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Einleitung und Kenntnisstand

1. Einleitung und Kenntnisstand

Geht es um die erfolgreiche Behandlung von Krankheiten, so ist wohl kaum ein Faktor von
so groRer Bedeutung wie die Zeit. Dabei steht vor allem die frithzeitige und prizise
Diagnose im Vordergrund, die es den Medizinern erlaubt, insbesondere bei Krankheiten
mit raschem und aggressivem Verlauf, bereits im Anfangsstadium eine geeignete Therapie
zu entwickeln. In diesem Kontext hat sich die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als
fester Bestandteil des Repertoires bildgebender Verfahren im klinischen und
biomedizinischen Alltag etabliert. Durch seine exzellente Sensitivitit und die Moglichkeit
der Quantifizierung ist die PET, insbesondere in der onkologischen Diagnostik, ein
wichtiges Werkzeug, welches in Kombination mit Techniken wie der
Computertomographie (PET-CT) oder der Magnetresonanz-Tomographie (PET-MRT) eine
besonders attraktive Methode von unschdtzbarem Wert darstellt."? Neben der
Kombination mit anderen Tomographiemethoden lieferte die Forschung der letzten
Dekade mit neuartigen sogenannten zielgerichteten Radiopharmazeutika auf Basis von
biomolekularen Vektoren, wie Antikérpern, Oligopeptiden oder individuell entworfenen
small molecules, immer wieder neue Ansdtze durch die die Vision einer

hochleistungsfihigen, personalisierten Diagnostik mittels PET niher denn je ist."*

1.1. Positronen-Emissions-Tomographie

Die PET ist ein nicht-invasives nuklearmedizinisches Verfahren zur dreidimensionalen
Visualisierung unterschiedlicher Gewebestrukturen oder Stoffwechselprozesse. Als
bildgebende Komponente werden Neutronen-defiziente Kerne verwendet, welche beim
Zerfall Positronen B’ emittieren (Formel 1-1).[

X —> Y+ B’ (1-1)

A = Massenzahl

Z = Ordnungszahl
Diese Radionuklide werden dem Patienten in Form eines sogenannten Radiotracers
intravends injiziert, welcher sich seiner Biodistribution entsprechend im Korper verteilt
und so in oder in die Peripherie der Zielorgane gelangt.”? Wihrend der Untersuchung
zerfillt der Kern entsprechend seiner Halbwertszeit und emittiert dabei Positronen,

welche eine kurze Distanz im umliegenden Gewebe zuriicklegen (Abbildung 1-1).
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Positronen emittierendes
Nuklid

E
v

Abbildung 1-1: Funktionsprinzip der PET. Das Radionuklid zerfillt unter Abgabe eines Positrons, welches im
umgebenden Gewebe auf ein Elektron trifft. In der sog. Annihilation der beiden Elementarteilchen werden zwei Photonen
mit einer Energie von 511 keV freigesetzt, die vom Punkt der Annihilation in einem Winkel von 180 ° zu einander
ausstrahlen. Bei Koinzidenz (~5-15 ns) wird vom Detektor-Ring ein Signal detektiert. Spatiale und temporale Verteilung
der Ereignisse erlaubt die Berechnung eines Bildes am Computer. (8!

Kommt es zur Kollision zwischen dem ausgesendeten Positron und seinem Gegenpart,
einem Elektron, iibertragen beide Elementarteilchen ihre Ruheenergie und die
verbleibende kinetische Energie in einem als Annihilation bezeichneten Ereignis.[
Hierbei entstehen simultan zwei Photonen mit einer Energie von 511 keV, die in einem
Winkel von 180° zueinander antiparallel ausgestrahlt werden.™ Da es sich um y-Strahlen
handelt wird das umliegende Gewebe penetriert und es kommt zum Austritt der Photonen
aus dem Korper. Durch die im PET-Scanner ringférmig angeordneten
Szintillationsdetektoren wird bei koinzidentem Auftreffen innerhalb eines Zeitraums von
ca. 5-15ns auf zwei gegeniiberliegenden Detektoren ein Signal aufgezeichnet.[*]
Entgegen des Namens, werden bei der PET also Photonen detektiert, welche reprasentativ
fiir die Annihilation von Positron und Elektron stehen. Mittels computergestiitzter
Methoden lédsst sich der Ursprung der Annihilationsereignisse errechnen und aus der
rdumlichen und zeitlichen Verteilung der Signale ein Bild generieren.!"! Da das
Detektionsprinzip der Koinzidenz elektronischer Natur ist, erlaubt dies eine
Detektionsrate von ca. 1% aller Emissionsereignisse." Im Gegensatz zu anderen
nuklearmedizinischen = Methoden, wie  beispielsweise =~ der  Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT), bei der auf eine Filterung der Photonen mit Hilfe
von Kollimatoren zuriickgegriffen wird und dadurch nur ca. 0.01-0.02% aller

Emissionsereignisse detektiert werden, ergibt sich dadurch fiir die PET eine deutlich
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hohere Sensitivitat, 1618

I Aufgrund dieser hohen Sensitivitit sind Konzentrationen der
Radiopharmaka im Bereich von 10"'-10"m ausreichend, wodurch die Belastung des
Patienten durch radioaktive Strahlung reduziert wird.™?’ Die Auflsung der erhaltenen
PET-Aufnahmen wird durch zwei physikalische Groen limitiert: Positronenreichweite
und Photonen Nicht-Kollinearitit. ** Wie zuvor beschrieben finden radioaktiver Zerfall
und Annihilation nicht notwendigerweise am selben Ort statt, da das ausgestrahlte
Positron eine Distanz im umliegenden Gewebe zuriicklegen kann. Die Positronenreichweite
korreliert mit der fiir jedes Nuklid spezifischen kinetischen Energie der ausgesendeten
Positronen, sodass die Wahl geeigneter Radionuklide einen entscheidenden Einfluss auf die
Auflésung der Methodik haben kann.™ #! Von weit groRerer Bedeutung fiir die Auswahl
des Radioisotopes ist der verwendete Radiotracer in welchen das Nuklid implementiert
werden soll. In der Praxis muss hier eine wohliiberlegte Abstimmung von biologischer

Halbwertszeit des Radiotracers und der physikalischen Halbwertszeit des Radionuklids

erfolgen.

1.2. Radioisotope und Radiopharmaka fiir das PET-Imaging

Die Entwicklung des ersten Cyclotrons im Jahre 1931 durch LAWRENCE und LIVINGSTON in
Berkeley, Kalifornien und die damit verbundene Produktion verschiedener Positronen
emittierender Radionuklide, wie 'C, N, 0 und "®F, legte den Grundstein fiir die darauf
einsetzende Entwicklung, diese Kerne in Form von Radiopharmazeutika zu verwenden. **
1 Auch heute noch wird der GroRteil aller PET-Radionuklide durch den Einsatz eines
Cyclotrons hergestellt, welches daher in der Vergangenheit als ,Henne die goldene Eier
legt* tituliert wurde. Die Herstellung der Radioisotope erfolgt im Cyclotron durch
Beschuss eines geeigneten Ausganselements mit niedrig- bis mittelenergetischen
(10-20 MeV) Protonen. Durch elektronische Beschleunigung von negativ geladenen
Hydrid-Ionen entlang eines spiralférmigen Pfads in Anwesenheit eines Magnetfelds, wird
der Hydrid-Teilchenstrahl nach Erreichen des gewiinschten Energielevels durch eine
Graphitfolie gelenkt. Hierbei werden die Elektronen des Hydrids abgetrennt wodurch ein
Protonen-Strahl erhalten wird.”” Die so erhaltenen, auch als ,,organische Radionuklide
titulierten Isotope ''C, N, O und "*F zeichnen sich durch ihre kurze Halbwertszeit aus, die

von wenigen Minuten bis circa zwei Stunden reicht (Tabelle 1-1).]
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Tabelle 1-1: Zerfallseigenschaften ausgewihlter nicht-metallischer Radionuklide fiir das PET-Imaging. Die angegebene
Positronen-Energie entspricht den in der Literatur angegebenen Mittelwerten. [2-2°]

Radioisotop Halbwertszeitt,, Zerfall % B pB'-Energie [keV]

e 20.4 min 100% 390
BN 9.97 min 100% 492
15 110 min 100% 252
1241 100 h 22.7% 975

Entsprechend dieser Halbwertszeiten ergeben sich fiir die Anwendung sowohl Vor- als
auch Nachteile. So ist beispielsweise die Exposition fiir den Patienten durch die kurze
Halbwertszeit gering und es konnen zur Erhohung der Qualitit des Bildes hohere
Aktivitdten bzw. Konzentration des entsprechenden Tracers verabreicht werden ohne den
Patienten {ibermidRig zu belasten. Dem gegeniiber steht die Notwendigkeit, die
Radiopharmaka durch kovalente Verkniipfung der Radioisotope iiber hdufig mehrstufige
Synthesen zu markieren, wodurch hidufig mehrere Halbwertszeiten des Nuklids

durchlaufen werden (Abbildung 1-2).

CH,4 OH HOH HoN,
H3C ] .~ OH s- H Ho < “OH
N o 1CH 13N HO
3 H™ H HO H

|
CH, NH, L eF

1 2 3 4 5

Abbildung 1-2: Ausgewihlte Radiopharmaka mit kovalent gebundenen Radioisotopen: 1 [''C]Cholin, 2 [''C]Methionin, 3
[*N]NHs,, 4 [**F]Fluorodeoxyglucose, 5 [*F]Fluciclovin. 31

Dariiber hinaus erfordern die kurzen Halbwertszeiten das Vorhandensein eines
vollausgestatteten Radiolabors mit Cyclotron, Syntheseplattform und instrumenteller
Analytik zur Qualititssicherung um eine direkte Verwendung nach Produktion des
Radioisotopes gewihrleisten zu kénnen. ™ *F nimmt mit einer Halbwertszeit von 110 min
eine Sonderstellung ein, da bei Verwendung héherer Aktivitdten der zeitliche Aufwand fiir
Produktion, Qualitétspriifung und Versand ausgeglichen werden kann. Insbesondere in der
Onkologie hat sich ¥F in Form von [**F]-Fluorodeoxyglucose 4 (**fDG) fiir die PET als
Radiotracer etabliert.***! Der Wirkmechanismus beruht auf der fiir Krebszellen erhéhten
Glykolyse, die bereits 1924 von WARBURG et. al. beschrieben wurde, und heute nach
selbigem als Warburg-Effekt tituliert wird.®® *FDG verhilt sich in ihrem Metabolismus
zunichst wie Glucose und wird, nach Aufnahme in die Zelle durch Glucose-Transporter,
mittels Hexokinase phosphoryliert. Durch die Substitution der 2‘-Position und des
entsprechend fehlenden Sauerstoff-Atoms ist die folgende Isomerisierung zur Fructose-

Form, welche im Falle von Glucose auftreten wiirde, im weiteren Metabolismus nicht
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méglich, sodass sich der Tracer in der Zelle anreichert.”’” Dieser elegante
Wirkmechanismus eignet sich insbesondere im Kontext der therapiebegleitenden
Diagnostik, um beispielsweise die Remission wéahrend einer Chemo- oder Strahlentherapie
zu verfolgen.™ Durch den ubiquitiren Verbrauch von Glukose im Kérper wird das
Signal/Rauschen-Verhiltnis bei der Verwendung von **FDG allerdings stark beeintrachtigt.
Aufgrund dieser fehlenden Selektivitdt ist eine Anwendung fiir die Fritherkennung, in
moglichst frithen Phasen der Tumorentstehung (<1-3 g) oder auch zur Lokalisierung sehr
kleiner Metastasen, oft problematisch. ***!!

Vor diesem Hintergrund steht die Entwicklung zielgerichteter Radiopharmaka zur
selektiven  Visualisierung krankhaften Gewebes im Vordergrund aktueller
Forschungsprojekte. Ein in diesem Zusammenhang hiufig verwendetes Konzept ist das
sogenannte ,,tumor targeting* oder allgemein das ,,disease targeting“. Dabei bedient man sich
Markern, in der Regel Proteine, wie zum Beispiel Integrine, Transmembranproteine oder
Rezeptoren, welche auf der Oberfliche kranker Zellen exklusiv vorkommen oder in hohem
MaR iiberexprimiert werden.**! Durch Konjugation eines Radiochelats an ein fiir den
Marker spezifisches Substrat kénnen hochspezifische Diagnostika oder Therapeutika

erhalten werden (Abbildung 1-3). 1!

Radiochelat
Targeting-Vektor
Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau eines zielgerichteten Radiopharmazeutikums. Ein Biomolekiil (Antikérper, Peptid,
small molecule) dient als Targeting Vektor welcher gezielt Krankheitsmarker auf der Zelloberfldche erkrankter Zellen

ansteuern kann. Als bildgebende Komponente wird der mit dem Radionuklid markierte Chelator an den Targeting Vektor
konjugiert (Radiochelat).

Insbesondere Antikorper oder Antikérperfragmente sind aufgrund ihrer evolutiondr
bedingten Selektivitit fiir ihr spezifisches Antigen attraktive Targeting-Vektoren
(sogenanntes immunoPET). s Aufgrund der GréRe solcher Biomolekiile unterscheiden sich
die pharmakokinetischen Eigenschaften von denen kleiner Molekiile. Entscheidender
Parameter ist die Kinetik der Biodistribution und Eliminierung, welche im Falle von

Antikorpern oder Proteinen typischerweise im Bereich mehrerer Tage liegt und damit die

5
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Verwendung von Radionukliden mit einer entsprechend langen Halbwertszeit voraussetzt.
In diesem Zusammenhang wurde die Produktion und Radiochemie langlebiger,
metallischer Radioisotope, wie zum Beispiel *Cu, ®Ga, *Y und ¥Zr, eingehend untersucht

(Tabelle 1-2).

Tabelle 1-2: Zerfallseigenschaften ausgewihlter metallischer Radionuklide fiir das PET-Imaging. Die angegebene
Positronen-Energie entspricht den in der Literatur angegebenen Mittelwerten. [+7->]

Radioisotop Halbwertszeitt,, Zerfall% B B'-Energie [keV]

“Cu 12.7h B (19%) 278
%Ga 1.1h B (90%) 830
sy 14.7h B (33%) 535
¥Zr 78.4 h B (23%) 396

Wihrend *“Cu in Kombination mit Antikérpern bereits erfolgreich in mehreren
praklinischen Studien im Mausmodell verwendet wurde, stellte sich die vergleichsweise
kurze Halbwertszeit von 12.7h als limitierender Faktor fiir die Anwendung im

[51-55] Ebenso wie fiir *Y stellt die Kombination von **Cu mit

menschlichen Korper heraus.
kleinen Peptiden oder kleinen Antikorperfragmenten eine effektivere Verwendung dieser
Radioisotope dar, deren Anwendungsspektrum bereits fiir eine Vielzahl von
Krankheitsmarkern in mehreren Studien demonstriert wurde.”"**! Neben metallischen
Kernen stand auch das Isotop '*I, welches mit einer Halbwertszeit von 100 h in einer
GroRenordnung mit der biologischen Halbwertszeit von Antikorpern liegt, im Fokus der
Forschung.® I Dabei stellten sich die hohe Energie der ausgesendeten Positronen und eine
dadurch verringerte Auflésung, sowie eine in vivo beobachtete Dehalogenierung der *I-
markierten Antikorper als Problematik fiir mégliche klinische Anwendungen heraus, **!

Ausgehend von den Einschrinkungen der zuvor genannten Radioisotope riickte der
Positronen-Emitter *Zr als moglicher Kandidat fiir das immunoPET in den Fokus der
Forschung. Mit einer Halbwertszeit von 78.4 h, liegt das Isotop, wie auch "I, in einer
GréRenordnung mit der biologischen Halbwertszeit von Antikdrpern.* Hierbei konnte
bereits im Jahr 1997 das mogliche Potential des Isotops, anhand von *Zr markierten
Antikorpern zur Visualisierung von in Méusen xenotransplantierten Ovarialtumoren,
demonstriert werden.™ Trotz dieser frithen Erfolge dauerte es weitere 10 Jahre bis die
erste klinische Studie mit ®¥Zr als PET-Radiotracer verdffentlicht wurde bei der mit

chimidren ¥Zr-markierten anti-CD44v6 Antikérpern Plattenepithelkarzinome visualisiert

werden konnten. *) Damit festigte sich endgiiltig die Position von *Zr als Radiometall der
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Wabhl fiir eine Anwendung in Verbindung mit langzirkulierenden Targeting-Funktionen
wie Antikérpern, Peptiden oder Nanopartikeln.® In der Folge wurden %Zr-PET-
Radiotracer fiir eine groRe Bandbreite an Tumorzelllinien entwickelt und ihr Potential in

praklinischen und klinischen Studien demonstriert. ")

1.3. Radiochemie und Herstellung von 89-Zirconium

Betrachtet man *Zr in Hinblick auf die PET-Diagnostik so muss diese Betrachtung mit den
physikalischen Eigenschaften, also dem Zerfall des Radioisotops, beginnen. ¥Zr besitzt eine
Halbwertszeit von 78.4 h und liegt damit wie in Abschnitt 1.2 beschrieben in einer
GroRenordnung mit der biologischen Halbwertszeit groRerer Biomolekiile und
langzirkulierender Nanopartikel. Der Zerfall des Isotops erfolgt sowohl mittels
Elektroneneinfang (EC) als auch durch Positronen-Emission zu metastabilem *™Y. ! Die in
Folge des Elektroneneinfangs ausgesendeten Auger-Elektronen weisen im Falle von ¥Zr
eine geringe Intensitit auf, sodass keine Interferenz mit den bei der Annihilation
ausgesendeten y-Strahlen (511 keV), auftritt.'*” Das entstandene Intermediat *™Y zerfillt
mit einer Halbwertzeit von 15.7 s durch Photonen-Emission (Ey = 909 keV) zu stabilem Y
(Abbildung 1-4 links).”*" Auch hier kommt es durch die deutlich héhere Energie der
ausgesendeten y-Strahlen zu keinen stdrenden Interferenzen bei der Detektion der

Koinzidenten der Annihilation.

ty2 = 78.41(12) h
892,- 112 (12) 28
76.6% EC 3.2 2.4
22.3% B*
89m
Y typ = 15.663(5) s
IC =100% 1.2 2.0
908.97(3) keV
89Y
stabil 1.6

Abbildung 1-4: Links: Vereinfachtes Zerfallsschema von ®Zr, welches zundchst mittels p*-Emission und
Elektroneneinfang (EC) zu metastabilem ™Y zerfillt. Dieses Isotop wiederum geht nach innerer Konversion (IC) in das
stabile Y iiber. Darstellung in Anlehnung an HoLLAND et. al. [*®), DiLworrTH et. al. [} und Deri et. al. " Rechts: Statische PET-
Aufnahme (10 min) eines sog. ,Derenzo Phantom* (Lochplatte mit eingelassenen Kapillaren @ =1.2-3.2 mm) zur
Bestimmung der spatialen Auflésung von #Zr. Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.
Jason P. Holland. [®!

Dariiber hinaus weisen die ausgesendeten Positronen eine vergleichsweise niedrige
durchschnittliche Energie von 395.5 keV auf, wodurch sich mit *Zr sehr hohe Auflésungen

im Bereich von 2-4 mm erreichen lassen (Abbildung 1-4 rechts).” %! Anhand dieser Daten
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zeigt sich die Qualitdt von *Zr als langlebiges Radioisotop fiir die PET-Diagnostik, im
Vergleich mit anderen Kernen. Der Halogen-Konkurrent ‘I weist beispielsweise eine
ahnliche Positronen-Ausbeute von 23% auf, diese besitzen allerdings eine mehr als doppelt
so groRe durchschnittliche Energie (975 keV), wodurch die Auflosung stark limitiert wird.
Dariiber werden beim Zerfall von I zum angeregten Zustand '*Te weitere Photonen in
einem Energiebereich von 100-150keV um die Annihilationsenergie von 511 keV
ausgesendet, wodurch es zu Interferenzen bei der Detektion kommt. "

Neben seinen vorteilhaften Zerfallseigenschaften zeichnet sich ¥Zr durch eine einfache
Produktion und Reinigung aus. Wie bei den meisten Radioisotopen erfolgt die Herstellung
von ¥Zr mittels eines Cyclotrons. Als Startmaterial wird fiir die Herstellung das natiirlich
vorkommende und kommerziell erhiltliche Isotop *Y in Form einer Folie (meist Y,05)
verwendet. Durch Beschuss des Targets mit einem Strahl hochenergetischer Protonen
(ca. 13-15 MeV) entsteht *Zr."”! Wihrend anfangs die Entstehung der Nebenprodukte *Zr
und *#Y zu einer verringerten Ausbeute fithrten, konnte im Laufe der Jahre durch geeignete
Wabhl der Bestrahlungsdauer von HoLLAND et. al. ein Protokoll zur Herstellung von *Zr mit
einer radiochemischen Reinheit von 99.99% etabliert werden.®* " Das entstandene *Zr
wird im Anschluss durch Behandlung mit 2m HCl herausgeldst und mittels eines
Hydroxamat-Harzes gebunden. Nach Waschen mit HCl wird das Radiometall durch Elution
mit Oxalsdure als *Zr-Oxalat mit hohen spezifischen Aktivitidten (17-44 GBq) erhalten. !
Im Gegensatz zu den nicht metallischen Radionukliden 'C, N, *F oder '*I, welche mittels
aufwindiger Syntheseprotokolle kovalent in den Radiotracer eingebracht werden, kénnen
Radiometalle in modularen Chelat-Komplexen stabilisiert und anschliefend an Targeting-

Vektoren konjugiert werden.
1.4. Chemische und physiologische Bedeutung von Zirconium

Bevor in dieser Arbeit eingehender auf die Komplexierung von ¥Zr eingegangen wird,
miissen im Vorfeld die chemischen Eigenschaften, das nasschemische Verhalten und auch
die physiologische Bedeutung von Zirkonium erldutert werden, um daraus fundamentale
Anforderungen formulieren zu kénnen, welche ein *Zr-basierter Radiotracer erfiillen soll.
Zirkonium ist ein Element der zweiten Reihe der Ubergangsmetalle mit der
Ordnungszahl 40. Es liegt in wissrigen Losungen meist als Kation in der Oxidationsstufe
+IV als Zr* vor." Seine hohe Ladung und ein vergleichsweise kleiner Ionenradius von
0.59 A klassifizieren Zr* nach dem HSAB-Konzept als sehr hartes Metallkation, welches in

seinen Komplexen typischerweise hohe Koordinationszahlen (CN =8-9) mit ebenfalls
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harten Donoratomen, wie zum Beispiel Sauerstoff eingeht."® Die nasschemischen
Eigenschaften von Zr* sind dullerst komplex und werden von einer pH-Wert abhidngigen
Hydrolyse und Polymerisation dominiert. Das freie Zr* Kation liegt nur in stark
verdiinnten wissrigen Losungen (10 M) und bei niedrigen pH-Werten (pH < 2) vor. Bei pH-
Werten von pH > 2 neigt Zirconium zu einer starken Hydrolyse und Bildung polynuklearer
Hydroxide."” Hierbei bilden sich schwerlésliche tetranukleare Clusterverbindungen,
welche iiber ihre Hydroxygruppen verbriickt sind und als [Zr,(OH)s(H,0),c]** mittels
Kristallstrukturanalytik charakterisiert werden konnten. "™ Wihrend diese polynuklearen
Verbindungen bei weiterem Erhohen des pH-Wertes teilweise 16slich sind, kommt es zu
weiteren Hydrolysereaktionen, wobei amorphe, weile hydratisierte Oxide gebildet
werden, welches als gallertartige MaRe aus der Lésung ausfallen.”™ Da Protokolle zur
Bildung von Metallkomplexen fiir die PET in den meisten Fallen einen pH-Wert um pH = 7
oder dariiber voraussetzen, stellt die pH-Wert abhéngige Hydrolyse von Zr*-Lésungen eine
besondere Herausforderung an die Methodik dar.

Neben seiner Bedeutung als Radioisotop fiir die PET findet Zirconium héufig Anwendung
in der Herstellung von Keramiken und aufgrund seiner hohen Korrosionsbestidndigkeit in
metallischer Form im medizinischen Bereich als Material fiir Operationsgeschirr und

® In der Synthesechemie spielt Zirconium in der Form von

Implantate. !
Organometallkatalysatoren eine wichtige Rolle. Prominente Anwendungen sind dabei die
Olefinmetathese, Ring-6ffnende Polymerisationen oder die Verwendung von
Zirconiumverbindungen als Lewis-Sauren.® ! Auch im Kérper von Tieren und Menschen
findet sich Zirconium als Spurenelement in einer Vielzahl von Organen und auch im Blut
wieder (Tabelle 1-3).P7 Insbesondere der Nachweis von vergleichsweise hohen Zr-
Konzentrationen in Gewebeproben des Gehirns, einem besonders geschiitzten System des

Koérpers, kénnte auf eine noch unbekannte biologische Funktion des Metalls hindeuten. **

Tabelle 1-3: Aus ICP-OES oder ICP-MS Messungen bestimmte Konzentrationen an Zr in unterschiedlichen
Organen/Fluiden des menschlichen Kérpers. Alle Werte sind Mittelwerte aus Proben mehrerer Patienten (n = 1-5)
angegeben in pg/g Nassgewicht. (8

Zr [ug/g bezogen auf Nassgewicht]

Serum 0.68
Erythrozyten 6.18
Aorta 9.49
Fett 18.7
Gallenblase 13.9
Leber 6.28
Gehirn 2.61
Urin 0.00
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Die tdgliche Einnahme an Zirconium iiber die Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme wird
auf circa 4 mg geschiatzt. Im Gegensatz zu den meisten anderen Ubergangsmetallen wird
Zirconium nicht tiber die Nieren renal ausgeschieden. Diese exklusiv fakale Eliminierung
wird in der Literatur der Tatsache zugeschrieben, dass Zirconium eine starke
Bindungsaffinitit zu Proteinen aufweist, wodurch das Passieren des Filtrationssystems der
Niere erschwert wird.® Auch die Biodistribution unterschiedlicher intravends
zugefiihrter *Zr-Spezies wurde im Mausmodell untersucht.® Hierbei konnte fiir
Verbindungen wie *Zr-Chlorid (Abbildung 1-5 A) und *Zr-Oxalat (Abbildung 1-5 B) in
denen das Radiometall nur schwach gebunden vorliegt, im Knochengewebe auch nach
sechs Tagen noch sehr hohe Konzentrationen an Radioaktivitit nachgewiesen werden.
Diese erhohte Aufnahme in das Knochengewebe wird mit einem mdéglichen Austausch des
¥Zr-Kations gegen Ca”-lonen, welche einen &hnlichen Ionenradius aufweisen,

begriindet. !

B
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Abbildung 1-5: Biodistribution der Radioaktivitit nach intravendser Administration von [*Zr]zr-Chlorid und
[°Zr]Zr-Oxalat in weiblichen ,NIH swiss“-M&usen. Abkiirzungen: S.L: Diinndarm (small intestine), L.L: Dickdarm (large
intestine). Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Peter M. Smith-Jones. %]

Diese Affinitdt fiir eine Einlagerung in das Knochengewebe stellt die groRte
Herausforderung fiir die Verwendung von ¥Zr in der klinischen Praxis dar. Um das
Auftreten freier *Zr-lonen bei Administration der Radiotracer zu vermeiden muss das
Radiometall in einer geeigneten Form stabilisiert werden. Hierfiir bedient man sich der
Moglichkeit metallische Radioisotope in Form von Komplexen mit multidentaten
Chelatoren zu binden und somit eine Freisetzung in den Kreislauf zu verhindern oder auf

ein Minimum zu beschrinken.
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1.5. Chelatoren fiir die Komplexierung von Zirkonium

Bei der Entwicklung neuer Méglichkeiten zur Behandlung von Krankheiten dient die Natur
als eine wichtige Inspirationsquelle der pharmazeutischen und medizinischen Forschung
bei der Entwicklung neuer Behandlungsmdéglichkeiten. Bei der Suche nach geeigneten
Chelatoren fiir die Verwendung von *Zr in der klinischen Praxis muss ein

Anforderungsprofil bestehend aus mehreren Punkten erfiillt werden:

e Stabilitdt: Hohe kinetische und thermodynamische Stabilitit der gebildeten
Komplexe, um eine Freisetzung des Radiometalls in vivo zu verhindern
e Modularitit: Moglichkeit zur Funktionalisierung um den Komplex als bildgebende
Komponente an einen Targeting-Vektor anbringen zu konnen, um eine
zielgerichtete Diagnostik zu erméglichen
e Die Funktionalisierung darf die Affinitdt des Targeting-Vektors zu seinem Target
nicht beeinflussen und keinen nachteiligen Einfluss auf die pharmakokinetischen
Eigenschaften nehmen
e Milde Bedingungen fiir die Komplexierung: kein nachteiliger Einfluss auf den
Targeting-Vektor (Hydrolyse, Denaturierung, etc.)
Um diesen hohen Anforderungen gerecht zu werden und einen geeigneten Chelator fiir
eine klinische Anwendung von *Zr zu finden, wurden im Laufe der letzten 20 Jahre eine
Vielzahl von Chelatoren untersucht, entwickelt und optimiert. Im folgenden Abschnitt
werden einige Beispiele etablierter und neuer Chelatoren, sowie in die Ergebnisse von in
diesem Kontext durchgefiihrten in vitro und in vivo Studien vorgestellt.
Wie Zr* wird Fe*" als eine harte Lewis-Sdure klassifiziert und weifdt in seinen hexadentaten
und octadentaten Komplexen Ionenradien auf, welche denen des Zr* sehr hnlich sind. "
Aufgrund seiner Einordnung als hartes Metallkation und einer damit verbundenen
Priferenz fiir harte Donoratome, wie zum Beispiel Sauerstoff, wurde als logischer Schluss
die Naturstoffklasse der Siderophore eingehend in Bezug auf seine Fahigkeit zur
Komplexierung von *Zr untersucht. Siderophore sind eine Klasse von Naturstoffen, welche

in Bakterien, Pilzen und in manchen Pflanzen vorkommt (Abbildung 1-6). %!
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Abbildung 1-6: Strukturformeln ausgewihlter Siderophore. Die fiir die Komplexbildung relevanten Donoratome sind in
Rot hervorgehoben.

Es handelt sich um Chelatoren, welche eine hohe Affinitét fiir Metallionen aufweisen und
auf zelluldrer Ebene fiir den Transport und die Aufnahme von Eisen dienen.!" Die
Komplexierung des Eisens erfolgt bei Siderophoren meist mehrzdhnig iiber die
Sauerstoffatome von Hydroxamsiuren, Hydroxycarbonsduren oder Catecholen.! Der
am eingehendsten untersuchteste Vertreter aus der Gruppe der Siderophore ist
Desferrioxamin 9 (DFO), ein acyclisches Pseudopeptid, welches erstmals aus dem
Actinobakterium Streptomyces pilosus isoliert wurde und in einer Vielzahl von
Bakterienstimmen fiir die Aufnahme von Eisen in die Zelle dient.®* Dariiber hinaus wird
es als Antidot bei Eisenvergiftungen unter dem Handelsnamen Desferal® vertrieben, wobei
es trotz des ubiquitdren Vorkommens kompetitiver Eisenchelatoren im Kérper in der Lage

ist, Fe*-Ionen zu komplexieren, 1!

@
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Desferrioxamin (DFO)
9

Abbildung 1-7: Strukturformel von Desferrioxamin (DFO) 9 und postulierte Koordinationssphire des Zr-Komplexes 10
mit zwei zusitzlich gebundenen Wassermolekiilen zur Absittigung der Koordinationsstellen des Zr-Zentralatoms. [1°2

DFO9 zeichnet sich durch seine Bifunktionalitit aus, da es nicht nur drei
Hydroxamsduregruppen fiir die Komplexierung von Metallionen besitzt, sondern iiber
seine freie Aminofunktion eine Modifizierbarkeit nach Standardprotokollen erméglicht
(Abbildung 1-7). Obwohl Zirconium bevorzugt in Komplexen mit einer Koordinationszahl
von CN=8-9 vorliegt, weist der Zr-DFO-Komplex eine sehr hohe Stabilitit unter
physiologischen Bedingungen auf, wodurch es allgemeinhin auch als ,,Goldstandard* fiir

die Komplexierung von Zr gilt.!"**! Das Metall wird von DFO hexadentat iiber seine drei
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Hydroxamsduregruppen gebunden, wobei bisher noch keine Kristallstruktur des
Komplexes erhalten werden konnte und die genaue Komplexgeometrie daher noch
unbekannt ist. DFT-Berechnungen von HOLLAND et. al. geben berechtigten Grund zur
Annahme, dass die Koordinationsspahre des Zirkoniums durch zwei zusitzlich gebundene
Wassermolekiile als schwach gebundene Liganden abgesittigt wird."*? In einer der ersten
Studien mit DFO als Chelator fiir das Radiometall **Zr konnte von MErs et. al. eine schnelle
und vollstdndige Markierung des Liganden unter milden Bedingungen erreicht werden.
In folgenden Studien wurde dariiber hinaus die in vitro-Stabilitidt des Komplexes gegeniiber
Transmetallierung im Serum untersucht, wobei eine Demetallierung von ca. 2% nach
sieben Tagen festgestellt werden konnte.*? Dariiber hinaus konnte durch Verwendung
des Komplexes als Antikérperkonjugat im Mausmodell das Potential solcher immunoPET-
Radiopharmaka demonstriert werden (Abbildung 1-8).

A LNCaP (PSMA-positive)
30.0%ID/g

0.0%ID/g

3h 24h 48h 72h 9 h 120h 144h
6.09 13.65 15.85 20.49 18.81 22.49 25.89 T/M ratio

Abbildung 1-8: immunoPET-Aufnahmen des Antikérperkonjugats #Zr-DF0-]J591 zur selektiven Darstellung PSMA-
positiver LNCap-Tumorzelllinien. Injektion von 200 pL des Tracers in steriler Salzlosung in Mause mit
xenotransplantierten LNCaP-Tumoren und anschliefende Aufnahme der PET Bilder iiber einen Zeitraum von 144 h.
ID/g = Injizierte Dosis/g Kérpergewicht; T/M ratio = Tumor zu Muskel Verhéltnis. 12

Aufbauend auf diesen Pionierarbeiten wurde im Laufe der letzten zwei Dekaden eine ganze
Bandbreite an *Zr-DFO-basierten Radiopharmazeutika fiir die immunoPET entwickelt. Bis
heute wurden fiir ¥Zr-basierte Praparate 75 klinische Studien durchgefiihrt von denen
lediglich drei in die dritte klinische Phase iibernommen wurden und es bis heute keine
Zulassung fiir die Verwendung von *Zr in Radiopharmazeutika gibt. " Zuriickzufiihren ist
dies auf die nicht ausreichende Stabilitit der *Zr-DFO-Konjugate, welche zwar eine sehr
hohe invitro Stabilitdit aufweisen, jedoch invivo keine ausreichende Stabilitdt zeigen.
Insbesondere die Affinitit der aus dem DFO-Komplex frei werdenden *Zr*-Ionen fiir das
Knochengewebe, mit Wiederfindungswerten von mehr als 10% der injizierten Dosis (ID/g)
im Knochen, machen den Chelator fiir eine Anwendung im klinischen Alltag

unbrauchbar, [10% 105-107]
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Weiterentwicklungen von DFO
Als hauptursidchlich fiir die unzureichende Stabilitit der *Zr-DFO Komplexe wird die
fehlende Absittigung der Koordinationssphidre des Zirconiums durch den sechszidhnigen
Liganden angesehen. Um eine vollstindige Absittigung zu garantieren wird als Ansatz fiir
die Entwicklung neuer Chelatoren ein octadentates Komplexierungsmuster gewihlt. So
wurde von PATRAet.al. ausgehend von DFO9 durch Anbringen einer weiteren
Wiederholungseinheit 11 der Naturstoff um eine weitere Hydroxamsdurefunktion
erweitert und eine achtzdhnige Version, welche als DFO* 12 betitelt wurde, erhalten

(Schema 1-1).08

0
N H
N N P
(0] )
OH o
N
0 HO

HNT N 0N o)

) H N

OH N OH

o Ho
o
/\/\/\
DFO o N N H
9 OH N
o}

+

DFO*
(0]
12
AN OH
HoN N
OH (0]

1"

Schema 1-1: Schematische Darstellung der Synthese von DFO* 12 aus DFO 9 und der pseudopeptidischen
Repetitionseinheit 11, 18!

DFO* 12 zeigt, wie auch DFO 9, eine duf3erst effiziente Kinetik des Radiolabellings mit einer
Markierung von 99% des Liganden mit *Zr nach zwei Stunden. In Untersuchungen zur
Stabilitdt gegeniiber Transmetallierung in vitro gegen einen 3000-fachen Uberschuss an
DFO 9 zeigt DFO* 12 eine exzellente Stabilitit von mehr als 90% intaktem Komplex nach
24 h. In weiteren Studien von Vucrs et. al. wurden priklinische Studien mit DFO*-
Trastuzumab-, einem humanisierten monoklonalen Antikérper, welcher an HER2-
Rezeptoren bindet, und DFO-Trastazumab Konjugaten durchgefiihrt.!'®"! Sowohl in
in vitro als auch in vivo Experimenten konnte dabei eine deutlich bessere Performance des
octadentaten Liganden, respektive seiner Stabilitdt, demonstriert werden. Wahrend die
Blutkldarungsrate und die Aufnahme in das Tumorgewebe fiir beide Konjugate vergleichbar
war, konnte eine deutliche Verringerung der Aufnahme von *Zr in das Knochengewebe bei
Verwendung von DFO* beobachtet werden (Abbildung 1-9). Wihrend die Aufnahme ins
Knochengewebe nach 24 h fiir beide Konjugate dhnlich war (1:1.5), zeigte sich fiir das DFO-

14
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Konjugat ein kontinuierlicher Anstieg der ID/g iiber die nichsten 120 h. Fiir das DFO*-
Konjugat konnte hingegen ein Riickgang der ID/g im Knochen beobachtet werden, sodass
das Verhiltnis der Aufnahme von radioaktivem Material nach 144 h bei ca. 1:5 (DFO*:DFO)

lag.

Abbildung 1-9: Koronale PET-Aufnahmen von Mausen mit N87-Karzinomen (xenotransplantierte Cervixdysplasien) 72 h
nach einer Injektion von 2 MBq DFO*-Trastuzumab (a) oder DFO-Trastuzumab (b). Tumorgewebe ist mit weiRen Pfeilen
gekennzeichnet. Aufnahme des Radiometalls in das Knochengewebe mit gelben Pfeilen. 11!

Ein mdoglicher Nachteil von DFO* 12 scheint in der Synthese und Reinigung seiner
Biokonjugate zu liegen, da es sich als duerst schlecht in Wasser 16slich zeigte. Da sowohl
die Konjugation des Target-Vektors als auch die Komplexierung des Radiometalls
notwendigerweise in wissrigem Medium erfolgen miissen ist die Loslichkeit der Liganden
ein wichtiger Punkt fiir die Etablierung neuer Liganden. Als Ansatz fiir die Erh6hung der
Loslichkeit wurden nahezu zeitgleich von RicHARDSON-SANCHEZ et. al. und BriaND et. al. eine
Reihe vollstidndig wasserloslicher DFO- 13 bzw. DFO*-Derivate 14 vorgestellt, welche sich
durch zusitzliche Ethergruppen im Riickgrat des linearen Pseudopeptids auszeichnen

(Abbildung 1-10).

)L HoN )J\
B LU !
OH O\L o 0 I o]
N H N
N H
(@) N. (0]
)HYO ) )H\(
_N
0 HO/Nj 0 HO ]
(0]
HN/\/O\/\N o o NN o)
2 ‘ H H ‘ HQ
OH N OH N
e} (6]
oxoDFO oxoDFO*
13 14

Abbildung 1-10: Strukturen der von RICHARDSON-SANCHEZ et.al. und BrianD et. al. entwickelten vollstindig
wasserldslichen Varianten oxoDFO 13 und oxoDFO* 14, 11112
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Zur Darstellung wurde von RICHARDSON-SANCHEZ et. al. ein semisynthetischer Ansatz
gewidhlt, fiir den Bakterien des Typs Streptomyces pilosus anstatt ihres nativen Substrates
1,5-Diaminopentan, den Diaminoether Oxybis(ethanamin) erhielten.!™ ! Durch
anschlieRende posttranslationale Kettenverldngerung von oxoDFO 13 konnte oxoDFO* 14
erhalten werden." Im Gegensatz dazu setzten BRIAND et. al. auf einen Syntheseweg iiber
Festphasenpeptidsynthese, welcher sich durch eine hohe Effizienz und gute Ausbeuten
auszeichnet. " Eine anschlieRende Evaluation der Verbindungen auf ihre Fihigkeit *Zr zu
binden blieb jedoch aus.

In dhnlicher Weise zu DFO* 12 wurden von weiteren Gruppen octadentate DFO-Analoga
entwickelt. Hierbei wurde die einfache Modifizierbarkeit der terminalen Aminogruppe des
DFO fiir die Anbringung weiterer Donorgruppen, wie zum Beispiel Squaramid-Ester,

Hydroxypyridinone (HOPO) oder Hydroxypiperidinone, verwendet (Abbildung 1-11).

NCS

DFO-HOPO DFOcyclo DFOSq
15 16 17

Abbildung 1-11: Octadentate Weiterentwicklungen von DFO. Links: DFO-HOPO 15 mit zusitzlicher Hydroxypyridinon-
Einheit unter Verlust der Modifikationsméglichkeit. ') Mitte: Hydroxypiperidinone Variante DFOcyclo* 16 mit
zusitzlicher Seitenkette und Phe-NCS-Funktion zur Konjugation von Targeting-Vektoren. '™ Rechts: DFOSq 17 um
Squaramid-Ester erweiterter Ligand mit Mdglichkeit zur Konjugation durch Reaktion mit Amin-Seitenketten des
Targeting-Vektors und dem Squaramid-Ester. ['1¢]

ALLOT et. al. stellten 2017 den neuen Liganden DFO-HOPO 15 vor, welcher nach der von
PATRA et. al. zur Synthese von DFO* 12 verwendeten Methode dargestellt wurde.'* Neben
guten radiochemischen Ausbeuten fiir das Labelling mit *Zr konnte in Mausmodell eine
sehr gute Blutkldrungsrate und eine Stabilitit des Komplexes von >99% demonstriert
werden. Da durch die Anbringung der HOPO-Funktion an der Aminogruppe keine weitere
Konjugation mit Targeting-Vektoren moglich ist, ist eine Verwendung des Liganden in
dieser Form fiir die weitere klinische Anwendung ausgeschlossen. Als achtzdhnige und
zusdtzlich konjugierbare DFO-Analoga wurden die beiden Derivate DFOSq 17 und
DFOcyclo* 16 prisentiert. Wiahrend RupD et. al. mit ihrem Squaramid-Derivat zwar eine
schnellere Labelling-Kinetik, bessere Loslichkeit und eine leicht verbesserte invivo

Stabilitdt im Gegensatz zu DFO 9 demonstrieren konnten, wurde ein Vergleich zu DFO* 12

16
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16l Im Gegensatz dazu konnten RAAVE et.al. mit DFOcyclo*-*Zr ein

nicht aufgefiihrt.!
Derivat vorstellen, welches als Trastuzumab Derivat DFO 9 deutlich iiberlegen und DFO* 12

ebenbiirtig in Hinblick auf in vivo Stabilitdt, Blutklarungsrate und Aufnahme von *Zr in das

Knochengewebe ist (Abbildung 1-12). 1!

8Zr-DFO- 89Zr-DFOcyclo*- 89Zr-DFO*-
trastuzumab trastuzumab trastuzumab

Abbildung 1-12: PET/CT-Aufnahmen von Miusen mit xenotransplantierten HER2* SKOV-3 oder HER2- MDA-MB-231
Tumoren 168 h nach Injektion von 5 MBq der Radiotracer ®Zr-DFO-trastuzumab, *Zr-DFOcyclo*-trastuzumab bzw.
7r-DFO*-trastuzumab. [115]

Fusarinin C und Desferrichrom als mégliche Chelatoren fiir *Zr

Neben DFO 9 wurden auch andere Siderophore auf ihre Fihigkeit *Zr zu komplexieren
untersucht. Zur Erh6hung der Stabilitdt infolge des makrocyclischen Effekts wurde von
ZHal et. al. das aus dem Pilz Aspergillus fumigatus stammende cyclische Siderophor
Fusarinin C 7 (Abbildung 1-6) eingehend untersucht.”! Im Gegensatz zu den meisten
Studien fand die Evaluation des Liganden mit dem spezifisch an Integrine bindenden
Protein cRGD statt,!"'*'%! Wie postuliert, konnte die Gruppe eine erhdhte Stabilitit des
makrocyclischen  *Zr-FSC(succRGD)s-Konjugates invivo gegeniiber dem korres-
pondierenden DFO-Derivat demonstrieren. Eine Weiterentwicklung des Liganden wurde
2019 prdsentiert, wobei durch Anbringen von Bernsteinsidure-Fragmenten an den freien
Aminogruppen eine octadentate Koordination des *Zr, bei gleichzeitigem Erhalt der
Modifizierbarkeit, realisiert werden konnte. !

Die dritte in Hinblick auf eine Komplexierung von *Zr untersuchte Gruppe von
Siderophoren stellen die Ferrichrome dar. Es handelt sich dabei um cyclische oder
acyclische Polyornithine, welche an Stelle einer terminalen Aminogruppe eine

Hydroxamsdure tragen (Abbildung 1-13).
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Abbildung 1-13: Polyornithin-basierte Chelatoren fiir ®Zr. Cyclische Form 18, Hexadentate acyclische Form 19 und
octadentate acyclischer Ligand 20.

