besitzen eine deutlich verzdgerte Eliminationsgeschwindigkeit (4bb. 53). Aufgrund ihrer
starken FXa-Hemmwirkung, exzellenten Selektivitit und verzogerten Eliminierung wurde die
racemische Verbindung 1215 als reines D-Derivat synthetisiert (1332). Uberraschenderweise
wird der Inhibitor 1332 im Vergleich zur racemischen Verbindung 1215 schneller aus der
Zirkulation von Ratten eliminiert (4bb. 53). Die Ursachen fiir diese raschere Eliminierung

sind bisher nicht bekannt.

100 $
E 104 —=—DX-9065a
= . —4—1215

8 1710

o T —a— 1211

k= 0,1 =

N S ——1332

c 4

g. 0,01 —e—802

0,001 & ‘ ‘ ‘
0 100 200 300
Zeit (min)

Abb. 53: Plasmaspiegel ausgewéhlter Inhibitoren aus Tab. 19 nach i.v.-Gabe einer Dosis von 1 mg/kg.
Als Vergleich ist die Eliminierung fiir die Verbindungen 802 und DX-9065a angegeben.

Um eine orale Aufnahme der Verbindung 1215 zu erreichen, wurde das Hydroxyamidino-
Prodrug 1715 synthetisiert. In ersten Tests an der Ratte wurde fiir das Prodrug eine relativ
geringe Resorption nach oraler und duodenaler Applikation bestimmt, die jedoch hoher ist als
die der D-hTyr-Verbindung 771 (4bb. 54). Zum Vergleich ist in die Eliminationskurve fiir
den direkten Thrombinhemmstoff Melagatran angegeben (4bb. 4), der ein mit DX-9065a

vergleichbares Eliminationsprofil besitzt.
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100 $
£ 10, —=— DX-9065a i.v.
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Abb. 54: Plasmaspiegel ausgewihlter Inhibitoren (7ab. 19) nach unterschiedlicher Applikation. Das
Prodrug 1715 wurde als Wirksubstanz 1215 nachgewiesen. Die Dosierung betrug bei i.v.-Gabe
1 mg/kg, bei oraler bzw. duodenaler Applikation 5 mg/kg. Als Vergleich ist die Resorption des
Prodrugs 771 (Tab. 11, Abb. 46) sowie die Eliminierung fiir die Verbindungen DX-9065a und
Melagatran angegeben.

Im Rahmen der stereoselektiven Synthese des Inhibitors 1332 wurde auch dessen Prodrug
1331 hergestellt. Nach oraler und duodenaler Applikation des Prodrugs 1331 an Ratten konnte
eine leicht erhdhte Resorption im Vergleich zur racemischen Verbindung 1715 beobachtet
werden (4bb. 55 und Abb. 56). Zusitzlich sind die Resorptionskurven fiir Ximelagatran, das
Prodrug des Melagatrans wiedergegeben [Gustafsson et al., 2001].

100 %
? 10 £
Eo) ¥ Ximelagatran duodenal
‘,E,z" 1 1 ; —— 1331-1 duodenal
) E —e—1331-2 duodenal
.,E:. —&— 1331-3 duodenal
o 1331-4 duodenal
g —4&— 1715 duodenal
X,

0,001 4 ‘ ‘ ‘
0 100 200 300

Zeit (min)

Abb. 55: Plasmaspiegel des Prodrugs 1331 im Vergleich zum racemischen Prodrug 1715 nach
duodenaler Applikation einer Dosis von 5 mg/kg. Das Prodrug 1715 wurde als Wirksubstanz 1215 und
das Prodrug 1331 als Wirksubstanz 1332 nachgewiesen. Die verschiedenen blauen Kurven geben die
einzelnen Versuch fiir Verbindung 1331 an, fiir Verbindung 1715 ist der Mittelwert gezeigt. Als
Vergleich ist die Resorption fiir das Prodrug Ximelagatran angegeben.
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Die Kurven der einzelnen Versuche 1331-1 bis 1331-4 zeigen nach duodenaler Applikation
eine sehr starke Streuung®: Eine Kurve liegt unter der des Prodrugs 1715, wihrend andere
eine dhnlich hohe bzw. deutlich hohere Resorption zeigen (4bb. 55). Nach oraler Applikation
ist die Resorption etwas geringer als bei duodenaler Gabe des Inhibitors. Obwohl nur zwei
Einzelversuche durchgefiihrt wurden (1331-1 und 1331-2), ist auch in diesem Fall die
Streuung deutlich zu erkennen (4bb. 56).

Im Vergleich zu Ximelagatran zeigt sich in beiden Versuchen eine geringere Resorption

(Abb. 55 und Abb. 56).
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Abb. 56: Plasmaspiegel des Prodrugs 1331 im Vergleich zum racemischen Prodrug 1715 nach oraler
Applikation einer Dosis von 5 mg/kg. Das Prodrug 1715 wurde als Wirksubstanz 1215 und das
Prodrug 1331 als Wirksubstanz 1332 nachgewiesen. Die verschiedenen blauen Kurven geben die
einzelnen Versuch fiir Verbindung 1331 an, fiir Verbindung 1715 ist der Mittelwert gezeigt. Als
Vergleich ist die Resorption fiir das Prodrug Ximelagatran angegeben.

¥ Bei Resorptionsversuchen mit dem Thrombinhemmstoff Melagatran wurden an der Ratte #hnlich starke
Schwankungen beobachtet [Eriksson ef al., 2003].
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2.2.8. Inhibitoren zur Hemmung der Blutgerinnung

Im Rahmen der Synthesen der oben genannten FXa-Hemmstoffe entstanden die in 7ab. 20
zusammengefassten Verbindungen 775, 777, 781a, 781b, 761a und 761b als Neben- oder
Zwischenprodukte. Die Hemmstoffe dieser Serie besitzen in P2-Position einen substituierten
Glu-Rest. Die Derivate 1703a, 1703b, 1704a und 1704b wurden zusitzlich synthetisiert und
die Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Tab. 20 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit Glu-Derivaten in P2-Position.

Rs
H O H
Riae SN N/YN
‘/ 0, H o
Nr. i
Ra
H,N" SNH
Ki (uM)
R, * R; R;
FXa | Thrombin | Plasmin | uPA | Trypsin
(0] o}
775 3-NO, |D @é— jjx 0,26 2,3 0,18 | 2,0 | 0,034
% | 0. O
777 | 4-NO, | D NSO | 0013 0,69 0,027 | 0,5 | 0,0035
HO :
— OYO
781a | 4-NO, | D NC/>§— X | 0,009 1,4 0,023 | 0,29 | 0,0016
— OYO
781b | 4-NO, | L NC/>§— < | om 8,9 29 |21 | 006
IR Y,
761a H |D NC/>§ N 0,0066 | 0,17 0,026 | 0,22 0,0046
IR,
761b H |L NC/>§ % 2.9 12 22 | 66| 0053
DLW
1703a H |D NC/>§ BN 0,0057 1,7 0,027 |033| 0,0032
DLW
1703 | H |L NC/>§— R 1,9 3,7 30 | 21| 013
1704a H |D NC/>§— %ﬁf@ 0,0036 5.2 0,008 | 0,77 | 0,0042
1704b H |D NC/>§— w}%f@ 1,4 2,5 1,0 | 30 | 0092

(* Konfiguration der P3-Aminosaure)
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Alle Verbindungen sind sehr unspezifisch und hemmen neben FXa auch die meisten anderen
untersuchten Proteasen. In Analogie zu den oben aufgefiihrten FXa-Inhibitoren zeigen auch in
diesen Fillen die Verbindungen mit D-Aminosduren in P3-Position die stirkere
Hemmwirkung. Bei den Hemmstoffen dieser Gruppe war eine Bestimmung der
Eliminationskinetik nicht notwendig, da eine systemische Anwendung der Substanzen nicht in
Frage kommt.

Aufgrund ihres breiten Wirkspektrums sollten die Inhibitoren dieser Serie in Zusammenarbeit
mit Prof. P. Hellstern, Ludwigshafen, zur Antikoagulation von Blutkonserven anstelle von
Hirudin oder Citrat’ eingesetzt werden, um weiterfilhrende Untersuchungen der zelluldren
Blutbestandteile (Plattchendiagnostik) zu ermdoglichen. Dabei wurden auch die bereits in
Tab. 14 beschriebenen unselektiven FXa- und Thrombininhibitoren untersucht. Die Hemm-
konstanten der Verbindungen fiir die wichtigsten an der Blutgerinnung beteiligten Proteasen

sind in Tab. 21 zusammengefasst.

Tab. 21 - Weitere Hemmkonstanten ausgewdhlter Gerinnungshemmstoffe aus Tab. 14 und Tab. 20.

N Ki (uM)
FXa Thrombin PK FXIIa FXIa
777 0,013 0,69 0,054 0,28 0,031
781a 0,009 1,4 0,017 0,38 0,028
761a 0,0066 0,17 0,0055 0,094 0,031
1703a 0,0057 1,7 0,0083 0,059 0,04
1704a 0,0036 5,2 0,01 0,098 0,19
1708 0,0021 0,0022 0,0023 0,14 0,019
1733 0,0036 0,0032 0,012 0,1 0,018
1729 0,0024 0,005 0,013 0,073 0,029

Die gelben Felder markieren Hemmkonstanten < 60 nM.

Die meisten Gerinnungshemmstoffe hemmen Plasmakallikrein (PK) und FXIa mit K;-Werten
< 60 nM, wihrend lediglich Verbindung 1703a eine Inhibierung von FXIla zeigt. Die stérkste
Hemmung der in Tab. 21 gezeigten Enzyme wurde fiir den Inhibitor 1708 beobachtet.
Zuséatzlich wurde die gerinnungshemmende Wirksamkeit dieser Verbindungen anhand der
Hemmung der Thrombinbildung untersucht. Der Effekt der Substanzen 1703a und 1708 auf
die Prothrombinspaltung durch FXa ist im Kapitel 2.3.2. gezeigt (4bb. 57 und Abb. 58).

’ Die Behandlung von Blutkonserven mit Citrat beeintrichtigt die Plittchenfunktion und erschwert so die
Plattchendiagnostik [Harrison, 2004].
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2.3. Genauere Charakterisierung ausgewéihlter Hemmstoffe

Zur genaueren Charakterisierung besonders wirksamer Inhibitoren wurden die K;-Werte der

Substanzen fiir weitere Trypsin-artige Serinproteasen bestimmt (7ab. 22).

Tab. 22 - Hemmkonstanten ausgewdhlter Proteaseinhibitoren.

Zum Vergleich sind die Werte fiir DX-9065a und Melagatran angegeben.

Ki (uM)
= 5] %)
- = = U g a
Nr. = = ‘Z s = = < s
> E g :3 e Ef Ei > ~ 5 EE = 2
== = = = = = = & s - = Zw
= = = = s [
o A =
802 0,006 | 0047 | 1.1 | 091 | 0011 [ 039 ] 015|027 | 12 | 063 |0532] 02 | 1.4
(Tab. 2)
745 0003 | 1.5 |078]093 00039015 012|061 62 | 041018 [0069] 079
(Tab. 10)
1707* 1 000083 | 2.0 | 28 | 43 | 0018 | 043 | 01 | 1.4 | 27 | 1.5 | 1.04 | 023 | 74
(Tab. ]3) b b b b b b b b b b 9 b
1730 1600071 | 19 | 1.1 | 17 00077 | 023 [0062] 088 | 15 | 0.87 | 037 | 011 | 1.6
(Tab. ]3) b b b 9 b b b b b b b 9
1215% 16 00068 | 5.0 | 3.6 | 49 | 0022 | 069 | 01| 57 | 19 | 1,7 | 095|015 ]| 14
(Tab. ]9) 9 b b 9 b 9 b 9 b 9 b
1332 1 000032 | 27 | 13 | 1.9 00063 ] 037 | 014 | 17 | 19 | 084 | 051|011 | 62
(Tab. ]9) b b b b b b b b b b b b
770
o2y | 00019 | 78| 013 | 31 [0,0016 | 008 | 039 | 0.12 | 5.1 |0.059| 094 | 48 | 071
783a
o7 | 00031 | 25 | 031 L5 |0.0039 [0047| 12 [0.027| 69 | 0.4 | 66 | 72 | 39
758
Tup gy | 00031 | 19| 015 | 36 | 0.026 | 022|036 |0.028| 7.5 |0.053| 058 | 32 | 0.86
762a
o 75y | 00037 | 100|022 | 100 00028 | 03 | 15 |082| 12 [0.078| 5.1 | 85 | 39
DX-9065a | 0,007 | 70 | 13 | 33 | 15 |053]034| 23 | 92 | 44 | 15 016 20
Melagatran | 49 | 00036 | 14 | 7.9 | 001 | 069|104 | 19 | 48 | 39 | 13 | 1.5 | 55

Die gelben Felder markieren Hemmkonstanten < 0,1 uM. (* racemisch)

Aus den in Tab. 22 gezeigten Werten wird deutlich, dass die FXa-Inhibitoren sehr selektiv

sind und die anderen untersuchten Proteasen, auller Trypsin, kaum hemmen. Besonders die

Inhibitoren 1707, 1730, 1215 und 1332 mit hAla(2-Pyr) oder hAla(2-Pyr-NO) in P3-Position

besitzen eine exzellente Selektivitit fiir FXa gegeniiber den fibrinolytischen Enzymen und

den meisten Gerinnungsfaktoren. Lediglich die Verbindungen 770, 783a, 758 und 762a mit

Glu in P2-Position zeigen mit K;-Werten um 0,2 uM eine moderate Plasminhemmung und

sind auch gegeniiber PK, FXIa und Protein Ca zum Teil weniger selektiv; Inhibitor 745

hemmt aullerdem Matriptase.
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2.3.1. Bestimmung der Hemmwirkung auf den Prothrombinasekomplex

Unter physiologischen Bedingungen ist FXa Bestandteil des Prothrombinasekomplexes
zusammen mit Faktor Va und Calcium-Ionen auf einer Phospholipidoberfliche. Daher ist es
fiir die Charakterisierung eines FXa-Inhibitors wichtig, zu untersuchen, ob dieser auch FXa
im Prothrombinasekomplex hemmt. Die Wirksamkeit der in 7ab. 22 beschriebenen

Hemmstoffe wurde daher in einem speziellen Test bestimmt (7ab. 23).

Tab. 23 - Hemmkonstanten ausgewdhlter Proteaseinhibitoren.
Zum Vergleich sind die Werte fiir DX-9065a angegeben.

Nr. FXa FXa im Prothrombinasekomplex
Ki (uM) 1Cso (LM)

802 (Tab. 2) 0,006 0,012
745 (Tab. 10) 0,003 0,013
1707* (Tab. 13) 0,00083 0,005
1730 (Tab. 13) 0,00071 0,004
1215* (Tab. 19) 0,00068 0,006
1332 (Tab. 19) 0,00032 0,005
770 (Tab. 12) 0,0019 0,01
783a (Tab. 17) 0,0031 0,011
758 (Tab. 10) 0,0031 0,006
762a (Tab. 15) 0,0037 0,035
DX-9065a 0,007 0,29

(* racemisch)

Die 1Cso-Werte'® der untersuchten Inhibitoren sind alle < 35 nM und korrelieren sehr gut mit
den bekannten K;-Werten fir FXa. Im Vergleich zur Verbindung DX-9065a sind die

Substanzen mindestens ca. 10-fach wirksamere Hemmstoffe des Prothrombinasekomplexes.

2.3.2. Bestimmung der Hemmwirkung auf die Thrombinbildung

Die Bestimmung zur Hemmung der Thrombinbildung beruht auf dem Nachweis der
Prothrombinfragmente F1 und F2, welche bei der Thrombinbildung durch FXa von
Prothrombin abgespalten werden [Pelzer ef al., 1991]. Die Konzentration dieser Fragmente
betrdgt im nicht-aktivierten Plasma < 1,0 nM, bei vollstindiger Aktivierung steigt ihre

Konzentration auf das ca. 1000-fache (d.h. > 1,0 uM) an. Anhand der Konzentration der

" Der ICso-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, die eine 50 %ige Hemmung bewirkt.
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freigesetzten Fragmente F1 und F2 kann man auf die Effektivitit einer FXa-Hemmung
schlieBen. Eine direkte Thrombinhemmung zeigt in diesem Fall keinen Effekt, da fiir den Test
Hirudinplasma verwendet wird (vgl. Kapitel 5.3.).

Der Gerinnungshemmstoff 1703a (7ab. 20) ist bei einer Konzentration von 1,0 uM ein
wirksamer Inhibitor der Thrombinbildung, bei geringeren Konzentrationen konnte jedoch nur

eine ca. 50 %ige Hemmung erreicht werden (4bb. 57).

10000 %
1000 E i —o— Referenz Kaolin 100 %
T Referenz NaCl + Kaolin
100 I —e— Referenz NaCl
2 T —=—1703a 0,01 uM
= 10 1703a 0,1 uM
u‘t. | /c———:ié —=—17032 1,0 uM
0,1 ‘ ‘
0 2 4 6
Zeit (h)

Abb. 57: Konzentration der Prothrombinfragmente F1+F2 in Hirudinplasma mit Inhibitor 1703a bei
zeitabhéngiger Aktivierung mit Kaolin. Als Referenz sind die Konzentrationen bei vollstidndiger
Prothrombin-Aktivierung (Kaolin 100 %), bei zeitabhidngiger Aktivierung mit Kaolin (NaCl + Kaolin)
und ohne Aktivierung (NaCl) angegeben.

Am Beispiel des unselektiven FXa- und Thrombinhemmstoffes 1708 (7ab. 14) wird deutlich,
dass dieser schon in sehr geringen Konzentrationen von 0,1 uM die Thrombinbildung fast
vollstindig hemmt. Die in diesem Fall nach 5 h erreichte F1+F2-Endkonzentration von
< 10 nM entspricht ca. 1 % der maximal erreichbaren Konzentration. Bei einer Inhibitor-
konzentration von 1,0 uM ist die F1+F2-Konzentration trotz Aktivierung mit Kaolin geringer

als im nicht-aktivierten Plasma (4bb. 58).
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Abb. 58: Konzentration der Prothrombinfragmente F1+F2 in Hirudinplasma mit Inhibitor 1708 bei
zeitabhiangiger Aktivierung mit Kaolin. Als Referenz sind die Konzentrationen bei vollstindiger
Prothrombin-Aktivierung (Kaolin 100 %), bei zeitabhéngiger Aktivierung mit Kaolin (NaCl + Kaolin)
und ohne Aktivierung (NaCl) angegeben.

Eine vergleichbare Wirksamkeit auf die Thrombinbildung wurde fiir den selektiven FXa-
Hemmstoff 1332 (7ab. 19) beobachtet. Hier ist der Effekt auf die Bildung der Fragmente F1
und F2 noch deutlicher zu erkennen: Schon bei Inhibitorkonzentrationen ab 0,1 uM liegt die
F1+F2-Konzentrationskurve niedriger als die Referenzkurve fiir nicht-aktiviertes Plasma.
Dieses Ergebnis bestétigt die aus dem K;-Wert abgeleitete exzellente Hemmaktivitit des

Inhibitors 1332 fir FXa.
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Abb. 59: Konzentration der Prothrombinfragmente F1+F2 in Hirudinplasma mit Inhibitor 1332 bei
zeitabhiangiger Aktivierung mit Kaolin. Als Referenz sind die Konzentrationen bei vollstindiger
Prothrombin-Aktivierung (Kaolin 100 %), bei zeitabhéngiger Aktivierung mit Kaolin (NaCl + Kaolin)
und ohne Aktivierung (NaCl) angegeben.
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2.3.3. Bestimmung der gerinnungshemmenden Wirksamkeit in vitro

Zur Charakterisierung der Wirksamkeit wurde der Einfluss der synthetisierten Inhibitoren auf
die Gerinnungshemmung in humanem Plasma in vitro (aktivierte Thromboplastinzeit (aPTT),
Prothrombinzeit (PT), Thrombinzeit (TT)) untersucht [Kolde, 2001]. Diese Werte, die auch in
der klinischen Routinediagnostik bestimmt werden, dienen im allgemeinen zur Feststellung
der tatsdchlichen antikoagulativen Wirksamkeit, welche in vielen Fillen mit den K;-Werten
fiir FXa korrespondiert. Die Thrombinzeit ist ein zusétzlicher Indikator fiir die Selektivitét
gegeniiber Thrombin, denn ein selektiver FXa-Hemmstoff sollte die Thrombinzeit nicht
beeinflussen. Bei der Entwicklung von FXa-Inhibitoren ist das Ziel, Verbindungen mit
ICzoo-Werten11 < 1,0 uM im PT- und aPTT-Test zu erhalten, die im TT-Assay kaum wirksam
sind (IC00 71 > 1,0 uM).

Tab. 24 - IC,pp-Werte ausgewdhliter Proteaseinhibitoren.
Zum Vergleich sind die Werte fiir DX-9065a und Melagatran angegeben.

N 1C00 (M)
TT aPTT PT
802 (Tab. 2) 2,2 0,38 0,45
745 (Tab. 10) 5,5 0,33 0,34
1707* (Tab. 13) 8,0 0,54 0,36
1730 (Tab. 13) 3.3 0,28 0,17
1215* (Tab. 19) 17 0,63 0,46
1332 (Tab. 19) 7,7 0,28 0,17
770 (Tab. 12) >100 0,45 0,63
783a (Tab. 17) > 67 0,66 0,85
758 (Tab. 10) >100 0,65 0,95
762a (Tab. 15) >100 0,5 0,6
DX-9065a >10 1,05 0,52
Melagatran 0,015 0,24 0,37

Die gelben Felder markieren IC,p0-Werte < 0,6 uM. (* racemisch)

""Der ICy0-Wert gibt die Konzentration an, die eine Verdopplung der Gerinnungszeit (200 %) bewirkt.
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Die in Tab. 24 zusammengefassten Inhibitoren sind mit aPTT- und PT-Werten von < 1,0 uM
wirksame Antikoagulantien in vitro. Im Vergleich zu DX-9065a besitzen alle Substanzen
niedrigere 1Cyp-Werte fiir die aPTT, und auch im PT-Test sind mehrere Verbindungen
wirksamer als DX-9065a. Im direkten Vergleich mit Melagatran sind die FXa-Hemmstoffe im
aPTT-Test etwas weniger aktiv, viele zeigen jedoch eine dhnliche Wirksamkeit. Die 1C;0-
Werte fiir die PT sind mit den aPTT-Werten vergleichbar und einige Verbindungen, u.a. 1730
und 1332, sind wirksamer als Melagatran.

Alle bestimmten ICyp0-Werte fiir die Thrombinzeit sind > 2,0 uM, was die Selektivitit der
FXa-Hemmstoffe gegeniiber Thrombin bestitigt. Dagegen zeigt der Thrombininhibitor
Melagatran mit einem K;-Wert von 3,6 nM im TT-4ssay eine starke Aktivitét.

2.3.4. Bestimmung der antithrombotischen Wirksamkeit in vivo

Die wirksamsten Verbindungen wurden in einem Thrombosemodell nach Wessler untersucht
[Wessler et al., 1959]. In diesem Modell werden an der Ratte durch Gabe von Glaskontakt-
aktiviertem Humanserum vendse Thrombosen ausgelost. Durch gleichzeitige Injektion des
Inhibitors soll die Thrombenbildung gehemmt werden. Die Wirksamkeit der einzelnen
Verbindungen wurde nach Ende des Versuches anhand der Anzahl und GroBe der
entstandenen Gerinnsel bestimmt. Dabei entspricht ein Thrombus-Score von 0 einer
vollstindigen Hemmung der Thrombenbildung, d.h. einer starken antithrombotischen
Wirksamkeit der untersuchten Substanz. Die Bewertungsskala reicht bis zu einem Score von
3, der einen vollstindigen GefdBBverschluss beschreibt - in diesem Fall wire der Inhibitor
wirkungslos. Demnach sind Verbindungen umso wirksamer, je geringer der bestimmte
Thrombus-Score ist. Anhand des Thrombus-Score ist es moglich, den EDso-Wert eines
Inhibitors zu berechnen. Der EDso-Wert beschreibt die effektive Dosis des Hemmstoffes, die
bendtigt wird, um den Thrombus-Score auf die Hilfte zu reduzieren. Um diesen zu ermitteln,
wurden verschiedenen Dosierungen der Hemmstoffe auf ihre Wirksamkeit untersucht. Aus
der Grafik in Abb. 60 lisst sich der EDso-Wert ablesen, der einen direkten Vergleich der

Wirksamkeit verschiedener Inhibitoren ermdglicht.
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Tab. 25 - Thrombus-Score und EDsy-Werte ausgewdhlter Proteaseinhibitoren.
Zum Vergleich sind die Werte fiir DX-9065a und Melagatran angegeben.

Thrombus-Score (Dosierung)
Nr. EDs, (mg/kg)
Img/kg 0,3mg/kg 0,1mg/kg 0,03 mg/kg
802
(Tab. 2) 3 n.b. n.b. n.b. >1
745
(Tab. 10) 2 n.b. n.b. n.b. >1
1707*
(Tab. 13) 1 2,5 3 n.b. 0,7
1730
(Tab. 13) 0 1 3 n.b. 0,27
1215%
(Tab. 19) 0 2 n.b. n.b. 0,4
1332
(Tab. 19) 0 0 1,25 2,75 0,095
770
(Tab. 12) 3 n.b. n.b. n.b. >1
783a
(Tab. 17) 3 n.b. n.b. n.b. >1
758
(Tab. 10) 3 n.b. n.b. n.b. >1
762a
(Tab. 15) 3 n.b. n.b. n.b. >1
DX-9065a 2.3 n.b. n.b. n.b. >1
Melagatran 0 0 2,3 3 0,13

Die gelben Felder markieren einen Thrombus-Score < 3. (* racemisch; n.b. = nicht bestimmt)

Mehrere Hemmstoffe sowie die Vergleichsverbindung DX-9065a zeigen mit
EDsp-Werten > 1 mg/kg kaum Effekte in diesem Thrombosemodell nach Wessler. Im
Gegensatz dazu weisen die Inhibitoren mit hAla(Pyr) und hAla(Pyr-NO) in P3-Position,
insbesondere 1332, selbst bei geringer Dosierung eine starke antithrombotische Wirksamkeit
auf, die mit Melagatran vergleichbar ist (7ab. 25). Fiir diese Verbindungen ergeben sich aus

Abb. 60 EDsp-Werte < 0,7 mg/kg.
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Abb. 60: Thrombus-Scores ausgewéhlter Inhibitoren aus 7ab. 25 bei verschiedenen Dosierungen.
Die abgelesenen EDsp-Werte entsprechen der Dosierung, die einen Thrombus-Score von 1,5 ergibt

(griin markiert).
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3. Diskussion

3.1. FXa-Hemmstoffe als Antithrombotika

Die Hemmung von FXa, der am Konvergenzpunkt der intrinsischen und extrinsischen
Gerinnungskaskade lokalisiert ist, ermoglicht eine effektive Kontrolle der Blutgerinnung und
ist moglicherweise vorteilhafter als die Inhibierung anderer Gerinnungsproteasen, speziell des
Thrombins. Durch die zentrale Rolle des FXa im Prothrombinasekomplex verhindert eine
Inhibierung dieses Enzyms die Thrombinbildung. AuBlerdem ist FX in ca. 10-fach geringerer
Konzentration im Plasma vorhanden als Prothrombin, somit kann eine effektive FXa-
Hemmung wahrscheinlich bereits mit niedrigeren Inhibitorkonzentrationen erfolgen.
Allerdings ist aufgrund des Wirkmechanismus hauptsichlich eine prophylaktische
Anwendung von FXa-Hemmstoffen indiziert, da bereits gebildetes Thrombin, wie bei akuten
thromboembolischen Vorfillen (z.B. Herzinfarkt), nicht durch eine Hemmung von FXa
beeinflusst werden kann. Wegen des minimalen Effekts auf die Thrombozytenfunktion und
die primdre Hédmostase ist eine antithrombotische Therapie mit FXa-Inhibitoren vermutlich
mit weniger Blutungskomplikationen verbunden, als dies bei der Therapie mit Thrombin-
hemmstoffen und konventionellen Antikoagulantien der Fall ist [Al-Obeidi u. Ostrem, 1998,
1999; Zhu u. Scarborough, 1999]. Aus diesen Griinden konnte ein oral applizierbarer Inhibitor
des Gerinnungsfaktors Xa moglicherweise ein neuartiges Antithrombotikum mit verbesserten

Eigenschaften im Vergleich zu den bisher verwendeten Therapieformen sein.

