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glucopyranos-1- 85 AcO Q
imi AcO
yloxy)phthalimid OAG
o
OAc
1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O- o
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1 EINLEITUNG

1.1 Stickstoffmonoxid (NO)

1.1.1 Geschichte, Eigenschaften und Vorkommen

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasférmiges Radikal, dessen physiologische Wirkung erst 1987 mit der
Entdeckung als endothelium derived relaxing factor (EDRF) enorm an Bedeutung gewann.'™ Diese
Entdeckung legte den Grundstein fiir umfangreiche Forschungsarbeiten und machte NO im Jahre 1992
zum ,Molekiil des Jahres“.> Sechs Jahre spater ehrte man die Entdecker fiir ihre herausragenden
Ergebnisse mit dem Nobelpreis fiir Medizin.® Bereits lange vor der Entdeckung des EDRF war bekannt,
dass Glyceroltrinitrat Gber eine gefaRerweiternde Wirkung verfiigte, der Mechanismus dieser Wirkung
war jedoch weitestgehend unbekannt. Auch Alfred Nobel, der Entdecker des Dynamits, wurde mit
Glyceroltrinitrat, dem Hauptbestandteil des Dynamits, gegen Angina pectoris behandelt.”® In den spaten
1970er Jahren entdeckte man die Ursache fiir den relaxierenden Effekt von Glyceroltrinitrat und
Nitroprussid-Natrium auf die GefaBmuskulatur. Untersuchungen zeigten, dass diese Wirkung auf eine
spontane oder enzymatische Freisetzung von Stickstoffmonoxid zuriickzufiihren war.’ Der Erfolg des
Glyceroltrinitrats bei der Behandlung der Angina pectoris hat sich bis zum heutigen Tage durchgesetzt.
Im Jahre 1980 machten FURCHGOTT et al. die entscheidende Entdeckung, dass Endothelzellen auch ohne
den Einsatz von Nitraten in der Lage waren eine Acetylcholin-vermittelte Vasodilatation

10,11

herbeizufihren. Diese bemerkenswerte Beobachtung flihrte spater zur Entdeckung des EDRF, der

spater dann als NO identifiziert werden konnte.

Bei NO handelt es sich unter Normalbedingungen um ein farbloses Gas, das in die Klasse der Stickoxide
eingeordnet wird und somit einen Luftschadstoff darstellt."”> Durch seine radikalischen Eigenschaften ist
NO ein hochreaktives Molekiil. In wassriger Losung reagiert es schnell zu Nitrit und Nitrat, wohingegen es
bei Kontakt mit Luftsauerstoff oder anderen Oxidationsmitteln toxisches Stickstoffdioxid (NO,) bildet.***®
Groldtechnisch wird NO Uber das Ostwald-Verfahren durch Oxidation von Ammoniak bei Temperaturen
von 800-900 °C gewonnen. Dieses Verfahren dient primar der Herstellung von Salpetersiure.’® In
Saugetieren wird Stickstoffmonoxid vorwiegend aus der Aminosaure L-Arginin durch NO-Synthasen
(NOS) gebildet (Kapitel 1.2.2), wohingegen in Pflanzen andere Mechanismen ablaufen. Diese kénnen NO
nicht-enzymatisch Uber eine Licht-abhangige Reduktion von Stickstoffdioxid durch Carotenoide oder

enzymatisch aus Nitrit durch die NADPH-Nitratreduktase synthetisieren.’~2°

Freies Stickstoffmonoxid besitzt aufgrund seiner hohen Reaktivitdt im Organismus eine biologische
Halbwertszeit im Millisekunden- bis Sekundenbereich.”*”* Dennoch ist NO aufgrund seiner geringen
GroRe, seines neutralen Charakters und den daraus resultierenden hydrophoben Eigenschaften in der
Lage, Biomembranen ungehindert zu iberwinden.”® NO hat eine hohe Affinitat zu Ubergangsmetallen
wie Eisen und Kupfer im Zentrum von Proteinen wie z.B. den Hamproteinen.* Eine wichtiger Teil der
unspezifischen Immunabwehr ist die Reaktion von NO mit dem Superoxidradikalanion (O,7) zu
Peroxynitrit (Kapitel 1.1.2).
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1.1.2 Physiologie

Eine physikalische Ursache fiir die endogene Bildung von Stickstoffmonoxid ist die standige mechanische
Beanspruchung der luminalen Oberfliche des GefdlRendothels durch den Blutfluss und der daraus
resultierende Scherstress.”®”” Weitere Ursachen sind die Rezeptor-vermittelten Effekte durch
Acetylcholin, Adenin-Nukleotide, Bradykinin oder Serotonin, deren Wirkung auf G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren schlieRlich zur Freisetzung von Ca**-lonen aus dem Endoplasmatischen Reticulum fiihrt.%%*°
Die Erhéhung der intrazelluldaren Calcium-Konzentration fiihrt zur Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase (eNOS), die aus der natirlichen Aminosaure L-Arginin NO freisetzt (Kapitel 1.2.2). Durch die
geringe GrolRe und elektrische Neutralitdt kann das NO durch die Zellmembran des GefalRendothels in
die benachbarten glatten Muskelzellen diffundieren, wo es seine vasodilatierende Wirkung zeigt

(Abbildung 1-1).*°

[Ca?*] V C—> Relaxation

j Glatte Muskelzelle
=i, CGMP -
‘\PKG_) <~— 1 sGC )

P N R

I 1\
Scherstress ( NO — |

ACh, ADP, ATP, 7\

Histamin,
Serotonin, </ P79 VTS
Bradykinin

Aggregation :
Adhésion 'y

Endothelzelle Thrombozyt

L-Arg

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der NO-Wirkung im GefdRsystem. PKG = Proteinkinase G; cGMP =
zyklisches Guanosinmonophosphat; sGC = l6sliche Guanylylcyclase; eNOS = endotheliale NO-Synthase;
ACh = Acetylcholin; ADP = Adenosindiphosphat; ATP = Adenosintriphosphat; R = Rezeptor; L-Arg= L-Arginin

Diese wohl bedeutendste physiologische Funktion des Stickstoffmonoxids ist auf die Aktivierung der
|6slichen Guanylylcyclase (sGC) infolge der Komplexbildung mit dem zentralen Eisenatom des
Hamliganden zuriickzufiihren.>*" Dieses Enzym katalysiert durch Abspaltung eines Phosphatrestes die
Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP), welches
wiederum die Proteinkinase G (PKG) aktiviert.* Folgt man der Signalkaskade weiter, so kommt es durch
die Aktivierung der Proteinkinase G zu einer Phosphorylierung bestimmter Proteine wie z.B. der Myosin-
Leichtketten-Kinase und letztendlich durch Absenkung des intrazelluldren Calcium-Spiegels zu einer

Vasodilatation.****
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Die Wirkung von Stickstoffmonoxid ist allerdings nicht auf die Regulation des Gefdlltonus beschrankt,
sondern ist an einer Vielzahl weiterer physiologischer Prozesse beteiligt. Synergistisch zu der
Blutdruckregulation ist die Wirkung von NO in Thrombozyten, wo es eine Hemmung der Aggregation und

35,36

Adhdsion auslost. Erklarungen dafiir sind eine NO-vermittelte und Proteinkinase-katalysierte

Phosphorylierung und damit Inaktivierung von Thromboxanrezeptoren und zusatzlich die Hemmung der

Cyclooxygenase durch Peroxynitrit und damit der Synthese von Thromboxan A2.*"*

NO spielt zudem eine entscheidende Rolle als Neurotransmitter im zentralen und peripheren
Nervensystem, wo es nach verschiedenen Stimuli in Neuronen durch die neuronale NO-Synthase (nNOS)
gebildet wird. Ein wichtiger Stimulus auf die postsynaptische NO-Freisetzung ist die Aktivierung der
NMDA- und AMPA-Rezeptoren, die fiir die Weiterleitung von Aktionspotentialen verantwortlich sind.*
Das freigesetzte NO erhoht durch Aktivierung der sGC wiederum die cGMP-Konzentration, welches
weitere Effekte auf beispielsweise lonenkandle oder Proteinkinasen hat. So sind die Wirkungen von NO
im ZNS sehr vielseitig und reichen von der Gedachtnisbildung Uber die Regulation des Appetits und
Homoostase der Korpertemperatur bis zur Regulation der Hirndurchblutung.”® Im peripheren
Nervensystem reguliert NO als Transmitter an nichtadrenergen-nichtcholinergen Neuronen (NANC)
hauptsachlich parasympathisch innervierte Areale wie die Peristaltik des Magen-Darm-Trakts und
Relaxation des Corpus Cavernosum.**

Im Immunsystem spielt Stickstoffmonoxid eine wichtige Rolle als ein Teil der unspezifischen
Immunabwehr. Die Entdeckung dieser wichtigen Funktion fand im Jahre 1987 statt, als in aktivierten
Maus-Makrophagen beobachtet werden konnte, dass fiir die Replikationshemmung von Tumorzellen nur
die Aminosaure L-Arginin benétigt wurde. Diese antitumorale Aktivitdt ging durch Substitution des
L-Arginins an N”-Position verloren.*”? Heute ist bekannt, dass NO in Makrophagen nach Induktion durch
Zytokine oder bakterielle Toxine von einer induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in viel hoheren
Konzentrationen als von den anderen beiden NOS-Isoenzymen gebildet wird.”*** Der zytotoxische Effekt
von NO kann durch die hohe Affinitdit zum zentralen Eisenatom der Hamliganden in Enzymen der
Atmungskette wie dem Cytochrom c oder durch die Reaktion mit Superoxidradikalanionen (0,") zu
hochst reaktivem Peroxynitrit (ONOQO’) mit stark oxidativem Potential auf beispielsweise die DNA oder

Proteine erklirt werden.*™

1.1.3 Pathophysiologie

Neben den zahlreichen physiologischen Funktionen von Stickstoffmonoxid kann es auch an einigen
pathophysiologischen Prozessen eine zentrale Rolle spielen. Besonders in hohen Konzentrationen zeigt
sich der zytotoxische Effekt von NO durch die verstarkte Bildung von reaktivem Peroxynitrit. Krankheiten
wie Diabetes mellitus, Krebs oder inflammatorische Erkrankungen werden mit diesen Effekten in

Zusammenhang gebracht.**™!

Die Pathogenese des septischen Schocks ist ebenfalls auf eine stark
gesteigerte NO-Synthese mit anschlieRender massiver Vasodilatation zuriickzufiihren.”* Viele
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer und Multiple Sklerose
werden mit oxidativem Stress und dem Auftreten von Peroxynitrit in Verbindung gebracht. Besonders
bei Morbus Parkinson werden hohe NO-Konzentrationen fiir die NMDA-Rezeptor-vermittelte
Erniedrigung endogener Dopamin-Spiegel verantwortlich gemacht.” Eine weitverbreitete und ebenfalls

mit erhéhten NO-Spiegeln in Verbindung gebrachte Erkrankung ist die Migrane. Als Griinde dafir
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werden NO-vermittelte Veranderungen der cerebralen wie auch der extra-cerebralen kranialen
Durchblutung diskutiert.>**
besonderem Interesse dar, da sie in Europa im Jahre 2005 Gesamtkosten in Hohe von 28 Milliarden Euro

verursacht hat.®

Aus gesundheitsokonomischer Sicht stellt die Migrane eine Erkrankung von

Ein GroRteil an Erkrankungen ist allerdings mit einem Mangel an Stickstoffmonoxid verbunden. Zu dieser
NO-Insuffizienz kdnnen verschiedene Mechanismen beitragen, wie z.B. eine unzureichende Biosynthese
durch die NO-Synthasen oder eine verstdrkte Inaktivierung des gebildeten NOs durch oxidativen

Stress.>’™°

Die Entstehung vieler kardiovaskuldrer Erkrankungen ist oftmals eng verknipft mit einem
Mangel an NO. Dabei stehen globale Volkskrankheiten wie Hypertonie, Atherosklerose und die koronare
Herzkrankheit mit Angina pectoris im Vordergrund, deren Pathogenese sehr haufig auf eine endotheliale
Dysfunktion infolge eines NO-Mangels zuriickzufiihren ist.?®%°%
fir die Entstehung kardiovaskuladrer Erkrankungen wird von weiteren Faktoren wie Rauchen, Adipositas

und Hypercholesterindmie erheblich verstarkt. Durch kardiovaskulare Erkrankungen sind alleine in