Trotz der makrocyclischen Struktur von Desferrichrom 18 und einer zusitzlichen
Hydroxamsdurefunktion im Tetra-Ornithinhydroxamat 20 konnte fiir keinen der Liganden
eine Verbesserung der Stabilitdt in vitro und invivo im Vergleich zu DFO 9 beobachtet
werden, ']
Etablierte Makrocyclen als mégliche Liganden fiir *Zr

Cyclen- und Cyclam-basierte Makrocyclen sind eine der am haufigsten verwendeten
Komplexbildner fiir zwei und dreiwertige Metallkationen und gehoren in der
medizinischen Diagnostik, wie zum Beispiel in der MRT, als Kontrastmittel zum klinischen
Alltag."”! Der wohl meist untersuchte Vertreter dieser Gruppe ist 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure 21 (DOTA), welcher aufgrund seiner
rigiden Kifigstruktur eine auflerordentlich hohe kinetische und thermodynamische
Stabilitét in seinen Metallkomplexen aufweist. Im Gegensatz zu den zuvor vorgestellten
Liganden kommt in DOTA 21 ein Satz aus vier Sauerstoff- und vier Stickstoffatomen als
Donoratome fiir das Metallion zum Einsatz. Aufgrund der Klassifizierung von Zr* als hartes
Metallion wurde zunéchst angenommen, die weichen Stickstoffatome und damit DOTA 21
selbst, seien fiir die Komplexierung von Zr" ungeeignet."*! PANDYA et. al. waren erstmals
in der Lage *Zr mit DOTA 21 zu komplexieren und konnten in ersten in vitro und in vivo

Stabilitdtsstudien eine aulerordentliche Stabilitdt der erhaltenen Komplexe beobachten
(Abbildung 1-14).0%]
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DOTA

Abbildung 1-14: Strukturformel von DOTA 21 und von PaNDYA et. al. erhaltene Kristallstrukturformel des **Zr-DOTA
Komplexes mit octadentater Chelatisierung. [1%°]

Ein moglicher Grund fiir die spite Entdeckung von DOTA 21 als Chelator fiir ¥Zr ist das
unkonventionelle Protokoll, welches fiir die Markierung des Liganden mit *Zr notwendig
ist. Die inerte Kafigstruktur ist fiir die Komplexbildung mit Zr ein entscheidender Nachteil,
da die gebildeten Komplexe zwar sehr stabil sind, eine Bildung des Komplexes erst bei
Erhitzen auf 90 °C iiber einen Zeitraum von 45 Minuten erreicht wird. Diese Bedingungen
sind fiir eine Verwendung in Kombination mit biologischen Targeting-Vektoren nicht
vereinbar. Fiir eine Verwendung von DOTA 21 in Kombination mit zum Beispiel
Antikorpern miisste die Markierung mit *Zr vor der Konjugation erfolgen, was einen nicht
unbetridchtlichen technischen Aufwand fiir die folgenden Reinigungs- und
Syntheseschritte bedeuten wiirde. Dariiber hinaus weist DOTA 21 in dieser Form keine
Moglichkeit fiir eine Konjugation von Targeting-Vektoren auf und es zeigte sich, dass die
Zr-Komplexe bei Verwendung einer der freien Carbonsdurefunktionen zu einer Zersetzung
durch Hydrolyse neigen."”! Eine mégliche Alternative kénnten die von KRIEMEN et. al.
entwickelten Azid-Derivate darstellen, welche eine Konjugation der DOTA-Grundstruktur
mittels Click-Chemie erméglichen."'#! In einer weiteren Studie von Boros et. al. wurde
eine Reihe von Cyclam-Derivate auf ihre *Zr-Komplexierung untersucht.'” Die
Carboxylgruppen wurden hierbei gegen Hydroxamsdurereste unterschiedlicher
Kettenldngen ausgetauscht und dariiber hinaus auch eine bifunktionale Variante mit

Mdglichkeit zur Konjugation von Targeting-Vektoren entwickelt (Abbildung 1-15).
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Abbildung 1-15: Strukturformeln der von Boros et.al. entwickelten Cyclam-Hydroxamsdure Liganden fiir eine
octadentate Chelatisierung L3 22 (links) und als bifunktionaler Chelator mit Konjugationsstelle L5 23 (rechts).[*!

Entgegen der in der Kristallstruktur fiir Zr-DOTA gezeigten Koordination, sollte die
Chelatisierung der Cyclam-Hydroxamsdurenl3 22 und L523 Ergebnissen von
durchgefiihrten DFT-Rechnungen ausschliefllich iiber die Hydroxamsduren erfolgen,
wobei das Zentralatom oberhalb des Cyclam-Rings positioniert ist. Obwohl dadurch eine
bessere Kinetik der Radiomarkierung erreicht werden konnte, zeigte nur eine geringe
Verbesserung der Stabilitit gegeniiber DFO in in vitro Experimenten. Dariiber hinaus erwies
sich das hexadentate Derivat L5 23 als duflerst labil gegeniiber Hydrolyse, wodurch eine
hohe Wiederfindungsrate des Radiometalls von 19% im Knochengewebe im Mausmodell

beobachtet wurde.

De novo Synthese neuer *Zr-Chelatoren
Neben der Entwicklung neuer Liganden basierend auf bekannten Grundgeriisten ist die
de novo Synthese neuer multidentater Chelatoren ein wichtiges Werkzeug um *Zr fiir die
PET nutzbar zu machen. So wurden 2015 die beiden HOPO-basierten Chelatoren YM103 24
von Maetal. und HOPO-L°25 von Deriet.al. vorgestellt (Abbildung 1-16).
ErwartungsgemdR zeigte der hexadentate Ligand aufgrund der unzureichenden
Absittigung der Koordinationsspdhre eine unzureichende invivo Stabilitit mit einer
Wiederfindungsrate an radioaktiver Dosis von iiber 25% nach 7 Tagen."™! Im Gegensatz
dazu konnte fiir den Liganden HOPO-L® 25 mit einer octadentaten Chelatisierung in in-vitro
Experimenten sehr hohe Stabilititen gegeniiber Transchelatisierung gegen andere
Chelatoren und Metallionen demonstriert werden. Dariiber hinaus zeigte sich eine sehr
gute Blutkldrungsrate in einer in vivo Studie im Mausmodell mit keiner Aufnahme von *Zr

in das Knochengewebe nach 24 h.
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Abbildung 1-16: Strukturformeln der Hydroxypyridinon-basierten Chelatoren YM103 24 (links) und HOPO-L® 25
(rechts). 30131

Basierend auf diesen Ergebnissen folgte die Entwicklung eines bifunktionalen Derivates,
welches durch Alkylierung einer der Amidgruppen dargestellt werden konnte. Im
Vergleich von diesem *Zr-HOPO-Trastuzumab Konjugat mit einem *Zr-DFO-Trastuzumab
zeigte sich zwar eine verringerte ID/g der Aufnahme in das Knochengewebe, allerdings
wurde auch eine deutlich niedrigere Aufnahme des HOPO-Trastuzumab-Derivates in das

Tumorgewebe beobachtet. [*!

1.6. Fazit

Die Suche nach geeigneten Chelatoren fiir das Radionuklid ®Zr um eine
hochleistungsfahige und personalisierte Diagnostik mittels immunoPET zur erméglichen
ist ein wichtiges Forschungsfeld im Bereich der Radiopharmazie. In den letzten zwei
Dekaden wurde eine Vielzahl an méglichen Kandidaten entwickelt, von denen einzelne
Kandidaten im vorherigen Kapitel eingehender behandelt und bewertet wurden. Trotz
unzdhliger priklinischer und insgesamt 75 klinischen Studien gibt es bis heute kein
zugelassenes Radiopharmakon, welches auf *Zr basiert. Die besondere Schwierigkeit liegt
in der komplizierten Komplexchemie des Radiometalls, sowie seiner teils noch
unbekannten Rolle als Spurenelement im Korper. Daraus resultiert eine schlechte
Extrapolierbarkeit von in vitro Studien zum tatsdchlichen Verhalten der Komplexe in vivo,
sei es im Mausmodell oder in klinischen Studien im Mensch. Wahrend der Vorrang
bisheriger Kandidaten auf der Entwicklung moglichst stabiler Chelatoren lag, zeigt sich
nicht zuletzt durch die ausfiihrlichen Studien der ¥Zr-HOPO-Trastuzumab Konjugate, dass
auch die pharmakokinetischen Eigenschaften neuer Liganden einen entscheidenden
Einfluss auf die Performance selbiger haben. Die Entwicklung duferst stabiler Liganden,

welche die Pharmakokinetik der konjugierten Targeting-Vektoren nicht beeinflussen
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bleibt daher ein wichtiges Forschungsgebiet der radiopharmazeutischen

Wirkstoffentwicklung.
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2. Aufgabenstellung und Planung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Planung und Synthese neuartiger Chelatoren fiir
die Entwicklung *Zr-basierter PET-Radiotracer. Im Gegensatz zu bekannten Ansitzen
sollte hierbei auf ein vollstindig modulares Konzept zuriickgegriffen werden. Dies erlaubt,
den Liganden gezielt an spezifische Anwendungen angepasst modifizieren zu kdnnen

(Abbildung 2-1).
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Abbildung 2-1: Naturstoff Desferrioxamin B9 aus Streptomyces pilosus (links), von MAISON et. al. entwickeltes
peptidisches Analogon 26 (rechts).

Als strukturelles Vorbild fiir die Entwicklung des Liganden diente der Naturstoff
Desferrioxamin B9 aus der Gruppe der Siderophore. Durch die Verkniipfung von
a-Diaminosduren mit B- oder y-Aminosduren lidsst sich ein an den Naturstoff angelehntes
Oligopeptid 26  realisieren, welches sich durch zusitzliche Amine als
Funktionalisierungsmoglichkeiten auszeichnet. DFO 9 besteht aus Diaminopentan-
Bernsteinsdure-Fragmenten in einer alternierenden Abfolge von C5- und C3-Einheiten
zwischen den Hydroxamsdure-Einheiten. Dieses Motiv kann durch die Verwendung von L-
Lysin 28, gekuppelt an B-Alanin 29, imitiert werden, welche in Form eines dipeptidischen
Bausteins 27 multimerisiert werden kénnen (Schema 2-1). Dariiber hinaus kann durch die
Verwendung unterschiedlicher Aminosduren, wie beispielsweise L-Ornithin 30 oder
y-Aminobuttersdure 31 (GABA), der Abstand zwischen den Hydroxamsiuren variiert
werden. Somit kann eine mogliche Abhingigkeit der Stabilitit der erhaltenen
Zirconium-Komplexe von der Positionierung der Hydroxamsduren im Backbone

untersucht werden.
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5-3-Alternierung 5-3-Alternierung
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Schema 2-1: Retrosynthetische Analyse fiir den Aufbau des Analoga-Backbones, sowie verschiedener Derivate unter-
schiedlicher Kettenldngen.

In der Entwicklung neuer PET-Anwendungen sind insbesondere zielgerichtete Methoden
von hoher Relevanz. Durch den modularen Aufbau des Liganden konnen Targeting-
Vektoren fiir Krankheitsmarker, wie z.B. Antikorper, Oligopeptide, etc. iiber den C- oder
N-Terminus konjugiert werden. Um eine negative Beeinflussung des Targeting-Vektors
durch den Chelator zu minimieren, sollte am C-Terminus eine zusitzliche
Aminohexansdure-Kette als Spacer installiert werden.

Wie bereits in fritheren Arbeiten von MaisoN et. al. und FrRANGIONI et. al. gezeigt, bieten
zwitterionische Gruppen, welche kovalent am Tracer gebunden werden, die Mdglichkeit
das Signal-zu-Rauschen Verhiltnis um ein Vielfaches zu erhéhen, da eine unspezifische
Bindung des polaren, zwitterionischen Radiotracers an Serumproteine im Blut minimiert
wird. 1% 132131 7y, diesem Zweck sollte die a-Aminosdurefunktion mit einer Azid-Seitenkette
versehen werden. Somit kdnnten iiber eine bioorthogonale Funktionalisierung, mittels
1,3-dipolarer Azid-Alkin-Cycloaddition, funktionelle Gruppen zur Verbesserung der

pharmakologischen Eigenschaften am Chelator installiert werden (Schema 2-2).
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Schema 2-2: Abgekiirzte retrosynthetische Analyse des geplanten Chelatoren.

Der modulare Aufbau des Liganden mittels Peptidkupplungs-Methoden erméglicht es,
sowohl die dem DFO analogen, trimeren Derivate 26, sowie tetramere Hydroxamsduren 31
zu erhalten.Durch solche tetrameren Liganden sollte die Koordinationssphire des
Zirconiums vollstindig abgesidttigt werden und somit eine erhdhte Stabilitit des
Komplexes erreicht werden (siehe Abschnitt 1.5).0

Nach Synthese verschiedener Liganden, sollte zudem die Kinetik der Komplexbildung
evaluiert werden. Dariiber hinaus sollte in einem Transmetallierungs-Assay die Stabilitét

der erhaltenen Komplexe mit der von DFO verglichen werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Synthese der Chelatoren wurde ein modularer Ansatz gewédhlt, bei dem
funktionalisierte dipeptidische Monomer-Bausteine mit einer méglichst kurzen Synthese-
Sequenz aus giinstigen Startmaterialien synthetisiert werden sollten. Mit diesen
Bausteinen sollte im Folgenden das peptidische DFO-Analogon durch sequenzielle

Peptidkupplung der Monomer-Bausteine synthetisiert werden

3.1. Entwicklung der Schutzgruppenstrategie

Bei den modularen Monomer-Bausteinen handelt es sich um hochfunktionalisierte

Peptide 38, welche sich in drei grundlegende Fragmente zerlegen lassen (Schema 3-1).

o} O o O o
i + N
HN,,_O OH NH, OH

Jj 38 39 H 40

N3

o] o] o]
-+
HOW\NHZ <:] HOWNH HOMNHZ
NH, NH OH

2
43 M 42

Schema 3-1: Retrosynthetische Analyse der zu synthetisierenden Monomer-Bausteine 38 mitn=1,2und m=1, 2.

Um eine orthogonale Modifikation des Liganden zu erméglichen sollte an der a-Position
des Monomers 38 eine Azid-tragende Seitenkette eingefiihrt werden, welche einen Zugang
zu  bioorthogonaler  Azid-Alkin-Cycloaddition = ermdglicht.  Hierfiir  sollte
y-Azidobuttersdure 40 verwendet werden. Das Riickgrat der Monomere kénnte durch eine
Peptidkupplung der entsprechenden Hydroxylamine 41 mit einer kurzkettigen
Aminosidure 42, wie z.B. B-Alanin oder y-Aminobuttersdure erhalten werden. Das
Hydroxylamin 41 wiederum ldsst sich durch Oxidation der entsprechenden
a -Diaminoséure 43 erhalten.

Aufgrund der hohen Dichte an funktionellen Gruppen in den gewéhlten
Ausgangsverbindungen, war die Entwicklung einer geeigneten Schutzgruppenstrategie

entscheidend (Schema 3-2).

o o o o 0
PG1OM>H/\NH2 PG10WNH + HOWNHPG4 'PG1OWNWNHPG4
NHPG2 NHPG2 OPG3 NHPG2 OPG3

44 45 46 47
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Schema 3-2: Syntheseschema zur Entwicklung der Schutzgruppenstrategie (Teil A) mitn=1,2undm=1, 2.

Die ausgewdhlten Ausgangsverbindungen 44 tragen neben einer Carboxylgruppe, zwei
Aminofunktionen. Die Schliisselschritte der Synthese stellen die Bildung des
Hydroxylamins 45 und die anschlieRende Peptidkupplung an der terminalen
Aminofunktion dar. Dies macht es notwendig, beide Aminofunktionen orthogonal
zueinander zu schiitzen, um diese jeweils selektiv modifizieren zu kénnen. Dariiber hinaus
muss die Hydroxygruppe des Hydroxylamins 45, beziehungsweise der Hydroxamsidure 47,
bis zum Schluss der Synthese geschiitzt bleiben, um Nebenreaktionen zu vermeiden. Dies
stellt eine besondere Anforderung an die Schutzgruppe PG3, da sie sowohl die
Bedingungen zur  Abspaltung der anderen  Schutzgruppen, sowie die
Reaktionsbedingungen aller folgenden Synthesestufen tolerieren muss.

Um  die Peptid-Synthese nach dem  Fmoc-Protokoll  (abgeleitet  von
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-) ~ durchfilhren = zu  kénnen und  eine
Festphasensynthese des Liganden zuginglich zu machen, wurde als Schutzgruppe PG4 des
N-Terminus die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe gewdhlt. Somit ergibe sich die
Moglichkeit fiir PG1 und PG2, welche orthogonal zu PG3 und PG4 sein miissen, als
sdurelabile Schutzgruppen in Form des tert-Butylesters (OtBu) bzw. des
tert-Butyloxycarbonyls (Boc) einzufithren. Unter Beriicksichtigung dieses Vorgehens,
ergdbe sich als orthogonale Schutzgruppe fiir die Hydroxamsdure-Funktion PG3 eine
hydrolytisch labile Benzoyl- bzw. in der Folge eine hydrogenolytisch labile
Benzyl-Schutzgruppe, welche im letzten Schritt der Synthesesequenz vor einer
Komplexierung entfernt werden kénnte und alle vorangegangenen Reaktionsbedingungen
tolerieren konnte. Nach Peptidkupplung zu Dipeptid 47 kénnten die Carbonyl- und
a-Aminofunktion freigelegt werden um die Azid-tragende Seitenkette einzufiihren und

somit die Monomer-Einheit 49 (analog 38) zu erhalten (Schema 3-3).

PG1OW WNHPG44> W WNHPGI" HOM 3

NHPG2 OPG3 OPG3

47 48 40

|

\iL OPG3

N3
49

Schema 3-3: Syntheseschema zur Entwicklung der Schutzgruppenstrategie (Teil B).
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3.2. Syntheseplanung der Monomerbausteine

Fiir die entwickelte Synthese und Schutzgruppenstrategie wurden in Folge die kommerziell
erhiltlichen Aminosduren L-Ornithin und 1-Lysin als Grundbausteine gewdhlt. Aus
Kostengriinden und der Skalierbarkeit der Synthese wurden die a- Boc- und terminal als
Cbz-geschiitzte Derivate 50, 52 erworben, welche in die entsprechenden tert-Butylester
tiberfiihrt und die terminalen Aminofunktionen in der Folge hydrogenolytisch freigelegt

werden kénnen (Schema 3-4).

(0] (@]
W P'S 1. Synthese des Esters )( M
HO N O (@) NH

2. Hydrogenolytische Spaltung

HN\O?; H U HN\O?;

(0] (0]

H
N 1. Synthese des Esters )( MNH
HO)K;/\/\/ \ o - 2

2. Hydrogenolytische Spaltung

HN.___O fo HN.___O
Y Y
0 gj 0#/

52 53

Schema 3-4: Ausgangsverbindungen der Synthese sowie geplante Synthesestrategie zur Bildung der terminalen
primdren Amine.

Zur Oxidation von primédren Aminen zu den korrespondierenden N-Alkylhydroxylaminen
stehen eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung, auf die im Folgenden genauer
eingegangen wird (Schema 3-5). HEYDARI et. al. stellten mittels katalytischer Oxidation von
primdren Aminen durch 10mol% Na,WO, in Anwesenheit eines Urea-H,0,-Komplexes
selektiv die entsprechenden terminalen N-Alkylhydroxylamine 54 in guten Ausbeuten
her, s

Ebenso lassen sich nach WiTTmaN et. al. mittels Oxidation durch 2,2-Dimethyldioxiran
(DMDO) die freien Hydroxylamine darstellen, wobei hiufig eine ,,Uberoxidation” zu den
entsprechenden Oximen beoachtet wird.™** Die Verwendung von Peroxosiuren wie meta-
Chlorperbenzoesdure (mCPBA) zur Herstellung von Hydroxylaminen wurde erstmals von
MURAT et. al. in der Totalsynthese des Antitumor-Reagenz PM-94128 vorgestellt. Eine
Weiterentwicklung dieser Methodik, ist die vorangehende selektive Cyanomethylierung
mit anschliefender Oxidation zu den korrespondierenden Oximen von TokUYAMA et. al.
Durch anschlieRende Hydrolyse mit Hydroxylamin-Hydrochlorid ldsst sich eine groRe
Bandbreite an Startmaterialien zu primidren, sekundiren und tertidren (chiralen)

N-Alkylhydroxylaminen in guten bis sehr guten Ausbeuten umsetzen.
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Schema 3-5: Syntheseschema zur Herstellung von N-Alkylhydroxylaminen ausgehend von priméren Alkylaminen.

Ein weiteres Beispiel fiir die Verwendung von mCPBA bei der Darstellung von
Hydroxylaminen ist die von WovkuLicHet.al. entwickelte Hydrolyse von
Oxaziridinen 61."*"! Hierbei werden zunichst durch Umsetzen des primiren Amins mit
p-Anisaldehyd in Anwesenheit von MgSO, und anschlieBender Oxidation mit mCPBA die
entsprechenden Oxaziridine 61 erhalten. Durch anschliefende Hydrolyse mit
Hydroxylamin-Hydrochlorid lassen sich die korrespondierenden N-Alkylhydroxyl-
amine 62 erhalten. Wie von TICKELL et. al. in weiteren Studien demonstriert, ldsst sich mit
dieser Methodik eine groe Bandbreite Aminen, auch stereoselektiv, zu den
korrespondierenden Hydroxylaminen iiberfiihren."*® Hierbei ist anzumerken, dass die
vorgestellten Ausbeuten bei der Darstellung von N-Alkylhydroxylaminen im Gegensatz zu
N-Benzylhydroxylaminen deutlich geringer waren. Als weiteres klassisches
Oxidationsmittel l4sst sich auch Oxone® (Kaliumperoxomonosulfat) verwenden. In einem
Artikel von FIeLDs et. al. berichteten die Autoren, dass sich primdre Amine in einem
Losungsmittel-freien System aus SiO, und Oxone® unter Mikrowellen-Bedingungen zu den
korrespondierenden Hydroxylaminen 60 umsetzen lassen. Neben Alkylaminen konnten
die Autoren ebenso Ng-Boc-L-Lysin zum korrespondierenden Ne-Hydroxylamin umsetzen,

allerdings erfolgte in dieser Synthese eine Aufarbeitung mit Trifluoressigsdure (TFA),
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sodass ein Riickschluss auf den Erhalt der Schutzgruppe, unter den verwendeten
Reaktionsbedingungen, nicht gezogen werden kann.

Allen bisher genannten Methoden gemein, ist die Verwendung starker Oxidationsmittel
unter teilweise harschen Reaktionsbedingungen. Ebenfalls ist hiufig eine anschlieRende
Hydrolyse mit Hydroxylamin-Hydrochlorid unter harschen Bedingungen notwendig um
die freien N-Alkylhydroxylamine =zu erhalten. Durch die zuvor entwickelte
Schutzgruppenstrategie, welche vorsieht die Diaminosduren als No-Boc, tert-Butylester zu
verwenden, konnte es hierbei zu Komplikationen und gréReren Ausbeuteverlusten
kommen. Somit wurden Methoden in welchen das Produkt nur durch Umsatz mit
Hydroxylamin-Hydrochlorid bei hohen Temperaturen erhalten werden kann als
Moglichkeiten ausgeschlossen. Um nach anschlieRender N-Acylierung nicht die freie
Hydroxamsdure zu erhalten miisste des Weiteren eine ,,one-pot“-O-Alkylierung des
Hydroxamates durchgefithrt werden. Alternativ kénnte durch die Verwendung von
Carbonyldiimidazol eine selektive O-Acylierung des Hydroxylamins vorgenommen werden

(Schema 3-6).1

0] O

H Ho§
OH NN —_—
\;} + g N R/N‘O)b

63 65 66 67

(0]
1

Schema 3-6: Selektive 0-Acylierung von Hydroxylaminen nach GErrke et. al.[**! Neben Benzoesiure lassen sich auch
Benzoesiure-Derivate, Pivalinsidure und andere Carbonsiuren verwenden.

Verbindungen des Typs 67 lassen sich alternativ auch direkt aus primdren Aminen nach
ZINNER et. al. durch Reaktion mit Diacyl-Peroxiden, wie beispielsweise Benzoylperoxid,
herstellen (Schema 3-5).0%) AnschlieRende Aufarbeitung mit wissriger HCI liefert das
korrespondierende Hydroxylamin-Hydrochlorid, wohingegen eine basische Hydrolyse die
freien Hydroxylamine liefert. Da die Synthese der freien Hydroxylamine in diesem Schritt
der Synthese noch nicht notwendig wire, wurde diese Methode fiir diese Synthesesequenz
gewdhlt, da unter milden Reaktionsbedingungen in akzeptablen Ausbeuten die

0-Acylierten Hydroxylamine erhalten werden kénnten (Schema 3-7).
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Schema 3-7: Ausgangsverbindungen der Synthese sowie geplante Synthesestrategle zur Bildung der
Hydroxylamin-Bausteine 68 & 69.

Fiir das Riickgrat der Monomere wurde als zweite Aminosdure [-Alanin 70
beziehungsweise y-Aminobuttersdure 71 in Fmoc-geschiitzter Form gewéhlt. Wahrend 70
kommerziell erhiltlich ist, kann 71 durch Reaktion von freier y-Aminobuttersdure mit
Fmoc-OSu erhalten werden. Im Schliisselschritt der Synthese der Monomere kann durch
Peptidkupplung mit den zuvor hergestellten Benzoyloxy-aminen je nach Kombination der

Ausgangsverbindungen vier mégliche Dipeptide 72-75 erhalten werden.
/k o o

Peptidkupplung OWNWNH

zum Dipeptid HN\(O 05 o
oﬁ/

n=168 m=170 f:§72-75
n=269 m=271 =

Schema 3-8: Schliisselschritt der Synthesesequenz: Peptidkupplung der Aminosdurefragmente zur Hydroxamsaiure.

Aufgrund der Hydrolyse-Labilitét sollte im Anschluss die Benzoyl-Schutzgruppe gegen eine
Benzyl-Schutzgruppe ausgetauscht werden, wodurch der Benzyl-Ester der
korrespondierenden Hydroxamsduren erhalten wird. Durch anschlielendes Entfernen der
sdurelabilen Boc- und tBu-Gruppe und folgender Peptidkupplung mit der Azidosdure 20

kénnen die Monomerbausteine 80-83 erhalten werden.
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Schema 3-9: Synthese der Monomerbausteine 80-83.

3.3. Synthese des Ornithin-GABA-Monomers

Als Startmaterial der Synthesen fiir die Ornithin-basierten Monomere wurde kommerziell
erhiltliches Boc-Orn(Cbz)-OH 50 gewdihlt. Wie in fritheren Arbeiten beschrieben, ist eine
Benzoylierung der terminalen Aminofunktion nur unter Abwesenheit simtlicher anderer
funktionellen Gruppen méglich.™! Somit ergab sich die Notwendigkeit der Einfithrung
einer Ester-Funktion. Die Synthese des tBu-Esters erfolgte zunichst nach STecLICH et. al.[1>
18] wobei sich neben dem Produkt 84 auch das zyklische Nebenprodukt 85 bildete, was zu
deutlichen Ausbeuteverlusten fiihrte (Schema 3-10).

DCC, 4-DMAP, tBuOH,

)OW i 0215 min,rt, 16 h )()OW i T 9 =
HO™ ™ N0 o min b 07 N" o + O)kN WN__o
HNYO HNYO To(
O#/ O#/ ©)
84 85
72% 28%

Schema 3-10: Synthese des tert-Butylesters mittels Steglich-Veresterung. [+’]
Die Bildung des Nebenproduktes l4sst sich durch die Aktivierung der Carbonsdure durch
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) erkldren, worauthin, vermutlich aus sterischen Griinden,

der intramolekulare nukleophile Angriff des Carbamat-Stickstoffatoms auf das
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Carbonyl-Kohlenstoffatom stattfindet. Als Alternative wurde daher eine Methode von
MatHIAs ™ bzw.  RoSENBERG et.al.[*®!  verwendet. Hierbei bildet sich aus
Diisopropylcarbodiimid 86 (DIC) und tBuOH 87 unter Verwendung eines Cu(I)-Katalysators
N,N‘“Diisopropyl-O-tert-butylisoharnstoff 88 (Schema 3-11).

CuCl 1 mol% oJ<
N RT, 24 h
)\ .c* + J< P

86 87 88

(¢} o 88, tBuOH,

O O
S GPN
5 (0] N)ko

40°C,72h

HO)WNXO : H
HN\fo —’86% HN\?O
Oﬁ/ Oﬁ/
50 84

Schema 3-11: Synthese des tBu-Esters 84 unter Verwendung von N,N* Diisopropyl O tert-butylisoharnstoff 88.

Zur Abtrennung des Kupfersalzes wurde eine Destillation durchgefiihrt. Hopcts et. al. ¢!
verwendeten in spiteren Arbeiten einen auf Polyvinylpyridin basierten, nicht niher
beschriebenen lonentauscher. In dieser Arbeit wurde als Alternative der auf Polyamiden
basierende Ionentauscher Purolite® S985 verwendet, welcher nach dem Quellen in CH,Cl,
und anschlieender Filtration in die Reaktionslésung gegeben wurde. Nach 30-miniitigem
Rithren konnte das tiefblau verfarbte Harz abfiltriert und der Isoharnstoff nach Entfernen
des Losungsmittels erhalten werden. Es zeigte sich, dass auch bei Verzicht auf eine
Abtrennung des Kupferkatalysators gleiche Ausbeuten erzielt werden konnten, sodass aus
Kostengriinden auf eine Abtrennung des Kupfersalzes verzichtet wurde. Der tBu-Ester 84
konnte nach Sdulenchromatographie in einer Ausbeute von 86% im Multigramm-Mafstab
(~20 g) erhalten werden.

Nach anschlieBender hydrogenolytischer Spaltung der Cbz-Schutzgruppe im HCl-sauren
Milieu konnte das Hydrochlorid-Salz 89 in einer Ausbeute von 87% erhalten werden

(Schema 3-12), [147-149]

)( o o} Pd/C, Hy, 1 M HCI )( o
MeOH
o)w )ko RT, 2h O)WNHaCI
HN YO 87% HNYO
84 89
Schema 3-12: Hydrogenolytische Spaltung der Cbz-Schutzgruppe unter Bildung des Hydrochlorid-Salzes.

Fiir die Synthese des Hydroxylamins 68 wurde ein von PHANSTIEL et.al.* bzw.

BiLoski et. al.[*!! etabliertes Protokoll zur Herstellung von O-acylierten Hydroxylaminen
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aus primdren Aminen verwendet. Durch Reaktion mit BPO wurde das zuvor erhaltene
Hydrochlorid 89 zum Benzoyloxy-amin 68 in einer Ausbeute von 80% umgesetzt

(Schema 3-13).

BPO (25%w H,0)

(0] O O
B e N
(0] : NH;ClI RT, 18 h (0] Y NH (0] : NH

9 4 5 fﬁ@

89
80% 20%

Schema 3-13: Synthese von Boc-Orn(0Bz)-OtBu 68 aus Boc-Orn(NH,Cl)-OtBu 89.

Trotz der Verwendung des in der Literatur beschriebenen zweiphasigen Systems aus CH,Cl,
und einem auf pH = 10.5 eingestellten Hydrogencarbonat-Puffers wurde zu 20% das Amid-
Nebenprodukt 90 erhalten. Da diese Werte mit den in der Literatur verdffentlichten

1521 korrelieren, wurde auf eine weitere Optimierung der

Ausbeuten von HEEMSTRA et. al.
Reaktionsbedingungen verzichtet.
Fiir die anschliefende Acylierung unter Bildung der Hydroxamsidure wurde Fmoc-

geschiitzte y-Aminobuttersdure 71 ausgehend von GABA 31 synthetisiert (Schema 3-14).

O

o) o)
Fmoc-OSu, NaHCO3 H SOCl,, DMF H C‘(
1,4-Dioxan/H,0 HO)K/\/N\(O CH,Cl, C,)K/\/N\fo N\fo
;L/\/ RT, 16 h o RT, 2h o o
NH e —_—
HO 2 32% i
31 71 91 92

100%
Schema 3-14: Synthese der GABA-Fragmente fiir die Acylierung des Benzoyloxy-amins 68.
Hierbei zeigte sich eine besondere Hydrolyse-Empfindlichkeit des Carbamats, welches
unter Abspaltung von Dibenzofulven 94 zum y-Butyrolactam 93 reagierte (siehe Abbildung
3-1 6.25 ppm, orange). Das erhaltene Produkt 71 wurde durch erneutes Waschen und
anschliefende Féllung im HCl-Sauren in einer Ausbeute von 32% erhalten und wurde unter

Argon bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 3-1: 'H-NMR-Analyse von Fmoc-GABA-OH; nach 0 h, 3h und 48 h. Hervorgehoben sind die Signale von
Dibenzofulven (orange).

AnschlieRend sollte die freie Sdure 71 durch Reaktion mit SOCI, in das korrespondierende
Carbonsdurechlorid 91 tiberfithrt werden. Nach Entfernen aller fliichtigen Bestandteile
unter vermindertem Druck wurde das Lactam 92 als einziges Reaktionsprodukt gefunden.
Durch einen nukleophilen Angriff des Carbamat-Stickstoffatoms auf das
Carbonyl-Kohlenstoff des sich intermedidr bildenden Carbonsédurechlorids, kommt es zur
Bildung des energetisch bevorzugten Fiinfring. Zur Suppression der Lactam-Bildung wurde
die Reaktion mit stark verringerter Temperatur (-55°C) erneut durchgefithrt. Zum
Entfernen der fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck wurde die
Reaktionslosung auf -10 °C erwdrmt, wodurch das gewiinschte Produkt 91 verunreinigt mit
92 erhalten werden konnte. Der erhaltene Riickstand wurde ohne weitere Aufarbeitung fiir
die anschlieBende Acylierung verwendet, wobei das Produkt 93 in einer Ausbeute von 36%
erhalten werden konnte (Schema 3-15). Hierbei stellte vor allem die Lactam-Bildung eine
nicht zu iiberwindende Problematik dar, da neben dem Siurechlorid auch immer das
Lactam 92 gebildet wurde. Des Weiteren sind aufgrund der lidngeren Reaktionszeit
Nebenreaktionen, wie zum Beispiel die Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe

nicht ausgeschlossen.
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Schema 3-15: Syntheseschema zur Bildung des dipeptidischen Bausteins 68 unter Verwendung des Saurechlorids 91
bzw. des NHS-Aktivesters 95.

Um eine kinetisch stabilere Acylierungs-Spezies zu testen, wurde durch Reaktion von 71
mit EDC-HCl und N-Hydroxysuccinimid der korrespondierende NHS-Aktivester 95
synthetisiert. Bei Verwendung des NHS-Esters zur Kupplung wurde auch nach 48 h und
TemperaturerhShung auf 40 °C kein Umsatz beobachtet (Schema 3-11). Es ist also davon
auszugehen, dass der NHS-Ester eine unzureichende elektrophile Aktivierung der
Carbonséure darstellt und daher keine Acylierung des schwach nukleophilen Benzoyloxy-

amins stattfinden kann.

BnBr, DIPEA TFA, TES
CH3OH, CH,Cl, 0 o)
)(k/\/\ RT. 18h )(M RT, 35 min M
. —o' HO™ N
o HN 53% 8% NHyY O HNYO
CFaYO' )
77 96

Schema 3-16: Austausch der Benzoyl- gegen eine Benzyl-Gruppe und anschlieRende Abspaltung der sdurelabilen
Schutzgruppen zur Darstellung des TFA-Salzes 96.

Im weiteren Verlauf der Synthese wurde an Stelle der hydrolytisch labilen Benzoyl-Gruppe
eine Benzyl-Gruppe installiert (Schema 3-12). Hierbei erfolgte zunichst die Hydrolyse
durch DIPEA in CH,0OH, mit anschlieBender Alkylierung der freien Hydroxamséure durch
Benzylbromid unter Bildung des Produkts 77 in einer Ausbeute von 53%. Als Hauptgrund
der verringerten Ausbeute ist die Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe infolge
der langen Reaktionsdauer zu nennen. Zur Darstellung des Monomer-Bausteins fiir die
anschlieRende Multimerisierung erfolgte im Anschluss die Abspaltung der sdurelabilen
Gruppen durch TFA unter Zusatz von TES als Scavenger, wobei das Produkt 96 in einer

Ausbeute von 88% nach sidulenchromatographischer Reinigung erhalten wurde.
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Um eine Mdglichkeit zur bioorthogonalen Modifikation der Chelatoren mittels ,,Click-
Chemie“ zu erhalten, erfolgte im Anschluss die Einbringung einer Azid-tragenden
Seitenkette, tiiber die durch Konjugation weiterer funktioneller Gruppen die
pharmakokinetischen Eigenschaften der Liganden individuell und anwendungsbezogen
angepasst werden konnen. Die Synthese des Azids erfolgte ausgehend von
Ethyl 4-Bromobutyrat 97 nach einer Route von DEFOREST et. al (Schema 3-17). 1]

1. NaN3, DMF, 77 °C, 32 h HOSu, EDC-HCI

2. KOH, CHy0HMH,0 (12:10) abs. DMF
2 0°C, 5min, RT, 16 h O _RT.16h
/\O)K/\/Br HOMNa 9% M

92%

97 40

Schema 3-17: Synthese der Azid-tragenden Seitenkette nach DEFoREsT et. al. ausgehend von Ethyl 4-Bromobutyrat 97 [15%!
Nach nukleophiler Substitution des Bromids durch Natriumazid, wurde die freie Sdure 40
durch Verseifung des Ethylesters in Anwesenheit von KOH in einer Ausbeute von 92% iiber
zwei Stufen erhalten. Durch anschlieBende Aktivierung der Carbonsdure mit EDC - HCl in
Anwesenheit von N-Hydroxysucciniimid (HOSu) konnte der NHS-Aktivester 36 der
Carbonsdure in einer Ausbeute von 79% erhalten werden. Ausbeuteverluste lassen sich auf
die wissrige Aufarbeitung mit anschlieBender sdulenchromatographischer Reinigung
zuriickfithren, wobei es zur Zersetzung des Aktivesters gekommen sein kénnte.

Durch anschlieBende Peptidkupplung des Aktivesters 36 unter Verwendung von
N-Methylmorpholin (NMM) konnte der Monomer-Baustein 81 in einer Ausbeute von 49%

erhalten werden (Schema 3-18).

HOM’T‘MH\?O g?\ﬂéll\/él\{l_ 72h )W )K/\/H
N © ° 49%
CF3 o}
r O o T o
96 o1

Schema 3-18: Aktivester-Kupplung mit dem Salz der freien Aminosédure 96 zur Darstellung des Monomers 81.

Haupursichlich fiir die verringerte Ausbeute ist, wie zuvor beschrieben, eine durch die

lange Reaktionsdauer bedingte Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe.

Fazit

Der Ornithin-GABA Monomer-Baustein 81 konnte in einer Ausbeute von 4% iiber 7 Stufen
erhalten werden. Als besonders problematische Stufen in der Synthesesequenz erwiesen

sich die Schliisselschritte zur Bildung des Benzoyl-oxy Amins 68 und die anschlieBende
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Acylierung unter Bildung der benzoylierten Hydroxamsdure 73. Es konnte bei der
Benzoylierung trotz Einhaltung des in der Literatur empfohlenen pH-Wertes von pH = 10.5
die Bildung des Amides nicht unterdriickt werden.™ Alternativ kénnte statt einer
direkten Reaktion mit BPO eine vorangehende Oxidation zum freien Hydroxylamin
vorgenommen werden. Hierbei wire es anschlieRend moglich eine N-Acylierung unter
Bildung der freien Hydroxamsiure vorzunehmen und diese im Anschluss durch
Verwendung eines geeigneten Halogenids zu alkylieren.

Insbesondere die N-Acylierung mit den gewdhlten Ausgangsverbindungen stellte sich als
besonders problematisch heraus, da die dargestellten y-Aminobuttersiure Derivate auch
ohne Aktivierung der Carbonsdure zur Ausbildung des thermisch bevorzugten
y-Butyrolactams neigen. Aufgrund der geringen Reaktivitit des O-acylierten
Hydroxylamins muss auf besonders reaktive Carbonsdure-Derivate fiir die Bildung der
Hydroxamsdure zuriickgegriffen werden, wodurch die Lactambildung zusédtzlich
begiinstigt wird und es zu starken Ausbeuteverlusten kommt. Aus diesen Griinden
erwiesen sich die Dipeptide unter Verwendung von y-Aminobuttersdure fiir die Synthese

von Monomer-Bausteinen der neuen Chelatoren als ungeeignet.
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3.4. Synthese der Ornithin-f-Alanin- und Lysin-3-Alanin Monomere

Neben der Synthese von Derivaten, welche im Backbone eine y-Aminobuttersiure-Einheit
tragen, sollten zudem auch die kurzkettigeren Derivate unter Verwendung des C3-
Bausteins B-Alanin 29 dargestellt werden. Durch die Wahl der kiirzeren Aminosaure kann
eine Lactam-Bildung nach Aktivierung der Carbonsdure-Funktion ausgeschlossen werden,
sodass eine Synthese der entsprechenden Monomer-Bausteine moglich sein sollte. Als
Ausgangsmaterialien wurde analog zu dem zuvor verwendeten Boc-Orn(Cbz)-OH 50,
Verbindung Boc-Lys(Cbz)-OH 52 gewdhlt. Mit der in Kapitel 3.3 beschriebenen
Vorgehensweise, konnte durch Reaktion mit N,N*-Diisopropyl-O-tert-butylisoharnstoff 88
der Lysin-tert-Butyl-Ester 156 erhalten werden. Nach hydrogenolytischer Spaltung der
Cbz-Gruppe wurde das terminale Amin als HCl-Salz 98 in einer Ausbeute von 90% iiber zwei

Stufen erhalten (Schema 3-19).

1. 88, tBUOH
CH,Cl, 40 °C, 72 h

o) H 0o
2. Pd/C, Hy, 1 MHCI )( )W/
HO)W/NYO MeOL, BT. 2 h o~ NH;CI
HN._O o] HN._O
\f 90% \f
O% O%

52 98

Schema 3-19: Synthese des e-Amin-Bausteins aus Boc-Lys(Cbz)-OH 52 durch Synthese des tBu-Esters und anschlieRender
hydrogenolytischer Spaltung der Cbz-Gruppe.

Das Benzoyl-oxy-Amin des Lysins 69 wurde nach einer etablierten Methode von

RUPING et. al. in einer Ausbeute von 63% synthetisiert, wobei zu 37% das Amid-Produkt 99

141]

gefunden wurde (Schema 3-20).!

)( LWNH Cl o et )( LWH )( i/\/\/“ O
o - 3 pH=10.5,RT, 18 h o - 0 o -
HN__O HN.__0O HN._O
Y Y : Y
O#/ \{/O O#/
98 69 99
63% 37%

Schema 3-20: Darstellung des Lysin-benzoyl-oxy Amins 69 ausgehend von aus dem priméren Amin 98. Als
Nebenprodukt wurde wie zuvor berichtet das Amid 99 gebildet.

Vergleichbar mit den Ergebnissen des Ornithin-Bausteins 68 korreliert diese Ausbeute mit
in der Literatur dokumentierten Werten, sodass auf eine weitere Optimierung dieses

Reaktionsschrittes verzichtet wurde.
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o o o o

HO)K/\NXO SOClI,, kat. DMF C|MNXO
H

O CH,Cly, RT, 2 h H O

98%

v )

70 100
Schema 3-21: Darstellung des Sdurechlorids 100 aus Fmoc-B-Alanin 70 fiir die N-Acylierung.
Fiir die anschliefende N-Acylierung zur Bildung der Hydroxamsiure-Funktion sollte
gemdfl den vorherigen Ergebnissen das Sdurechlorid von Fmoc-B-Alanin verwendet
werden, bei dem eine Bildung des p-Lactams nach Aktivierung der Carbonsdurefunktion
unwahrscheinlich sein sollte. Durch Umsetzen von 70 in einer Reaktion mit SOCIl, und
katalytischen Mengen an DMF konnte das korrespondierende Siurechlorid 100 in

quantitativer Ausbeute erhalten werden (Schema 3-21).

: ‘fo 100, Pyridin,

)()W Mkww

HN YO 84% HN
68
100, Pyridin, £

)(k/\/\/ THF KL 2D )(k/\/\/ T(\/H\f

4%

+ Y
74
Schema 3-22: N-Acylierung mit Sdurechlorid 100 zur Bildung der benzoylierten Ornithin- und Lysin-Hydroxams&uren.

Fiir die anschliefende Reaktion wurde Pyridin als Base gewihlt, da es zum einen durch
Salzbildung frei werdendes HCl abfingt, womit eine vollstindige Verfiigbarkeit des
Nukleophils garantiert wird, und es zum anderen die Acylierung von Aminen durch
Carbonsdurechloride und -Anhydride durch die Bildung eines Acylpyridinium-Ions
katalysiert. " Die Dipeptide lieRen sich in einer guten Ausbeute von 84% fiir das Ornithin-
Derivat 72 und einer sehr guten Ausbeute von 94% fiir das Lysin-Derivat 74 darstellen.
Nach Installation einer Benzyl-Schutzgruppe im Austausch gegen die Benzoyl-Gruppe
durch Hydrolyse im basischen Milieu und anschlieRender Alkylierung der freien
Hydroxamsdure mit Benzylbromid, wurden die sdurelabilen Schutzgruppen der
Carbonsdure und der a-Amino-funktion entfernt. Hierbei wurden fiir das Ornithin-

Derivat 76 nach einer Reaktionszeit von 35 min zunichst nur 62% als vollstindig
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entschiitzte Aminosédure erhalten. Als Nebenprodukt konnte nach Sdulenchromatographie
der Boc-entschiitzte tert-Butylester isoliert werden. Durch erneute Behandlung des
Selbigen mit TFA wurden weitere 30% des Produktes erhalten, sodass die Gesamtausbeute

tiber zwei Stufen 74% entsprach.

1. BnBr, DIPEA
CH40H, RT, 22 h o o o

2. TFAICH,Cl, (3:2) )W

- | H
HN EE r 74% iiber 2 Stufen NH, 0 |
1. BnBr, DIPEA
CH30H, RT, 22 h

/k (0] Q (0] H 2. TFA/CH,CI, (3:2) (0] Q H
M~ A~ N__O TES, RT, 120 min M~ A~ N__O
o Y OOY HO Y OOY

67% Uber 2 Stufen E

74 78

Schema 3-23: Syntheseschema zur Darstellung der freien Aminosiuren. Nach Hydrolyse im basischen Milieu und
anschlieRender Alkylierung folgt die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen an Carbonsdure- und a-Aminofunktion.

Infolge dieser Ergebnisse wurde fiir die Abspaltung der sdurelabilen Gruppen am
Lysin-Derivat eine lingere Reaktionszeit gewidhlt. Nach sdulenchromatographischer
Aufarbeitung konnte die freie Aminosdure des Lysin-Derivats 78 in einer guten Ausbeute
von 67% iiber zwei Stufen erhalten werden. Haupturséchlich fiir die verringerte Ausbeute
bei der Darstellung der beiden Dipeptide ist der im ersten Reaktionsschritt erfolgte
Austausch der Benzoyl-Gruppe. Hierbei wird die Reaktion im basischen Milieu
durchgefiihrt, wobei DIPEA als Base dient. Aufgrund der verlidngerten Reaktionszeit kam

es dabei zu einer Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe. '**!

41



Ergebnisse und Diskussion

36, DIPEA,
HOJK;/\/\NM A DMF, RT, 72 h

N0
Z | H
NH, OE . 93%

o) oE 36, NMM,
MN H o DMF, RT, 72 h
HO™ Y 86%
NH, 0 e}
78 ‘ 82

Schema 3-24: Darstellung der Monomer-Bausteine 80 & 82 durch Peptidkupplung der entschiitzten Ornithin- 76 bzw
Lysin-Derivate 78 mit dem Azidaktivester 36.