3.2. Synthesestrategie

Die Synthese der Inhibitoren wurde in den meisten Fillen nach einem analogen Schema
durchgefiihrt (4bb. 20). Die P4-P3- und P2-P1-Bausteine wurden separat aufgebaut und
anschliefend mittels PyBOP gekoppelt. Falls notwendig, erfolgte im letzten Schritt eine
Hydrierung. Um gezielte Substitutionen einzelner Reste zu erleichtern, wurden einige
Verbindungen nach einer abweichenden Strategie synthetisiert (4bb. 26). So wurde z.B. fiir
die Variation des P4-Restes zunéchst das geschiitzte P3-P2-P1-Segment hergestellt und direkt
mit dem entsprechenden Benzylsulfonyl-Derivat modifiziert. Die Amidinogruppe wurde in
den meisten Fillen als Acetylhydroxyamidin geschiitzt und im letzten Schritt der Synthese
durch Hydrierung in das freie Amidin iiberfiihrt. In Analogie zu Synthesen mit ungeschiitztem
Arginin [Thamm et al., 2004] wurden in einigen Féllen auch Peptid-Kopplungen mittels
PyBOP in Gegenwart einer freien Amidinofunktion durchgefiihrt. Aufgrund ihres pK,-Wertes
von ca. 11 [Patai u. Rappoport, 1991] ist die Amidinogruppe unter den Bedingungen der
PyBOP-Kopplung positiv geladen und daher wenig reaktiv. Signifikante Nebenreaktionen
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wurden in diesen Féllen nicht beobachtet.

Mehrere bekannte FXa-Inhibitoren besitzen einen Pyridylring, der in die S3/S4-Tasche des
Enzyms bindet [Kamata et al., 1998; Masters et al., 2000]. Deshalb sollten verschiedene
Homopyridylalanine mit unterschiedlicher Stellung des Ringstickstoffs in die Grundstruktur
eingebaut werden. Da das racemische Boc-4-Homopyridylalanin als einziges Derivat
kommerziell erhédltlich war, wurden die anderen Homopyridylalanine mittels Strecker-
Synthese hergestellt [Ratcliffe et al., 1985]. Aufgrund der Tatsache, dass D-Aminosduren in
P3-Position von FXa bevorzugt werden, wurde auflerdem eine Racemattrennung
durchgefiihrt. Wegen der schlechten Loslichkeit des Benzoyl-Aminosdure-Methylesters in
dem fiir die Racemattrennung verwendeten Ammoniumacetat-Puffer bei pH 7,8, wurden 20 %
Methanol zugegeben. Nach Beendigung der Reaktion und sauerer Hydrolyse der Intermediate
wurde die Enantiomerenreinheit mit Marfey’s Reagenz kontrolliert [Kochhar u. Christen,
1989]. Dabei zeigte sich, dass in den Fraktionen der D-Aminosdure auch das L-Enantiomer
enthalten war. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die Spaltung nicht vollstdndig ablduft und ein
Teil der Benzoyl-L-Aminosédure noch als Methylester vorlag. Andererseits wurde festgestellt,
dass auch die L-Aminosédure-Fraktion mit D-Derivat verunreinigt war, was darauf hindeutet,
dass unter den herrschenden Reaktionsbedingungen auch eine Spaltung des Benzoyl-D-
Aminosdure-Methylesters stattfand. Da Serinproteasen normalerweise sehr stereospezifisch
wirken, ist eine Spaltung des Methylesters durch Chymotrypsin unwahrscheinlich. Um zu
iberpriifen, ob eine nicht-enzymatische Hydrolyse des Esters Ursache fiir die Verunreinigung
sein kann, wurde der Benzoyl-Aminosdure-Methylester in Ammoniumacetat-Puffer pH 7,8

mit 20 % Methanol ohne Chymotrypsin iiber eine ldngeren Zeitraum inkubiert (4bb. 61).
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Abb. 61: Nicht-enzymatische Hydrolyse von Benzoyl-D,L-hAla(2-Pyr)-OMe in Ammoniumacetat-
Puffer mit 20 % Methanol bei 37 °C.
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Es wird deutlich, dass bereits nach 20 h eine signifikante Menge (ca. 5 %) des Esters nicht-
enzymatisch hydrolysiert wurde. Nach einer Woche wurden ca. 40 % Spaltprodukt bestimmt
und nach 2 Wochen war mehr als die Hélfte des Methylesters umgesetzt. Geringe
Verunreinigungen der jeweiligen Fraktionen konnten auerdem wéhrend der durchgefiihrten
Féllungs- und Waschprozesse aufgetreten sein.

Da es nicht gelungen war, den Benzoyl-L-Aminosdure-Methylester vollstindig zu spalten,
wurde untersucht, ob unter den Bedingungen der Chymotrypsinspaltung eine Riickreaktion
stattfindet, d.h. ob sich in Gegenwart von Methanol erneut der Methylester der schon
gespaltenen Benzoyl-Aminosdure-Derivate bildet. Dafiir wurde Benzoyl-Aminosidure mit
freier Carboxylgruppe in Ammoniumacetat-Puffer pH 7,8 sowohl mit als auch ohne
Chymotrypsin unter Zugabe von 20 % Methanol bei 37 °C inkubiert. Allerdings wurde selbst
nach 75 h keinerlei Methylester gefunden, deshalb kann eine Riickreaktion ausgeschlossen
werden. Dies ldsst vermuten, dass das in der D-Aminosdure-Fraktion noch vorhandene
L-Derivat durch eine unvollstindige enzymatische Spaltung bedingt ist. Um die
Racemattrennung zu optimieren, werden derzeit in der Arbeitsgruppe Versuche mit anderen
Enzymen (u.a. D-Hydantoinase) durchgefiihrt und der Reaktionsverlauf unter verdnderten

Pufferbedingungen untersucht.

3.3. Eigenschaften der Inhibitoren
Die orale Aufnahme von Arzneistoffen hdngt von mehreren Faktoren ab. Von Lipinski
wurden mit der ,,Rule of Five” Regeln definiert, welche die Eigenschaften von potentiell oral
verfliigbaren Arzneistoffen beschreiben [Lipinski e al., 1997]. Danach sollten Verbindungen:

e nicht mehr als 5 NH- und OH-Gruppen (Wasserstoffbriicken-Donoren) besitzen,

e nicht mehr als 10 Stickstoff- und Sauerstoffatome (Wasserstoffbriicken-Akzeptoren)

besitzen,

e das Molekulargewicht sollte kleiner als 500 Da sein,

e und der ClogP-Wert'? sollte kleiner 5 sein.
Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die polare Oberfliche (Polar Surface Area, PSA)
3-dimensionaler Strukturen [Palm et al, 1997, 1998]. Durch die Bestimmung der PSA
konnen Riickschliisse fiir die Wahrscheinlichkeit der oralen Resorption von Substanzen
gewonnen werden (vgl. auch Tab. 28, Kapitel 3.4.3.). Da die Berechnung der PSA relativ
aufwendig ist, wurde eine Methode entwickelt, nach der die topologische PSA (TPSA)

"2 Der logP-Wert ist ein MaB fiir die Hydrophilie von Verbindungen. Er gibt an, wie sich eine Substanz in einem
Zweiphasengemisch aus Oktanol und Wasser verteilt. Je hydrophiler eine Verbindung ist, umso niedriger ist ihr
logP-Wert. Inzwischen existieren mehrere Verfahren, um den logP-Wert zu berechnen (ClogP).
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vereinfacht aus 2-dimensionalen Strukturen bestimmt werden kann. Der Berechnung der
TPSA liegen Standardwerte fiir die Oberfldcheneigenschaften polarer Gruppen zugrunde
[Ertl et al., 2000].

Das Molekulargewicht der Ausgangsinhibitoren 504 und 802 liegt mit 504 Da bzw. 521 Da in
einem Bereich, der moglicherweise noch eine orale Resorption gestattet. Beide Verbindungen
befinden sich mit 11 bzw. 10 Heteroatomen unmittelbar an der durch Lipinski genannten
Grenze. Die Inhibitoren mit einem Pyridyl- (z.B. 1707) oder Pyridyl-N-Oxid-Substituenten
(z.B. 1332) haben eine erhohte Anzahl an Heteroatomen (11 bzw. 12) und ein Molekular-
gewicht von 522 Da bzw. 538 Da. Das Molekulargewicht und die Anzahl der Heteroatome ist
bei den Inhibitoren mit Carboxymethylresten in P4- oder Glu in P3-Position (z.B. 797 oder
762a) deutlich erhoht. Mit molaren Massen von 367-471 Da und nur 7 Heteroatomen besitzen
die Verbindungen 718, 719 und 726 mit Arylalkylresten in P4-Position bzw. 755 ohne jeden
P4-Rest (Tab. 3) theoretisch bessere Chancen auf eine orale Verfiigbarkeit, allerdings sind sie
inhibitorisch praktisch unwirksam (K; > 3,0 uM).

Die meisten untersuchten Inhibitoren mit D-hPhe-Analoga in P3-Position besitzen eine
akzeptable Hydrophilie und Loslichkeit. Jedoch wurde festgestellt, dass die Inhibitoren mit
D-hTyr als P3-Aminosdure, vor allem in Kombination mit Glu in P2-Position, trotz freier
Amidinogruppe in Wasser oder Puffer deutlich schlechter 16slich sind. Diese Eigenschaften
erschweren die Tierversuche und machen generell eine orale Bioverfligbarkeit
unwahrscheinlich, da sich die hochste Einzeldosis einer sehr leicht 16slichen Substanz in
250 ml Wasser Iosen sollte [FDA-Richtlinie*; Lipinski, 2001]. Bei einem 70 kg schweren
Menschen und einer Dosierung von 5 mg/kg wiren dementsprechend etwa 350 mg der hier
aufgefiihrten Hemmstoffe zu applizieren. Um diese Menge in 250 ml Wasser zu l9sen, ist eine
Mindestloslichkeit von > 1 mg/ml erforderlich. Die Einteilung der Loslichkeit von Substanzen
laut DAB ist in Tab. 26 wiedergegeben. Untersuchungen mit Verbindung 745 (Bzls-D-hTyr-
Gly-4-Amidinobenzylamid; Tab. 10) hatten eine Loslichkeit von < 1 mg/ml ergeben - nach
DAB ist die untersuchte Verbindung sehr schwer 16slich. Im Vergleich zu den D-hTyr-
Verbindungen zeigen die Hemmstoffe mit hAla(Pyr) und hAla(Pyr-NO) ein deutlich
verbessertes Losungsverhalten (> 5 mg/ml), die Loslichkeit dieser Inhibitoren konnte jedoch
nicht genauer bestimmt werden, da keine ausreichenden Substanzmengen zur Verfligung

standen.

13 Guidance for Industry, Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release
Solid Oral Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System. (Internet) http://www.fda.gov
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Tab. 26 - DAB-Klassifikation der Loslichkeit von Substanzen.

Bezeichnung Vo!umenteile I.,iisungsmittel ungefihre 1I:‘iislichkeit in
je Massenteil Substanz Wasser ~ (mg/ml)
sehr leicht 16slich <1 Teil > 1000
leicht 16slich 1-10 Teile 100-1000
16slich 10-30 Teile 33-100
wenig 16slich 30-100 Teile 10-33
schwer 16slich 100-1000 Teile 1-10
sehr schwer 16slich 1000-10000 Teile 0,1-1
praktisch unloslich > 10000 Teile <0,1

3.4. Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Das Ziel dieser Arbeit war, ausgehend von einer bekannten Leitstruktur durch Modifizierung
der einzelnen Segmente des Hemmstoffes eine Verbesserung der Wirksamkeit und des
pharmakokinetischen Profils zu erreichen. Aus fritheren Untersuchungen mit peptido-
mimetischen Benzamidin-Derivaten war bekannt, dass hydrophobe Substanzen dieser Klasse
nach Aufnahme in die Leber iiber die Galle eliminiert werden [Eckhardt et al., 1996a, 1996b;
Hauptmann et al., 2002]. Daher wurde versucht, die Hydrophilie der Hemmstoffe zu erhéhen,
wobei Substituenten mit pK,-Werten nahe des physiologischen pH-Bereiches eingebaut
wurden. Andererseits wurden auch polare oder geladene Reste verwendet, die einen Schutz
als Prodrug gestatten.

Durch Variation des Gly in P2-Position gelang es nicht, Inhibitoren mit verbesserter
Selektivitit und Affinitit zu entwickeln. Allerdings zeigen die Hemmstoffe mit Glu oder Ser
in P2-Position ein leicht verzogertes Eliminationsverhalten. Die Modifizierung der
hydrophoben bzw. aromatischen Seitenkette der P3-Aminosdure mit polaren oder schwach
basischen Resten fiihrte ein einigen Fillen zu wirksamen und selektiven Hemmstoffen, die
auch relativ langsam eliminiert werden. Durch Substitution des P4-Restes konnte die
Selektivitdt und Affinitdt der Hemmstoffe nicht verbessert werden.

Viele Ergebnisse lassen sich anhand des angenommenen Bindungsmodus der Inhibitoren im

aktiven Zentrum des FXa erkléren.

' Die einfache Umrechnung in mg/ml ist nur fiir Wasser moglich, da dort 1 g auch ca. 1 ml entspricht. Fiir
andere Losungsmittel miisste eine Berechnung anhand der Dichte vorgenommen werden.
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3.4.1. Struktur des FXa und Bindungsmodus Substrat-analoger Hemmstoffe

Die Rontgenstruktur des FXa wurde Mitte der 90er Jahre aufgeklart [Padmanabhan et al.,
1993; Brandstetter et al, 1996], wodurch eine Struktur-basierte Entwicklung neuer
Hemmstoffe moglich wurde. FXa gehort zur Familie der Chymotrypsin-artigen
Serinproteasen und ist mit anderen Vertretern dieser Familie strukturell verwandt (4bb. 62)
[Bode ef al., 1997]. Wie bei allen Proteasen der Chymotrypsin-Familie wird die katalytische
Triade von FXa aus den Aminosduren Aspl02, His57 und Ser195 gebildet. Das aktive
Zentrum besteht aus mehreren Bindungsbereichen, einer sehr charakteristischen S1-Tasche
und einer stark ausgeprigten Aryl-Bindungsregion (S3/S4), wihrend die S2-Tasche sterisch

eingeschréinkt ist.

GIn175

Trypsin Faktor Xa

Abb. 62: Schematische Darstellung der aktiven Zentren der Serinproteasen Trypsin, FXa und
Thrombin [nach: Renatus et al., 1998].

Am Boden der S1-Tasche befindet sich die Seitenkette des negativ geladenen Asp189, die mit
der basischen P1-Aminosdure von Substraten oder Inhibitoren eine Salzbriicke ausbildet.
Deshalb besitzen natiirliche FXa-Substrate ein Arg oder Lys in P1-Position, Prothrombin wird
z.B. zwischen Arg323 (P1) und Ile324'° (P1’) gespalten [Brandstetter e al, 1996]. Der
P1-Rest der meisten FXa-Inhibitoren ist ein Arginin-Mimetikum, in vielen Fillen handelt es
sich dabei um ein Benzamidin-Derivat. Neuere Inhibitorentwicklungen haben jedoch gezeigt,
dass auch hydrophobe Reste, wie z.B. Halogen-substituierte Aromaten, in P1-Position
akzeptiert werden, wihrend die Wirksamkeit der Inhibitoren erhalten bleibt [Quan u.
Smallheer, 2004]. Die S2-Bindungstasche des FXa ist durch Tyr99 sterisch blockiert, deshalb
ist Gly die bevorzugte P2-Aminosdure. Die S3/S4-Tasche wird von drei aromatischen Resten

am Boden (Trp215) und an den Seiten (Tyr99 and Phel74) ausgebildet. In diese Tasche

'’ Der Rest Ile324 entspricht nach der Chymotrypsin-Nummerierung dem Aminosaurerest Ile16 des Thrombins
[Bode et al., 1989].
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binden vor allem hydrophobe, aromatische und, aufgrund von Kation-n-Interaktionen
[Lin u. Johnson, 1995; Schérer et al., 2005], auch positiv geladene Seitenketten. Daher
wurden von vielen Gruppen Hemmstoffe entwickelt, die in P4-Position entweder einen
basischen, z.B. BABCH; DX-9065a [Stiirzebecher et al., 1989; Hara et al., 1995], oder einen
neutralen Rest, z.B. EMD 495235; BAY 59-7939 [Mederski et al., 2004b; Perzborn et al.,
2005], besitzen. Die Bindung Substrat-analoger Inhibitoren wird durch Interaktionen mit dem
Riickgrat der P3-Aminosdure zu Gly216 zusétzlich stabilisiert, wobei beide Peptidstringe ein
kurzes antiparalleles B-Faltblatt ausbilden. Als Ausgangspunkt flir diese Arbeit diente die
bereits geloste Rontgenkristallstruktur der Verbindung 504 (7ab. 1) im aktiven Zentrum des
FXa (4bb. 63).
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& - Glu147
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Abb. 63: Rontgenkristallstruktur der Verbindung 504 im aktiven Zentrum des FXa. Das Protein ist mit
einer Connolly-Oberfliche dargestellt. Blaue und rote Fldchen markieren Wasserstoftbriicken-
Akzeptoren bzw. -Donoren. Die Struktur wurde von der Firma Proteros Biostructures GmbH,
Planegg-Martinsried, gelost.

-

Der 4-Amidinobenzylamidrest bindet tief in die S1-Tasche des Enzyms und die Seitenkette
des D-Ser(tBu) ist in die S3/S4-Tasche gerichtet. Das P2-Gly hat eine Linker-Funktion, sein

77




3. Diskussion

Carbonyl-Sauerstoff kann eine Wasserstoffbriicke zum Amid-Stickstoff des GIn192 ausbilden
(Abstand der Heteroatome: 2,94 A). Ein Sulfonyl-Sauerstoff P4-Gruppe bildet eine
Wasserstoffbriicke zum Amid-Stickstoff des Gly219 aus (3,12 A), wihrend der P4-Phenylring
in eine zusidtzliche flache, hydrophobe Bindungstasche am FXa bindet, die auch in anderen
Proteasen der Chymotrypsin-Familie existiert und erstmals fiir Thrombin beschrieben wurde

[Tucker et al., 1997].

3.4.2. Affinitit und Selektivitit

Modifizierung der P4-Position

Um die Voraussetzungen flir eine orale Aufnahme zu verbessern, sollten Inhibitoren mit
einem Molekulargewicht von maximal 500 Da synthetisiert werden (,,Rule of Five*). Aus
diesem Grund wurden in einer ersten Serie die Verbindungen 718, 719 und 726 durch
Alkylierung des Stickstoffatoms der P3-Aminosdure mit Arylalkylgruppen synthetisiert.
Zusétzlich wurde Verbindung 755 hergestellt, die keinerlei P4-Rest mehr besitzt. Diese
Substanzen zeigen jedoch nur noch eine sehr schwache Hemmwirkung auf FXa (7ab. 3). Aus
der Rontgenstruktur des Inhibitors 504 in FXa (4bb. 63) ist bekannt, dass ein Sauerstoff der
P4-Sulfonylgruppe eine Wasserstoffbriicke zu Gly 219 ausbildet [Tucker et al., 1997,
Schweinitz et al., 2004]. Deshalb wird vermutet, dass der Verlust dieser Bindung und die
damit verbundene erhohte Flexibilitit des P4-Restes eine Ursache fiir den starken
Affinitétsverlust gegeniiber FXa sein konnte. Da dieser gravierende Effekt auf die
Hemmaktivitdt nicht zu kompensieren war, wurde die Strategie der Eliminierung der
Sulfonylfunktion im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. Um das Molekulargewicht
der Verbindungen zu reduzieren, wurden in der Arbeitsgruppe Hemmstoffe mit aliphatischen
Sulfonylresten synthetisiert (7ab. 27). Diese erst kiirzlich erhaltenen Ergebnisse waren nicht
Teil dieser Arbeit, sie sollen hier aber genannt werden.

Der Austausch des Benzylsulfonylrestes durch bestimmte Alkylsulfonylreste fiihrte in
Kombination mit D,L-hAla(2-Pyr) und D,L-hAla(2-Pyr-NO) als P3-Aminoséure ebenfalls zu
wirksamen Inhibitoren, obwohl deren Affinitdt im Vergleich zu den Verbindungen 1215 bzw.

1332 (K; = 0,68 nM bzw. 0,32 nM; Tab. 19) deutlich reduziert ist.
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Tab. 27 - Hemmkonstanten der Inhibitoren mit Alkylsulfonylresten

H
e
(0]
Nr.
HoN™ SNH
Ki (uM)
n X
FXa Thrombin | Plasmin uPA Trypsin
1126 1 N 0,032 24 28 26 0,12
1131 1 N'-O 0,024 79 21 51 0,18
1226 2 N 0,013 21 11 16 0,13
1228 2 N'-O 0,0077 44 9,2 20 0,079
1230 3 N 0,0049 n.b. 4,0 8,9 0,022
1233 3 N-O 0,0034 9,5 4,6 11 0,021

(* racemisch; n.b. = nicht bestimmt)

Die Hemmkonstanten dieser Verbindungen sind stark von der Kettenldnge des Alkylrestes
abhédngig: Der Einbau des Butylsulfonylrestes fiihrte zu Inhibitoren mit K-Werten von 4,9
und 3,4 nM. Die analogen Propylsulfonyl-Verbindungen sind weniger wirksam, zeigen jedoch
noch Hemmkonstanten von 13 und 7,7 nM. Kiirzere P4-Alkylketten bewirkten einen stirkeren
Affinititsverlust (K; > 20 nM). Die Butylsulfonyl-Verbindung mit D-hAla(2-Pyr-NO) in
P3-Position wurde in Ratten relativ rasch aus der Blutzirkulation eliminiert, allerdings ist die
Eliminierung der Propylsulfonyl-N-Oxid-Verbindung mit der des Inhibitors 1332
vergleichbar. Eine mogliche orale Resorption des zugehdrigen Prodrugs wird zur Zeit
untersucht.

In Analogie zu der strukturell verwandten Serie von Urokinasehemmstoffen [Schweinitz et
al., 2004] sollten polarere Reste in die Inhibitoren integriert werden, um deren Eliminations-
geschwindigkeit zu reduzieren. Zu den untersuchten Substituenten am P4-Bzls-Ring gehorten
Carboxymethyl-, Nitro- oder Aminogruppen, aulerdem wurde der Phenylring durch Pyridyl-
und Pyridyl-N-Oxid-Gruppen ersetzt. Der Einbau von Carboxymethyl- oder Nitro-
Substituenten ergab in den meisten Féllen weniger wirksame Hemmstoffe (z.B. 739; 759),
jedoch gelang es in einigen Kombinationen mit Aminogruppen in para-Position, die

Hemmwirkung auf FXa geringfiigig zu verbessern (z.B. 760, Abb. 64).
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Phel74

Glul47

Abb. 64: Struktur des Inhibitors 760 im aktiven Zentrum des FXa. Das Protein ist mit einer Connolly-
Oberflache dargestellt. Blaue und rote Flichen markieren Wasserstoffbriicken-Akzeptoren bzw.
-Donoren. Das Model wurde auf Grundlage der Rontgenkristallstruktur des Inhibitors 504 (4bb. 63)
durch Austausch der P3-Seitenkette von Dr. O. Schuster, Curacyte AG Miinchen/Leipzig, erstellt. Die
Inhibitorstruktur wurde mit der Software Sybyl, Version 6.9.1. (Tripos), energieminimiert.

Eine anilinische Aminogruppe sollte aufgrund ihres pK,-Wertes von 4,6 bei physiologischem
pH-Wert ungeladen sein. Unter Annahme einer pyramidalen Konformation (4bb. 64) [Lopez-
Tocoén et al., 2004] betrigt der Abstand zum Carbonyl-Sauerstoff des Glul47 2,7 A und
deutet auf die Ausbildung einer Wasserstoftbriicke hin. Dies konnte den leichten Anstieg der

Affinitdt im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung erklaren.
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Die Substitution das P4-Phenylrings durch Pyridyl- und Pyridyl-N-Oxid-Ringe fiihrte
wiederum zu einem starkeren Wirkverlust der Inhibitoren gegeniiber der Ausgangsverbindung
802, die schwichste FXa-Hemmung wurde fiir die Verbindung beobachtet, bei der die
N-Oxid-Funktion in para-Position lokalisiert ist (Tab. 9 und Tab. 18). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass negativ polarisierte Gruppen bzw. Reste mit Wasserstoftbriicken-
Akzeptor-Funktion, besonders in para-Position, die Bindung des P4-Benzylsulfonylrestes in
der Subpocket storen. Moglicherweise kommt es nach Einbau bestimmter Substituenten auch

zu einer sterischen Beeinflussung der Inhibitorbindung.

Modifizierung der P3-Position

Am P3-Rest wurden umfangreiche Variationen vorgenommen, um die Affinitdt und das
Eliminationsverhalten der Hemmstoffe zu verbessern. Die Seitenkette der P3-Aminosdure
bindet in die S3/S4-Tasche des FXa, die neben basischen auch hydrophobe aromatische Reste
akzeptiert [Maignan u. Mikol, 2001, Quan u. Smallheer, 2004]. Dabei hat die Linge der
Seitenkette einen starken Einfluss auf die Affinitit der Hemmstoffe. Die unterschiedlichen
Ki-Werte der in Tab. 2 aufgefiihrten Verbindungen mit D-Phenylglycin, D-Phenylalanin,
D-Homophenylalanin und D-Phenylpropylglycin zeigen eine Priferenz des FXa fiir
Inhibitoren mit einer aromatischen Homoaminosdure in diesem Bereich. Den Einfluss der
Kettenldnge erkennt man auch beim direkten Vergleich der Hemmstoffe 725 mit
D-3-Pyridylalanin (K; = 51 nM, Tab. 4) und 1734 mit D-3-Homopyridylalanin (K; = 1,9 nM,
Tab. 13). Im Vergleich zu Verbindungen mit D-Phe, dem klassischen P3-Rest synthetischer
Thrombinhemmstoffe [Steinmetzer et al., 2001; Steinmetzer u. Stiirzebecher, 2004], besitzen
Inhibitoren vom D-hPhe-Typ auBerdem eine verbesserte Selektivitit gegeniiber Thrombin
(vgl. Tab. 2; 802: Ki Thrombin /Ki rxa = 7,8 - 635: Ki Thrombin /Ki rxa = 0,87). Die Lénge der
P3-Seitenkette der Inhibitoren vom D-hPhe-Typ scheint optimale Interaktionen mit den
aromatischen Resten der Aryl-Bindungstasche zu ermdglichen: Im Model des Inhibitors 802
im Komplex mit FXa bilden die aromatischen Aminosduren Tyr99 und Phel74 eine

»Sandwich-artige* Struktur mit dem Phenylring der Seitenkette des D-hPhe aus (4bb. 65).
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Glul47

Abb. 65: Struktur des Inhibitors 802 im aktiven Zentrum des FXa. Das Protein ist mit einer Connolly-
Oberflache dargestellt. Blaue und rote Flichen markieren Wasserstoffbriicken-Akzeptoren bzw.
-Donoren. Das Model wurde auf Grundlage der Rontgenkristallstruktur des Inhibitors 504 (4bb. 63)
durch Austausch der P3-Seitenkette von Dr. O. Schuster, Curacyte AG Miinchen/Leipzig, erstellt. Die
Inhibitorstruktur wurde mit der Software Sybyl, Version 6.9.1. (Tripos), energieminimiert.

Die Substitution der para-Position des Phenylrings mit einer Hydroxylgruppe im Falle der
D-hTyr-Derivate fiihrte zu einem leichten Anstieg der Wirksamkeit (745, K; = 3,0 nM). Das
lasst vermuten, dass die OH-Gruppe sterisch akzeptiert wird und moglicherweise eine
zusdtzliche Wasserstoffbriicke, entweder direkt oder iiber ein Wassermolekiil vermittelt, zu
den Carbonylgruppen der Reste Glu97, Thr98 oder Ile175 ausbildet.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch Einbau eines Pyridylrings anstelle des Phenylrestes
erhalten. Die Derivate mit racemischem 3- und 4-Homopyridylalanin zeigen mit Hemm-
konstanten von 4,0 und 7,1 nM eine dhnliche Wirksamkeit wie Inhibitor 802, wiahrend durch
Einbau des D,L- oder D-2-Homopyridylalanins die Hemmwirkung sogar verstiarkt wurde
(Ki < 1,0 nM). Im Falle des D,L-4-Homopyridylalanins ist denkbar, dass der Pyridyl-
Stickstoff eine liber Wasser vermittelte Wasserstoftbriicke zu den Carbonyl-Sauerstoffen der

Reste Glu97, Thr98 oder Ile175 ausbildet, wie es auch fiir eine Struktur mit einem dhnlichen
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P4-Rest (4-Pyridylamino-pentansdure) beschrieben wurde [Kamata et al., 1998; Maignan u.
Mikol, 2001]. Diese moglichen Wasserstoffbriicken haben aber nur einen unwesentlichen
Einfluss auf die Affinitdt des Inhibitors.