Ein chronischer NO-Mangel als Ursache

Deutschland im Jahre 2008 Gesamtkosten in Hohe von 37 Milliarden Euro entstanden, das entspricht
einem Anteil von 14,5 %.%* In der Bunderepublik sind im Jahre 2013 39,7 % aller gemeldeten Todesfélle
auf kardiovaskulare Erkrankungen zuriickzufiihren, mehr als auf Krebserkrankungen (25 %).* Damit
fihren Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems nicht nur die Krankheitsstatistiken in Deutschland
sondern auch die anderer Industrieldnder wie den Vereinigten Staaten von Amerika an.®

Eine weitere Erkrankung, die mit einem NO-Defizit einhergeht ist die erektile Dysfunktion. Diese
Funktionsstdrung hat neben organischen haufig auch psychosomatische Ursachen. Uber NO-abhingiges
cGMP als second messenger werden Calcium-Kanale und kontraktile Proteine aktiviert, die zu einer
Relaxation des Corpus cavernosum fihren. Infolge eines NO-Mangels kann die anschlieBende Erektion

beeintrichtigt sein.®”®

1.2 Regulation des NO-Stoffwechsels

1.2.1 Allgemeine Ubersicht

Die natlrliche Quelle fir Stickstoffmonoxid ist die semiessentielle Aminosaure L-Arginin (Kapitel 1.2.5),
das in einer Fiinf-Elektronen Oxidation lber das Intermediat N*-Hydroxy-L-arginin (NOHA) zu L-Citrullin
und NO metabolisiert wird. Diese Reaktion dient der physiologischen Bereitstellung von NO und wird
durch die NOS (EC 1.14.13.39) katalysiert (Abbildung 1-2).** Des Weiteren kann L-Arginin durch die
Arginase (EC 3.5.3.1) zu L-Ornithin und Harnstoff umgesetzt werden. Diese Reaktion stellt den finalen
Schritt des Harnstoffzyklus dar und steht in Konkurrenz zu der NOS-katalysierten NO-Synthese.” Im
Rahmen der Proteinbiosynthese dient L-Arginin als Baustein von Proteinen und kann anschliefend liber
Protein-Arginin-Methyltransferasen posttranslational methyliert werden. Durch Proteolyse werden auf
diese Weise verschieden methylierte Argininspezies freigesetzt (Kapitel 1.2.6),”" wobei ADMA und
NMMA dabei Substrate der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH, EC 3.5.3.18) darstellen und
zu L-Citrullin und (Di)methylamin umgesetzt werden.”” Die physiologische Funktion des SDMA ist noch

nicht eindeutig geklart und wird zurzeit kontrovers diskutiert.”>”*
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NH, H2 NH,
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L-Ornithin NHz  + Harnstoff
NH,

Abbildung 1-2: Ubersicht {iber die Regulation des Stickstoffmonoxid-Stoffwechsels. NOS = NO-Synthase; CYP =
Cytochrom P450; mARC = mitochondriale Amidoxim-reduzierende Komponente; DDAH = Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase; ADMA = asymmetrisches N*,N*-Dimethyl-L-arginin; NMMA = N*-Monomethyl-L-arginin;
SDMA = symmetrisches Nw,Nw'—DimethyI—L—arginin; PRMT = Protein-Arginin-Methyltransferasen. Das Vorkommen
von Isoenzymen bleibt in der Abbildung unbericksichtigt.

Da NO sowohl an vielen physiologischen Funktionen als auch an pathophysiologischen Prozessen
beteiligt ist, muss der NO-Stoffwechsel durch verschiedene endogene Mechanismen streng reguliert
werden. Das Intermediat der NO-Synthese N“-Hydroxy-L-arginin stellt dabei selbst einen potenten
Hemmstoff der Arginase dar (K= 30-42 uM) und verhindert somit den Abbau von L-Arginin zugunsten
der NO-Synthese.”>’® Weiterhin besitzen die methylierten Argininderivate ADMA (K;= 0,9 uM, bestimmt
an humaner eNOS)”” und NMMA (K= 1,1 pM, bestimmt an humaner eNOS)”’ ebenfalls einen regulativen

879 Auch von Stickstoffmonoxid

Einfluss, indem sie potente kompetitive Inhibitoren der NOS darstellen.
selbst geht durch reversible Nitrosylierung des Cysteins im katalytischen Zentrum eine Hemmung der

DDAH aus. Dieser Mechanismus entspricht einem negativen Feedback und fihrt zur Akkumulation von
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ADMA und NMMA, die wiederum die NOS hemmen und so einer UberschieBenden NO-Bildung
entgegenwirken.®

1.2.2 NO-Synthasen (NOSs)

NO-Synthasen gehoren zu den Ham-haltigen Monooxygenasen, die in einer Flinf-Elektronen-Oxidation
die natlirliche Aminosaure L-Arginin Uber das Intermediat N-Hydroxy-L-arginin (NOHA) zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid umsetzen (Abbildung 1-3). Die fir die Hydroxylierung eines N“-Stickstoffs der
Guanidinfunktion benétigten Elektronen werden von dem essentiellen Coenzym Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) bereitgestellt.®>®!

@) OH
NH,
+ NADPH + 0 5 NADPH + NO-
HN NH «N NH
- H20 HO - Hzo
NH, NH, NH,
L-Arginin N®-Hydroxy-L-arginin (NOHA) L-Citrullin

Abbildung 1-3: Umsetzung von L-Arginin Uber das Intermediat N-Hydroxy-L-arginin (NOHA) zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid.®

Grundsatzlich sind alle NO-Synthasen aus zwei Domanen aufgebaut: N-Terminal befindet sich eine
Oxydasedomane, die Bindestellen flir das Ham, den Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BH,4) und das Substrat
L-Arginin besitzt. Die C-terminale Reduktasedoméane hat Bindestellen fiir die Coenzyme Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN) und NADPH. Verbunden sind die einzelnen Domanen
tiber eine Einheit Calmodulin.®"

NOS-Enzyme sind Monomere, die allerdings nur als Homodimere aktiv sind. Die Dimerisierung kommt
dadurch zustande, dass Ca**-lonen mit Calmodulin komplexieren, das so durch Konformationsanderung
einmal an jedes der beiden Monomere binden kann.*>®* Die Elektroneniibertragung verlduft vom NADPH
Uber die Flavine auf das zentrale Fe**-Atom des Hams, welches infolgedessen zu Fe®* reduziert wird.
Dadurch wird die Anlagerung von Sauerstoff ermdglicht und die schrittweise Oxidation des L-Arginins
beginnt.®*

Man unterscheidet zwischen drei Isoformen der NOS, die in unterschiedlichen Geweben vorkommen und
dort verschiedene Funktionen haben. Im Folgenden soll besonders auf die Orte, an denen die Isoenzyme
vornehmlich lokalisiert sind, eingegangen werden, da deren physiologische Funktionen bereits in
Kapitel 1.1.2 ausfiihrlich beschrieben wurden. Die Sequenzhomologie unter den drei Isoformen liegt bei
51-57 %, wobei das katalytische Zentrum hochkonserviert vorliegt.®! Die eNOS liegt im GefiRendothel
und in Thrombozyten konstitutiv exprimiert vor, kann aber auch durch mechanische Reize wie
Scherstress induziert werden. Sie tragt entscheidend zur Regulation des GefdfRtonus bei und fungiert als
Antagonist zu den Vasokonstriktoren des Sympathikus und Renin-Angiotensin-Systems (RAS).%* Die nNOS
befindet sich vorwiegend im zentralen und peripheren Nervensystem sowie in der Skelettmuskulatur,
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wurde aber auch in anderen Geweben wie den Bronchien, der Niere, Hoden und Plazenta gefunden.
Neben der cerebralen Durchblutung und der Gedachtnisbildung ist die nNOS durch die Relaxation des
Corpus cavernosum auch maRgeblich an der natirlichen Fortpflanzung beteiligt.***> Im Gegensatz zu der
eNOS und nNOS wird die iNOS nicht konstitutiv in bestimmten Geweben gebildet sondern vielmehr
durch den Stimulus von Zytokinen und bakteriellen Toxinen induziert. Somit ist die iNOS Bestandteil des
unspezifischen Immunsystems und setzt NO in wesentlich groReren Mengen frei als es die anderen

#4484 Die immunologische Wirkung ist vor allem auf das zytotoxische Peroxynitrit

beiden Isoenzyme tun.
zuriickzufiihren und weniger auf das NO selbst.*® Eine weitere in der Literatur beschriebene Isoform der
NOS ist die mitochondriale NO-Synthase (mtNOS), die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert

ist und an der Atmungskette beteiligt sein soll.*

1.2.3 Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)

Bei der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase handelt es sich um eine Cystein-Hydrolase, die den
Abbau der N*-methylierten L-Arginine ADMA und NMMA zu Di- bzw. Monomethylamin und L-Citrullin
katalysiert.**®” Die im Jahre 1987 in Ratten entdeckte DDAH bildet direkt kein NO, ist aber durch den
regulatorischen Einfluss auf die Konzentration der beiden kompetitiven NOS-Inhibitoren ADMA und
NMMA wesentlich an der Modulation der NO-Synthese beteiligt.®”®

In Sdugetieren konnten bisher zwei Isoformen der DDAH als DDAH-1 und DDAH-2 identifiziert werden,
die eine Sequenzidentitdt von ca. 50 % und innerhalb einer Spezies sogar von ca. 92 % aufweisen. Im
Gegensatz zur bakteriellen DDAH liegt die Sauger-DDAH als Monomer vor.?#*? Die humane DDAH-1 ist
besonders im Gehirn, der Niere, Leber und im Pankreas lokalisiert, wohingegen die humane DDAH-2
verstarkt in Herz, Niere und Plazenta exprimiert wird. Die Arbeitsgruppe von LEIPER konnte zudem durch
Analyse der mRNA eine Colokalisation der hDDAH-1 mit der nNOS sowie der hDDAH-2 mit der eNOS
beobachten.”® Die katalytische Aktivitit der DDAH-2 wird hinsichtlich der Umsetzung methylierter
Arginine zu L-Citrullin in den verschiedenen Arbeitsgruppen kontrovers diskutiert. Wahrend die
LEIPER-Gruppe bereits diese Umsetzung beobachten konnte, war es in keiner der umfangreichen Arbeiten
des hiesigen Arbeitskreises moglich, von der DDAH-2 aus ADMA und NMMA gebildetes L-Citrullin

nachzuweisen.”%

Neuesten Erkenntnissen zufolge ist erstmals eine physiologische Funktion der DDAH-2
beobachtet worden. An DDAH-2-Knockout Mausen konnte gezeigt werden, dass diese Tiere im
Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen eine beim induzierten, polybakteriellen septischen Schock nahezu
doppelt so hohe Todesrate und eine anhaltende Hypotension in den letzten 12 Lebensstunden
aufwiesen. So wurde postuliert, dass neben der DDAH-1 auch die DDAH-2 eine entscheidende Rolle bei

der Regulation des vaskuldren Tonus spielt.*?

Da bisher nur von der humanen DDAH-1 nicht aber von der humanen DDAH-2 Kristallstrukturen
existieren, war es auch nur an diesem Enzym moglich, das katalytische Zentrum genauer zu untersuchen.
Unsere und andere Arbeitsgruppen konnten anhand der jeweiligen Kristallstrukturen zeigen, dass sich im
katalytischen Zentrum der hDDAH-1 eine katalytische Triade aus den Aminosduren Cystein an Position
273, Asparaginsaure an Position 78 und einem Histidinrest an Position 172 befindet (Kapitel 6.5.2). Durch
Anlagerung der Substrate ADMA oder NMMA wird die Thiolgruppe des Cysteins deprotoniert und das
resultierende Thiolat kann am Guanidinkohlenstoff nukleophil angreifen. Der dabei entstehende
tetrahedrale Ubergangszustand  kollabiert anschlieBend unter Freisetzung des Di- bzw.
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Monomethylamins und das mit Cystein gebundene Thiouroniumion zerfallt durch Hydrolyse schlieBlich
zu L-Citrullin (Abbildung 1-4).” Diese Hydrolyse wird durch das Histidin an Position 172 vermittelt.