Zur Darstellung der beiden Monomere wurde der Aktivester der 4-Azidobutansdure 36
verwendet um die Azidseitenkette einzubringen. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung konnte das Ornithin-Monomer 80 in einer sehr guten Ausbeute von 93% und das

Lysin-Monomer 82 in einer guten Ausbeute von 86% erhalten werden.

Fazit

Durch die entwickelte lineare Synthese unter strategischer Verwendung entsprechender
Schutzgruppen konnten die Monomerbausteine in einer guten Ausbeute von 34% im Falle
des Ornithin-Monomers 80 und 31% fiir das Lysin-Monomer 82 erhalten werden, was einer
durchschnittlichen Ausbeute von 86% (Ornithin) bzw. 85% (Lysin) in jeder Stufe entspricht.
Dariiber hinaus lieR sich die Syntheseroute sowohl im kleinen MaRstab (~1 g) als auch im
Multigramm-MafRstab (bis zu 20 g) mit vergleichbaren Ausbeuten durchfiihren, sodass eine
Skalierbarkeit der Methodik gegeben ist. Lediglich die N-Oxidation mit Benzoylperoxid
fithrte im groReren MaRstab zu Problemen (45% Ornithin, 42% Lysin), sodass eine weitere
Optimierung dieser Stufe in zukiinftigen Arbeiten durchgefiihrt werden muss. Hierbei
konnten durch Verwendung eines anderen Puffersystems (K,CO;, KHCO;) oder durch
Wechsel zu einem einphasigen Reaktionsgemisch (DMF, K,P0,) die Reaktionsbedingungen
variiert werden und so méglicherweise eine hdhere Ausbeute erzielt werden.! Die
erhaltenen Monomere lassen sich in der Folge nach einem Baukastenprinzip fiir den

Aufbau des Peptidriickgrats verwenden.
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3.5. Synthese des Peptidriickgrats

3.5.1. Festphasenpeptidsynthese

Mit der Etablierung einer effizienten und skalierbaren Syntheseroute zur Herstellung der
Monomer-Bausteine 80 und 82 wurde eine Basis zur Synthese neuer peptidische
Chelatoren geschaffen. Anhand der gewahlten Schutzgruppen-Strategie sollte der Aufbau
der Oligopeptide nach der Fmoc-Strategie erfolgen.™ Da zur Synthese der Tetramer-
Bausteine mindestens sieben weitere Syntheseschritte erfolgen miissen, sollte aus Zeit-
und Kostengriinden die weitere Synthese mittels Festphasen-Peptidsynthese (SPPS)
erfolgen. Wihrend von RUPING et. al.'" unter Verwendung eines dhnlichen Systems
bereits versucht wurde mittels SPPS eine Syntheseroute zu etablieren, konnte diese nicht
realisiert werden. Auch SeBoLD et. al.!"® versuchten ein dhnliches Derivat mittels SPPS
herzustellen, konnten dies aber ebenfalls nicht realisieren. Hierbei ist anzumerken, dass in
beiden genannten Arbeiten eine andere Schutzgruppenstrategie verfolgt wurde, sodass
eine mdogliche Interferenz der Kupplungschemie durch anspruchsvolle Schutzgruppen an
der a-Aminofunktion nicht ausgeschlossen werden kann. Da fiir die spdtere Anwendung in
der zielgerichteten Diagnostik eine Verkniipfung von Targeting-Funktion zum Chelator

notwendig ist, sollte in dieser Arbeit zudem ein Linker am C-Terminus des Peptids

w\?@
W

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der geplanten tetrameren Chelatoren mit vier Hydroxamat-Funktionen (rot),
zwitterionisch modifizierten Seitenketten (griin) und Linker-Funktionen (braun).

angebracht werden (Abbildung 3—2).

%ﬁw

(0]

Hierbei wurde sich fiir die Verwendung von 6-Aminohexansdure entschieden, da von
MaIsoN et. al. synthetisierte Targeting-Molekiile eine intrinsische AHX-Kette aufweisen,
und somit bei Kombination der Arbeiten ein idealer Abstand zwischen Targeting-Vektor
und Chelator erreicht wiirde. ™! Als Harz fiir die SPPS wurde das sdurelabile 2-Chlortrityl-

chlorid-Harz (Belegungsdichte: 1.47 mmol/g) gewéahlt, welches durch einen sdurelabilen
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Trityl-Linker eine einfache Abspaltung der fertigen Peptide unter milden Bedingungen

160-161

garantieren sollte.['***¢! Die Erstbelegung des Harzes erfolgte mit kommerziell erhiltlicher

Fmoc-AHX-OH 101 (Schema 3-25).

° 2
101 o y
— DIPEA, CH,Cly, RT, 120 min M~ ~_N_o .
Q< Q< /e O
O cl o}

102
' 1. Piperidin, DMF
. RT, 30 min
1 2.82, HATU, DIPEA,
DMF/CH,Cl, (1:8)

RT, 18 h
")
.0
N
o

O o . HN)CL/\/
. OiIK/WNjO(k/\k
o HNMNS o
HOMHE('\/\L (@ O. O)LHJ/&

e
N 1. Piperidin, DMF O
o RT, 30 min
2.82, HATU, DIPEA, 103
o HN DMF/CH,Cl, (1:8) :
Q ‘ RT, 18 h ;
0 NMO 3. TFA/H,O/TIS (70:24:1)
;/ RT, 10f;nin

104

Schema 3-25: Syntheseschema der Festphasenpeptidsynthese am 2-Chlorotrityl-chlorid Harz. Erstbelegung durch
Fmoc-AHX-OH 101 und anschlieRende Kupplung mit dem Lysin-Monomer 82.

Durch Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe und UV-Vis-spektrokopischer Analyse wurde
eine Beladungsdichte von 27% (0.40 mmol/g) bestimmt. Die gegeniiber der angestrebten
Beladungsdichte von 80% angestrebte verringerte Erstbelegung des Harzes ist
moglicherweise auf eine unzureichende Stabilitdt des Harzes gegeniiber der Lagerung
zuriickzufiihren. Da 2-Chlortrityl-chlorid Harze zur lagerungsbedingten Hydrolyse neigen,
sollten diese nach ldngerer Lagerung durch Behandlung mit Oxalyl- oder Thionylchlorid
aktiviert werden, worauf in dieser Arbeit verzichtet wurde. Nach anschlieRendem
Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe wurde das Lysin-Monomer 82 durch zwei
Kupplungszyklen mit HATU als Kupplungsreagenz am Harz installiert. Nach
anschlieRender Entschiitzung und Kupplung zum Dimer 104 wurde eine Testabspaltung
des Peptids mit einem Gemisch aus TFA, Wasser und TIS (70:24:1) vorgenommen. Hierbei

konnten mittels Massenspektrometrie an Stelle des gewiinschten Produktes (m/z = 1185.60
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[M+H]") lediglich zwei nicht identifizierbare Signale (m/z =515.30 [M+H], m/z = 629.64

[M+H]') gefunden werden.
3.5.2. Synthese der Ornithin-Chelatoren

Da eine Synthese der gewiinschten Multimere mittels SPPS nicht realisiert werden konnte
und fiir die Synthese von Peptiden aufgrund der verringerten Ausbeuten in den
Kupplungsschritten hiufig mit mehreren Zyklen und hohen Uberschiissen der
Startmaterialien gearbeitet werden muss wurde fiir den weiteren Verlauf dieser Arbeit

eine Syntheseroute der Oligopeptide in Losung entwickelt.

1. Cbz-Cl, NaOH, H,0

0 °C, 15 min, RT, 2h Pd/C 5%
o 2. DCC, 4-DMAP, tBuOH CH3;0H
MNH CHaCl 0°C. 5 min. T, 13h)()w RT °h )()M
2
HO 57% iiber 2 Stufen ot
105 106 107

Schema 3-26: Synthese von 6-Aminohexansdure-tert Butylester 107 ausgehend von Aminohexanséure.

Um analog zur SPPS am C-Terminus des Monomers einen Linker installieren zu kénnen,
wurde ausgehend von kommerziell erhéltlicher Aminohexansdure 105 der
korrespondierende = AHX-tert-Butylester 107 nach literaturbekannten Methoden
dargestellt (Schema 3-26). Nach Einfithren der Cbz-Gruppe, konnte mittels Steglich-
Veresterung der Cbz-geschiitzte tBu-Ester 106 in einer Ausbeute von 57% dargestellt
werden. 21 Nach hydrogenolytischer Spaltung wurde AHX-tert-Butylester 107 mit einer
Ausbeute von 97% erhalten, '

Im Anschluss sollte die Synthese der Chelatoren mittels Peptidsynthese in Losung
ausgehend von den einzelnen Monomer-Bausteinen erfolgen (Schema 3-27). Nach

Aktivierung der Carbonsdure des Ornithin-Monomers 80 durch HBTU/HOBt wurde der
AHX-Linker 107 in einer sehr guten Ausbeute von 94% angebracht.
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107, HBTU, HOBt HN)K/\/\N)K/\NH

DIPEA, DMF, RT, 3 h H I Emm—

HN__O O
94% \ik 0”0
o

N3 1. Piperidin, CH3CN
O% 90% RT, 20 min
Uber 2 Stufen | 2. 80, HBTU, HOBt
108 DIPEA, DMF, RT, 3 h

/k fm“ (0] /k fm“ O
o o 1. Piperidin, CHzCN o o
RT, 30 min
N 2. 80, HBTU, HOBt N
OYO DIPEA, DMF, RT, 3h
HN ~ : /NK\/ro N3 71% Uber 2 Stufen O O,N(\/ro N3

1. Piperidin, CH;CN N3 N\o N
RT, 30 min /\© H
2. 80, HBTU, HOBt
DIPEA, DMF, RT, 8 h H

N._O N;
75% iiber 2 Stufen o N ? ©
0 N

Schema 3-27: Synthese des Ornithin-Trimers 110 und Ornithin-Tetramer 111 ausgehend vom Ornithin-Monomer 80.

Nachdem die terminale basenlabile Fmoc-Schutzgruppe durch 20% Piperidin in Acetonitril
entfernt wurde, lief sich das Ornithin-Dimer 109 durch Kupplung mit einem weiteren
Monomer-Baustein 80 in einer guten Ausbeute von 90% iiber zwei Stufen darstellen. Als
besonders problematisch erwies sich die sdulenchromatographische Reinigung der freien
Amine nach Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe, da Produkt und Fmoc-Piperidin-Addukt
infolge ihres Siure-/Base-Verhaltens, trotz Zugabe von NEt,, eine verbreiterte Retention
aufwiesen und es zu Kontamination der Produktfraktion kam. Nach einem weiteren
Kupplungszyklus wurde 109 in einer Ausbeute von 71% iiber zwei Stufen zu

Ornithin-Trimer 110 umgesetzt. Neben der zuvor genannten Reinigungsproblematik, trat
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bei Darstellung des Trimers eine unbekannte Verunreinigung auf, welche nur durch eine
zusdtzliche Reinigung mittels Umkehrphasen-Chromatographie abgetrennt werden
konnte.

In einer Studie von GuUERARD et.al. wurden mittels DFT-Rechnungen die
Komplexgeometrien  verschiedener Zr-Hydroxamatkomplexe untersucht. Nach
anschlieRender ~ Synthese = der  berechneten  Liganden, konnte  mittels
Rontgenkristallographie eine octadentate Chelatisierung von Zr*-lonen durch

4 Infolgedessen wurden, wie in Abschnitt 1.5 erwihnt, eine

Hydroxamate belegt werden.!
ganze Bandbreite octadentater Chelatoren entwickelt, wobei eine erhShte Serumstabilitit
der Zr-Komplexe im Vergleich zum ,,Goldstandard“ DFO gefunden werden konnte. 114165 [n
Analogie sollten in dieser Arbeit ebenfalls die tetrameren Oligopeptide dargestellt werden,
um mit den Trimeren einen direkten Vergleich zu DFO ziehen zu kénnen. Dariiber hinaus
sollten auch die octadentaten Tetramere als potentiell stabilere Liganden dargestellt und
evaluiert werden. Ausgehend von Ornithin-Trimer 110 wurde durch einen weiteren
Entschiitzungs-/Kupplungszyklus das Oligopeptid Ornithin-Tetramer 111 in einer
Ausbeute von 75% iiber zwei Stufen dargestellt. In diesem Fall war eine deutlich lingere
Reaktionszeit fiir die Peptidkupplung mit dem Monomer-Baustein 80 nétig. Dies ldsst sich
moglicherweise auf die Kettenldnge des Peptids zuriickzufithren. Durch repulsive
Wechselwirkungen ist es mdglich, dass die polare terminale Aminofunktion durch
»coiling” vom umgebenden unpolaren Peptid-Backbone abgeschirmt wird. Die geschiitzten
Chelatoren Ornithin-Trimer 110 und Ornithin-Tetramer 111 konnten in einer
Gesamtausbeute von 21% iiber 12 Stufen bzw. 16% iiber 14 Stufen dargestellt werden, was

einer durchschnittlichen Ausbeute von 81% bzw. 82% pro Stufe entspricht.
3.5.3. Synthese der Lysin-Chelatoren

Analog zu der Synthese der Ornithin-Oligopeptide wurde an die freie Carbonsdure des
Lysin-Monomers 82 der tert Butyl geschiitzte Aminohexansdure-Linker konjugiert
(Schema 3-29). Die Aktivierung erfolgte wie zuvor mit HBTU/HOBt, wobei eine sehr gute
Ausbeute von 98% erzielt wurde. In der anschliefenden Sequenz aus Entschiitzungs- und
Peptidkupplungsschritten konnten fiir die dargestellten Lysin-Oligomere, Lysin-Dimer 113
und Lysin-Trimer 114, im Vergleich zu den Ornithin-Derivaten nur in deutlich geringeren

Ausbeuten von 79% fiir 113 bzw. 62% fiir 114 erhalten werden (Schema 3-28).
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o o 1. Piperidin, CH3CN
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1. Piperidin, CH3CN
RT, 30 min
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DIPEA, DMF, RT, 3 h g
75% iiber 2 Stufen O
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ﬂ

Schema 3-28: Synthese des Lysin-Trimers 114 und Lysin-Tetramers 115 ausgehend vom Lysin-Monomer 82.
Wihrend bei der sdulenchromatographischen Reinigung der Fmoc-entschiitzten Bausteine
die in Abschnitt 3.5.2 beschriebenen Probleme auftraten, zeigte sich bei der Synthese des

Lysin-Dimer 113 eine partielle Abspaltung der Fmoc-Gruppe in Anwesenheit von DIPEA im
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Reaktionsgemisch. Nach chromatographischer Reinigung konnte das gewiinschte
Produkt 113 in einer Ausbeute von lediglich 67% erhalten werden, wihrend weitere 14% in
Form des freien Amins erhalten wurden. Auch zeigte sich bei der Kupplung zum
Lysin-Trimer 114 eine verringerte Ausbeute, jedoch konnte in diesem Fall kein
Nebenprodukt, welches Riickschliisse auf eine vorzeitige Freilegung der Aminofunktion
durch Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe hindeutet, gefunden werden. Es ist moglich, dass
es im Falle der Darstellung des Trimer-Lysin 114, aufgrund der lingeren Kettenldnge, zur
Wicklung und somit zur Abschirmung der freien Aminofunktion kommt. Durch eine
langere Reaktionszeit konnte in diesem Falle die Ausbeute bei der Darstellung des Trimers
maximiert werden. Die Darstellung der Tetra-Hydroxamsdure erfolgte durch erneute
Peptidkupplung mit dem Lysin-Monomer 82, sodass Lysin-Tetramer 115 in einer guten
Ausbeute von 79% synthetisiert werden konnte. Die Darstellung der geschiitzten
Chelatoren des Lysins erfolgten in einer Ausbeute von 15% iiber 12 Stufen fiir das
Lysin-Trimer 114 bzw. 11% iiber 14 Stufen fiir das Lysin-Tetramer 115, was in beiden Féllen

einer durchschnittlichen Ausbeute von 86% pro Syntheseschritt entspricht.
3.5.4. Synthese der alternierenden Chelatoren

Bei der Entwicklung neuer, mehrzdhniger Liganden ist die Einstellung des idealen Abstands
der Donorgruppen zueinander eine besondere Herausforderung. Nicht nur die Bildung der
entsprechenden Metall-Komplexe, also kinetische Eigenschaften, sondern auch die
Stabilitét der erhaltenen Komplexe, die thermischen Eigenschaften, hidngen entscheidend
vom Abstand der an der Komplexbildung beteiligten Gruppen ab. Wihrend bei zyklischen
Chelatoren den Metallionen eine Komplexgeometrie durch die vorgegebene Kifigstruktur
vorgegeben wird, konnen offenkettige Liganden durch ihre Flexibilitidt einen Kompromiss
zwischen thermisch stabilstem Konfomer und der vom Metall favorisierten
Komplexgeometrie eingehen. Dies ist insbesondere bei der Komplexbildung entscheidend,
da kein oder nur ein minimaler Energieeintrag zur Bildung des Komplexes notwendig ist,
wihrend im Falle von zyklischen Chelatoren mitunter harsche Bedingungen fiir die
Komplexbildung notwendig sind, dies aber dafiir mit einer héheren Komplexstabilitat
einhergeht. Bei der Verwendung von Biomolekiilen als Targeting-Funktion konnen daher
Kompatibilititsprobleme, infolge von Denaturierung oder Zersetzung, auftreten. Um mit
offenkettigen Liganden eine vergleichbare Stabilitdt zu erreichen muss der Abstand der
Donorgruppen also auf das zu komplexierende Metall eingestellt werden. Wihrend in

Abschnitt 1.5 bereits eine Reihe Hydroxamsiure-basierter Liganden vorgestellt wurde,
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konnte keine eindeutige Korrelation zwischen Komplexstabilitit und Kettenldnge
zwischen den Donorgruppen identifiziert werden. SEiBOLD et. al. untersuchten mittels semi-
empirischer PM6-Rechnung den Einfluss des Abstands auf die Komplexstabilitdt und sagten
fiir Zr* einen Abstand von acht Atomen zwischen den Hydroxamsiuren als bevorzugte
Struktur voraus.!® 'l Der tatsichliche Vergleich des synthetisierten Chelatoren mit
einem langerkettigen Derivat zur Validierung der kalkulierten Ergebnisse blieb allerdings

aus.

82

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit geplanten alternierenden Chelatoren. Blaue Bausteine
symbolisieren Einheiten des Monomer-Ornithin 80 und rote Baustein das Monomer-Lysin 82.

In dieser Arbeit sollten zur Untersuchung eines mdoglichen Einflusses der Kettenlidnge auf
die Stabilitdit der Metallkomplexe, neben den zuvor dargestellten multimeren
Oligopeptiden, zusitzlich alternierende Varianten, welche durch Kombination der
Monomer-Bausteine Ornithin-Monomer 80 und Lysin-Monomer 82 erhalten werden
konnen, dargestellt werden (Abbildung 3-2). Infolge des hohen synthetischen Aufwands,
welcher zur Synthese der Chelatoren notwendig ist, wurden zunichst drei représentative
Strukturen ausgewdhlt, welche mit den zuvor demonstrierten Methoden dargestellt
werden sollten. Ausgehend von Amin 108 erfolgte zunichst die Peptidkupplung mit

Lysin-Monomer 82 zum Orn-Lys-Dimer 116 in einer miRigen Ausbeute (Schema 3-29).
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)W 82, HBTU, HOBt )W
HN N)K/\NH DIPEA, DMF, RT, 3 h HN

T2 L.
o Ny

108

1. Piperidin, CH3CN
RT, 30 min

2. 82, HBTU, HOBt
DIPEA, DMF, RT, 3 h

Uber 2 Stufen 1. Piperidin, CH3;CN

95% RT, 20 min
uber 2 Stufen | 2. 80, HBTU, HOBt
DIPEA, DMF, RT, 3 h

Schema 3-29: Syntheseroute zur Darstellung von Orn-Lys-Lys-Trimer 117 und Orn-Lys-Orn-Trimer 118 ausgehend von
AHX-Ornithin-NH, 108.

Die Ausbeuteverluste sind vermutlich auf das verdnderte Chromatographie-Protokoll
zuriickzufithren, da im Gegensatz zu vorherigen Synthese die Reinigung des Produkts
mittels Umkehrphasen-Chromatographie erfolgte. Hierbei konnte das Produkt aufgrund
von {iberlappender Retention nur in Teilen als Reinprodukt erhalten werden.
AnschlieBende Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe lieferte das freie terminale Amin in
quantitativer Ausbeute und nach Peptidkupplung mit dem Lysin-Monomer 82 konnte das
Orn-Lys-Lys-Trimer 117 in einer sehr guten Ausbeute von 91% iiber zwei Stufen erhalten
werden. Durch Peptidkupplung von 116 mit dem Ornithin-Monomer 80 wurde die
Zielstruktur Orn-Lys-Orn-Trimer 118 in einer exzellenten Ausbeute von 95% iiber zwei

Stufen erhalten.
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9 9 1. Piperidin, CH;CN 9 9

HN)K/\/\N)K/\NH RT, 30 min HN)K/\/\N)K/\NH

H ) H 2. 82, HBTU, HOBt : ) H
HN. O © o N._O DIPEA, DMF, RT, 7 h HN. O O o N._O
\iL \i/\ 37% uber 2 Stufen \i/\
3

Schema 3-30: Syntheseschema zur Darstellung des alternierenden Chelatoren Orn-Lys-Orn-Lys-Tetramer 119.

Ausgehend  von  Orn-Lys-Orn-Trimer 118  erfolgte = die = Synthese  von
Orn-Lys-Orn-Lys-Tetramer 119  (ABAB) durch einen weiteren Entschiitzungs-
/Peptidkupplungszyklus in einer Ausbeute von 37% iiber zwei Stufen (Schema 3-30). Die
Darstellung von Orn-Lys-Lys-Orn-Tetramer 120 (ABBA) erfolgte analog ausgehend von
Orn-Lys-Lys-Trimer 117 in einer Ausbeute von 27% {iber zwei Stufen (Schema 3-33). Die fiir
die Tetramere 119 und 120 erzielten Ausbeuten liegen deutlich unter den fiir die anderen
Tetramere erzielten Ausbeuten. Eine mogliche Erkldrung ist, dass die erhaltenen Trimere
118 und 117 im Gegensatz zu Trimer-Ornithin 110 und Trimer-Lysin 114 keiner
zweifachen sdulenchromatischen Reinigung an Normal- und Umkehrphase unterzogen
wurden. Eventuelle Verunreinigungen konnten die Ausbeute durch unerwiinschte
Nebenreaktionen, z.B. durch Reaktion mit den intermedidr gebildeten Aktivestern,
verringern. Des Weiteren kann eine, wie in vorherigen Synthesen beobachtete, Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe unter den Reaktionsbedingungen der Peptidkupplung an den

Monomer-Bausteinen nicht ausgeschlossen werden.
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1. Piperidin, CH3;CN

) O (0]
RT, 30 min )W
2. 80, HBTU, HOBt HN N)K/\NH

DIPEA, DMF, RT, 7 h = )

o) o)
HN)WI\‘I)K/\NH y y
HN__O O N.__O HN.__O O N__O
0 t/\ 27% Uber 2 Stufen o \i/\
N3 N3
o o
N3 N3
N__O
Y o'y 'y

(e}

NH

Schema 3-31: Syntheseschema zur Darstellung des alternierenden Chelatoren Orn-Lys-Lys-Orn-Tetramer 120.

3.6. Seitenkettenmodifikation und Abspaltung der Schutzgruppen

Obwohl Peptide, spitestens seit der ersten erfolgreichen Behandlung von Diabetes mellitus
im frithen 20. Jahrhundert durch in Pankreas-Extrakten enthaltenem Insulin, eine wichtige
Wirkstoffklasse der modernen Pharmazie darstellen, dauerte es bis zu den 1970er Jahren
um diese durch die Entwicklung rekombinanter Synthesen salonfihig zu machen. " Trotz
ihres enormen Erfolgs, im Jahre 2011 lag der Marktanteil bei 2% des globalen Verkaufs
rezeptpflichtiger Arzneistoffe verteilt auf 57 zugelassene peptidische Wirkstoffe, stellt die
Entwicklung von Peptiden als Arzneimittel eine groRe Herausforderung dar.**'7" Eine
geringe Stabilitit widhrend der Lagerung, infolge von Empfindlichkeit gegeniiber
Hydrolyse, und damit einhergehende kurze Halbwertszeiten im Blutplasma, infolge
metabolischer Prozesse, erfordern eine geeignete Modifikation der pharmakokinetischen
und pharmakodynamischen Eigenschaften der Peptidwirkstoffe. Um diesen Nachteilen
entgegen zu steuern wird neben der hiufig eingesetzten PEGylierung, also dem Anbringen
hydrophiler Polymerketten aus Poly(ethylenglykol), oder dem Einbetten von peptidischen
Wirkstoffen in biologisch abbaubaren Polymermatrizen, bestehend aus Milchsdure-

Glycolsdure Copolymeren (PLGA), als weitere MaRBnahme die post-translationale

Modifikation mit Betainen verwendet. "7 In fritheren Arbeiten von KRIEMEN et. al. und
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FRANGIONI et. al. konnte durch Konjugation zwitterionischer Gruppen oder durch
symmetrische Verteilung von positiv und negativ geladenen funktionellen Gruppen eine
signifikante Verringerung der unspezifischen Bindung an Blutplasmaproteine festgestellt
werden. '? 2 Wie in Abschnitt 2 und Abschnitt 3.2 mehrfach beschrieben, soll der in dieser
Arbeit entwickelte Chelator als modulare Plattform fiir die Entwicklung zielgerichteter
PET-Radiopharmaka dienen. Zur Demonstration der Modifizierbarkeit sollten die in
Abschnitt 3.5 hergestellten Peptide mit zwitterionischen Gruppen konjugiert werden. Als
Methode wurde die bioorthogonale 1,3-dipolare Huisgen-Azid-Alkin-Cycloaddition
(CUAAC) von SHARPLEsS et.al. gewidhlt.!'’*"! Das entsprechende zwitterionische
Sulfobetain 123 ~ wurde  durch  Reaktion von  1,3-Propansulton 121  mit
1-Dimethylamino-2-propin 122 mit einer Ausbeute von 99% erhalten (Schema 3-32).

Toluol
Q0

°C, 72 h ‘
C + \,\“/\\\ L» /\l\‘l(\/\sos-
O

99%

121 122 123

Schema 3-32: Darstellung des zwitterionischen Alkins 123 zur Modifikation der Chelatoren mittels Cu-katalysierter
Azid-Alkin-Cycloaddition. [

Die anschlieRende Cycloaddition mit 3-(Dimethyl(prop-2-ynyl)Jammonio)propan-1-
sulfonat 123 wurde zunéchst an Lysin-Trimer 114 mit den in der Arbeitsgruppe MaisoN

etablierten Bedingungen getestet. "]
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Tabelle 3-1: Cu-katalysierte 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition zur Darstellung des Zwitterions 124.

Q N
MNa 0,8
b HN 0 Nj 3
N (0]
(0] O NH ‘ H o
N
QZZ/A\T+»\V/A\SOS_ \W/l\v/A\V/”\g/M\l\ o QT/»\V/A\N N
O

N
(5 H
0“0 NH
N
123 ﬁ\ H \\g
N. O Cu-Quelle, NaAsc, 0~ "0 —N*-
©/\ - Additiv, LM /\)
/NK\/rO A
NH

114 124

Cu-Quelle Aq.(Cu)* Aq.(123)* Aq.(NaAsc)* Additiv LM Umsatz/Ausbeute

1 Cul 0.043 1.30 0.16 TBTA® A 100(-)
2 CuSO»5H,0  0.050 1.05 0.67 A -

3 Cul 0.133 1.50 0.67 NEtS B 100(45%)
4 Cul 0.133 1.50 0.67 C 100(92%)

Allgemeine Reaktionsbedingungen: Mikrowelle, 70 °C, 60 min; ?Eingesetzte Aquivalente pro Azid; ® 0.05 Aquivalente pro
Azid; ©0.67 Aquivalente pro Azid; Verwendete LM-Systeme: A: tBuOH/H,0/DMF (2:2:1); B: CH;OH/H,0/CH:CN (1:1:1);
C: CH5CN/H,0 (98:2).

Hierbei wurde Cul als Kupferquelle, Natriumascorbat als Reduktionsmittel und TBTA als
zusdtzlicher Stabilisator solvatisierter Cu’-Ionen verwendet und die Reaktion unter
Mikrowellenbedingungen durchgefiihrt (Tabelle 3-1 Eintrag 1).!¢7  Obwohl ein
vollstdndiger Umsatz festgestellt wurde, konnte das Produkt nicht isoliert werden. Trotz
der drei polaren Seitenketten zeigte das Produkt 124 eine unerwartet hohe Retention auf
der Umkehrphase (SiO,-RP18), wodurch 124 ausschlieRlich in einer Fraktion zusammen
mit dem Additiv TBTA eluiert werden konnte. Als weitere Option wurde die Verwendung
von CuSO, * 5 H,0 als Kupferquelle und Natriumascorbat als Reduktionsmittel ohne weitere
Additive getestet (Eintrag2).'”® Hierbei konnte lediglich die Zersetzung der
Startmaterialien festgestellt werden, sodass fiir weitere Tests Cul verwendet wurde. Durch
die Verwendung einer abgewandelten literaturbekannten Methode von SirioN et. al. unter

Verwendung von NEt; als Additiv konnte das Produkt nach vollstindigem Umsatz der

Startmaterialien in einer Ausbeute von 45% isoliert werden (Eintrag 3).!"”! Als
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Nebenprodukt wurde die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe, sowie die Hydrolyse des tBu-
Esters beobachtet. Durch Verzicht auf NEt; als Base und durch Verwendung von minimalen
Mengen H,0, welche ausschlieflich zum Losen des Zwitterions 123 zugesetzt wurden,
konnte das Produkt 124 nach Reinigung mittels HPLC in einer sehr guten Ausbeute von
92% erhalten werden. Eine Hydrolyse der Schutzgruppen konnte verringert, jedoch nicht

vollstandig verhindert werden.

Abbildung 3-4: Synthetisierte zwitterionische Derivate der Trimere 125 und 126 ausgehend von Trimer-Orn 110 bzw.
Trimer-ABA 118 mit den erhaltenen isolierten Ausbeuten. Die Reaktionsbedingungen entsprachen den in Tabelle 3-1
Eintrag 4 beschriebenen Bedingungen.

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Modifikation mittels Click-Chemie
wurden die zwitterionischen Derivate 125 und 126 in einer sehr guten Ausbeute von 87%
und einer miRigen Ausbeute von 45% dargestellt (Abbildung 3-4). Im Fall von 126 wurde
das gewiinschte Produkt mit einem Anteil von ca. 25% des Produktes mit abgespaltener
Fmoc-Schutzgruppe erhalten, sodass die tatsdchliche Ausbeute {iiber dem hier
beschriebenen Wert liegen sollte. Da eine Abspaltung der Schutzgruppe als unbedeutend
tiir die folgenden Syntheseschritte bewertet werden kann, wurde das Produkt ohne weitere
Reinigung fiir die folgenden Schritte verwendet. Auch bei der Darstellung der Tetramer-
Derivate zeigte sich eine Inhomogenitdt der erhaltenen Ausbeuten (Abbildung 3-5).
Wihrend das zwitterionische Tetramer des reinen Ornithin-Peptids 127 und das gemischte
Derivat ABAB 130 in einer sehr guten Ausbeute von 87% erhalten werden konnten, wurde
fir das zweite zwitterionische Derivat der gemischten Peptide ABBA 129 eine gute

Ausbeute von 67% erreicht
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Abbildung 3-5: Synthetisierte zwitterionische Derivate der Tetramere mit den erhaltenen isolierten Ausbeuten. Die
Reaktionsbedingungen entsprachen den in Tabelle 3-1 Eintrag 4 beschriebenen Bedingungen.
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Im Gegensatz zu diesen guten Ausbeuten, wurde fiir die Seitenkettenmodifikation des
Lysin-Tetramers 128 nur eine schlechte Ausbeute von 34% erreicht. Wie schon fiir das
gemischte Trimer 126, wurden die gemischten Tetramer-Bausteine 129 & 130 als Mischung
mit dem aus der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe resultierenden Produkt erhalten.
Dabei konnte in dieser Arbeit der Grund fiir die groRen Ausbeuteverluste bei Ubertragung
der Reaktionsbedingungen auf das Lysin-Tetramer 128 und das gemischte Trimer 126
nicht geklart werden.

Bei der Verwendung von Ubergangsmetall-katalysierten Reaktionen in der Synthese von
potentiellen Medikamenten muss stets Sorge dafiir getragen werden, dass die
entsprechenden Metallspezies durch geeignete Reinigungsschritte vollstindig entfernt
werden. Obwohl Kupfer als Spurenelement im Mensch und in Tieren essenziell fiir eine
Vielzahl lebenswichtiger Prozesse ist, kann die Einnahme von hohen Dosen zur schweren
Komplikationen im Gastro-Intestinal-Trakt, der Leber oder der Niere fithren, welche
mitunter auch tédlich enden kénnen. '*! Der ICH empfiehlt hierbei in seinem Bericht ,,ICH
guideline Q3D (R1) on elemental impurities* fiir Kupfer eine maximale PDE von 300 ug bei
parenteraler Einnahme was 17 mg/kg Kérpergewicht entspricht."®I Da in dieser Arbeit auf
eine spezielle Abtrennung des Kupfer-Katalysators, z. B. durch Fillung als Sulfid, verzichtet
wurde, wurde zur Bestimmung des Kupfergehalts eine elementaranalytische
Untersuchung durchgefiihrt. Hierzu wurde das Ornithin-Trimer 125 als Referenzsubstanz
mittels Graphitofen-AAS untersucht, wobei ein Kupfergehalt von 0.335%. gefunden wurde.
Da insbesondere bei der Verwendung von Radiopharmazeutika Dosierungen im
nanomolaren Bereich iiblich sind und somit lediglich Einnahmen von Milligramm-Mengen
des Tracers erfolgen, liegt der erhaltene Wert von 335 ng Cu/mg mit ausreichender
Sicherheit deutlich unter den geforderten Grenzwerten.

Um die fiir die Komplexierung von Zirconium, oder anderen Ubergangsmetallen,
notwendigen freien Hydroxamséduren zu erhalten sollte im letzten Schritt der Synthese die
Abspaltung der Benzyl-Gruppen erfolgen. Fiir die Debenzylierung von
Benzylhydroxamséduren gibt es in der Literatur zwei gdngige Methoden die fiir Reaktionen
dieser Art verwendet werden. Neben der Verwendung von Lewis-Sduren, wie
beispielsweise AlCl; mit Anisol in Nitromethan "%, oder BCl, %] bzw. BBr, 151" stellt
die hydrogenolytische Spaltung in Anwesenheit von Palladium-Katalysatoren den gréRten
Anteil an publizierten Methoden dar. Wie in anderen gingigen Hydrogenierungs-

Verfahren wird vorwiegend in polar, protischen Losungsmitteln bei H,-Partialdriicken von
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Atmosphirendruck bis 20 bar und Reaktionzeiten zwischen einer Stunde und mehreren
Tagen gearbeitet.

Es wurde sich daher in dieser Arbeit fiir die katalytische Hydrogenierung zur Abspaltung
der Benzyl-Schutzgruppen entschieden, da hierbei die geringsten
Orthogonalitdtsprobleme erwartet wurden. Wie bereits fiir die Konjugation der
zwitterionischen Seitenkette, wurde fiir eine Evaluation der Reaktionsbedingungen das
Trimer des Lysins 124, in zwitterionischer Form, gewahlt (Tabelle 3-2).

Aus Griinden der besseren Loslichkeit der Edukte wurde ein Losungsmittelgemisch aus
Methanol und Wasser und Palladium auf Aktivkohle als Katalysator gewdhlt. Bei einer
Reaktionszeit von drei Stunden (Eintrag 1), konnte kein Umsatz zum Produkt oder die
Abspaltung einzelner Benzylgruppen beobachtet werden. Bei Verwendung des deutlich
reaktiveren Pearlman Katalysators Pd(OH), auf Aktivkohle (Eintrag 2), konnte im
Gegensatz zu Pd/C bereits eine Abspaltung von einer bzw. zwei Benzylgruppen mittels
HPLC-MS detektiert werden. Zu den Reaktionsansitzen wurden jeweils 0.1% Essigsdure als
protisches Additiv gegeben und fiir weitere drei Stunden unter 1 bar H,-Partialdruck
geriihrt (Eintrag 2 & 5). Hierbei konnte fiir Pd/C eine Abspaltung von einer bzw. zwei
Benzylgruppen, und fiir Pd(OH),/C eine partielle Produktbildung, sowie die Abspaltung von
einer bzw. zwei Benzylgruppen beobachtet werden. In beiden Fillen wurde eine teilweise
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe beobachtet. Zur weiteren Untersuchung wurde die
Reaktionslosung weitere 12 h in einem Autoklav bei einem H,-Partialdruck von 60 bar

geriihrt (Eintrag 3 & 6).
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Tabelle 3-2: Evaluation der Reaktionsbedingungen fiir die hydrogenolytische Spaltung der Schutzgruppen zur
Darstellung des Liganden 132.

T ?ﬂ e Rl ?ﬂ%

—N*—

o,

i 5
I e y }
A s

124 R = Fmoc 131
R=H 132
Pd-
Losungsmittel H,-Druck Reaktionszeit Additiv Umsatz/Ausbeute
Quelle?
CH,O0H/H,0
1 Pd/C 1 bar 3h - -
20:1
CH,0H/H,0 0.1%
2 Pd/C 1 bar 6h b)
20:1 HAc
CH,OH/H,0 0.1%
3 Pd/C 60 bar 18 h c)
20:1 HAc
CH,O0H/H,0
4 Pd(OH),/C 1 bar 3h - d)
20:1
CH,O0H/H,0 0.1%
5 Pd(OH),/C 1 bar 6h c)
20:1 HAc
CH,0H/H,0 0.1%
6 Pd(OH),/C 1 bar 18 h c)
20:1 HAc
20%
7 Pd/C CH,OH/H,02:1 60 bar 18h e)
HAc

Gefundene Produkte: a) Die Katalysatorbeladung betrug in allen Fillen 10%, wobei 10 Gew.-% bezogen auf das
Startmaterial eingesetzt wurden; b) Abspaltung von 1 oder 2 Benzylgruppen, teilweise Spaltung von Fmoc; c) Produkt,
Abspaltung von 1 oder 2 Benzylgruppen, teilweise Spaltung von Fmoc; d) Abspaltung von 1 oder 2 Benzylgruppen; e)
Produkt, teilweise Spaltung von Fmoc.
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In beiden Fillen wurde die gewiinschte Zielstruktur 131, sowie das Derivat mit
abgespaltener Fmoc-Schutzgruppe 132 als Hauptprodukt gebildet. Allerdings lagen zu
groRRen Teilen auch weiterhin die durch einfache oder zweifache Abspaltung der
Benzylgruppe erhaltenen Verbindungen, sowie deren Analoga ohne Fmoc-Schutzgruppe,
vor.

Aufgrund der hohen Dichte an funktionellen, teilweise geladenen Gruppen und dem infolge
der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe gebildeten Amin ist eine Inhibition des
Katalysators naheliegend, woraus die beobachtete Reaktionsrate und unvollstindige
Produktbildung resultiert. Daher wurde zum Vermeiden von Produktinhibition durch
nukleophile Gruppen wie beispielsweise das freie Amin, die Sulfonate und die gebildeten
Hydroxamsduren der Anteil an Essigsdure auf 20% erhoht und ein deutlich polareres
Lésungsmittelsystem gewahlt (Eintrag 7). ***° Weiterhin wurde die Reaktion im Autoklav
bei 60 bar H,-Partialdruck durchgefiihrt. Hierbei wurde ausschlieflich das Produkt 131,
sowie das aus der teilweisen Abspaltung von Fmoc resultierende Analogon 132 erhalten.
Der Anteil beider Produkte wurde mittels HPLC auf circa 50:50 determiniert.

Um ein homogenes Produkt zu erhalten, wurde das erhaltene Produktgemisch mit 20%
Piperidin in H,0 behandelt und das erhaltene freie Amin 132 mittels prdparativer HPLC

gereinigt, wodurch der Ligand 132 in einer Ausbeute von 83% erhalten werden konnte.
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| \/)\\ ﬁ803-

Abbildung 3-6: Trimere Liganden, welche nach der Hydrogenierung und anschlieRender Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe erhalten wurden.

In Analogie zu der so entwickelten Methode wurden die anderen trimeren Liganden des
Ornithins 133 (93% Ausbeute) und des alternierenden Derivats 134 (42% Ausbeute)
hergestellt (Abbildung 3-6). Wahrend fiir 133 und 132 sehr gute Ausbeuten erhalten
wurden, konnte fiir 134 nur eine schlechte Ausbeute erhalten werden. Da durch
Reaktionskontrolle mittels HPLC eine vollstindige hydrogenolytische Spaltung, sowie die
Integritdt der Ester-Funktionalitit, nachgewiesen wurden, ist ein Ausbeuteverlust durch

unvollstindigen Umsatz auszuschliefen. Ein moglicher Grund fiir eine verringerte
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Ausbeute konnte eine erhdhte Adsorption des Liganden auf der pordsen Oberfliche des
heterogenen Katalysators sein. Trotz ausgiebigem Spiilen des Katalysators mit CH;OH und
Wasser konnte keine Erhéhung der Ausbeute erreicht werden.

Durch das Peptidriickgrat bieten sich fiir die Konjugation der Liganden an Targeting-
Vektoren sowohl der C-Terminus als auch der N-Terminus an. Als weitere
Koordinationsstelle zur Absittigung der Koordinationsphire des Zirconiums kdnnte neben
den Hydroxamaten zusdtzlich die Carbonsdure-Funktion dienen, wihrend eine
Konjugation weiterhin iiber die Aminofunktion méglich wire. Zur Untersuchung eines
Einflusses der freien Carbonsduregruppe anstelle des Esters wurden neben den geschiitzten
Trimeren zwei weitere Derivate 135 & 136 als pseudo-Tetramere ausgehend vom trimeren
Ornithin-Ligand 133 und dem trimeren Lysin-Ligand 132 durch Behandlung der Liganden
mit TFA dargestellt (Abbildung 3-7). Nach Reinigung mittels praparativer HPLC wurde 135

in einer Ausbeute von 88% und 136 in einer Ausbeute von 66% erhalten.

Abbildung 3-7: Trimere Ornithin- bzw. Lysin-Liganden mit freier Carbonsdure 135 & 136 zur Untersuchung des
Einflusses der Carbonsiure als weitere Donorgruppe auf die Komplexbildungseigenschaften.

Ausgehend von den zwitterionischen Tetrameren konnten ebenfalls die Liganden mit vier
Hydroxamat-Gruppen ausgehend von Ornithin 137 und von Lysin 138 dargestellt werden
(Abbildung 3-8). Die Zielverbindungen wurde in akzeptablen Ausbeuten von 62% bzw. 52%

nach chromatographischer Reinigung mittels priparativer HPLC erhalten.
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Abbildung 3-8: Tetramere Liganden 137 & 138, welche nach Hydrogenierung des zwitterionischen Ornithin- bzw.
Lysin-Tetramers erhalten wurde.

Auch die alternierenden Liganden mit unterschiedlichen Abstinden zwischen den
Hydroxamsdurefunktionen wurden nach Hydrogenierung und anschlieBender Fmoc-
Abspaltung in schlechten Ausbeuten von 33% fiir den Orn-Lys-Orn-Lys-Liganden 139 und
42% fiir den Orn-Lys-Lys-Orn-Liganden 140 erhalten (Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Tetramere Liganden 139 & 140, welche nach Hydrogenierung der zwitterionischen alternierenden
Derivate erhalten wurden.

Fazit
Nach der Synthese einer Bibliothek von Oligopeptiden ausgehend von den
Grundbausteinen Ornithin-Monomer 80 und Lysin-Monomer 82 konnten im vorherigen
Kapitel die erfolgreiche Modifikation der so erhaltenen modularen Plattformen mittels
CuAAC, sowie die anschliefende Abspaltung der verbleibenden Schutzgruppen zu
Darstellung der Zielverbindungen demonstriert werden. Hierzu wurden zunichst die
Reaktionsbedingungen der Click-Reaktion optimiert und konnten mit sehr guten bis
maligen Ausbeuten auf alle Bausteine iibertragen werden. Ebenso konnten nach
Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die hydrogenolytische Spaltung der
Benzylgruppen und anschlieRende Abspaltung der verbleibenden Fmoc-Schutzgruppe eine
Bibliothek neuartiger modularer Siderophore dargestellt werden. Die Synthese der
Trimere konnte in einer Gesamtausbeute von 17% fiir Ligand-Trimer-Ornithin 133, 11% fiir
Ligand-Trimer-Lysin 132 und 3% fiir den alternierenden Chelator Ligand-Trimer-ABA 134
iber 14 Stufen realisiert werden. Dariiber hinaus sollten pseudo-Tetramere Chelatoren,
welche anstelle einer zusitzlichen Hydroxamsiduregruppe eine freie Carbonsdure als
Donorgruppe aufweisen, synthetisiert werden. Die Synthese der beiden pseudo-Tetramere

Ligand-Trimer-OrnithinCOOH 135 und Ligand-Trimer-LysinCOOH 136 erfolgte in
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Ausbeuten von 16% bzw. 9% iiber 14 Stufen. Obwohl die Gesamtausbeuten in einem sehr
niedrigen Bereich liegen, entsprechen diese Werte Durchschnittsausbeuten von 81-89%.
Die Synthese der tetrameren Derivate erfolgte fiir den Chelator Ligand-Tetramer-
Ornithin 137 in einer Gesamtausbeute von 8% und fiir den Chelator Ligand-Tetramer-
Lysin 138 in einer Gesamtausbeute von 2% iiber 16 Stufen. Dariiber hinaus konnten
zusdtzlich zur Untersuchung eines Einflusses des Abstandes der Hydroxamsiuren
zueinander die alternierenden Derivate Ligand-Tetramer-ABAB 139 in einer
Gesamtausbeute von 2% und Ligand-Tetramer-ABBA 140 in einer Gesamtausbeute von 1%
tiber 16 Stufen dargestellt werden. Wie schon fiir die trimeren Derivate liegen auch hier die
durchschnittlichen Ausbeuten in einem guten bis sehr guten Bereich zwischen 80-86%.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erfolgreich eine effiziente Synthesesequenz fiir
die Darstellung neuartiger modularer peptidischer Siderophore etabliert werden mit
welcher eine Bibliothek unterschiedlichster Liganden synthetisiert wurde. Die so
erhaltenen Liganden sollten anschliefend auf ihre Tauglichkeit als Liganden fiir Zirconium

untersucht werden.