Die Oxidation der Pyridyl-Stickstoffe zum N-Oxid fiihrt nur bei dem Inhibitor mit D,L- bzw.
D-2-Homopyridylalanin zu einem weiteren Anstieg der Affinitét. Fiir die racemischen 3- und
4-Homopyridylalanin-N-Oxid-Verbindungen wurde die Hemmwirkung deutlich reduziert.
Eine Ursache fiir die vergleichsweise schwichere Affinitit der 4- und 3-substituierten
Inhibitoren konnte die starke Polarisierung des N-Oxid-Sauerstoffs sein, die moglicherweise
beim D,L- bzw. D-hAla(2-Pyr-NO)-Derivat keine Rolle spielt, da sich die N-Oxid-Funktion
im Vergleich zum hAla(4-Pyr-NO)-Derivat zum Losungsmittel orientieren kann (4bb. 66).
Moglicherweise beeintrichtigen auch die verdnderten elektronischen Verhiltnisse der meta-

Substitution des Aromaten im Falle des hAla(3-Pyr-NO)-Derivates die Bindung am Enzym.

Phel74

Gly219 5,

- “\' ¥ Argl43

Glul47

Abb. 66: Struktur des Inhibitors 1332 im aktiven Zentrum des FXa. Das Protein ist mit einer Connolly-
Oberfliache dargestellt. Blaue und rote Flichen markieren Wasserstoffbriicken-Akzeptoren bzw.
-Donoren. Das Model wurde auf Grundlage der Rontgenkristallstruktur des Inhibitors 504 (4bb. 63)
durch Austausch der P3-Seitenkette von Dr. O. Schuster, Curacyte AG Miinchen/Leipzig, erstellt. Die
Inhibitorstruktur wurde mit der Software Sybyl, Version 6.9.1. (Tripos), energieminimiert.
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Eine sterische Beeinflussung der Hemmstoffbindung im Falle des D,L-hAla(4-Pyr-NO)-
Derivates ist dagegen unwahrscheinlich, da auch Inhibitor 745 mit D-hTyr in P3-Position gut
akzeptiert wird. Basierend auf der in 4bb. 66 gezeigten Struktur ist auch bei der analogen
3-Homopyridylalanin-N-Oxid-Verbindung ist sterischer Effekt nicht zu erwarten. Da hier

jedoch keine direkte Vergleichssubstanz existiert, kann dies nur vermutet werden.

Modifizierung der P2-Position

In P2-Position wurde versucht, durch Einbau von Aminosduren mit polaren oder geladenen
Seitenketten, wie Ser oder Glu, die Eliminationsgeschwindigkeit der Hemmstoffe zu
reduzieren. Werden Glu oder Ser mit D-hPhe oder anderen aromatischen Homoaminosduren
in P3-Position kombiniert, kommt es in den meisten Fallen zu einem Affinitatsverlust (7ab. 5
und Tab. 10). Da die S2-Region von FXa aufgrund des Aminosédurerestes Tyr99 im Vergleich
zu einigen anderen Trypsin-artigen Serinproteasen sterisch deutlich eingeschréinkt ist, wird
vor allem Gly als P2-Rest in Substrat-analogen Strukturen akzeptiert. FXa akzeptiert auch
Prolin, das ein bevorzugter P2-Rest in Thrombinhemmstoffen ist. Allerdings fiihrte der
Einbau dieser Aminosdure zu sehr unspezifischen Inhibitoren, die neben Thrombin auch
Plasmin sehr stark hemmen (7ab. 14). Im Vergleich zu Ser wurde Glu in P2-Position besser
toleriert: Moglicherweise stort vor allem die polare Hydroxylgruppe in dieser Position der
Seitenkette des Ser die Bindung am Enzym, wihrend sich aufgrund der groBeren Distanz zum
Cqo-Atom die flexible Seitenkette des Glu mit der Carboxylgruppe zum Ldsungsmittel
ausrichten kann.

Neben der verminderten Affinitdt zeigen vor allem die Inhibitoren mit P2-Ser einen
Selektivitatsverlust gegeniiber Plasmin (z.B. 744a: K; plasmin/Ki rxa = 1,83). Obwohl Glu in
P2-Position ebenfalls zu einer stirkeren Plasminhemmung fiihrt, sind die Verbindungen noch
relativ spezifische FXa-Hemmstoffe (z.B. 762a: Kj plasmin/Ki rxa = 59,5). Wie die meisten
Chymotrypsin-artigen Serinproteasen besitzt FXa einen loop, der u.a. den Rest Tyr99* enthélt
und die S2-Tasche sterisch einschrankt. Ein Sequenz-alignment zeigt, dass bei Plasmin die

Aminosaurereste 95-100 deletiert sind (4bb. 67).

70 80 90 #100 110 120
Chymotrypsinogen -VVVAGEFDQGSDEENIQVLKIAKVFKNPKESILTVNNDITLLKLATPAREFSQTVSAVC-
Faktor Xa —-—VRVGDRNTEQEEGGEAVHEVEVVIKHNRFTKETYDFDIAVLRLKTPITFRMNVAPAC-
Plasmin --VILGAHQEVNLEPHVQEIEVSRLFLEPTR-—----— KDIALLKLSSPAVITDKVIPAC-

Abb. 67: Auszug aus dem Sequenz-alignment ausgewdhlter humaner Serinproteasen unter
Verwendung der Chymotrypsin-Nummerierung [Bode et al., 1989]. (* Rest 99)
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Dadurch sind in Plasmin die S2- und S3/S4-Tasche nicht voneinander getrennt und bilden
eine weit offene Bindungsregion [Parry et al., 1998; Rester et al., 1999]. Als Konsequenz
akzeptiert Plasmin auch groflere P2-Aminosduren. Im Gegensatz zu FXa und den meisten
anderen Gerinnungsfaktoren, die sehr spezifisch wirken, ist Plasmin unspezifisch und kann
viele verschiedene Substrate spalten.

Bei der Entwicklung des Thrombinhemmstoffes Melagatran wurde gezeigt, dass bei
Inhibitoren mit Plasmin-Hemmkonstanten < 0,5 uM als Nebenwirkung die Fibrinolyse zu
stark gehemmt und dadurch ihre gerinnungshemmende Wirkung vermindert wird
[Gustafsson et al., 1998]. Daher wurde auch im Rahmen dieser Arbeit versucht, Inhibitoren zu
entwickeln, die eine moglichst geringe Plasminhemmung aufweisen. Aus diesem Grund
wurde im weiteren Verlauf der Arbeit auf den Einbau von Ser und Glu verzichtet; eine
verzogerte Eliminierung der Inhibitoren konnte auch durch die Pyridyl-N-Oxid-Funktion

erreicht werden.

Modifizierung der P1-Position

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine strukturellen Verdnderungen am P1l-Rest
vorgenommen. Jedoch ist aus weiteren Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe bekannt,
dass in Kombination mit dem P4-P3-P2-Segment des Inhibitors 1332 ein Austausch des
4-Amidinobenzylamids durch andere aromatische Reste, wie z.B. 2,5-Dichlorbenzylamid
oder 2-Amino-5-Amidomethylpyridin, mdglich ist. Allerdings wurden diese Derivate trotz
akzeptabler FXa-Hemmung (K; = 10-20 nM) relativ schnell aus der Zirkulation von Ratten

eliminiert und sind daher keine Alternative zur Leitsubstanz 1332.

3.4.3. Pharmakokinetik

Es ist bekannt, dass bestimmte Benzamidin-Verbindungen mit zusétzlichen stark geladenen
Gruppen langsamer aus der Zirkulation von Ratten eliminiert werden [Hauptmann et al.,
2002]. Eine verlangsamte Eliminationskinetik wurde auch fiir mehrere im Rahmen dieser
Arbeit synthetisierte Inhibitoren gefunden, die, wie z.B. 1332, neben der basischen
Amidinofunktion weitere polare Gruppen besitzen.

Als Referenzverbindung fiir die pharmakokinetischen Untersuchungen wurde DX-9065a der
Firma Daiichi verwendet, da auch DX-9065a eine relativ langsame Eliminierung aufweist
(Abb. 18) [Hara et al., 1995]. Erst kiirzlich wurden Ergebnisse klinischer Studien mit DX-
9065a veroffentlicht [Alexander ef al., 2005].

85



3. Diskussion

Plasmaspiegel

Es ist notwendig, dass Arzneistoffe fiir eine effektive Wirkung ausreichend lange und in
ausreichender Menge in der Zirkulation von Patienten vorhanden sind. Es ist das Ziel, den fiir
die Wirksamkeit notwendigen Plasmaspiegel mit moglichst wenigen {liber den Tag verteilten
Gaben (idealerweise 2-3) zu erreichen und aufrechtzuerhalten. Wihrend ein Unterschreiten
der effektiven Wirkstoftkonzentration nicht zur gewiinschten Wirksamkeit fiihrt, kann ein
Uberschreiten dieser Grenze Nebenwirkungen und toxische Effekte zur Folge haben. Bei
Gerinnungshemmstoffen kann so das Thromboserisiko entweder weiterhin bestehen bleiben
oder es kann zu lebensbedrohlichen Blutungskomplikationen kommen [Ansell et al., 2001].

In Analogie zu fritheren Ergebnissen mit Thrombinhemmstoffen wurde als Grenze fiir eine
ausreichende Wirksamkeit in den durchgefiihrten Eliminierungsstudien an der Ratte ein
Plasmaspiegel der Wirksubstanz von ca. 0,2 pg/ml angestrebt. Dieser Richtwert ergibt sich
aus den IC,p-Werten der Inhibitoren fiir die aPTT: Um in vivo eine ausreichende anti-
thrombotische Wirksamkeit zu erreichen, sollte die Plasmakonzentration der Hemmstoffe in
etwa ithrem aPTT-Wert entsprechen [Hauptmann, 2002]. Die im aPTT-Test ermittelten
ICy00-Werte fiir die wirksamsten FXa-Inhibitoren liegen zwischen 0,3 und 0,5 pM. Bei
Substanzen mit einem Molekulargewicht von ca. 500 Da ergibt sich daraus eine
Plasmakonzentration von 0,15-0,25 pg/ml, die z.B. von Inhibitor 1215 nach i.v.-Applikation
einer Dosis von 1 mg/kg iliber einen Zeitraum von 3,5 h aufrecht erhalten werden konnte
(Abb. 53). Die meisten anderen untersuchten Verbindungen werden deutlich schneller

eliminiert und sind fiir eine Weiterentwicklung ungeeignet.

Orale Bioverfiigbarkeit

Erst kiirzlich verdffentlichte Daten statistischer Untersuchungen mit momentan zugelassenen
Arzneimitteln beschreiben, dass ca. 80 % der oral verfiigbaren Substanzen ein
Molekulargewicht von 200-475 Da und maximal 9 Heteroatome besitzen [Vieth et al., 2004].
Ausgewihlte physikalische und strukturelle Eigenschaften der 1193 untersuchten oral
verfligbaren Arzneistoffe im Vergleich zum Prodrug 1331 sind in 7ab. 28 zusammengefasst.
Die Bereiche, denen die Verbindung 1331 zugeordnet werden kann, sind gelb markiert.

Das Molekulargewicht und die Anzahl der Heteroatome der Verbindung 1331 liegen
innerhalb des Bereichs, in dem sich 90 % aller zugelassenen oral verfiigbaren Arzneistoffe
befinden. Andererseits sind die Werte fiir die PSA sowie die Anzahl der OH- und NH-
Gruppen relativ hoch und wirken sich wahrscheinlich nachteilig auf die orale

Bioverfiigbarkeit aus.
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Tab. 28 - Ausgewdhlte physikalische Eigenschaften von 1193 zugelassenen oralen Arzneistoffen
(Zeilen 1-4 [Vieth et al., 2004]) und des Prodrugs 1331.

MW ClogP PSA Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
(Da) (A Atome (# H) | Os und Ns | OH und NH | Halogenatome
0-100 % 74-1449 | (-7,6)-20,2 | 0-447 4-101 0-33 0-18 0-18
5-95 % 164-589 | (-1,9)-6,3 | 13-169 11-41 2-12 0-4 0-2
10-90 % 200-475 | (-0,8)-5,2 | 22-134 14-33 2-9 0-3 0-2
Mittelwert 3437 2.3 78 23,9 5,5 1,8 0,5
1331 554 0,8 195 39 12 5 0

Die Werte fiir Inhibitor 1331 wurden mit der Software SAR Navigator, Version 1.5 (Tripos), berechnet. Die
gelben Felder kennzeichnen die Bereiche, denen die Verbindung 1331 zugeordnet werden kann.

Untersuchungen mit den Prodrugs 1715 und 1331 haben gezeigt, dass die synthetisierten
Verbindungen an der Ratte nur in geringen Mengen oral aufgenommen werden, sofern die
Amidinofunktion als Hydroxyamidin geschiitzt vorliegt (4bb. 55 und Abb. 56). Als
Referenzsubstanz wurde Ximelagatran, das oral verfiigbare doppelte Prodrug des
Thrombinhemmstoffs Melagatran, verwendet [Gustafsson ef al., 2001]. Ximelagatran wird zu
ca. 40-70 % oral resorbiert. Allerdings werden groBle Mengen des doppelten Prodrugs oder
der Mono-Prodrugs, die nur unvollstéindig in die Wirksubstanz Melagatran {iberfiihrt wurden,
direkt ausgeschieden. Daher ergibt sich aufgrund der bestimmten Plasmaspiegel des
Melagatrans nur eine orale Bioverfiigbarkeit des Ximelagatrans von etwa 20 % am Menschen
und 5-10 % an der Ratte [Eriksson ef al., 2003]. Aus diesem Grund ist es von Vorteil, wenn
moglichst wenige oder gar keine funktionellen Gruppen im Inhibitor als Prodrug vorliegen.
Wihrend der Resorptionsexperimente an der Ratte wurden starke Schwankungen in den
Plasmaspiegeln der Einzelversuche beobachtet (4bb. 55 und Abb. 56), wodurch der Vergleich
mit Ximelagatran erschwert wird. Bei den Versuchen mit dem Prodrug 1331 wurden neben
zwei Experimenten, die eine eher geringe duodenale Resorption zeigen, in zwei Fillen auch
signifikant erhohte Plasmaspiegel von etwa 1 pg/ml bestimmt, die mit Ximelagatran bzw.
Melagatran vergleichbar sind (4bb. 56). Die Ursachen der starken Schwankungen sind nicht
bekannt, konnten aber durchaus in inter-individuell bedingten Vertrdglichkeitsunterschieden
bei den Versuchstieren liegen. Zudem ist bekannt, dass auch Melagatran nach oraler
Applikation an Ratten deutliche Streuungen zeigt [Eriksson et al., 2003].

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Rattenmodell fiir orale Resorptionsversuche nur bedingt

geeignet ist und weitere Untersuchungen an anderen Spezies durchgefiihrt werden sollten.
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Metabolisierung und mutagenes Potential

Systematische Untersuchungen zum Metabolismus der beschriebenen Verbindungen wurden
nicht durchgefiihrt. Allerdings wurde im Rahmen der Eliminationsstudien an der Ratte auch
die Ausscheidung der unveridnderten Inhibitoren in Galle und Urin durch HPLC-Analyse in
Kombination mit Messung ihrer Hemmaktivitdt bestimmt. In den meisten Fillen wurden {iber
einen Zeitraum von 6 h insgesamt ca. 60-80 % der aktiven Wirksubstanz nachgewiesen.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine Metabolisierung, die zur Inaktivierung der
Hemmstoffe fiihrt, nur in geringem Umfang stattfindet. Auffallend ist jedoch, dass bei
Untersuchung der Inhibitoren mit einer anilinischen Aminofunktion (z.B. 760) deutlich
weniger Wirksubstanz in Galle und Urin nachweisbar war (< 40 %), was moglicherweise auf
eine stirkere Metabolisierung dieser Substanzen hinweist.

Arzneimittel miissen wirksam und gut vertrdglich sein, aber auch ohne toxische
Nebenprodukte im Korper metabolisiert und ausgeschieden werden. Um das mdgliche
mutagene Potential von Wirkstoffen zu bestimmen, wird zu Beginn der priklinischen
Entwicklung in der Regel ein Ames-Test durchgefiihrt [Ames et al., 1975; Maron u. Ames,
1983]. Dabei werden Bakterienstimme mit der entsprechenden Substanz inkubiert und
hinsichtlich auftretender Mutationen untersucht. Im Falle der Verbindung 760 (7ab. 8) ergab
dieser Ames-Test, dass der Inhibitor sowohl mutagene als auch zytotoxische Effekte auslost.
Im Gegensatz dazu wurde fiir den strukturell &hnlichen uPA-Hemmstoff Bzls-D-Ser-Ser-4-
Amidinobenzylamid mit unsubstituiertem P4-Rest kein mutagenes Potential festgestellt. Es ist
bekannt, dass durch eine N-Hydroxylierung aromatischer Amine Zwischenprodukte bzw.
Metaboliten mit toxischen und/oder karzinogenen Eigenschaften entstehen konnen
[Clement et al, 1997]. Dies ldsst vermuten, dass moglicherweise die anilinische
Aminogruppe des Inhibitors 760 Ursache fiir deren mutagenen Effekt ist. Aus diesem Grund

wurden keine weiteren Inhibitoren mit diesem Substituenten synthetisiert.

3.4.4. Gerinnungshemmende Wirksamkeit

Die I1Cyp0-Werte fiir die Hemmung der aPTT und PT dienten im Rahmen dieser Arbeit zur
Bestimmung der tatséchlichen antikoagulativen Wirksamkeit der Inhibitoren in vitro. In den
meisten Fillen korrelieren die Ergebnisse aus den Gerinnungstests mit den Kj-Werten fiir die
Hemmung des FXa durch die wuntersuchten Substanzen. Allerdings koénnen auch
Verbindungen, die eine hohe FXa-Hemmwirkung aufweisen, im aPTT- und PT-Test nahezu
unwirksam sein, wenn sie beispielsweise eine starke Tendenz zur unspezifischen

Plasmaproteinbindung besitzen. Der zu Vergleichszwecken untersuchte Inhibitor DX-9065a
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zeigt eine deutlich geringere Wirksamkeit auf die 1Cyop-Werte der aPTT- und PT-Messungen
als viele der in dieser Arbeit beschriebenen Verbindungen. Der zum Vergleich aufgefiihrte
Thrombinhemmstoff Melagatran bewirkt ebenfalls eine starke Gerinnungshemmung
(Tab. 24). Die gute Korrelation zwischen den FXa-Hemmkonstanten und der antikoagulativen
Wirksamkeit in vitro ldsst vermuten, dass die untersuchten FXa-Inhibitoren keine starke
Plasmaproteinbindung besitzen und theoretisch als Antikoagulantien geeignet sind. Bei der
Untersuchung der in vivo-Wirksamkeit im Thrombosemodell nach Wessler korrelierte die
Wirkung der Inhibitoren nicht in jedem Fall mit den Ergebnissen aus dem aPTT- und
PT-Assay. Von den untersuchten Substanzen mit ICyg-Werten < 1,0 uM fiir aPTT und PT in
humanem Plasma in vitro (Tab. 24) sind nur vier Hemmstoffe im Wessler-Modell an der
Ratte antithrombotisch wirksam und nur zwei davon besitzen einen mit Melagatran
vergleichbaren EDso-Wert (7ab. 25).

Es ist bekannt, dass sich der FXa von Ratten offenbar deutlich von humanem FXa
unterscheidet. Daher gibt es in vielen Féllen nur eine schwache Korrelation der Wirkung von
FXa-Hemmstoffen in Ratten- und humanem Plasma; oftmals ist die Wirksamkeit der
Hemmstoffe in Rattenplasma deutlich reduziert [Otto, 2003]. Dies konnte erkldren, dass, im
Gegensatz zu Thrombinhemmstoffen wie Melagatran, nur die wirksamsten FXa-Inhibitoren,

wie z.B. 1332, im Wessler-Modell an der Ratte einen antithrombotischen Effekt zeigen.

Bei der Beurteilung der Aktivitdt von FXa-Inhibitoren muss beachtet werden, dass niedrige
Hemmkonstanten nicht immer gleichbedeutend mit einer starken gerinnungshemmenden
Wirksamkeit sind. In vielen Fallen gibt es deutliche Unterschiede zwischen den Ergebnissen
von in vitro- und in vivo-Untersuchungen. Viele der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Hemmstoffe sind in vitro und in vivo deutlich wirksamer als die Referenzverbindung
DX-9065a und vergleichbar mit dem Thrombinhemmstoff Melagatran.

Trotz der hervorragenden gerinnungshemmenden Aktivitit dieser Inhibitoren sind weitere

Optimierungen notwendig, um deren orale Bioverfiigbarkeit zu verbessern.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Thromboembolische und Herzkreislauf-Erkrankungen gehdéren zu den héufigsten
Krankheitsfdllen und Todesursachen in Westeuropa und Nordamerika. Die Entwicklung von
wirksamen und sicheren Antikoagulantien, die ergénzend und anstelle der bisherigen
Standardtherapeutika zur Behandlung thromboembolischer Erkrankungen eingesetzt werden
konnen, ist weltweit ein aktuelles Forschungsziel vieler Firmen und Gruppen. Dabei ist, neben
Thrombin, auch der Gerinnungsfaktor Xa ein wichtiges Zielenzym, das entscheidend an der
Regulierung der Blutgerinnung beteiligt ist. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass die selektive
Hemmung von FXa weniger Nachteile und Nebenwirkungen hat, als beispielsweise die
Anwendung von Cumarinen und Heparinen. Studien mit den Pentasacchariden Fondaparinux
und Idraparinux, sowie mit den natiirlich vorkommenden peptidischen FXa-Inhibitoren
Antistasin und TAP haben bestétigt, dass die Anwendung dieser Substanzen im Vergleich zur
klassischen Standardtherapie zu weniger Blutungskomplikationen fiihrt. In den letzten Jahren
sind viele synthetische niedermolekulare FXa-Inhibitoren entwickelt worden und einige oral
wirksame Verbindungen, wie z.B. Razaxaban oder BAY 59-7939, befinden sich zur Zeit in
der klinischen Entwicklung (Phase II). Bislang ist jedoch kein oral bioverfiigbarer Hemmstoff

des FXa als Arzneimittel zugelassen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Grundstrukturen bereits bekannter Inhibitoren optimiert
werden, um eine Verbesserung der Affinitdt, verbunden mit einer verzogerten Eliminierung
aus der Zirkulation im Tiermodell an der Ratte zu erreichen. Idealerweise sollten die
Verbindungen auch oral aufgenommen werden.

Durch gezielte Substitution der P3-Aminosdure ist es gelungen, mehrere wirksame und
selektive Substrat-analoge FXa-Hemmstoffe mit D-Homophenylalanin und anderen
aromatischen Homoaminosduren in P3-Position zu entwickeln. Dagegen konnte nur in
wenigen Fillen ein verzogertes Eliminationsverhalten erreicht werden. Aufgrund der
einfacheren chemischen Zugénglichkeit wurden zur Untersuchung von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen auch einige Inhibitoren mit D-Phe in P3-Position synthetisiert, diese sind
verglichen mit den D-hPhe-Analoga jedoch deutlich weniger wirksam. Das Modeling der
Verbindung 802 im Komplex mit FXa hat gezeigt, dass der aromatische Ring des P3-D-hPhe
aufgrund der zusitzlichen Methylengruppe in der Seitenkette optimal in der Aryl-
Bindungstasche lokalisiert ist. Zusétzlich wird die Bindung des Inhibitors durch mehrere vom

Riickgrat ausgehende Wasserstoffbriicken zum Enzym stabilisiert.
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Ausgehend von Inhibitor 802 (Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid, K; = 6,0 nM) wurden
die Hemmstoffe 740 (Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid, K; = 7,1 nM) und
745 (Bzls-D-hTyr-Gly-4-Amidinobenzylamid, K; = 3,0 nM) synthetisiert, die eine
vergleichbar starke Hemmwirkung gegeniiber FXa besitzen. Zur genaueren Untersuchung der
Homopyridylalanin-Inhibitoren wurden zusétzlich die Verbindungen 1705 (Bzls-D,L-hAla(3-
Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid, K; = 4,0 nM) und 1707 (Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-Gly-4-
Amidinobenzylamid, K; = 0,83 nM) hergestellt. Dabei zeigt sich eine signifikant (> 5-fach)
erhohte anti-FXa-Aktivitit der D,L-2-Homopyridylalanin-Verbindung 1707 im Vergleich zu
den Pyridyl-Derivaten, bei denen sich der Stickstoff in meta- oder para-Stellung befindet.

Die durchgefiihrten Variationen an P4- und P2-Resten in Kombination mit D-hPhe, D-hTyr
und D,L-hAla(Pyr) haben zu Inhibitoren mit sehr unterschiedlichen Hemmkonstanten gefiihrt.
Eine Substitution des P4-Rings mit Carboxymethyl- oder Nitrogruppen sowie Pyridylringen
bewirkte in den meisten Fillen einen Affinititsverlust, lediglich der Einbau einer
Aminogruppe in para-Position am P4-Ring fiihrte zu einer leichten Verstirkung der FXa-
Hemmwirkung. Allerdings wurden bei Untersuchung des P4-Amino-substituierten Inhibitors
760 im Ames-Test mutagene und zytotoxische Effekte beobachtet, die moglicherweise auf die
anilinische Aminofunktion zuriickzufiihren sind. Deshalb wurde bei der weiteren Optimierung
der Inhibitoren auf den Einbau des 4-Aminobenzylsulfonylrestes in P4-Position verzichtet.

Daneben zeigte sich beziiglich Affinitit und Selektivitit eine deutliche Praferenz des FXa fiir
Gly als P2-Rest; der Einbau anderer Aminosduren fiihrte zu weniger wirksamen Inhibitoren
mit geringerer Selektivitit. Eine gezielte Verdnderung der 4-Amidinobenzylamid-Gruppe in
P1-Position wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Um die schnelle Eliminierung
der Hemmstoffe im Tierversuch zu reduzieren, wurde der Stickstoff der P4- und
P3-Pyridylringe zu den entsprechenden N-Oxiden oxidiert. Diese Modifizierungen bewirkten
am P4-Ring in allen Fillen einen starken Affinitétsverlust. Im Gegensatz dazu fiihrte der
Einbau des 2-Homopyridylalanin-N-Oxids in P3-Position zu einem Inhibitor mit starker
FXa-Hemmwirkung, exzellenter Selektivitit und einer deutlich verzogerten Eliminations-
geschwindigkeit an der Ratte nach i.v.-Gabe. Da aus friiheren Synthesen bekannt war, dass
FXa in P3-Position Aminosduren in der D-Konfiguration bevorzugt, wurden die
D,L-Homopyridylalanine zur Racemattrennung in die entsprechenden Benzoyl-Aminosaure-
Methylester iiberfiihrt. Die Enantionmere konnten nach Chymotrypsin-katalysierter Spaltung
des Methylesters der Benzoyl-L-Aminosdure und saurer Hydrolyse mittels lonenaustausch-
chromatographie getrennt werden. Es zeigten sich allerdings Verunreinigungen (ca. 5 %) mit

dem jeweils anderen Enantiomer; deshalb muss die Racemattrennung weiter optimiert
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werden. Im Anschluss an die Racemattrennung wurden die Inhibitoren mit den
D- Homopyridylalaninen und D-Homopyridylalanin-N-Oxiden in P3-Position synthetisiert
und deren Hemmkonstanten und Eliminationskinetik bestimmt sowie gerinnungs-
physiologische Untersuchungen in vitro und in vivo durchgefiihrt. Gegeniiber den
racemischen Inhibitoren sind deren D-Derivate - wie erwartet - inhibitorisch etwa doppelt so
aktiv. Der Hemmstoff 1332 mit D-2-Homopyridylalanin-N-Oxid ist mit einem K;-Wert von
0,32 nM der wirksamste aller bis dahin untersuchten FXa-Inhibitoren dieses Strukturtyps und
wurde deshalb als Leitsubstanz fiir weiterfithrende in vivo-Untersuchungen ausgewéhlt.
Obwohl der Hemmstoff 1332 im Vergleich zum racemischen Inhibitor 1215 schneller
eliminiert wird, zeigt sich in allen anderen Untersuchungen eine erhohte Wirksamkeit im
Vergleich zum Racemat. Neben den verbesserten Ki-Werten ist der Inhibitor 1332 auch im
aPTT- und PT-Test etwa doppelt so aktiv. Der EDsop-Wert der antithrombotischen
Wirksamkeit in vivo wurde ebenfalls deutlich verbessert. Zur weiteren Charakterisierung
wurde die Hemmwirkung ausgewéhlter Substanzen auf die Thrombinbildung bestimmt. Bei
diesen Untersuchungen zeigt Inhibitor 1332 selbst in Konzentrationen von < 0,1 uM einen
starken Effekt und kann die Bildung der Prothrombinfragmente FI1+F2 in Kaolin- bzw.