O OH O OH O OH
H3C\N _CH3
NH; H NH, Hydrolyse NH
—L» _— >
NH OYNH

+H2NY +H2N\[/NH
\_, -

N S S NH SH
HsC” “CHs ] [ 2 [
Cys 273 Cys 273 Cys 273
ADMA Thiouronium-Intermediat L-Citrullin

Abbildung 1-4: DDAH-1-katalysierte Umsetzung von ADMA zu Dimethylamin und L-Citrullin (modifiziert in
Anlehnung an die Literatur).93

Durch ein Zn**-lon im katalytischen Zentrum wird das Enzym einerseits inhibiert und andererseits vor

thermischer Belastung und Nitrosylierung durch NO geschitzt.?**

Letztere Reaktion entspricht dem
bereits beschriebenen negativen Rickkopplungsmechanismus durch zu hohe NO-Konzentrationen. Bei
keiner DDAH wurde bisher eine Abhangigkeit von Cofaktoren bei der katalytischen Umsetzung der

Methylarginine beobachtet.

1.2.4 Arginase

Die Arginase gehort zur Familie der Hydrolasen und katalysiert den Abbau von L-Arginin zu der nicht-
proteinogenen Aminosaure L-Ornithin und Harnstoff (Abbildung 1-5). Diese Reaktion bildet den letzten
Schritt des Harnstoffzyklus, tiber den in der Leber toxisches Ammoniak abgebaut wird.”

O OH
O OH
NH
2 ¥ HN)J\NH
HN NH H,O 2 2
NH
NH, 2
L-Arginin L-Ornithin Harnstoff

Abbildung 1-5: Abbau von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff durch die Arginase.

In der Natur kommt die Arginase in nahezu allen Lebewesen vor. So findet man sie in Bakterien, Pilzen,
Pflanzen und im Tierreich. Heutzutage sind zwei Isoformen der humanen Arginase bekannt: Die
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cytosolische Arginase | und die mitochondriale Arginase Il. Die Arginase | ist hauptsachlich in der Leber
lokalisiert und dort am Harnstoffzyklus beteiligt.”° Die Arginase Il weist zur Arginase | eine
Sequenzhomogenitat von 58 % auf, wobei das katalytische Zentrum beider Isoformen hochkonserviert
ist. Im Gegensatz zur Arginase | findet man die Isoform Il vorwiegend in Niere, Prostata, Pankreas, im
Gehirn und in der weiblichen Brustdrise. In diesen Geweben dient sie unter anderem zur Biosynthese
von L-Prolin und Polyaminen, die fir die Kollagensynthese und Zellproliferation benétigt werden.’®*>?®
Am besten ist die Funktion der Arginase Il in den Zellen des GefdlRendothels untersucht, wo sie mit den
NO-Synthasen um das Substrat L-Arginin konkurrieren. Die dadurch verminderte NO-Freisetzung wird oft
in den Zusammenhang mit endothelialer Dysfunktion und dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen
gebracht.”’ Zudem konnte in jingsten Untersuchungen gezeigt werden, dass NOHA bei der
Wiederherstellung der Blutfluss-vermittelten Vasodilatation in fettleibigen Ratten mit endothelialer
Dysfunktion eine entscheidende Rolle spielt.*®

Die humane Arginase liegt als Homotrimer vor, die in jeder der Untereinheiten zwei Mn**-lonen im
katalytischen Zentrum besitzt. Entscheidend fiir die katalytische Aktivitdt des Enzyms ist ein Hydroxidion,
das die beiden Mn**-lonen miteinander verbriickt und im Falle der L-Arginin-Anlagerung nukleophil am
Guanidinkohlenstoff des Substrats angreift. Der dadurch entstehende tetrahedrale Ubergangszustand
kollabiert, ahnlich wie bei der DDAH, {ber protonenvermittelte Hydrolyse zu L-Ornithin und
Harnstoff.”>*

1.2.5 L-Arginin und N”-Hydroxy-L-arginin (NOHA)

L-Arginin stellt eine aus metabolischer Sicht hochinteressante und vielseitige Verbindung dar. Diese
Aminosdure dient aber nicht nur der NO-Synthese sondern auch als Vorstufe fiir die Biosynthese einer
Vielzahl physiologisch relevanter Verbindungen wie Harnstoff, Prolin, Polyaminen, Glutamat, Kreatin und
Agmatin. L-Arginin kann (iber die Nahrung aufgenommen, durch Proteinabbau bereitgestellt oder aus
L-Citrullin Gber die am Harnstoffzyklus beteiligten Enzyme Argininosuccinat-Synthase und -Lyase gebildet

werden.*?%%

Fiir gesunde Erwachsene ist L-Arginin nicht-essentiell, wohingegen Kinder und Erwachsene
mit stark kataboler Erndhrungslage, beispielsweise infolge von Infektionen, eine Supplementierung

bendtigen.

Aufgenommen wird L-Arginin iber verschiedene kationische Aminosauretransporter, die die Aminosaure
Na‘-unabhingig in die Zelle transportieren. Die Konzentration an zirkulierendem L-Arginin liegt unter
physiologischen Bedingungen bei etwa 0,1 mM, wohingegen in Geweben Konzentrationen von 0,1-1 mM
nachgewiesen werden konnten.*®%

die Bereitstellung von NO bendtigt. Der grofRte Teil dient hingegen der Proteinbiosynthese.

Nur ein sehr geringer Anteil von 1,2 % des Plasmaarginins wird flr
102

Die physiologische Bedeutung des N*-Hydroxy-L-arginins ist weniger vielseitig als die des L-Arginins.
NOHA dient neben der Hemmung der Arginase ausschlieBlich der Produktion von Stickstoffmonoxid.
Obwohl NOHA im Gegensatz zu L-Arginin fast ausschlieBlich intrazelluldar und NOS-abhéngig vorkommt,
konnte dennoch im humanen Plasma eine Konzentration der freien Aminosaure von 9,1 uM detektiert
0 Auch die chemischen Eigenschaften von NOHA hinsichtlich der Basizitat der Seitenkette
unterscheiden sich stark von L-Arginin. Wahrend in neueren Untersuchungen der pK, der
Guanidinfunktion des Arginins mit 13,8 beschrieben wird, liegt der pK, der N-Hydroxyguanidinfunktion

werden.
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von NOHA bei nur 8,1.'' Die hohe Basizitit der Guanidine ist durch die Mesomerie-bedingte
Verteilung der positiven Ladung auf die drei Stickstoffatome zu erkldren, was in einem sehr stabilen
Kation resultiert. Durch die Einflihrung einer elektronenziehenden Hydroxygruppe ist die Basizitdt der
Guanidinfunktion stark herabgesetzt. Der Vergleich der chemischen und metabolischen Stabilitat zeigt,
dass NOHA eine deutlich instabilere Verbindung darstellt als seine Vorstufe L-Arginin. Die Moglichkeiten,
wodurch NOHA degradiert werden kann, sind vielseitig (Abbildung 1-6). Im Allgemeinen stellen
N-Hydroxyguanidine thermolabile Verbindungen dar, die nur als Salze starker Sauren stabile
Verbindungen bilden, wohingegen sie labil gegeniiber basenkatalysierter Hydrolyse sind.'**'%°

1959 wurde gezeigt, dass N-Hydroxyguanidine einer enzymatischen Reduktion zu Guanidinen zuganglich
d.106

Bereits
sin Erst viele Jahre spater konnte im Verlauf diverser Untersuchungen im Arbeitskreis gezeigt
werden, dass diese Reduktion in Mikrosomen und Mitochondrien stattfindet und durch das
mARC-Enzymsystem katalysiert wird.'®" "1

Hydrolyse 0
(basenkatalysiert) )J\ R
"""""" > HNT N7
H
metabolische Harnstoffderivate
._ N-Reduktion
_— E \\‘x NH
Oxidation : R
| H,>N N
: H
: Guanidine
\
0
“
N
)J\ R \\ R )J\ R
H,N™ N7 N~ N SN
2 5 N 5 N
Nitrosoguanidine Cyanamide Harnstoffderivate

Abbildung 1-6: Metabolismus des N”-Hydroxy-L-arginins (Abb. in Anlehnung an SCHADE et a/.).111

Parallel zu der NOS-katalysierten Oxidation von NOHA zu L-Citrullin und NO konnte ebenfalls beobachtet
werden, dass diese Reaktion auch von Cytochrom P450 Enzymen katalysiert wird.'** Im Jahre 2011
konnten SCHADE et al. in umfangreichen Stabilitdtsuntersuchungen zeigen, dass NOHA empfindlich
gegeniiber Oxidationsmitteln reagiert und durch Substanzen wie Peroxynitrit rasch degradiert wird.

Dabei kénnen Nitrosoguanidine, Cyanamide und Harnstoffderivate entstehen (Abbildung 1-6).

1.2.6 Methylierte Arginine

Neben den bereits beschrieben Metabolismuswegen Uber die NOS und Arginase wird L-Arginin
groBtenteils im Rahmen der endogenen Proteinbiosynthese abgebaut. Uber posttranslationale
Modifikationen kénnen Proteine auf verschiedenste Weise chemisch und funktionell verdandert werden.
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Diese Modifikationen haben starken Einfluss auf die Funktion des Proteins und finden sowohl am N- und
C-Terminus als auch an Heteroatomen der Aminosdure-Seitenketten statt. Dabei kénnen anorganische
Reste wie Phosphat-, Hydroxy-, Sulfat- oder Nitrosogruppen oder organische Reste wie Acetyl-, Methyl-,
Ubiquitin- oder Zuckergruppen Ubertragen werden.!*****
wenige prominente Beispiele, obgleich in der Natur etliche posttranslationale Modifikationen an
Proteinen bekannt sind. Eine sehr wichtige Modifikation stellt die Methylierung der Guanidinstickstoffe
in der Seitenkette des L-Arginins in Proteinen dar, die durch verschiedene Isoenzyme der Protein-Arginin-
Methyl-Transferasen (PRMT, EC 2.1.1.23) katalysiert wird. Bei dieser Reaktion werden Methylgruppen
vom endogenen Methylgruppendonor S-Adenosyl-L-methionin  auf die  Guanidinstickstoffe
proteingebundener Argininreste Uibertragen. Dadurch werden verschiedene zellregulatorische Prozesse
gesteuert, wie z.B. die Signaltransduktion, Transkription oder Protein-Protein-Interaktionen. In Histonen
kann die Arginin-Methylierung das Binden verschiedener Effektormolekiile erleichtern oder verhindern,

Hierbei handelt es sich allerdings nur um

was der Transkriptionskontrolle spezifischer Gene dient (epigenetische Regulation). Die Arginin-

Methylierung an Nicht-Histon-Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei der Zellentwicklung aber auch bei

71,115-117

der Tumorentstehung. Eine direkte Methylierung frei vorliegenden L-Arginins konnte bisher nicht

nachgewiesen werden.

Os__OH Oy__OH Ox_OH Oy__OH
NH, NH, NH, NH,
o
HN\[/NH HNYNH N _-NH HN N\CH3
HSC/N\CHg HN\CHS HN\C|_|3 NH,
ADMA NMMA SDMA NDMA

Abbildung 1-7: Ubersicht verschieden methylierter Arginine. Die Abkiirzungen sind in Abbildung 1-2 erklart.