3.7. Evaluation der Liganden

Trotz seiner attraktiven Eigenschaften, existiert bis heute kein zugelassenes
Radiopharmakon, in welchem das Radiometall *Zr verwendet wird. So befinden sich
derzeit mehr als 25 Priparate in klinischen Studien.” In nahezu allen Studien wird fiir
die Komplexierung auf das Siderophor DFO 9 zuriickgegriffen, welches wie in Kapitel 1.5
beschrieben, deutliche Schwichen in Hinblick auf die Komplexstabilitdt in vivo aufweist.
Infolge dessen kommt es aufgrund des osteophilen Charakters von *Zr zur Einlagerung ins
Knochengewebe. Es ist daher unerldsslich neue Liganden beziehungsweise die
korrespondierenden Zr-Komplexe in Hinblick auf ihre Stabilitdt zu evaluieren. Durch die
Synthese einer ganzen Bibliothek an Liganden ergeben sich verschiedene Fragestellungen,
welche mit durch die Evaluation beantwortet werden sollten (Abbildung 3-10). Obwohl
DFO 9 als Vorbild fiir die in dieser Arbeit synthetisierten diente, wurde im Gegensatz zum
Naturstoff keine Pseudo-Peptidstruktur gewéhlt. Trotz eines gleichen Abstands zwischen
den Hydroxamaten, ergeben sich daraus erhebliche Unterschiede, da die Positionierung
der Amide und Hydroxamsduren innerhalb des Backbones einen entscheidenden Einfluss
auf die Rigiditit des Liganden und damit auf die Komplexgeometrie und damit die Stabilitit

haben kann.
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Abbildung 3-10: Vergleich des Naturstoffs DFO 9 mit den in dieser Arbeit entwickelten Liganden in Hinblick auf die fiir
die Evaluation der Komplexstabilitidt zu beantwortenden Fragestellungen.

Durch die Verwendung unterschiedlicher Aminosdure-Bausteine lassen sich dariiber
hinaus auch die Abstinde zwischen den Hydroxamaten variieren, sodass auch eine
Betrachtung in Hinblick auf diesen Aspekt erfolgen muss. Dariiber hinaus wurden in dieser
Arbeit neben den dem DFO 9 analogen hexadentaten trimeren Chelatoren auch die
octadentaten Chelatoren mit zusidtzlicher Hydroxamsiure bzw. Carbonsdure darstellt.
Durch diese zusidtzlichen Donorgruppen, sollte die Koordinationssphire des Zirconiums
vollstandig gesdttigt und damit eine hohere Stabilitét erreicht werden.

Als wichtigste Kennzahlen zur Abwigung der Giite eines neuen Liganden werden in der
Literatur als wichtigste invitro Untersuchungen Transchelatisierungsassays,
Kinetikstudien und Serumstabilititen durchgefiihrt. Analog zur spiteren Anwendung
werden dafiir die Chelatoren mit radioaktivem *Zr markiert und die Assays mittels radio-
DC oder radio-HPLC verfolgt und ausgewertet. Diese Methodik bietet den Vorteil, dass dank
ihrer hohen Sensitivitit auch geringe Mengen an radioaktivem Material verldsslich
verfolgt und quantifiziert werden kdnnen. Eine weitere Moglichkeit zur Auswertung stellt
HPLC-MS dar. Dabei kann auf die Verwendung von radioaktivem Material verzichtet
werden, wodurch die Notwendigkeit des Vorhandenseins eines entsprechenden
Strahlenlabors eliminiert wird. Dariiber hinaus kénnen durch die Detektion mittels MS
auch mdogliche Zerfalls- oder Nebenprodukte verfolgt und identifiziert werden. Jedoch sind
im Gegensatz zu auf Radioaktivitdt basierenden Assays deutlich striktere Limitierung in
Bezug auf die Assay-Planung zu beriicksichtigen. So lassen sich die Untersuchungen nur in
vergleichsweise salzarmen Losungen durchfiihren, da es andernfalls zur Suppression der
in deutlich geringeren Konzentrationen vorliegenden Zr-Komplex-lonen kommt. Dies

schlieft eine Verwendung von Puffersystemen aus, sodass es wihrend der Evaluation zu
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pH-Wert  Schwankungen kommen kann. Zwar ist die Sensitivitit von
massenspektrometrischen Detektoren ausreichend um Konzentrationen, welche im
Bereich der Applikationskonzentration von PET-Kontrastmitteln liegen zu detektieren,
jedoch zeigt sich dabei ein schlechtes Signal/Rauschen-Verhiltnis, wodurch in den meisten
Fillen lediglich qualitative Auswertungen erfolgen konnen. Zur Etablierung eines Assays,
welcher schnell und sicher auch ohne Vorhandensein eines Radiolabors durchfiihrbar sein
sollte, wurde sich in dieser Arbeit daher fiir die Verwendung eines HPLC-MS basierten

Ansatzes entschieden.

3.7.1. Transchelatisierungsassay (ETDA)

Eine der wichtigsten Kennzahlen bei der Entwicklung von Pharmazeutika, welche auf
Metallkomplexen basieren, ist die Stabilitit gegeniiber Transchelatisierung. Im
menschlichen Korper sind Ubergangsmetall-Kationen ubiquitdr vorhanden und werden
ihrerseits in Komplexen mit niedermolekularen Chelatoren und hocheffizienten
makromolekularen Chelatoren oder in den aktiven Zentren von Enzymen gebunden. Eine
gingige Methode zur Abschitzung der physiologischen Stabilitdt neuer Chelatoren stellt
der Transchelatisierungsassay dar, bei dem der zu untersuchende Metallkomplex in einem
gepufferten Medium mit erhShten Konzentrationen eines Kompetitors, in der Regel
EDTA 142 oder DTPA 143, inkubiert wird (Abbildung 3-11). Als Referenz dient in den
meisten Studien DFO welches, aufgrund der Stabilitdt seiner Zirconium-Komplexe unter

in vivo Bedingungen, lange Zeit als Goldstandard galt. "%
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Abbildung 3-11: Gingige Chelatoren die fiir die Komplexierung von Ubergangsmetallkationen verwendet werden.

Aufgrund der Vielzahl neuer Liganden fiir *Zr mit meist stark differenzierten Strukturen
existieren eine Vielzahl an Protokollen fiir das Labelling der Chelatoren, sowie fiir die
Evaluation der Komplexstabilitit, da je nach Struktur unterschiedliche Anforderungen an
die Loslichkeit der gebildeten Komplexe gestellt werden. Aufgrund dieser grof3en
Bandbreite an Bedingungen lésst sich eine vollstindige Vergleichbarkeit mit den in der
Literatur verédffentlichen Studien nur schwer realisieren. Fiir das Labelling der Liganden

mit Zirconium wurde ein an PATrAet.al. angelehntes Protokoll und fiir die
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Transchelatisierungsstudie ein an SEBOLD et. al. angelehntes Protokoll verwendet. 1% 15¢]

Die erhaltenen Komplexe wurden zunéchst in fiir die PET tiblichen Konzentrationen mit
"*ZrCl, bei einem pH-Wert von pH = 8.5-9.0 iiber 90 min markiert. Nach anschlieSender
Gefriertrocknung erfolgte die Inkubation mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA 142
bei einem pH-Wert von pH = 7.0 iiber einen Zeitraum von 24 h.

Da aus Sicherheitsgriinden eine Arbeit mit radioaktivem *Zr nicht moglich war, musste
eine alternative Methodik zur Auswertung der Ergebnisse des Assays entwickelt werden.
Wihrend bei Arbeiten mit radioaktivem Material in der Regel auf eine
diinnschichtchromatographische Auswertung zuriickgegriffen wird, kann dieses
Auswertungsverfahren aus Griinden der Sensitivitdt nicht auf nicht-radioaktive Komplexe
tibertragen werden. Als alternatives Auswertungsverfahren wurde fiir den in dieser Arbeit
verwendeten Transchelatisierungsassay eine HPLC-MS Methodik entwickelt. Nach 0 h, 2 h,
8 h und 24 h wurden 15 pL der Losung mittels HPLC-MS analysiert und das extracted ion
chromatogram (EIC) der entsprechenden Zirconium-Komplexe integriert (Abbildung 3-12).
Anhand des gezeigten Beispiels ldsst sich die Limitierung der Methodik deutlich erkennen.
Durch die hohe Menge an Salzen, welche zu Beginn des HPLC-Laufs eluiert werden, werden
diese nur langsam im Verlauf der weiteren Messung aus dem System eliminiert, sodass es
zu einem schlechten Signal/Rauschen-Verhiltnis und in einigen Fillen zu einer deutlichen

Signalsuppression der gesuchten Molekiilpeaks kommt (siehe auch Anhang Kapitel 8.2).
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Abbildung 3-12: Vergleich des Rohchromatogramms (blau) eines Messpunktes der Transchelatisierungsstudie mit dem
prozessierten EIC (rot), welches fiir die Auswertung verwendet wurde.
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Zur Etablierung des Assays wurde zunichst die Stabilitdtskurve der Referenz DFO 9
bestimmt um die Giite der verwendeten Methodik abschitzen zu kénnen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3-13 zusammen mit den in der Literatur beschriebenen Stabilitdtskurven

die bei einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA erhalten wurden dargestellt.
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Abbildung 3-13: Stabilitdtskurven von DFO-*Zr und/oder DFO-Zr aus unterschiedlichen Publikationen. Alle
Stabilitidten wurden gegen einen 1000-fachen Uberschuss an EDTA, in unterschiedlichen Medien bestimmt. Sofern nicht
in tabellarischer Form vorhanden, wurden die erhaltenen Werte durch Extrapolation anhand bereitgestellter
Diagramme erhalten, [115 117,121,125, 158]

Hierbei ist zu beachten, dass in den gezeigten Vergleichsstudien zwar die Konzentration
des Kompetitors in allen Assays gleich waren, allerdings Bedingungen wie Temperatur,
Medium und verwendete Zirconiumspezies sehr inhomogen waren. Entsprechend
inkonsistent zeigen sich auch die erhaltenen Stabilititen mit Werten zwischen 28-72%
intaktem DFO-Zr-Komplex nach 24 h. Im Vergleich zu den Literaturwerten fallt auf, dass
der in dieser Arbeit erhaltenen Wert nach 24 h mit einer Integritit von 4% deutlich
niedriger ist, jedoch der Verlauf der Kurve mit dem in der Literatur Beschriebenen,
ibereinstimmt. Ein mdglicher Grund fiir die deutlich niedrigere Stabilitit kénnte der
Verzicht auf ein gepuffertes System sein. Zwar wurde die aus dem Labelling erhaltene
Carbonat-haltige Losung mit HCl auf pH = 7.0 eingestellt, jedoch wurde der pH-Wert iiber
den Zeitraum des Experiments nicht erneut gepriift und eventuell korrigiert. Insbesondere
fiir pH-Werte unter pH = 7.0 zeigt DFO eine deutlich verringerte Stabilitit. "> Panpya et. al.
konnten beispielsweise bei pH =5.0 eine vollstindige Demetallierung von DFO-Zr nach

bereits drei Stunden beobachten. In einer weiteren Studie von DEri et. al. zeigte sich fiir
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einen pH =5.0 nach 3 h nur eine Demetallierung von 44%, jedoch auch nach 24 h eine
vollstindige Demetallierung. Trotz der Inhomogenitit der Daten kann somit ein
Riickschluss zur Hypothese eines niedrigeren pH-Wertes als dem in der Studie
Angenommenen von pH = 7.0 gezogen werden. Obwohl die in dieser Arbeit entwickelte
Methodik eine vergleichsweise hohe Abweichung der Stabilitit von DFO gegen
Transchelatisierung gegeniiber den Literaturwerten liefert, wurde der verwendete Assay,
aufgrund des iibereinstimmenden Verlaufs der Zerfallskurve, als valide fiir die weitere
Evaluation bewertet, wobei ein vorherrschender pH-Wert zwischen pH = 5.0-7.0 zugrunde
gelegt wird.

Zundchst wurden hierbei die trimeren Liganden mit der beschriebenen Methodik in
wissrigem Milieu bei pH =8.5-9.0 mit "Zr markiert und nach Gefriertrocknung die

entsprechenden Zirconiumkomplexe erhalten (Abbildung 3-14).
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Abbildung 3-14: Strukturformel der Zirconium-Komplexe aus den hexadentaten und octadentaten Trimer-Liganden.
Nach Inkubation mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA 142 konnte bei allen Zr-
Komplexen der Trimer-Liganden eine nahezu vollstindige Demetallierung festgestellt
werden (Abbildung 3-15). Wihrend die Komplexe Trimer-Lysin-Ligand-Zr 145 (rot) und
Trimer-ABA-Ligand-Zr 146 (violett) eine nahezu vollstindige Demetallierung aufweisen,
wurde fiir den Zr-Komplex Trimer-Orn-Zr 144 (blau) eine geringfiigig hohere Menge des

intakten Komplex nach 24 h wiedergefunden.
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Abbildung 3-15: Darstellung der Stabilit4t der Trimer-Ligand-Zr-Komplexe durch Auftragung der normierten Integrale
des EIC (normiert auf 0 h Wert) gegen die Zeit.

Trotz der vorgenommenen strukturellen Anderungen an den hergestellten
Liganden 144-146 zeigt sich ein vergleichbares Verhalten zum Naturstoff DFO 9. So fiihrt
die Installation zwitterionischer Gruppen zu einer verbesserten Hydratisierung und damit
zur Ausbildung einer entsprechenden Hydrathiille. Trotzdem scheint dies die
Komplexbildung und die Stabilitit nicht zu beeinflussen. Ebenso scheint die Einbringung
zusitzlicher Amide, durch die eingefiigten Seitenketten an den a-Aminofunktionen die
Rigiditét nicht negativ zu beeinflussen. Aufgrund des vergleichbaren Verhaltens zu DFO 9
kann daher geschlossen werden, dass die geringe Stabilitit auf die hexadentate
Chelatisierung, und damit unzureichende Absittigung der Koordinationssphidre des Zr*,
zuriickgefiihrt werden kann.

Neben den reinen Trimeren wurden zusitzliche pseudo-Tetramere mit freier
Carbonsdurefunktion dargestellt, um einen mdglichen Einfluss der zusidtzlichen
Donorgruppe auf die Komplexstabilitit zu untersuchen (Abbildung 3-14). Hierbei konnte
fiir das Lysin-Derivat 148 eine vergleichbare Stabilitit zu dem Komplex ohne zusétzliche
Carbonsdure festgestellt werden (Abbildung 3-16). Betrachtet man hingegen die beiden
Ornithin-Komplexe so zeigt sich eine deutliche Zunahme der Stabilitit, wobei nach 24 h
noch ca. 1/4 des intakten Zr-Komplexes 144 & 148 vorhanden waren. Es lédsst sich daher
hier als moglicher Trend ableiten, das ein geringerer Abstand zwischen den
Hydroxamsduren im Backbone des Liganden zu einer zusitzlichen Erhdhung der Stabilitat

fiihrt.
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Abbildung 3-16: Darstellung der Stabilitidt der Trimer-Ligand-Zr-Komplexe und Trimer-COOH-Ligand-Zr-Komplexe
durch Auftragung der normierten Integrale des EIC (normiert auf 0 h Wert) gegen die Zeit.

Beide Komplexe zeigen zwar eine erhohte Stabilitdt gegeniiber Transmetallierung, diese
liegt allerdings nicht in den GréRenordnungen, welche fiir Komplexe mit octadentaten
Chelatoren zu erwarten sind. Neben den direkten Analoga des DFO 9 in Form der trimeren
Chelatoren wurden die tetrameren Liganden, welche vier Hydroxamsduregruppen tragen,

auf ihre Stabilitit in ihren Zr-Komplexen 149-152 untersucht (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: Strukturformel der Zirconium-Komplexe aus den octadentaten Trimer-Liganden.
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Hierbei konnten erwartungsgemdR deutlich hohere Stabilititen gegeniiber
Transmetallierung unter den gewéhlten Bedingungen erreicht werden (Abbildung 3-18).
Wihrend die Komplexe des Ligand-Tetramer-Lysin 152 (oliv), -ABAB 150 (pink) und -
ABBA 151 (rosa) nur eine miRige Stabilitit von ca. 50% ermittelt werden konnte, zeigte
sich fiir den Tetramer-Orn-Zr-Komplex 149 (tiirkis), dass dieser vollstindig stabil blieb.
Betrachtet man den Verlauf der Zerfallskurven der Tetramere, so zeigt sich deutlich nach
Beginn des Experiments ein Anstieg des Integrals. Es ist davon auszugehen, dass die
Komplexierung von Zr* durch die Liganden nach dem fiir die Komplexierung gewdhlten
Zeitraum von 90 min noch nicht vollstindig ist, sodass noch freie Zr*-Kationen nach Losen
des Lyophilisats vorhanden sind. Bemerkenswert ist, dass trotz Anwesenheit eines 1000-
fachen Uberschusses eines konkurrierenden Komplexbildners, die in dieser Arbeit
entwickelten Liganden in der Lage sind, die in der Lésung vorhandenen Metallkationen zu

binden und somit eine vollstindige Komplexierung zu erreichen.
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Abbildung 3-18: Darstellung der Stabilitdt der Tetramer-Ligand-Zr-Komplexe durch Auftragung der normierten
Integrale des EIC (normiert auf 0 h Wert) gegen die Zeit.

Die Tendenz einer hoheren Stabilitit des gebildeten Zr-Komplexes fiir das kurze Ornithin-
Derivat decken sich mit den von SemBorDet.al. durchgefiihrten empirischen
Berechnungen.™® Die Gruppe berechnete fiir ihren cyclischen Liganden einen idealen
Abstand von 7 Atomen zwischen den Hydroxamséuren. Dieser Trend ldsst sich auch in den

Stabilitdten der Tetramerkomplexe nachvollziehen, wobei das Ornithin-Derivat mit einem
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Abstand von 9 Atomen zwischen den Hydroxamaten eine deutlich hohere Stabilitit

aufweist, als die Derivate in denen Lysin im Riickgrat enthalten ist (Abstand = 10 Atome).

3.7.2. Kinetik der Komplexbildung

Durch die in der Vorevaluierung erhaltenen Daten und der damit verbundenen
Identifikation einer Hit-Struktur in Form des Ligand-Tetramer-Orn 149 sollte zur
Validierung der These einer unvollstindigen Komplexierung innerhalb von 90 min eine
Kinetik-Studie durchgefiihrt werden. Hierzu wurden zunichst die gleichen Bedingungen
des Labellings, wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben, gewihlt. Alle 90 min wurde ein Aliquot der
Reaktionslosung mittels HPLC-MS vermessen und das EIC des Zr-Komplexes zur Evaluation
integriert. Dariiber hinaus wurde das Experiment auch bei einer Temperatur von 37 °C
durchgefiihrt um den Temperatureinfluss auf das Labelling zu erfassen. Anhand dieser
Kinetik-Studie fiir den neuen Liganden konnte festgestellt werden, dass die Markierung des
Liganden mit Zr bei Raumtemperatur erst nach 270 min vollstindig abgeschlossen ist

(Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: Ergebnisse der Evaluation der Komplexbildungskinetik anhand des Zr-Komplexes von Ligand-
Tetramer-Orn 149. Aufgetragen sind die Integrale des EIC gegen die Zeit.

Im Vergleich dazu zeigt sich bei einer Temperaturerhéhung auf eine fiir Biomolekiile, wie
zum Beispiel Antikorper oder Peptide, unproblematische Temperatur von 37 °C, dass das
Labelling bereits nach 90 min beendet ist. Auffallig ist jedoch auch, dass bei einer Erhéhung

der Temperatur der gebildete Komplex nach Erreichen des Maximums anschlieRend
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wieder zu zerfallen scheint, sodass ein Labelling bei 37 °C unter schwach basischen
Bedingungen iiber einen ldngeren Zeitraum als 90 min in weiteren Studien nicht
durchgefiihrt werden sollte. Ein moglicher Grund fiir diese Beobachtung ist, dass im
Gleichgewicht frei vorliegende Zr*-Kationen aufgrund ihres Lewis-sauren Charakters die
Hydrolyse vorhandener Amidbindungen katalysieren und es damit zu einem Abbau des
Liganden kommt. Eine dhnliche These ldsst sich mit Hinblick auf die zwitterionischen
Seitenketten formulieren, da durch diese eine bessere Hydratisierung des Liganden
vorliegt, wodurch es ebenfalls zu Hydrolysereaktionen kommen konnte. Daher sollte in
spateren Arbeiten der Einfluss unterschiedlicher Puffermedien (PBS, HEPES, etc.) auf das
Komplexierungsverhalten untersucht werden. Durch die so erhaltenen Daten zur Kinetik
der Komplexbildung lassen sich die Ergebnisse der Vorevaluation, also der beobachtete
Anstieg an intaktem Komplex fiir die tetrameren Bausteine nach Inkubation mit EDTA 142,
erkldaren. Weiterhin bestdtigen die Ergebnisse der Kinetik-Studie die These, dass die in
dieser Arbeit entwickelten Liganden duflerst potente Komplexbildner fiir Zr sind und in
der Lage sind das Metall auch in Anwesenheit groler Mengen anderer Chelatoren zu

binden.

3.7.3. Evaluation des Tetramer-Orn-Zr-Komplexes

Mit den in der Kinetik-Studie erhaltenen Daten sollten zur weiteren Validierung der
Komplexierungseigenschaften von Ligand-Tetramer-Orn 149 der zuvor durchgefiihrte
Transchelatisierungsassay mit dem neuen Labelling-Protokoll wiederholt und neben EDTA,
auch DFO 9 als Kompetitor untersucht werden. Der Ligand wurde bei Raumtemperatur
tiber 270 min bei pH =8.5-9.0 mit Zr markiert und im Anschluss gefriertrocknet. Das
erhaltene Lyophilisat wurde geldst, mit einem Uberschuss des Kompetitors (EDTA 1000-
facher Uberschuss, DFO 300-facher Uberschuss) versetzt, die Ldsung auf pH = 7 eingestellt
und die Integritdt des gebildeten Zr-Komplexes iiber einen Zeitraum von 24 h beobachtet

(Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20: Darstellung der Stabilitit des Tetramer-Orn-Zr-Komplexes gegeniiber Transchelatisierung. Als
Kompetitoren wurden EDTA und DFO in 1000-fachem bzw. 300-fachem Uberschuss verwendet. Aufgetragen sind die
normierten Integrale des EIC fiir den Tetramer-Orn-Zr-Komplex (normiert auf 0 h Wert) gegen die Zeit.

Analog zu den Experimenten der Vorevaluation konnte fiir die Wiederholung des
Kompetitivexperiments mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA 142 zunichst ein
leichter Anstieg der Kurve (Abbildung 3-20 tiirkis) beobachtet werden, was in diesem Fall
auf die verwendete HPLC-MS-Methodik zuriickgefiihrt werden kann (vgl. Fehlerbalken).
Wie in der Vorevaluation konnte in der Validierung festgestellt werden, dass der Tetramer-
Ornithin Komplex 149 nach 24h in Gegenwart eines 1000-fachen Uberschusses an
EDTA 142 vollstindig stabil war. Die beobachteten, mitunter groRen, Abweichungen der
Werte innerhalb einer Messreihe lassen sich durch die verwendete HPLC-MS Methodik
erkldren. Aufgrund der verwendeten Konzentrationen des Zr-Komplexes im nanomolaren
Bereich, welche fiir spatere Anwendungen iiblich sind zeigt sich ein schlechtes Signal-zu-
Rauschen Verhiltnis. Zusétzlich wurden die Proben vor der Messung nicht gereinigt,
sondern eine Probe direkt aus der Reaktionslésung entnommen. Die HPLC-MS Methode
wurde in Folge dessen so eingestellt, dass die ersten fiinf Minuten, in denen Salze und das
in der Lésung enthaltene EDTA eluiert werden (siehe Abbildung 3-12), direkt in den Abfall
geleitet wurden. Durch die groe Menge an EDTA, welche auf die HPLC-S4ule injiziert
wurde, konnte dennoch eine Suppression der restlichen Signale tiber den Verlauf des

HPLC-Laufes beobachtet werden.
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Abbildung 3-21: Strukturformeln von Ligand-Tetramer-Ornithin 133 und den als Referenz zur Bewertung der
Ergebnisse der Stabilitdtsstudie herangezogenen literaturbekannten Verbindungen DFO* 12 und DFOcyclo 16.

Als Referenz zur Beurteilung des Tetramer-Orn-Zr-Komplexes 149 wurde die von
RAAVE et. al. durchgefiihrte Studie verwendet. """ Die Gruppe konnte fiir die Zr-Komplexe
von DFO*12 und DFO-cyclo16 eine Komplexstabilitit von >99% gegeniiber
Transchelatisierung mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA feststellen. Trotz einer
methodischen Unsicherheit zeigt sich, dass die Stabilit4t von Tetramer-Orn-Zr 149 in einer
GroRenordnung mit den literaturbekannten Verbindungen liegt und es in Gegenwart eines
1000-fachen Uberschusses an EDTA 142 zu keiner oder nur minimalen Transchelatisierung
kommt. Neben EDTA wurde auch DFO 9 in einem 300-fachen Uberschuss verwendet. Dies
entspricht den von PATRA et. al. verwendeten Bedingungen, welche in der Erstpublikation
von DFO* 12 verwendet wurden. Wihrend die literaturbekannte Verbindung DFO* 12 in
der Literaturstudie in Anwesenheit des Kompetitors keiner Transchelatisierung unterging,
konnte fiir die in dieser Arbeit dargestellte Verbindung eine Stabilitdt von >90% nach 24 h
ermittelt werden. Wie zuvor zeigte sich innerhalb der Messreihe eine vergleichsweise
breite Streuung der Werte, was sich auf die verwendete HPLC-MS Methodik und das damit
verbundene schlechte Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis zuriickfithren ldsst. Um eine
eindeutige Vergleichbarkeit mit der Literatur zu gewahrleisten, sollte die Evaluation der
Komplexstabilitdt in zukiinftigen Arbeiten als weitere Validierungsmethode unter

Verwendung des radioaktiven *Zr durchgefiihrt werden um eine zusitzliche sensitivere
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Methodik zur Quantifizierung. Mit den in dieser Arbeit gesammelten Ergebnissen, ldsst sich
jedoch zeigen, dass es sich bei der neuen Verbindung Ligand-Tetramer-Ornithin 133 um
einen hochpotenten Liganden fiir das Ubergangsmetall Zirconium handelt, dessen Zr-
Komplex eine Stabilitit aufweist, welche in einer GréRenordnung mit dem aktuell

leistungsfihigsten Liganden DFO* 12 liegt.
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Synthese modularer, peptidischer Hydroxamate
als Chelatoren fiir die Entwicklung neuer und individuell anpassbarer *Zr-basierter
Kontrastmittel fiir die PET-Diagnostik.

Das Radiometall ¥Zr hat sich im Laufe der letzten Dekade, im Kontext der Antikérper-
gestiitzten  immunoPET, aufgrund seiner vorteilhaften Halbwertszeit und
Zerfallseigenschaften als Radionuklid der Wahl etabliert. Als Vorbild fiir die Entwicklung
eines neuen Liganden fiir *Zr diente in dieser Arbeit der Naturstoff DFO 9, ein acyclisches
Pseudopeptid aus der Gruppe der Siderophore. DFO 9 ist in der Lage iiber seine drei
Hydroxamsiuregruppen Ubergangsmetallkationen zu chelatisieren, wihrend das freie
Amin eine Konjugation an Targeting-Funktionen zulésst. In Anlehnung an den Naturstoff
wurde ein modulares Peptid-Grundgeriist (Abbildung 4-1) entwickelt, welches neben den
Moglichkeiten zur Komplexierung von Metallkationen und der Konjugation weiterer
Biomolekiille durch die Verwendung von a-Diaminosduren eine zusidtzliche
Funktionalisierung zulédsst, um beispielsweise die pharmakokinetischen Eigenschaften der

Verbindung zu beeinflussen.

Konjugatiol OH ’ """ Funktionalisierung ¥

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des geplanten peptidischen, modularen Liganden zur Komplexierung von *Zr.
Durch die Verwendung unterschiedlicher Aminosduren kénnen Targeting-Vektoren an C- und N-Terminus konjugiert
werden (orange), der Abstand zwischen den komplexbildenden Hydroxamatgruppen (rot) moduliert und durch
zusitzliche Seitenketten (griin) die pharmakokinetischen Eigenschaften angepasst werden.

Fiir die Synthese der Dipeptid-Bausteine fiir das Peptidriickgrat des spdteren Liganden,
konnte eine robuste und effiziente Synthesesequenz ausgehend von den kommerziell
erhiltlichen Boc-, Cbz-geschiitzten Diaminosduren L-Ornithin bzw. 1-Lysin etabliert
werden. Die Synthese des Ornithin-B-Alanin-Bausteins 80 erfolgte in einer Ausbeute von

34% tiber 7 Stufen, wahrend sich der Lysin-f-Alanin-Baustein 82 in einer Ausbeute von 31%
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iber 7 Stufen darstellen lies (Schema 4-1). Als weitere Variation zum Vergleich eines
Einflusses der Positionierung der Hydroxamsaurefunktion innerhalb des Molekiils sollte
des Weiteren ein Ornithin-y-GABA-Baustein 81 dargestellt werden. Obwohl die Synthese
erfolgreich mit einer Ausbeute von 4% tiber 7 Stufen durchgefiihrt werden konnte stellte
sich die intramolekulare Cyclisierung der y-Aminobuttersdure als nicht tiberwindbares

Hindernis zur Etablierung einer effizienten Synthese in gr6Rerem MaRstab dar.

n =1 Boc-Orn(Cbz)-OH 50 7 Stufen
7 Stufen n =2 Boc-Lys(Cbz)-OH 52 31%

34%

7 Stufen
4%

Schema 4-1: Synthese der modularen Dipeptid-Bausteine (Monomere) als Grundbausteine fiir die Synthese des
Peptidriickgrats der Chelatoren.

Ausgehend von den Monomer-Bausteinen wurde anschliefend mittels Peptidsynthese
nach der Fmoc-Strategie nach einem Baukastenprinzip eine Bibliothek von insgesamt 9
Chelatoren mit unterschiedlichen Eigenschaften synthetisiert. Neben den dem DFO
analogen hexadentaten Verbindungen, welche drei Hydroxamatgruppen tragen, wurde
auch eine Reihe von vier octadentaten Chelatoren mit vier Hydroxamatgruppen
dargestellt. Als weitere octadentate Variante wurden zusitzlich die hexadentaten

Liganden mit einer freien Carbonsdurefunktion dargestellt (Schema 4-2).

A
Ornithin-Monomer B
80 Peptidsynthese
Lysin-Monomer C
82
D

Schema 4-2: Schematische Darstellung der Synthese der peptidischen Liganden in vier Varianten. Trimere dem DFO
analoge hexadentate Peptide bestehend aus einem Monomer oder alternierend (A); octadentate Liganden mit 3
Hydroxamsiuren und freier Carbonsiure (B); octadentate tetramere Chelatoren bestehend aus einem Monomer (C) oder
alternierend (D).
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Die so erhaltenen Peptidgrundgeriiste wurden im Anschluss zur Demonstration der
Funktionalisierbarkeit via bioorthogonaler Click-Chemie mit zwitterionischen Gruppen
modifiziert. Nach anschlieBender Abspaltung aller Schutzgruppen wurden die Chelatoren
in Ausbeuten zwischen 1% bis 17% tiber 14 Stufen fiir die Trimere bzw. tiber 16 Stufen fiir
die Tetramere erhalten. Zur Evaluation der Stabilitit der korrespondierenden Zr-
Komplexe wurde ein HPLC-MS basierter Transchelatisierungsassay entwickelt. In einer
Vorevaluation wurden die Komplexe mit einem 1000-fachen Uberschuss an EDTA bei pH = 7
inkubiert und die Integritdt der Komplexe iiber 24 h verfolgt. Wahrend die trimeren
Liganden (Varianten A und B) in ihren Zr-Komplexen eine dhnliche Performance wie ihr
Pendant DFO aufwiesen und bereits nach wenigen Stunden zerfielen, wiesen die Tetramere
(Varianten C und D) deutlich bessere Stabilititen auf. Hierbei blieb der Tetramer-Orn-
Zr 149 auch nach 24 h vollstdndig stabil und wurde daher als potentielle Hit-Struktur in
einer weiteren Studie validiert. Neben EDTA als Kompetitor wurde auch die
Transchelatisierung gegen einen 300-fachen Uberschuss an DFO untersucht, wobei eine

Stabilitdt von mehr als 90% nach 24 h festgestellt werden konnte (Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-2: Zirkonium-Komplex des modularen, peptidischen Chelator auf Basis des Ornithin-Monomerbausteins 80,
welcher via Click-Chemie mit Zwitterionen modifiziert wurde (links). Ergebnisse der Transchelatisierungsstudie zur
Untersuchung der Stabilitét des gebildeten Zr-Komplexes 149 gegen 1000-fachen Uberschuss an EDTA und 300-fachen
Uberschuss an DFO (rechts).
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5. Summary

The aim of this thesis was the design and synthesis of novel, peptidic hydroxamate-ligands
for the radiometal *Zr as a modular platform for the development of specifically tuneable
contrast agents for PET applications.

Over the past decade, *Zr emerged as the “metal of choice” for targeted immunoPET
applications, due to its relatively long half-life time and favorable decay characteristics.
The natural compound DFO 9, an acyclic, pseudo peptidic siderophore, is the most popular
chelator for *Zr and has been employed in numerous, yet unsuccessful, clinical trials. DFO
binds transition-metal ions via three hydroxamate groups and was used as archetype
structure for the ligands developed in this thesis. In order to achieve complete modularity
the ligands were designed as oligopeptides, allowing for a facile synthesis via standard
peptide synthesis from readily available starting materials. The proposed final ligand
structure offers four hydroxamate groups to fully saturate the coordination sphere of the
Zr*-ion, thus guaranteeing enhanced stability. It also offers additional side chains as
modification sites to tune the pharmacokinetic properties of the ligand, for example by
introducing zwitterionic groups, while allowing N- or C-terminal conjugation of targeting

moieties (Figure 5-1).

¢ Functionalisatio

Conjugatio!

Figure 5-1: Schematic depiction of the proposed modular, peptidic ligands for the complexation of ®Zr. The peptide
structure allows for N- or C-terminal conjugation of targeting moieties (orange), the modulation of the chain length
between the chelating moieties (red) by the use of different amino acids and sidechains for the addition of
pharmacokinetic relevant groups such as zwitterions to tune the in vivo properties of the ligand (green).

To ensure quick assembly of the ligands an efficient and robust synthetic route was
established yielding dipeptidic monomer building blocks. Starting from commercially
available Boc-, Cbz-protected diamino acids L-ornithine or L-lysine the ornithine-f-alanine

monomer 80 and lysine-p-alanine monomer 82 were synthesized in a yield of 34% and 31%
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over seven steps (Scheme 5-1). In order to investigate a possible influence of the
intramolecular positioning of the hydroxamic acid moiety on the Zr-complex stability, the
ornithine-y-GABA 81 was synthesized with a yield of 4% over seven steps. For this
compound, the intramolecular cyclisation of the y-aminobutanoic acid proved

insurmountable, preventing the synthesis of the monomer 81 in sufficient quantities.

n =1 Boc-Orn(Cbz)-OH 50

n = 2 Boc-Lys(Cbz)-OH 52 7351“3/? ©
7 steps
4%
o) o r (P
S e L S o
HN._O O (o] J\/\/\/,Q N
HO™ Ve
. HN.__O o} (o)
R
. w SO
82

Scheme 5-1: Synthesis of the modular dipeptide monomers as building blocks for the synthesis of the peptide backbone.

With the monomer building blocks at hand a library of nine chelators with varying
properties were synthesized following peptide synthesis via the Fmoc-protocol in solution.
As a comparison to the model compound DFO, hexadentate chelators, bearing three
hydroxamic acids were synthesized (A). Additionally ocatadentate derivatives with four
Hydroxamates (C and D) or three hydroxamates as well as an additional carboxylic acid (B)

were synthesized (Scheme 5-2).

A
(0]
Ornithine-Monomer B
80 Peptide synthesis HO
Lysine-Monomer C
82
D

Scheme 5-2: Schematic depiction of the ligand library synthesis. Four variants of chelators were synthesised: A
hexadentate trimeric compounds analogous to DFO employing one monomer or alternating versions; B octadentate
trimeric compounds employing an additional carboxylic acid for metal complexation; C octadentate tetramer chelators
with four Hydroxamates built from one monomer or in alternating fashion using both monomer variants (D).
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To demonstrate the modularity of the system, the azide side-chains were used to introduce
zwitterionic groups via bioorthogonal click-chemistry. After cleavage of the remaining
protecting groups the chelators were obtained in yields ranging from 1% to 17% over
14 steps for the trimeric and 16 steps for the tetrameric chelators. In order to evaluate the
performance of the ligands in forming stable Zr-complexes a HPLC-MS transmetallation
assay was developed. Quick assessment of the library compounds was done by labelling the
ligands with non-radioactive Zr and subsequent incubation of the formed complexes in
presence of a 1000-fold excess of EDTA at pH =7 over 24 h. While the trimers (variants A
and B) employed insignificantly higher stabilities than their model compound DFO, the
tetramers (variants C and D) showed excellent stability in presence of the competitor. With
nearly quantitative stability, the complex Tetramer-Orn-Zr 149 remained intact after 24 h
and was therefore identified as hit structure and validated in further transmetallation and
kinetic studies. Besides its excellent stability in the presence of 1000-fold excess EDTA, the
complex showed a very high stability of >90% after 24 h, when being opposed with a 300-
fold excess of the current “Gold-standard” DFO, thus making it a potent candidate for

further development of novel targeted *Zr-contrast agents.
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Figure 5-2: Zirconium-complex of the ornithine-based modular ligand (left). Zwitterionic groups were introduced via
click chemistry demonstrating the modularity of the chelator. To determine the stability of the formed complex a
transmetallation assay was used opposing the Zr-complex with 1000-fold excess of EDTA or 300-fold excess of DFO at
pH =7 over 24 h (right).
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6. Ausblick

Die in dieser Arbeit entwickelte Syntheseroute konnte zwar erfolgreich und
reproduzierbar zur Darstellung einer Ligandenbibliothek verwendete werden, jedoch stellt
eine Peptidsynthese in Losung keine finale Losung dar. Sowohl aus Zeit- und
Kostengriinden bietet sich daher die Festphasenpeptidsynthese an und sollte trotz erster
negativer Ergebnisse wihrend dieser Arbeit eingehender untersucht werden, da nur so
eine effiziente Synthese der Liganden im technischen MaRstab realisiert werden konnte.
Den Ergebnissen der Transchelatisierungsstudie folgend, sollte dabei neben dem in dieser
Arbeit etablierten Ornithin-basierten Liganden auch eine noch kiirzere Variante,
beispielsweise ~ unter = Verwendung von  2,4-Diaminobuttersdure oder = 2,3-
Diaminopropansdure dargestellt werden, um den von SEiBOLD et. al. berechneten idealen
Abstand zwischen den Hydroxamsiduren realisieren zu kénnen und damit die Stabilitit

weiter steigern zu kdnnen.

Abbildung 6-1: Mégliches immunoPET-Diagnostikum, basierend auf dem entwickelten Liganden, nach Kupplung an
einen Antikdrper und funktionalisierten Seitenketten (griin) zur Anwendung in ersten préklinischen Studien.

Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse der Stabilitdtsstudien fiir den neu
entwickelten Liganden lassen sich eine Reihe weiterer Herausforderungen formulieren.
Neben den in dieser Arbeit durchgefithrten Transchelatisierungsstudien, stellt die
Untersuchung der Komplexstabilitit unter physiologischen Bedingungen, sprich im

Serum, eine wichtige Kennzahl zur Beurteilung des Liganden dar. Dabei sollte zur
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Gewdhrleistung der Wiederfindung und als Generalprobe fiir die Anwendung unter
Realbedingungen auf die Verwendung von radioaktivem *Zr zuriickgegriffen werden. Im
Idealfall einer solchen Studie sollte diese zudem unter Verwendung einer Targeting-
Funktion, zum Beispiel in Form eines Antikorpers, Aptamers oder Peptids, erfolgen um den
Erfolg spéterer in vivo Studien abschitzen zu konnen.

Neben der Einfithrung von zwitterionischen Seitenketten mittels bioorthogonaler Click-
Chemie, konnten an dieser Stelle eine Vielzahl anderer Modifikationen durchgefiihrt
werden. Als mogliche Alternative zu der Verwendung von Zwitterionen zur Darstellung
sog.  Stealth-Liganden, konnte  stattdessen  niedermolekulare  dendritische
Polyethylenglykole verwendet werden, welche ebenfalls eine gute Wasserloslichkeit und
entsprechende Hydrophilie erzeugen kénnen um die unspezifische Bindung an
Serumproteine zu verringern. Dariiber hinaus kdnnte auch eine Kombination mit
clickbaren Fluorezenz- oder NIR-Chromophoren erfolgen, um sogenannte bimodale
Kontrastmittel zu erhalten. Diese konnten in der chirurgischen Entfernung von Tumoren
Anwendung finden, wobei die Operation unter ,,fluorescence-guidance oder ,,NIR-guidance*

durchgefiihrt werden konnte und eine abschlieRende Evaluation auf eine vollstidndige

Entfernung des kranken Gewebes mittels PET erfolgen wiirde.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Vorbemerkungen

7.1.1. Allgemeine Methoden

Luftsauerstoff- oder Feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten
Glasapparaturen unter Schutzgasatmosphire (N, oder Ar) durchgefiihrt. Alle verwendeten
Losungsmittel wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, VWR und Acros in den
entsprechenden Reinheitsgraden erworben oder nach Standardlabormethoden getrocknet
und destilliert. Die in den Synthesen eingesetzten Chemikalien stammen von den Firmen
Merck Millipore, Sigma-Aldrich, Alfa-Aesar, Acros, Fluka, Bachem, Iris Biotech, Fluorochem und
TCI Chemicals und wurden, sofern nicht anders angegeben, ohne weitere Reinigung in den
Synthesen verwendet. Reaktionen deren Bedingungen eine Kiihlung erforderten, wurden
mit einer entsprechenden Kéltemischung (Wasser/Eis/Nacl fiir 0 °C; Ethanol/CO, (fest) fiir
-50 °C; Aceton/N, oder CO, (fest) fiir -78 °C) gekiihlt.

Die Nummerierung und Nomenklatur der Molekiile erfolgte nicht nach den empfohlenen

Richtlinien der TUPAC.

7.1.2. Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie: Die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle
wurde mit fluorophorbeschichteten Kieselgel-Aluminiumfolien durchgefiihrt. Als Phase
fiir Trennungen der Normalphasen-DC wurden ALUGRAM® Xtra SILG Folien der Firma
Macherey-Nagel verwendet. Fiir Trennungen der Umkehrphasen-DC wurden Nano-SIL C18
TLC plates der Firma Macherey-Nagel verwendet.

Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektion (A=254nm), Cersulfat-Losung (5g
(NH,),Ce(S0,)s, 30 g M0,0,4(NH,)s * 4 H,0, 30 mL konz. H,SO, und 600 mL demin. H,0),
Ninhydrin-Lésung (1.5% Ninhydrin und 3% Essigsdure in EtOH), Vanillin (6 g Vanillin,
100 mL  Ethanol, 2.5mL H,SO,) und Molybdatophosphorsiure-Losung (5g
Molybdatophosphorsidure, 100 mL EtOH) als Anfirbereagenzien.

Sdulenchromatographie: Fiir sdulenchromatographische Trennungen der Normalphase
wurde POLYGOPREP 60-80 Kieselgel der Firma Macherey-Nagel mit einer Korngrdfle von
60-200 um verwendet. Fiir die sdulenchromatographische Reinigung der Umkehrphase

wurde POLYGOPREP 100-50 C,s Kieselgel der Firma Macherey-Nagel mit einer Korngrofe von
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40-63 um verwendet. Alle fiir die Sdulenchromatographie verwendeten Losungsmittel
wurden vor Benutzung frisch destilliert oder in den entsprechenden Reinheitsgraden
gekauft. Fiir Trennungen der Umkehrphase wurde Acetonitril des Reinheitsgrads HPLC
(99.8%) der Firma VWR Chemicals verwendet. Desweiteren wurde Wasser des Reinheitsgrads
Milli-Q durch Reinigung von demineralisiertem Wasser durch eine Millipore Milli-Q

Filteranlage erhalten und fiir die Chromatographie verwendet.

Automatisierte Sdulenchromatographie: Trennungen mittels automatisierter
Sdulenchromatographie erfolgten an einer puriFlash®450 der Firma Interchim. Fiir
Trennungen der Normalphase wurden eigens mit POLYGOPREP 60-80 Kieselgel der Firma
Macherey-Nagel gepackte Sdulen verwendet. Fiir Trennungen der Umkehrphase wurden
CHROMABOND Flash RS 15, CHROMABOND Flash RS 25 oder CHROMABOND Flash RS 80
Kartuschen der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die Sammlung der Fraktionen erfolgte

durch UV-Detektion in einem Wellenldngenbereich von 200-500 nm.

High Performance Liquid Chromatography: Die Reinigung der Zielverbindungen
erfolgte mittels praparativer HPLC an einer VWR Hitachi LaChrom Elite der Firma VWR mit
einer L-2130 Pumpe und einem UV-2400 UV-Detektor oder einer VWR Hitachi LaChrom
Elite der Firma VWR mit einer L-7150 Pumpe, L-7000 Interface und einem UV-2400
UV-Detektor. Als Phasen fiir die Trennungen wurden die folgenden Sdule der Firma

Macherey-Nagel verwendet:
NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel
NUCLEODUR® Cg HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel

7.1.3. Instrumentelle Analytik

Elementaranalyse: Die Elementaranalysen fiir CHN-Messungen wurden an einem C/H/N-
Elementaranalysator vario EL Il der Firma Elementar Analysensysteme GmbH durchgefiihrt.
Die Elementaranalysen fiir CHNS(O)-Messungen wurden an einem C/H/N/S-O-
Elementaranalysator EuroEA Elemental Analyzer der Firma EuroVector mit HEKAtech HT

Sauerstoff-Analysator der Firme HEKAtech durchgefiihrt.

Graphitofen-Atomabsorptionsspektrometrie: Fiir die Bestimmung von Cu* in den
Proben wurden 6-13 mg der Probe mit konz. HNO; in H,0 (2:3) aufgeschlossen. Die Messung
erfolgte an einem ContrAA 700 der Firma Analytik Jena. Die Kalibrierung erfolgte gegen
einen Cu”-Standard der Konzentrationen (0 ug/L, 10 ug/L, 20 pg/L, 40 ug/L und 60 ug/L).
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Infrarotspektroskopie: IR-Spektren wurden an einem FT/IR-4100-Spektrometer der

Firma Jasco mit einer ATR-Einheit aufgenommen.