Tissue Factor-aktiviertem Plasma zu mehr als 99 % verhindern.

Aufgrund der positiv geladenen 4-Amidinobenzylamidfunktion in P1-Position besitzen die
Hemmstoffe keine orale Bioverfligbarkeit. Erst nach Umwandlung in ein Hydroxyamidin
wird die geladene Amidinogruppe so maskiert, dass die resultierenden Prodrugs der
Inhibitoren, wenn auch in geringen Mengen und mit groen Schwankungen, bei Versuchen an
Ratten nach oraler bzw. duodenaler Applikation resorbiert werden. Erste Versuche zur
Resorption Prodrug-geschiitzter Inhibitoren wurden schon mit der Verbindung 771 (Bzls-D-
hTyr-Glu(OEt)-4-Hydroxyamidinobenzylamid) durchgefiihrt. Die Versuche ergaben jedoch
nur eine sehr geringe Aufnahme des Prodrugs nach oraler bzw. duodenaler Gabe an der Ratte.
Dabei wurde gezeigt, dass im Rattenplasma sowohl der Ethylester schnell und nahezu
quantitativ hydrolysiert wird, als auch die Umwandlung des Hydroxyamidins in das freie
Amidin relativ rasch stattfindet.

Um die orale Aufnahme des Inhibitors 1332 zu erhdhen, wurde dessen Hydroxyamidino-
Prodrug 1331 synthetisiert. Wéhrend der Resorptionsversuche mit dem Prodrug 1331 an der
Ratte traten ungewohnlich starke Schwankungen in den fiir Inhibitor 1332 gemessenen
Blutspiegeln auf. Dadurch wurde die exakte Auswertung und der Vergleich mit der

Referenzverbindung Ximelagatran erschwert. In einigen Fillen sind die erhaltenen

92



4. Zusammenfassung und Ausblick

Plasmaspiegel nach oraler bzw. duodenaler Applikation der Verbindung 1331 jedoch mit
denen des Thrombinhemmstoffs Ximelagatran vergleichbar. Mit der Leitsubstanz 1332 bzw.
deren Prodrug 1331 werden zur Zeit Resorptionsversuche an Schweinen durchgefiihrt, die

eine genauere Aussage iiber die orale Aufnahme an einer weiteren Spezies liefern sollen.

Obwohl mit den vorgestellten FXa-Hemmstoffen ein deutlicher Fortschritt gegeniiber den
bereits bekannten Verbindungen dieses Strukturtyps erzielt werden konnte und Inhibitor 1332
mit einem K;-Wert von 0,32 nM zu den wirksamsten bisher beschriebenen FXa-Hemmstoffen
gehort, sind weitere Optimierungen unerlésslich. Dabei soll vor allem untersucht werden, ob
der 4-Amidinobenzylamidrest in P1-Position durch neutrale oder weniger stark basische
Gruppen austauschbar ist. Solche Reste wurden bereits von mehreren Gruppen beschrieben
und sollen eine Moglichkeit sein, um Inhibitoren auch ohne Prodrug-Schutz oral bioverfiigbar
zu machen. Erste Substitutionsversuche mit weniger geladenen Resten hatten zwar einen
Affinitatsverlust zur Folge, es wurden aber auch Inhibitoren mit Kj-Werten < 10 nM
gefunden. Allerdings zeigen diese Verbindungen in der Regel eine rasche Elimination aus der
Zirkulation von Ratten. Neben diesen Variationen der PIl1-Position sind weitere
Modifikationen am P4-Rest geplant. Dabei soll unter Erhaltung der Affinitét, Selektivitit und
Eliminationskinetik das Molekulargewicht der Inhibitoren reduziert werden. Erste Ergebnisse
mit Alkylsulfonylresten haben gezeigt, dass trotz verminderter Wirksamkeit immer noch
Hemmstoffe mit K;-Werten im nanomolaren Bereich erhalten werden konnen (7ab. 27).
Dabei zeigt sich eine deutliche Abhéngigkeit der FXa-Hemmwirkung von der Kettenlédnge des
Alkylsulfonylrestes; die Affinitét steigt mit der Anzahl der Kohlenstoffatome.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden stark wirksame und sehr selektive Inhibitoren des FXa
entwickelt und synthetisiert, wobei insbesondere die Verbindungen mit Homopyridylalanin-
N-Oxiden in P3-Position relativ langsam eliminiert werden. Die wirksamsten Inhibitoren, wie
z.B. 1332 und 1730 zeigen bei Untersuchungen in vitro bei der Bestimmung der aPTT und PT
sowie in vivo im Thrombosemodell nach Wessler sehr starke gerinnungshemmende Effekte.
Dennoch miissen die Substanzen weiter optimiert werden, um ihre orale Bioverfiigbarkeit zu
verbessern. Nur ein oral wirksamer FXa-Hemmstoff kann eine echte Alternative zu den bisher

gebrauchlichen Antikoagulantien sein.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Materialien und Methoden zur Synthese und analytischen Charakterisierung

Verwendete Materialien

Die verwendeten Losungsmittel wurden von den Firmen Acros, Aldrich, Fluka, Fisher, Merck
und Roth bezogen. Dabei handelte es sich um Losungsmittel in p.a.- oder HPLC-grade
Qualitdt. Das verwendete DMF hatte die Bezeichnung ,,zur Peptidsynthese. Trockene
Losungsmittel wurden durch Lagerung iiber geeignetem Molsieb hergestellt. Fiir die
analytische und préaparative HPLC wurde Acetonitril der Firmen Merck (LiChrosolv) und
Fisher (Gradient-grade) sowie Reinstwasser verwendet. Sdmtliche Standardchemikalien
wurden ebenfalls von den Firmen Acros, Aldrich, Fluka, Fisher, Merck und Roth bezogen, bei
Ausnahmen ist der Hersteller gesondert angegeben. Wissrige Losungen von Sduren, Basen
oder Salzen wurden mit Reinstwasser hergestellt. Die meisten Aminosduren, deren Derivate
sowie Kopplungsreagenzien stammen, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen

Bachem und Novabiochem.

Analytische HPLC

Zur analytischen reversed-phase (RP-) HPLC wurde eine HPLC-Anlage LC-10A der Firma
Shimadzu, bestehend aus den Teilsystemen CTO-10A4S Saulenofen, LC-104AD Pumpen (2 x),
DGU-144 Degaser, SIL-10AD Autoinjektor, SCL-104 Systemcontroller, SPD-104 UV-Vis
Detektor und einer Siule Luna 5 pm C18(2) 100 A, 250 x 4,6 mm der Firma Phenomenex,
unter Benutzung der zugehorigen Software Shimadzu CLASS-VP, Version 5.3, verwendet.
Die Detektion erfolgte bei 220 nm. Als Elutionsmittel dienten Wasser mit 0,1 % TFA (A) und
Acetonitril mit 0,1 % TFA (B) bei einer Flussrate von 1 ml/min und einem linearen

Gradienten (1 % B/min) bei unterschiedlichen Startbedingungen (1, 10, 20, 30 oder 40 % B).

Priparative HPLC

Zur praparativen RP-HPLC wurde ebenfalls eine HPLC-Anlage der Firma Shimadzu,
bestehend aus den Teilsystemen LC-84 priparative Pumpen (2 x), DGU-144 Degaser, FRC-
104 Fraktionssammler, SCL-104 Systemcontroller, SPD-104 UV-Vis Detektor und einer
Sdule Luna 5 pm C8(2) 100 A, 250 x 30,0 mm der Firma Phenomenex, unter Benutzung der
zugehorigen Software Shimadzu CLASS-VP, Version 5.3, verwendet. Die Detektion erfolgte
bei 220 nm. Als Elutionsmittel dienten ebenfalls Wasser mit 0,1 % TFA (A) und Acetonitril
mit 0,1 % TFA (B) bei einer Flussrate von 10 oder 20 ml/min und einem geeigneten

Gradienten.

94



5. Experimenteller Teil

Ionenaustauschchromatographie

Zur Reinigung der Inhibitoren wurde eine AKTAprime-Anlage der Firma Amersham
Pharmacia Biotech verwendet. Als Trennmaterial wurde Fractogel® EMD COO™ Kationen-
austauscher (800 A) in einer Sdule XK 16 (16 x 130 mm) eingesetzt. Als Elutionsmittel
dienten Wasser (A) und 1 M Ammoniumacetatlosung (B) bei einer Flussrate von 5 ml/min
und einem linearen Gradienten.

Alternativ. wurde zur Reinigung von Aminosduren der saure Ionenaustauscher
Dowex” 50WX8-200 in der Ammoniumform eingesetzt (Siulengrofie 10 x 15 cm). Die

Elution erfolgte manuell mit 0,2 N Ammoniakldsung.

Diinnschichtchromatographie

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-Fertigplatten Adamant UV,s4 der
Firma Macherey-Nagel verwendet. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus n-Butanol, Eisessig
und Wasser (4:1:1). Die Detektion der Verbindungen erfolgte durch UV-Absorption bei
254 nm, auBlerdem wurden als Spriihreagenzien eine Ninhydrinlésung (300 mg Ninhydrin
gelost in 100 ml #-Butanol und 3 ml Eisessig) und nach Inkubation der DC-Platte in
Chloratmosphire eine o-Tolidinlosung (150 mg o-Tolidin und 2,1 g KI geldst in 2 ml Eisessig

und 148 ml Wasser) verwendet.

Massenspektrometrie
Die Massenspektren wurden mit einem ESI-MS LCQ Spektrometer (mit Ionenfallen-
Detektor) der Firma Thermo Electron am Hans-Knoll-Institut (HKI), Jena, aufgenommen.

Dazu wurden die Proben in Methanol gelost.

NMR-Spektrometrie

Die NMR-Spekten wurden mit einem Bruker Avance DPX 300 Spektrometer am Institut fiir
Hans-Knoll-Institut (HKI), Jena aufgenommen. Dazu wurden die Proben wenn moglich in
D,0, ansonsten in Chloroform-d (CDCls) geldst. Die chemischen Verschiebungen wurden in

ppm angegeben und sind auf die Losungsmittelsignale bezogen.
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5.2. Enzymkinetische Messungen
Die im Folgenden aufgefiihrten enzymkinetischen und pharmakokinetischen Untersuchungen
wurden im Institut flir vaskuldre Medizin der FSU Jena in der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Jorg Stiirzebecher durchgefiihrt.

5.2.1. Bestimmung der Hemmkonstanten

Die Hemmkonstanten (K;-Werte) fiir verschiedene Enzyme wurden unter Verwendung
spezifischer synthetischer chromogener Substrate ermittelt. Die Absorption wurde bei 405 nm
mit einem Microplate Reader 1IEMS Reader MF 1401, LABSYSTEMS, Helsinki, Finnland)
bestimmt und die Berechnung der K;-Werte erfolgte mit Hilfe eines Computerprogramms
durch lineare Regression nach Dixon [Dixon, 1953].

Die Bestimmung erfolgte in Tris-Puffer (0,05 M Tris; 0,9 % NaCl; 5 % Ethanol; pH 8,0) auf
Mikrotiter-Platten bei 25 °C. Der Inhibitor wurde in Tris-Puffer gelost, die Substrate (alle
Pentapharm Ltd., Basel, CH) in Wasser. Zu 200 pul Inhibitorlésung wurden 25 pl
Substratlosung und 50 pl Enzymlésung zugegeben und die Reaktion nach 3-5 min durch
Zugabe von 25 pl 50 % Essigsdure abgebrochen [Stiirzebecher et al., 1997]. Diese
Bestimmungsmethode ist fiir Ki-Werte unter 2,0 nM nicht geeignet, daher wurde in solchen
Fillen die Messung bei reduzierter Enzymkonzentration (fiir FXa: 100 pM) in Acrylkiivetten
an einem UV/Vis-Spektralphotometer Specord M 400 (Carl Zeiss, Jena) wiederholt. Es
wurden jeweils drei verschiedene Substrat- und fiinf verschiedene Inhibitorkonzentrationen
gemessen. Die errechneten Kj-Werte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens zwei

Einzelbestimmungen, deren Einzelwerte nicht mehr als 25 % voneinander abweichen.

Faktor Xa (FXa) (human) (Enzyme Research Lab., bezogen von Haemochrom Diagnostica
GmbH, Essen)

Enzymgehalt: 0,67 pg/ml

Substrat: CH;0CO-D-Cha-Gly-Arg-pNA (Pefachrome Xa), Konzentration: 4; 2 und 1 mM;

Reaktionszeit: 4 min

Thrombin (bovin) (Herstellung nach [Walsmann u. Markwardt, 19817)
Enzymgehalt: 2,5 IE/ml (in 0,9 % NaCl mit 1 % HSA)
Substrat: CH3SO,-D-HHT-Gly-Arg-pNA (Pefachrome tPA), Konzentration: 2; 1 und 0,5 mM;

Reaktionszeit: 3 min
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Trypsin (bovin) (Serva Feinbiochemika GmbH & Co., Heidelberg)
Enzymgehalt: 0,5 pg/ml (in 1 mM HCI)
Substrat: CH3SO,-D-HHT-Gly-Arg-pNA (Pefachrome tPA), Konzentration: 2; 0,67 und

0,5 mM; Reaktionszeit: 4 min

Plasmin (human) (CHROMOGENIX, Milano, Italien)
Enzymgehalt: 500 pug/ml Enzym (in 0,9 % NaCl mit 25 % Glycerol)
Substrat: Tos-Gly-Pro-Lys-pNA (Chromozym PL), Konzentration: 2; 1 und 0,67 mM,;

Reaktionszeit: 3 min

Urokinase (uPA) (human) (rheothromb®, CURASAN AG, Kleinostheim)
Enzymgehalt: 0,1 mg/ml Enzym (ca. 850 IE/ml in 0,9 % NaCl)
Substrat: Bz-B-Ala-Gly-Arg-pNA (Pefachrome UK) Konzentration: 2; 1 und 0,5 mM;

Reaktionszeit: 5 min

Zur genaueren Charakterisierung der Selektivitidt ausgewidhlter Hemmstoffe wurden weitere

Enzyme nach der gleichen enzymkinetischen Methode untersucht [Stiirzebecher ez al., 1997]:

Tissue-type Plasminogenaktivator (tPA) (human) (Boehringer Mannheim, Penzberg)
Substrat: CH3SO,-D-HHT-Gly-Arg-pNA (Pefachrome tPA)

Faktor VIla (rekombinant human) (Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz),
Substrat: CH3SO,-D-Phe-Gly-Arg-pNA (Chromozym tPA)

Faktor XIla (human) (Enzyme Research Lab., s.0.)
Substrat: H-D-HHT-Gly-Arg-pNA (Chromozym XII)

Faktor Xla (human) (Enzyme Research Lab., s.0.)
Substrat: H-D-Lys(Cbz)-Pro-Arg-pNA (Chromozym PCa)

Plasmakallikrein (human) (Enzyme Research Lab., s.0.)

Substrat: Bz-Pro-Phe-Arg-pNA (Chromozym PK)

Protein Ca (human) (Kordia Laboratory Supplies Leiden, Niederlande)
Substrat: H-D-Lys(Cbz)-Pro-Arg-pNA (Chromozym PCa)

Tryptase (rekombinant human) (Promega, Madison, WI, USA)
Substrat: Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (Chromozym TH)

97



5. Experimenteller Teil

5.2.2. Hemmung des Prothrombinasekomplexes

Die ICsp-Werte fiir die Hemmung des Prothrombinasekomplexes wurden unter Verwendung
eines spezifischen chromogenen Substrates ermittelt. Die Bestimmung der Absorption
erfolgte mit einem Microplate Reader (siehe oben) bei 405 nm und 37 °C.

Die Herstellung des Prothrombinasekomplexes erfolgte durch vorsichtiges Mischen von
250 pul Cephalin (Cephalin-Lyophilisat aus PTT-Reagenz, Roche Diagnostics, Mannheim;
gelost in 5 ml Tris-Puffer A (0,05 M Tris; 0,9 % NaCl; pH 7.,5)), 50 pl 0,5 M CaCl,,
25 ul Faktor Xa (human, Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen; 0,16 pg/ml),
80 pl Faktor Va (human, American Diagnostica, Greenwich, USA; 52 pg/ml) und
1845 pl Tris-Puffer B (0,05 M Tris; 0,9 % NaCl; 0,1 % PEG 6000; pH 7,5) auf Eis und
anschlieende Inkubation fiir 30 min bei 0 °C. Der Inhibitor wurde in Tris-Puffer B mit
5 % Ethanol geldst. 25 pl Inhibitorlésung wurden mit 45 pl Prothrombinasekomplex fiir
5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl Prothrombin (human, Haemochrom
Diagnostica GmbH, Essen; 29 pg/ml) zugegeben, nach 10 min Inkubation bei 37 °C wurde
die Reaktion durch Zugabe von 150 pl 0,083 mM EDTA in Puffer B abgestoppt.

Die Aktivitit des gebildeten Thrombins wurde nach Zugabe von 50 pl Substrat
(H-D-Phe-Pip-Arg-pNA x HCI, S-2238, Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen; 0,6 mM)
und 200 pl EDTA in Tris-Puffer B zu 25 pl des Inkubationsansatzes chromogen bestimmt.
Der ICso-Wert, d.h. die Inhibitorkonzentration, die eine 50 %ige Hemmung der
Thrombinbildung verursacht, wurde graphisch bestimmt. Um zu verhindern, dass durch
direkte Thrombinhemmung eine Hemmung des Prothrombinasekomplexes vorgetiduscht wird,
wurde auch die direkte Hemmung des generierten Thrombins gemessen (durch Zugabe von
25 pl Tris-Puffer B mit der hochsten Inhibitorkonzentration nach Abstoppen durch EDTA).
Bei einer direkten Hemmung des gebildeten Thrombins von > 7 % wurde kein ICso-Wert
angegeben. Es wurden jeweils fiinf verschiedene Inhibitorkonzentrationen gemessen. Die
errechneten ICso-Werte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens drei Einzel-

bestimmungen, deren Einzelwerte nicht mehr als 25 % voneinander abweichen.

5.3. Hemmung der Thrombinbildung

Die Bestimmung der Konzentration der gebildeten Prothrombinfragmente F1 und F2 erfolgte
durch einen Immunoassay (Enzygnost® F 142 micro, Dade Behring, Marburg) mit
chromogenem Substrat und anschlieBender Messung der Absorption bei 492 nm mit einem

Microplate Reader (siche oben) [Pelzer et al., 1991].
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Vor dem Versuch wurden 9 Teile Blut mit 1 Teil Hirudin (HBW 023 rekombinant,
13442 TIE/mg, Hoechst, Frankfurt (1995); 2000 E/ml 0,9 % NaCl) versetzt und bei RT fiir
10 min bei 1300 U/min zentrifugiert. Das Hirudinplasma wurde fiir jeden Versuch frisch
hergestellt. 900 pl Hirudinplasma wurden in genormten Polypropylen-GefdBlen mit 50 pl
Inhibitorlosung in 0,9 % NaCl und 50 pl Aktivator (Kaolin, aus PTT-Test von Roche
Diagnostics, 1 : 250 verdiinnt mit 0,9 % NaCl) versetzt und bei 37 °C unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Zu bestimmten Zeiten — 0, 1, 2, 3, 4, 5 h — wurden 150 pl abgenommen,
mit 10 pl 0,1 M EDTA-Losung versetzt und gut gemischt. Die erhaltenen Proben wurden
sofort bei -20 °C tiefgefroren. Fiir die nicht-aktivierte Kontrolle wurden statt Inhibitorlosung
und Kaolin 100 pl 0,9 % NaCl zugegeben, die 100 %-Kontrolle enthielt 50 pl 0,9 % NaCl
statt der Inhibitorlosung und 50 pl Aktivator (Kaolin, aus PTT-Test von Roche Diagnostics,
1 : 50 verdiinnt mit 0,9 % NaCl).

5.4. Pharmakokinetische Untersuchungen

Fiir die Bestimmung der Eliminationskinetiken wurden weibliche Wistar-Ratten mit einem
Korpergewicht von 270 bis 320 g eingesetzt. Die Ratte wurde mit 1,25 g/kg Korpergewicht
i.p. Ethylurethan narkotisiert. Die am Hals gelegene Arteria carotis wurde freiprapariert und
es wurde ein Katheter eingebracht und fixiert. Zur Applikation wurde eine Losung der
entsprechenden Inhibitoren in 0,5 ml einer 0,9 % NaCl-Losung (enthielt bei Bedarf 5 %
Ethanol) hergestellt und steril filtriert. Die Dosierung betrug bei i.v.-Gabe jeweils 1 mg/kg
Korpergewicht und bei oraler bzw. duodenaler Gabe 5 mg/kg. Es wurden jeweils 500 pl Blut
aus der katheterisierten Arteria carotis entnommen und im Verhiltnis 1:10 mit 3,8 %
Natriumcitratldsung versetzt. Der dabei entstandene Blutverlust wurde sofort durch
Applikation gleicher Mengen 0,9 % NaCl-Losung ausgeglichen. Die erste Blutentnahme
erfolgte unmittelbar vor der Applikation (als ,,.Leerwert®), weitere Blutentnahmen erfolgten
2, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 und 300 min nach der Applikation.
Durch 10-miniitiges Zentrifugieren des Citratblutes bei 3800 U/min und 4 °C wurde das
Citratplasma erhalten, worin anschlieBend die Konzentrationen der Inhibitoren durch HPLC-
oder Aktivititsbestimmung mittels chromogener Methode ermittelt wurden. Um die
Eliminationswerte zu erhalten, wurden mindestens drei Einzelbestimmungen durchgefiihrt.
Da fiir gewdhnlich keine sehr breiten Streuungen zwischen den Einzelbestimmungen
auftraten (z.B. gezeigt fiir 1215 und 1332; Abb. 68 und Abb. 69), wird aus Griinden der

Ubersichtlichkeit der Grafiken in den meisten Fillen die Mittelwertskurve angegeben.
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Abb. 68: Einzel- und Mittelwertskurven der Plasmaspiegel des Inhibitors 1215 nach i.v.-Gabe einer
Dosis von 1 mg/kg.
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Abb. 69: Einzel- und Mittelwertskurven der Plasmaspiegel des Inhibitors 1332 nach i.v.-Gabe einer
Dosis von 1 mg/kg.

In Fillen, bei denen zwischen den Einzelversuchen starke Schwankungen beobachtet wurden
(z.B. 1331 nach oraler bzw. duodenaler Gabe), sind die Einzelkurven dargestellt (4bb. 55 und
Abb. 56).
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5.5. Bestimmung der gerinnungshemmenden Wirksamkeit

5.5.1. Gerinnungszeiten

Fiir die Bestimmung der Gerinnungszeiten wurde humanes Citratplasma verwendet, welches
fiir 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert wurde. Die Messungen wurden bei 37 °C mit dem
Koagulometer Thrombotrack (Immuno GmbH, Heidelberg) durchgefiihrt.

Aus der Abhéngigkeit der Gerinnungszeit von der Konzentration des Inhibitors wurde der
ICy00-Wert berechnet. Dieser gibt die Inhibitorkonzentration an, die eine Verdopplung der
Gerinnungszeit bewirkt. Die errechneten IC,p-Werte entsprechen den Mittelwerten aus
mindestens drei Einzelbestimmungen, deren Einzelwerte nicht mehr als 25 % voneinander

abweichen.

Thrombinzeit (TT)
100 pl humanes Citratplasma wurden mit 50 pl Inhibitorlédsung in NaCl (0,9 %; 5 % Ethanol)
versetzt und fiir 2 min bei 37 °C inkubiert. Die Gerinnung wurde durch Zugabe von

50 pl Thrombin (2,5 IE/ml in 0,9 % NaCl mit 1 % HSA, Herstellung siche oben) gestartet.

Prothrombinzeit (PT)
50 pl der Inhibitorlésung in CaCl, (0,025 M; 5 % Ethanol) wurden mit 50 ul Thromboplastin
(Dade Diagnostika GmbH, Unterschleiheim) fiir 2 min bei 37 °C inkubiert. Die Gerinnung

wurde durch Zugabe von 50 pl humanem Citratplasma gestartet.

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

50 pl humanes Citratplasma wurden mit 50 pul PTT-Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)
fiir 3 min bei 37 °C inkubiert. Die Gerinnung wurde durch Zugabe von 50 pl CaCl,-Losung
(0,025 M; 5 % Ethanol), die den Inhibitor enthielt, gestartet.
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5.5.2. Thrombosemodell nach Wessler

Die antithrombotische Wirksamkeit der Verbindungen wurde nach der von Wessler und
Mitarbeitern am Kaninchen beschriebenen Methode der vendsen Thrombose gepriift
[Wessler et al., 1959], die an die GroBenverhiltnisse der Ratte angepasst wurde
[Thomas, 1996]. Es wurden weibliche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 270 bis
320 g eingesetzt. Die Ratte wurde mit 1,25 g/kg Korpergewicht i.p. Ethylurethan narkotisiert.
Beide Venae jugulares wurden in einer Linge von 10 bis 15 mm freipripariert. Um jeweils
beide Venen wurde proximal und distal eine Schlinge gelegt, um diesen Venenabschnitt
spéter abbinden zu konnen. Die zu untersuchende Verbindung wurde, wie oben beschrieben,
als Injektionslosung vorbereitet und in die Vena femoralis appliziert. Die einzelnen
Inhibitoren wurden zunichst jeweils in einer Dosierung von 1 mg/kg Korpergewicht
appliziert, bei sehr wirksamen Verbindungen wurde die Dosis schrittweise verringert. Das
Applikationsvolumen von 0,5 ml wurde in einer Zeit von 30 Sekunden injiziert. Nach 5 min
wurde Glaskontakt-aktiviertes Humanserum in einer Dosis von 1,32 ml’kg Korpergewicht
innerhalb von 30 Sekunden ebenfalls in die Vena femoralis appliziert. Nach weiteren
30 Sekunden erfolgte das Abbinden der freipriparierten Venae jugulares. Die in situ
belassenen Venensegmente (ca. 10 mm Lénge) wurden nach einer Stase von 20 min
herausgeschnitten und in einer mit Natriumcitrat gefiillten Petrischale ge6ffnet. Die gebildeten
Thromben aus beiden Venensegmenten wurden getrennt beurteilt (sieche unten) und der
Mittelwert aus beiden Bestimmungen gebildet. Der errechnete Thrombus-Score entspricht den

Mittelwerten aus mindestens drei Einzelbestimmungen.

Die Thromben wurden makroskopisch folgendermal3en beurteilt:

0 = fliissiges Blut, keine Thromben

1 = ein oder mehrere kleine Thromben

2 = mehrere groflere Thromben, die aber das Gefal} nicht vollstédndig ausfiillen

3 = grofler Thrombus, welcher der Gréf3e des abgebundenen Venensegments entspricht.
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5.6. Allgemeine Synthesevorschriften

In diesem Teil sind allgemeine Vorschriften zur Synthese von Grundbausteinen aufgefiihrt,
die nach den iiblichen peptidchemischen Standardmethoden durchgefiihrt wurden [Goodman
et al., 2004. Methods of Organic Chemistry (Houben-Weyl)]. Diese Synthesen wurden bei

Bedarf mit groBBeren Mengen wiederholt, Nachsynthesen werden nicht gesondert angegeben.