Im Rahmen der Proteolyse werden die unterschiedlich methylierten Arginine in das Zytosol freigesetzt,
wo sie an physiologischen Prozessen beteiligt sind (Abbildung 1-7). Die bekanntesten Vertreter dabei
sind die NOS-Inhibitoren und DDAH-Substrate ADMA und NMMA, deren physiologische Bedeutung in
den vorherigen Kapiteln beschrieben wurde. ADMA gilt heutzutage als ein klinischer Marker fir
kardiovaskulire Erkrankungen.'*®* SDMA wird hingegen nicht von der DDAH als Substrate akzeptiert und

87119 E< wird seit kiirzerer Zeit als Marker fiir die

Ubt auch keinen regulatorischen Einfluss auf die NOS aus.
glomeruldre Filtrationsrate (GFR) und somit fur die renale Funktion sowie fiir das Ausmal einer
bestehenden koronaren Herzkrankheit diskutiert.*?>*?! Das 1998 in Hefezellen entdeckte N5-MethyI-L-
arginin (NDMA) konnte in diesem Jahr auch erstmals im Menschen nachgewiesen werden.”*'”® Die
physiologische Funktion dieser Verbindung ist allerdings noch weitestgehend unbekannt, obwohl durch
KOTTHAUS et al. bereits in in vitro Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass NDMA weder ein Substrat
der hDDAH-1 und Arginase noch ein Hemmstoff der NOS-Isoenzyme darstellt.*** Dennoch konnte im

humanen Plasma von gesunden Probanden eine NDMA-Konzentration von etwa 27 nM nachgewiesen
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werden. Diese ist zwar deutlich geringer als die ADMA- und SDMA-Konzentration (ADMA: 493 nM,
SDMA: 509 nM) im Plasma, aber im Bereich des NMMA, das in einer Konzentration von 48 nM
nachgewiesen werden konnte.” In zukiinftigen Arbeiten konnte die Funktion dieser Verbindung im
Menschen weiter analysiert werden. Auch die Frage, ob es sich bei Né-MethyI-L-ornithin 2 um einen
potentiellen Metaboliten des NDMA handelt, konnte ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen
sein.

1.3 Therapeutische Modulation des NO-Stoffwechsels

Wie aus den vorangegangenen Kapiteln ersichtlich wird, Ubernimmt NO eine Vielzahl
(patho)physiologischer Funktionen im Organismus. Gleichzeitig wird es Uber einen komplexen
Mechanismus reguliert, was es zu einer grofRen Herausforderung macht, neue Arzneistoffe zu
entwickeln, die gezielt in diese Regulation eingreifen sollen. Da sowohl eine hohe als auch eine geringe
NO-Verfligbarkeit mit diversen Krankheiten assoziiert ist, stellen die Bereitstellung von Stickstoffmonoxid
aber auch die Senkung der NO-Freisetzung wertvolle pharmakologische Ansatze dar. In der Praxis ist es
oftmals ein schmaler Grat, eine klare Abgrenzung zwischen den nitzlichen und schadlichen Effekten von
NO zu unterscheiden, da diese auch vom physiologischen Zustand der Person abhangen, der u. a. stark
durch oxidativen Stress, Begleiterkrankungen und Medikamenteneinnahme beeinflusst wird. Auch treten
auf NO zurickzufiihrende kardiovaskuldre Erkrankungen oft in Kombination mit anderen Problemen wie

Diabetes mellitus, Adipositas oder Tabakkonsum auf.*****1?

In den folgenden Kapiteln sollen verschiedene therapeutische Konzepte zur Behandlung der NO-
Dysregulation vorgestellt werden.

1.3.1 Pharmakologische Optionen zur Steigerung der NO-Verfiigbarkeit

Die wohl haufigsten NO-assoziierten Krankheitszustande gehen auf eine verminderte NO-Verfiigbarkeit
zuriick. Die Bandbreite dieser Krankheitszustande ist grof$ und reicht von der Hypertonie Uber koronare
Herzkrankheit mit Atherosklerose und der akuten Angina pectoris bis zur erektilen Dysfunktion
(Kapitel 1.1.3). Dabei konnen verschiedene Mechanismen fiir die Senkung der NO-Verfligbarkeit
verantwortlich sein. Eine unzureichende Biosynthese durch die NOS kann zu einem NO-Defizit fiihren.
Dafiir kdnnen eine verminderte Aktivitdt der DDAH und der damit verbundene Anstieg der ADMA und
NMMA-Spiegel verantwortlich sein. Auch eine verstarkte Aktivitat oder Biosynthese der Arginase erhoht
die Konkurrenz um das natiirliche Substrat L-Arginin und kann bei normaler NOS-Aktivitdt fir eine
erniedrigte NO-Synthese verantwortlich sein. Oxidativer Stress ist eine weitere Ursache niedriger NO-
Spiegel, da vorhandenes Stickstoffmonoxid durch die Bildung von Peroxynitrit vermehrt abgebaut
wird.'"*

Dies sind nur wenige Beispiele dafir, dass die Ursachen fiir ein NO-Defizit sehr vielfiltig sein kbnnen, was
die Modulation der NO-Verfligbarkeit aus pharmazeutischer Sicht sehr komplex macht.
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1.3.1.1 NO-Donoren

Die NO-Donoren stellen mit dem prominenten Beispiel des Glyceroltrinitrats (GTN) die wohl élteste
bekannte Substanzklasse zur Behandlung von Krankheiten dar, die auf ein NO-Defizit zuriickzufiihren
sind. Diese Stoffklasse ist sehr heterogen und reicht von anorganischen Verbindungen wie dem
Nitroprussid-Natrium bis hin zu komplexeren organischen Verbindungen. Bekannt sind neben dem GTN
auch die Salpetersdureester Isosorbitdinitrat (ISDN) und Isosorbitmononitrat (ISMN) sowie das
heterozyklische Molsidomin (Abbildung 1-8). Im allgemeinen Sprachgebrauch werden diese
Verbindungen oft als ,Nitrate” bezeichnet, dabei handelt es sich hier um Ester der Salpetersaure und
nicht um dessen Salze. Bis auf das Nitroprussid-Natrium, dessen Vertrieb 2013 bis auf weiteres
eingestellt wurde, befinden sich alle der genannten Verbindungen noch auf dem Markt. Streng
genommen gehort auch NOHA zur Klasse der NO-Donoren und stellt dabei die einzige endogene
Verbindung dieser Stoffklasse dar.

2-
NO
ONO, . | NCs, 1 ON
0,NO ONO, 2Na Ne” T ENeN
CN
Glyceroltrinitrat Nitroprussid-Natrium Molsidomin ISDN (R = NO,),

ISMN (R = H)

Abbildung 1-8: NO-freisetzende Arzneistoffe verschiedener Stoffklassen. ISDN = Isosorbitdinitrat; ISMN =
Isosorbitmononitrat.

Die Mechanismen, durch die das NO schlieRlich aus den Verbindungen freigesetzt wird, sind sehr
unterschiedlich. Zu den unter physiologischen Bedingungen spontan freisetzenden NO-Donoren zdhlen
Nitroprussid-Natrium, die Klasse der Diazeniumdiolate (NONOate), Furoxane und S-Nitrosothiole. 2324
Im Gegensatz dazu setzten die Salpetersdureester und Molsidomin Stickstoffmonoxid erst nach
enzymatischer Bioaktivierung frei. Das Prodrug Molsidomin wird durch Esterasen zunachst zu der freien
Carbaminsaure umgesetzt, die allerdings sofort unter CO,-Abspaltung zerfallt und so den Metaboliten
Linsidomin (SIN-1) freisetzt. Die NO-Freisetzung aus Linsidomin erfolgt nicht-enzymatisch in einer
zweistufigen Reaktion, indem zunichst eine hydrolytische Offnung des 1,2,3-Oxadiazolrings zu dem
instabilen Metaboliten SIN-1A stattfindet, aus dem anschliefend unter Beteiligung von Sauerstoff NO
freigesetzt wird.'” Fir die Bioaktivierung der organischen Nitrate werden verschiedene Mechanismen
diskutiert, die substanz- und dosisabhdngig von der mitochondrialen Aldehyd-Dehydrogenase 2 und
mitochondrialen Reduktasen oder Cytochrom P450 Enzymen im glatten Endoplasmatischen Reticulum
katalysiert werden.""******® problematisch ist allerdings, dass sowohl bei der Bioaktivierung von
Molsidomin als auch bei den Salpetersdureestern neben NO auch Superoxidradikalanionen (O,")
entstehen, welche mit dem gebildeten NO das hochreaktive Peroxynitrit (ONOQ) bilden. Das alleine
flhrt bereits zur Senkung des NO-Spiegels. Zusatzlich werden durch das Peroxynitrit die an der
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Bioaktivierung beteiligten Enzyme oder deren Cofaktoren inaktiviert. So kommt es bei der Behandlung
mit organischen Nitraten sehr schnell zu einer Nitrattoleranz, was diese Verbindungen fir die
Dauertherapie limitiert."®'®  Auch andere ernstzunehmende Nebenwirkungen wie der
Nitratkopfschmerz, der besonders zu Therapiebeginn auftritt, oder der Flush sind auf die organischen
Nitrate zuriickzufiihren.

1.3.1.2 L-Arginin und alternative NOS-Substrate

In den letzten Jahren ist die Supplementierung von L-Arginin zur Behandlung von kardiovaskularen
Erkrankungen ein kontrovers diskutiertes Thema. In den vorherigen Kapiteln wurde bereits beschrieben,
dass die Aminosaure L-Arginin nur zu einem sehr geringen Anteil der Bereitstellung von NO dient und
hauptsachlich tGber andere Stoffwechselwege umgesetzt wird. Das allgemeine Interesse an L-Arginin zur
Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen ist mittlerweile so grof3, dass im Jahr 2014 fiir deutsche
Apotheken und Arztpraxen ein Patientenratgeber zu diesem Thema herausgegeben wurde.” Die
Studienlage zu dieser Thematik bleibt allerdings umstritten. Paradoxerweise fiihrte in einigen NO-
defizienten Krankheitsbildern eine L-Arginin-Supplementierung zu einer Besserung, obwohl bereits die
physiologischen L-Arginin-Spiegel von ca. 100 uM deutlich Gber den K, -Werten (2-20 uM) der NOS
liegen. Es wird vermutet, dass dieses ,,L-Arginin-Paradoxon” eng mit einer erhohten ADMA-Konzentration
zusammenhangt, die zu einer Desensibilisierung der NOS fiir L-Arginin fihrt. So kdnnte eine Erhéhung
der L-Arginin-Spiegel durch L-Arginin-Supplementierung in einer gesteigerten NO-Freisetzung
resultieren.” In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine tagliche L-Arginin-Gabe von
4-24 g zu einer moderaten aber messbaren Senkung des systolischen (5,4 mm Hg) und diastolischen
(2,7 mm Hg) Blutdrucks geflihrt hat. Interessant erscheint die L-Arginin-Supplementierung bei
schwangeren Frauen mit leichter Gestationshypertonie, da bei diesen Patientinnen der Einsatz
klassischer Antihypertensiva problematisch ist. Die Effekte waren aber auch hier moderat und lassen den
Schluss zu, dass L-Arginin aus pharmakologischer Sicht kein geniligend effizientes Mittel zur Behandlung

kardiovaskularer Erkrankungen darstellt.”

Da die NO-Synthasen eine Enzymklasse mit hoher Substratspezifitdt darstellen, sind bis heute auch nur
wenige alternative NOS-Substrate bekannt. Keine der chemischen Modifikationen an L-Arginin oder
NOHA fiihrten allerdings zu hoheren Umsetzungsraten als durch die beiden natiirlichen Substrate."**

1.3.1.3 Hemmung der Arginase

Da der von der Arginase katalysierte Abbau von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff eine
Konkurrenzreaktion zur NOS-katalysierten NO-Synthese darstellt, ware die Hemmung der Arginase eine
weitere pharmakologisch wertvolle Option zur Steigerung der NO-Verfiigbarkeit. Im Arbeitskreis CLEMENT
konnten bereits einige Inhibitoren der Arginase erfolgreich synthetisiert und in vitro getestet werden.
Diese Verbindungen wurden in Anlehnung an den natiirlichen Hemmstoff der Arginase N*-Hydroxy-L-
arginin strukturell modifiziert um eine moglichst hohe Affinitdat und Selektivitdt gegenliber den anderen
Schllsselenzymen der NO-Regulation zu erzielen.
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Abbildung 1-9: Strukturformeln der potentesten Arginase-Inhibitoren. NHAM = N‘”-Hydroxy-Nds-MethyI-L-arginin;133

ABH = (S)-Z-Amino-6-boronohexans<‘=iure;134 BEC = (S)-2-BoronoethyI-L-cystein.135