Kernresonanzspektroskopie: Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an einem
Avance III 600 MHz, einem Avance I 500 MHz, einem DRX 500 MHz, einem Avance III HD
400 MHz, einem Avance Il 400 MHz, einem Avancel 400 MHz oder einem FourierHD
300 MHz der Firma Bruker Daltonics. Die angegebenen Losungsmittel dienten als interner
Standard fiir die Kalibrierung. Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der
6-Skala in ppm angegeben. Die Kopplungskonstanten (J) werden in der Einheit Hertz (Hz)
angegeben. Zur Kennzeichnung der Multiplizititen der Signale werden folgende
Abkiirzungen verwendet:

s = Singulett; s, = verbreitertes Singulett; = d =Dublett; t=Triplett; q=Quartett;
quin = Quintett; m = Multiplett; dd =Dublett vom Dublett; dt = Dublett vom Triplett;
td = Triplett vom Dublett; tt = Triplett vom Triplett;
ddd = Dublett vom Dublett vom Dublett.

Die Zuordnung der Signale komplexer Molekiile erfolgte auf Basis von 2D-NMR-
Experimenten (H,H-COSY, HMBC, HSQC, NOESY und TOCSY). Alle Spektren wurden, falls

nicht abweichend angegeben, bei 298 K aufgenommen.

Massenspektrometrie: Die ESI-Massenspektren wurden an einem MicrOTOF-Q oder einem
amaZon SL der Firma Bruker Daltonics, sowie an einem 6224-ESI-TOF der Firma
Agilent Technologies aufgenommen. Die Kalibrierung der hochaufgeldsten Massenspektren

erfolgte mit einem Natriumformiat-Standard.

Fiir die Aufnahme von LC/MS-Spektren wurde das MicrOTOF-Q-Massenspektrometer mit
einer VWR Hitachi LaChrom Elite HPLC-Anlage der Firma VWR verbunden. Diese umfasste
eine L-2130 Pumpe, einen L-2400 Diode Array Detector und einen L-2200 Autosampler. Fiir

die Trennungen wurden folgende Sdulen der Firma Macherey-Nagel verwendet:
NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel
NUCLEODUR® Cg HTec EC, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel

Polarimetrie: Drehwerte wurden mit einem Polarimeter M550 der Firma A. Kriiss

Optotronic unter Verwendung einer 1 mL Kapillare (0.5 dm Linge) bestimmt.

UV-Vis Spektroskopie: Messungen der Absorption bzw. der optischen Dichte wurden an

einem Genesys 10uv Spektrometer der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt.
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7.1.4. Festphasenpeptidsynthese

Verwendetes Harz: Als Triagermaterial fiir die SPPS wurde ein 2-Chlorotrityl-chlorid auf
Polystyrol-Basis (quervernetzt mit 1% Divinylbenzol, 100-200 mesh), mit einer

Belegungsdichte von 1.52 mmol/g, der Firma Novabiochem verwendet.

Erstbelegung: Vor der Erstbelegung wurde das Harz fiir 2 h in abs. CH,Cl, quellen gelassen
und anschlieRend mit abs. CH,Cl, gewaschen. 50 mg des Harzes wurden zusammen mit
einer Mischung aus 1.2 Aquivalenten der Fmoc-Aminosdure (Fmoc-AHX-OH) und
5 Aquivalenten DIPEA in CH,Cl, versetzt und fiir 120 min geschiittelt. Nach Waschen mit
CH,CI, (3x), DMF (2x) und erneut CH,Cl, (2x) wurde das belegte Harz im Exsikkator iiber
KOH iiber Nacht getrocknet.

Die Bestimmung der Erstbelegungsdichte erfolgte nach GuDE et.al. mittels UV-Vis
Spektroskopie. ™! 5 mg des Harzes wurden eingewogen und mit DBU 2% in DMF versetzt.
Nach Schiitteln fiir 30 min wurde die Lésung mit CH,CN zu 10 mL verdiinnt und 2 mL dieser
Losung ein weiteres Mal zu 25 mL in einem Messkolben verdiinnt. Eine Referenzprobe
wurde analog, aber ohne Zugabe des Harzes angefertigt. Nach Messung der Absorption bei

A = 304 nm (Fmoc-DBU-Addukt) wurde die Belegungsdichte nach Formel 7-1 bestimmt.**

_ (AbSProbe — AbSRef) -16.4
m

(7-1)

p

p = Belegungsdichte [mmol/g]
Abs = Absorption bei A = 304 nm

m = Masse des eingesetzten Harzes [mg]

Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe: Eine Lisung aus 20% Piperidin in DMF wurde zum
Harz gegeben und fiir 30 min geschiittelt. Nach Waschen mit DMF (2x) und CH,Cl, (3x)
wurde der Abspaltungsvorgang wiederholt und die quantitative Abspaltung mittels Kaiser-

Test bestitigt. 1> 1%

Kettenverlingerung durch Peptidkupplung: Die Fmoc-Aminosiure (2.2 Aquivalente)
wurden mit HATU (2.2 Aquivalente) und DIPEA (5.0 Aquivalente) in DMF/CH,CI, (1:8) geldst.
Nach Schiitteln fiir 5 min wurde die Losung zum Harz gegeben und iiber Nacht fiir 18 h
geschiittelt. Nach Waschen mit DMF (3x) und CH,Cl, (5x) wurde die Vollstindigkeit der
Kupplung mittels Kaiser-Test iiberpriift. Bei Nachweis verbliebener Aminogruppen wurde

die Kupplung nach oben beschriebener Vorgehensweise wiederholt. !
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Abspaltung vom Harz: Fiir die Abspaltung des Peptids vom Harz wurde das Harz in einen
Glaskolben {iberfiithrt und mit einer Mischung aus TFA/CH,Cl,/TIS (70:24:1) versetzt und

fiir 10 min geschiittelt.*”

Kaiser-Test: Der Nachweis freier Aminogruppen auf dem Harz erfolgte nach
KaIstR et. al."®® Einige Beads des Harzes wurden mit Ethanol gewaschen und anschlieRend
in einem Glasgefdl} mit zwei Tropfen der folgenden Losungen versetzt: 5 g Ninhydrin in
100 mL Ethanol, 80 g Phenol in 20 mL Ethanol, 2 mL einer 0.001 M KCN-Lésung in 98 mL
Pyridin. Nach kurzem Schiitteln wurde die Losung fiir 5 min oder bis zum Auftreten einer

Blaufdrbung auf 120 °C erhitzt.

7.1.5. Weitere Methoden

Synthese unter Mikrowellenbedingungen: Die Seitenkettenfunktionalisierung mittels
Click-Chemie erfolgte an einem Mikrowellensystem Initiator+ der Firma Biotage® mit einem
angeschlossenen Robot Sixty Autosamplersystem der Firma Biotage®. Desweiteren wurde

das Mikrowellensystem Initiator Classic der Firma Biotage® verwendet.
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7.2. Arbeitsvorschriften

7.2.1. Synthese der Seitenketten

N-(Benzyloxycarbonyl)-6-aminohexansiure 153 162
(e}

4 & H
Aminohexansédure 105 (5.00 g, 38.1 mmol, 1.00 Aq.) wurde in demin. H,0 (80 mL) geldst und
mit NaOH (4.57 g, 114 mmol, 3.00 Aq.) versetzt und die Reaktionsldsung auf 0 °C gekiihlt.
Benzylchloroformiat (9.75 g, 7.99 mL, 57.2 mmol, 1.50 Aq.) wurde iiber einen Zeitraum von
15 Minuten zugetropft, wobei sich die Reaktionsldsung triibte. Das Eisbad wurde entfernt
und die Reaktion fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde mit Et,0 (2 x 50 mL)
gewaschen um iiberschiissiges Cbz-Cl zu entfernen und die wissrige Phase mit konz. HC]
auf pH = 2 eingestellt, wobei die Losung sich triibte. Die Reaktionslésung wurde fiir 60 min
bei 7 °C gelagert, wobei sich das Produkt als farbloses Ol und nach Anreiben mit einem
Glasstab ausfiel. Der farblose Feststoff wurde abfiltriert, mit demin. H,0 (2 x 10 mL)
gewaschen. Nach Mérsern und Trocknen im Olpumpenvakuum wurde das Produkt als

farbloser Feststoff (9.72 g, 36.6 mmol, 96% [Lit. 88%]) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCL;) 6§ [ppm] = 7.36-7.29 (m, 5H, H-12, H-13, H-14), 5.09 (s, 2H, H-10),
4,81 (sy,, 1H, H-8), 3.21-3.18 (m, 2H, H-7), 2.34 (t, ’] = 7.34 Hz, H-3), 1.70-1.60 (m, 2H, H-4),
1.55-1.48 (m, 2H, H-6), 1.41-1.32 (m, 2H, H-5).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) § [ppm] = 179.2 (C-2), 156.6 (C-9), 136.7 (C-11), 128.6 (C-14), 128.2
(C-12, C-13), 66.8 (C-10), 41.0 (C-7), 33.9 (C-7), 29.7 (C-3), 26.2 (C-4), 24.4 (C-5).

HRMS (ESI pos) m/z [M+Na]' = ber. fiir C,,H;,NNaO,": 288.1206, gef. 288.1204.

N-(Benzyloxycarbonyl)-6-aminohexansiure-tert-butylester 106 !

el
10
0 12

8
T
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1
15 oy v %

N-(Benzyloxycarbonyl)-6-aminohexansiure 153 (5.00 g, 18.9 mmol, 1.00 Aq.) wurde mit
tBuOH (2.10 g, 2.68 mL, 28.3 mmol, 1.50 Aq.) in CH,Cl, (80 mL) gelést und auf 0 °C abgekiihlt.
DCC (4.86g, 23.6 mmol, 1.25 Aq.) und 4-DMAP (345 mg, 2.83 mmol, 0.15 Aq.) wurden

zugegeben, das Eisbad entfernt und die Reaktionslésung fiir 13 h bei Raumtemperatur
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geriihrt. Dicyclohexylharnstoff, welches als farbloser Feststoff aus der Reaktionslosung
ausfiel wurde mittels Filtration iiber eine Glasfritte entfernt und der Filterkuchen mit
CH,CI, (10 mL) gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum auf ein Drittel des Volumens
eingeengt, auf 0 °C gekiihlt und erneut ausgefallener Harnstoff durch Filtration entfernt.
Das Filtrat wurde im Vakuum bis zur Trockene eingeengt und das erhaltene farblose, 6lige
Rohprodukt mittels Flash-Sdulenchromatographie an SiO, (n-Pentan/EtOAc 9:1—1:3)
gereinigt. Das Produkt wurde als farbloses Ol (3.57 g, 11.1 mmol, 59% [Lit. 63%]) eluiert.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;) § [ppm] = 7.36-7.30 (m, 5H, H-11, H-12, H-13), 5.08 (s, 2H, H-9),
4.81 (sy,, 1H, H-7), 3.18 (q, *J = 6.63 Hz, 2H, H-6), 2.20 (t, ¥ = 7.37 Hz, 2H, H-2), 1.64-1.56 (m,
2H, H-3), 1.53-1.51 (m, 2H, H-5), 1.43 (s, 9H, H-15), 1.37-1.30 (m, 2H,
H-4)."*C-NMR (75 MHz, CDCL;) § [ppm] = 173.1 (C-1), 156.5 (C-8), 136.8 (C-10), 128.6 (C-13),
128.2 (C-11, C-12), 80.2 (C-14), 66.7 (C-9), 41.0 (C-6), 35.5 (C-2), 29.8 (C-5), 28.2 (C-15), 26.3
(C-4),24.8 (C-3).

HRMS (ESI pos) m/z [M+Na]' = ber. fiir C,sH,,NNaO,": 344.1832, gef. 344.1833.

Retentionsfaktor R; = 0.44 (CH,Cl,/CH,OH 100:1, UV,s,, Cerammoniumsulfat)

6-Aminohexansiure-tert-butylester 107 1%
(6]
8 3 5 7
. )(O MNHZ

N-(Benzyloxycarbonyl)-6-aminohexansdure-tert-butylester 106 ~ (2.50g,  7.78 mmol,
1.00 Ag.) wurde in CH;0H (30 mL) geldst, Pd/C (5% auf Aktivkohle, 250 mg) zugegeben und
die Reaktionslosung fiir 3h bei Raumtemperatur und H,-Atmosphire geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde iiber ein Celite-Pad filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde iiber Nacht im Olpumpenvakuum

getrocknet und als farbloses Ol (1.41 g, 7.53 mmol, 97% [Lit. quant.]) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) § [ppm] = 2.62 (t, 2H, *] = 7.0 Hz, H-2), 2.21 (s, 2H, H-7), 2.14 (t,
2H, %] = 7.4 Hz, H-6), 1.57-1.49 (m, 2H, H-3), 1.47-1.38 (m, 2H, H-5), 1.36 (s, 9H, H-9), 1.31-1.22
(m, 2H, H-4).

3C-NMR (126 MHz, CDCL;) § [ppm] = 173.1 (C-1), 79.9 (C-9),41.7 (C-6), 35.5 (C-2), 33.0 (C-5),
28.1 (C-9), 26.3 (C-4), 24.9 (C-3).

HRMS (ESI pos) m/z [M+H]" = ber. fiir C,,H,,NO,": 188.1645, gef. 188.1640.
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4-Azidobutan-1-siureethylester 154 >

4-Brombutan-1-sdureethylester 97 (2.00 mL, 2.72 g, 13.6 mmol, 1.00 Aq.) wurden in 10 mL
DMF geldst und mit Natriumazid (4.42 g, 68.0 mmol, 5.00 Aq.) versetzt. AnschlieRend wurde
die farblose Suspension bei 77 °C fiir 32 h geriihrt. Danach wurde die Suspension in 25 mL
eines Losungsmittelgemisches (EtOAc/n-Pentan 4:1 v/v) aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit ges. NaHCO; (3 x 25 mL) gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde als farblose

Fliissigkeit (2.00 g 12.7 mmol, 93% [Lit: 96%]) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] = 4.15 (g, 2H, *] = 7.1 Hz, H-5), 3.35 (t, 2H, ] = 6.9 Hz, H-4),
2.40 (t, 2H, ¥=6.9Hz, H-2), 1.91 (quin, 2H, ’=6.9 Hz, H-3), 1.26 (t, 3H, ¥ =7.1Hz,
H-6)."*C-NMR (126 MHz, CDCL;) § [ppm] = 172.8 (C-1), 69.7 (C-5), 50.8 (C-4), 31.4 (C-2), 24.4
(C-3), 14.4 (C-6).

EI-MS m/z (%): 44.1 (100) [C,H,0], 55.1 (69) [M-C;Hs0,N,]; 73.8 (65) [C;H;0,], 129.2 (14) [M-N,].

4-Azidobutan-1-sdure 40 5

4-Brombutan-1-siureethylester 154 (4.58 g, 29.1 mmol, 1.00Aq.) wurden in 150 mL
CH,0H/H,0 (12:10) geldst und mit einem Wasser/Eis-Bad auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend
wurde Kaliumhydroxid (8.17 g, 146 mmol, 5.00 Aq.) zugegeben und fiir 5 min bei 0 °C
geriihrt. Das Eisbad wurde entfernt und die Reaktionslosung fiir 16 h bei Raumtemperatur
geriithrt. CH;OH wurde unter vermindertem entfernt und die verbleibende wissrige Losung
mit CH,Cl, (2 x 125 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit konz. HCl auf einen pH = 1
eingestellt und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Na,SO,
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt wurde als farblose Fliissigkeit (3.75 g, 29.1 mmol, 99% [Lit.: quant.]) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] = 11.19 (s, 1H, H-1), 3.36 (t, 2H, ] = 6.9 Hz, H-5), 2.46 (t,
2H, ’]=6.9 Hz, H-3), 1.90 (quin, 2H, ’]=6.9 Hz,
H-4)."*C-NMR (151 MHz, CDCL;) § [ppm] = 179.2 (C-2), 50.5 (C-5), 31.0 (C-3), 24.0 (C-4).
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EI-MS m/z [%]: 57.1 (100) [M-CHO,N,), 85.1 (55) [M-CO,], 100.1 (28) [M-HN,].

4-Azidobutan-1-siure(2,5-dioxopyrrolydin)anhydrid 36 >
6 5,0
1% 3
g\OMNs
3 2 4

4-Azidobutan-1-sdure 40 (4.00 g, 31.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,Cl, (45 mL) gel6st.
EDC-HCl (8.62 g, 45.0 mmol, 1.50 Aq.) und die Reaktionslésung bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Zugabe von N-Hydroxysuccinimid (5.18 g, 45.0 mmol, 1.50 Aq.) wurde die
Losung fiir 16h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in einem Gemisch aus EtOAc/CH,Cl, (1:1,
70 mL) aufgenommen. Es wurde mit ges. K,COs-Lsg. (3 x 50 mL), 1 M HCL,, (3 x 50 mL) und
ges. NaCl-Lsg. (50 mL) gewaschen. Nach Filtrieren und Entfernen des Lésungsmittels unter
vermindertem Druck wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an SiO,
(EtOAc/n-Pentan 1:1 v/v) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (5.51 g,
24.4 mmol, 79% [Lit. 87%]) erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] = 3.44 (t, 2H, *] = 6.9 Hz, H-4), 2.83 (s, 4H, H-6), 2.72 (t, 2H,
’T = 6.9 Hz, H-2), 2.01 (quin, 2H, *] = 6.9 Hz, H-3)."*C-NMR (151 MHz, CDCl;) 6 [ppm] = 169.1
(C-5), 168.0 (C-1), 50.1 (C-4), 28.2 (C-2), 25.7 (C-3), 24.5 (C-8).

ESI-MS (pos.) m/z [M+NaH,-N,] = ber. fiir CH,,N,0,Na": 223.0658, gef. 223.0701

Retentionsfaktor: R; = 0.30 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UV, Ninhydrin)
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Fmoc-beta-Alanin-Cl 100 ?*!

Fmoc-beta-Alanin-OH 70 (4.00 g, 12.9 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,CI, (40 mL) gelést und im
Eis/Wasser-Bad auf 0 °C gekiihlt. DMF (2 Tropfen) wurde zugegeben und anschliefend
SOCl, (4.66 mL, 64.2 mmol, 5.00 Aq.) iiber einen Zeitraum von 10 min zur Reaktionslésung
getropft. Das Eisbad wurde entfernt und die gelbe Reaktionslosung fiir3h bei
Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde mittels Kaltedestillation unter
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene gelbe Schleim in abs. CH,Cl, gel6st. Das
Losungsmittel wurde erneut unter vermindertem Druck entfernt und dieser Vorgang drei
weitere Male wiederholt. Das Produkt wurde als blassgelber Feststoff (4.15 g, 12.6 mmol,
98%) erhalten.

Zur Charakterisierung des Produkts wurden 2 mg des erhaltenen Feststoffs in CH;OH (1 mL)
gelost und die erhaltene Losung mittels Diinnschichtchromatographie untersucht. Es
konnte nur der Methylester (R = 0.36), nicht aber die freie Sdure (R;=0.00) nachgewiesen

werden.

Retentionsfaktor: R; = 0.36 Methylester (Si0,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UV,s,, Molybdato-

phosphorsiure)

4-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonylaminobutan-1-siure 71 2°!

(0]

4

ZI o

T;(
4-Aminobutan-1-sdure 31 (2.50 g, 24.2 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumhydrogencarbonat
(4.07 g, 48.5 mmol, 2.00 Aq.) wurden in demin. H,0 (70 mL) geldst und die Reaktionslésung
im Wasser/Eis-Bad auf 0 °C gekiihlt. Fmoc-OSu (12.3 g, 36.4 mmol, 1.50 Aq.) geldst in
1,4-Dioxan (70 mL) wurde iiber einen Zeitraum von 30 min zur Reaktionslésung getropft.
Das Wasser/Eis-Bad wurde entfernt und die Reaktionslésung fiir 16 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die erhaltene Suspension wurde filtriert und das Filtrat mit EtOAc (3 x 100 mL)

extrahiert. Die erhaltene organische Phase wurde mit ges. NaHCO,-Lsg. (3 x 100 mL)

extrahiert. Die wissrigen Phasen wurden auf einen pH-Wert von 1 eingestellt und
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anschliefend mit EtOAc (400 mL) extrahiert. Die erhaltene organische Phase wurde iiber
Na,S0, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt wurde als farbloser Feststoff (1.84 g, 7.82 mmol, 32% [Lit. 36%]) erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 12.03 (s, 1H, H-1), 7.88 (d, 2H, °J = 7.4 Hz, H-14),
7.69 (d, 2H, *] = 7.4 Hz, H-11), 7.41 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-12), 7.33 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-13), 4.30
(d, 2H, *J = 6.9 Hz, H-8), 4.21 (t, 1H, *] = 7.0 Hz, H-9), 3.01 (q, 2H, *] = 7.0 Hz, H-5), 2.22 (t, 2H,
’] = 7.0 Hz, H-3), 1.64 (p, 2H, *] = 7.0 Hz, H-4)."*C-NMR (101 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 174.2
(C-2), 156.1 (C-7), 143.9 (C-10), 140.7 (C-15), 127.6 (C-13), 127.0 (C-14), 125.1 (C-12), 120.1
(C-11), 65.2 (C-8), 46.8 (C-9), 39.6 (C-4), 30.9 (C-2), 24.8 (C-3).

ESI-MS (pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C,;H,,NO,Na': 348.1206, gef. 348.1213.

Retentionsfaktor: R, = 0.26 (SiO,, n-Pentan/EtOAc+0.01% HAc 2:1 v/v, UV,s,)

3-(Dimethyl(prop-2-ynyl)ammonio)propan-1-sulfonat 123 ['**!

3 ) 4 6

= N*/\/\SO -
172 | 5 8
7

3-Dimethylaminoprop-1-in 122 (1.54 g, 18.5 mmol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
1,3-Propansulton 121 (2.93 g, 24.4 mmol, 1.38Aq.) in Toluol (22 mL) geldst. Das
Reaktionsgemisch wurde 72 h bei 50 °C geriihrt, wobei ein farbloser Feststoff ausfiel. Die
Suspension wurde filtriert und der blassgelbe Filterkuchen mit Toluol (50 mL), Et,0 (80 mL)
und Aceton (50 mL) gewaschen. Der erhaltene pastose farblose Feststoff wurde in Et,0
(100 mL) gegeben, erneut filtriert und im Olpumpenvakuum getrocknet. Das Produkt

wurde als farbloser Feststoff (3.60 g, 17.5 mmol, 99% [Lit. 95%]) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, D,0) § [ppm] = 4.31 (s, 2H, H-3), 3.66-3.62 (m, 2H, H-4), 3.24 (s, 6H, H-7),
3.03 (t, 2H, H-6), 2.31-2.*C-NMR (151 MHz, D,0) § [ppm] = 81.5 (C-2), 70.2 (C-1), 62.3 (C-4),
54.4 (C-3), 50.4 (C-7), 47.2 (C-6), 18.3 (C-5).

ESI-MS (pos.) m/z [M+H]' ber. fiir C;H,sNO,S": 206.09, gef. 206.09.
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7.2.2. Synthese des Ornithin-f-Alanin-Monomers

Na-Boc-Ornithin(Ns-Cbz)-tert-butylester 84 1%

ske Has 2 X e
187 0TI N77>0 "
O« _RNH,_ ' H
Y“ 13 6 12
o}

15

16

N,N“-Diisopropylcarbodiimid (42.9 mL, 277.3 mmol, 5.00 Aq.), tBuOH (29.9 g, 319 mmol,
5.84 Aq.) und Cul (0.53 g, 2.78 mmol, 0.05 Aq.) wurden {iber 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Nachweis des Umsatzes mittels NMR-Spektroskopie, wurde die erhaltene

griine Suspension ohne weitere Reinigung fiir die weitere Synthese verwendet.

N,-Boc-Ornithin(N, -Cbz)-OH 50 (20.0 g, 54.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,Cl, (500 mL)
geldst und tBuOH (25 mL, 266 mmol, 4.88 Aq.) zugegeben und die Reaktionsldsung auf 0 °C
im Wasser-/Eis-Bad  gekiihlt. N,N‘-Diisopropyl-O-tert-butylisoharnstoff 88 (55.6 g,
277.3 mmol, 5.00 Aq.) wurde zur Reaktionsldsung getropft, wobei sich nach kurzer Zeit ein
farbloser Niederschlag bildete. Die Losung wurde fiir 72 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend zum Entfernen des Niederschlags iiber Celite filtriert. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohol
sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v) gereinigt. Das Produkt wurde
als farbloses Harz (19.9 g, 47.1 mmol, 86% [Lit. 99%]) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;) § [ppm] = 7.35-7.29 (m, 5H, H-10, H-11, H-12), 5.13-5.05 (m, 3H,
H-8, H-13), 4.99-4.89 (m, 1H, H-6), 4.21-4.10 (m, 1H, H-2), 3.26-3.14 (m, 2H, H-5), 1.85-1.73
(m, 1H, H-3), 1.66-1.51 (m, 3H, H-3, H-4), 1.44 (s, 9H, H-18), 1.43 (s, 9H, H-16).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] = 171.8 (C-1), 156.5 (C-7), 155.5 (C-14), 136.7 (C-9), 128.6
(C-11), 128.2 (C-10, C-12), 82.1 (C-17), 79.8 (C-15), 66.7 (C-8), 53.6 (C-2), 40.7 (C-5), 30.4 (C-3),
28.4 (C-18), 28.1 (C-17), 25.9 (C-4).

ESI-MS (pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C,,H;,N,0,Na": 445.2309, gef. 445.2332.

Retentionsfaktor: R;=0.57 (Si0,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UV,
Molybdatophosphorsédure)
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Na-Boc-Ornithin-tert-butylester Hydrochlorid 894

(0]
S SSN
12 0717 7 TNHCl
O /NH

ol

N,-Boc-Ornithin(N, -Cbz)-tert-butylester 84 (18.6 g,44.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH;OH
(100 mL) geldst und mit 1 M HCl in CH,0H (44.0 mL, 44.0 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Pd/C (10%
auf Aktivkohle, 1.80g) wurde zugegeben und die Reaktionslosung fir 2h bei
Raumtemperatur unter H,-Atmosphire geriihrt. Nach Filtration tiber ein Celite-Pad wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach Trocknen iiber Nacht im

Olpumpenvakuum wurde das Produkt als farbloses Ol (12.4 g, 38.3 mmol, 87% [Lit. 98%])

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] = 5.32 (s, 1H, H-7), 5.01 (s, 3H, H-6), 4.15-4.07 (m, 1H,
H-2), 2.96-2.84 (m, 2H, H-5), 1.83-1.79 (m, 1H, H-3), 1.67-1.59 (m, 3H, H-3, H-4), 1.44 (s, 9H,
H-12), 1.41 (s, 9H, H-10).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] = 171.9 (C-1), 155.7 (C-8), 82.1 (C-11), 79.8 (C-9), 53.8 (C-2),
40.7 (C-5), 30.2 (C-4), 28.8 (C-12), 28.5 (C-10), 26.5 (C-3).

ESI-MS (pos.) m/z [M+Na-HCI]' = ber. fiir C,,H,sN,0,Na": 311.1941, gef. 311.19.

Retentionsfaktor: R; = 0.63 (SiO,-RP18, H,0/CH;CN+0.1% FA 1:1 v/v, Ninhydrin)

Na-Boc-Ornithin(Ns-OBz)-tert-butylester 68 1>

N,-Boc-Ornithin-tert-butylester - HCI 89 (12.7 g, 38.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,CI,
(300 mL) geldst und mit einer NaHCO;/NaOH-Pufferlésung pH = 10.5 (300 mL) versetzt.
Unter starkem Riithren wurde Benzoylperoxid 25% H,0 (10.8 g, 44.4 mmol, 1.15 Aq.)
portionsweise zugegeben und die Reaktion fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Phasen wurden separiert und die organische Phase bis zur Trockene eingeengt. Der
farblose Riickstand wurde in EtOAc (350 mL) aufgenommen, anschliefend mit 2 M Na,S,05-

Lsg. (2x 250 mL) und ges. NaCl-Lsg. (300 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
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filtriert. Das erhaltene gelbe Rohdl wurde sdulenchromatographisch an SiO,
(n-Pentan/EtOAc 7:1—3:1 v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das
Produkt als farbloser Feststoff (12.7 g, 31.0 mmol, 80% [Lit. 80%]) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;) 6 [ppm] =8.03-7.98 (m, 2H, H-9), 7.58 (tt, 1H, *j=7.4 Hz,
] = 1.4 Hz, H-11), 7.47-7.42 (m, 2H, H-10), 5.15-5.06 (m, 1H, H-12), 4.25-4.17 (m, 1H, H-2),
3.20-3.12 (m, 2H, H-5), 1.84-1.81 (m, 1H, H-3), 1.80-1.63 (m, 3H, H-3, H-4), 1.45 (s, 9H, H-17),
1.43 (s, 9H, H-15).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) § [ppm] = 171.7 (C-1), 166.8 (C-7), 155.4 (C-13), 133.4 (C-11), 129.3
(C-9), 128.5 (C-10), 128.3 (C-8), 82.0 (C-16), 79.7 (C-14), 53.7 (C-2), 52.0 (C-5), 30.5 (C-3), 28.3
(C-17), 28.0 (C-15), 23.2 (C-4).

ESI-MS (pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C,;H,N,04": 409.2333, gef. 409.25.

Retentionsfaktor: R¢ = 0.56 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UV,s,, Cerammoniumsulfat)

tBu-Orn(N«-Boc)-(Ns-0Bz)-Ns-p-Ala-Fmoc 72

N Boc-Ornithin(Ns-OBz)-tert-butylester 68 (2.99 g, 7.32 mmol, 1.00 Aq.) wurde in abs. THF

(20 mL) geldst, mit abs. Pyridin (1.77 mL, 22.0 mmol, 3.00 Aq.) versetzt und anschlieRend
Fmoc-beta-Alanin-Cl 100 (2.41 g, 7.32 mmol, 1.00 Aq.) gelst in abs. THF (10 mL) zugetropft.
Dabei verfirbte sich die Reaktionslésung braun-orange und Pydrinium-Hydrochlorid fiel
als farbloser Feststoff aus. Es wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur gerithrt und das
Losungsmittel im Anschluss unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene braune Ol
wurde in EtOAc (200 mL) aufgenommen und mit 1M HCl (2 x 150 mL), ges. NaHCO,
(2 x 150 mL) und ges. NaCl (100 mL) gewaschen. Nach Trocknen iiber Na,SO,, Filtration und
Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das erhaltene braune
Rohél sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc 10:1—1:4 v/v) gereinigt. Nach
Trocknen im Olpumpenvakuum und anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Produkt

als farbloser Feststoff (4.29 g, 6.11 mmol, 84%) erhalten.

101



Experimenteller Teil

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =8.07 (d, *] = 8.24 Hz, 2H, H-21), 7.75 (d, *] = 7.42 Hz, 2H,
H-14), 7.68 (t, ’] = 7.42 Hz, 1H, H-23), 7.60 (d, ] = 7.38 Hz, 2H, H-17), 7.51 (t, *] = 7.80 Hz, 2H,
H-22),7.39 (t, ] = 7.40 Hz, 2H, H-15), 7.31 (t, ] = 7.38 Hz, 2H, H-16), 5.54 (s, 1H, H-9), 5.08 (d,
3] =7.67 Hz, 1H, H-24), 4.34 (d, *] = 7.08 Hz, 2H, H-11), 4.21 (t, *] = 7.08 Hz, 1H, H-12), 4.20 (s,
1H, H-2), 3.87 (sw, 2H, H-5), 3.51 (s, 2H, H-8), 2.54 (sy, 2H, H-7), 1.92-1.84 (m, 1H, H-3),
1.77-1.66 (m, 3H, H-3, H-4), 1.43 (s, 9H, H-29), 1.41 (s, 9H, H-27).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 164.6 (C-20), 156.5 (C-10), 155.5 (C-25), 144.1 (C-13),
141.4 (C-18), 134.9 (C-23), 130.2 (C-21), 129.1 (C-22), 127.8 (C-15), 127.2 (C-16), 125.3 (C-17),
120.1 (C-14), 82.2 (C-28), 79.8 (C-26), 67.0 (C-11), 53.7 (C-2), 47.8 (C-5), 47.4 (C-12), 36.2 (C-8),
32.7 (C-7), 30.4 (C-3), 28.4 (C-29), 28.1 (C-27), 23.1 (C-4).

Zuordnung von C-10 aufgrund unzureichender Intensitdt nicht méglich.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C;,H,;N;NaO,": 724.3205, gef. 724.3209.

CHNO-Analyse ber. fiir C;,H,;N;0,: C, 66.75%; H, 6.75%; N, 5.99%; O, 20.52%; gef.: C, 66.66%;
H, 6.75%; N, 5.85%; O, 20.43%.

Schmelzpunkt Ts,,, = 68.2-69.7 °C

IR: ¥, (cm™) = 3351.7, 2971.8, 2935.1, 2022.0, 1763.6, 1707.7, 1514.8, 1452.1, 1367.3, 1242.9,
1155.2,1040.4, 1007.6, 850.5, 761.7, 742.5, 705.8, 621.0, 562.2.

tBu-Orn(Ne-Boc)-(Ns-0Bn)-Ns-p-Ala-Fmoc 155

tBu-Orn(No-Boc)-(Ns-0Bz)-Ns-B-Ala-Fmoc 72 (390 mg, 0.56 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,0H
(10 mL) gelést und mit DIPEA (0.26 mL, 2.22 mmol, 4.00 Aq.) versetzt. Die gelbe
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur fiir 20 min gerithrt und im Anschluss BnBr
(0.19mL, 1.12mmol, 2.00Aq.) iiber einen Zeitraum von 3 min zugetropft. Die
Reaktionslosung wurde fiir 22 h bei Raumtemperatur geriithrt. Nach Umsatzkontrolle
mittels Diinnschichtchromatographie wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand in EtOAc (20 mL) aufgenommen. Es wurde mit 1M HCl

(2 x 15 mL), ges. NaHCOs (2 x 15 mL), H,0 (2x15 mL) und ges. NaCl (3x15 mL) gewaschen und
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die org. Phase iiber Na,SO, getrocknet. Nach filtrieren wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das erhaltene gelbe Rohdl sdulenchromatographisch an
Si0, (n-Pentan/EtOAc 3:2 v/v) gereinigt. Nach Trocknen im Olpumpenvakuum
anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Produkt als blassgelber Feststoff (314 mg,
0.46 mmol, 80%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.75 (d, *] = 7.30 Hz, 2H, H-17), 7.60 (d, *] = 7.30 Hz, 2H,
H-14), 7.39 (t, *] = 7.51 Hz, 2H, H-15), 7.37-7.34 (m, 5H, H-21, H-22, H-23), 7.30 (t, }] = 7.51 Hz,
2H, H-16), 5.56-5.53 (m, 1H, H-9), 5.07 (d, *] = 7.19 Hz, 1H, H-24), 4.78 (s, 2H, H-19), 4.35 (d,
] =7.19 Hz, 2H, H-11), 4.22-4.19 (m, 2H, H-2, H-12), 3.70 (s, 2H, H-5), 3.49-3.46 (m, 2H, H-8),
2.65-2.62 (m, 2H, H-7), 1.82-1.77 (m, 1H, H-3), 1.73-1.66 (m, 2H, H-4), 1.64-1.60 (m, 1H, H-3),
1.43 (s, 9H, H-29), 1.43 (s, 9H, H-27).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 171.8 (C-1), 156.5 (C-6), 155.5 (C-25), 144.2 (C-13), 141.4
(C-18), 134.2 (C-20), 129.4 (C-23), 129.2 (C-21), 128.9 (C-22), 127.8 (C-15), 127.2 (C-16), 125.3
(C-14), 120.1 (C-17), 82.2 (C-28), 79.8 (C-26), 76.5 (C-19), 66.9 (C-11), 53.6 (C-2), 47.4 (C-12),
45.0 (C-5), 36.5 (C-8), 32.8 (C-7), 30.3 (C-3), 28.5 (C-29), 28.1 (C-27), 22.9 (C-4).

HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]’ = ber. fiir C;,H,0N;NaOs" 710.3412, gef. 710.3417.

CHNO-Analyse ber. fiir C;,H,,N504: C, 68.10%; H, 7.18%; N, 6.11%; O, 18.61%; gef.: C, 67.88%;
H, 7.23%; N, 6.04%; O, 18.67%.

Schmelzpunkt Ts,,, = 60.2-61.2 °C

IR: V., (cm™) = 2981.4, 2889.8, 1704.8, 1655.6, 1505.2, 1449.2, 1390.4, 1364.4, 1246.8, 1148.4,
1069.3, 1003.8, 965.2, 850.5, 758.9, 735.7, 696.2.

Orn(N-NH;CF;COOH)-(Ns-OBn)-Ns-p-Ala-Fmoc 76

tBu-Orn(Ne-Boc)-(Ns-OBn)-Ns-p-Ala-Fmoc 76 (3.07 g, 4.46 mmol, 1.00 Aq.) wurde mit
Triethylsilan (3.56 mL, 22.3 mmol, 5.00 Aq.) in 66% TFA in CH,Cl, (24 mL) geldst und fiir
35min bei Raumtemperatur geriihrt. Alle fliichtigen Bestandteile wurden unter

vermindertem  Druck entfernt wund der erhaltene farblose Riickstand
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sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:05+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/V)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das TFA-Salz des Produkts als farbloser Feststoff
(1.78 g, 2.76 mmol, 62%) erhalten. Eine weitere Fraktion enthielt den korrespondierenden
tBu-Ester, welcher erneut unter den gleichen Bedingungen gespalten wurde. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung dieser Fraktion wurde das Produkt (871 mg,

1.35 mmol, 30%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 [ppm] = 8.31 (s, 2H, H-25), 7.69-7.57 (m, 2H, H-18), 7.52-7.39
(m, 2H, H-15), 7.32-7.24 (m, 2H, H-16), 7.22-7.06 (m, 7H, H-17, H-22, H-23, H-24), 6.06 (s,. 1H,
H-10), 4.57 (s, 2H, H-20), 4.24-4.11 (m, 2H, H-12), 4.10-3.99 (m, 1H, H-13), 3.90-3.75 (m, 1H,
H-3), 3.74-3.61 (m, 1H, H-6), 3.57-3.43 (m, 1H, H-6), 3.38-3.22 (m, 2H, H-9), 2.64-2.31 (m, 2H,
H-8), 1.95-1.68 (m, 4H, C-4, C-5).

3C-NMR (126 MHz, CDCl;) § [ppm] =171.9 (C-2), 144.2 (C-14), 141.3 (C-19), 134.0 (C-21),
129.4 (C-24), 129.0 (C-22), 128.7 (C-23), 127.7 (C-16), 127.1 (C-17), 125.4 (C-15), 120.0 (C-18),
76.3 (C-20), 66.8 (C-12), 47.3 (C-13), 32.7 (C-8).

Weitere Zuordnungen mittels HSQC aufgrund unzureichender Intensitit im “C-NMR:
§ [ppm] =54.2 (C-3), 44.6 (C-6), 36.7 (C-9), 28.0 (C-4), 23.0 (C-5).

Die quartidren Kohlenstoffe C-7 und C-10 lieen sich aufgrund unzureichender Intensitit

nicht eindeutig zuweisen.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H-TFA]' = ber. fiir C5H;,N;04": 532.2442, gef. 532.2441.
Schmelzpunkt Ts,,, = 136.1-136.8 °C

IR: ¥,,, (cm™) = 3318.9, 2980.5, 2883.1, 1709.6, 1651.7, 1510.0, 1450.2, 1392.4, 1384.7, 1366.3,
1247.7,1150.3, 1076.1, 1007.6, 843.7, 758.9, 751.1, 740.5, 699.1.

Retentionsfaktor R; = 0.69 (CH,Cl,/CH,0H 9:1 v/v, UV,s,, Ninhydrin)
Ornithin-Monomer 80

O 20 10
zeit ?

Die freie Aminosiure 76 (1.23 g, 2.32 mmol, 1.00 Aq.) wurde in abs. DMF (20 mL) gelést und

mit DIPEA (1.21mL, 6.97mmol, 3.00Aq.) versetzt. 4-Azidobutan-1-siure-
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(2,5-dioxopyrrolydin)anhydrid 36 (523 mg, 2.32 mmol, 1.00 Aq.) wurde zugegeben und die
Reaktionslosung fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in CH,Cl, (10 mL) aufgenommen um Reste
von DMF und DIPEA zu coevaporieren. Dieser Vorgang wurde zwei Mal wiederholt. Das
erhaltene braune Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an SiO, (CH,Cl,/CH;OH
15:1+1% HAc—10:1+1%HAc v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wurde das erhaltene Ol lyophyllisiert. Das Produkt wurde als

farbloser Feststoff (1.39 g, 2.17 mmol, 93%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCL;) 6 [ppm] =7.74 (d, 2H, *] =7.6 Hz, H-18), 7.57 (d, 2H, *] = 7.6 Hz,
H-15),7.38 (t,2H, %] = 7.6 Hz, H-17), 7.35-7.33 (m, 5H, H-22, H-23, H-24), 7.29 (t, 2H, *] = 7.6 Hz,
H-16), 6.87-6.70 (m, 1H, H-10), 5.65 (s, 1H, H-25), 4.76 (s, 2H, H-20), 4.59-4.56 (m, 1H, H-3),
4,34 (d, 2H, *] = 6.9 Hz, H-12), 4.18 (t, 1H, *] = 6.9 Hz, H-13), 3.76-3.64 (m, 2H, H-6), 3.45-3.37
(m, 2H, H-9), 3.27 (t, 2H, *] = 6.4 Hz, H-29), 2.63-2.50 (m, 2H, H-8), 2.27 (t, 2H, ] = 6.9 Hz, H-27),
1.90-1.83 (m, 3H, H-4, H-28), 1.75-1.65 (m, 3H, H-4, H-5).

3C-NMR (126 MHz, CDCl;) § [ppm] = 174.1 (C-2), 172.8 (C-26), 156.7 (C-11), 144.1 (C-14),
141.4 (C-19), 133.9 (C-21), 129.4 (C-24), 129.3 (C-22), 128.9 (C-23), 127.8 (C-17), 127.2 (C-16),
125.2 (C-15), 120.1 (C-18), 76.6 (C-20), 66.9 (C-12), 52.1 (C-3), 50.7 (C-29), 47.3 (C-13), 44.8
(Cc-6), 36.5 (C-9), 33.0 (C-27), 32.8 (C-8), 28.9 (C-4), 24.8 (C-28), 23.2 (C-5).

CHNO-Analyse ber. fiir C;,H;N0;: C, 63.54%; H, 5.96%; N, 13.08%; O, 17.43%; gef.: C, 62.59%;
H, 6.17%; N, 12.75%; O, 18.37%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C;,H3,N(O,": 643.2875, gef. 643.2877.

IR: V., (cm™) = 2980.5, 2892.7, 2093.4, 1716.3, 1648.9, 1539.9, 1449.2, 1246.8, 1148.4, 1072.2,
1007.6, 968.1, 758.9, 699.1.

Retentionsfaktor R; = 0.39 (CH,Cl,/CH,0H 15:1+1% HAc v/v, UV,s,, Ninhydrin)
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7.2.3. Synthese des Lysin-f-Alanin-Monomers
Na-Boc-Lysin(Ne-Cbz)-tert-butylester 156 !
19%WN N 12
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N,N“-Diisopropylcarbodiimid (40.6 mL, 262.9 mmol, 5.00 Aq.), tBuOH (28.8 g, 307 mmol,
5.84 Aq.) und Cul (0.50 g, 2.63 mmol, 0.05 Aq.) wurden iiber 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Nachweis des Umsatzes mittels NMR-Spektroskopie, wurde die erhaltene

griine Suspension ohne weitere Reinigung fiir die weitere Synthese verwendet.

N,-Boc-Lysin(N, -Cbz)-OH 52 (20.0 g, 52.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,CI, (250 mL) geldst
und die Reaktionslésung auf 0 °C im Wasser-/Eis-Bad gekiihlt. N,N“-Diisopropyl-O-tert-
butylisoharnstoff 88 (52.4 g, 262.9 mmol, 5.00 Aq.) wurde zur Reaktionslésung getropft,
wobei sich nach kurzer Zeit ein farbloser Niederschlag bildete. Die Lsung wurde fiir 72 h
bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieRend zum Entfernen des Niederschlags iiber
Celite filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohdl sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v) gereinigt. Das
Produkt wurde als farbloses Harz (22.3 g, 51.0 mmol, 97% [Lit. 98%]) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCL;) § [ppm] = 7.35-7.29 (m, 5H, H-11, H-12, H-13), 5.15-5.08 (m, 3H,
H-9, H-14), 4.93-4.80 (m, 1H, H-7), 4.18-4.11 (m, 1H, H-2), 3.21-3.15 (m, 2H, H-6), 1.82-1.71
(m, 1H, H-3), 1.66-1.56 (m, 3H, H-3, H-4), 1.56-1.50 (m, 1H, H-5), 1.45 (s, 9H, H-19), 1.42 (s,
9H, H-17), 1.38-1.52 (m, 1H, H-5).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) § [ppm] =172.0 (C 1), 156.5 (C-8), 155.6 (C-15), 136.7 (C-10), 128.6,
128.2 (C-, 81.9 (C-18), 79.8 (C-16), 66.7 (C-9), 53.8 (C-2), 40.8 (C-6), 32.7 (C-3), 29.5 (C-4), 28.4
(C-19), 28.1 (C-17), 22.4 (C-5).

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C,;H5,N,0,": 437.2646, gef. 437.2671.

Retentionsfaktor: R;=0.57 (Sio,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UVs4,
Molybdatophosphorsédure)
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Na-Boc-Lysin-tert-butylester Hydrochlorid 98!

oj)ﬁi .
N,-Boc-Lysin(N, -Cbz)-tert-butylester 156 (22.3 g, 51.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH;OH
(150 mL) geldst und mit 1 M HCl in CH,0H (51.0 mL, 51.0 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Pd/C (10%
auf Aktivkohle, 1.00g) wurde zugegeben und die Reaktionslosung fiir 48 h bei
Raumtemperatur unter H,-Atmosphére geriihrt. Nach Filtration iiber ein Celite-Pad wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach Trocknen iiber Nacht im
Olpumpenvakuum wurde das Produkt als farbloses Ol (16.0 g, 47.3 mmol, 93% [Lit. 96%])

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;) § [ppm] = 5.80-5.68 (s, 3H, H-7), 5.22-5.09 (m, 1H, H-8), 4.16-4.06
(m, 1H, H-2), 2.94-2.80 (m, 2H, H-6), 1.82-1.70 (m, 1H, H-3), 1.64-1.62 (m, 3H, H-3, H-5),
1.43-1.41 (m, 20H, H-4, H-11, H-13).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;) § [ppm] =171.9 (C-1), 155.4 (C-9), 81.7 (C-12), 79.6 (C-10), 53.9
(c-2), 40.7 (C-6), 32.5 (C-5), 28.3 (C-13), 28.1 (C-3), 28.0 (C-11), 22.5 (C-4).