Vorschrift A [Moroder et al., 1976]

Einfithrung von Boc-Schutzgruppen

1 mmol Aminokomponente wurde in 5 ml Dioxan und 2,5 ml Wasser gel6st und bei 0 °C mit
1,1 mmol 1 N NaOH und 1,1 mmol di-fert.-butyl-Pyrocarbonat (= DiBoc) versetzt. Der
pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 8,5-9,5 eingestellt und der Ansatz fir 3 h bei
Raumtemperatur (RT) geriihrt. Nach DC- oder HPLC-Kontrolle des Umsatzes wurde bei
Bedarf DiBoc sowie 1 N NaOH nachdosiert und der Ansatz iiber Nacht bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Essigester aufgenommen, je 2 x
mit 5 % KHSO4-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen und die organische Phase
mit Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand

getrocknet.

Vorschrift B

Abspaltung von Boc-, tBu-Ether- oder tBu-Ester-Schutzgruppen mit 1 N HCl/Eisessig

1 mmol Boc- oder tBu-Verbindung wurde in 1 ml Eisessig angeldst und mit 5 ml 1 N HCl in
Eisessig versetzt. Der Ansatz wurde gelegentlich umgeschiittelt. Nach 1 h wurde das
Losungsmittel etwas eingeengt und das Produkt durch Zugabe von trockenem Diethylether

gefillt, auf einer Fritte abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Vorschrift C

Abspaltung von Boc-, tBu-Ether- oder tBu-Ester-Schutzgruppen mit 90 % TFA

1 mmol Boc- oder tBu-Verbindung wurde mit 5 ml 90 % TFA versetzt. Der Ansatz wurde
gelegentlich umgeschiittelt. Nach 1 h wurde das Ldosungsmittel etwas eingeengt und das
Produkt durch Zugabe von Diethylether gefillt, auf einer Fritte abgesaugt, mit Diethylether
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Falls das Produkt aufgrund des im Losungsmittel
enthaltenen Wassers nicht direkt gefdllt werden konnte, wurde das Wasser durch mehrmalige
Zugabe von Toluol und anschlieBendes Einengen des Losungsmittels im Vakuum entfernt.
Der Riickstand wurde in Methanol angeldst und das Produkt durch Zugabe von Diethylether

gefillt, auf einer Fritte abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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Vorschrift (o

Abspaltung von Boc-Schutzgruppen oder tBu-Ethern und -Estern mit 90 % TFA

Die Durchfithrung erfolgte analog Verschrift C. Nach 1 h wurde das Losungsmittel etwas
eingeengt und das Produkt aus Wasser oder 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Vorschrift D

Abspaltung von Cbz-Schutzgruppen mit HBr/Eisessig

1 mmol Cbz-Verbindung wurde in 10 ml 33% HBr in Eisessig gelost und bei RT geschiittelt.
Nach 1 h wurde das Losungsmittel etwas eingeengt und das Produkt durch Zugabe von
Diethylether gefillt, auf einer Fritte abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Vorschrift E

Hydrierung mit Wasserstoff und Katalysator in 90 % Essigsiure

100 mg der zu hydrierenden Verbindung wurden in 50 ml 90 % Essigsdure gelost und mit
10 mg Katalysator (10 % m/m Pd/C) versetzt. Der Ansatz wurde bei RT und Normaldruck
iiber Nacht mit Wasserstoff hydriert. AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der verbleibende Riickstand wurde in etwas Eisessig
angeldst und das Produkt durch Zugabe von Diethylether gefillt, auf einer Fritte abgesaugt,

mit Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Vorschrift E’

Hydrierung mit Wasserstoff und Katalysator in 90 % Essigsiure

Die Durchfiihrung erfolgte analog Verschrift E. Der verbleibende Riickstand wurde {iber
priaparative RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser oder 80 % tert.-Butanol
lyophilisiert.

Vorschrift F [Frérot et al., 1991]

PyBOP-Kopplung

I mmol des Salzes der Aminokomponente wurde zusammen mit 1 mmol
Carboxylkomponente, 1 mmol PyBOP und 3 mmol DIEA in DMF gelost. Der Ansatz wurde
20 min bei 0 °C und weitere 2 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, der Riickstand wurde mit Essigester aufgenommen und je 2 x mit 5 % KHSO4-
Losung, gesittigter NaHCO;-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen, anschlieBend
mit Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand

getrocknet.
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Vorschrift F!

PyBOP-Kopplung ohne Waschen (fiir sehr hydrophile Verbindungen)

Die Durchfiihrung erfolgte analog Verschrift F. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, der Riickstand wurde iiber praparative RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus

Wasser oder 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Vorschrift G

Mischanhydridverfahren

1 mmol Carboxylkomponente wurde in DMF gelost. Unter Rithren wurden bei -15 °C 1 mmol
N-Methylmorpholin und 1 mmol Chlorameisensdure-isobutylester zugegeben. Nach 10 min
wurden 1 mmol des Salzes der Aminokomponente und nochmals 1 mmol N-Methylmorpholin
zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei -15 °C und iiber Nacht bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit Essigester
aufgenommen und je 2 x mit 5 % KHSO4-Losung, gesittigter NaHCOs-Losung und
gesdttigter NaCl-Losung gewaschen, anschlieBend mit Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und

gegebenenfalls aus einem geeigneten Losungsmittel umkristallisiert.

Vorschrift H [Schwarz et al., 1981]

Einfiihrung von Sulfonylgruppen nach Silylierung

1 mmol Aminokomponente (Aminosdure) wurde in 20 ml DCM suspendiert und mit
2,2 mmol Chlortrimethylsilan und 2,2 mmol DIEA versetzt und der Ansatz 1 h bei 60 °C
unter Riickfluss gerlihrt bis alles gelost war. AnschlieBend wurde der Ansatz auf RT
abgekiihlt und mit 1,1 mmol Sulfonsdurechlorid und weiteren 1,1 mmol DIEA versetzt. Der
pH wurde mit DIEA auf 7,5-8 eingestellt und der Ansatz fiir 3 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in Wasser geldst und der pH dieser
Losung mit 1 N NaOH-Losung auf 8-9,5 eingestellt. Die Wasserphase wurde 2 x mit geringen
Mengen Essigester extrahiert und anschlieBend mit verdiinnter HCI-Losung auf pH 2,5-3,5
eingestellt bis das Produkt auszufallen begann. Die Wasserphase wurde 3 x mit Essigester
extrahiert, die vereinigte Essigesterphase 2 x mit 5 % KHSO4-Losung und gesittigter NaCl-
Losung gewaschen und mit Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum

entfernt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet.
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Vorschrift H

Einfithrung von Sulfonylgruppen mit Silylierung (fiir sehr hydrophile Verbindungen)
Die Durchfiihrung erfolgte analog Verschrift H. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Riickstand in Wasser gelost. Die Wasserphase wurde ohne weitere
pH-Einstellung 2 x mit geringen Mengen Essigester gewaschen und eingeengt. Der Riickstand
wurde mittels pridparativer RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser oder

80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Vorschrift 1

Einfithrung von Sulfonylgruppen nach Schotten-Baumann

1 mmol Aminokomponente wurde in 10 ml Dioxan und 5 ml Wasser gelost und der pH mit
ca. 1 mmol 1 N NaOH auf 8-9 eingestellt. Bei 0 °C wurde 1,25 mmol Sulfonséurechlorid
portionsweise zugegeben. Der Umsatz wurde mittels DC oder HPLC kontrolliert,
gegebenenfalls wurde Sulfonsdurechlorid nachdosiert und der pH mit 1 N NaOH wieder auf
8-9 eingestellt. Der Ansatz wurde bei RT geriihrt, bis keine freie Aminokomponente mehr
nachweisbar war. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand wurde mit
Essigester aufgenommen und je 2 x mit 5 % KHSO4-Losung und gesittigter NaCl-Losung
gewaschen, anschlieend mit Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt

und der Riickstand getrocknet.

Vorschrift J [Copéret et al., 1998]

Synthese der Pyridin-N-Oxide durch Oxidation mit MTO

1 mmol des TFA-Salzes der Pyridyl-Verbindung wurde in 50 ml DCM gelost und mit
0,02 mmol MTO (Methyl-Rhenium-Trioxid), 1,5 mmol DIEA und 1,5 mmol 50 %
Wasserstoffperoxid versetzt. Der Ansatz wurde 90 min im Ultraschallbad geschiittelt,
anschlieBend wurde die DCM-Phase im Vakuum entfernt und das iiberschiissige
Wasserstoffperoxid durch Zugabe von festem Kaliumpermanganat zerstort. Nach Zugabe von
50 ml Acetonitril wurde der entstandene Niederschlag abzentrifugiert und der Uberstand im
Vakuum eingeengt. Der verbleibende Riickstand wurde mittels priparativer RP-HPLC
gereinigt und das Produkt aus Wasser oder 80 % fert.-Butanol lyophilisiert.
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Vorschrift K [Bremner et al., 1997a, 1997b]

Synthese der Pyridin-N-Oxide durch Oxidation mit m-CPBA

1 mmol Pyridyl-Verbindung wurde in 10 ml trockenem DCM gelost und bei RT mit 1,5 mmol
m-CPBA (meta-Chlor-Perbenzoesdure) versetzt. Lag die Pyridyl-Verbindung als Salz vor,
wurde zusétzlich 1 mmol DIEA zugegeben. Alle 2 h erfolgte eine HPLC-Kontrolle des
Umsatzes und es wurde gegebenenfalls m-CPBA nachdosiert, bis der Umsatz {iber 90 %
betrug. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und Riickstand iiber préparative

RP-HPLC gereinigt. Das Produkt wurde aus Wasser oder 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Vorschrift L [Stiiber et al., 1995]

Synthese der Hydroxyamidine durch Umsetzung eines Nitrils mit Hydroxylamin

I mmol Cyano-Verbindung sowie 1,5 mmol Hydroxylamin x HCI und 1,5 mmol DIEA
wurden in 10 ml wasserfreiem Ethanol geldst. Der Ansatz wurde 6 h unter Riickfluss gekocht
und anschlieBend {iber Nacht bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung fiir die

anschlieende Acetylierung verwendet.

Vorschrift M [Judkins et al., 1996]

Acetylierung der Hydroxyamidine

1 mmol Hydroxyamidino-Verbindung wurde in 3 ml Essigsdure geldst, mit 3 mmol
Acetanhydrid versetzt und 30 min bei RT stehen gelassen. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt, der Riickstand mit Essigester aufgenommen, 3 x mit geséttigter NaCl-
Losung gewaschen, anschlieBend mit Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet.

Vorschrift N

Verseifung der Methyl- oder Ethylester mit 1 N NaOH

1 mmol des Esters wurde in einer Mischung aus 10 ml Wasser und 10 ml Dioxan geldst und
der pH mit 5 mmol 1 N NaOH auf 11-12 eingestellt. Nach 1,5 h wurde die Reaktion
abgebrochen, die Losung mit 10 % TFA neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt und das

Produkt aus Wasser oder 80 % fert.-Butanol lyophilisiert.
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Vorschrift O

Verseifung der Methyl- oder Ethylester mit 1 N LiOH

1 mmol des Esters wurde in einer Mischung aus 10 ml Wasser und 10 ml Methanol gel6st und
der pH mit 5 mmol 1 N LiOH auf 11-12 eingestellt. Nach ca. 2,5 h (HPLC-Kontrolle) wurde
die Reaktion abgebrochen, die Losung mit 10 % TFA neutralisiert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt

und das Produkt aus Wasser oder 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Vorschrift P

Reduktion der Acetylhydroxyamidine mit Zink in Eisessig

1 mmol Acetylhydroxyamidino-Verbindung wurde in 50 ml FEisessig gelost und mit
Zinkstaub versetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei RT geriihrt, anschlieBend wurde der verbliebene
Zinkstaub abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde iiber
priaparative RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser oder 80 % tert.-Butanol
lyophilisiert.

Vorschrift Q [Arnold u. Dowall, 1948]

Synthese der Natriumsalze Ring-substituierter Benzylsulfonsiuren

10 mmol Benzylbromid wurde zusammen mit 11 mmol Na,;SO;3 in 50 ml Wasser gelost und
30 h bei 130 °C unter Riickfluss erhitzt. Die heile Losung wurde filtriert und im Vakuum bis
zum Einsetzen der Kristallisation eingeengt. Der Ansatz wurde auf 0-4 °C gekiihlt. Die

entstehenden Kristalle wurden auf einer Fritte abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Vorschrift R [Johnson u. Hill, 1914]

Umwandlung der Natriumsalze von Benzylsulfonsiuren in die Sulfonsaurechloride

10 mmol Natriumsalz der Sulfonsdure wurde mit 11 mmol PCls gemischt und mit
Phosphorylchlorid versetzt. Der Ansatz wurde fiir 4-5 h bei 80 °C erhitzt, anschlieBend wurde
die Reaktion abgebrochen und der Ansatz auf Eis gegossen. Die Produkt-Eiswasser-Mischung
wurde kréftig geriihrt, wobei das Produkt langsam auskristallisierte. Das ausgefallene Produkt

wurde auf einer Fritte abgesaugt und im Vakuum getrocknet.
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5.6.1. Synthese der P1-Bausteine

1a) Boc-4-Cyanobenzylamid
. /H 100 g (0,593 mol) 4-Cyanobenzylamin x HCIl (Showa Denko, Tokyo, Japan)
0C

wurden nach Vorschrift A umgesetzt.

i Ausbeute: 132,6 g (0,57 mol, 96 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 51,6 % B'C.
CN

1b) Boc-4-Hydroxyamidinobenzylamid
N 130 g (0,56 mol) Produkt 1a wurden nach Vorschrift L umgesetzt.
Ausbeute: Ol (Rohprodukt'’), HPLC: 29 % B.

1¢) Boc-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
o Das Rohprodukt 1b wurde nach Veorschrift M acetyliert. Nach Entfernen des
Boc”

Losungsmittels wurde das Produkt aus Essigester kristallisiert.

Ausbeute: 110,6 g (0,36 mol, 64 %) kristalliner Feststoff, HPLC: 39,76 % B.
\H/O\N/J\NHQ

0
1d) H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCl
HoN 50 g (0,163 mol) Produkt 1¢ wurden nach Vorschrift B umgesetzt. Nach kurzer
Zeit begann das Produkt auszufallen und wurde nach 75 min auf einer Fritte
abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

WO( NTUNH2 - Aysbeute: 36 g (0,147 mol, 90 %) weiBer Feststoff , HPLC: 14,2 % B.

1e) Boc-4-Amidinobenzylamid x HCI

H 5 g (16 mmol) Produkt 1¢ wurden nach Verschrift E hydriert. Der Riickstand
Boc” .
” wurde mit 1,5 Aquivalenten 1 N HCI in Eisessig angelost und mit Ether gefallt.
Ausbeute: 4,5 g (15,7 mmol, 98 %) weiler Feststoff, HPLC: 28,0 % B.
HN” “NH,

1f) H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI
HoN 1 g (3,5 mmol) Produkt 1e wurden nach Vorschrift B umgesetzt. Nach einigen
Minuten begann das Produkt auszufallen und wurde nach 1 h auf einer Fritte

abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

HN” “NH
*  Ausbeute: 750 mg (3,4 mmol, 97 %) weiller Feststoff, HPLC: 3,8 % B.

16 no5 B" gibt die Acetonitrilkonzentration an, bei der die Verbindung in der RP-HPLC eluiert (vgl. Kapitel 5.1.).
'” Bei Rohprodukten, die nicht gereinigt wurden und deshalb noch Salze enthalten, wird bei der Ausbeute keine
Masse angegeben.
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1g) H-4-Hydroxyamidinobenzylamin x 2 TFA
HoN 3,0 g (11,3 mol) Produkt 1b wurden nach Verschrift C umgesetzt.
Ausbeute: 3,9 g (9,9 mmol, 88 %) HPLC: 4,9 % B.

HO.
N” “NH,

5.6.2. Synthese der P2-P1-Segmente

2a) Boc-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
H 3,594 g (20,52 mmol) Boc-Gly-OH und 5 g (20,52 mmol) H-4-Acetyl-
BOC\N/YN
H o hydroxyamidinobenzylamin x HCl (1d) wurden nach Vorschrift G
gekoppelt.
YO\N/ANHz Ausbeute: 53 g (14,5 mmol, 70 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 31,8 % B.

2b) H-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI

H 5,3 g (14,5 mmol) Produkt 2a wurden nach Vorschrift B umgesetzt
HZN/\H/N
o)
Ausbeute: 4,3 g (14,3 mmol, 98 %), weiler Feststoff, HPLC: 10,3 % B.
YO\N/ NH,
0

2¢) H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI

H 1 g (3,33 mmol) Produkt 2b wurden bei 50 °C nach Voerschrift E

HZN/E hydriert. Der Riickstand wurde mit 3 Aquivalenten 1 N HCI in Eisessig
angeldst und mit Ether gefillt.

HN™ "NH,  Ausbeute: 644 g (2,31 mmol, 69 %) weiler Feststoff, HPLC: 9,6 % B.

3a) Boc-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid

OH 25,05g (122,1 mmol) Boc-Ser-OH und 29,75g (122,1 mmol)
H
B°°\N%N H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCI (1d) wurden nach
H o

Vorschrift G gekoppelt, aber nur 2 x mit geringen Mengen gesattigter
NaHCOs3- und NaCl-Ldsung gewaschen.
o Ausbeute: 43 g (109 mmol, 89 %) helles Ol, HPLC: 29,9 % B.
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3b) H-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x TFA

( OHH 43 g (109 mmol) Produkt 3a wurden nach Verschrift C umgesetzt.
HQNﬁO(N Ausbeute: 36,6 g (89,6 mmol, 82 %) weiBler Feststoff,
HPLC: 13,9 % B.
YO\N/ NH,
0

3¢) H-Ser-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI
OHH 60 mg (0,147 mmol) Produkt 3b wurden nach Verschrift E
HZN/ﬁO(N hydriert. Der Riickstand wurde in 1 N HCI angelost, anschlieBend
eingeengt und das Produkt aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.

Ausbeute: 45 mg (0,145 mmol, 98 %) helles Ol, HPLC: 4,3 % B.

HN” “NH,

4a) Boc-Glu(OBzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
YO 500 mg (1,48 mmol) Boc-Glu(OBzl)-OH und 361,2mg
o) OQ 0. (1,48 mmol) H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCI (1d)
~""NH, wurden nach Vorschrift G gekoppelt.
N Ausbeute: 670 mg (1,27 mmol, 86 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 52,1 % B.

4b) H-Glu(OBzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HC1

@ YO 335 g (0,64 mmol) Produkt 4a wurden nach Vorschrift B
OWV\(: O\‘l‘\l umgesetzt.
nﬁNHz Ausbeute: 277 mg (0,6 mmol, 94 %), weiller Feststoff,
Y HPLC: 32,9 % B.
4c) Boc-Glu(OBzl)-4-Amidinobenzylamid x HCI
Q 100 mg (0,3 mmol) Boc-Glu(OBzl)-OH und 66 mg (0,3 mmol)
o5 ° NH H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift G
BOCEYH N2 gekoppelt, aber nicht gewascheri.
H o Ausbeute: (Rohprodukt) helles Ol, HPLC: 52,2 % B.

4d) H-Glu(OBzl)-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI
Q Das gesamte Rohprodukt 4c wurde nach Vorschrift B umgesetzt.
~° N Ausbeute: 123,5 mg (0,28 mmol, 93 %), gelblicher Feststoff,
8 LT ™ HpLC:249%B.
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5a) Boc-Glu(OEt)-OH
4 g (22,8 mmol) H-Glu(OEt)-OH und 5,45 g (25 mmol) DiBoc

0O~
wurden nach Vorschrift A umgesetzt. Statt 1 N NaOH wurden
Boc.. OH 6,14 g (73,1 mmol) NaHCO; zugegeben. Nach HPLC-Kontrolle
oo des Umsatzes wurden 2,5 g (12,5 mmol) DiBoc nachdosiert.

Ausbeute: 5,23 g (19 mmol, 83 %) helles Ol, HPLC: 42,3 % B.

5b) Boc-Glu(OEt)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid

500 mg (1,82 mmol) Boc-Glu(OEt)-OH (5a) und 442,6 mg
Oy O~ NH,

(1,82 mmol) H-4-Acetylhydroxy-amidinobenzylamin x HCI (1d)
SN
Boc.. Hﬂo - wurden nach Vorschrift G gekoppelt.
"o O Ausbeute: 567 mg (1,22 mmol, 67 %) amorpher Feststoff,

HPLC: 43,5 % B.

5¢) H-Glu(OEt)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI
oo 290 g (0,62 mmol) Produkt Sb wurden nach Vorschrift B
NH
ﬂz umgesetzt.
H N
HoN N o\fo Ausbeute: 250 mg (0,62 mmol, 99 %), weiller Feststoff,
° HPLC: 24,4 % B.

6a) Cbz-Glu(OtBu)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
lg (2,96 mmol) Cbz-Glu(OtBu)-OH und 722 mg (2,96 mmol)
© O>< NH;  H-4-Acetylhydroxy-amidinobenzylamin x HCIl (1d) wurden nach
CbZ\N/iin ﬁ gj{ Vorschrift G gekoppelt. |
H o o Ausbeute: 1,31 g (2,49 mmol, 84 %) weiller Feststoff,
HPLC: 53,8 % B.

6b) H-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI
700 mg (1,33 mmol) Produkt 6a wurden nach Vorschrift E
° o>< NH hydriert. Der Riickstand wurde mit 2 Aquivalenten 1 N HCI in
HﬁNHz Eisessig angeldst und mit Ether gefillt.
HzNwN
o} Ausbeute: 530 mg (1,17 mmol, 88 %) weiller Feststoff,
HPLC: 23,5 % B.
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7a) Boc-Glu(NH-Bzl)-OH
I g (2,964 mmol) Boc-Glu-OBzl und 342 pl (2,964 mmol)
Benzylamin wurden nach Voerschrift F gekoppelt. Das erhaltene
o HQ Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E hydriert aber nicht
gefdllt, sondern mit Essigester aufgenommen, 2 x mit geringen

Boc oH Mengen gesittigter NaCl-Losung gewaschen und mit Na,SO4

Iz

getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum eingeengt und
der Riickstand getrocknet.
Ausbeute: 920 mg (2,74 mmol, 93 %) helles Ol, HPLC: 41,7 % B.

7b) Boc-Glu(NH-Bzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
500 mg (1,49 mmol) Boc-Glu(NH-Bzl)-OH (7a) und 362 mg
o)
. HQ ¢ (1,486 mmol) H-4-Acetyl-hydroxyamidinobenzylamin x HCI (1d)
N
<

ﬁNH wurden nach Vorschrift G gekoppelt.

H 2

Boc.\ N Ausbeute: 772 g (1,47 mmol, 98 %) weiller Feststoff,
H

© HPLC: 43,1 % B.

7¢) H-Glu(NH-Bzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI
200 mg (0,38 mmol) Produkt 7b wurden nach Vorschrift B

1T,
O-N O\‘N umgesetzt.
Enﬂ““z Ausbeute: 124,8 mg (0,27 mmol, 71 %), weiller Feststoff,
H,N

o)

HPLC: 27,9 % B.

8a) Boc-Styrylalanyl-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
o 100 mg (0,33 mmol) Boc-Styrylalanin-OH (Acros) und 79,5 mg
\g (0,33 mmol) H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCI (1d)

| | ﬂNHZ wurden nach Vorschrift G gekoppelt.
Boc\m/ﬁ('\' Ausbeute: 151 mg (0,3 mmol, 94 %) amorpher FeststofT,
ol

HPLC: 52,9 % B.

8b) H-Styrylalanyl-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI
151 mg (0,31 mmol) Produkt 8a wurden nach Vorschrift B

O umgesetzt.

\ \
HQAN% Ausbeute: 118 mg (0,28 mmol, 90 %), weiBler Feststoff,
N

HPLC: 30,1 % B.
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9a) Cbz-Pro-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
NH, 2,5¢g (10mmol) Cbz-Pro-OH und 2,44 ¢ (10 mmol)
o M \('?)‘ H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCI (1d) wurden nach
T To( Vorschrift G gekoppelt.

Chz—
Ausbeute: 3,8 g (8,7 mmol, 87 %) weilles Pulver, HPLC: 40,4 % B.

9b) H-Pro-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HBr
NH, 2 g (4,6 mmol) Produkt 9a wurden nach Verschrift D umgesetzt.

Ausbeute: 1,3 g (3,4 mmol, 74 %) weiller Feststoff,
"NJ HPLC: 18,0 % B.

9¢) H-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI
5 g (11,4 mmol) Produkt 9a wurden nach Vorschrift E hydriert.
" M©)NENH2 Der Riickstand wurde in 1 N HCI angeldst, anschlieBend eingeengt
oM und das Produkt aus 80 % fert.-Butanol lyophilisiert.
HN\J Ausbeute: 2,5¢ (7,8 mmol, 68 %) weiller Feststoff,

HPLC: 10,4 % B.

10a) Boc-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA
300 mg (1,66 mmol) H-D,L-hAla(3-Pyr)-OH (44) wurden nach
Vorschrift A umgesetzt. Nach HPLC-Kontrolle des Umsatzes

H
Boc OH wurden 40 mg (0,183 mmol) DiBoc sowie 183 pl (0,183 mmol)
1 N NaOH nachdosiert. Der Riickstand wurde mittels priparativer
7
N RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert.

Ausbeute: 560 mg (1,42 mmol, 86 %) weiller Feststoff,
HPLC: 22,9 % B.

10b) Boc-D,L-hAla(3-Pyr)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
300 mg (0,76 mmol) Boc-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (10a) und

ZN
A , 185 mg (0,76 mmol) H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin x HCI

NH
H v@k N (1d) wurden nach Vorschrift F gekoppelt, aber nur mit geringen
Boc N o
N X 70( Mengen gesittigter NaHCO;- und NaCl-Losung gewaschen.

Ausbeute: 350 mg (0,75 mmol, 98 %) gelbes Ol, HPLC: 28,0 % B.
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10c) H-D,L-hAla(3-Pyr)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI

i N 350 mg (0,75 mmol) Produkt 10b wurden nach Verschrift B
NH2 umgesetzt.
HN Hﬁ SY Ausbeute: 327 mg (0,74 mmol, 98 %), weiller Feststoff,
0 0 HPLC: 16,5 % B.

11a) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA
300 mg (1,66 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (45) wurden nach
Vorschrift A umgesetzt. Nach HPLC-Kontrolle des Umsatzes

H O
Boc™ OH wurden 200 mg (0,915 mmol) DiBoc sowie 915 pl (0,915 mmol)
1 N NaOH nachdosiert. Der Riickstand wurde mittels praparativer
=
N | RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert.

Ausbeute: 614 mg (1,56 mmol, 94 %) weiller Feststoff,
HPLC: 23,0 % B.

11b) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
300 mg (0,76 mmol) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (11a) und
iN OT;N 185 mg (0,76 mmol) H-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamin
M©)\NH2 x HCl (1d) wurden nach Verschrift F gekoppelt, aber nur mit
gesittigter NaHCO;- und NaCl-Losung gewaschen.

|
H
Boc N
o ;
Ausbeute: 355 mg (0,75 mmol, 98 %) gelbes Ol, HPLC: 27,9 % B.

N
H

11¢) H-D,L-hAla(4-Pyr)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI
350 mg (0,75 mmol) Produkt 11b wurden nach Vorschrift B

N o
= ‘ Y
N O\‘N umgesetzt.
“ﬂ’\% Ausbeute: 332 mg (0,75 mmol, 99 %), weiller Feststoff,
—
HoN
o)

HPLC: 16,0 % B.

5.6.3. Synthese der P3-P2-P1-Bausteine

12a) Boc-D-hPhe-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
H O H -D- -
N N/YN 280 mg (1 mmol) Boc-D-hPhe-OH und 300,7 mg (1 mmol)
H o H-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (2b) wurden
nach Vorschrift F gekoppelt.

HoN \N/O\fo Ausbeute: 245 mg (0,81mmol, 81 %) helles Ol, HPLC: 47,8 % B.
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12b) H-D-hPhe-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCl
245 mg (0,81mmol) Produkt 12a wurden nach Vorschrift B

umgesetzt
Ausbeute: 351 mg (0,76 mmol, 94 %), weiller Feststoff,
N \f HPLC: 27,9 % B.

13a) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
350 mg (1,25 mmol) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (RSP Amino
Acids, Shirley, MA, USA) und 375,5 mg (1,25 mmol)
N H-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (2b) wurden
” N/Y nach Vorschrift F gekoppelt, aber nur jeweils mit geringen
Mengen gesittigter NaHCO;-Losung und geséttigter NaCl-Losung
HoN™ OW/ gewaschen.