In Abbildung 1-9 sind die bis heute potentesten literaturbekannten Arginase-Inhibitoren dargestellt.
Wahrend beim NHAM durch Einfiihrung einer N5-Methylgruppe der Ki-Wert im Vergleich zu NOHA um
mehr als die Hélfte gesenkt werden konnte, war diese Strategie nicht auf die um eine Methylengruppe
kiirzere Verbindungen nor-NHAM (bertragbar.™*****® ABH, BEC und nor-NOHA stellen mit K-Werten
von < 1 uM zur Zeit nach wie vor die potentesten Arginase-Inhibitoren dar und wurden z.T. bereits
erfolgreich an hypertensiven Ratten und ex vivo an Gewebe des Corpus cavernosum zur Behandlung der
erektilen Dysfunktion angewendet werden.">**’
ernsthaften Nebenwirkungen verbunden, da dieses Enzym eine zentrale Rolle bei der Detoxifizierung von
Ammoniak im Harnstoffzyklus einnimmt. Dennoch wurde erstaunlicherweise in keiner der
Untersuchungen von schadlichen Nebenwirkungen berichtet, was darauf zurlickzufiihren ist, dass die
Arginase in der Leber 100-1000 mal starker exprimiert wird als im GefalRendothel und eine vollstandige
Hemmung durch klinisch relevante Dosen eines Hemmstoffs unwahrscheinlich ist.*****®

Generell ist eine Hemmung der Arginase allerdings mit

1.3.1.4 Weitere Strategien

Eine alternative Strategie, bei der indirekt in den NO-Stoffwechsel eingegriffen wird, stellt die
Modulation der 16slichen Guanylylcyclase (sGC) dar. Das von Bayer entwickelte und im Jahre 2014 von
der EMA gegen pulmonale Hypertonie zugelassene Riociguat ist ein Stimulator der sGC (Abbildung 1-10).
Riociguat soll die insuffiziente NO-sGC-cGMP-Kaskade wiederherstellen, indem es zum einen das Enzym
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fir korpereigenes NO sensibilisiert und zum anderen NO-unabhangig stimuliert.”™ Im Falle weit

fortgeschrittener Krankheitsverldufe ist die sGC durch u.a. reaktive Sauerstoffspezies infolge von
oxidativem Stress unempfindlich gegeniliber endogenem NO, sodass das Enzym in diesem Zustand direkt
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aktiviert werden muss.”™ Das ebenfalls von Bayer entwickelte Cinaciguat stellt einen solchen direkten

Aktivator der sGC dar und befindet sich momentan in der klinischen Testung.
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Abbildung 1-10: Strukturen des von der Firma Bayer entwickelten sGC-Stimulators Riociguat (Adempas®) und des
sGC-Aktivators Cinaciguat.

Es existieren auch Ansdtze, NO-Defizite durch BH,-Supplementierung oder Induktoren der NOS zu
therapieren. Derartige Transkriptions-Enhancer konnten fiir die eNOS bereits beschrieben werden und
stellen in der Zukunft erfolgsversprechende Verbindungen mit einem interessanten pharmakologischen
Profil dar.™"*

1.3.2 Pharmakologische Optionen zur Senkung der NO-Verfiigbarkeit

Eine haufige Erkrankung, die auf die schadigende Wirkung von NO infolge zu hoher Konzentrationen
zurtickzufiihren ist, stellt die Migrane dar (Kapitel 1.1.3). Auch der septische Schock geht auf ein
spontanes Uberangebot an NO zuriick. Man vermutet ebenfalls, dass der kardiogene Schock auf eine
massive NO-vermittelte Vasodilatation durch tbermaRige iNOS-Aktivitit zuriickzufihren ist.''' Bei
derartigen pathophysiologischen Zustianden ist eine Senkung der zu hohen NO-Spiegel eine
therapeutisch sinnvolle Option. Daflir existieren pharmakologische Ansatze, die auf eine direkte
Hemmung der NOS abzielen oder die eine indirekte NOS-Hemmung durch die Inhibition der DDAH zum
Ziel haben.

Beide Konzepte sollen in den folgenden Kapiteln vorgestellt werden.

1.3.2.1 Hemmung der NO-Synthasen

Da die verschiedenen Isoenzyme der NOS sehr unterschiedliche und wichtige physiologische Funktionen
wahrnehmen, sollte eine Inhibition dieses Enzyms auf alle Falle Isoformen-selektiv sein. Die Entwicklung
solcher Hemmstoffe ist aufgrund der hohen Konservierung des katalytischen Zentrums der Isoenzyme
eine grolRe Herausforderung. Bekannte Klassen an NOS-Hemmstoffen reichen auf struktureller Ebene
von Aminosaureanaloga auf Guanidin- und Amidinbasis Gber Isothioharnstoffe bis hin zu verschiedenen
Heterozyklen. Die Wirkspektren der verschiedenen Inhibitoren sind ebenfalls sehr vielfaltig: Neben den
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Substratanaloga im aktiven Zentrum des Enzyms existieren auch Dimerisierungs-Hemmstoffe und

Hemmstoffe der Cofaktoren.*™4

Obwohl mittlerweile eine Vielzahl verschiedenster Verbindungen entwickelt wurde, hat es keine bis zur
Marktreife geschafft. Daflir sind neben der mangelnden Isoformenspezifitdit auch das schlechte
Selektivitatsprofil gegeniber anderen NO-relevanten Enzymen, wie der Arginase oder DDAH
verantwortlich. Derweil ist die Entwicklung von NOS-Inhibitoren stark riicklaufig und beschrankt sich auf
wenige Versuche, iNOS-selektive Verbindungen hervorzubringen.

1.3.2.2 Hemmung der DDAH-1

Eine Hemmung der DDAH stellt eine vielversprechende pharmazeutische Strategie zur indirekten
Beeinflussung der NO-Bildung dar, die auf der Steigerung der ADMA- und NMMA-Konzentrationen
beruht. Die Problematik der direkten NOS-Hemmung besteht in einer potentiellen NO-Blockade mit
verheerenden Nebenwirkungen. Untersuchungen zur DDAH-Hemmung haben gezeigt, dass durch die

endogenen NOS-Inhibitoren ADMA und NMMA eine maximale NOS-Hemmung von etwa 30 % ausgeht.**?

Durch intensive Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen sind in den letzten Jahren vier
potente DDAH-Inhibitoren entwickelt worden, davon zwei mit Amidinstruktur (V-NIO und CI-NIO) und
zwei L-Argininderivate (L-257 und AbMEG). Der 2014 von WANG et al. entwickelte irreversible Inhibitor
CI-NIO stellt den derzeit potentesten Hemmstoff der DDAH dar (K;= 1,3 £ 0,6), der allerdings dhnlich wie
das V-NIO im Vergleich zu L-257 und AbMEG ein schlechteres Selektivitatsprofil gegeniiber NOS und
Arginase aufweist (Abbildung 1-11)."**'*> Der im Arbeitskreis entwickelte Inhibitor AbDMEG stellt den
bisher selektivsten Hemmstoff dar, dessen gleichzeitig sehr gute Wirksamkeit in vitro belegt werden
konnte (Kapitel 6)."* Eine Isoformenselektivitat fiir die hDDAH-1 konnte bisher nur fir das L-257 gezeigt

werden,™ sollte im Rahmen dieser Arbeit aber auch fir AbMEG genauer untersucht werden
(Kapitel 6.6).
O OH
NH,
NH,
NH;, NH;
HNYNH HNYNH
HNy__NH HNNH J/NH J/NH
@) O
cl | |
V-NIO CI-NIO L-257 AbMEG

Abbildung 1-11: Strukturformeln der vier potentesten DDAH-Inhibitoren. V-NIO = NS—(1—Iminobut—3—enyl)—L—
ornithin;*** CI-NIO = N°-(1-Imino-2-chlorethyl)-L-ornithin;*** L-257 = N*-(2-Methoxyethyl)-L-arginin;'** AbMEG = N-
(4—Aminobuty|)—N'—(2—methoxyethy|)guanidin.146
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Bisher wurde noch kein DDAH-Hemmstoff als Arzneistoff zugelassen. Das kdnnte zum einen daran liegen,
dass der Fokus derzeit auf der Entwicklung von Substanzen zur Steigerung der NO-Verfligbarkeit liegt, da
mehr Erkrankungen auf NO-Defizite zurlickzufiihren sind, als auch an den bisher wenigen in vivo-Daten.
Dennoch bleibt eine DDAH-Hemmung bei der Therapie der Migrane und des septischen Schocks eine
sinnvolle pharmakologische Option.

1.3.3 Prodrugs

1.3.3.1 Definition

Prodrugs sind gemaR der IUPAC-Definition Verbindungen, die vor Ausiibung ihrer pharmakologischen

Funktion bioaktiviert werden missen.'*®

Die Entwicklung von Prodrugs ermoglicht es, den
Arzneistoffcharakter  einer ~ Verbindung  durch  Optimierung  seiner  physikochemischen,

pharmakokinetischen und/oder pharmakodynamischen Eigenschaften zu verbessern.

Es handelt sich also um biologisch inaktive Vorstufen von Arzneistoffen, die im Kérper enzymatisch oder
nicht-enzymatisch in ihre Wirkform Gberfihrt werden. Die Notwendigkeit, einen Arzneistoff als Prodrug
zu formulieren, kann aus verschiedenen Griinden gegeben sein, besonders wenn die Verbesserung des
pharmakokinetischen Profils im Vordergrund steht. Oft ist das Ziel, eine Steigerung der oralen
Bioverfligbarkeit und/oder chemischen und metabolischen Stabilitdt zu erreichen. Prodrugs kénnen aber
auch bei Wirkstoffen mit sehr unangenehmen Geruch oder Geschmack sinnvoll sein. Durch
Prodrugstrategien lassen sich auch bestimmte Transportmechanismen adressieren, um einen Arzneistoff
an einen speziellen Wirkort zu bringen, wie es das prominente Beispiel Levodopa (L-DOPA) zeigt. Solange
die Aminosaurefunktion erhalten ist, kann das L-DOPA Uber Aminosduretransporter Barrieren wie die
Blut-Hirn-Schranke tGberwinden und wird erst im ZNS durch Decarboxylasen aktiviert. Auch die in dieser
Arbeit dargestellten neuen NOHA-Prodrugs sollen {iber Zucker- oder Aminosauretransporter in die Zellen

9 Eine Technik, Prodrugs Metabolismus-unabhingig in speziellen Geweben zu

aufgenommen werden.
aktivieren, ist die Photoaktivierung mit UV-Licht. Solche Verfahren werden auch bei der Abspaltung

photolabiler Schutzgruppen angewendet.

Bekannte Arzneistoffe, die als Prodrugs vorliegen, sind z.B. Aciclovir, Omeprazol, Metamizol, Dabigatran,
Tenofovir und das bereits zuvor beschriebene Molsidomin. Haufig handelt es sich bei diesen
Verbindungen um Carbonsdure- oder Carbaminsdureester (Carbamate), die durch Esterasen aktiviert
werden.'”

1.3.3.2 Prodrugstrategien fiir N*-Hydroxy-L-arginin

Heutzutage existieren einige Beispiele fir NO-freisetzende Prodrugs, wie z. B. Molsidomin, dessen
Carbamatstruktur durch Esterasen zum aktiven Metaboliten Linsidomin gespalten wird. Die organischen
Nitrate stellen streng genommen auch Prodrugs dar, da die NO-Freisetzung aus ihnen Metabolismus-
abhangig ist. Auch die Diazeniumdiolate werden aufgrund ihrer mangelnden Stabilitit und um eine

gezieltere NO-Freisetzung zu erreichen als Prodrugs formuliert.™

Neben der Tatsache, dass NOHA das beste bekannte Substrat der NOS darstellt, setzt es NO genau dort
frei, wo es bendtigt wird, da die NO-Freisetzung ausschlieflich NOS-katalysiert ablduft. Dadurch
unterscheidet sich dieser NO-Donor von anderen Verbindungen wie den Nitraten oder Molsidomin. Auch
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eine Toleranzentwicklung ist im Gegensatz zu den Nitraten nicht zu erwarten. Problematisch bleibt aber
NOHAs ungiinstiger Arzneistoffcharakter, der bereits unter Kapitel 1.2.5 beschrieben wurde. Um NOHA
zu einem potentiellen Arzneistoff zu machen, muss diese Verbindung in ein Prodrug tberfiihrt werden.
SCHADE et al. haben dazu bereits umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei stand besonders die
Stabilisierung der N“-Hydroxyguanidinfunktion im Vordergrund. Dazu sind in Abbildung 1-12 einige
Derivatisierungsmaoglichkeiten dargestellt.

[Ester, Ether, Acetal]

zyklisches l
Carbamat

HO..