ESI-MS (pos.) m/z [M+Na-HCI]' = ber. fiir C,;H5N,0,Na": 325.2098, gef. 325.21.

Retentionsfaktor: R; = 0.63 (SiO,-RP18, H,0/CH,CN 1:1 v/v, Ninhydrin)

Na-Boc-Lysin(Ne-OBz)-tert-butylester 69

7
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N.-Boc-Lysin-tert-butylester - HCl 98 (15.9 g, 46.9 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,CI, (300 mL)
gelost und mit einer NaHCO,/NaOH-Pufferlésung pH=10.5 (300 mL) versetzt. Unter
starkem Riihren wurde Benzoylperoxid 25% H,0 (16.7 g, 51.7 mmol, 1.10 Aq.) portionsweise
zugegeben und die Reaktion fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Phasen wurden
separiert und die organische Phase bis zur Trockene eingeengt. Der farblose Riickstand

wurde in EtOAc (350 mL) aufgenommen, anschliefend mit 2 m Na,S,0,-Lsg. (2 x 250 mL)
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und ges. NaCl-Lsg. (300 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und filtriert. Das erhaltene
gelbe Rohdl wurde sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc 7:1—3:1 v/v)
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt als farbloser Feststoff

(12.4 g, 29.4 mmol, 63%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 [ppm] = 8.02-7.98 (m, 2H, H-10), 7.89 (s, 1H, H-7), 7.58-7.55 (m,
1H, H-12), 7.46-7.42 (m, 2H, H-11), 5.07-5.03 (m, 1H, H-13), 4.20-4.15 (m, 1H, H-2), 3.12 (t, 2H,
’T=7.1 Hz, H-6), 1.83-1.76 (m, 1H, H-3), 1.68-1.59 (m, 3H, H-3, H-4), 1.51-1.48 (m, 2H, H-5),
1.46 (s, 9H, H-18), 1.42 (s, 9H, H-16).

3C-NMR (126 MHz, CDCl;) § [ppm] = 172.0 (C-1), 167.0 (C-8), 155.5 (C-14), 133.4 (C-12), 129.4
(C-10),128.6 (C-11), 128.5 (C-9), 81.9 (C-17), 79.7 (C-15), 53.9 (C-2), 52.4 (C-6), 32.9 (C-3), 28.4
(c-18), 28.1 (C-16), 27.1 (C-4), 22.8 (C-5).

HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C,,H,,N,0(Na": 445.2309, gef. 445.2301.

Retentionsfaktor: R; = 0.60 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 3:1 v/v, UV,s,, Cerammoniumsulfat)

tBu-Lys(Na-Boc)-(Ne-OBz)-Ne-B-Ala-Fmoc 74

N,-Boc-Lysin(N, OBz)-tert-butylester 69 (12.1 g, 28.5 mmol, 1.00 Aq.) wurde in abs. THF

(40 mL) geldst, mit abs. Pyridin (4.60 mL, 57.0 mmol, 2.00 Aq.) versetzt und anschlieRend
Fmoc-beta-Alanin-Cl 100 (10.1 g, 30.5 mmol, 1.05 Aq.) gelst in abs. THF (20 mL) zugetropft.
Dabei verfarbte sich die Reaktionslosung braun-orange und Pydrinium-Hydrochlorid fiel
als farbloser Feststoff aus. Es wurde fiir 19 h bei Raumtemperatur gerithrt und das
Losungsmittel im Anschluss unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene braune Ol
wurde in EtOAc (400 mL) aufgenommen und mit 1 M HCI (2 x 250 mL) und ges. NaCl (150 mL)
gewaschen. Nach Trocknen tiber Na,SO,, Filtration und Entfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wurde das erhaltene braune Rohdl sdulenchromatographisch an SiO,

(n-Pentan/EtOAc 10:1—1:4 v/v) gereinigt. Nach Trocknen im Olpumpenvakuum und
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anschliefender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (19.2 g,
26.9 mmol, 94%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =8.08 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz, H-22), 7.75 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz,
H-18),7.68 (t,2H, %] = 7.5 Hz, H-24), 7.60 (d, 2H, ] = 7.5 Hz, H-15), 7.51 (t, 2H, *] = 7.5 Hz, H-23),
7.39 (t, 2H, *] = 7.5 Hz, H-16), 7.31 (t, 2H, *] = 7.5 Hz, H-17), 5.59 (s, 1H, H-10), 5.10-5.07 (m,
1H, H-25), 4.34 (d, 2H, *] = 7.4 Hz, H-12), 4.21 (t, 1H, *] = 7.4 Hz, H-13), 4.18-4.15 (m, 1H, H-2),
3.83-3.74 (m, 2H, H-6), 3.51-3.45 (m, 2H, H-9), 2.58-2.47 (m, 2H, H-8), 1.83-1.70 (m, 2H, H-3),
1.68-1.61 (m, 2H, H-5), 1.46-1.40 (m, 20H, H-4, H-28, H-30).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] =171.9 (C-1), 156.6 (C-11), 155.5 (C-26), 144.2 (C-14),
141.4 (C-19), 134.8 (C-24),133.7 (C-21), 130.2 (C-22), 129.1 (C-23), 127.8 (C-17), 127.2 (C-16),
125.3 (C-15), 120.1 (C-18), 82.0 (C-29), 79.8 (C-27), 67.0 (C-12), 53.9 (C-2), 47.9 (C-6), 47.3
(C-13), 36.2 (C-9), 32.7 (C-8), 28.5 (C-30), 28.1 (C-28), 26.7 (C-3), 22.5 (C-4).

CHNO-Analyse ber. fiir C,,H,,N;0,: C, 67.12%; H, 6.90%; N, 5.87%; O, 20.11%; gef.: C, 66.84%;
H, 6.84%; N, 5.85%; O, 20.17%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C,,H,N;NaO,": 738.3361, gef. 738.3369.
Schmelzpunkt Ts,,, = 67.4-68.6 °C

IR: ¥, (cm™) = 3341.1, 2978.5, 1763.6, 1711.5, 1508.1, 1452.1, 1390.4, 1364.4, 1240.0, 1151.3,
1036.6, 1010.5, 843.7, 758.9, 742.5, 709.7, 571.8.

Retentionsfaktor: R;=0.42 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 2:1 v/v, UV,s,, Molybdatophosphorsiure)

tBu-Lys(No-Boc)-(Ne-OBn)-Ne-B-Ala-Fmoc 156

tBu-Lys(Na-Boc)-(Ne-0Bz)-Ne-B-Ala-Fmoc 74 (19.1 g, 26.7 mmol, 1.00 Aq.) wurde in CH,0H
(100 mL) geldést und mit DIPEA (13.9 mL, 80.1 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die gelbe
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur fiir 20 min gerithrt und im Anschluss BnBr

(6.34 mL, 53.4mmol, 2.00Aq.) iiber einen Zeitraum von 10 min zugetropft. Die
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Reaktionslésung wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Umsatzkontrolle
mittels Diinnschichtchromatographie wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand in EtOAc (400 mL) aufgenommen. Es wurde mit 1M HCI
(2 x 150 mL), ges. NaHCOs (2 x 150 mL), H,0 (150 mL) und ges. NaCl (150 mL) gewaschen und
die org. Phase iiber Na,SO, getrocknet. Nach filtrieren wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das erhaltene gelbe Rohdl sdulenchromatographisch an
SiO, (n-Pentan/EtOAc 10:1—1:4 v/v) gereinigt. Nach Trocknen im Olpumpenvakuum
anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Produkt als blassgelber Feststoff (14.4 g,
20.5 mmol, 77%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =7.75 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz, H-18), 7.60 (d, 2H, ¥ = 7.5 Hz,
H-15),7.39 (t, 2H, °] = 7.5 Hz, H-17), 7.37-7.34 (m, 5H, H-22, H-23, H-24), 7.30 (t, 2H, *] = 7.5 Hz,
H-16), 5.58 (s, 1H, H-10), 5.09-5.07 (m, 1H, H-25), 4.78 (s, 2H, H-20), 4.35 (d, 2H, *] = 7.2 Hz,
H-12), 4.20 (t, 1H, *] = 7.2 Hz, H-13), 4.17-4.14 (m, 1H, H-2), 3.70-3.60 (m, 2H, H-6), 3.52-3.44
(m, 2H, H-9), 2.71-2.58 (m, 2H, H-8), 1.81-1.75 (m, 1H, H-3), 1.72-1.67 (m, 1H, H-5), 1.66-1.58
(m, 2H, H-3, H-5), 1.44 (s, 18H, H-28, H-30), 1.40-1.29 (m, 2H, H-4).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 172.0 (C-1), 156.6 (C-11), 155.5 (C-7), 144.2 (C-14), 141.4
(C-19), 134.3 (C-21), 129.4 (C-24), 129.2 (C-22), 128.9 (C-23), 127.8 (C-16), 127.2 (C-17), 125.3
(c-15), 120.1 (C-18), 81.9 (C-29), 79.8 (C-27), 76.5 (C-20), 66.9 (C-12), 54.0 (C-2), 47.4 (C-13),
45.2 (C-6), 36.5 (C-9), 32.8 (C-8), 32.6 (C-3), 28.5 (C-30), 28.1 (C-28), 26.6 (C-5), 22.6 (C-4).

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C,0H5,N;04": 702.3749, gef. 702.3746.

CHNO-Analyse ber. fiir C,,H;,N;04: C, 68.45%; H, 7.32%; N, 5.99%; O, 18.24%; gef.: C, 68.28%;
H, 7.35%; N, 5.92%; O, 18.31%.

Schmelzpunkt Ts,,, = 52.6-53.9 °C

IR: V., (cm™) = 2980.5, 2886.0, 1709.6, 1650.8, 1508.1, 1450.2, 1390.4, 1366.3, 1247.7, 1197.6,
1150.3,1094.4, 1071.3, 1010.5, 953.6, 843.7, 758.9, 751.1, 739.6, 699.1.

Retentionsfaktor: R;=0.37 (Sio,, n-Pentan/EtOAc 2:1 v/v, UVs4,

Molybdatophosphorséure)
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Lys(Na-NH,)-(N:-OBn)-Ns-f-Ala-Fmoc 78
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tBu-Lys(Na-Boc)-(Ne-OBn)-Ne-B-Ala-Fmoc 156 (10.0 g, 14.3 mmol, 1.00 Aq.) wurde mit
Triethylsilan (11.4 mL, 71.2 mmol, 5.00 Aq.) in 50% TFA in CH,CI, (50 mL) gel6st und fiir 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Alle fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem
Druck entfernt und der erhaltene farblose Riickstand sdulenchromatographisch an
Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:05+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v) gereinigt. Nach Gefriertrocknung
wurde das Produkts als farbloser Feststoff (6.84 g, 12.5 mmol, 88%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 [ppm] = 8.33 (s, 2H, H-26), 7.69-7.63 (m, 2H, H-16), 7.31-7.28
(m, 2H, H-18), 7.25-7.12 (m, 7H, H-17, H-23, H-24, H-25), 5.93 (s, 1H, H-11), 4.59 (s, 2H, H-21),
4,29-4.18 (m, 2H, H-13), 4.10-4.04 (m, 1H, H-14), 3.75-3.64 (m, 1H, H-3), 3.61-3.49 (m, 2H, H-7),
3.37-3.23 (m, 2H, H-10), 2.55-2.38 (m, 2H, H-9), 1.96-1.74 (m, 2H, H-4), 1.64-1.53 (m, 2H, H-6),
1.47-1.36 (m, 2H, H-5).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 156.6 (C-12), 144.1 (C-15), 141.3 (C-20), 134.1 (C-22),
129.4 (C-24), 129.1 (C-25), 128.8 (C-23), 127.7 (C-18), 127.1 (C-17), 125.3 (C-16), 120.0
(C-19),76.3 (C-21), 66.8 (C-13), 54.9 (C-3), 47.3 (C-14), 45.1 (C-7), 36.7 (C-10), 32.7 (C-9), 30.7
(C-4), 27.3 (C-6), 22.8 (C-5).

Aufgrund unzureichender Intensitit konnten die Kohlenstoffe C-2 und C-8 nicht

zugeordnet werden.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C;;H3N;0,": 546.2599, gef. 546.2581.
Schmelzpunkt Ts,,, = 139.3-139.7 °C

IR: V., (cm™) = 2980.5, 2974.7, 2971.8, 2920.7, 2886.9, 1692.2, 1641.1, 1544.7, 1537.0, 1461.8,
1457.9, 1451.2,1390.4, 1387.5, 1381.8, 1251.6, 1150.3, 1073.2, 965.2, 962.3, 953.6, 757.9, 740.5,
700.0.

Retentionsfaktor R;=0.72 (CH,Cl,/CH,0H 9:1 v/v, UV s,, Ninhydrin)
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Lysin-Monomer 82
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Die freie Aminosdure 78 (391 mg, 717 umol, 1.00 Aq.) wurde in abs. CH,Cl, (15 mL) geldst
und mit N-Methylmorpholin (158 uL, 1.43 mmol, 2.00 Aq.) versetzt. 4-Azidobutan-
1-sdure(2,5-dioxopyrrolydin)anhydrid 36 (195 mg, 860 umol, 1.20 Aq.) wurde zugegeben
und die Reaktionsldsung iiber 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene braune Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0, (CH,Cl,/CH;0H 15:1+1% HAc—10:1+1%HAc v/V)
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das
erhaltene Ol lyophyllisiert. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (405 mg, 617 umol,
86%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =7.76-7.71 (m, 2H, H-19), 7.60-7.52 (m, 2H, H-16),
7.40-7.27 (m, 9H, H-17, H-18, H-23, H-24, H-25), 6.62-6.52 (m, 1H, H-26), 5.62 (s,, 1H, H-11),
4,79-4.69 (m, 2H, H-21), 4.61-4.53 (m, 1H, H-3), 4.47-4.33 (m, 2H, H-13), 4.23-4.16 (m, 1H,
H-14), 3.85-3.59 (m, 2H, H-7), 3.49-3.38 (m, 2H, H-10), 3.34-3.28 (m, 2H, H-30), 2.69-2.54 (m,
2H, H-9), 2.29 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-28), 1.92-1.86 (m, 2H, H-29), 1.85-1.72 (m, 2H, H-4),
1.71-1.58 (m, 2H, H-6), 1.38-1.16 (m, 2H, H-5).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 174.7 (C-2), 174.3 (C-27),172.6 (C-8), 156.7 (C-12), 144.0
(C-15), 141.4 (C-20), 134.0 (C-22), 129.4 (C-25), 128.9 (C-23), 127.9 (C-24), 127.8 (C-17), 127.2
(C-18), 125.2 (C-16), 120.1 (C-19), 76.5 (C-21), 67.0 (C-13), 52.3 (C-3), 50.8 (C-30), 47.3 (C-14),
44.6 (C-7), 36.6 (C-10), 33.0 (C-28), 32.8 (C-8), 31.2 (C-4), 26.3 (C-6), 24.8 (C-29), 22.1 (C-5).

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C;sH,,N¢O,": 657.3031, gef. 657.3028.

CHNO-Analyse ber. fiir C;sH,NO;: C, 64.01%; H, 6.14%; N, 12.80%; O, 17.05%; gef.: C, 63.13%;
H, 6.14%; N, 12.56%; O, 18.01%.

IR: ¥, (cm™) =3315.0, 2951.5, 2101.1, 2031.6, 1714.4, 1647.9, 1522.5, 1449.2, 1244.8, 1144.6,
1003.8, 700.0, 650.9.

Retentionsfaktor: R; = 0.43 (SiO, CH,Cl,/CH,0H 10:1+1% HAc v/v, UV,s,, Ninhydrin)
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7.2.4. Synthese des Ornithin-y-Aminobuttersdure-Monomers

tBu-0Orn(Ny-Boc)-(Ns-0Bz)-Ns-GABA-Fmoc 73

Die Synthese wurde unter Ar-Schutzgasatmosphire und unter Wasserausschluss
durchgefiihrt.

4-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonylaminobutan-1-sdure 71 (2.29 g, 7.03 mmol, 1.00 Aq.)
wurde in CH,Cl, (20 mL) suspendiert und kat. DMF (2 Tropfen) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde auf -55 °C gekiihlt und SOCI, (5.10 mL, 70.3 mmol, 10.0 Aq.) iiber
einen Zeitraum von 15 min zugetropft. Die Suspension wurde tiber 4.5 h bei -55 °C geriihrt
und der Umsatz mittels DC (Veresterung in MeOH) verfolgt. Das Losungsmittel wurde
mittels Gefriertrocknung und nachfolgender Kiltedestillation entfernt.

Der farblose Riickstand wurde unter Kiithlung auf -10 °C mit einer Losung aus N,-Boc-
Orn(N5-OBz)-tert-butylester 68 (1.57 g, 3.83 mmol, 0.55 Aq.) und abs. Pyridin (9.00 mL, 112
mmol, 17.4 Aq.) geldst in abs. THF (50 mL) versetzt und fiir 48 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der braune
Riickstand in CH,Cl, (100 mL) aufgenommen. Es wurde mit 1 M HCL, (3 x 100 mL), ges.
NaHCOs-Lsg. (3 x 100 mL), ges. NaCl-Lsg. (3 x 100 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittels unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
orangebraune Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc 1:1
v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck und
anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Produkt als hellbrauner Feststoff (983 mg,

1.37 mmol, 36%) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =8.06 (d, 2H, ¥ = 7.4 Hz, H-22), 7.75 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz,
H-18),7.64 (t, 1H,*] = 7.4 Hz, H-24),7.57 (d, 2H, *] = 7.5 Hz, H-15), 7.47 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-23),
7.38 (t, 2H, ] = 7.5 Hz, H-17), 7.29 (t, 2H, *] = 7.5 Hz, H-16), 5.20-4.79 (m, 2H, H-10, H-25),
4.42-4.30 (m, 2H, H-12), 4.21-4.14 (m, 2H, H-2, H-13), 3.91-3.80 (m, 2H, H-5), 3.28-3.10 (m, 2H,
H-9), 2.43-2.22 (m, 2H, H-7), 1.93-1.82 (m, 2H, H-3, H-8), 1.81-1.64 (m, 4H, H-3, H-4, H-8), 1.43
(s, 9H, H-30), 1.40 (s, 9H, H-28).
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3C-NMR (101 MHz, CDCl;) § [ppm] =171.7 (C-1), 164.7 (C-20), 156.6 (C-11), 155.5 (C-26),
144.1 (C-14), 141.4 (C-19), 134.7 (C-24), 130.1 (C-22), 129.0 (C-23), 127.7, 127.1, 126.6, 125.2,
120.0, 82.1, 79.7, 66.8, 53.7, 47.4, 40.5, 30.3, 29.5, 28.4, 28.1, 24.5, 23.2.

Aufgrund von Rotation um die C-N-Bindung konnte C-6 nicht detektiert werden.

CHNO-Analyse ber. fiir C,0H,,N;0,: C, 67.12%; H, 6.90%; N, 5.87%; O, 20.12%; gef.: C, 66.83%;
H, 6.94%; N, 5.68%; 0, 19.51%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]" = ber. fiir C,,H,N,O;Na": 738.3361, gef. 738.3366.
Schmelzpunkt Ts,,, = 58.5-58.7 °C

IR: V., (cm™) = 3343.0, 2977.6, 2933.2, 2184.0, 2167.6, 2023.0, 2014.3, 1763.6, 1705.7, 1604.5,
1513.9,1450.2,1392.4,1366.3,1241.9,1150.3,1076.1,1037.5,1011.5, 846.6, 759.8, 741.5, 708.7,
666.3.

Retentionsfaktor: R; = 0.58 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 1:1 v/v, UV,s,/Ninhydrin)

Spezifischer Drehwert: o}’ = -4.9 ° (c = 4.6 mg/mL, CHCl,)

tBu-Orn(Ny-Boc)-(Ns-OBn)-Ns-GABA-Fmoc 77

tBu-Orn(No-Boc)-(Ns-0Bz)-Ns-B-Ala-Fmoc 73 (983 mg, 1.37 mmol, 1.00 Aq.) wurde in abs.
CH;OH (20 mL) gelést und mit DIPEA (720 yL, 4.13 mmol, 3.01 Aq.) versetzt. Benzylbromid
(0.33 mL, 2.78 mmol, 2.03 Aq.) wurde langsam zur Reaktionslésung getropft und die
erhaltene klare Losung fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das braune Ol in EtOAc (100 mL) aufgenommen.
Es wurde mit 1 M HCL,, (2 x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3 x 100 mL) gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
erhaltene farblose Rohdl wurde sdulenchromatographisch an SiO, (n-Pentan/EtOAc
1:0—0:1 v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck

wurde das Produkt als farbloser Feststoff (515 mg, 734 umol, 53%) erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.75 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz, H-18), 7.58 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz,
H-15),7.39 (t, 2H, °] = 7.5 Hz, H-17), 7.37-7.33 (m, 5H, H-22, H-23, H-24), 7.30 (t, 2H, *] = 7.5 Hz,
H-16), 5.12-5.04 (m, 2H, H-10, H-25), 4.78 (s, 2H, H-20), 4.38 (d, 2H, *] = 7.0 Hz, H-12), 4.24-4.16
(m, 2H, H-2, H-13), 3.73-3.64 (m, 2H, H-5), 3.23-3.12 (m, 2H, H-9), 2.46-2.36 (m, 2H, H-7),
1.83-1.74 (m, 3H, H-3, H-8), 1.73-1.66 (m, 2H, H-4), 1.64-1.56 (m, 1H, H-8), 1.43 (s, 9H, H-30),
1.42 (s, 9H, H-28).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] =171.8 (C-1), 156.6 (C-11), 155.5 (C-26), 144.2 (C-14),
141.4 (C-19), 134.4 (C-21), 129.4 (C-22), 129.2 (C-24), 128.9 (C-23), 127.8 (C-17), 127.2 (C-16),
125.2 (C-15), 120.1 (C-18), 82.1 (C-29), 79.8 (C-27), 76.4 (C-20), 66.7 (C-12), 53.7 (C-2), 47.4
(C-13), 45.0 (C-5), 40.8 (C-9), 30.3 (C-8), 29.8 (C-7), 28.5 (C-30), 28.1 (C-28), 24.7 (C-3), 22.9
(C-4).

Aufgrund von Rotation um die C-N-Bindung konnte C-6 nicht detektiert werden.

CHNO-Analyse ber. fiir C,0H,,N504: C, 68.45%; H, 7.32%; N, 5.99%; O, 18.24%; gef.: C, 66.22%;
H, 7.28%; N, 5.42%; 0, 17.18%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+Na]’ = ber. fiir C,,Hs;N,0;Na": 724.3568, gef. 724.3584.
Schmelzpunkt Ts,,, = 48.9-49.2 °C

IR: ¥, (cm™) = 3343.0, 2977.6, 2933.2, 2184.0, 2167.6, 2023.0, 2014.3, 1763.6, 1705.7, 1604.5,
1513.9,1450.2,1392.4,1366.3,1241.9,1150.3,1076.1,1037.5,1011.5, 846.6, 759.8, 741.5, 708.7,
666.3.

Retentionsfaktor: R; = 0.63 (SiO,, n-Pentan/EtOAc 3:2 v/v, UV,s,/Ninhydrin)

Spezifischer Drehwert: o’ =-11.0 ° (c = 4.5 mg/mL, CHCl,)

Orn(No-NH,CF,COOH)-(Ns-OBn)-Ns-GABA-Fmoc 96

1

o, s 9 o H 20 19
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24

tBu-Orn(No-Boc)-(Ns-OBn)-Ns-B-Ala-Fmoc 77 (419 mg, 596 umol, 1.00 Aq.) wurde mit
Triethylsilan (550 uL, 3.44 mmol, 5.77 Aq.) in 50% TFA in CH,CI, (22 mL) gel6st und fiir 16 h

bei Raumtemperatur geriihrt. Alle fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem
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Druck entfernt und der erhaltene farblose Riickstand in Milli-Q-Wasser (5 mL) geldst. Das
Losungsmittel wurde erneut unter vermindertem Druck entfernt und dieser Vorgang
weitere zwei Mal wiederholt. Nach Gefriertrocknung wurde das TFA-Salz des Produkts als

farbloser Feststoff (322 mg, 488 umol, 88%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.27 (s.., 3H, H-26), 7.87 (d, 2H, *] = 7.5 Hz, H-19),
7.68 (d, 2H, ] = 7.5 Hz, H-16), 7.44-7.30 (m, 9H, H-17, H-18, H-23, H-24, H-25), 4.86 (s, 2H,
H-21), 4.29 (d, 2H, *] = 6.9 Hz, H-13), 4.20 (t, 1H, *] = 6.9 Hz, H-14), 3.88 (t, 2H, °] = 5.7 Hz, H-3),
3.69-3.61 (m, 2H, H-6), 3.04-2.99 (m, 2H, H-10), 2.43-2.40 (m, 2H, H-8), 1.82-1.69 (m, 3H, H-4,
H-5), 1.68-1.58 (m, 2H, H-4, H-9).

Aufgrund von im Losungsmittel enthaltenem H,0 konnten in Folge von dynamischen

Austauschreaktionen die Protonen H-1, sowie H-11 nicht detektiert werden.

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d,) 6 [ppm] = 170.9 (C-2), 158.0 (C-27), 156.2 (C-12), 143.9 (C-15),
140.7 (C-20), 134.7 (C-22), 129.4 (C-23), 128.7 (C-25), 128.5 (C-24), 127.6 (C-18), 127.1 (C-17),
125.1(C-17),120.1 (C-19), 75.4 (C-21), 65.3 (C-13), 51.9 (C-3, C-6), 46.8 (C-14), 39.9 (C-10), 28.9
(C-4), 27.5 (C-8), 24.5 (C-9), 22.4 (C-5).

Aufgrund von Rotation um die C-N- bzw. C-C-Bindung konnten die Kohlenstoffe C-7 und
C-28 nicht detektiert werden.

F-NMR (565 Mhz, DMSO-d;) 6 [ppm] =-73.5 (F-28)

CHNO-Analyse ber. fiir C5;H;F;N;054: C, 68.45%; H, 7.32%; N, 5.99%; O, 18.24%; gef.: C, 66.22%;
H, 7.28%; N, 5.42%; O, 17.18%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M-TFAH+H]" = ber. fiir C;;H;N;0,": 546.2599, gef. 546.2600.
Schmelzpunkt Ts,,, = 79.4-79.5 °C

IR: ¥, (cm™) = 3327.6, 3035.4, 2943.8, 2885.0, 1685.5, 1643.1, 1535.1, 1477.2, 1449.2, 1416.5,
1257.4,1182.2,1132.0, 1023.1, 998.0, 828.3, 798.4, 757.9, 739.6, 720.3, 699.1, 673.0.

Retentionsfaktor: R; = 0.63 (SiO,-RP18, H,0/CH;CN+0.05% FA 3:7 v/v, UV,;,/Ninhydrin)

Spezifischer Drehwert: o}’ = -5.8 ° (c = 5.3 mg/mL, CHCl,)
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Ornithin-GABA-Monomer 81

"

4 ° Hno 1420 °

2’3 5) AL
Die freie Aminosdure 96 (235mg, 356 umol, 1.00Aq.), 4-Azidobutan-1-siure-
(2,5-dioxopyrrolydin)anhydrid 36 (237 mg, 1.05 mmol, 2.95 Aq.) und N-Methylmorpholin
(540 uL, 4.91 mmol, 13.8 Aq.) wurden in abs. DMF (5 mL) gelést. Die Reaktionslésung wurde
bei Raumtemperatur fiir 72 h geriihrt, wobei sich die Reaktionslosung orange farbte. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das orange Rohdl
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 85:15+0.05% FA—5:95+0.05% FA v/v)

gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produt als farbloser Feststoff (114 mg,
175 umol, 49%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.75 (d, 2H, ¥ =7.5 Hz, H-19), 7.56 (d, 2H, ¥ = 7.5 Hz,
H-16), 7.38 (t, 2H, *] = 7.5 Hz, H-18), 7.35-7.31 (m, 5H, H-23, H-24, H-25), 7.29 (t, 2H, *] = 7.5 Hz,
H-17), 6.88-6.74 (m, 1H, H-26), 5.13 (s, 1H, H-11), 4.77 (s, 2H, H-21), 4.60-4.56 (m, 1H, H-3),
4.40-4.33 (m, 2H, H-13), 4.21-4.16 (m, 1H, H-14), 3.76-3.65 (m, 2H, H-6), 3.28 (t, 2H, *] = 6.9 Hz,
H-30), 3.20-3.11 (m, 2H, H-10), 2.48-2.36 (m, 2H, H-8), 2.29 (t, 2H, *] = 6.9 Hz, H-28), 1.92-1.84
(m, 3H, H-4, H-29), 1.82-1.65 (m, 5H, H-4, H-5, H-9).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 173.8 (C-2), 172.9 (C-27), 156.9 (C-12), 144.1 (C-15),
141.4 (C-20), 134.1 (C-22), 129.4 (C-23), 129.3 (C-25), 129.0 (C-24), 127.8 (C-18), 127.2 (C-17),
125.2 (C-16), 120.1 (C-19), 76.5 (C-21), 66.9 (C-13), 52.3 (C-3), 50.8 (C-30), 47.3 (C-14), 44.8
(C-6), 40.6 (C-10), 33.0 (C-28), 29.5 (C-8), 28.9 (C-4), 24.8 (C-29), 24.6 (C-9), 23.4 (C-5).

Aufgrund von Rotation um die C-N- bzw. C-C-Bindung konnte der Kohlenstoff C-7 nicht

detektiert werden.

CHNO-Analyse ber. fiir C;sH,(NO,: C, 64.01%; H, 6.14%; N, 12.80%; O, 17.05%; gef.: C, 63.77%;
H, 6.41%; N, 12.36%; O, 17.15%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir CssH,,N¢O,": 657.3031, gef. 657.3027.
Schmelzpunkt Ts,,, = 92.9-93.5 °C

IR: V., (cm™) = 3310.2, 3062.4, 2935.1, 2875.3, 2097.2, 1690.3, 1644.0, 1538.0, 1446.4, 1410.7,
1251.6,1194.7,1141.7,1014.4, 993.2, 742.5, 699.1.
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Retentionsfaktor: R; = 0.60 (SiO,-RP18, H,0/CH;CN+0.05% FA 3:7 v/v, UV,s,/Ninhydrin)

Spezifischer Drehwert: o’ =-9.5 ° (c = 4.4 mg/mL, CHCl,)
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7.2.5. Synthese der Ornithin-basierten Liganden

Monomer-AHX-Ornithin-Fmoc 108

’I 12 o 15 )O.L

O 20
7 +H 26 16 25
3 32 21
24
2 x

Ornithin-Monomer 80 (1.00 g, 1.56 mmol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (620 mg,
1.63 mmol, 1.05 Aq.) und HOBt - X H,0 (421 mg, 3.11 mmol, 2.00 Aq.) in abs. DMF (12 mL)
geldst und mit DIPEA (603 mg, 813 uL, 4.67 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die Reaktionslésung
wurde fiir 15min bei Raumtemperatur gerithrt, wobei sie sich gelb verfirbte.
6-Aminohexansiure-tert-butylester 107 (306 mg, 1.63 mmol, 1.05 Aq.) gelést in abs. DMF
(3 mL) wurde zugegeben und die Reaktionslosung fiir weitere 3 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
lyophyllisiert. Der erhaltene Feststoff wurde durch sdulenchromatographische Reinigung
an Kieselgel (CH,Cl,/CH;OH, 40:1—25:1+0.1% NEt;) gereinigt. Das Produkt wurde als
farbloses Ol eluiert und wurde nach Gefriertrocknung als farbloser Feststoff (1.19 g,

1.47 mmol, 94%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =7.76 (d, 2H, ¥ = 7.4 Hz, H-24), 7.59 (d, 2H, ¥ = 7.4 Hz,
H-21),7.39 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-23), 7.38-7.32 (m, 5H, H-28, H-29, H-30), 7.30 (t, 2H, ] = 7.4 Hz,
H-22), 6.50 (s, 1H, H-31), 6.42 (s, 1H, H-7), 5.56 (s, 1H, H-16), 4.80 (s, 2H, H-26), 4.57-4.51
(m, 1H, H-9), 4.36 (d, 2H, *] = 6.9 Hz, H-18), 4.20 (t, 1H, *] = 6.9 Hz, H-19), 4.04-3.99 (m, 1H,
H-12), 3.63-3.60 (m, 1H, H-12), 3.53-3.43 (m, 2H, H-15), 3.31 (t, 2H, ] = 7.3 Hz, H-35), 3.18-3.13
(m, 2H, H-6), 2.72-2.64 (m, 2H, H-14), 2.29 (t, 2H, ] = 7.3 Hz, H-33), 2.18 (t, 2H, ] = 7.4 Hz,
H-2), 1.90 (quin, 2H, ] = 7.3 Hz, H-34), 1.73-1.65 (m, 3H, H-10, H-11), 1.61-1.58 (m, 1H, H-10),
1.57-1.53 (m, 2H, H-3), 1.40 (s, 9H, H-37), 1.39 (t, 2H, *] = 7.4 Hz, H-4), 1.31-1.26 (m, 2H, H-5).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 173.1 (C-1), 172.3 (C-32), 171.8 (C-8), 156.6 (C-17), 144.1
(C-20), 141.4 (C-25), 134.0 (C-27) 129.5 (C-30), 129.4 (C-28), 129.0 (C-29), 127.8 (C-23), 127.2
(C-22), 125.2 (C-21), 120.1 (C-24), 80.3 (C-36), 76.6 (C-26), 66.9 (C-18), 51.7 (C-9), 50.9 (C-35),
47.4 (C-19), 44.1 (C-12), 39.6 (C-6), 36.7 (C-15), 35.5 (C-2), 33.2 (C-33), 32.8 (C-14), 30.2 (C-10),
29.2 (C-4), 28.3 (C-37), 26.4 (C-5), 24.8 (C-34), 24.7 (C-3), 23.2 (C-11).

Weitere Signale: § [ppm] = 46.6, 8.8.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C,;HssN,04": 812.4341, gef. 812.4344.
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Retentionsfaktor: R = 0.18 (CH,Cl,/CH,OH 24:1 v/v, UV,s,, Cerammoniumsulfat)
Monomer-AHX-Ornithin-NH, 157

b
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Monomer-AHX-Ornithin-Fmoc 108 (1.10 g, 1.35 mmol, 1.00 Ag.) wurde in 20% Piperidin in
Acetonitril (10 mL) geldst und fiir 20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Feststoff erneut in 20%
Piperidin in Acetonitril (10 mL) gel8st und fiir 20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck und Coevaporieren mit CH,Cl,
(5 x 10 mL) wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/CH,0H,
15:1+0.1% NEt;—9:1+1% NEt;) gereinigt. Das Produkt wurde als gelbes Harz (797 mg,
1.35 mmol, 99%) erhalten.

Fiir die Charakterisierung wurden 100mg des Produkts ein weiteres Mal
sdulenchromatographisch an Si0,-C,5 (H,0/CH,CN+0.1% FA 95:5—5:95) gereinigt und das

Formiatsalz als farbloses Harz erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCL;) 6 [ppm] = 8.49 (s, 1H, H-29), 7.68 (s.,, 3H, H-16), 7.57 (t, 2H,
’]=5.7 Hz, H-7), 7.46 (d, 1H, °] = 7.6 Hz, H-22), 7.39-7.32 (m, 5H, H-19, H-20, H-21), 4.82-4.77
(m, 2H, H-17), 4.43-4.40 (m, 1H, H-9), 3.78-3.62 (m, 2H, H-12), 3.26 (t, 2H, ] = 7.1 Hz, H-26),
3.17-3.13 (m, 2H, H-6), 3.13-3.09 (m, 2H, H-14), 2.92-2.77 (m, 2H, H-15), 2.30-2.27 (m, 2H,
H-24), 2.16 (t, 2H, ¥ = 7.6 Hz, H-2), 1.84 (quin, 2H, *] = 7.1 Hz, H-25), 1.74-1.65 (m, 1H, H-10,
1.65-1.59 (m, 3H, H-10, H-11), 1.54 (quin, 2H, *J = 7.6 Hz, H-3), 1.51-1.46 (m, 2H, H-5), 1.42 (s,
9H, H-28), 1.30-1.24 (m, 2H, H-4).

3C-NMR (126 MHz, CDCl;) § [ppm] = 173.2 (C-1), 172.5 (C-23), 171.8 (C-8), 168.5 (C-29), 134.0
(C-18),129.4 (C-21), 129.3 (C-19), 128.9 (C-20), 80.2 (C-27), 76.4 (C-17), 52.6 (C-9), 50.9 (C-26),
44.7 (C-12), 39.5 (C-6), 35.5 (C-2), 35.3 (C-14), 33.1 (C-24), 29.7 (C-15), 29.6 (C-11), 29.2 (C-5),
28.2 (C-28), 26.5 (C-4), 24.9 (C-25), 24.8 (C-3), 22.9 (C-10).

HRMS (ESI pos.) m/z [M-HCOOH+H]" = ber. fiir C,0H,sN,0,": 590.3661, gef. 590.3666.
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Dimer-AHX-Ornithin-Fmoc 109

Ornithin-Monomer 80 (871 mg, 1.35 mmol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (540 mg,
1.42 mmol, 1.05 Aq.) und HOBt (366 mg, 2.71 mmol, 2.00 Aq.) in abs. DMF (25 mL) gelést.
DIPEA (708 uL, 4.06 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Ldsung fiir 30 min bei
Raumtemperatur gerithrt. Zu der nun gelben Lésung wurde Monomer-AHX-Ornithin-
NH, 157 (799 mg, 1.35 mmol, 1.00 Aq.) gelost in abs. DMF (5 mL) gegeben und die Lésung
fiir 3h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohdl sdulenchromatographisch an Sio,
(CH,ClL,/CH,0H, 25:2 v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde
das Produkt als gelbes Ol (1.49 g, 1.23 mmol, 91%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.05-7.91 (m, 3H, H-16, H-40, H-50), 7.90-7.83 (m,
3H, H-7,H-33),7.67 (d, 2H, ] = 7.36 Hz, H-30), 7.44-7.34 (m, 12H, H-32, H-37, H-38, H-39, H-47,
H-48, H-49), 7.33-7.27 (m, 3H, H-25, H-31), 4.84-4.78 (m, 4H, H-35, H-45), 4.28 (d, 2H,
’T = 6.89 Hz, H-27), 4.25-4.16 (m, 3H, H-9, H-18, H-28), 3.65-3.51 (m, 4H, H-12, H-21), 3.31-3.16
(m, 8H, H-15, H-24, H-44, H-54), 3.04-2.95 (m, 2H, H-6), 2.64-2.53 (m, 4H, H-14, H-23),
2.23-2.09 (m, 6H, H-2, H-42, H-52), 1.77-1.65 (m, 4H, H-43, H-53), 1.63-1.41 (m, 10H, H-3, H-10,
H-11, H-19, H-20), 1.38 (s, 9H, H-56), 1.36-1.29 (m, 2H, H-5), 1.25-1.17 (m, 2H, H-4).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d,) & [ppm] = 172.2, 171.6, 171.2, 156.0, 143.9, 140.7, 134.6, 129.3,
128.7,128.4, 127.6, 127.0, 125.1, 120.1, 75.5, 65.3, 52.1, 50.3, 46.7, 44.1, 38.2, 36.3, 34.7, 32.0,
29.4,28.7,27.7, 25.7, 24.5, 24.3, 23.2, 23.1.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C¢;Hy,Ny;04," 1214.6357, gef. 1214.6380.

IR: ¥, (cm™) = 2327.6, 2154.1, 2092.4, 2023.0, 1969.0, 1714.4, 1702.8, 1652.7, 1540.9, 1517.7,
1452.1,1243.9, 1143.6, 1074.2, 977.7, 912.2, 877.5, 742.5, 696.2.
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Dimer-AHX-Ornithin-NH, 158

%ww ;

HZN
Dimer-AHX-Ornithin-Fmoc 109 (1.35 g, 1.11 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in
CH,CN (20 mL) gelost und bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der farblose Feststoff mit CH,Cl, (3 x 5 mL)
coevaporiert. Das erhaltene farblose Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Si0O,
(CH,Cl,:CH,0H 20:1—10:1+1% NEt, v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und
anschlieender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloses Harz (841 mg, 848 umol,

76%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]" = ber. fiir C,sH,3N;;0,," 992.5676, gef. 992.5651
Retentionsfaktor R; = 0.48 (CH,Cl,/CH,0H 12:1+0.1% NEt;v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 19.0 min.

Trimer-AHX-Ornithin-Fmoc 110

Ornithin-Monomer 80 (518 mg, 806 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (336 mg,
887 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (272 mg, 2.02 mmol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (15 mL) geldst.
DIPEA (421 L, 2.42 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei

Raumtemperatur gerithrt. Zu der nun gelben Losung wurde Dimer-AHX-Orn-NH, 158
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(800 mg, 806 umol, 1.00 Aq.) gelést in abs. DMF (5 mL) gegeben und die Lésung fiir 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohél sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,/CH,0H,
25:1—8:1+0.1% NEt; v/v) gereinigt. Das Produkt wurde mit einer unbekannten
Verunreinigung erhalten und daher erneut sdulenchromatographisch an SiO,-RP18
(H,0/CH,CN+0.1% FA 50:50—10:90 v/v) gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das
Produkt als farbloser Feststoff (1.22 g, 756 umol, 94%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 [ppm] =7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.57-7.47 (s, 1H), 7.41-7.30
(m, 17H), 7.30-7.27 (m, 2H), 7.17-6.74 (m, 4H), 6.14-5.95 (m, 1H), 4.88-4.68 (m, 6H), 4.64-4.47
(m, 2H), 4.44-4.38 (m, 1H), 4.39-4.28 (m, 2H), 4.24-4.15 (m, 1H), 4.09-3.67 (m, 3H), 3.65-3.39
(m, 8H), 3.31-3.21 (m, 6H), 3.20-3.06 (m, 2H), 2.79-2.70 (m, 1H), 2.68-2.56 (m, 3H), 2.51-2.36
(m, 2H), 2.32-2.24 (m, 4H), 2.23-2.13 (m, 4H), 1.91-1.78 (m, 6H), 1.76-1.60 (m, 8H), 1.58-1.51
(m, 4H), 1.49-1.38 (m, 11H), 1.31-1.24 (m, 2H).

3C-NMR (126 MHz, CDCL;) § [ppm] = 172.3, 156.7, 144.2, 141.4, 134.1, 129.4, 128.9, 127.8,
127.1,125.3,120.1, 80.2, 76.5, 66.8, 52.6, 52.1, 50.9, 50.9, 47.4, 44.5, 39.5, 36.7, 35.5, 33.2, 32.8,
29.2,28.2,26.5, 24.9, 24.8, 23.1.

CHNO-Analyse ber. fiir CgH;0N15056: C, 60.19%; H, 6.80%; N, 16.46%; O, 15.83%; gef.: C,
60.75%; H, 6.83%; N, 16.00%; O, 15.36%.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir Cg,H,;;N;,0,," 808.9223, gef. 808.9226.
Retentionsfaktor: R;= (SiO, H,0/CH,CN+0.05% FA 3:7 v/v, UV,s,/Ninhydrin)
Spezifischer Drehwert: a3’ =-3.8 ° (c = 1.6 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): ty = 10.5 min.
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Trimer-AHX-Ornithin-NH, 159
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Trimer-AHX-Ornithin MM366 (200 mg, 124 umol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in
CH,CN (8 mL) gel6st und bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt. Das Lsungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der farblose Feststoff mit CH,Cl, (3 x 5 mL)
coevaporiert. Das erhaltene farblose Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Si0O,
(CH,Cl,:CH;0OH 20:1—8:1+1% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und
anschliefender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloses Harz (142 mg, 102 umol,

82%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]" ber. fiir C;H;0oN190:4" 1394.7692, gef. 1394.7721.

IR: ¥, (cm™) = 3294.8, 2970.8, 2939.0, 2098.2, 1718.3, 1636.3, 1540.9, 1450.2, 1366.3, 1246.8,
1150.3, 1004.7, 948.8, 741.5, 699.1, 544.8.

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 2% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 21.1 min.
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Tetramer-AHX-Ornithin-Fmoc 111
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Ornithin-Monomer 80 (65.4 mg, 102 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (40.5 mg,

N

107 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (34.4 mg, 255 umol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (6 mL) gel6st. DIPEA
(53.0 uL, 306 umol, 3.00Aq.) wurde zugegeben und die Losung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Lésung wurde Trimer-AHX-Orn-NH, 159
(142 mg, 102 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (2 mL) gegeben und die Lésung fiir 7.5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohél sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,/CH,0H,
25:1—9:1+0.5% NEt, v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde
das Produkt mit einer unbekannten Verunreinigung erhalten und daher erneut
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA 5:95+0.1% FA v/v)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser hygroskopischer

Feststoff (188 mg, 93.0 umol, 91%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.54-7.48 (m, 1H), 7.38-7.27
(m, 25H), 7.21-7.04 (m, 3H), 7.00-6.74 (m, 2H), 5.97 (s, 1H), 4.88-4.65 (m, 9H), 4.59-4.38 (m,
4H), 4.37-4.31 (m, 2H), 4.22-4.14 (m, 1H), 3.92-3.71 (m, 4H), 3.66-3.33 (m, 14H), 3.30-3.20 (m,
9H), 3.19-3.06 (m, 3H), 2.77-2.39 (m, 9H), 2.34-2.21 (m, 8H), 2.20-2.09 (m, 6H), 1.94-1.79 (m,
9H), 1.77-1.58 (m, 14H), 1.57-1.49 (m, 6H), 1.47-1.40 (m, 13H), 1.32-1.24 (m, 4H).

3C-NMR (125 MHz, CDCL;) § [ppm] = 173.4, 173.1, 172.3, 172.0, 171.6, 156.7, 144.1, 141.4,
134.1, 129.4, 129.4, 129.2, 128.9, 127.8, 127.1, 125.3, 120.1, 80.2, 76.5, 76.4, 66.8, 52.6, 52.3,
52.3, 52.1, 50.9, 50.9, 47.3, 44.8, 44.4, 39.5, 36.6, 35.5, 35.4, 35.1, 33.1, 33.1, 33.0, 32.7, 32.2,
30.3, 29.8, 29.3, 28.2, 26.5, 24.9, 24.9, 24.8, 23.2.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C,4,H,3;N,504": 1010.0230, gef. 1010.0199.