Ausbeute: 605,6 mg (1,15 mmol, 92 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 27,1 % B

13b) H-D L-hAla(4-Pyr)-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCl
H, N/Y 220 mg (0,42 mmol) Produkt 13a wurden nach Vorschrift B
umgesetzt.
g i? Ausbeute: 180 mg (0,39 mmol, 93 %), weiller Feststoff, HPLC:
Y 15,6 % B

14a) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-Ser-Acetylhydroxyamidinobenzylamid
140 mg (0,5 mmol) Boc-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (RSP Amino Acids,
Shirley, MA, USA) und 1655 mg (0,5 mmol)
H-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x TFA (3b) wurden
nach Vorschrift F gekoppelt, aber nur jeweils mit geringen
Mengen gesittigter NaHCO;-Losung und gesittigter NaCl-Losung
HN™ OW/ gewaschen.
Ausbeute: 245 mg (0,44 mmol, 88 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 26,9 % und 27,3 % B (Diastereomere, die nicht getrennt

wurden).
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14b) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Ser-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 TFA

o IOHH 185 mg (0,33 mmol) Produkt 14a wurden nach Vorschrift C
FeN N ~ umgesetzt.
o)
Ausbeute: 165 mg (0,3 mmol, 90 %), weiBler Feststoff,
=
\N‘ N \N/OY HPLC: 12,0 und 12,4 % B (Diastercomere, die nicht getrennt

O wurden).

5.6.4. Synthese der P4-P3-Segmente

15) Bzls-D-Ser(tBu)-OH
20,2 g (125 mmol) H-D-Ser(tBu)-OH und 25 g (131 mmol)
S/HﬁiOH Phenylmethansulfonylchlorid (= Bzls-Cl) wurden nach Vorschrift H
@AOZ o gekoppelt.
7‘\ Ausbeute: 32,1 g (102 mmol, 82 %) weiller Feststoff,
HPLC: 47,5 % B.

16) Bzls-D-Ala(3-Pyr)-OH x TFA
250 mg (1,5 mmol) H-D-Ala(3-Pyr)-OH und 430 mg (2,25 mmol)
BzIs-Cl wurden nach Verschrift I gekoppelt, es wurden insgesamt
S/n OOH 3 x 145 mg (0,75 mmol) Bzls-Cl nachdosiert und iiber Nacht
@AOZ geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der
2 Riickstand wurde mittels préparativer RP-HPLC gereinigt und das
Produkt aus Wasser lyophilisiert.
Ausbeute: 300 mg (0,93 mmol, 62 %) weiller Feststoff,
HPLC: 23,5% B.

17) Bzls-D-hPhe-OH
500 mg (2,8 mmol) H-D-hPhe-OH und 533 mg (2,8 mmol) Bzls-Cl
@AS/N OH wurden nach Vorschrift I gekoppelt, es wurden insgesamt
3 x 267 mg (1,4 mmol) Bzls-Cl nachdosiert und liber Nacht geriihrt.
Ausbeute: 680 mg (2,1 mmol, 73 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 51,7 % B.
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18) Bzls-D-hTyr-OH
y O 300 mg (1,1 mmol) H-D-hTyr-OH x HBr (Advanced ChemTech,
@Ag;N OH  Louisville, KY, USA) und 229 mg (1,2 mmol) Bzls-Cl wurden nach
Vorschrift H gekoppelt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das
Produkt aus Essigester kristallisiert.
OH

Ausbeute: 353 mg (1,01 mmol, 92 %) weiller Feststoff, HPLC: 40,8 % B.

19) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA
S/H i o 100 mg (0,55 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (45) und 1154 mg
@AOZ (0,61 mmol) Bzls-Cl wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
| A Ausbeute: 230 mg (0,51 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,5 % B.
N/

20) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA
s/“ i o 300 mg (1,66 mmol) H-D,L-hAla(3-Pyr)-OH (44) und 349 mg
@AOZ (1,83 mmol) Bzls-Cl wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
| X Ausbeute: 691 mg (1,54 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,7 % B.
_N

21) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-OH x TFA
s”“ i o 270 mg (1,5 mmol) H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH (43b) und 315 mg
©ﬂo2 (1,65 mmol) Bzls-Cl wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
gN Ausbeute: 619 mg (1,38 mmol, 92 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,9 % B.

'H NMR, 300,13 MHz, D,O, ¢ ppm: 8,62 d, breit, *J{HH} = 6,0 Hz, 1H;

8,49, dd *J{HH} = 7,9 Hz, *J{HH} = 7,4 Hz, 1H; 7,90 dd *J{HH} = 7,4 Hz, *J{HH} = 6,0 Hz,
1H; 7,87 d *J{HH} = 6,0 Hz, 1H; 7,42 m 5H; 4,49 s 2H; 3,84 dd *J{HH} = 8,2 Hz, *J{HH} =
52 Hz, 1H; 3,13 t *J{HH} = 7,6 Hz, 2H, 2,21 m 2H. °C NMR, 75,48 MHz, D,0, ¢ ppm:

174,53; 163,08 q “J{CF} = 35,7 Hz; 155,55; 147,42; 141,19; 131,26; 129,45; 129,33; 128,87;
127,68; 125,55; 116,72 q 'T{CF} =292,0 Hz; 59,65; 55,83; 31,56; 29,53.

22) Bzls-D-Phe(4-NO;)-OH
200 mg (0,95 mmol) H-D-Phe(4-NO,)-OH (Advanced ChemTech,
S/H i o Louisville, KY, USA) und 181 mg (0,95 mmol) Bzls-Cl wurden nach
©A02 Vorschrift I gekoppelt, es wurden 60 mg (0,32 mmol) Bzls-Cl und 1 ml
1 N NaOH nachdosiert.
Ausbeute: 230 mg (0,63 mmol, 66 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 49,5 % B.
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23) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA
W O 100 mg (0,56 mmol) H-D-hPhe-OH und 191,4 mg (0,56 mmol)
@Ag;N\gH 4-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat (Array Biopharma, Boulder,
CO, USA) wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 231 mg (0,52 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 32,0 % B.

24) 3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA
L0 65 mg (0,36 mmol) H-D-hPhe-OH und 137 mg (0,4 mmol)
@A 8;N\gH 3-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat (Array Biopharma, Boulder,
N CO, USA) wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 150 mg (0,34 mmol, 94 %) weiller Feststoff, HPLC: 31,8 % B.

25) 2-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA
hoo 65 mg (0,36 mmol) H-D-hPhe-OH und 137 mg (0,4 mmol)
q g;NgH 2-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat (Array Biopharma, Boulder,
CO, USA) wurden nach Vorschrift H' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 145 mg (0,32 mmol, 89 %) weiller Feststoff, HPLC: 33,5 % B.

26a) Natriumsalz der 4-Nitrobenzylsulfonsiure

20 g (93 mmol) 4-Nitrobenzylbromid wurden nach Vorschrift Q

0
/@A//S//\O' umgesetzt.
o
OoN Na*  Ausbeute: 19,4 g (81 mmol, 87 %) kristalliner Feststoff,

HPLC: 20,1 % B.

26b) 4-Nitrobenzylsulfonylchlorid = 4-NO,-Bzls-Cl
7 g (29,3 mmol) Produkt 26a wurden nach Vorschrift R umgesetzt.
J@AOOS(CI Ausbeute: 6,6 g (28 mmol, 96 %) kristalliner Feststoff,
o HPLC: nicht moglich'®.

'® Eine HPLC-Bestimmung ist nicht méglich, da die Sulfonsdurechloride (26b, 27b, 33b) unter den HPLC-
Bedingungen nahezu sofort hydrolysieren und nur die korrespondierende Sulfonsdure detektiert wird. Zur
Reaktionskontrolle konnen die Sulfonsdurechloride nach Inkubation in einer Mischung aus Pyridin und
Methanol jedoch als Methylester nachgewiesen werden.
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26¢) 4-NO;-Bzls-D-hPhe-OH
H O 691 mg (3,86 mmol) H-D-hPhe-OH und 1 g (4,24 mmol)
QAS;N %% 4.NO,-Bzls-Cl (26b) wurden nach Vorschrift H gekoppelt. Das
o Produkt wurde aus Essigester kristallisiert.

Ausbeute: 1,0 g (2,7 mmol, 70 %) weiller Feststoff, HPLC: 54,7 % B.

27a) Natriumsalz der 3-Nitrobenzylsulfonsaure
5 g (23 mmol) 3-Nitrobenzylbromid wurden nach Verschrift Q
o)
02N©A/s”\o_ umgesetzt.
o
Na* Ausbeute: 4,4 g (18,3 mmol, 80 %) kristalliner Feststoff,
HPLC: 20,6 % B.

27b) 3-Nitrobenzylsulfonylchlorid = 3-NO,-Bzls-Cl
o 3 g (12,5 mmol) Produkt 27a wurden nach Vorschrift R umgesetzt.
O,N {
"1 J &o Ausbeute: 23 g (98 mmol, 81 %) kristalliner Feststoff,

HPLC: nicht moglich.

27¢) 3-NO;-Bzls-D-hPhe-OH
691 mg (3,86 mmol) H-D-hPhe-OH und 1 g (4,24 mmol)

o)
@Ag; ngH 3-NO,-Bzls-Cl (27b) wurden nach Vorschrift H gekoppelt. Das
\o, Produkt wurde aus Essigester kristallisiert.
Ausbeute: 1,23 g (3,25 mmol, 84 %) weiller Feststoff,
HPLC: 54,1 % B.

28) 2-NO,-Bzls-D-hPhe-OH
215 mg (1,2 mmol) H-D-hPhe-OH und 300 mg (1,3 mmol)

NO, y O
@AS/NE ;OH 2-NO,-Bzls-Cl (kommerziell erhéltlich) wurden nach Verschrift H
02

gekoppelt. Das Produkt wurde aus 80 % fert.-Butanol lyophilisiert.
Ausbeute: 275 mg (0,73 mmol, 61 %) gelbes Ol, HPLC: 52,5 % B.

28a) 2-NH;-Bzls-D-hPhe-OH x AcOH
50 mg (0,13 mmol) Produkt 28 wurden nach Verschrift E hydriert.

NH o)
@;Sﬁ oH Das Produkt wurde nicht gefdllt, sondern aus 80 % fert.-Butanol
0, e
lyophilisiert.

Ausbeute: 38 mg (0,11 mmol, 85 %) hellgelber Feststoff,
HPLC: 39,8 % B.
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29) 2-NO,-Bzls-D-Ser(tBu)-OH
NO, L o 435 mg (2,7 mmol) H-D-Ser(tBu)-OH und 700 mg (3 mmol)
@Ag;NﬁOH 2-NO,-BzIs-Cl wurden nach Vorschrift H gekoppelt.
% Ausbeute: 936 mg (2,6 mmol, 96 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 48,2 % B.

30) 4-NO;-Bzls-D-Ser(tBu)-OH
o 297 mg (1,66 mmol) H-D-Ser(tBu)-OH und 430 mg (1,82 mmol)
QAS/NﬁOH 4-NO,-BzIs-Cl (26b) wurden nach Voerschrift H gekoppelt. Das
OoN > o Produkt wurde aus Essigester kristallisiert.
7K Ausbeute: 575 mg (1,6 mmol, 96 %) gelber Feststoff,
HPLC: 50,8 % B.

31) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-OH
S/H Q .y 200 mg (0,724 mmol) H-D-hTyr-OH x HBr und 1 g (4,24 mmol)
on /©A 0, g 4-NO,-Bzls-Cl (26b) wurden nach Vorschrift H gekoppelt.
Ausbeute: 275 mg (0,7 mmol, 97 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 44,5 % B.
OH

32) 4-NO,-Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA
H @ 150 mg (0,7 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (45) und 177 mg
@A S"U O (075 mmol) 4-NOy-Bzls-Cl (26b) wurden nach Vorschrifi H!
o B gekoppelt und gereinigt.
N~ Ausbeute: 310 mg (0,63 mmol, 90 %) weiBer Feststoff,
HPLC: 27,8 % B.

33a) 4-(MeOOCCH;)Benzylbromid
3 g (13,1 mmol) 4-(Brommethyl)phenylessigsdure wurden in einem
\ow& Gemisch aus 60 ml Benzol und 30 ml Methanol geldst und auf 0 °C
gekiihlt. Es wurde eine 2 M Losung von Trimethylsilyldiazomethan in
Hexan bis zur bleibenden Gelbfiarbung und ausbleibenden Gasentwicklung zugetropft (insges.
ca. 13 ml = 26 mmol). Der Ansatz wurde fiir 4 h bei RT geriihrt und das Losungsmittel
anschlieBend im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 4,35 g (Rohprodukt) gelbes Ol, HPLC: 55,9 % B.
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33b) Natriumsalz der 4-(MeOOCCH;)Benzylsulfonsiure

o 4,35 g Rohprodukt 33a wurden nach Vorschrift Q umgesetzt.
o S
o )V@Aé/ o Ausbeute: 1,67 g (6,25 mmol, 48 %) weiBler Feststoff,
Na*

HPLC: 20,5 % B.

33c) 4-(MeOOCCH,)Benzylsulfonylchlorid = 4-(MeOOCCH;)Bzls-Cl
1,47 g (5,5 mmol) Produkt 33b wurden nach Vorschrift R

wéxo umgesetzt.
el
o © Ausbeute: 820 mg (3,12 mmol, 57 %) weiller Feststoff,

HPLC: nicht moglich.

33d) 4-(MeOOCCH;)Bzls-D-Ser(tBu)-OH
o 233,75 mg (1,45 mmol) H-D-Ser(tBu)-OH und 400 mg

H
_N
- wgz ﬁOH (1,52 mmol) Produkt 33¢ wurden nach Vorschrift H gekoppelt.
0 0
7K Ausbeute: 335 mg (0,86 mmol, 59 %) gelbes Ol, HPLC: 47,6 % B.

34a) H-D-N(Bzl)-Phe-OtBu [Gilon et al., 2004]
1 g (3,88 mmol) H-D-Phe-OtBu x HCIl (Orpegen), 393,3 ul
B Benzaldehyd (3,88 mmol) und 543,2 pul TEA wurden in 50 ml
trockenem Methanol mit 1 % Eisessig (0,5 ml) gelost und mit
etwas Molsieb A3 im Ansatz fiir 1 h bei RT geriihrt. Der Ansatz
wurde auf 0 °C gekiihlt. Uber einen Zeitraum von 40 min wurden
243,8 mg (3,88 mmol) Natriumcyanoborhydrid portionsweise zugegeben, der Ansatz wurde
fiir weitere 10 min bei 0 °C und anschlieBend {iber Nacht bei RT geriihrt. Das Molsieb wurde
abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde mit Essigester aufgenommen und 1 x mit 5 % KHSO4-Losung, 1 x mit
gesdttigter NaHCO;-Losung und 2 x mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen, mit Na;SOy
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 1 g (3,21 mmol, 83 %) helles Ol, HPLC: 45,5 % B.

34b) H-D-N(Bzl)-Phe-OH x TFA
@H o 1 g (3,21 mmol) Produkt 34a wurden nach Vorschrift C umgesetzt.
" on Ausbeute: 925 mg (3,21 mmol, 99 %) weiBler Feststoff,
HPLC: 29,8 % B.
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35a) H-D-N(PhEt)-Phe-OtBu x TFA

250 mg (0,97 mmol) H-D-Phe-OtBu x HCl wurden mit 170 pl
H OO>< (1,21 mmol) 1-Brom-2-Phenylpropan in DMF gelost mit 337 mg
@N (1,46 mmol) Ag,O versetzt. Der Ansatz wurde bei RT geriihrt, nach
% 48 h wurden 225 mg (0,97 mmol) Ag,O nachdosiert. Nach 5 Tagen
wurden die Silbersalze abfiltriert und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde mit Essigester aufgenommen und je 1 x mit 5 % KHSOs-
Losung, gesittigter NaHCOs;-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die
Essigesterphase wurde mit Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Der verbliebene Riickstand wurde mittels préparativer RP-HPLC gereinigt und die erhaltenen

Fraktionen im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 33 mg (0,1 mmol, 10 %) helles Ol, HPLC: 49,0 % B.

35b) H-D-N(PhEt)-Phe-OH x TFA
H 0 . 33 mg (0,1 mmol) Produkt 35a wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.
@N Ausbeute: 25 mg (0,093 mmol, 93 %) weiller Feststoff,
HPLC: 34,4 % B.

36a) H-D-N(PhPr)-Phe-OtBu x TFA
250 mg (0,97 mmol) H-D-Phe-OtBu x HCl wurden mit 150 pl
@WH i o>< (0,97 mmol) 1-Brom-3-Phenylpropan in DMF gelost mit 450 mg
(1,94 mmol) Ag,O versetzt. Der Ansatz wurde bei RT geriihrt, nach
48 h wurden weitere 75 ul (0,485 mmol) 1-Brom-3-Phenylpropan und
112,5 mg (0,485 mmol) Ag,O zugegeben. Nach 14 Tagen wurden die
Silbersalze abfiltriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde
analog der Synthese des Produktes 34a gewaschen, mit Na,SO,; getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der verbliebene Riickstand wurde mittels priparativer
RP-HPLC gereinigt und die Fraktionen im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 170 mg (0,5 mmol, 52 %) helles Ol, HPLC: 50,7 % B.

36b) H-D-N(PhPr)-Phe-OH x TFA
@WH o) 70 mg (0,2 mmol) Produkt 36a wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.
" OH  Ausbeute: 40,5 mg (0,143 mmol, 72 %) weiller Feststoff,
HPLC: 36,5 % B.
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5.6.5. Synthese der P4-P3-P2-Bausteine

37a) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-OtBu x TFA
200 mg (0,45 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (19) und
@”g“ i K 76 mg (0,45 mmol) H-Gly-OtBu x HCI (Advanced ChemTech,
2 © Louisville, KY, USA) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
I gereinigt.
v Ausbeute: 213 mg (0,38 mmol, 84 %) weiller Feststoff,
HPLC: 36,9 % B.

37b) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr-NO)-Gly-OtBu

H Q o 90 mg (0,16 mmol) Produkt 37a wurden nach Verschrift J oxidiert.
@Agz H/ﬁo( 7< Ausbeute: 38 mg (0,082 mmol, 51 %) weiller Feststoff,
N HPLC: 39,8 % B.
|
N¥
O-

37c¢) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr-NO)-Gly-OH
38 mg (0,082 mmol) Produkt 37b wurden nach Vorschrift C’

H O
S/N N/YOH
(o H § umgesetzt.
N
L~
N+
|
O-

Ausbeute: 30 mg (0,075 mmol, 91 %) helles Ol, HPLC: 25,2 % B.

38a) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-Gly-OtBu x TFA
135 mg (0,3 mmol) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (20) und
H
0,

(e}
H
X
_N

=

N/\O(OK 50 mg (0,3 mmol) H-Gly-OtBu x HCI wurden nach Vorschrift F’
gekoppelt und gereinigt.

Ausbeute: 157 mg (0,28 mmol, 93 %) weiller Feststoff,
HPLC: 36,7 % B.

38b) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr-NO)-Gly-OtBu
100 mg (0,223 mmol) Produkt 38a wurden nach Voerschrift J

H O
N o
@A 82 H/ﬁo( < oxidiert.
N Ausbeute: 93 mg (0,2 mmol, 90 %) weiller Feststoff,
Ao HPLC: 40,2 % B.
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38c¢) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr-NO)-Gly-OH

Ho 9 93 mg (0,2 mmol) Produkt 38b wurden nach Vorschrift C’
N N/YOH
@AOz H o umgesetzt.
N
\ N

Ausbeute: 77,4 mg (0,19 mmol, 95 %) gelbes Ol, HPLC: 25,8 % B.

39a) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-Gly-OtBu x TFA
270 mg (0,6 mmol) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-OH x TFA (21) und
o)
S/H N/YO 101 mg (0,6 mmol) H-Gly-OtBu x HCI wurden nach Vorschrift F'
SRUGRE: !
gekoppelt und gereinigt.
| N Ausbeute: 212 mg (0,38 mmol, 63 %) gelblicher Feststoff,
=
HPLC: 36,9 % B.

39b) Bzls -D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OtBu
91 mg (0,203 mmol) Produkt 39a wurden unter Zugabe von 35 pl
S/H 0 NW0W< (0,203 mmol) DIEA nach Verschrift K mit m-CPBA oxidiert. Es
@A Oz H o wurden insgesamt {iber 6 h weitere 100 mg (0,406 mmol) m-CPBA
\E;Nro nachdosiert.
Ausbeute: 88 mg (0,19 mmol, 94 %) weiBler Feststoff,
HPLC: 42,8 % B.

39c¢) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH
88 mg (0,19 mmol) Produkt 39b wurden nach Vorschrift C’

H O
_N OH
©ﬂgz ﬂﬁg umgesetzt.
‘ SN Ausbeute: 73,3 mg (0,18 mmol, 95 %) amorpher Feststoff,
=

HPLC: 26,8 % B.

40a) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu x TFA

o 90 mg (0,2 mmol) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH (23) und
H

@AS/NﬁN/Yoj< 33,1 mg (0,2 mmol) H-Gly-OtBu x HCI wurden nach Vorschrift F'
N~ Oz H o

@ Ausbeute: 100 mg (0,18 mmol, 90 %) O1, HPLC: 40,4 % B.

gekoppelt und gereinigt.
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40b) 4-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu

y O
(0] H
N 2
_O'+/

100 mg (0,18 mmol) Produkt 40a wurden nach Vorschrift J

0
\ L
/T j< oxidiert.

Ausbeute: 74 mg (0,16 mmol, 89 %) weiller Feststoff,
HPLC: 44,9 % B.

40¢) 4-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH

H O
N OH
N .
| S N
O,N+ = 2 0]

74 mg (0,16 mmol) Produkt 40b wurden nach Verschrift C’
umgesetzt.

Ausbeute: 61 mg (0,15 mmol, 94 %) helles Ol
HPLC: 30,5 % B.

41a) 3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu x TFA

H O
N o)
Y N j<
Oﬂoz H/T
N
‘ X
=

160 mg (0,36 mmol) 3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH (24)
und 60 mg (0,36 mmol) H-Gly-OtBu x HCI wurden nach
Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.

Ausbeute: 186 mg (0,33 mmol, 92 %) helles Ol,
HPLC: 40,6 % B.

41b) 3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu

W O
N (0]
N s7 N j<
Woz H/\g
N+
|
O-

161 mg (0,36 mmol) Produkt 41a wurden nach Verschrift J
oxidiert.

Ausbeute: 141 mg (0,3 mmol, 83 %) weiller Feststoff,
HPLC: 44,9 % B.

41c) 3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH

H O
N OH
A s” N
moz H/r
N+
|
0-

141 mg (0,3 mmol) Produkt 41b wurden nach Vorschrift C'
umgesetzt.

Ausbeute: 122 mg (0,3 mmol, 99 %) gelbes Ol
HPLC: 30,7 % B.

42a) 2-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu x TFA

H ©O

N 0}
N s~ N/YT<
qoz E H o

160 mg (0,36 mmol) 2-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH (25)
und 60 mg (0,36 mmol) H-Gly-OtBu x HCl wurden nach
Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 146mg (0,26 mmol, 72 %) helles Ol
HPLC: 34,9 % B.
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42b) 2-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OtBu
H O 161 mg (0,36 mmol) Produkt 42a wurden nach Verschrift J
@Qgﬁl ”ﬁgoﬁ oxidiert.
Ausbeute: 1484 mg (0,32 mmol, 89 %) weiller Feststoff,
@ HPLC: 45,0 % B.

(42¢) 2-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH
H O 148,4 mg (0,32 mmol) Produkt 42b wurden nach Vorschrift C'
N S/N N/\H/OH
moz Ho o umgesetzt.
N+
Ausbeute: 130 mg (0,32 mmol, 99 %) amorpher Feststoff,
HPLC: 32,0 % B.

5.6.6. Aminosiuresynthese und Racemattrennung

43a) 3-(2-Pyridyl)-propanal [Mancuso ef al., 1979]
HO 105,7 g kommerziell erhiltliches 3-(2-Pyridyl)-propanol (braunes Ol)
H wurden unter Vakuum destilliert (2 mbar, 105-107 °C).
P Ausbeute: 100,6 g (0,73 mol) farbloses Ol, DC: Ry 0,42.

35 ml (0,41 mol) Oxalylchlorid wurden in 700 ml trockenem DCM gelost
O M und auf -70 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurde ein Gemisch aus 62 ml
(0,87 mol) DMSO und 40 ml trockenem DCM {iber einen Zeitraum von 25
min getropft. Dabei wurde die Temperatur strikt unter -65 °C gehalten
(exotherme Reaktion). Nach 15 min Riihren bei -70 °C wurden 50 g
(0,36 mol) 3-(2-Pyridyl)-propanol, gelost in 150 ml trockenem DCM, {iiber einen Zeitraum
von maximal 15 min bei unter -65 °C zugetropft. AnschlieBend wurden 218 ml (0,37 mol)
TEA in 40 min zugegeben, danach wurde der Ansatz langsam auf RT erwarmt. Nach Zugabe
von 190 ml Wasser 16sten sich die gebildeten Salze auf. Die Phasen wurden getrennt, die
DCM-Phase wurde im Vakuum eingeengt und anschlieBend das Produkt destilliert
(2 mbar, 59-80 °C).
Ausbeute: 33,6 g (0,25 mol, 61 %) farbloses Ol, DC: R; 0,20.
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43b) H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH [Ratcliffe et al., 1985]
67 g (0,5 mol) 3-(2-Pyridyl)-propanal (43a) wurden mit 18 ml Diethylether

o)
H,N o versetzt und auf 0 °C gekiihlt. 88,4 g (1,65 mol) Ammoniumchlorid wurden
in 300 ml Wasser gelost und langsam zur 2-Pyridyl-3-propanal-Lésung

, iN hinzugefiigt. Die Mischung wurde mit 74,3 g (1,4 mol) Natriumcyanid,

gelost in 200 ml Wasser, versetzt. Der Ansatz wurde fiir 4 h bei 0 °C
geriihrt, anschlieBend fiir 4 h auf 50 °C erhitzt und wieder auf RT abgekiihlt. Der Ansatz
wurde 4 x mit 800 ml Chloroform extrahiert und die vereinigten Chloroformphasen im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in 1 | konzentrierter HCl aufgenommen und fiir
42 h bei RT geriihrt und anschlieBend fiir 35 h unter Riickfluss gekocht. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mehrfach mit Wasser versetzt und der Ansatz im
Vakuum wieder eingeengt. Der verbliebene Riickstand wurde in 1,5 1 Ethanol geldst und auf
4 °C gekiihlt. Die ausgefallenen Salze wurden abgetrennt. Die Mutterlauge wurde eingeengt
und in 2 Portionen iiber einen sauren Ionenaustauscher (Dowex” 50WX8-200,
Ammoniumform, 10 cm x 15 cm) gereinigt. Die Elution des Produktes erfolgte mit 0,2 N
Ammoniaklosung. Die erhaltenen Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt und das Produkt
durch Zugabe von Aceton ausgefillt, auf einer Fritte abgesaugt und im Vakuum getrocknet.
Ausbeute: 42 g (0,233 mol, 47 %) hellbrauner Feststoff, HPLC: 4,9 % B, DC: Ry 0,04.
'H NMR, 500,13 MHz, D,0, ¢ ppm: 8.34 d, breit, *J{HH} = 5 Hz, 1H; 7,72 ddd *J{HH} =
7.8 Hz, *J{HH} = 7,3 Hz, *I{HH} = 1,5 Hz, 1H; 7,27 d *J{HH} = 7,8 Hz, 1H; 7,23 dd
J{HH} = 5 Hz, *J{HH} = 7,3 Hz, 1H; 3,78 t *’J{HH} = 6,3 Hz, 1H; 2,84 m 2H, 2,18 m 2H.
BC NMR, 125,75 MHz, D,0, o ppm: 174,00; 158,80; 147,84; 138,08; 123,52; 121,99; 54,16;
32,38; 30,23.