N (o] /
[offenes Carbamat] —— HZNJJ\H/\/H)kOH

NH,

Abbildung 1-12: Ubersicht {iber verschiedene Derivatisierungsoptionen fiir NOHA nach SCHADE.'”

Es stellte sich heraus, dass durch verschiedene O-Alkylierungen oder das Uberfithren des N*-Hydroxy-
Sauerstoffs in ein glycosidisches Acetal eine deutliche Steigerung der hydrolytischen und oxidativen
Stabilitdat erreicht werden konnte. So konnte belegt werden, dass eine O-Methylierung und
O-Carboxymethylierung die Stabilitdt in alkalischer Lésung (pH9,0) und gegeniber reaktiver
Sauerstoffspezies wie Peroxynitrit drastisch steigern konnte, da unsubstituiertes NOHA unter diesen
Bedingungen praktisch nicht mehr nachweisbar war. O-Glycosidische NOHA-Prodrugs fiihrten zu den
gleichen Ergebnissen. Zusatzlich sollte das Guanidin dhnlich wie die Amidinfunktion des
Dabigatranetexilats (Pradaxa®) in eine Carbamatstruktur eingebaut werden. Diese Modifikation zielte
neben der Stabilisierung der N*-Hydroxy-guanidinfunktion besonders auf eine Steigerung der oralen
Bioverfiigbarkeit ab.'®

Weitere Untersuchungen im Arbeitskreis zeigten, dass alle O-substituierten Prodrugs lber verschiedene
enzymatische Mechanismen aktiviert wurden, mit Ausnahme der N“-Carbamate (Kapitel 3.2.1).
Wahrend Amidincarbamate lber Esterasen bioaktiviert werden kdnnen, war in in vitro Experimenten bei
den Guanidincarbamaten des NOHA keine Carbamatspaltung durch Esterasen zu beobachten.™ So
konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Carbamatstrukturen, in denen der Stickstoff Teil
eines Guanidins ist, auBerordentlich stabile Verbindungen darstellten. BRENNAUER und MATSUMOTO haben
die Stabilitat verschiedener Guanidine untersucht, bei denen ein Stickstoffatom Teil einer Amid- oder
Carbamatstruktur ist. Dabei konnten sehr unterschiedliche Zersetzungsraten der Verbindungen in einem
alkalischen Puffer bei pH 10,4 und 25 °C beobachtet werden. Es stellte sich heraus, dass Amide, die ein
primdres Amin an der w-Position der Alkylseitenkette aufwiesen, schneller degradiert wurden als
analoge Carbamate. Eine mogliche Ursache dafiir war eine intramolekulare Zyklisierung der Seitenkette
zu Lactamen, Imidazolonen oder zyklischen Carbamaten. Bei Carbamaten mit einer reinen
Alkylseitenkette waren keine intramolekularen Ringschliisse méglich und so wurde in den meisten Fallen
keine Reaktion unter denselben Bedingungen beobachtet. Auch bei einfachem Acetylguanidin fand eine
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deutlich verlangsamte Zersetzung statt (t;;,= 10 h). Daraus wurde geschlussfolgert, dass Guanidine mit
Carbamatstruktur generell stabiler gegenilber basischer Hydrolyse waren als analoge Guanidine mit
Amidstruktur. Intramolekulare Effekte wie Zyklisierung beschleunigen die Degradation erheblich. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass auch Guanidine mit rein aliphatischer Amidstruktur eine deutlich
hohere Halbwertszeit bei pH 10,4 aufwiesen als alle mit einem terminalen nukleophilen Heteroatom in
der Amid-Seitenkette.”>*"**

Diese Untersuchungen untermauern die Ergebnisse von SCHADE et al., dass alle NOHA-Prodrugs mit
Carbamatstruktur stabilitatsbedingt in vitro durch Carboxylesterasen nicht bioaktiviert werden konnten.
Auch die in Kapitel 3.2.3 beschriebene Problematik bei der Abspaltung der Ethylcarbamat-Schutzgruppe
(Eoc) kénnte ebenfalls auf diese hohe Stabilitdt zurlickzufiihren sein. Die Frage, ob die hohe Stabilitat
durch mesomere Effekte zu erklaren ist oder die hohe Elektronendichte am Guanidin moglicherweise die
Elektrophilie des Carbamatkohlenstoffs herabsetzt, ist nicht geklart.

O-acylierte Prodrugs oder Derivate mit einer zyklischen Carbamatstruktur aus N“-Stickstoff und
N“-Hydroxy-Sauerstoff waren synthetisch nicht zugénglich.'®

Eine zusatzliche Prodrugstrategie fir NOHA besteht in der Veresterung der a-Carboxylgruppe, die vor
allem auf die Steigerung der Lipophilie abzielt und dadurch besonders passive Transportmechanismen
durch Diffusion adressiert. Durch diese Modifikation wird allerdings der Transport (Uber
Aminosduretransporter limitiert.

1.3.4 Stand der Technik

Die Entwicklung neuer NO-modulierender Arzneistoffe zur Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen
ist nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung. Verbindungen, die auf verschiedenste Weise in die
Regulation des NO-Stoffwechsels eingreifen, um die NO-Verfiigbarkeit zu steigern oder zu senken,
bleiben ein wertvolles und erfolgversprechendes pharmazeutisches Konzept. Das bereits erwdhnte
Riuciguat der Firma Bayer als erster zugelassener Stimulator der |6slichen Guanylylcyclase zeigt, dass
neben bewahrten Strategien auch neue Targets in den Blickpunkt pharmazeutischen Interesses riicken.
Auch die klassischen NO-Donoren wie ISDN, ISMN, GTN, Molsidomin und das Pentaerithrityltetranitrat
(PETN) sind heutzutage trotz des Risikos einer Toleranzentwicklung haufig verschriebene Arzneimittel zur
Behandlung NO-defizitarer Krankheiten wie beispielsweise die koronare Herzkrankheit mit Angina
pectoris und Atherosklerose. Generell stellt die Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen auch aus
finanzieller Sicht ein attraktives Ziel zukiinftiger Forschung dar, da im Jahr 2011 Angiotensinhemmstoffe
den ersten und Betarezeptorenblocker den dritten Platz der verordnungsstarksten Indikationsgruppen in
der GKV darstellten.™*

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Prodrugs von NOHA avisieren besonders die chronische
Anwendung zur Prophylaxe und/oder Therapie von Erkrankungen, die mit endothelialer Dysfunktion
assoziiert sind. Die Notwendigkeit eines Prodrugkonzeptes fiir die Realisierung dieser therapeutischen
Strategie wurde bereits im vorherigen Kapitel 1.3.3.2 zum Ausdruck gebracht. Die Idee, dabei
Monosaccharide als Prodruggruppen einzusetzen, ist bereits an anderen Verbindungen erfolgreich
gezeigt worden. In neueren Untersuchungen werden diese Prodruggruppen besonders bei den instabilen
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Diazeniumdiolaten eingesetzt, die zur Klasse der spontan freisetzenden NO-Donoren gehéren (Abbildung
1-13).150155

Ho OH OH

o HO o}
HO o I HO o)
N
N\

PYRRO/NO SARCO/NO

Abbildung 1-13: Strukturen literaturbekannter NO-freisetzender Monosaccharid-Prodrugs.l‘r’O'155

WU et al. konnten zeigen, dass das B-Galactosekonjugat PYRRO/NO im Vergleich zu analogen Glucose-
und Mannosekonjugaten am besten enzymatisch aktiviert wurde und deutlich stabiler war als das
Aglycon.™ In weiteren Untersuchungen wurde ein Diazeniumdiolat-Prodrug auf der Basis von N-
Acetylglucosamin und Sarkosinmethylester entwickelt, welches von der N-Acetylglucosaminidase
erfolgreich aktiviert wurde. Der Vorteil von SARCO/NO bestand darin, dass beide Prodruggruppen aus

toxikologischer Sicht unkritisch zu bewerten waren.**°

Aus den Erkenntnissen von SCHADE und anderen Arbeitsgruppen konnte abgeleitet werden, dass das
Konzept glycosidischer Prodrugs eine erfolgversprechende pharmazeutische Strategie fir die
Entwicklung neuer NO-freisetzender Prodrugs darstellte.
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2 ZIELSETZUNG

2.1 Synthese von enantiomerenreinem N°-Methyl-L-arginin und N°-Methyl-L-
ornithin

Die (patho)physiologische Bedeutung N“-methylierter Arginine wie NMMA und ADMA sind heutzutage
gut untersucht. Jingste Arbeiten lieferten den Beweis, dass das bisher nur in Hefen nachgewiesene NC-
Methyl-L-arginin erstmals auch im Menschen detektiert werden konnte, obgleich dessen biologische
Funktion im Organismus noch unbekannt ist.”” Durch diese Entdeckung wurde der Grundstein
zukinftiger Forschungsarbeiten zu der biologischen Funktion dieser Verbindung gelegt, die auf die
Verfligbarkeit des natirlich vorkommenden L-Enantiomers angewiesen sein werden.

In der Literatur wurden bereits Synthesestrategien fir die Darstellung von N°-Methyl-L-arginin
beschrieben, die aber bisher nur die racemische Aminosdure lieferten. SCHADE et al. konnten unter
Optimierung verschiedener Reaktionsbedingungen eine Synthese entwickeln, die N°-Methyl-L-arginin in
einer optischen Reinheit von lber 98 % ee zugadnglich machte. Das Risiko einer Racemisierung des

optisch reinen Ausgangsmaterials war aber auch bei diesem neuen Ansatz durch das weiterhin Tosyl-

basierte Schutzgruppenkonzept nach wie vor sehr hoch.***¢1%

o)

HoN OH

NHBoc
3

j Neues Schutzgruppenkonzept 1

H,N TMOH HITI/\/H)kOH
CHs NH, CHs NH,

1 2

Abbildung 2-1: Zielsetzung zur Darstellung von enantiomerenreinem N‘S-MethyI-L-arginin und -ornithin.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch Optimierung des Schutzgruppenkonzeptes eine Synthese
entwickelt werden, die ausgehend von dem geschiitzten L-Ornithin 3 sowohl das N5-MethyI-L-arginin 1
als auch dessen potentiellen Metaboliten Né-MethyI-L-ornithin 2 in enantiomerenreiner Form zuganglich
machte (Abbildung 2-1). Daher war auch die Entwicklung einer chromatografischen Analytik, mit der ein



2 Zielsetzung 23

valider Nachweis fiir die hohe optische Reinheit erbracht werden konnte, von zentraler Bedeutung, da
klassische chiroptische Methoden wie die Polarimetrie keine Informationen dariiber liefern, in welchem
Verhaltnis zwei Enantiomere zueinander vorliegen.

2.2 Entwicklung acetalischer Prodrugs des N”-Hydroxy-L-arginins

Bisher konnte noch kein Substrat der NOS identifiziert werden, aus dem eine héhere NO-Freisetzung
erzielt wurde als aus N“-Hydroxy-L-arginin. Dariiber hinaus stellt NOHA einen potenten Hemmstoff der
Arginase dar und konnte durch diesen dualen und selektiven Wirkmechanismus ein vielversprechender
Arzneistoffkandidat zur Steigerung der NO-Verfligbarkeit fiir die Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen werden. Der schlechte Arzneistoffcharakter von NOHA hinsichtlich hydrolytischer und
metabolischer Stabilitat macht allerdings einen direkten therapeutischen Einsatz, vor allem zur peroralen
Applikation, unmoglich.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Strategien entwickelt werden, um NOHAs mangelnde
Arzneistoffqualitdten zu verbessern. Von SCHADE und KOTTHAUS konnten in fritheren Arbeiten chemische
Derivatisierungen an NOHA beschrieben werden, die sowohl die hydrolytische als auch die metabolische
Stabilitat erhohten. Dabei stand vor allem die N- und O-Substitution der N-Hydroxyguanidinfunktion im
Vordergrund. Durch einfache O-Alkylierungen konnten stabile Prodrugs dargestellt werden, deren
pharmakologisches Profil allerdings durch die CYP-abhdngige Bioaktivierung und dem damit
verbundenen Interaktionspotential deutlich eingeschrankt wurde. Durch die Entwicklung eines O-
acetalischen Prodrugs durch Konjugation mit Galactose konnte ein ebenfalls stabiles und CYP-
unabhangiges Prodrug synthetisch zuganglich gemacht werden. Die biologische Evaluierung dieser
Prodrugstrategie zeigte an einer einfachen Modellverbindung, dass der Zuckerrest Galalactosidase-
katalysiert abgespalten werden konnte, die Bioaktivierung der N“-Carbamate durch Esterasen in in vitro

Ansitzen allerdings nicht gelang.'®**

Fokus auf
O-Substitution

g ‘ OR!
/f[lj\ i o Derivatisierung . R10WO\N o
. | > ;
: ' OH \""""""",::::::
; HeN H/\/\(U\ : HzN’-iLN/\/\Hj\ORZ
N . ; NH, A, " H
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Abbildung 2-2: Ubersicht (iber das neue Prodrugkonzept fiir N-Hydroxy-L-arginin (NOHA).