IR: ¥, (cm™) = 3291.9, 2980.5, 2886.0, 2096.2, 1717.3, 1636.3, 1540.9, 1484.0, 1449.2, 1413.6,
1367.3, 1248.7, 1150.3, 1073.2, 1007.6, 876.5, 740.5, 698.1, 539.0.
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Spezifischer Drehwert: a3’ =-9.0 ° (c = 1.0 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 11.6 min.
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7.2.6. Synthese der Lysin-basierten Liganden

Monomer-AHX-Lysin-Fmoc 112
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Lysin-Monomer 82 (1.50 g, 2.28 mmol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (1.04 g,
2.74 mmol, 1.20 Aq.) und HOBt (463 mg, 3.43 mmol, 1.50 Aq.) in abs. DMF (30 mL) gel6st.
DIPEA (1.19 mL, 6.85 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur gerithrt. Zu der nun gelben Losung wurde 6-Aminohexansdure-
tert-butylester 107 (449 mg, 2.40 mmol, 1.05 Aq.) geldst in abs. DMF (3 mL) gegeben und die
Losung fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit CH,Cl, coevaporiert (5 x 10 mL) um
Reste von DMF und DIPEA zu entfernen. Das erhaltene Rohdl wurde
sdulenchromatographisch an SiO, (CH,Cl,/CH,OH, 40:1—25:1+0.1% NEt; v/v) gereinigt.
Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wurde das erhaltene farblose Ol

lyophyllisiert. Das Produkt wurde als farbloses Harz (1.85 g, 2.24 mmol, 98%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.75 (d, 2H, ¥ = 7.6 Hz, H-25), 7.58 (d, 2H, = 7.6 Hz,
H-22),7.38 (t,2H, *] = 7.6 Hz, H-24), 7.36-7.32 (m, 5H, H-29, H-30, H-31), 7.28 (t, 2H, ] = 7.6 Hz,
H-23), 6.50 (s, 2H, H-7, H-32), 5.68 (s, 1H, H-17), 4.77 (s, 2H, H-27), 4.38-4.30 (m, 3H, H-9,
H-19), 4.22-4.17 (m, 1H, H-20), 3.74-3.59 (m, 2H, H-13), 3.51-3.40 (m, 2H, H-16), 3.30 (t, 2H,
3T =7.1 Hz, H-36), 3.22-3.17 (m, 2H, H-6), 2.71-2.54 (m, 2H, H-15), 2.27 (t, 2H, *] = 7.1 Hz, H-34),
2.18 (t, 2H, ¥ =7.6 Hz, H-2), 1.88 (quin, 2H, * = 7.6 Hz, H-35), 1.84-1.76 (m, 1H, H-10),
1.71-1.60 (m, 3H, H-10, H-11), 1.55 (quin, 2H, *] = 7.6 Hz, H-3), 1.50-1.45 (m, 2H, H-5), 1.42 (s,
9H, H-38), 1.35-1.25 (m, 4H, H-4, H-12).

Weitere Signale: § [ppm] =2.94, 2.84 konnten DMF zugeordnet werden. § [ppm] = 2.82

keine Zuordnung.

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 173.1 (C-1), 172.1 (C-33), 171.6 (C-8), 156.6 (C-18), 144.1
(C-21), 141.4 (C-26), 134.1 (C-28), 129.3 (C-31), 129.2 (C-29), 128.9 (C-30), 127.8 (C-24), 127.1
(C-23), 125.2 (C-22), 120.1 (C-25), 80.2 (C-37), 76.5 (C-27), 66.8 (C-19), 53.1 (C-9), 50.9 (C-36),
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47.3 (C-20), 46.7, 44.7 (C-13), 39.4 (C-6), 36.7 (C-16), 35.4 (C-2), 33.1 (C-34), 32.8 (C-15), 31.8
(C-10), 29.1 (C-5), 28.2 (C-38), 26.4 (C-11), 26.4 (C-4), 24.8 (C-3), 24.6 (C-35), 22.6 (C-12).

Weitere Signale: & [ppm]=162.7, 36.6, 31.6 konnten DMF zugeordnet werden.
& [ppm] = 38.8 keine Zuordnung,.

MS (ESI pos.) m/z [M+H]" = ber. fiir C,sH¢N,O05" 826.4498, gef. 826.4555.

IR: ¥, (cm™) = 2925.5, 2154.1, 2100.1, 1984.4, 1718.3, 1645.0, 1544.7, 1521.6, 1444.4, 1367.3,
1243.9,1147.4, 946.9, 869.7, 757.9, 738.6, 703.9.

Retentionsfaktor: R; = 0.46 (CH,Cl,/CH;OH 40:1 v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 11.0 min.

Monomer-AHX-Lysin-NH, 160

Monomer-AHX-Lysin-Fmoc MM341 (1.79 g, 2.17 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in
CH,CN (40 mL) gelost und fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im  Vakuum  wurde der  erhaltene  farblose  Feststoff
sdulenchromatographisch an Si0, (CH,Cl,/CH,OH, 15:1+0.1% NEt,—9:1+1% NEt; v/v)
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und Gefriertrocknung wurde das Produkt als

braunes Harz (1.28 g, 2.13 mmol, 98%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] = 7.41-7.33 (m, 5H, H-20, H-21, H-22), 6.76-6.74 (m, 1H,
H-7), 6.67-6.64 (m, 1H, H-23), 4.80 (s, 2H, H-18), 4.34-4.31 (m, 1H, H-9), 3.75-3.60 (m, 2H,
H-13), 3.31 (t, 2H, *] = 6.8 Hz, H-27), 3.21-3.17 (m, 2H, H-6), 3.04-2.95 (m, 2H, H-16), 2.68-2.53
(m, 2H, H-15), 2.31 (su, 2H, H-17), 2.28 (t, 2H, *] = 6.8 Hz, H-25), 2.19 (t, 2H, ] = 7.4 Hz, H-2),
1.89 (quin, 2H, ¥ = 6.8 Hz, H-26), 1.80-1.73 (m, 1H, H-10), 1.72-1.68 (m, 1H, H-12), 1.66-1.59
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(m, 2H, H-10, H-12), 1.58-1.55 (m, 2H, H-3), 1.50-1.44 (m, 2H, H-5), 1.42 (s, 9H, H-29), 1.33-1.27
(m, 4H, H-4, H-11).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;) § [ppm] = 173.2 (C-1,C-14),172.1 (C-24), 171.7 (C-8), 134.5 (C-19),
129.3 (C-22), 129.2 (C-20), 128.9 (C-21), 80.3 (C-28), 76.4 (C-18), 53.2 (C-9), 50.9 (C-27), 44.3
(c-13), 39.4 (C-6), 37.3 (C-16), 35.5 (C-2), 34.9 (C-15), 33.1 (C-25), 31.8 (C-10), 29.2 (C-5), 28.2
(C-29), 26.4 (C-4), 26.2 (C-12), 24.9 (C-3), 24.7 (C-26), 22.5 (C-11).

Weitere Signale: § [ppm] = 31.1 konnte nicht zugeordnet werden.
MS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C;,Hs,N,0,": 604.3817, gef. 604.3827.

IR: V., (cm™) =2979.5, 2088.5, 1714.4, 1591.0, 1367.3, 1344.1, 1267.0, 1147.4, 962.3, 846.6,
730.9, 696.2, 650.9.

Retentionsfaktor: R;= (CH,Cl,/CH;0H 40:1 v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,O0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 17.1 min.

Dimer-AHX-Lysin-Fmoc 113

H*

Lysin-Monomer 82 (751 mg, 1.14 mmol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (455 mg,
1.20 mmol, 1.05 Aq.) und HOBt (309 mg, 2.29 mmol, 2.00 Aq.) in abs. DMF (20 mL) gel6st.
DIPEA (597 pL, 3.43 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Reaktionsldsung fiir 30 min
bei Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Reaktionsldsung wurde Monomer-
AHX-Lysin-NH, 160 (630 mg, 1.14 mmol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (5 mL) gegeben und
die Losung fiir weitere 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch an
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Si0, (CH,Cl,/CH,0H 15:1+0.1% NEt; v/v) gereinigt. Das Produkt wurde nach Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck und Gefriertrocknung als brauner Feststoff
(950 mg, 765 umol, 67%) erhalten. Aus einer weiteren Fraktion wurde das Produkt mit

abgespaltener Fmoc-Schutzgruppe isoliert (158 mg, 155 umol, 14%).
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir CesHgNy304," 1242.6670, gef. 1242.6683.

Retentionsfaktor R; = 0.23 (CH,Cl,/CH,OH 24:1 v/v, UV,s,, Cerammoniumsulfat)

Dimer-AHX-Lysin-NH, 161
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Die erhaltenen Fraktionen aus Dimer-AHX-Lysin-Fmoc 113 (1.14 g, 918 umol, 1.00 Aq.)
wurde in 20% Piperidin in CH;CN (24 mL) gelost und fiir 35 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde der erhaltene farblose
Feststoff sdulenchromatographisch an SiO, (CH,Cl,/CH,0OH, 25:2+1% NEt, v/v) gereinigt.
Nach Entfernen des Losungsmittels und Gefriertrocknung wurde das Produkt als

transparent, schwach gelbes Harz (821 mg, 804 umol, 88%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir CsyH;4N;;0,,>": 510.8031, gef. 510.8010.

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): ty = 17.6 min.
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Trimer-AHX-Lysin-Fmoc 114
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Lysin-Monomer 82 (515 mg, 784 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (312 mg,
823 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (212 mg, 1.57 mmol, 2.00 Aq.) in abs. DMF (15 mL) geldst.
DIPEA (410 uL, 2.35 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur gerithrt. Zu der nun gelben Losung wurde Dimer-AHX-Lysin-NH, 161
(800 mg, 784 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (6 mL) gegeben und die Losung fiir 5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohél sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,/CH,0H,
25:1—8:1+0.1% NEt, v/v) gereinigt. Das Produkt wurde mit einer unbekannten
Verunreinigung erhalten und daher erneut sdulenchromatographisch an SiO,-RP18
(H,0/CH,CN+0.1% FA 50:50—10:90 v/v) gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das
Produkt als farbloser Feststoff (915 mg, 551 pmol, 70%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.76 (d, 2H), 7.59 (d, 2H), 7.52 (s, 1H), 7.40-7.31 (m,
17H), 7.28 (t, 2H), 7.24-6.29 (m, 4H), 6.04-5.66 (m, 1H), 4.84-4.69 (m, 6H), 4.71-4.43 (m, 3H),
4.27-4.13 (m, 1H), 4.01-3.72 (m, 1H), 3.70-3.52 (m, 5H), 3.50-3.36 (m, 5H), 3.36-3.10 (m, 9H),
2.74-2.46 (m, 5H), 2.34-2.14 (m, 9H), 1.92-1.72 (m, 8H), 1.73-1.53 (m, 12H), 1.52-1.46 (m, 2H),
1.44-1.38 (m, 10H), 1.34-1.19 (m, 8H).

3C-NMR (126 MHz, CDCL;) & [ppm] = 171.9, 156.6, 144.2, 141.4, 134.2, 129.5, 129.4, 129.4,
129.2, 128.9, 127.8, 127.1, 125.3, 120.1, 81.0, 76.5, 76.4, 76.3, 66.8, 53.1, 50.9, 47.4, 39.5, 36.7,
35.5,35.2,33.1, 32.8, 29.2, 28.3, 26.5, 24.9, 24.7, 22.7.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir CzsH;16N150,6": 1658.8842, gef. 1658.8847.

IR: V., (cm™) =3301.5, 2980.5, 2098.2, 1717.3, 1639.2, 1540.9, 1450.2, 1246.8, 1149.4, 968.1,
739.6, 698.1, 506.2.
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Spezifischer Drehwert: a3’ = 3.6 ° (c = 1.4 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 11.4 min.

Trimer-AHX-Lysin-NH, 162

Trimer-Lysin-Fmoc 114 (200 mg, 121 umol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in CH,CN
(10mL) gelost und fiir 2h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im  Vakuum  wurde der  erhaltene  farblose  Feststoff
sdulenchromatographisch an SiO, (CH,Cl,/CH;OH, 24:1+1% NEt;—8:1+1% NEt; v/V)
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und Gefriertrocknung wurde das Produkt als

farbloses Harz (157 mg, 109 umol, 91%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C4sH,45N250,,"": 1038.0543, gef. 1038.0512.

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): ty = 19.5 min.
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Tetramer-AHX-Lysin-Fmoc 115
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Lysin-Monomer 82 (35.7 mg, 54.3 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (21.6 mg,

57.0 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (14.7 mg, 109 umol, 2.00 Aq.) in abs. DMF (3 mL) gel&st. DIPEA
(28.4uL, 163 umol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Losung wurde Trimer-AHX-Lys-NH, 162
(78.0 mg, 54.3 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (1 mL) gegeben und die Lésung fiir 7.5 h
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohél sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,/CH,0H,
25:1—9:1+0.5% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wurde
das Produkt mit einer unbekannten Verunreinigung erhalten und daher erneut
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH;CN 95:5+0.1% FA 5:95+0.1% FA v/v)
gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser stark hygroskopischer Feststoff (89.1 mg,
42.9 umol, 79%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] = 7.93-7.64 (m, 3H), 7.64-7.54 (m, 3H), 7.53-7.46 (m, 1H),
7.39-7.31 (m, 25H), 7.30-7.26 (m, 2H), 7.18-6.57 (m, 5H), 6.08-5.66 (m, 1H), 4.79-4.68 (m, 9H),
4.66-4.34 (m, 5H), 4.35-4.29 (m, 2H), 4.24-4.14 (m, 1H), 4.00-3.79 (m, 1H), 3.71-3.53 (m, 8H),
3.51-3.36 (m, 8H), 3.35-3.25 (m, 8H), 3.24-3.08 (m, 5H), 3.01-2.72 (m, 2H), 2.70-2.51 (m, 8H),
2.33-2.11 (m, 13H), 1.92-1.72 (m, 12H), 1.70-1.53 (m, 17H), 1.52-1.44 (m, 4H), 1.43-1.37 (m,
12H), 1.33-1.27 (m, 6H), 1.26-1.17 (m, 6H).

3C-NMR (125 MHz, CDCL;) § [ppm] = 173.0, 173.0, 171.9, 171.9, 171.8, 156.5, 144.0, 141.3,
134.2,134.1, 129.4, 129.2, 129.2, 129.1, 128.8, 127.6, 127.0, 125.2, 119.9, 80.1, 76.3, 76.2, 66.7,
53.0, 52.9, 52.7, 52.5, 50.8, 50.7, 50.6, 47.2, 44.4, 43.6, 39.3, 36.5, 35.4, 34.9, 33.0, 32.6, 32.3,
32.2,31.9,31.8, 31.6, 29.1, 28.1, 26.4, 26.3, 26.2, 24.8, 24.7, 24.6, 23.0, 22.6, 22.5.
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HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C,osH,45N,50,,°": 1038.0543, gef. 1038.0512.
| Y g

IR: V., (cm™) = 3301.5, 2970.8, 2098.2, 1718.3, 1637.3, 1540.9, 1450.2, 1366.3, 1246.8, 1150.3,
1007.6, 954.6, 740.5, 698.1.

Spezifischer Drehwert: a3’ = -8.0 ° (c = 1.0 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 12.2 min.
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7.2.7. Synthese der alternierenden Liganden

Dimer-AHX-Orn-Lys 116
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Lysin-Monomer 82 (250 mg, 424 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (169 mg,
445 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (143 mg, 1.06 mmol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (5 mL) gel6st. DIPEA
(222 yL, 1.27 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Loésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Lésung wurde AHX-Orn-NH, 157 (250 mg,
424 ymol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (5mL) gegeben und die Losung fiir 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand mit CH,Cl, coevaporiert (3 x 10 mL) um Reste von DMF
und DIPEA zu entfernen. Das erhaltene Rohdl wurde sdulenchromatographisch an SiO,-
RP18 (H,0/CH.CN, 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v) gereinigt. Nach Entfernen des
Lésungsmittels im Vakuum wurde das erhaltene farblose Ol lyophyllisiert. Das Produkt

wurde als farbloser Feststoff (273 mg, 222 pmol, 52%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C4HgsNy30,," 1228.6513, gef. 1228.6489.

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): tz = 8.7 min.
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Dimer-AHX-Orn-Lys-NH, 163
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Dimer-AHX-Orn-Lys 116 (247 mg, 201 umol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in CH,CN
(9 mL) geldst und bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt. Das L3sungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der farblose Feststoff mit CH,Cl,(3 x 5 mL) coevaporiert.
Das erhaltene farblose Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,:CH;0H
15:1+0.1% NEt,—9:1+1% NEt, v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels und
anschlieender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloses Harz (200 mg, 199 umol,

99%) erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir C,0HsN;;0,,": 1006.5833, gef. 1006.5863.
Retentionsfaktor R;=0.48 (CH,Cl,/CH,0H 12:1+0.1% NEt;v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 18.6 min.
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Trimer-AHX-Orn-Lys-Orn 118
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Ornithin-Monomer 80 (63.2 mg, 98.4 umol, 1.10 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (37.3 mg,
98.4 umol, 1.10 Aq.) und HOBt (30.2 mg, 224 umol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (2 mL) geldst. DIPEA
(46.7 uL, 268 umol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Lésung wurde Dimer-AHX-Orn-Lys-NH, 163
(90.0 mg, 89.4 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (2 mL) gegeben und die L3sung fiir 5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand mit CH,Cl, coevaporiert (3 x 5 mL) um Reste von DMF
und DIPEA zu entfernen. Das erhaltene Rohdl wurde sidulenchromatographisch an SiO,
(CH,CL,/CH;0H, 25:1+0.1% NEt,—9:1+1% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des
Lésungsmittels im Vakuum wurde das erhaltene farblose Ol lyophyllisiert. Das Produkt

wurde als farbloser Feststoff (140 mg, 86.0 umol, 96%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) § [ppm] =9.80 (s, 1H), 7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.40-7.31 (m,
17H), 7.28-7.26 (m, 2H), 7.15-7.04 (m, 1H), 7.00-6.76 (m, 2H), 6.09-6.02 (m, 1H), 4.80-4.72 (m,
6H), 4.66-4.58 (m, 1H), 4.52-4.39 (m, 2H), 4.37-4.30 (m, 2H), 4.20-4.16 (m, 1H), 3.91-3.77 (m,
2H), 3.71-3.58 (m, 3H), 3.56-3.42 (m, 5H), 3.39-3.32 (m, 1H), 3.31-3.23 (m, 6H), 3.21-3.11 (m,
6H), 2.84-2.51 (m, 5H), 2.49-2.38 (m, 1H), 2.34-2.27 (m, 4H), 2.26-2.21 (m, 2H), 2.17 (t, 2H),
1.90-1.80 (m, 6H), 1.75-1.52 (m, 13H), 1.48-1.41 (m, 11H), 1.37 (t, 6H), 1.31-1.24 (m, 4H).

3C-NMR (126 MHz, CDCL;) § [ppm] = 173.1, 172.8, 172.2, 156.7, 144.2, 141.4, 134.1, 129.5,
129.5,129.4,129.4,129.4,129.4,129.3,129.3, 128.9,128.9, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1, 80.2, 76.5,
76.4, 66.8, 52.7, 52.7, 52.6, 52.1, 50.9, 50.9, 50.9, 50.8, 50.8, 50.8, 47.4, 46.7, 44.7, 44.4, 44.3,
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39.7, 36.7, 35.9, 35.5, 35.3, 35.1, 33.1, 33.0, 32.9, 32.8, 32.4, 32.2, 30.2, 29.3, 29.1, 28.3, 26.4,
26.4, 26.3, 24.9, 24.9, 24.7, 24.7, 23.2, 23.1, 23.0, 22.9, 22.6, 22.6, 8.8

HRMS (ESI pos.) m/z [M+H]' = ber. fiir Cg;H,1,N;40,6": 1630.8529, gef. 1630.8571.

IR ¥, (cm™) = 3302.5, 3075.9, 2941.9, 2869.6, 2094.3, 1730.8, 1636.3, 1539.9, 1529.3, 1525.4,
1449.2,1367.3,1295.9,1268.9,1242.9,1203.4, 1146.5,1062.6, 1000.9, 912.2, 853.4, 757.9, 754.0,
741.5, 698.1, 650.9, 557.3.

Retentionsfaktor R; = 0.52 (CH,Cl,/CH,0H 25:2+0.1% NEt;v/v, UV, Ninhydrin)
Spezifischer Drehwert: a3’ = 8.2 ° (c = 1.1 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): tz = 8.7 min.

Trimer-AHX-Orn-Lys-Orn-NH, 164
Q( YW W
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Trimer-AHX-Orn-Lys-Orn 118 (50.0 mg, 30.7 umol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in
CH,CN (5 mL) gel6st und bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der farblose Feststoff mit CH,Cl, (3 x 5 mL)
coevaporiert. Das erhaltene farblose Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Si0,
(CH,CL;:CH,0H 25:1+0.2% NEt,—10:1+0.5% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des
Losungsmittels und anschlieRender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloses Harz

(41.8 mg, 29.7 umol, 97%) erhalten.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C¢H,;03N;50,,>: 704.8960, gef. 704.8945.
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HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 19.4 min.

Tetramer-AHX-Orn-Lys-Orn-Lys 119
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Lysin-Monomer 82 (14.8 mg, 22.6 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (8.99 mg,
23.7 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (7.63 mg, 56.4 umol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (0.5 mL) gel6st.
DIPEA (11.8 uL, 67.7 umol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Ldsung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun blassgelben Losung wurde Trimer-AHX-Orn-
Lys-Orn-NH, 164 (31.8 mg, 22.6 pmol, 1.00 Aq.) gelést in abs. DMF (2.3 mL) gegeben und die
Losung fiir 7 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene braune Riickstand lyophyllisiert. Das
erhaltene gelbe Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an SiO, (CH,Cl,:CH,OH
25:1+0.1% NEt,—25:2+0.5% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und
anschliefender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (17.4 mg,

8.50 umol, 38%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.74 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.55-7.43 (m, 1H), 7.40 (m,
22H), 7.28 (t, 2H), 7.23-6.98 (m, 3H), 6.97-6.68 (m, 2H), 6.07-5.73 (m, 1H), 4.84-4.68 (m, 8H),
4.61-4.51 (m, 1H), 4.50-4.45 (m, 1H), 4.44-4.37 (m, 2H), 4.36-4.27 (m, 2H), 4.24-4.13 (m, 1H),
3.96-3.72 (m, 2H), 3.70-3.51 (m, 7H), 3.50-3.35 (m, 6H), 3.31-3.22 (m, 8H), 3.21-3.11 (m, 2H),
2.84-2.41 (m, 8H), 2.32-2.23 (m, 6H), 2.20-1.95 (m, 6H), 1.89-1.79 (m, 8H), 1.75-1.69 (m, 2H),
1.67-1.60 (m, 7H), 1.58-1.52 (m, 5H), 1.49-1.44 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.37-1.17 (m, 10H).

Weitere Signale: § [ppm] = 0.88 und 0.31 konnten nicht zugeordnet werden.

139



Experimenteller Teil

3C-NMR (126 MHz, CDCl,) § [ppm] = 172.0, 156.6, 144.2, 141.4, 134.2, 129.5, 129.4, 129.3,
129.2,128.9, 127.8, 127.1, 125.3, 120.1, 80.2, 76.6, 76.4, 66.8, 52.5, 50.9, 47.4, 44.5, 39.5, 36.6,
35.5,35.1, 33.1, 32.4, 29.3, 28.3, 26.5, 24.9, 24.8, 22.7.

Weitere Signale: § [ppm] = 99.7 konnte nicht zugeordnet werden.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C4;H;41N,504>": 1024.0387, gef. 1024.0381.
Retentionsfaktor: R; = 0.44 (CH,Cl,/CH;0H 15:1+0.1% NEt; v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 16.4 min.

Trimer-AHX-Orn-Lys-Lys 117

Lysin-Monomer 82 (64.6 mg, 98.4 umol, 1.10 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (37.3 mg,
98.4 umol, 1.10 Aq.) und HOBt (30.2 mg, 224 umol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (2 mL) gelst. DIPEA
(46.7 uL, 268 umol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun gelben Lésung wurde Dimer-AHX-Orn-Lys-NH, 163
(90.0 mg, 89.4 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (2 mL) gegeben und die Lésung fiir 5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand mit CH,Cl, coevaporiert (3 x 5 mL) um Reste von DMF
und DIPEA zu entfernen. Das erhaltene Rohdl wurde sidulenchromatographisch an SiO,

(CH,CL,/CH,0H, 25:1+0.1% NEt,—9:1+1% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des
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Losungsmittels im Vakuum wurde das erhaltene farblose Ol lyophyllisiert. Das Produkt

wurde als farbloser Feststoff (135 mg, 81.8 umol, 92%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;) 6§ [ppm] =7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.39-7.27 (m, 19H), 7.11-6.99
(m, 2H), 6.89-6.65 (m, 1H), 5.73 (sy,, 1H), 4.77-4.73 (m, 6H), 4.53-4.38 (m, 3H), 4.34 (d, 2H),
4,20-4.17 (m, 1H), 3.94-3.74 (m, 6H), 3.54-3.35 (m, 6H), 3.32-3.24 (m, 6H), 3.18-3.09 (m, 4H),
2.84-2.60 (m, 4H), 2.58-2.40 (m, 2H), 2.34-2.27 (m, 4H), 2.19-2.16 (m, 4H), 1.91-1.85 (m, 4H),
1.84-1.80 (m, 2H), 1.78-1.70 (m, 2H), 1.67-1.58 (m, 7H), 1.57-1.52 (m, 3H), 1.49-1.44 (m, 2H),
1.43 (s, 9H), 1.37 (t, 4H), 1.33-1.24 (m, 6H).

Aufgrund von Rotameren, inter- und intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen ist
eine extreme Signalverbreiterung sowie ein starker Intensitdtsverlust in den 2D-Spektren

zu beobachten. Eine genaue Zuordnung aller Signale ist somit nicht méglich.

3C-NMR (126 MHz, CDCL;) & [ppm] = 173.2, 172.6, 172.0, 156.6, 144.1, 141.4, 134.2, 129.5,
129.5,129.4,129.4,129.4, 129.3, 128.9, 128.9, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1, 100.1, 80.2, 76.5, 76.4,
76.4, 66.9, 53.3, 52.7, 52.7, 52.6, 52.5, 50.9, 50.9, 50.8, 47.4, 46.7, 44.7, 44.3, 44.0, 39.6, 39.6,
36.6, 35.8, 35.8, 35.5, 35.2, 33.1, 33.1, 33.0, 32.9, 32.9, 32.8, 32.5, 32.4, 32.2, 29.1, 28.3, 26.5,
26.4,25.0, 24.9, 24.9, 24.8, 24.7, 22.7, 22.6, 8.8.

HRMS (ESI pos): m/z [M+H]' = ber. fiir C,H;14N1,0,": 1644.8685, gef. 1644.8678.

IR ¥, (cm™) = 3298.6, 3070.1, 2939.0, 2863.8, 2094.3, 1636.3, 1538.0, 1449.2, 1423.2, 1409.7,
1367.3, 1295.9, 1269.0, 1240.0, 1203.4, 1148.4, 1059.7, 998.0, 912.2, 840.8, 742.5, 696.2, 653.8,
627.7,555.4.

Retentionsfaktor R; = 0.52 (CH,Cl,/CH,0H 25:2+0.1% NEt;v/v, UV,s,, Ninhydrin)
Spezifischer Drehwert: a3’ = -2.0 ° (c = 1.0 mg/mL, CH,Cl,)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): tz = 6.4 min.
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Trimer-AHX-Orn-Lys-Lys-NH, 165
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Trimer-AHX-Orn-Lys-Lys 117 (50.0 mg, 30.4 pmol, 1.00 Aq.) wurde in 20% Piperidin in
CH,CN (5 mL) geldst und bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt. Das Lsungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der farblose Feststoff mit CH,Cl, (3 x 5 mL)
coevaporiert. Das erhaltene farblose Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an SiO,
(CH,Cl,:CH;OH  20:1+0.2% NEt,—10:1+1% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des
Losungsmittels und anschliefender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser

Feststoff (42.0 mg, 29.5 umol, 97%) erhalten.
HRMS (ESI pos): m/z [M+2H]* = ber. fiir C¢H,05N;40,,>: 711.9039, gef. 711.9023.

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 10% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 19.5 min.
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Tetramer-Orn-Lys-Lys-Orn 120

Ornithin-Monomer 80 (15.5 mg, 22.5 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit HBTU (8.96 mg,
23.6 umol, 1.05 Aq.) und HOBt (7.60 mg, 56.2 umol, 2.50 Aq.) in abs. DMF (0.5 mL) geldst.
DIPEA (11.8 uL, 67.5 umol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben und die Lésung fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der nun blassgelben Lésung wurde Trimer-AHX-Orn-Lys-Lys-
NH, 165 (32.0 mg, 22.5 umol, 1.00 Aq.) geldst in abs. DMF (2.3 mL) gegeben und die Lésung
fir 7h bei Raumtemperatur gerithrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand lyophyllisiert. Das erhaltene gelbe
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Sio, (CH,Cl,:CH,0H
25:1+0.1% NEt;,—25:2+0.5% NEt; v/v) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und
anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (13.0 mg,

8.50 umol, 28%) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) § [ppm] =7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.39-7.32 (m, 22H), 7.30-7.27
(m, 2H), 7.22-6.85 (m, 4H), 6.80-6.60 (m, 1H), 6.24-5.89 (m, 1H), 4.79-4.70 (m, 8H), 4.68-4.57
(m, 1H), 4.56-4.37 (m, 3H), 4.36-4.25 (m, 2H), 4.24-4.12 (m, 1H), 3.94-3.77 (m, 2H), 3.74-3.67
(m, 1H), 3.65-3.55 (m, 4H), 3.52-3.40 (m, 6H), 3.38-3.33 (m, 1H), 3.31-3.21 (m, 9H), 3.18-3.07
(m, 2H), 2.87-2.68 (m, 2H), 2.65-2.54 (m, 4H), 2.50-2.42 (m, 1H), 2.31-2.24 (m, 5H), 2.23-2.12
(m, 5H), 1.90-1.80 (m, 9H), 1.76-1.66 (m, 5H9, 1.65-1.51 (m, 13H), 1.49-1.44 (m, 2H), 1.43 (s,
9H), 1.32-1.19 (m, 10H).

Weitere Signale: § [ppm] = 0.88, 0.12, 0.09 und 0.07 ohne Zuordnung.
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3C-NMR (126 MHz, CDCl,) § [ppm] = 172.1, 144.2, 141.4, 129.5, 129.2, 128.9, 127.8, 127.2,
125.3,120.1, 81.3, 77.4, 77.2, 76.9, 76.4, 66.8, 50.9, 47.4, 44.5, 44.4, 39.5, 36.7, 35.5, 33.1, 32.4,
29.8,29.3, 28.3, 26.5, 24.9, 24.8, 23.2, 22.7.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C,o;H;4,N,504>: 1024.0387, gef. 1024.0374.
Retentionsfaktor: R; = 0.42 (CH,Cl,/CH;O0H 15:1+0.1% NEt, v/v, UV,s,, Ninhydrin)

HPLC (Nucleodur RP8, 150 x 2 mm ID, 5 um Partikel, 2min halten 70% CH,CN in H,0 mit
0.05% FA, dann in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 16.2 min.
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7.2.8. Seitenkettenfunktionalisierung mittels ,,Click“-Chemie

Trimer-Click-Ornithin 125

Trimer-AHX-Ornithin 110  (200.0 mg, 124 ymol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (114 mg, 557 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (8.83 mg, 46.4 umol, 0.13 Aq. pro
Azid) und Natriumascorbat (48.9 mg, 247 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (8 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Losung entstand (2 mL). Die
Reaktionslosung wurde 2h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser, hygroskopischer

Feststoff (239 mg, 107 pmol, 87%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.48 (s, 1H), 8.47 (s, 2H), 8.06 (d, 2H, *] = 8.0 Hz), 8.02
(d, 1H, *] = 8.0 Hz), 7.96-7.92 (m, 2H), 7.88 (d, 2H, *] = 7.6 Hz), 7.86 (t, 1H, *] = 5.8 Hz), 7.67 (d,
2H, *] = 7.5 Hz), 7.43-7.35 (m, 17H), 7.33-7.28 (m, 3H), 4.85-4.77 (m, 6H), 4.65-4.61 (m, 6H),
4.42-4.34 (m, 6H), 4.28 (d, 2H, *] = 7.4 Hz), 4.23-4.16 (m, 4H), 3.64-3.55 (m, 6H),

Aufgrund von Uberlagerung mit dem Lésungsmittelsignal § = 2.50 ppm und & =3.33 ppm

stimmt die Protonenanzahl im NMR nicht mit der tatsiachlichen Anzahl iiberein.

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d,) 6 [ppm] =172.2,171.7, 163.8, 143.9, 140.7, 135.1, 129.4, 128.7,
128.4, 128.2, 127.6, 127.0, 120.1, 115.1, 79.3, 61.8, 57.0, 52.3, 49.7, 49.3, 47.6, 46.7, 40.1, 39.9,
39.8,39.7, 39.5, 39.4, 39.2, 39.1, 34.7, 31.6, 28.7, 27.8, 25.7, 25.6, 25.5, 24.2, 18.9, 17.0.
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HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C,osH;5eN,,0,S5>": 1116.5382, gef. 1116.5409.

HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 5% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA in 10 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min halten,
0.6 mL/min, 190-500 nm): t; = 8.2 min.

Tetramer-Click-Ornithin 127
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Tetramer-AHX-Ornithin 111 (100.0 mg, 49.5 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (61.0 mg, 297 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (4.72 mg, 24.8 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (26.2 mg, 132 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (5 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Losung entstand (1.5 mL). Die
Reaktionslosung wurde 2h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser, hygroskopischer

Feststoff (122 mg, 42.9 umol, 87%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.48 (s, 1H), 8.46 (s, 3H), 8.08-8.00 (m, 4H), 7.98-7.91
(m, 3H), 7.90-7.84 (m, 3H), 7.71-7.64 (m, 2H), 7.43-7.27 (m, 25H), 4.84-4.75 (m, 8H), 4.62 (s,
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8H), 4.42-4.32 (m, 8H), 4.30-4.13 (m, 8H), 3.64-3.55 (m, 8H), 3.29-3.14 (m, 9H), 2.99 (s, 24H),
2.63-2.54 (m, 8H), 2.19-1.95 (m, 27H), 1.64-1.41 (m, 19H), 1.37-1.31 (m, 11H), 1.28-1.14 (m,
4H).

Aufgrund von Uberlagerung mit dem Lésungsmittelsignal § = 2.50 ppm und & =3.33 ppm

stimmt die Protonenanzahl im NMR nicht mit der tatsichlichen Anzahl {iberein.

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 176.4, 174.2, 171.2, 153.2, 135.1, 129.4, 128.7, 128.4,
128.3, 127.6, 127.0, 125.1, 120.1, 99.5, 75.4, 61.8, 57.0, 52.3, 49.7, 49.3, 47.6, 43.7, 38.3, 36.3,
34.7,31.6, 27.8, 25.7, 25.6, 24.9, 24.3, 18.9.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+3H]* = ber. fiir C,33H,5;N,,05,S,*": 1420.1776, gef. 1420.1751.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH;CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): tz = 19.9 min.

Trimer-Click-Lysin 124
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Trimer-AHX-Lysin 114  (100.0 mg, 60.3 umol, 1.00Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (55.7 mg, 271 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (4.36 mg, 22.9 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (23.9 mg, 121 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (5 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Lésung entstand (1.5 mL). Die
Reaktionslosung wurde 2h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt

sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v)

147



Experimenteller Teil

gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser, hygroskopischer

Feststoff (126 mg, 55.3 umol, 92%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.49 (s, 1H), 8.47 (s, 2H), 8.04-7.84 (m, 9H), 7.69-7.64
(m, 2H), 7.43-7.27 (m, 21H), 4.84-4.77 (m, 6H), 4.63 (s, 6H), 4.44-4.25 (m, 9H), 4.24-4.07 (m,
5H), 3.61-3.50 (m, 6H), 3.41-3.35 (m, 6H), 3.28-3.15 (m, 7H), 3.00 (s, 20H), 2.64-2.53 (m, 6H),
2.19-1.99 (m, 21H), 1.64-1.39 (m, 16H), 1.39-1.33 (s, 11H), 1.30-1.12 (m, 10H).

Aufgrund von Uberlagerung mit dem Losungsmittelsignal § = 2.50 ppm und & =3.33 ppm

stimmt die Protonenanzahl im NMR nicht mit der tatsdchlichen Anzahl {iberein.

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d;) § [ppm] = 171.9, 171.1, 155.4, 143.9, 140.7, 137.4, 135.1, 129.4,
128.7,128.5,128.3,127.6, 127.5,127.0, 125.1,120.1, 75.5, 61.8, 57.0, 52.6, 51.0, 49.7, 49.3, 47.6,
36.4, 34.7, 31.6, 28.7, 27.8, 26.7, 25.6, 24.3, 22.7, 18.9.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C14H;6,N,,0,5S5>": 1137.5616, gef. 1137.5610.

HPLC (NUCLEODUR® C,3 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 20.1 min.
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Tetramer-Click-Lysin 128
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Tetramer-AHX-Lysin 115 (57.8 mg, 27.9 umol, 1.00Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (34.3 mg, 167 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (2.65 mg, 13.9 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (14.7 mg, 74.4 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (3.5 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Losung entstand (1 mL). Die
Reaktionslosung wurde 1.5h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/v)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (26.3 mg,
9.08 umol, 34%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,) § [ppm] = 8.49 (s, 1H), 8.47 (s, 3H), 8.04-7.85 (m, 9H), 7.69-7.65
(m, 2H), 7.43-7.27 (m, 25H), 4.86-4.75 (m, 8H), 4.63 (s, 8H), 4.44-4.32 (m, 8H), 4.30-4.24 (m,
2H), 4.23-4.09 (m, 5H), 3.63-3.48 (m, 8H), 3.42-3.36 (m, 4H), 3.30-3.16 (m, 9H), 3.00 (s, 24H),
2.62-2.54 (m, 6H), 2.19-1.99 (m, 25H), 1.65-1.40 (m, 18H), 1.37 (s, 9H), 1.35-1.29 (m, 2H),
1.28-1.12 (m, 10H).

Aufgrund von Uberlagerung mit dem Lésungsmittelsignal § = 2.50 ppm und & =3.33 ppm

stimmt die Protonenanzahl im NMR nicht mit der tatsichlichen Anzahl {iberein.

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d,) 6 [ppm] = 171.9, 171.5, 171.1, 154.7, 154.3, 143.9, 140.7, 135.1,
129.4,128.7,128.5,128.3, 127.6, 127.1, 125.1, 120.1, 75.6, 61.8, 57.0, 52.6, 49.7, 49.3, 47.6, 44.2,
36.6, 34.7, 31.6, 28.7, 27.8, 26.2, 25.6, 24.3, 22.8, 18.9.
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HRMS (ESI pos.) m/z [M+3H]* ber. fiir Cy5;H,06N,504,S.>": 965.8083, gef. 965.8063.

HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 20.3 min.

Trimer-Click-AHX-Orn-Lys-Orn 126
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Trimer-AHX-Orn-Lys-Orn 118 (50.0 mg, 30.7 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (28.3 mg, 138 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (2.22 mg, 11.7 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (12.2 mg, 61.3 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (3.5 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Losung entstand (1 mL). Die
Reaktionslosung wurde 1.5h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/V)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (31.3 mg,
13.9 umol, 45%) erhalten, wobei eine teilweise Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
beobachtet wurde. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Reinigung fiir die folgende

Synthese verwendet.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C,;H;5sN3,0,55,%: 1123.5460, gef. 1123.5423;
[M+2H-Fmoc]* = ber. fiir Co,H,45N;,0,55,%: 1012.5119, gef. 1012.5121.
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HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH5CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 20.3 min (Produkt); t; = 16.6 min (Produkt-Fmoc).

Tetramer-Click-AHX-Orn-Lys-Orn-Lys 130
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Tetramer-AHX-Orn-Lys-Orn-Lys 119 (15.3 mg, 7.47 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
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Zwitterion 123 (9.20 mg, 44.8 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (740 ug, 3.89 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (3.97 mg, 20.0 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH,CN (2.0 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare Lésung entstand (1.0 mL). Die
Reaktionslosung wurde 2h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/V)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (18.6 mg,
6.48 umol, 87%) erhalten, wobei eine Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe beobachtet

wurde.
ESI-MS m/z [M+3H-Fmoc]* = ber. fiir C,,0H;5,N,505,S,*": 882.7763, gef. 882.7703.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH5CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 20.4 min (Produkt); t; = 16.7 min (Produkt-Fmoc).
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Tetramer-Click-AHX-Orn-Lys-Lys-Orn 129
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Tetramer-AHX-Orn-Lys-Lys-Orn 120 (27.5 mg, 13.4 umol, 1.00 Aq.) wurde zusammen mit
Zwitterion 123 (16.5 mg, 80.6 umol, 1.50 Aq. pro Azid), Cul (1.33 mg, 6.98 umol, 0.13 Aq. Pro
Azid) und Natriumascorbat (7.13 mg, 36.0 umol, 0.67 Aq. pro Azid) in CH;CN (2.0 mL)
suspendiert. Es wurde demin. H,0 zugegeben bis eine klare L3sung entstand (1.0 mL). Die
Reaktionslosung wurde 2h unter Mikrowellenbedingungen bei 70 °C geriihrt. Die
erhaltene blassgriine Suspension wurde lyophyllisiert, und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Si0,-RP18 (H,0/CH,CN 95:5+0.1% FA—5:95+0.1% FA v/V)
gereinigt. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (25.7 mg,
8.96 umol, 67%) erhalten, wobei eine teilweise Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

beobachtet wurde.
ESI-MS m/z [M+3H-Fmoc]* = ber. fiir C,,0H,5,N,405,S,>": 882.7763, gef. 882.7704.

HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 20.3 min (Produkt); t; = 16.6 min (Produkt-Fmoc).
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7.2.9. Abspaltung der verbleibenden Schutzgruppen

Ligand-Trimer-Ornithin 133
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Trimer-Click-Ornithin 125 (15.2 mg, 6.81 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldst und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, woraufhin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Rithren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels priparativer HPLC gereinigt.
Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,0 in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. t; = 13.4 min
Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (11.0 mg, 6.32 umol, 93%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber- fiir C;,H,,5N,0,,S,>": 870.4337, gef. 870.4301.

HPLC (NUCLEODUR® C,3 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 14.3 min
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Ligand-Trimer-Ornithin-COOH 135
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Trimer-Click-Ornithin 125 (15.0 mg, 6.72 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldost und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
Riickstand wurde in einem Gemisch aus TFA/H,0/TES (20:20:1, 1 mL) aufgenommen und
fiir 120 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
erhaltene farblose Riickstand lyophyllisiert. Das erhaltene blassgelbe Harz wurde in demin.
H,0 (4 mL) aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, woraufhin das Fmoc-
Piperidin-Addukt als weiller volumingser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir
15 min wurde die erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.

Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,0 in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. tz = 10.3 min

Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (9.90 mg, 5.94 umol, 88%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C¢H;,0N,,0,,S:> 842.4024, gef. 842.0427.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 17.1 min.
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Ligand-Trimer-Lysin 132

[ON©) 3_
“03S
HO’N O 3
(@) NH
(o}
N
HO.
N
/\/& N
H,N o) CON
A4 N
N

“04S
Trimer-Click-Lysin 124 (15.6 mg, 6.86 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldst und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, woraufhin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension tiiber ein Watte-Pad filtriert und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels préparativer HPLC gereinigt.

Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,0 in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. t; = 14.2 min

Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (10.2 mg, 5.72 umol, 83%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C;;H,3,N,,0,,S:>": 891.4572, gef. 891.4561.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 14.6 min
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Ligand-Trimer-Lysin-COOH 136
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Trimer-Click-Lysin 124 (20 mg, 8.79 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldst und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
Riickstand wurde in einem Gemisch aus TFA/H,0/TES (20:20:1, 1 mL) aufgenommen und
fiir 120 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
erhaltene farblose Riickstand lyophyllisiert. Das erhaltene blassgelbe Harz wurde in demin.
H,0 (4 mL) aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, woraufthin das Fmoc-
Piperidin-Addukt als weil3er volumingser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir
15 min wurde die erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.

Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,O in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. t; = 11.2 min

Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (10.0 mg, 5.79 pmol, 66%)

erhalten.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C¢,H;,6N,,0,,S:* 863.4259, gef. 863.4252.
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HPLC (NUCLEODUR® Cy HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): tz = 3.5 min; ty = 12.9 min.

Ligand-Tetramer-Ornithin 137
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Tetramer-Click-Ornithin 127 (15.5 mg, 5.46 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldst und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, worauthin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels préparativer HPLC gereinigt.
Methode: NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH;CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,O in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. tz = 13.5 min
Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (7.60 mg, 3.37 umol, 62%)

erhalten.

HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir CooH;63N,603,S,> 1129.0496, gef. 1129.04839.
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HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 5 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): 14.1 min

Ligand-Tetramer-Lysin 138
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Tetramer-Click-Lysin 128 (9.60 mg, 3.31 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldost und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, worauthin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.

Methode: NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,0 in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. tz = 13.7 min
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Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (4.00 mg, 1.73 umol, 52%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+3H]* = ber. fiir Co,H,,,N205,S,> 771.7230, gef. 771.7240.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 5% CH,CN in H,O mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 14.9 min

Ligand-Trimer-ABA 134

k/\/\k/\

004( »%N \? \\&\N:
£
- I

u:
N+

-o3sﬁ

Trimer-Click-ABA 126 (10.0 mg, 4.45 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus

S0y

H,0/CH;OH (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldost und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, worauthin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension {iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.

Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,0 in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. tz = 13.7 min
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Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (3.30 mg, 1.88 umol, 42%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+2H]* = ber. fiir C;;H;5,N,0,,S:> 877.4415, gef. 877.4440.

HPLC (NUCLEODUR® C,5 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 14.6 min.

Ligand-Tetramer-ABAB 139
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Tetramer-Click-ABAB 130 (8.00 mg, 2.79 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;OH (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) gelost und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, worauthin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension {iiber ein Watte-Pad filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose
Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.
Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,O in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. t; = 13.6 min
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Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (2.10 mg, 0.92 ymol, 33%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+3H]* = ber. fiir Cs,H;65N,504,S:>": 762.3793, gef. 762.3814.

HPLC (NUCLEODUR® Cy HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 14.9 min

Ligand-Tetramer-ABBA 140
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Tetramer-Click-ABBA 129 (7.80 mg, 2.72 umol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus
H,0/CH;0H (2:1 3 mL + 0.6 mL Essigsdure) geldst und mit Pd/C (10% auf Aktivkohle,
1.00 mg) versetzt. Die schwarze Suspension wurde unter H,-Atmosphire iiber 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Katalysator wurde mittels Filtration iiber ein Celite-Pad
entfernt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
farblose Riickstand wurde lyophyllisiert und im Anschluss in demin. H,0 (4 mL)
aufgenommen und mit Piperidin (1 mL) versetzt, woraufhin das Fmoc-Piperidin-Addukt als
weiller volumindser Feststoff aus der Losung ausfiel. Nach Riihren fiir 15 min wurde die
erhaltene Suspension iiber ein Watte-Pad filtriert und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Gefriertrocknung wurde der erhaltene farblose

Feststoff mittels praparativer HPLC gereinigt.
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Methode: NUCLEODUR® C,s HTec EC, 250 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit
0.1% FA, 4 min halten, linearer Gradient auf 98% CH,CN in H,O in 26 min, 4 min halten,
5.0 mL/min, 200 nm. t; = 13.6 min

Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als farbloser Feststoff (2.60 mg, 1.14 pmol, 42%)

erhalten.
HRMS (ESI pos.) m/z [M+3H]* = ber. fiir Co,H;65N,404,S:> 762.3793, gef. 762.3804.