43c) Bz-D,L-hAla(2-Pyr)-OH
17,7 g (98,22 mmol) H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH (43b) wurden in 60 ml Dioxan
QYH i on und 60 ml Wasser gelost und bei 0 °C mit 17,95 ml (103,14 mmol) DIEA
0 ﬁ versetzt. 11,97 ml (103,14 mmol) Benzoylchlorid wurden in 20 ml Dioxan
@N geldst und ebenfalls bei 0 °C langsam zugetropft. Der Ansatz wurde iiber
Nacht bei RT geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde in etwas Eisessig angelost und mit Essigester versetzt. Bei
4 °C kristallisierte das Produkt aus.
Ausbeute: 23,3 g (81,9 mmol, 83 %) weiller kristalliner Feststoff, HPLC: 20,5 % B.
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43d) Bz-D,L-hAla(2-Pyr)-OMe

23,3 g (81,9 mmol) Bz-D,L-hAla(2-Pyr)-OH (43¢) wurden in 35 ml
an i o trockenem Methanol suspendiert und auf —10 °C gekiihlt. Es wurden 8,9 ml
© ﬁ (122,85 mmol) Thionylchlorid portionsweise zugegeben und der Ansatz fiir
@N 30 min bei —10 °C geriihrt. Danach wurden weitere 3 ml (40,95 mmol)
Thionylchlorid zugegeben. Der Ansatz wurde auf RT erwérmt, {iber Nacht
geriihrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit 800 ml
Essigester gelost, 2 x mit 200 ml geséttigter NaHCOs-Ldsung gewaschen und mit Na,SO4

getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand getrocknet.

Ausbeute: 18,3 g (61,3 mmol, 75 %) amorpher Feststoff, HPLC: 23,7 % B.

43e) Bz-D-hAla(2-Pyr)-OMe
43f) Bz-hAla(2-Pyr)-OH

Q(H o 6,3 g (21,1 mmol) Bz-D,L-hAla(2-Pyr)-OMe (43d) wurden in 200 ml
N

0~ Methanol gelost und mit 750 ml einer 0,2 N Ammoniumacetatlosung

0
(pH 7,8) versetzt. Der pH wurde mit verdiinnter Ammoniakldsung auf

| :N 7,5-8 eingestellt. Die Mischung wurde mit 25 mg o-Chymotrypsin (aus

Q(uiw Rinderpankreas, Merck, 350 U/mg), angeldst in 1 ml Wasser, versetzt. Der
o - Ansatz wurde fiir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Dabei wurde der pH-Wert

TN regelmdBig kontrolliert und durch Zugabe von verdiinnter Ammoniaklosung
~~ konstant auf pH 7,5-8 gehalten. Danach wurde der Ansatz mit Essigsiure
auf pH 4 eingestellt, das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und der
Riickstand in 2 M Essigsdure geldst. Durch Zugabe von konzentrierter Ammoniaklosung
wurde bei pH 8-9 das D-Derivat ausgefillt, auf einer Fritte abgesaugt, mit geringen Mengen
Ammoniakwasser pH 8,5 gewaschen und im Vakuum getrocknet. Zusitzlich wurde die
basische Wasserphase 3 x mit Essigester extrahiert, um noch in der Wasserphase vorhandenes
D-Derivat zu isolieren. Die Essigesterphase wurde mit Na,SO, getrocknet und das
Loésungsmittel im Vakuum entfernt (Bz-D-hAla(2-Pyr)-OMe, 43e).
Das in der Wasserphase verbliebene L-Derivat wurde durch mehrmaliges Lyophilisieren aus
Wasser von liberschiissigem Ammoniumacetat befreit (Bz-hAla(2-Pyr)-OH, 43f).
Ausbeute: 43e) 2,65 g (8,9 mmol, 42 %) heller Feststoft, HPLC: 23,7 % B.

43f) 2,42 g (8,5 mmol, 40 %) heller Feststoff, HPLC: 20,5 % B.
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43g) H-D-hAla(2-Pyr)-OH
0 6 g (2,0 mmol) Bz-D-hAla(2-Pyr)-OMe (43e) wurden in 100 ml 6 N HCI gelost
HoN N
°% und 20 h unter Riickfluss erhitzt (145 °C Olbad). Nach Abkiihlen auf RT wurde

SN die ausgefallene Benzoesdure abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum

~  entfernt, der Riickstand noch 2 x in Wasser gelost und der Ansatz im Vakuum

eingeengt. Der Riickstand wurde iiber einen sauren Ionenaustauscher (Dowex” 50WX8-200,
Ammoniumform, 10 cm x 15 cm) gereinigt. Die Elution des Produktes erfolgte mit 0,2 N
Ammoniaklosung. Die erhaltenen Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt und das Produkt
durch Zugabe von Aceton ausgefillt, auf einer Fritte abgesaugt, und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,93 g (1,1 mmol) weiller Feststoff, HPLC: 4,9 % B, DC: R¢ 0,04.

43h) H-hAla(2-Pyr)-OH
o 4,1 g (1,5 mmol) Bz-hAla(2-Pyr)-OH (43f) wurden in 50 ml 6 M HCI gelost
HaN

und analog der Verbindung 43g aufgearbeitet.
~y Ausbeute: 2,4 g (1,3 mmol) weiller Feststoff, HPLC: 4,9 % B, DC: R¢0,04.

=

Kontrolle der Enantiomerenreinheit mit Marfey's Reagenz [Kochhar u. Christen, 1989]

Marfey’s Reagenz (1-Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-alaninamid) dient zur Kontrolle der
Enantiomerenreinheit von Aminosduren. Durch Kopplung der Probe mit dem chiralen
Marfey’s Reagenz entstehen zwei Diastereomere, die in der analytischen RP-HPLC
unterschiedliche Retentionszeiten haben. Dadurch kann man die Mengenverhiltnisse von

D- und L-Derivat bestimmen.

H-D-hAla(2-Pyr)-OH (43g)

0,9 mg (0,005 mmol) H-D-hAla(2-Pyr)-OH wurden in 100 pl Wasser gelost und mit 200 pl

1 % Marfey’s Reagenz in Aceton sowie 50 pul 1 M NaHCO;-Losung versetzt und fiir 1 h bei

37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul 1 N HCI abgebrochen. Es

wurden 800 pl Acetonitril und 200 pul Wasser zugegeben und 10 pl dieser Losung mit

RP-HPLC analysiert (4bb. 70).

Ergebnis'”:  Kopplungsprodukt mit D-Derivat (43g), HPLC: 28,71 % B — 93 % (96,4 %).
Kopplungsprodukt mit L-Derivat (43h), HPLC: 29,97 % B - 7% (3,6 %).

" Die in Klammern angegebenen Werte entsprechen den Ergebnissen der 1. Nachsynthese.
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Abb. 70: HPLC-Chromatogramm der erhaltenen D-Aminosdure (H-D-hAla(2-Pyr)-OH; 43g) nach
Racemattrennung und Reaktion mit Marfey’s Reagenz. Startbedingungen der HPLC: 10 % B,
Flussrate: 1 ml/min, Gradient: 1 % B/min. Die Peaks bei 28,71 % und 29,97 % entsprechen den
Kopplungsprodukten mit D- bzw. L-Derivat, der Peak bei 39,50 % stammt vom Marfey's Reagenz.

H-hAla(2-Pyr)-OH (43h)
0,9 mg (0,005 mmol) H-D-hAla(2-Pyr)-OH wurden analog (43g) mit Marfey’'s Reagenz
umgesetzt (4bb. 71).

Ergebnis: Kopplungsprodukt mit D-Derivat (43g), HPLC: 28,8 % B — 16,1 %
Kopplungsprodukt mit L-Derivat (43h), HPLC: 30,0 % B — 83,9 %

Die Synthese und Racemattrennung der Aminosduren H-D,L-hAla(3-Pyr)-OH (44) und

H-D,L-hAla(4-Pyr)-OH (45) wurde analog durchgefiihrt und ist hier nicht gesondert

wiedergegeben.
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Abb. 71: HPLC-Chromatogramm der erhaltenen L-Aminosdure (H-hAla(2-Pyr)-OH; 43h) nach
Racemattrennung und Reaktion mit Marfey’s Reagenz. Startbedingungen der HPLC: 10 % B,
Flussrate: 1 ml/min, Gradient: 1 % B/min. Die Peaks bei 28,81 % und 30,03 % entsprechen den
Kopplungsprodukten mit D- bzw. L-Derivat, der Peak bei 39,58 % stammt vom Marfey's Reagenz.

5.6.7. Synthese der Inhibitoren

Bei der Synthese einiger Inhibitoren wurde aufgrund der Kopplung mit einem racemischen
Homopyridylalanin-Derivat in der HPLC ein Doppel-Peak beobachtet. Falls moglich, wurden
die Diastereomere mit priparativer RP-HPLC getrennt. Die beiden erhaltenen Produkte

wurden anhand ihrer Aktivitit dem D- bzw. L-Derivat zugeordnet.

700) 4-(MeOOCCH;)Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA%

150 mg (0,387 mmol) 4-(MeOOCCH,;)Bzls-D-Ser(tBu)-OH (33d) und 122,2 mg
(0,406 mmol) H-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (2b) wurden nach
Vorschrift G gekoppelt. Das erhaltene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E hydriert.
Ausbeute: 194 mg (0,31 mmol, 80 %) Feststoff; Rohprodukt als Acetatsalz, HPLC: 37,2 % B.
64 mg (0,1 mmol) gefilltes Rohprodukt wurden mittels préparativer RP-HPLC gereinigt und
das Produkt aus Wasser lyophilisiert.

Ausbeute: 12,5 mg (0,02 mmol, 20 %) weiller Feststoff, HPLC: 37,2 % B, MS: ber. fiir
C,7H37N50+S: 575,2 - gef. 576,3 [M+H]".

* Die Inhibitoren liegen nach der priparativen HPLC als TFA-Salze vor. Im MS wird jedoch nur die freie Base
detektiert, fiir die jeweils die berechnete und gefundene Masse angegeben.
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701) 4-(HOOCCH;)Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

130 mg (0,21 mmol) gefilltes Rohprodukt 700 wurden nach Verschrift N verseift.

Ausbeute: 20 mg (0,03 mmol) weiBer Feststoff, HPLC: 31,9 % B, MS: ber. fiir C;6H35Ns05S:
561,2 - gef. 562,3 [M+H]".

705) 4-(MeOOCCH;)Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

5 mg (0,0075 mmol) Verbindung 700 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 4,4 mg (0,007 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 26,2 % B, MS: ber. fiir
C23H29N50-S: 519,2 - gef. 520,3 [M+H]".

706) 4-(HOOCCH;)Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

5 mg (0,075 mmol) Verbindung 701 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 4,3 mg (0,007 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 21,7 % B, MS: ber. fiir
C1,H27N50+S: 505,2 - gef. 506,3 [M+H]".

718) H-D-N(Bzl)-Phe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

50 mg (0,18 mmol) H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) und 48,51 mg (0,18 mmol)
H-D-N(Bzl)-Phe-OH x TFA (34b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 20,3 mg (0,036 mmol, 20 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,9 % B, MS: ber. fiir
Ca6H2oNsO,: 443,2 - gef. 4443 [M+H]".

719) H-D-N(PhEt)-D-Phe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,093 mmol) H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) und 26 mg (0,093 mmol)
H-D-N(PhEt)-Phe-OH x TFA (35b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 17 mg (0,03 mmol, 32 %) weiller Feststoff, HPLC: 28,1 % B, MS: ber. fiir
C,7H31NsO,: 457,3 - gef. 458,3 [M+H]".

726) H-D-N(PhPr)-D-Phe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

40 mg (0,143 mmol) H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) und 40,5 mg (0,143 mmol)
H-D-N(PhPr)-Phe-OH x TFA (36b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 60 mg (0,1 mmol, 70 %) weiBler Feststoff, HPLC: 30,5 % B, MS: ber. fiir
CysH33N50,: 471,2 - gef. 472,4 [M+H]".
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725) Bzls-D-Ala(3-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

100 mg (0,31 mmol) Bzls-D-Ala(3-Pyr)-OH x TFA (16) und 87,1 mg (0,31 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 102 mg (0,164 mmol, 53 %) weiBler Feststoff, HPLC: 22,0 % B, MS: ber. fiir
C,5HpsNO4S: 508,2 - gef. 509,5 [M+H]".

738) 4-(MeOOCCH;)Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

75 mg (0,16 mmol) H-D-hPhe-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (12b) und
42,7 mg (0,16 mmol) 4-(MeOOCCH;)Bzls-Cl (33¢) wurden nach Vorschrift I gekoppelt. Es
wurden 8,6 mg (0,032 mmol) 4-(MeOOCCH;)BzlIs-Cl und 12 pl (0,032 mmol) DIEA
nachdosiert. Das entstandene Zwischenprodukt wurde 5 h nach Vorschrift E' hydriert und
gereinigt.

Ausbeute: 52 mg (0,073 mmol, 46 %) weiller Feststoff, HPLC: 40,7 % B, MS: ber. fiir
C30H3sN506S: 593,2 - gef. 594,5 [M+H]".

739) 4-(HOOCCH;)Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

40 mg (0,056 mmol) Verbindung 738 wurden nach Vorschrift N verseift.

Ausbeute: 17 mg (0,025 mmol, 45 %) weiller Feststoff, HPLC: 35,2 % B, MS: ber. fiir
C29H33N506S: 579,2 - gef. 580,5 [M+H]".

740) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

75 mg (0,162 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI
(13b) und 31 mg (0,162 mmol) Bzls-Cl wurden nach Vorschrift I gekoppelt. Es wurden
6,2 mg (0,033 mmol) Bzls-CI und 6 pl (0,033 mmol) DIEA nachdosiert. Das entstandene
Zwischenprodukt wurde 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 34,6 mg (0,046 mmol, 28 %) weiller Feststoff, HPLC: 23,0 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".

741) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

50 mg (0,11 mmol) H-D-hPhe-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (12b) und
41 mg (0,12 mmol) 4-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat wurden nach Vorschrift H
gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und
gereinigt.

Ausbeute: 30 mg (0,04 mmol, 36 %) weiler Feststoff, HPLC: 26,0 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".
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742) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 3 TFA

50 mg (0,11 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI
(13b) und 41 mg (0,12 mmol) 4-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat wurden nach
Vorschrift H gekoppelt. Das erhaltene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert
und gereinigt.

Ausbeute: 20 mg (0,023 mmol, 21 %) weiller Feststoff, HPLC: 13,1 % B, MS: ber. fiir
Cy5H2oN704S: 523,2 - gef. 524,3 [M+H]".

743) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Ser-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

50 mg (0,15 mmol) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA (23) und 61 mg (0,15 mmol)
H-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x TFA (3b) wurden nach Verschrift F gekoppelt.
Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 31 mg (0,04 mmol, 27 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,3 % B, MS: ber. fiir
C,7H3,N605S: 552,2 - gef. 553,7 [M+H]".

744a) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Ser-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

744b) Bzls-hAla(4-Pyr)-Ser-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

75 mg (0,13 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 TFA
(14b) und 25,1 mg (0,13 mmol) Bzls-Cl wurden nach Vorschrift H gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und die Diastereomere
mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 744a: 7 mg (0,01 mmol, 7,7 %) weiler Feststoff, HPLC: 21,7 % B, MS: ber. fiir
Cy7H3,N6OsS: 552,2 - gef. 553,7 [M+H]".

Ausbeute 744b: 8 mg (0,01 mmol, 7,7 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 22,6 % B, MS: ber. fiir
Cy7H3,N605S: 552,2 - gef. 553,7 [M+H]".

745) Bzls-D-hTyr-Ser-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,14 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (18) und 43 mg (0,14 mmol) H-Gly-4-Acetylhydroxy-
amidinobenzylamid x HCl (2b) wurden nach Voerschrift F gekoppelt. Das entstandene
Zwischenprodukt wurde 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 37,5 mg (0,06 mmol, 41 %) weiller Feststoff, HPLC: 32,5 % B, MS: ber. fiir
C,7H3:N505S: 537,2 - gef. 538,6 [M+H]".
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746) Bzls-D-hTyr-Ser-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,14 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (18) und 58,4 mg (0,14 mmol) H-Ser-4-Acetylhydroxy-
amidinobenzylamid x TFA (3b) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das entstandene
Zwischenprodukt wurde 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 38 mg (0,056 mmol, 40 %) weiller Feststoff, HPLC: 31,5 % B, MS: ber. fiir
CsH33N504S: 567,2 - gef. 568,5 [M+H]'".

747) Bzls-D-hPhe-Ser-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,14 mmol) Bzls-D-hPhe-OH (17) und 61 mg (0,15 mmol) H-Ser-4-Acetylhydroxy-
amidinobenzylamid x TFA (3b) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das entstandene
Zwischenprodukt wurde 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 32 mg (0,048 mmol, 34 %) weiller Feststoff, HPLC: 37,9 % B, MS: ber. fiir
C5H33N505S: 551,2 - gef. 552,7 [M+H]".

748) 3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

67 mg (0,2 mmol) 3-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA (24) und 56 mg (0,2 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 62,3 mg (0,08 mmol, 40 %) weiller Feststoff, HPLC: 28,2 % B, MS: ber. fiir
C6H30N604S: 522,2 - gef. 523,7 [M+H]".

749) 2-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

67 mg (0,2 mmol) 2-Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-OH x TFA (25) und 56 mg (0,2 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCl (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 69 mg (0,09 mmol, 45 %) weiller Feststoff, HPLC: 30,7 % B, MS: ber. fiir
C6H30N604S: 522,2 - gef. 523,7 [M+H]".

750) 4-Pyridylmethylsulfonyl-D,L-hAla(4-Pyr)-Ser-4-Amidinobenzylamid x 3 AcOH

55 mg (0,1 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Ser-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 TFA
(14b) und 36 mg (0,1 mmol) 4-Pyridylmethylsulfonylchlorid x Triflat wurden nach
Vorschrift H gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert
und tiber lonenaustausch-chromatographie (Fractogel® EMD COO’, 16 x 130 mm) gereinigt.
Ausbeute: 17,2 mg (0,023 mmol, 23 %) weiller Feststoff, HPLC: 11,9 % B und 12,5 % B
(Diastereomere, die nicht trennbar waren), MS: ber. fiir C,cH3N7OsS: 553,2 - gef. 554,4
[M+H]".
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751) 2-NO,-Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

92 mg (0,243 mmol) 2-NO,-Bzls-D-hPhe-OH (28) und 68 mg (0,243 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCl (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 124,2 mg (0,183 mmol, 75 %) weiller Feststoff, HPLC: 41,4 % B, MS: ber. fiir
C7H30N6O6S: 566,2 - gef. 567,6 [M+H]".

752) 2-NH;-Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

68 mg (0,1 mmol) Verbindung 751 wurden nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 60 mg (0,078 mmol, 78 %) weiller Feststoff, HPLC: 33,9 % B, MS: ber. fiir
C27H3,N604S: 536,2 - gef. 537,4 [M+H]".

753) 2-NO,-Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

205 mg (0,57 mmol) 2-NO,-Bzls-D-Ser(tBu)-OH (29) und 159 mg (0,57 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCl (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 213 mg (0,32 mmol, 56 %) weiller Feststoff, HPLC: 37,8 % B, MS: ber. fiir
C24H3,N60-S: 5482 - gef. 549,3 [M+H]".

754) 2-NH,-Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

132 mg (0,2 mmol) Verbindung 753 wurden nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 124 mg (0,17 mmol, 85 %) weiller Feststoff, HPLC: 29,0 % B, MS: ber. fiir
C4H34N405S: 518,2 - gef. 519,5 [M+H]".

756) 2-NO,-Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

22 mg (0,033 mmol) Verbindung 753 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 20 mg (0,033 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,2 % B, MS: ber. fiir
Ca0H24N6OS: 4922 - gef. 493,5 [M+H]".

757) 2-NH,-Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

19 mg (0,025 mmol) Verbindung 754 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 17 mg (0,025 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 18,1 % B, MS: ber. fiir
C0Hp6NgO5S: 462,2 - gef. 463,3 [M+H]".
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755) H-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

60 mg (0,13 mmol) H-D-hPhe-Gly-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI1 (12b) wurden
nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 32,5 mg (0,055 mmol, 42 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,9 % B, MS: ber. fiir
C20H25Ns50,: 367,2 - gef. 368,4 [M+H]".

758) Bzls-D-hTyr-Glu-4-Amidinobenzylamid x TFA

75,5 mg (0,22 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (18) und 100 mg (0,22 mmol) H-Glu(OBzl)-4-
Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCIl (4b) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
erhaltene Zwischenprodukt wurde fiir 48 h bei 50 °C nach Vorschrift E' hydriert und
gereinigt.

Ausbeute: 52 mg (0,072 mmol, 33 %) weiller Feststoff, HPLC: 33,5 % B, MS: ber. fiir
C30H3sN60-S: 609,2 - gef. 610,7 [M+H]".

759) 4-NO,-Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,13 mmol) 4-NO,-Bzls-D-hPhe-OH (26¢) wurden mit 37 mg (0,13 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 77,5 mg (0,11 mmol, 85 %) weiller Feststoff, HPLC: 41,6 % B, MS: ber. fiir
C27H30N606S: 566,2 - gef. 567,6 [M+H]".

760) 4-NH,-Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

50 mg (0,074 mmol) Verbindung 759 wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 40 mg (0,052 mmol, 70 %) weiller Feststoff, HPLC: 28,1 % B, MS: ber. fiir
C7H3,N604S: 536,2 - gef. 537,4 [M+H]".

762a) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

762b) Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

50 mg (0,11 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (19) und 51 mg (0,11 mmol)
H-Glu(OBzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (4b) wurden nach Verschrift F
gekoppelt. Das erhaltene Zwischenprodukt wurde fiir 48 h bei 50 °C nach Vorschrift E'
hydriert und die Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 762a: 11 mg (0,013 mmol, 12 %) weiBer Feststoff, HPLC: 23,7 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N6O6S: 594,2 - gef. 595,8 [M+H]".

Ausbeute 762b: 9 mg (0,011 mmol, 10 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,3 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N6O6S: 594,2 - gef. 595,8 [M+H]".
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761a) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu(OBzl)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

761b) Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu(OBzl)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

Die Hydrierung zur Synthese der Verbindung 762 verlief nicht vollstindig, daher wurde bei
der Reinigung der Produkte iiber préparative RP-HPLC als Nebenprodukte zusétzlich die
Verbindungen 761a und 761b erhalten.

Ausbeute 761a: 12,5 mg (0,014 mmol, 13 %) weiller Feststoff, HPLC: 36,1 % B, MS: ber. fiir
C36H40N6O6S: 684,3 - gef. 685,5 [M+H]".

Ausbeute 761b: 10 mg (0,011 mmol, 10 %) weiBler Feststoff, HPLC: 38,1 % B, MS: ber. fiir
C36H40N6O6S: 684,3 - gef. 685,5 [M+H]".

763) Bzls-D-hTyr-Glu(OEt)-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,143 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (18) und 57,4 mg (0,143 mmol) H-Glu(OEt)-4-
Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (5¢) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 57 mg (0,076 mmol, 53 %) weiller Feststoff, HPLC: 39,3 % B, MS: ber. fiir
C3,H39N50-S: 637,3 - gef. 638,5 [M+H]".

771) Bzls-D-hTyr-Glu(OEt)-4-Hydroxyamidinobenzylamid x TFA

139 mg (0,4 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (18) und 159 mg (0,4 mmol) H-Glu(OEt)-4-
Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCl (5¢) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde in 12 ml DMF gelost, mit 3 ml Piperidin versetzt und
iiber Nacht bei RT geschiittelt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum eingeengt, der
Riickstand iiber priparative RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus 80 % fert.-Butanol
lyophilisiert.

Ausbeute: 185 mg (0,28 mmol, 70 %) weiller Feststoff, HPLC: 40,2 % B, MS: ber. fiir
C3,H30N505S: 653,3 - gef. 654,8 [M+H]".

764) 4-NO,-Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

90 mg (0,25 mmol) 4-NO;-Bzls-D-Ser(tBu)-OH (30) wurden mit 75,2 mg (0,25 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 132,5 mg (0,2 mmol, 80 %) weiller Feststoff, HPLC: 39,0 % B, MS: ber. fiir
C24H3,N6O-S: 548,2 - gef. 549,3 [M+H]".
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765) 4-NO,-Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

9 mg (0,014 mmol) Verbindung 764 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 8 mg (0,013 mmol, 93 %) weiler Feststoff, HPLC: 27,1 % B, MS: ber. fiir
Cy0H24N6OS: 4922 - gef. 493,7 [M+H]".

766) 4-NH,-Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

66 mg (0,1 mmol) Verbindung 764 wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 50 mg (0,067 mmol, 67 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,2 % B, MS: ber. fiir
C4H34N405S: 518,2 - gef. 519,3 [M+H]'".

767) 4-NH,-Bzls-D-Ser-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

11,5 mg (0,015 mmol) Verbindung 766 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 10 mg (0,014 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 14,0 % B, MS: ber. fiir
Ca0H26N6O5S: 462,2 - gef. 463,5 [M+H]".

768) Bzls-D-hPhe-Glu-4-Amidinobenzylamid x TFA

43 mg (0,13 mmol) Bzls-D-hPhe-OH (17) und 60 mg (0,13 mmol) H-Glu(OBzl)-4-
Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (4b) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 50 mg (0,07 mmol, 54 %) weiler Feststoff, HPLC: 40,7 % B, MS: ber. fiir
C30H3sN6OsS: 593,2 - gef. 594,7 [M+H]".

769) 3-NH,-Bzls-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

63 mg (0,17 mmol) 3-NO,-Bzls-D-hPhe-OH (27¢) und 50 mg (0,17 mmol)
H-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI1 (2b) wurden nach Verschrift F gekoppelt.
Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 56 mg (0,073 mmol, 43 %) weiller Feststoff, HPLC: 28,3 % B, MS: ber. fiir
C27H3,N604S: 536,2 - gef. 537,5 [M+H]".

770) 4-NH,-Bzls-D-hTyr-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

42,6 mg (0,11 mmol) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-OH (31) und 50 mg (0,11 mmol) H-Glu(OBzl)-4-
Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (4b) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 35 mg (0,041 mmol, 37 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,5 % B, MS: ber. fiir
C30H36N6OS: 624,2 - gef. 625,7 [M+H]".
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773) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

97 mg (0,25 mmol) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-OH (31) und 75 mg (0,25 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 80 mg (0,12 mmol, 48 %) weiller Feststoff, HPLC: 35,3 % B, MS: ber. fiir
C7H30N6O7S: 582,2 - gef. 583,9 [M+H]".

774) 4-NH;-Bzls-D-hTyr-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

65 mg (0,093 mmol) CJ-773 wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 48 mg (0,061 mmol, 66 %) weiller Feststoff, HPLC: 21,9 % B, MS: ber. fiir
Cy7H3,N6O05S: 552,2 - gef. 553,7 [M+H]".

775) 3-NO,-Bzls-D-hPhe-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x TFA

42 mg (0,11 mmol) 3-NO,-Bzls-D-hPhe-OH (27¢) und 50 mg (0,11 mmol) H-Glu(OtBu)-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (6b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 55 mg (0,07 mmol, 64 %) weiller Feststoff, HPLC: 52,2 % B, MS: ber. fiir
C34H4:N600S: 694,3 - gef. 695,7 [M+H]".

776) 3-NO,-Bzls-D-hPhe-Glu-4-Amidinobenzylamid x TFA

40 mg (0,05 mmol) Verbindung 775 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 30 mg (0,04 mmol, 80 %) weiller Feststoff, HPLC: 39,4 % B, MS: ber. fiir
C30H34N605S: 638.2 - gef. 639,8 [M+H]".

777) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x TFA

50 mg (0,13 mmol) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-OH (31) und 58 mg (0,13 mmol) H-Glu(OtBu)-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (6b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 86 mg (0,1 mmol, 77 %) weiller Feststoff, HPLC: 43,2 % B, MS: ber. fiir
C34H4oN60oS: 710,3 - gef. 711,5 [M+H]".

778) 4-NO,-Bzls-D-hTyr-Glu-4-Amidinobenzylamid x TFA

35 mg (0,04 mmol) Verbindung 777 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 30 mg (0,04 mmol, 99 %) weiBler Feststoff, HPLC: 33,9 % B, MS: ber. fiir
C30H34N600S: 654,2 - gef. 653,5 [M+H]".
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781a) 4-NO,-Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

781b) 4-NO,-Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

60 mg (0,16 mmol) 4-NO,-Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (32) und 73 mg (0,16 mmol)
H-Glu(OtBu)-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (6b) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
die Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 781a: 43 mg (0,05 mmol, 31 %) weiller Feststoff, HPLC: 33,6 % B, MS: ber. fiir
C33H41N705S: 695,3 - gef. 696,6 [M+H]".

Ausbeute 781b: 12 mg (0,014 mmol, 7 %) weiller Feststoff, HPLC: 35,9 % B, MS: ber. fiir
C33H41N;05S: 695,3 - gef. 696,6 [M+H]".