Zuckerkonjugate von NOHA stellen besonders aus pharmakokinetischer Sicht hochinteressante
Verbindungen dar, da sie nicht-toxische Abgangsgruppen liefern, {ber Zucker- oder
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Aminosduretransporter resorbiert und Glycosidase-abhangig bioaktiviert werden konnen. Durch
Verbindungen mit hoherem Substitutionsgrad (z.B. Ester) werden im Gegensatz dazu vorwiegend passive
Transportmechanismen angesteuert.

Aus den bisherigen Erkenntnissen {ber NOHA-Prodrugs sollte in dieser Arbeit der Fokus auf
O-acetalische und zugleich carbamatfreie Derivate gelegt werden. Dazu sollte fir spatere biologische
Untersuchungen eine Serie unterschiedlich substituierter O-Galactosyl- und O-Glucosyl-Prodrugs
synthetisiert werden, die Uber keine N“-Carbamatstruktur verfiigten und an der a-Carboxylgruppe
optional verestert vorlagen (Abbildung 2-2). Dazu musste aus synthetischer Sicht zunachst ein komplett
neuartiges orthogonales Schutzgruppenkonzept erarbeitet werden, das kompatibel mit NOHAs
anspruchsvollem Stabilitatsprofil war. Dieses Schutzgruppenkonzept sollte anfanglich an einfachen
Modellverbindungen etabliert werden, um danach auf die Darstellung verschiedener NOHA-Prodrugs
Ubertragen zu werden.

Um die breite Einsatzfahigkeit des neuen Synthesewegs zu testen, sollte ebenfalls ein NOHA-Prodrug mit
einer offenen, nicht Monosaccharid-basierten O-Acetalstruktur dargestellt werden.

2.3 Herstellung, Reinigung und Kristallisation der humanen DDAH-1

Die Entwicklung neuer Inhibitoren der hDDAH-1 ist im Arbeitskreis CLEMENT Gegenstand langjahriger
Forschung. Diese intensiven Untersuchungen brachten eine Vielzahl unterschiedlichster Amidin- und
Guanidin-basierter Verbindungen hervor, die wertvolle Erkenntnisse Uber die Struktur-
Wirkungsbeziehungen zwischen dem Enzym und den Hemmstoffen lieferten. Dabei gelangten
verschiedene Leitstrukturen in den Vordergrund, die trotz erheblicher struktureller Unterschiede alle
wirksame hDDAH-1-Inhibitoren darstellten und gleichzeitig verschiedene Selektivitdtsprofile gegenlber
Arginase und NOSs aufzeigten (Abbildung 2-3).

macht a—-COOH
entbehrlich

Modulation der NO-Bioverfiigbarkeit

N NH,
-7 (HOOC) . SAR-Studien

. N X '.
Y K Struktur-
aiNage 6 A optimierung
Arginase V-NIO

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der komplexen Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen den
Schliisselenzymen der NO-Regulation und den Leitstrukturen verschiedener Modulatoren. SAR = Struktur-
Wirkungsbeziehungen
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Zum besseren Verstandnis dieser komplexen Zusammenhange sollte im Rahmen dieser Arbeit die
humane DDAH-1 mit und ohne den bis heute wirksamsten und zugleich selektivsten Hemmstoff AbMEG
(co)kristallisiert werden. Die Kristallstrukturen sollten letztendlich Aufschluss dartiber geben, welche der
strukturellen Merkmale des AbMEGs fiir die Potenz und Selektivitdt verantwortlich sind. Dazu musste
zunachst eine ausreichende Menge des Proteins rekombinant hergestellt werden. Anders als die
bisherigen im Arbeitskreis etablierten Methoden zur rekombinanten Herstellung der hDDAH-1 in
kleineren Schittelkulturen, sollte in dieser Arbeit ein Verfahren zur GroRRherstellung des Proteins in
einem Fermenter entwickelt werden, das die fiir die Kristallisationsscreenings benétigte Menge von
mindestens 10 mg hochreinen Proteins liefern konnte. Kristallisationsuntersuchungen stellen héchste
Anspriiche an die Reinheit von Proteinen. Um diesem Erfordernis nachzukommen, mussten Methoden
entwickelt werden, mit denen das rekombinant gewonnene Protein anschlieRend (ber verschiedene,
hintereinandergeschaltete chromatografische Verfahren gereinigt werden konnte. Auf Seite des
Inhibitors sollte AbMEG in verschiedene Salzformen Uberfiihrt werden, um deren Einfluss auf die
Cokristallisation mit der hDDAH-1 zu analysieren. Die (Co)Kristallisationsuntersuchungen sollten in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von SCHADE und VETTER an der Technischen Universitat in Dortmund
sowie dem Max-Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund durchgefiihrt werden.
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3 SYNTHESEN

3.1 Synthese von enantiomerenreinem N°-Methyl-L-arginin und N°-Methyl-L-
ornithin

3.1.1 Einleitung

Die (patho)physiologische Bedeutung von N°-methylierten Argininderivaten ist schon lange Gegenstand

119

unserer Untersuchungen.™ Bis heute ist aber die Funktion der posttranslationalen N°-Methylierung von

Argininresten in Lebewesen noch weitestgehend unbekannt. N®-Methylarginin und -ornithin konnten in
der Vergangenheit bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen erfolgreich synthetisiert werden."*****>#
Die optische Reinheit der Verbindungen wurde in diesen Arbeiten nicht untersucht oder war von
geringfligiger Bedeutung. Bisher wurde nur von SCHADE et al. eine Synthese fir Né-methylierte
Argininderivate beschrieben, die Produkte mit nachweislich hoher Enantiomerenreinheit lieferte. Diese

Synthesestrategie sollte im Rahmen dieser Arbeit optimiert werden.'**

3.1.2 Synthesestrategien

Die synthetische Herausforderung bei der Darstellung von N°-Methyl-L-arginin 1 und -ornithin 2
(Abbildung 3-1) bestand in der selektiven Methylierung der N°-Position. Wahrend N“-alkylierte
Argininderivate durch die Umsetzung von Thiocitrullinen mit einem entsprechenden Alkylamin
aufgebaut werden konnten, musste die Methylgruppe bei 1 bereits vor dem Aufbau der
Guanidinfunktion eingefihrt werden.*’

HoN 'r/\/ﬁ)kOH H,Il/\/\HkOH
CHj NH, CHs; NH,
1 2

Abbildung 3-1: Strukturen des NB-MethyI-L-arginin 1 und -ornithin 2, die im Rahmen dieser Arbeit in
enantiomerenreiner Form synthetisiert wurden.

Es wurden bereits einige Versuche im Arbeitskreis unternommen, einen gemeinsamen Syntheseweg fiir
die beiden Aminosauren 1 und 2 zu entwickeln. SCHADE et al. konnten bereits eine Synthese beschreiben,
die beide Verbindungen in hoher optischer Reinheit von > 98 % ee lieferte (Abbildung 3-2)."**'* Dabei
wurde in einer flinfstufigen Synthese zunachst ausgehend von L-Ornithin 11 das Né-MethyI-L-ornithin 2
dargestellt. Dazu musste 11 zunachst in einen Kupferkomplex Uberfiihrt werden, um die Seitenkette
selektiv tosylieren zu kénnen. Durch eine zusatzliche Benzoyl-Schutzgruppe an der a-Aminogruppe,
konnte die N°-Position von 12 anschlieBend selektiv methyliert werden, was zu Verbindung 13 fiihrte.
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Abbildung 3-2: Synthese von N‘S-MethyI-L-arginin 1 und -ornithin 2 nach ScHADE et al..”*>** a) basisches CuCOs; b)

Tosylchlorid in Et,0, 2 N NaOH 71 % flr beide Schritte; c) Benzoylchlorid, 2 N NaOH, 79 %; d) Dimethylsulfat, NaOH,
90 %; e) HBr (47 % in Eisessig), 1,5 h Riickfluss, 85 %; f) Triethylboran in DME, 72 h Riickfluss, 89 %; g) N,N'-Bis(tert-
butyloxycarbonyl)thioharnstoff 16, TEA, HgCl, in DMF, 37-41 %; h) 1. 1,5 N HCI, 1 h 100 °C, 2. TFA, 1 h RT, 85 %.

Die Deprotektion von 13 war in der gesamten Synthesesequenz aufgrund der méglichen Racemisierung
von 2 der kritischste Schritt. Die Abspaltung der Tosyl-Schutzgruppe mit Bromwasserstoff in Eisessig
wurde bereits von Luzzi und MALETTA beschrieben, ohne die bei diesen Reaktionsbedingungen
unvermeidbare Racemisierung zu untersuchen.” Der Mechanismus einer siurekatalysierten
Racemisierung am Kohlenstoff in a-Position ist durch Protonierung des Carboxylsauerstoffs zu erklaren.
Das dabei entstehende ionische Intermediat bildet durch Protonenabspaltung am a-Kohlenstoffatom ein



28 3 Synthesen

Enol 18, an dessen Doppelbindung wiederum ein Proton addiert werden kann. Diese Addition kann von
beiden Seiten erfolgen, sodass sich aus der Riickreaktion dieser Gleichgewichtsreaktion sowohl die L- als
auch die b-Form bilden kann (Abbildung 3-3).1°%*%

HOD HO HHOD
R"’|PkOH (0. MO, R%OH 1H0%-HQ HsNT,,PkoH
-H20,+H30+ + - H30*, + H,0O
+ 3 ) 2
HaN" 47 HaN" g R 19
+Hz0", || +H,0, + H30", || +H20,
-H,0 || -H;0* -H,0 || - H30"

o)

0]
H
R | HoN,
“ OH ’ OH
HaN* R
L-Form D-Form
20 21

Abbildung 3-3: Mechanismus einer saurekatalysierten Racemisierung in wassriger Losung nach FRIEDMAN.™®

Diese fiir die Racemisierung verantwortliche Gleichgewichtseinstellung verldauft schneller bei erhéhter
Temperatur. Auch durch den Einfluss starker Basen tritt Giber ein intermedidres Enol Racemisierung

ein.*®

Es stellte sich heraus, dass zur Minimierung der Racemisierung des optisch reinen
Ausgangsmaterials, die Reaktionszeit auf 1,5 h verkiirzt werden musste. Zusatzlich durfte die Temperatur
beim Entfernen des Bromwasserstoffs im Vakuum (< 1 mbar) 50-60 °C nicht tberschreiten.”** Bevor die
Guanidierung stattfinden konnte, musste die Aminosaurefunktion von 2 geschiitzt werden. Dafiir wurde
2 u.a. mit Triethylboran in den Boroxazolidinon-Komplex 14 {berfiihrt. Die Guanidierung zum
vollgeschiitzten ~ N®-Methyl-L-arginin =~ 15  wurde  durch  Behandlung  mit  N,N"“Bis(tert-

butyloxycarbonyl)thioharnstoff 16 realisiert, mit anschlieBender Deprotektion zu 1.

3.1.3 Optimierung des Schutzgruppenkonzepts

Da die in Kapitel 3.1.2 beschriebene Abspaltung der Tosyl-Schutzgruppe mit Bromwasserstoff auch unter
optimierten Bedingungen nach wie vor ein groRes Racemisierungsrisiko darstellte, sollte zunachst das
Schutzgruppenkonzept Uberarbeitet werden. Es war bekannt, dass die Abspaltung von Tosyl-

162,163

Schutzgruppen nur unter drastischen Bedingungen zu realisieren war. Aus diesem Grund erschien

der Austausch der Tosyl-Schutzgruppe naheliegend.