HPLC (NUCLEODUR® Cy HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm): t; = 15.0 min.
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7.3. Komplexierungsstudie mit NatZirconium [°8!

7.3.1. Tranchelatisierungsassay

Fiir das Labelling von DFO 9, sowie der Liganden 132-140 mit Zirconium wurden in einem
15 mL Zentrifugen-Réhrchen 600 pL einer 0.0072 mm Losung des Chelators in 0.05 M HCI,
zu 200 uL einer 0.0216 mM Losung ZrCl, in 0.05M HCl gegeben. Unter Riihren bei
Raumtemperatur wurde der pH-Wert der Lésung durch Zugabe von 0.05 M Na,CO,-Losung
(1000 yL) auf einen Wert von pH = 8.5-9.0 eingestellt und die Ldsung fiir 90 min geriihrt.
Anschliefende Gefriertrocknung lieferte einen volumingsen, farblosen Feststoff. Die so

erhaltenen Komplexe 144-152 wurden mittels HPLC-MS (ESI pos.) identifiziert.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH,CN in H,O mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm)

Vorevaluation aller Liganden
Die erhaltenen Zr-Komplexe 144-152 wurden in 500 pL Milli-Q®-Wasser gel6st und mit
100 uL EDTA-L3sung (1000-facher Uberschuss, 0.0432 mm) versetzt. Durch Zugabe von
0.05M HCl wurde der pH-Wert der Losung auf pH=7 eingestellt und die Losung bei
Raumtemperatur gelagert. Nach 0 h, 2 h, 8 h und 24 h wurden 15 pL der Losung mittels
HPLC-MS (ESI pos.) analysiert. Die Menge an intaktem Zr-Komplex wurde durch
Integration des EIC fiir die [M+3H]*, [M+2H+Na]*" und [M+2H]** bestimmt.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH,CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm)

Evaluation von Tetramer-Ornithin
Fiir die Evaluation des erfolgreichsten Treffers der Vorevaluation, Tetramer-Ornithin-Zr-
Komplex 149, wurden in einem 1 mL Eppendorf-Tube® 600 uL einer 0.0072 mmM Losung des
Chelators in 0.05 M HCI, zu 200 yL einer 0.0216 mwm Losung ZrCl, in 0.05 M HCI gegeben. Der
pH-Wert der Losung durch Zugabe von 0.05 M Na,CO,-L3sung (1000 pL) auf einen Wert von
pH=8.5-9.0 eingestellt und die Losung fiir 90min bei 37°C auf einem
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Eppendorf Thermomaxx inkubiert. AnschlieBende Gefriertrocknung lieferte einen
volumingsen, farblosen Feststoff. Nach Losung in 500 uL Milli-Q®-Wasser wurden 100 pL
EDTA-L&sung 1000--facher Uberschuss, 0.0432 mM) bzw. in einem zweiten Experiment
100 uL DFO-Lésung (300-facher Uberschuss, 0.0130 mm) zugegeben. Durch Zugabe von
0.05M HCl wurde der pH-Wert der Losung auf pH =7 eingestellt und die Losung bei
Raumtemperatur gelagert. Nach 0 h, 2 h, 8 h und 24 h wurden 15 uL der Losung mittels
HPLC-MS (ESI pos.) analysiert. Die Menge an intaktem Zr-Komplex wurde durch
Integration des EIC fiir die [M+3H]*, [M+2H+Na]** und [M+2H]*" bestimmt. Als Referenz

diente der nach 0 h gemessene Wert an intaktem Zr-Komplex.

HPLC (NUCLEODUR® C,s HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH;CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm)

7.3.2. Kinetik der Bildung des Zr-Komplexes

Fiir die Evaluation der Komplexbildungskinetik von 149 mit Zirconium wurden in einem
1 mL Eppendorf-Tube® 600 puL einer 0.0072 mm Losung des Chelators in 0.05 M HCl, zu
200 pL einer 0.0216 mM Losung ZrCl, in 0.05 M HCI gegeben. Der pH-Wert der Losung durch
Zugabe von 0.05 M Na,C0O,-L3sung (1000 uL) auf einen Wert von pH = 8.5-9.0 eingestellt und
die Lésung bei 24 °C bzw. bei 37 °C auf einem Eppendorf Thermomaxx inkubiert. Nach 0.0 h,
1.5h, 3.0h, 45h, 6.0h und 18 h wurden 15 yL der Losung mittels HPLC-MS (ESI pos.)
analysiert. Die Menge an gebildetem Zr-Komplex wurde durch Integration des EIC fiir die

[M+3H]*, [M+2H+Na]** und [M+2H]* bestimmt.

HPLC (NUCLEODUR® C,3 HTec EC, 150 x 10 mm ID, 5 um Partikel, 2% CH;CN in H,0 mit 0.05%
FA, 2 min halten, in 15 min linearer Gradient auf 95% CH;CN in H,0 mit 0.05% FA, 2 min
halten, 0.2 mL/min, 190-500 nm)
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8.1. NMR- und LC-MS-Spektren
'H-NMR und “C-NMR

8. Anhang
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MM_AHX_Orn_Fmoc_lcms_161_01_13491.d: TIC +All MS

MM_AHX_Orn_Fmoc_lcms_161_01_13491.d: UV Chromatogram, 190-500 nm
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MM_Orn_Tri_Fmoc_lcms_154_01_13521.d: UV Chromatogram, 190-500 nm
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675.6736

2+
1013.0055

+MS, 16.6-17.9min #(986-1067)

500 1000 1500

2000

2500

3000 mz

2+

3+
749.6945 1124.0370

6+
1498.7102
b

+MS, 20.4-21.5min #(1212-1283)

500 1000 1500

2000

2500

3000 mz
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Anhang

LC-MS

LC-MS

130

MM_TetraCick_ABAB_166_01_13760.d: TIC +All S

ntend.
[mAU]
x104
15

0.5+

0.0

MM _TetraClick ABAB_166_01_13760.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

T
Time [min]

Intens.
x105]

1.254
1.00
0.754
0.50 4

0.254

3+
882.7703

+
1323.6516

+MS, 16.8-19.0min #(999-1133)

500

1000

1500

2000

2500

3000 mz

x1047
1259
1.004
0.75
050

0.254

330.3390

3+
956.7914

3+
755.0291

2+
14346857
N

+MS, 19.9-21.4min #(1184-1273)

500

1000

1500

2000

2500

3000 mz

129

Intens.
x106
254

MM_TetraClick_ABBA_167_01_13761.d: TIC +All VS

MM _TetraClick ABBA_167_01_13761.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

-
25 Time [min]

Intens.

x108
1.25

1.00H
0.754
0.50

0.25

3+
882.7704

2+
1323.6513

+MS, 16.6-18.7min #(986-1113)

500

1000

1500

2000

2500

3000 mz

3+
956.7922

2+
1434.6850

+MS, 19.6-21.2min #(1169-1261)

500

1000

1500

000 m
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Anhang

LC-MS

133

Intens. J

x108
25

2.0

0.5

MM _Ligand-Tri-Orn-hplc_191_01_14903.d: TIC +All MS

ntehd.
[mAU]
X104 ]

MM_Ligand-Tri-Orn-hplc_191_01_14903.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

T
15 20 25 Time [min]

Intens.
x108

0.5

0.0

2+
3+ 870.3403

561.8779

1160]818

+MS, 14.6-15.9min #(867-946)

500

1000

1500 2000 2500 3000 mz

x105-
0.8
0.6
0.4
0.2
00

561.1

+
8779

3+

580.!

5626

+MS, 14.6-15.9min #(867-946)

3+
593.2107
609.8524

540 560

L s, i .
600 620 640 660 mz

x105]
1.0
0.8
0.6
0.4+
02
00

2+
842.3119

2+

870.;

3403

+MS, 14.6-15.9min #(867-946)

2+
881.?291 897.‘2963

820 840

84

0 900 920 Q40 960 m:
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Anhang

135

MM423_Icms_rpE_164_01_13882.d: TIC +All M5

6.0

5.5

MM423 [ems_rpB_164_01_13882.d: UV Chromatogram, 190-500 nm|

5.0

P
e

20 75 Time [min]

Intens. |
i)

1.259
1.00
0.754
0.50

0.25

B

36.

3+
2886

2+
953.4262

234 EI.MB._'-‘

+MS, 16.7-18_Tmin #992-1078)|

0.00

1000 1500 " 2000

" 2500 3000 miz

x104
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

‘345.:1299

2+ 2+ 2+
9654123 9728022  ggg 3ase

+MS, 16.7-18_Tmin #992-1078)|

991.3770 999 3612

950

.|
960 970 980

950 1000 1010 miz
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LC-MS

132

Intens._|
x108

0.8

0.2
Intens.

MNH43-TriLys-hydr1_hplc_199_01_14914.d: TIC +AI MS

[mAUL|
4000 -|

22000

-2000 +
0

MM443-TriLys-hydr1_hplc_199_01_14914.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

A

T
25 Time [min]

Intens.

3+
602.5775

2+
903.3617

+MS, 13.8-16.1min #(820-961)

500

1000

1500 2000

2500

3000 mz

2+
903.3618

2+
914.‘3‘503
1

2+
934.8167

+MS, 13.5-15.4min #(806-917)

952.3424

900

910 920

930 940

950 960 970 miz

3+
583.8932

3+
602.5776

‘\‘
600

3+
623.8813

3+ 3+
sog.‘goza 615.2258
e, Ll

631.2079

+MS, 13.5-15.4min #(806-917)

647, §704

L ‘
610 620

630

LC-MS

650 m;

136

Intens.
x1051

254

204

MV418_lcms_rp8_161_01_13859.d: TIC +AllMS

MVK18_lcms_rp8_161_01_13859.: UV Chromatogram, 190-500 nm

20

T
25 Time [min]

Intens.

1250 o

1000

750 H

500 4

250

0

3+
588.6007

2+
863.4252
500

1448.1235 1871.1327

2348.3059

+MS, 2.5-5.0min #(146-299)

1000

1500 2000

2500

3000 mz

1500

1000

500 4

3+
575.9519

2+
863.4228
500

2348.3022

+MS, 11.8-13.9min #(703-827)

1000

1500 2000

2500

3000 mz
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LC-MS

137

\ntensé MM_Ligand-Tetra-Orn-hplc_198_01_14909.d: TIC +All MS
x106_
0.8
0.6
0.4
0.2
‘"199'9- MM _Ligand-Tetra-Orn-hplc_198_01_14909.d: UV Chromatogram, 190-500 nm
[mAUH
x104
2]
1]
SVANI,
o] A
0 5 10 15 20 25 Time [min]
ntens. { +MS, 14.0-15.6min #(836-928)
x104
204
3+
159 2+ 7532887
103 576.2376
059 2+
l 1 1129.4258 ]
0.0 - —_ - r T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 mz
x104] +MS, 14.0-15.6min #(836-928)
3+
15 753.2887
103 747.9570 3+
: 761.2743
3+ 3+
053 3+ 7296123 3+ 7426236 7823;437
724.2809 737.2765 H $
770.9228  776.9122
0.0 . 715'94‘48 [l mjw el ; h\ H\Hh " ‘h i il I \Hmj\ y 7955722 .
710 720 730 740 750 760 770 780 790 mz
+MS, 14.0-15.6min #(836-928)
2000 2+
1129.4258
1500 2+
1121.4291 24 1+
1000 2 - 1141.4050 11514652
5004 2+ 1093.9122 2+ 11134208 2+
1085.9159 H‘ 1105.4110 H ‘ ‘ ‘ ‘ 1172.8599
0 1077(91‘71 M L Iim ‘h } [ | H‘HMI‘HH\U hl AR ' 1648064 Al ‘11838490
1080 1100 1120 1140 1160 1180 ml
InlermEk MM454_TetralysLigand_18h_hpic1_188_01_15034.d: TIC ~All MS|
*10!
] |I 1
2.5 | |l
] | |
|1
2.0 \
|
] ||
1.5 \
[
5 | \
j |\
|
] |
0.5 / "R
1 f\\ 4 T
/
3 J i
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225  Time [min]
Intens. +MS_ 14 1-15 9min #B40-947]]
6000
4000
] o
1125 5608
2000
1105.5449 1193.0090
o - . Lebtoanng -
1100 1120 1200 miz
x10 +MS, 14.1-15.5min #540-847
| 5
756 0435
3+
784.3485
Ml T95.6604
1 i
780 800 820 miz
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LC-MS

LC-MS

134

Intens. |
x108
1.0

MNH44-TrABA-hydr1_hplc_200_01_14915.d: TIC +All MS

x104

0.504
0.25
0.004

-0.25

MNH44-TrABA-hydr1_hplc_200_01_14915.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

25

Time [min]

Intens.
x104
154

3+
593.2317

2+
889.3433

+MS, 13.7-15.1min #(816-899)

500 1000 1500 2000 2500

3000 mz

4000 4

3000 4

2000 4

1000 o

2+
889.3433
2+

921.2983
2+
896.3461 900.‘3343
i

93‘5‘.‘3155

+MS, 13.7-15.1min #(816-899)

880

890 900 910 920 930

940

950 mz

"
593.2317

3+
614.2023
3+
574.5458

+ +
600.5569 605.8796
I

6235425
3641924 i Ut Jly et L1

638.!

+MS, 13.7-15.1min #(816-899)

?256

560

570 580 590 600 610 620

630

640 650 m;

139

Intens.
x1067

MVH19_loms_rp8_162_01_13860.d: TIC +All NS

MVA19_loms_rp8_162_01_13860.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

Time [min]

Intens.
x1047]

1.254

1.00 4

0.75

0.50 4

0.254

3+
762.7075

2+
1143.5574

4+
564.2582
L

+MS, 13.9-16.8min #(830-1002)

500 1000 1500 2000 2500

3000 mz
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LC-MS

140

Intens.
%1057

MM420_lcrms_rp8_167_01_13857.d: TIC +All MS

Intens.
[mAU
x104
154
1.0

0.5

0.0

MM420_Icms_rp8_167_01_13857.d: UV Chromatogram, 190-500 nm

20

T
25 Time [min]

Intens.

6000

4000

2000

3+
762.7100

2+
1143.5603

2348‘.2569

+MS, 14.3-16.2min #(853-963)

500

1000 1500 2000

2500

3000 mz
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Anhang

8.2. LC-MS-Spektren der Komplexevaluation

Die hier dargestellten Daten wurden mittels der Software ESICompass 1.3
DataAnalysis 4.0 SP1 der Firma Bruker Daltonics geplottet. Die Integration erfolgte mit dem
Programm ESI Compass 1.3 QuantAnalysis 2.0 SP1.

8.2.1. Vorevaluation

Der Farbcode entspricht folgendem Schema:

Rot: Chromatogramm der 0 h Messung
Griin: Chromatogramm der 2 h Messung
Blau: Chromatogramm der 8 h Messung (in wenigen Fillen 11 h)
Pink: Chromatogramm der 24 h Messung (in wenigen Fillen 33 h)
LC-MS (EIC) DFO vs 1000x EDTA
me"s-; DFO-Zr-EDTAx1000-0h_162_01_14057.d: EIC (647.2664; 648.2682; 649.2675; 650.2699; 651.2684; 652.2735; 653.2715)10.1 +All MS
1000—5
500%
h‘eng-; Lidi DFO-Zr-EDTAx1000-2h_162_01_14059.d: EIC (647.2664; 648.2682; 649.2675; 650.2699; 651.2684; 652.2735; 653.2715)£0.1 +All MS
1000—5 m
E LT A h
500 (I L’ "“ i M‘”\\ M, ) L|ne b g
] / H M ,‘VL Wl e M ) ' y Nt A,“,‘\»{A‘ M { I, | ‘
9 Aotutdon NW“ W MW%MW’MW‘W’W‘Mwwm’\WJM eyt QMWMWMM\W\“I‘ ‘JMM’M'V‘HJ«WWJW‘VM.W WWMW‘WW “‘W"MWM’M'N““MW Mw ‘MMW"M “\‘W i Njhnu ‘AL{HM ﬂ h“'w‘”m\‘wwu\‘m
Inten: "] DFO-Zr-EDTAx1000-8h_162_01_14065.d: EIC (647.2664; 648.2682; 649.2675; 650.2699; 651.2684; 652.2735; 653.2715)10.1 +All MS
wooo—z
500%
] Aolidd Idhsbsbadabia i At bl
me"g-; DFO-Zr-EDTAx1000-24h_162_01_14079.d: EIC (647.2664; 648.2682; 649.2675; 650.2699; 651.2684; 652.2735; 653.2715)10.1 +All MS
1000—5
500%
0 5 10 15 20 25 Time [min]
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LC-MS (EIC)

TriOrn-Zr vs 1000x EDTA

Tri-Orn-Zr-EDTAX1000-0h-2_163_01_14069.d: EIC (609.2641; 609.5980; 609.9319; 610.2660; 610.6043; 610.9403; 611.2740; 611.6081; 913.3914; 913.8930; 914.3906; 914.8923; 915.3692; 915.9070; 916.4005)20.1 +All MS

Tri-Orn-Zr-EDTAX1000-2h-2_163_01_14071.d: EIC (609.2641; 609.5980; 609.9319; 610.2660; 610.6043; 610.9403; 611.2740; 611.6081; 913.3914; 913.8930; 914.3906; 914.8923; 915.3692; 915.9070; 916.4006)20.1 +AIl MS

[ 1\
/ o, g
‘ i WO

e e e et i g pot b W

el b bt s
Tri-Orn-Zr-EDTAX1000-8h-2_163_01_14077.d: EIC (609.2641; 609.5980; 609.9319; 610.2660; 610.6043; 610.9403; 611.2740; 611.6081; 913.3914; 913.8930; 914.3906; 914.8923; 915.3692; 915.9070; 916.4005)0.1 +All MS

o

o
o

Tri-Orn-Zr-EDTAX1000-24h-2_163_01_14085.d: EIC (609.2641; 609.5980; 609.9319; 610.2660; 610.6043; 610.9403; 611.2740; 611.6081; 913.3914; 913.8930; 914.3906; 914.8923; 915.3692; 915.9070; 916.4005)£0.1 +All MS

Time [min]

LC-MS (EIC)

TriOrnCOOH-Zr vs 1000x EDTA

x104

0.8

0.6

Intens. |

Tri-Orn-COOH-EDTAX1000-0h-2_164_01_14072.d: EIC (996.3943; 996.8960; 997.3961; 997.8961; 998.3980; 998.8974; 999.3975; 999.8993; 1000.3956)£0. 1 +All MS, Smoothed (1.01,1,GA)

A

Tri-Orn-COOH-EDTAX1000-2h-2_164_01_14074.d: EIC (996.3943; 996.8960; 997.3961; 997.8961; 998.3980; 998.8974; 999.3975; 999.8993; 1000.3956)£0.1 +AIl MS, Smoothed (1.01,1,GA)

o - o IS ST v ey
Tri-Orn-COOH-EDTAX1000-8h-2_164_01_14080.d: EIC (996.3943; 996.8960; 997.3961; 997.8961; 998.3980; 998.8974; 999.3975; 999.8993; 1000.3956)£0.1 +AIl MS, Smoothed (1.01,1,GA)

Tri-Orn-COOH-EDTAX1000-24h-2_164_01_14086.4: EIC (996.3943; 996.8960; 997.3961; 997.8961; 998.3980; 998.8974; 999.3975; 999.8993; 1000.3956)20.1 +All MS, Smoothed (1.01,1,GA)

S

Time [min]
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Anhang

LC-MS (EIC) TriLys-Zr vs 1000x EDTA

‘”‘5"55 — Tri-Lys-Zr-EDTAX1000-0h_166_01_14035.d: EIC (934.4110; 934.9110; 935.4123; 935.9127; 936.4129; 936.9112; 937.4123; 937.9151; 938.4136; 623.2785; 623.6125; 623.9457; 624.2793; 624.6130; 624.9464; 625.2795; 625.6127; 625.9466; 626.2801)£0.1 +Al MS
x105 |

Tri-Lys-Zr-EDTAX1000-2h_166_01_14037.d: EIC (934.4110; 934.9110; 935.4123; 935.9127; 936.4129; 936.9112; 937.4123; 937.9151; 938.4136; 623.2785; 623.6125; 623.9457; 624.2793; 624.6130; 624.9464; 625.2795; 625.6127; 625.9466; 626.2801)20.1 +AlI MS

i |
e e
iy Tri-Lys-Zr-EDTAX1000-8h_166_01_14041.d: EIC (934.4110; 934.9110; 935.4123; 935.9127; 936.4129; 936.9112; 937.4123; 937.9151; 938.4136; 623.27

457, 6242793, 624.6130; 624.9464; 6252795

Tri-Lys-Zr-EDTAx1000-33h_166_01_14061.d: EIC (934.4110; 934.9110; 935.4123; 935.9127; 936.4129; 936.9112; 937.4123; 937.9151; 938.4136; 623.2785; 623.6125; 623.9457; 624.2793; 624.6130; 624.9464; 625.2795; 625.6127; 625.9466; 626.2801)£0.1 +All NS

0 5 10 15 20 25 ‘Time [min]

LC-MS (EIC) TriLysCOOH-Zr vs 1000x EDTA

ntens
10

Tri-Lys-COOH-Zr-EDTAX1000-0h_167_01_14043.d: EIC (604.5971; 604.9313; 605.2650; 605.5985; 605.9316; 606.2651; 606.5991; 606.9341; 607.2661; 906.3915; 906.8920; 907.3918; 907.8928; 908.3915; 908.8924; 909.3923)10.1 +All MS

5]

ntend. T Tri-Lys-COOH-Zr-EDTAX1000-2h_167_01_14045.d: EIC (604.5971; 604.9313; 605.2650; 605.5985; 605.9316; 606.2651; 606.5991; 606.9341; 607.2661; 906.3915; 906.8920; 907.3918; 907.8928; 908.3915; 908.8924; 909.3923)10.1 +All MS

inten 7
x104

L

0 5 10 15 20 25 Time [min]
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Anhang

LC-MS (EIC) TriABA-Zr vs 1000x EDTA

‘”‘5"55 Tri-ABA-Zr-EDTAX1000-0h_169_01_14048.d: EIC (613.9400; 614.2741; 614.6076; 614.9410; 615.2744; 615.6079; 615.9416; 616.2752; 616.6080; 625.5930; 626.9264; 627.2593; 627.5964; 627.9300; 628.2643; 628.5977; 628.9340; 629.2697; 629.6053; 920.4037; 920.9057]
x10

15+

‘"‘EQ'QS" Tri-ABA-Zr-EDTAX1000-2h_169_01_14050.0: EIC (613.9400; 614.2741; 614.6076; 614.9410; 615.2744; 615.6079; 615.9416; 616.2752; 616.6080; 625.5930; 626.9264; 627.2593; 627.5964; 627.9300; 628.2643; 628.5977; 628.9340; 629.2697; 629.6053; 920.4037; 920.9057]

1 P J ——e B _
‘”‘EQ'QS Tri-ABA-Zr-EDTAX1000-11h_169_01_14053.d: EIC (613.9400; 614.2741; 614.6076; 614.9410; 615.2744; 615.6079; 615.9416; 616.2752; 616.6080; 625.5930; 626.9264; 627.2593; 627.5964; 627.9300; 628.2643; 628.5977; 628.9340; 629.2697; 629.6053; 920.4037; 920.905)

‘”‘eq'%" Tri-ABA-Zr-EDTAX1000-24h_169_01_14066.d: EIC (613.9400; 614.2741; 614.6076; 614.9410; 615.2744; 615.6079; 615.9416; 616.2752; 616.6080; 625.5930; 626.9264; 627.2593; 627.5964; 627.9300; 628.2643; 628.5977; 628.9340; 629.2697; 629.6053; 920.4037; 920.905)
x10!

15+

0 5 10 15 20 25 Time [min]

LC-MS (EIC) TetraOrn-Zr vs 1000x EDTA

‘"19"557 Tetra-Orn-Zr-EDTAx1000-0h-2_165_01_14073.d: EIC (855.7002; 856.0339; 856.3684; 856.7017; 857.0355; 857.3687; 857.7016; 858.0355; 1283.0415; 1283.5427; 1284.0447; 1284.5447; 1285.0435; 1285.5450; 1286.0455; 1286.5444)£0.1 +All MS
x10!

1254

1.004

075

0504

0259

Vs ST
\HM% 7 Tetra-Orn-Zr-EDTAX1000-2h-2_165_01_14075.d: EIC (855.7002; 856.0339; 856.3654; 856.7017; 857.0355; 857 3687, 857.7016; 858.0355, 1283.0415; 1283.6427; 1284 0447, 1264 5447, 12850435, 1285.5450; 1286.0455; 1286 5444)20.1 +AINS
x10

1254
1.004
075
0504

0259

‘"M% ~Tetra-Orn-Zr-EDTAX1000-8h-2_165_01_14081.d: EIC (855.7002, 856.0339; 856.3684; 856.7017, 857.0355, 857 3687, 8577016, 8580355, 1283.0415, 12835427, 1284 0447, 1284 5447, 1285 0435, 1285 5450; 1286 0455; 1286 5444)20.1 +AINS
x10!

1254

1.004

0754

050

0259

‘"M% Tetra-Orn-Zr-EDTAx1000-24h-2_165_01_14087.d: EIC (855.7002; 856.0339; 856.3684; 856.7017; 857.0355; 857.3687; 857.7016; 858.0355; 1283.0415; 1283.5427; 1284.0447; 1284.5447; 1285.0435; 1285.5450; 1286.0455; 1286.5444)£0.1 +All MS
x10!

1254
1.004
075
0504

0259

000 ' T T T
5 10 15 20 25 Time [rmin]
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LC-MS (EIC) TetraLys-Zr vs 1000x EDTA

ntens, {Tetra-Lys-Zr-EDTAX1000-0h_168_01_14044.d: EIC (799.9864; 8000.3678; 800.7019; 801.0351; 801.3687; 801.7026; 802.0355; 802.3696; 802.7035; 803.0309; 803.3680; 807.6952; 808.0221; 808.3613; 808.6972; 809.0229; 809.3644; 809.6973; 813.0111; 813.3535; 81364
x10°

‘"‘9"%" Tetra-Lys-Zr-EDTAX1000-2h_168_01_14046.d: EIC (799.9864; 8000.3678; 800.7019; 801.0351; 801.3687; 801.7026; 802.0355; 802.3696; 802.7035; 803.0309; 803.3680; 807.6952; 808.0221; 808.3613; 808.6972; 809.0229; 809.3644; 809.6973; 813.0111; 813.3535; 813.61
x104 ]

13
M

Me'n%’ 0355; 802.3696; 802.7035; 803.0309; 803.3680; 807.6952; 808.0221; 808.3613; 808.6972; 809.0229; 809.3644; 809.6973; 813.0111; 813.3535; 813
x104 ]

. P /

5 10 15 20 25 Time [min]

LC-MS (EIC) TetraABAB-Zr vs 1000x EDTA

‘"leniﬁ, Tetra-ABAB-Zr-EDTAX1000-0h_170_01_14049.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 794.0253; 803.6798; 804.0137; 804.3483; 804.6823; 805.0134; 805.3473; 805.6810; 806.0144; 806.3493; 1186.0326; 118
x10!

MJP'S;, Tetra-ABAB-Zr-EDTAX1000-11h_170_01_14054.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 794.0253; 803.6798; 804.0137; 804.3483; 804.6823; 805.0134; 805.3473; 805.6810; 806.0144; 806.3493; 1186.0326; 11
x10

‘"‘59'95, Tetra-ABAB-Zr-EDTAX1000-24h_170_01_14067.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 794.0253; 803.6798; 804.0137; 804.3483; 804.6823; 805.0134; 805.3473; 805.6810; 806.0144; 806.3493; 1186.0326; 11
x10!

5 10 15 20 25 Time [min]
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LC-MS (EIC)

TetraABBA-Zr vs 1000x EDTA

ntens. {
x104

1254
1.004
075
050

025

A

Tetra-ABBA-Zr-EDTAx1000-0h_171_01_14056.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 0.0000):0.1 +All MS

A2,

x1043
125

1.004
075
050

025

Ji
M
) ,r"”#Lf'yh ‘\ﬂ”\«\,

Tetra-ABBA-Zr-EDTAx1000-2h_171_01_14058.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 0.0000)20.1 +AIMS

oy
) W,
A o b b s s AN A

o s g oo
Tetra-ABBA-Zr-EDTAx1000-8h_171_01_14064.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 0.0000):0.1 +AlMS

o0 3

x104
125

1.004
075
050

025

.

x104
125

1.004
075
050

025

PPl

A

e

Tetra-ABBA-Zr-EDTAX1000-24h_171_01_14078.d: EIC (791.0273; 791.3618; 791.6951; 792.0294; 792.3623; 792.6964; 793.0287; 793.3630; 793.6968; 0.0000)£0.1 +All VS

0.00
0

15 20 25 Time [min]
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8.2.2. Kinetikstudie

Der Farbcode entspricht folgendem Schema:

Rot: Chromatogramm der 0 h Messung

Griin: Chromatogramm der 1.5 h Messung

Blau: Chromatogramm der 3 h Messung (in wenigen Fillen 11 h)
Pink: Chromatogramm der 4.5 h Messung (in wenigen Féllen 33 h)
Schwarz: Chromatogramm der 6 h Messung

Tiirkis: Chromatogramm der 18 h Messung

LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr 24 °C - 1

TedbaOn_ Karelk_74-1-8h_191_01_H3M04 BC (HTLSSM0. 17240880 1172 500 H7I98M M 725670 1174 4800 1171080 701 500G 751 9540 7623050, TE2 9000, 782 170 TH1-T00 782 60100 1 |

l“| “"u\

|
! lrl

f o
“Tokralim Mok al1m_mj_mmm(nmm1ﬁ MG M 726070, TMAS 11723 A0 7310000 731 S0 752 T80 T AN FE2 VL TR TN PE2 OOy A ANME|

i
1
1
)

%

Tkl Maral_24- 137 901 01 WS G [ FI7LE800; 1172 ARRE 1972 00 TR, 117, AR 11T LR T D000, T DOV, TR, TS, T T, TR TRZ OO AR |

[

kel Mk 24145 191_01_$3S5.0 B [ HI7LISE0; 1724880 1102 0% 1710870 1172 6870, 11744800 1173 080 7816000 781 D048; 72 X0N0; 72 U06G; 7E2 0 TR0 752 60000 1 AR |

il
f

[
\

e,
kel Mrolk_24.4.00_101_01_W327 ot B [ 117 LS00 1172 ARBN, 1172 G500, TI7 208 72 G 11 M ABK 1170, 7810000, 731 SOM, 700 J000; I Cans, 782 577, TR, A2 CONOpE-1 +ARME |

Telaim Farei_ 01180101 HOR0.E B [ 117LGR00; TI7ZAN00: 1172 S00, TI71S870 11725870, 17440, 1173 4060, 751 DO0G, 780 D0W0. TI2 100, TH2 00, T2 T, TO-S000, T2 CoN05a0.1 +ARAE |

.".‘.“f.‘.iiTFV?ii'.‘”“*.iE‘.t“f?.iiT”“‘.ii""‘r?.ii
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LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr 24 °C - 2

TekaOeny vk _74-2-0h 967019350 BT (H7L9S00. 1724850 117259500 171070 1729000, 1174 4850 11714880 701 HE0G 781 S940. TH23050. 767 5080 TRZ 7/ TR TAR TRZ A0 1 |

f b,

Tk Pl 24715 W0 BT VR B (TITLGR0N, 1172 AR, 1172 000, TI7AER T 1725870, 1174 ARIR, 1173 RS0 751 DR, 731 o0 T S0, 750 S, T2 S0, TR, T DOt A |

.-Mv-nqli.i-uaaaiin-uv*qi{-uaaai;I—»py-y?iir-uaaml!

v v . ' ' . . - 2 — e —

LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr 24 °C - 3

Tedam_ Karedlk_74-3-8h_991_01_WI72d4 B (HTLSE0. 172 4880 1172 500 7198 M 725870, 1174 4800 117180 781 600G 751 5540 7623050, TE2 9000, 782 170 7RI T80 782 601000 1 |

M

)

*ii'f B a'fi;

oo,
Tokalim Fik_2431.50 951 B WS7.E 0 [ FTLES0; THZARSN, 12 B0, TIFASSAL T2, T PLARI, 11750, 71 D00 751 Dow; 7R S0, 70 Gme; RS AT, TRA I, T COT i +ARE |

)'ll*ﬂ'v'

L.

ok P74 31 1 01 MEAE G (11715800 TITZ AR 1172000, T A8 11725000, TIT4 ASID 11714880 791 DO0BG, 751 SO0, TI S0, TR 0me; TR0 070 TRL 50N, TR COV0 0T +ABNE |

[~ 4|Mh—l

e Ll
e Mirolk 2430191 01_$3MLE HC (171500 172 AR, 1172 500 HIF2 G 172 550, T ASSE 1172800 710000 731 D040, 72 0E0; T SRNG; 7R S TR DN T2 S04 1 +ARME

Telaim Narelh_4 31953 01_H70E B [ 11TLSR00; TI7Z 4000 1172 500 TI7 15870 11725870, ¥174 400G 1173, 4080 71,5000, 750 S0M0; T2 100, T2 00 TR2 T, T 000, TR CoN05a0.1 +ARAE |
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LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr 37 °C - 1

TekaDeny_Korvlk_37-$-0h_901_01_ #4001 BT (H7U9800. H72 4880 1172595900 1715070 1729000, 174 4850 11714880 701 HE0G 781 5940 723050 767 5080 TRZ. 7/ TH1 1288 7RZ A6M0a 1 |

M,

Telrain Mol 37115 101 01 MO HC (H7LESS00 T 72480 1172 5500 1172 S0 T7Z 5070 1M ASSE 1172 4880 781 00N 731 S0 T2 3000 T SHaN; TR TV TR 0N 72 000y 1 “I
ijr
Ik
|-

TekaDen_ ek 37-%-3h_961_01_$000.0 BC (1719800, 11724888 11729900 m‘mﬂﬂ“ TATAARSO: 71 BOD; 7 MO T30 T2 R T 7P T N, TR OOLB-A HARME |

Tokaivy Frall_37-14. 5 10101 W08 B (T171LS800; 1172 AR 1172 5000 TITASNAL TE7Z0070, 1174 AR 1172 ARS0 751 DODR, 780 SONL TR S50, 722 N, TRZ SZA. T S0M0, TR DONOPN +ARKE |

a'l']‘l"ﬁ.‘,‘.l‘l

Vel am_Farei_37- 306 91 #E070.E B [ T17L0800; 1172 ARSE: 1172000, 170870 11720000 1174 AR0R, 1171 4RSS, 7091 O0G, T80 N0, 79000, 7 ARG T2 0, TR 00, T2 CO0R A0 +ABME |

Vel Rl 2-1 88 W0 B 077 B [ TTLG808, T172AM0; 1172 SH00. VITASNTE 117G, 1174 AR 1173 ARSI, 7071 DODR, 781 SN TI 3250, 72 Sama: TR0 27 TS, TR2 CONOFEa.A +ANAE |

LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr 37 °C - 2

Tedbalny_ Karelk 37780 907 01_WE o B (HTLSE0. 172 4880 1177 5500 7198 M 725870 1174 4800 117180 781 G000 781 5540 723050, TR 900, 782 T TRI TN 782 601000 1 |

i

ALY

kel Wik 3721 052 0SS0t B (1171 GR00; TH72 ARBE 1172 SO0, 117218, 152 SR, 11 PLABON, 1172 RS0 71.00MK, 751 DO, 710 2050 750 e 782 U7, 752 SRS, 782 010§ 601 +ARLE |

It 1!]‘ \
i W

Tk sy Marwal_37-2- 3 WIZ 01307 o B [ 11 TLS000; T17TZABSE 11725500 TIT3 987 1172 SA70; 1174 A0 117 AR, 7810000, 751 SoN; 75 S50, TH7 e, 782 X270 TR T, TE2 (NN 0.1 +ARE |

P, Vit
kel Mirolk_37.2.0n W02 01_W371.0 B [ T7LE000; 1172 ARBE, 1172 G500, 117258, /2 G 11 MABIE 1170, 7810000, 721 SoM, 70 2000 7907 Cany, 782 5770, TRA 0N, 7Rz CIOpE-1 +ARME |

T A | AP | T | T L T
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8.2.3. Validierung von Tetra-Orn-Zr 149

Der Farbcode entspricht folgendem Schema:

Rot: Chromatogramm der 0 h Messung
Griin: Chromatogramm der 2 h Messung
Blau: Chromatogramm der 8 h Messung (in wenigen Fillen 11 h)
Pink: Chromatogramm der 24 h Messung (in wenigen Fallen 33 h)
LC-MS (EIC) TetraOrn-Zr vs 1000x EDTA 1
| “Felraor EJWx WO 53 G1_¥50703. T [ 117D F172AS0 11725500 TH7-3S7, 1I7Z870; 174 AN 1173 M0 701,00, 701 040 7250, T2 0300 782 27 TR0, T82 0000001 +ARME |
i \
) .‘“Llr"IM"\W'J"?"V“U:!M'”\"”&"#MHWMIMMAM#M\J\ R i "
- |
- |'II1
3m0 | III
200 | !
100 Wy
rm
e -{ lI|‘| lh
u Il s sttt i iy ik i N“"L"'\"Jml.-'-“nw‘ﬂhv'r"*“'r-")’id Al AU it Pttt il
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LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr vs 1000x EDTA 2

ﬁ Hmmﬂn_mmmﬂnﬂmmmnuﬂmmmmmmmmmml
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. f l,’
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.ﬁ Tl AL 00 h & 151 01 T0M7 o HC (HTL9800 H7Z4M 11775500 7SR H7Z 9070 H74 4300 11734880 7810000 751 5540, TR 3750, 742 680, 787 1770 7RI T8N 757 D00 0.1 +ABLE

|
15 lll

)
] \

I

'l

- h
.
xtet
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.
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ao | S p = - ez

LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr vs 1000x EDTA 3

e FW 9000 Gh 5 F57 01_ #0404 BT (H 715800 1172 4080 11725600 1719870 HT25870; 1174 4800 117180 701 6000 781 5540 TAZ 1250: TH2 5500. 782770 TH1 AR 782 6001 |
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h ri i

3 e r A 1 e
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| T

. e L T A O VYR APV WL SH PR PP O WP T |
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LC-MS (EIC)

TetraOrn-Zr vs 300x DFO 1
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p—
ars]
am ]
a=]
R
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e
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| \Mw
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a0 .‘l \I'
f
| Iy
az] | Y
s | : LR il . e T . o
] » " = E e i
LC-MS (EIC) TetraOrn-Zr vs 300x DFO 2
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8.3. Gefahrstoffverzeichnis

Tabelle 8-1: Verwendete Gefahrtstoffe und ihre Einstufung und Kennzeichnung nach GHS gemdR CLP-Verordnung
(Piktogramme, H-Sétze, P-Sitze). Einstufung und Kennzeichnung stammen aus der GESTIS-Stoffdatenbank des Institut
fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung (IFA) oder sind den vom Hersteller bereitgestellten
Sicherheitsdatenblittern entnommen.

Gefahrstoff GHS Symbol  H-Sitze P-Sitze
210-261-
Aceton Gefahr 02,07  225-319-336
305+351+338
L. 225-302+312+319-  210-280-
Acetonitril Gefahr 02, 07
332 305+351+338
) . 280-305+351+338-
Ameisensaure Gefahr 02,05  226-314 310
261-305+351+338-
Ammoniumheptamolybdat ~ Achtung 07 302-315-319-335  302+352-321-405-
501
210-261-273-280-
) Gefahr 01, 02,
Benzoylperoxid 0700 241-317-319-410  305+351+338-
’ 333+313-420-501
Benzylbromid Warnung 07 315-319-335 261-305+351+338
. Gefahr 05, 07, 201-261-273-280-
Benzylchlorformiat 314-335-350-410
08, 09 305+351+338-310
210-261-
tert-Butanol Gefahr 02,07  225-319-332-335
305+351+338
Celite Achtung 07 319-335 261-305+351+338
1,8-Diazabicyclo- 273-280-301+310-
Gefahr 05,06  301-314-412-290
(5.4.0)undec-7-en 305+351+338-310
. 315-319-335-336- 261-281-
Dichlormethan Achtung 07, 08
351-373 305+351+338
280-301+312+330-
Dicyclohexylcarbodiimid Gefahr 05,06  302-311-317-318  302+352+312-
305+351+338+310
Diethylether Gefahr 02, 07 224-302-336 210-261
.. . Gefahr 02, 05, 226-315-317-318- 260-280-284-
N,N-Diisopropylcarbodiimid
06, 08 330-334-335 305+351+338-310
N . Gefahr 02,05, 225-302-318-331-  210-261-280-305-
N,N-Diisopropyl-ethylamin
06 335 +351+338-311
) . . Gefahr 02, 05, 210-280-
3-Dimethylamino-1-propin 225-302-311-314
06 305+351+338-310

232



Anhang

N,N-Dimethylamino-
pyridin

N,N-Dimethyl-formamid

1,4-Dioxan
DOTA

EDC ¢+ Hydrochlorid

Essigsdure
Ethanol

Ethylacetat

9-Fluorenylmethyl
N-succinimidyl carbonat

HATU

n-Hexan

HBTU
HOBt

Kaliumcarbonat

Kaliumcyanid

Kaliumhydroxid

Kupfer(1)-chlorid

Kupfer(1)-iodid

Kupfer(II)-sulfat
Pentahydrat

Gefahr 06

Gefahr 02, 07,
08

Gefahr 02, 07,
08

Achtung 07

Gefahr 05

Gefahr 02, 05
Gefahr 02

Gefahr 02, 07
Achtung 07, 09

Gefahr 02, 07

Gefahr 02, 07,
08, 09

Warnung 07
Gefahr 02

Achtung 07

Gefahr 05, 06,
08, 09

Gefahr 05, 07

Gefahr 05, 07,
09

Warnung 07,
09

Warnung 07,
09

301-310-315-319-
335

226-312+332-319-
360D

225-319-335-351

315-319-335

314

226-314

225

225-319-336

302-317-411

228-315-319-335

225-304-315-336-
361f-373-411

315-319-335
228

302-315-319-335

290-300+310+330-
370-372-410-
EUHO032

290-302-314

302-315-318-410

302-315-319-335-
410

302-315-319-410

261-280-301+310-
302+350-
305+351+338-310

201-280-
305+351+338-
308+313

210-261-281-
305+351+338
261-305+351+338
280-305+351+338-
310
280-305+351+338-
310

210

210-261-
305+351+338

273-280

210-261-
305+351+338

210-261-273-281-
301+310-331

261-305+351+338

210

261-305+351+338

260-264-273-280-
284-301+310

280-301+312+330-
303+361+353-
304+340+310-
305+351+338

273-280-
305+351+338-501

261-273-
305+351+338-501

273-302+352-
305+351+338
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Methanol
4-Methylmorpholin
Molybdatophosphor-siure

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumhydroxid

Ninhydrin
Palladium auf Kohle

Palladiumhydroxid auf
Kohle

n-Pentan

Petrolether 50-70

Phenol

Piperidin

2-Propanol

1,3-Propansulton

Pyridin
Salpetersdure > 90%

Salzsaure

Gefahr 02, 06,
08

Gefahr 02, 05,
07

Gefahr 03, 05

Gefahr 06, 09
Achtung 07
Gefahr 05

Achtung 07
Gefahr 02
Achtung 07

Gefahr 02, 07,
08, 09

Gefahr 02, 07,
08, 09

Gefahr 05, 06,
08, 09

Gefahr 02, 05,
06

Gefahr 02, 07

Gefahr 07, 08

Gefahr 02, 07

Gefahr 03, 05,
06

Gefahr 05, 07

225-301+311+331-
370

225-302-314

272-314

300-410

319

290-314

302-315-319-335
228
315-319-335

225-336-304-411-
EUH066

225-304-315-336-
361f-373-411

301+311+331-314-
341-373-411

225-302-311+331-
314-412

225-319-336

302+312-319-350

225-302+312+332-
315-319

272-311 + 331-314

290-314-335

210-260-230-
301+310-311

210-280-
305+351+338-310

220-280-
305+351+338-310

264-273-301+310-
501

305+351+338

280-305+351+338-
310

261-305+351+338

210

261-305+351+338

273-301+310-331-
403+235

210-261-273-281-
301+310-331

261-273-280-
301+310-
305+351+338-310

210-261-2380-
303+361+353-
305+351+338-
370+378

210-261-
305+351+338

201-280-
301+312+330-
305+351+338-
308+313

210-280-
305+351+338

220-261-280-
305+351+338-310

261-280-
305+351+338-310

234



Anhang

Schwefelsdure

Tetrahydrofuran

Thionylchlorid

Toluol
Trichlormethan

Triethylamin
Triethylsilan

Trifluoressigsdure

Triisopropylsilan

Vanillin

Wasserstoff

Zirconium(IV)-chlorid

Gefahr 05

Gefahr 02, 07,
08

Gefahr 05, 06

Gefahr 02, 07,
08

Achtung 06, 08

Gefahr 02, 05,
06

Gefahr 02

Gefahr 05, 07

Warnung 02,
07

Achtung 07

Gefahr 02, 04

Gefahr 05

290-310

225-319-335-351

302-314-331

225-304-315-336-
361d-373

302-331-315-319-
351-361d-336-372

225-302-311+331-
314-335

225-412

314-332-412

226-315-319-335

302-315-319-335

220-280

290-314

280-305+351+338-
310

210-261-281-
305+351+338

261-280-
303+361+353-
304+340+310-
305+351+338-
403+233

210-261-281-
301+310-331

261-281-
305+351+338-311

210-261-280-
305+351+338-310

210-273

273-280-
305+351+338-310

261-305+351+338

261-305+351+338

210-377-381-403

280-305+351+338-
310
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Legende

GHS
02

GHS
03

GHS
04

GHS
05

Unstabil

Explosionsgefahr

Entziindlich

Brandfordernd

Komprimierte

Gase

Atzend etc. Kat. 1

COO®

GHS
06

GHS
07

GHS
08

GHS
09

Giftig Kat. 1-3

Achtung

Systemische

Gesundheitsgefihrdung

Umweltgefdhrlich
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