782a) 4-NO,-Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

37 mg (0,04 mmol) Verbindung 781a wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 22 mg (0,025 mmol, 63 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,8 % B, MS: ber. fiir
CoH33N;05S: 639,2 - gef. 640,8 [M+H]".

782b) 4-NO;-Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

9,4 mg (0,01 mmol) Verbindung 781b wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 9,2 mg (0,01 mmol, 99 %) weiler Feststoff, HPLC: 25,6 % B, MS: ber. fiir
CoH33N;05S: 639,2 - gef. 640,8 [M+H]".

783a) 4-NH;-Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 3 TFA

5 mg (0,006 mmol) Verbindung 782a wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 2,5 mg (0,003 mmol, 50 %) weiller Feststoff, HPLC: 15,4 % B, MS: ber. fiir
C9oH35N706S: 609,2 - gef. 610,7 [M+H]".

783b) 4-NH;-Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 3 TFA

5 mg (0,006 mmol) Verbindung 782b wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 1,7 mg (0,002 mmol, 33 %) weiller Feststoff, HPLC: 15,6 % B, MS: ber. fiir
C29H35sN706S: 609,2 - gef. 610,7 [M+H]".

784) Bzls-D-Phe(4-NO,)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

80 mg (0,23 mmol) Bzls-D-Phe(4-NO,)-OH (22) und 65 mg (0,23 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 92 mg (0,14 mmol, 61 %) weiler Feststoff, HPLC: 37,3 % B, MS: ber. fiir
C26H2sN6O06S: 552,2 - gef. 552,8 [M+H]".
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785) Bzls-D-Phe(4-NH;)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

38 mg (0,06 mmol) Verbindung 784 wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 27,7 mg (0,04 mmol, 67 %) weiller Feststoff, HPLC: 23,3 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,7 [M+H]".

786) 4-NO,-Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

60 mg (0,16 mmol) 4-NO,-Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (32) und 45 mg (0,16 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 62 mg (0,08 mmol, 50 %) weiBler Feststoff, HPLC: 24,8 % B, MS: ber. fiir
Ca6H20N706S: 567,2 - gef. 568,7 [M+H]".

787) 4-NH,-Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 3 TFA

10 mg (0,015 mmol) Verbindung 786 wurden 5 h nach Vorschrift E' hydriert und gereinigt.
Ausbeute: 12 mg (0,014 mmol, 93 %) weiller Feststoff, HPLC: 13,9 % B, MS: ber. fiir
Ca6H31N704S: 537,2 - gef. 538,6 [M+H]".

796) 4-(MeOOCCH;)Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

70 mg (0,15 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI
(13b) und 45 mg (0,17 mmol) 4-(MeOOCCH;)Bzls-Cl (33¢) wurden nach Verschrift H
gekoppelt, aber nicht gewaschen. Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach
Vorschrift E' hydriert und gereinigt.

Ausbeute: 41,5 mg (0,05mmol, 33 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,3 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34NcO6S: 594,2 - gef. 595,9 [M+H]".

797) 4-(HOOCCH,;)Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

15 mg (0,02 mmol) Verbindung 796 wurden nach Vorschrift O verseift.

Ausbeute: 8 mg (0,01 mmol, 50 %) weiller Feststoff, HPLC: 19,9 % B, MS: ber. fiir
C5H3:N606S: 580,2 - gef. 581,8 [M+H]".
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1703a) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Glu(NH-Bzl)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1703b) Bzls-hAla(4-Pyr)-Glu(NH-Bzl)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

72,4 mg (0,22 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (19) und 100 mg (0,22 mmol)
H-Glu(NH-Bzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (7¢) wurden nach Vorschrift F
gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und die
Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1703a: 43,4 mg (0,05 mmol, 23 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 20,3 % B, MS: ber. fiir
C36H41N705S: 583,3 - gef. 584,9 [M+H]".

Ausbeute 1703b: 35 mg (0,04 mmol, 18 %) weiller Feststoff, HPLC: 21,8 % B, MS: ber. fiir
C36H41N705S: 583,3 - gef. 584,9 [M+H]".

1704a) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Ala(PhEt)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1704b) Bzls-hAla(4-Pyr)-Ala(PhEt)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

40 mg (0,12 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (19) und 50 mg (0,12 mmol)
H-Styrylalanyl-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (8b) wurden nach Verschrift F
gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift E' hydriert und die
Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1704a: 20 mg (0,024 mmol, 20 %) weiller Feststoff, HPLC: 34,4 % B, MS: ber. fiir
C35H40N6O4S: 540,3 - gef. 541,7 [M+H]".

Ausbeute 1704b: 13 mg (0,016 mmol, 13 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 36,3 % B, MS: ber. fiir
C35H40N604S: 540,3 - gef. 541,7 [M+H]".

1705) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

81 mg (0,18 mmol) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (20) und 50 mg (0,18 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 82,5 mg (0,11 mmol, 61 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,3 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".
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1706a) Bzls-D-hAla(3-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1706b) Bzls-hAla(3-Pyr)-Glu-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

36 mg (0,11 mmol) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (20) und 50 mg (0,11 mmol)
H-Glu(OBzl)-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x HCI (4b) wurden nach Verschrift F
gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde fiir 48 h bei 50 °C nach Vorschrift E'
hydriert und die Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1706a: 18 mg (0,02 mmol, 19 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 22,5 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N6O6S: 594,2 - gef. 595,9 [M+H]".

Ausbeute 1706b: 16 mg (0,018 mmol, 17 %) weiBler Feststoff, HPLC: 23,1 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N6O6S: 594,2 - gef. 595,9 [M+H]".

1707) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

74 mg (0,164 mmol) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-OH x TFA (21) und 46 mg (0,164 mmol)
H-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 53 mg (0,07 mmol, 43%) weiBer Feststoff, HPLC: 22,4 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".

1708) Bzls-D-hAla(4-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1709) Bzls-hAla(4-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

85 mg (0,254 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr)-OH x TFA (19) und 98 mg (0,254 mmol)
H-Pro-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HBr (9b) wurden nach Vorschrift F
gekoppelt. Das entstandene Zwischenprodukt wurde fiir 48 h bei 50 °C nach Vorschrift E'
hydriert und die Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1708: 51 mg (0,06 mmol, 24,5 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,1 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".

Ausbeute 1709: 38 mg (0,05 mmol, 18,5 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,7 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".
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1719) Bzls-D-Ser(tBu)-D-hAla(3-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1720) Bzls-D-Ser(tBu)-hAla(3-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

71,3 mg (0,23 mmol) Bzls-D-Ser(tBu)-OH (15) und 100 mg (0,23 mmol) H-D,L-hAla(3-Pyr)-
4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI (10¢) wurden nach Vorschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Verschrift P reduziert und die Diastereomere
mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1719: 32 mg (0,038 mmol, 17 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 31,4 % B, MS: ber. fiir
C31HyoNgO5S: 608,3 - gef. 609,8 [M+H]".

Ausbeute 1720: 30 mg (0,036 mmol, 16 %) weiler Feststoff, HPLC: 31,8 % B, MS: ber. fiir
C31H40N6Os5S: 608,3 - gef. 609,8 [M+H]".

1723) Bzls-D-Ser-D-hAla(3-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

9 mg (0,01 mmol) Verbindung 1719 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 7,8 mg (0,01 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,1 % B, MS: ber. fiir
Cy7H3,N6O5S: 552,2 - gef. 553,8 [M+H]".

1724) Bzls-D-Ser-hAla(3-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

11 mg (0,013 mmol) Verbindung 1720 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 10 mg (0,013 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,8 % B, MS: ber. fiir
C,7H3,N605S: 552,2 - gef. 553,8 [M+H]".

1721) Bzls-D-Ser(tBu)-D-hAla(4-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1722) Bzls-D-Ser(tBu)-hAla(4-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

71,3 mg (0,23 mmol) Bzls-D-Ser(tBu)-OH (15) und 100 mg (0,23 mmol) H-D,L-hAla(4-Pyr)-
4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid x 2 HCI (11¢) wurden nach Verschrift F gekoppelt. Das
entstandene Zwischenprodukt wurde nach Voerschrift P reduziert und die Diastereomere
mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1721: 28 mg (0,033 mmol, 15 %) weiler Feststoff, HPLC: 31,3 % B, MS: ber. fiir
C31H4oNgOsS: 608,3 - gef. 609,8 [M+H]".

Ausbeute 1722: 20 mg (0,024 mmol, 10 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 31,7 % B, MS: ber. fiir
C31HyoNgO5S: 608,3 - gef. 609,8 [M+H]".

1725) Bzls-D-Ser-D-hAla(4-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

9,5 mg (0,011 mmol) Verbindung 1721 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 8,6 mg (0,011 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,0 % B, MS: ber. fiir
Cy7H3,N6O05S: 552,2 - gef. 553,8 [M+H]".
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1726) Bzls-D-Ser-hAla(4-Pyr)-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

11 mg (0,013 mmol) Verbindung 1722 wurden nach Vorschrift C' umgesetzt.

Ausbeute: 10 mg (0,013 mmol, 99 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,7 % B, MS: ber. fiir
C,7H3,N605S: 552,2 - gef. 553,8 [M+H]".

1211) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

30 mg (0,073 mmol) Bzls-D,L-hAla(4-Pyr-NO)-Gly-OH (37¢) und 15 mg (0,073 mmol)
H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 27 mg (0,041 mmol, 56 %) weiBler Feststoff, HPLC: 23,5 % B, MS: ber. fiir
C26H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1710) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

93 mg (0,23 mmol) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr-NO)-Gly-OH (38¢) und 51 mg (0,23 mmol)
H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 90 mg (0,14 mmol, 61 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,0 % B, MS: ber. fiir
C6H30N605S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1215) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

18,6 mg (0,046 mmol) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (39¢) und 11 mg (0,046 mmol)
H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 19,3 mg (0,03 mmol, 65 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,1 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1715) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Hydroxyamidinobenzylamid x TFA

34,6 mg (0,085 mmol) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (39¢) und 14,4 mg (0,085 mmol)
4-Cyanobenzylamin x HCl wurden nach Vorschrift F gekoppelt. Das entstandene
Zwischenprodukt wurde nach Vorschrift L mit Hydroxylamin umgesetzt. Es wurden
zusétzlich 12 mg (0,17 mmol) Hydroxylamin x HCl und 30ul (0,017 mmol) DIEA
nachdosiert. Der Riickstand wurde iiber préparative RP-HPLC gereinigt und das Produkt aus
Wasser lyophilisiert.

Ausbeute: 18 mg (0,032 mmol, 38 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,2 % B, MS: ber. fiir
CaoH34N04S: 554,2 - gef. 555,7 [M+H]'".
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1307) 4-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

16,4 mg (0,04 mmol) 4-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH (40¢) und 9 mg
(0,04 mmol) H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 19,6 mg (0,03 mmol, 75 %) weiller Feststoff, HPLC: 27,0 % B, MS: ber. fiir
C6H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1711) 3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

122 mg (0,3 mmol) 3-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH (41c¢) und 67 mg
(0,3 mmol) H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
gereinigt.

Ausbeute: 89 mg (0,14 mmol, 47 %) weiller Feststoff, HPLC: 27,3 % B, MS: ber. fiir
C6H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1217) 2-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

11 mg (0,027 mmol) 2-(NO)Pyridylmethylsulfonyl-D-hPhe-Gly-OH (42¢) und 7 mg
(0,027 mmol) H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt
und gereinigt.

Ausbeute: 10,3 mg (0,018 mmol, 67 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,0 % B, MS: ber. fiir
C26H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1728) Bzls-hAla(2-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1729) Bzls-D-hAla(2-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

17,4 mg (0,04 mmol) Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-OH x TFA (21) und 13 mg (0,04 mmol)
H-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 HCl (9¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und die
Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1728: 10 mg (0,013 mmol, 32 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 25,7 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".

Ausbeute 1729: 10 mg (0,013 mmol, 32 %) weiBer Feststoff, HPLC: 24,9 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".
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1732) Bzls-hAla(3-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

1733) Bzls-D-hAla(3-Pyr)-Pro-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,06 mmol) Bzls-D,L-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (20) und 18 mg (0,06 mmol) H-Pro-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCl (9¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und die
Diastereomere mittels RP-HPLC getrennt.

Ausbeute 1732: 8 mg (0,01 mmol, 17 %) weiller Feststoff, HPLC: 25,5 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".

Ausbeute 1733: 10 mg (0,013 mmol, 21 %) weiBBer Feststoff, HPLC: 25,0 % B, MS: ber. fiir
Ca9H34N604S: 562,2 - gef. 563,9 [M+H]".

Verbindungen nach Racemattrennung

Die zur Synthese der folgenden Inhibitoren verwendeten D- und L-Derivate der wurden aus
den racematgetrennten D- bzw. L-Aminosduren (vgl. Kapitel 5.6.7.) in Analogie zu den
Synthesevorschriften der Racemate hergestellt und werden im Folgenden mit den selben
Nummern und dem Zusatz ,,D-“ bzw. , L-“ bezeichnet. So werden z.B. fir die mit ,,20“
bezeichnete Verbindung Bzls-D,L-hAla(2-Pyr)-OH x TFA die entsprechenden Derivate
Bzls-D-hAla(2-Pyr)-OH x TFA mit ,,D-20“ und Bzls-hAla(2-Pyr)-OH x TFA mit ,,L.-20%

gekennzeichnet.

1727) Bzls-hAla(2-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,06 mmol) Bzls-hAla(2-Pyr)-OH x TFA (L-21) und 18 mg (0,06 mmol) H-Gly-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 17,9 mg (0,024 mmol, 40 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,2 % B, MS: ber. fiir
C26H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".

1730) Bzls-D-hAla(2-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,06 mmol) Bzls-D-hAla(2-Pyr)-OH x TFA (D-21) und 18 mg (0,06 mmol) H-Gly-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 27 mg (0,036 mmol, 60 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,4 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".

1731) Bzls-hAla(3-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,06 mmol) Bzls-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (L-20) und 18 mg (0,06 mmol) H-Gly-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 30 mg (0,04 mmol, 67 %) weiler Feststoff, HPLC: 22,2 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".
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5. Experimenteller Teil

1734) Bzls-D-hAla(3-Pyr)-Gly-4-Amidinobenzylamid x 2 TFA

25 mg (0,06 mmol) Bzls-D-hAla(3-Pyr)-OH x TFA (D-20) und 18 mg (0,06 mmol) H-Gly-4-
Amidinobenzylamid x 2 HCI (2¢) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 13 mg (0,02 mmol, 33 %) weiller Feststoff, HPLC: 22,2 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N604S: 522,2 - gef. 523,2 [M+H]".

1332) Bzls-D-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

506 mg (1,24 mmol) Bzls-D-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (D-39¢) und 276 mg (1,24 mmol)
H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 392 mg (0,6 mmol, 48 %) weiler Feststoff, HPLC: 25,1 % B, MS: ber. fiir
C6H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".

1331) Bzls-D-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Hydroxyamidinobenzylamid x AcOH

2,08 g (2,95 mmol) Bzls-D-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (D-39¢) und 1,17 g (2,95 mmol)
H-4-Hydroxayamidinobenzylamin x 2 TFA (1g) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und
{iber Ionenaustauschchromatographie (Fractogel® EMD COO-, 16 x 130 mm) gereinigt.
Ausbeute: 1,43 g (2,33 mmol, 79 %) weiBler Feststoff, HPLC: 25,1 % B, MS: ber. fiir
Ca6H30N6OsS: 554,2 - gef. 555,7 [M+H]". '"H NMR, 300,13 MHz, 5 % CH3COOH in D,0, ¢
ppm: 8.31 d, *J{HH} = 6,3 Hz, 1H; 7,64, dd *J{HH} = 7.9 Hz, *J{HH} = 7,4 Hz, 1H; 7,56 d
J{HH} = 8,3 Hz, 2H; 7,48 dd *J{HH} = 7.6 Hz, *J{HH} = 6,3 Hz, 1H; 7,44 d *J{HH} = 8,3
Hz, 2H; 7,40 m 6H; 4,48 s 2H; 4,43 s 2H; 3,96 s 2H; 3,82 t 3J{HH} =6,9 Hz, 1H; 2,92 m 2H.
Die zweite Methylengruppe der Homoaminosdure wurde vom Signal der Essigsdure
iiberdeckt, die zur Steigerung der Loslichkeit zugesetzt werden musste. "C NMR, 75,48
MHz, 5 % CH3;COOH in DO, ¢ ppm: 174,34; 171,67; 161,19; 151,01; 144,36; 139,97,
132,23; 131,15; 129,42; 129,25; 128,66; 128,37, 128,02; 127,58; 125,59; 124,10; 59,19;
57,14; 43,22; 42,97; 29,33; 26,84.

1741) Bzls-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-4-Amidinobenzylamid x TFA

90 mg (0,22 mmol) Bzls-hAla(2-Pyr-NO)-Gly-OH (L-39¢) und 50 mg (0,22 mmol)
H-4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (1f) wurden nach Vorschrift F' gekoppelt und gereinigt.
Ausbeute: 71,4 mg (0,11 mmol, 50 %) weiller Feststoff, HPLC: 24,9 % B, MS: ber. fiir
C26H30N6O5S: 538,2 - gef. 539,2 [M+H]".
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Anhang

AbKkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungen fiir Aminosduren und deren Derivate entsprechen den Empfehlungen des
Nomenclature Committe of IUB (NC-IUB) und der IUPAC-IUB Joint Commission on
Biochemical Nomenclature (JCBN) [(1984) Eur. J. Biochem., 138, 9-37]. Aminosduren und
Aminosédurederivate besitzen, wenn nicht anders gekennzeichnet, L-Konfiguration.
Abkiirzungen fiir chemische Verbindungen und Gruppen sind an den einschligigen
chemischen Nachschlagewerken orientiert [Goodman et al., 2004. Methods of Organic
Chemistry (Houben-Weyl)].

Weitere verwendete Abkiirzungen:

A Angstrom (1 A = 10" m)

AcOH Acetat

Ac,O Essigsdureanhydrid

ADP Adenosindiphosphat

APPA 4-Amidinophenylbrenztraubensdure
aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit
ASS Acetylsalicylsdure

BABCH 2,7-Bis-(4-Amidinobenzyliden) Cycloheptan-1-on
ber. berechnet

Boc tert.-Butyloxycarbonyl

Bz Benzoyl

Bzl Benzyl

Bzls-Cl Benzylsulfonylchlorid / Phenylmethansulfonylchlorid
Cbz Benzyloxycarbonyl

COX-1 Cyclooxygenase-1

Da Dalton

DAB Deutsches Arzneibuch

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DiBoc di-tert.-butyl-Pyrocarbonat

DIEA Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid
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EDs Effektive Dosis, die einen halbmaximalen (50 %) Effekt bewirkt
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ESI Elektrospray Ionisation

Et Ethyl

FDA Federal Drug Administration (Arzneimittelkommission der USA)
FV Faktor V (inaktiv)

FVa Faktor Va (aktiv)

Fvll Faktor VII (inaktiv)

FVIia Faktor VIla (aktiv)

FIX Faktor IX (inaktiv)

FIXa Faktor IXa (aktiv)

FX Faktor X (inaktiv)

FXa Faktor Xa (aktiv)

FXI Faktor XI (inaktiv)

FXIa Faktor XIa (aktiv)

FXII Faktor XII (inaktiv)

FXIla Faktor XIIa (aktiv)

gef. gefunden

Gla y-Carboxyglutaminsiure

GP Glycoprotein

h Stunde(n)

HCII Heparin Kofaktor II

HIT Heparin-induzierte Thrombozytopenie

HIT 1T Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ II

HMWK hochmolekulares Kininogen

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HSA humanes Serumalbumin

ICs Konzentration zur halbmaximalen (50%) Hemmung des Enzyms
ICa00 Konzentration zur Verdopplung (200%) der Gerinnungszeit
in situ an Ort und Stelle, in der natiirlichen Lage (lat.)

in vitro unter kiinstlichen Bedingungen (lat.)

in vivo im lebenden Organismus (lat.)

LE. Internationale Einheiten

ip. intraperitoneal
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L. intravends

K Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
LMWH niedermolekulares Heparin

m-CPBA meta-Chlorperoxybenzoesédure

Me Methyl

MeO Methoxy

min Minute(n)

MS Massenspektrometrie

MW Molekulargewicht

NAPAP N®-[2-Naphthylsulfonyl]-glycyl- 4-amidinophenylalanin-piperidid
NO N-Oxid

OBzl Benzyloxy

OEt Ethoxy

OMe Methoxy

OtBu tert.-Butyloxy

p-a. pro analysii (fir die Analyse, lat.)
PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor Type 1
PAR Protease-aktivierbarer Rezeptor

PCa Protein Ca (aktiv)

Ph Phenyl

PhEt Phenylethyl

PhPr Phenylpropyl

PK Plasmakallikrein

Pra-PK Plasmaprékallikrein

PL Phospholipid

pNA 4-Nitroanilin

ppm parts per million

Pr Propyl

PSA Polar Surface Area (polare Oberfldche)
PT Prothrombinzeit

PyBOP Benzotriazol-1-yl-N-oxy-tris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphat
Pyr Pyridyl

R¢ Retentionszeit (DC)

RP reversed phase
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RP-HPLC
RT

s.c.

ty,

tBu
TAFI
TAP
r-TAP
TEA
TF
TFA
TFPI
TF/VIla
tPA
Triflat
Tris

TT
UFH
uPA
scu-PA
tcu-PA
UV/Vis

reversed phase High Performance Liquid Chromatography
Raumtemperatur

subkutan

Halbwertszeit

tert.-Butyl

Thrombin Activated Fibrinolysis Inhibitor
Tick Anticoagulant Protein
rekombinantes Tick Anticoagulant Protein
Triethylamin

Tissue Factor (Faktor III)
Trifluoressigsdure

Tissue Factor Pathway Inhibitor

Tissue Factor/Faktor VIla-Komplex
Tissue-type Plasminogenaktivator
Trifluormethansulfonat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Thrombinzeit

unfraktioniertes Heparin

Urokinase-type Plasminogenaktivator
einkettige Pro-Urokinase

zweikettige Urokinase

Ultraviolett/visible (sichtbarer Wellenlangenbereich des Lichts)

unnatiirliche Aminosduren.:

3-Adf
Ala(PhEt)
Ala(3-Pyr)
hAla(2-Pyr)
hAla(3-Pyr)
hAla(4-Pyr)
hPhe

hTyr

3-Amidinophenylalanin

Phenylethylalanin = Phenylpropylglycin

3-Pyridylalanin (2-Amino-3-pyridin-3-yl-Propionsdure)
2-Homopyridylalanin (2-Amino-4-pyridin-2-yl-Buttersiure)
3-Homopyridylalanin (2-Amino-4-pyridin-3-yl- Buttersdure)
4-Homopyridylalanin (2-Amino-4-pyridin-4-yl- Buttersdure)
Homophenylalanin (2-Amino-4-phenyl- Buttersdure)
Homotyrosin (2-Amino-4-(4-hydroxyphenyl)- Buttersdure)



Anhang

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Publikationen:

Schweinitz, A., Steinmetzer, T., Banke, 1.J., Arlt, M.J.E., Stiirzebecher, A., Schuster, O.,
Geissler, A., Giersiefen, H., Zeslawska, E., Jacob, U., Kriiger, A., Stiirzebecher, J. (2004)
Design of Novel and Selective Inhibitors of Urokinase-type Plasminogen Activator with
Improved Pharmacokinetic Properties for Use as Antimetastatic Agents. J. Biol. Chem. 279,

33613-33622.

Stiirzebecher, J., Steinmetzer, T., Schweinitz, A., Stiirzebecher, A. (2005) Basisch-
substituierte Benzylaminanaloga als Inhibitoren des Gerinnungsfaktors Xa, ihre Herstellung

und Verwendung. WO 2005/026198.

Aus patentrechtlichen Griinden wurden bislang keine Daten zu den in dieser Arbeit
zusammengefassten FXa-Hemmstoffen verdffentlicht. Momentan befinden sich jedoch zwei

Publikationen in Arbeit:

Schweinitz, A., Stirzebecher, A., Stiirzebecher, U., Schuster, O., Stiirzebecher, J.,
Steinmetzer, T. (eingereicht) New substrate analogue inhibitors of factor Xa containing

4-amidinobenzylamide as P1 residue: Part 1. Medicinal Chemistry.

Stiirzebecher, A., Donnecke, D., Schwelinitz, A., Stiirzebecher, U., Schuster, O., Stiirzebecher,
J., Steinmetzer, T. (in Arbeit) New substrate analogue inhibitors of factor Xa containing

4-amidinobenzylamide as P1 residue: Part 2.

Tagungsbeitrige:
Stiirzebecher, A., Steinmetzer, T., Schweinitz, A., Stiirzebecher, J. (2004) Highly potent
inhibitors of coagulation factor Xa with improved pharmacokinetics. 21st Winter School on

Proteinases and Their Inhibitors, Tiers, Italien.

Stlirzebecher, A., Steinmetzer, T., Schweinitz, A., Stiirzebecher, U., Doénnecke, D.,
Stiirzebecher, J. (2005) Development of new highly potent and selective inhibitors of factor
Xa containing homophenylalanine-derived amino acids at P3-position. 22nd Winter School on

Proteinases and Their Inhibitors, Tiers, Italien.



Anhang

Danksagung

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Synthesen und Untersuchungen wurden in der Zeit von
Januar 2003 bis Juli 2005 bei der Firma Curacyte Chemistry GmbH in Jena unter Betreuung
von Herrn Dr. habil. Torsten Steinmetzer in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir
Pharmazeutische Chemie der Universitdit Marburg unter Betreuung von Herrn Prof. Dr.

Gerhard Klebe durchgefiihrt.

Mein spezieller Dank gilt Herrn Dr. habil. Torsten Steinmetzer fiir seine Bereitschaft, diese
Arbeit zu betreuen und die praktische Unterstiitzung bei synthetischen und wissenschaftlichen
Problemen, sowie natiirlich fiir seine Geduld und Hilfe bei der Erstellung und Durchsicht

meines Manuskriptes.

Ebenfalls bedanken mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Gerhard Klebe, der es mir
ermOglicht hat, trotz der Entfernung zu Marburg meine Dissertation in Jena anzufertigen und

mich auch bei der Korrektur meiner Arbeit sehr unterstiitzt hat.

Weiterhin mdchte ich den Herren Dr. Helmut Giersiefen und Dr. Andreas Zaby fiir die
Moglichkeit danken, die praktischen Arbeiten im Rahmen meiner Dissertation bei der Firma

Curacyte Chemistry GmbH durchzufiihren.

Ich danke meinen Kollegen, insbesondere Dr. Daniel Donnecke, Martin Korsonewski und
Cathleen Naumann, fiir die Hilfe bei den Synthesen und die fiir diese Arbeit zur Verfiigung
gestellten Substanzen, sowie Dr. Oliver Schuster fiir die Anfertigung der Struktur-Models

verschiedener Inhibitoren und die Beantwortung Struktur-relevanter Fragen.

Des weiteren mochte ich mich bei meinem Vater Prof. Dr. Jorg Stiirzebecher und seiner
Arbeitsgruppe im Institut fiir vaskuldre Medizin der FSU Jena fiir die bereitgestellten Daten
aus den Untersuchungen zur Enzymkinetik, Pharmakokinetik und gerinnungshemmenden
Aktivitdt der Inhibitoren bedanken. Ganz besonders dankbar bin ich ihm fiir die
wissenschaftliche Unterstiitzung und die steten Antworten auf meine vielen Fragen, aber auch

seinen Rat bei nicht-dienstlichen Problemen.

Ebenso herzlich danke ich meiner Familie, meiner Mutter Uta und meinen Geschwistern
Maria und Lorenz fiir ihre Geduld und Verstindnis, sowie meinem Freund Sebastian, der

immer fir mich da war.



Anhang

Erklirung

Ich versichere, dass ich meine Dissertation

Optimierung  synthetischer Inhibitoren des Gerinnungsfaktors Xa vom

4-Amidinobenzylamid-Typ

selbstindig ohne unerlaubte Hilfe angefertigt und mich dabei keiner anderen als der von mir

ausdriicklich bezeichneten Quellen bedient habe.

Die Dissertation wurde in der jetzigen oder einer dhnlichen Form noch bei keiner anderen

Hochschule eingereicht und hat noch keinen sonstigen Priifungszwecken gedient.

Marburg, den 11. August 2005

(Anne Stiirzebecher)