Ein erklartes Ziel dieser Arbeit war, eine gemeinsame Synthese fiir 1 und 2 zu entwickeln, bei der das
Risiko einer Racemisierung des optisch reinen Ausgangsmaterials auf ein Minimum reduziert ware. Dafilr
stand bei der Auswahl der Schutzgruppen besonders deren moglichst schonende Abspaltung im
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Vordergrund. Zusatzlich musste gewahrleistet werden, dass eine selektive Monomethylierung der
N®-Position méglich wire. Der Vorteil der Uberfiihrung des Stickstoffs an &-Position in ein Sulfonamid
war, dass durch den elektronegativen Effekt der benachbarten Sulfonyl-Gruppe die NH-Aciditat
gesteigert und somit die basenkatalysierte Monomethylierung mit klassischen Methylierungsreagenzien
wie Methyliodid oder Dimethylsulfat erleichtert werden konnte.'® Eine Weiterentwicklung der Tosyl-
Schutzgruppen stellten die strukturell sehr dhnlichen 2- bzw. 4-Nitrophenylsulfonamid-Schutzgruppen
(2-NBS bzw. 4-NBS) dar.’®*'®® Diese NBS-Schutzgruppen lieBen sich analog zu den Tosyl-Schutzgruppen
einfiihren, zeichneten sich aber durch schonendere Abspaltungsbedingungen aus. Gleichzeitig blieb die
Moglichkeit der selektiven Monomethylierung des Sulfonamid-Stickstoffs durch ein klassisches
Alkylierungsreagenz wie Methyliodid erhalten. Durch die Behandlung dieser o- oder
p-Nitrophenylsulfonamide mit einem nukleophilen Reagenz wie Thiophenol in DMF lieRen sich die

entsprechenden methylierten Aminosauren effizient freisetzen.*** %

Bei dieser Reaktion greift das freie
Elektronenpaar des Schwefelatoms der Thiol-Gruppe nukleophil in 1-Position des desaktivierten
Aromaten an, wobei sich der intermedidare Meisenheimer-Komplex unter Abspaltung von
2-Nitrodiphenylsulfid auflést. Das Sulfonamid setzt anschlieBend unter Bildung von Schwefeldioxid das
gewiinschte sekundare Amin frei. Mit dieser Schutzgruppentechnik sollte die Gefahr einer Racemisierung

auf ein Minimum reduziert werden.

Abbildung 3-4: Darstellung des optimierten Schutzgruppenkonzeptes fiir die Darstellung von 1 und 2.

Bevor die 2-NBS-Schutzgruppe an der Seitenkette des Ornithins eingefiihrt werden konnte, musste
zunachst die a-Aminosaurefunktion ausreichend geschiitzt werden, um eine unerwiinschte Methylierung
der a-Aminogruppe oder eine Veresterung der Carbonsaure zu verhindern. Diese Protektion sollte durch
eine klassische Veresterung der Carbonsaure zu einem tert-Butylester und eine doppelt Boc-geschiitzte
a-Aminogruppe realisiert werden (Abbildung 3-4). Bei Aminosduren mit funktionellen Gruppen in der
Seitenkette bedarf die Einfiihrung dieser Schutzgruppen allerdings mehrerer Schritte.®’
Kombination von Boc- und tert-Butyl-Schutzgruppen ist zusatzlich, dass sie gleichzeitig in einem Schritt

Ein Vorteil der

abgespalten werden konnen. Dies kann sdurekatalysiert durch Behandlung mit Trifluoressigsaure
erfolgen oder schonender mit Chlorwasserstoff in absolutem Diethylether unter Schutzgasatmosphare.
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3.1.4 Synthese von Na-MethyI-L-ornithin

Zunichst wurde die Aminogruppe in der Seitenkette des kommerziell erworbenen N®-Boc-L-ornithins 3
durch Behandlung mit Phthalanhydrid 23 in das Phthalimid 24 Gberfihrt, um die selektive Protektion der
a-Aminosaurefunktion zu erméglichen (Abbildung 3-5)."°® Da die fiir eine Methylierung zugéngliche
a-Carbonsdure ebenfalls geschitzt werden musste, wurde das Phthalimid-geschitzte Ornithin 24
zusatzlich mit tert-Butylbromid 25 verestert.'® Der Einsatz von K,CO; diente dabei zur Deprotonierung
der Carbonsdure. Das polar aprotische Losungsmittel Dimethylformamid (DMF) eignete sich fiir die
Veresterung durch Alkylierung besonders gut als Losungsmittel, da es die wahrend der Reaktion
auftretenden polaren Ubergangszustiande gut stabilisieren konnte (nicht gezeigt).'”®

0
o}
0] o) 0]
23 0O
H,N OH > N OH
NHBoc CoCly, NHBoc
100 °C, 6 h o)
3 24, 60-70 %
BTEAC, K,CO3,
DMAC, Br
55°C,5h 25
0 O 0 O
Boc,O
N OBu == N OBu
MeCN, DMAP
N ’ ' NHBoc
o Boc” TBoc Ar-Atm, 0
RT, 24-48 h
27,77 % 26, 93 %

N,H,*H,0 CH,Cl, / MeOH
1:1,RT,24h

28,90 %

Abbildung 3-5: Synthese des N* N®-Bis-(tert-butyloxycarbonyl)-L-ornithin-tert-butylesters 28 ausgehend von optisch
reinem N*-Boc-L-ornithin 3.

Um die bereits in Kapitel 3.1.3 erwdhnte Methylierung der einfach Boc-geschiitzten N®-Position zu
verhindern, wurde 26 durch Behandlung mit Di-tert-butyldicarbonat (Boc,0) und katalytischen Mengen
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136,171 Diese

4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) zu der vollstiandig geschiitzten Verbindung 27 umgesetzt.
Synthese musste aufgrund der hohen Reaktivitdt des Boc,0 gegeniiber Wasser in trockenem Acetonitril
unter Schutzgas erfolgen. Durch eine anschlieBende Hydrazinolyse konnte die Phthalimid-Schutzgruppe
abgespalten und das primdre Amin 28 erhalten werden. Dieses Reaktion stellt den finalen Schritt der
Gabriel-Synthese dar."””> Hydrazin eignete sich aufgrund seines a-Effekts fiir die Abspaltung der
Phthalimid-Schutzgruppe besser als beispielsweise Methylamin, da die Hydrazinolyse im Gegensatz zu

f.1217% Das so in einer sehr guten

klassischen Hydrolysen bei wesentlich milderen Bedingungen ablie
Ausbeute erhaltene Ornithin 28 war an seiner Aminosaurefunktion vollstandig geschiitzt, wohingegen

der Stickstoff in 6-Position fiir die folgende Einfiihrung der 2-NBS-Schutzgruppe zuganglich wurde.

O, 0O
\
-

©: -
0 NO 0
NO, 20 P
29 S_ .
HoN OBu - N OBu
EtsN, CH,Cl,, H N
Boc” \Boc

N
Boc”~ “Boc RT,2h

28,90 % 30, 78 %

SH
(0] ©/ NO (0]
HsC 2 O\\S//O
’ \H OBu < 2 \ITI 0'Bu
CH N
3 Boc” Boc

K»CO3 DMF,
Mel RT. 6 h

K,CO3 DMF,

N
" “Boc RT, 2 h

Boc

33,89 % 31,82 %

HC|(g), Et20 abs,

No-Atm,
0 °C, 20 min
0
.
\ITI" OH
CHs; NH,* CI

2,89 %
(21 % Gesamtausbeute)

Abbildung 3-6: Synthese des N5—MethyI—L—ornithins 2.

Durch die Behandlung von 28 mit einem Uberschuss an 2-Nitrophenylsulfonylchlorid 29 und Triethylamin
(TEA) als Hilfsbase konnte das Sulfonamid 30 synthetisiert werden (Abbildung 3-6). Nach der selektiven
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Methylierung der N®-Position mit Methyliodid folgte die entscheidende basenkatalysierte Abspaltung der
2-NBS-Schutzgruppe mit Thiophenol in DMF. Diese Reaktion verlief problemlos bei Raumtemperatur. Das
so gewonnene universelle Intermediat 33 war die gemeinsame Schlisselverbindung fiir die
anschlieRende Synthese der beiden Zielverbindungen 1 und 2. Mit diesem entscheidenden Schritt
konnte das in Kapitel 3.1.3 beschriebene Schutzgruppenkonzept erfolgreich umgesetzt werden. Fir die
finale Deprotektion der a-Aminosdurefunktion von 33 wurde unter absolutierten Bedingungen fiir 20
Minuten mit Chlorwasserstoff begast. Diese schonende Behandlung sollte eine saurekatalysierte
Racemisierung verhindern. Das gewiinschte N°-Methyl-L-ornithin 2 konnte nach Aufarbeitung tber
RP-18-Saulenchromatografie als stark hygroskopisches Dihydrochlorid isoliert werden.

3.1.5 Synthese von N5-MethyI-L-arginin

Fur die Darstellung des N°-Methyl-L-arginins 1 musste zunéchst die Guanidinfunktion aufgebaut werden
(Abbildung  3-7). Dafiur wurde in  Anlehnung an  ScHADE et al.  N,N'-Bis(tert-
butyloxycarbonyl)thioharnstoff 16 eingesetzt.”* Statt des sehr toxischen und weniger effizienten HgCl,
konnte fir die Entschwefelung 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDCI) eingesetzt werden.
EDCI ist wie das Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) ein klassisches Kopplungsreagenzreagenz in der
Peptidsynthese und kann durch den aktivierenden Effekt auf die C-S-Doppelbindung unter Bildung eines
entsprechenden Thioharnstoffs zum Guanidinaufbau eingesetzt werden.'”® Statt des schwerl&slichen
Quecksilbersulfids kann der entstandene 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylthioharnstoff aufgrund
seiner basischen tertidren Aminfunktion mit stark verdiinnter HCl (1 %) durch Ausschitteln entfernt
werden. Da das EDCI als Hydrochloridsalz vorlag, musste N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) als Hilfsbase
eingesetzt werden. Nach Aufarbeitung mittels Flashchromatografie konnte das vierfach Boc-geschiitzte
Intermediat 34 in einer sehr guten Ausbeute isoliert werden.

I
Boc
Q BocHN” “NHBoc N Q
HaC 16 )J\
H OBu - BocHN ITI OBu
DIPEA, EDCI
N , , CH N
Boc” “Boc CHxCl, RT, 2 h * Boc” “Boc
33 34,98 %
HC'(g), Et20 abs,
N2-Atm,
0 °C, 45 min
Ho _H
\)'\Ji cr 0
H,N ITI OH
CHs NH,* CI

1, 84 % (20 % Gesamtausbeute, 10 Stufen)

Abbildung 3-7: Synthese des N5—MethyI—L—arginins 1.
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Analog zu 2 wurde die finale Deprotektion der Verbindung 34 unter absolutierten Bedingungen durch
Begasen mit Chlorwasserstoff durchgefihrt. Das N°-Methyl-Ll-arginin 1 konnte ebenfalls nach
saulenchromatografischer Aufarbeitung auf einer Umkehrphase als Dihydrochlorid isoliert werden.

Der Versuch, eine von LEBLEU et al. beschriebene direkte Methylierung primarer Amine mit
Methyltrifluormethansulfonsdure auf Verbindung 28 zu tbertragen, lieferte neben dem Edukt und dem
dimethylierten Nebenprodukt zwar auch die gewiinschte monomethylierte Verbindung 33 (Abbildung
3-8), scheiterte allerdings an der schwierigen und wenig effizienten sadulenchromatografischen
Aufarbeitung des Produktgemisches.'’®

N
F,C”~ ~o~ in Hexafluoriso-
35 propanol, RT, 1 h

(0] O (0]
H,;C H3C
HQNMO’BU + 03 \H/\/ﬁ)kotBu + 3 \wj/\/ﬁ)kotBu
N N CH N
Boc~ “Boc Boc”~ “Boc 3 Boc”~ “Boc

28, 10 % (MS) 33, 60 % (MS) 36, 15 % (MS)

Abbildung 3-8: Alternativer Methylierungsversuch der N°-Position in Anlehnung an LEBLEU et al.M”®

Durch den Einsatz des sauer reagierenden Hexafluorisopropanols sollte die Elektrophilie der
Methylgruppe der Methyltrifluormethansulfonsdure erhoht und gleichzeitig die Nukleophilie des
entstehenden monomethylierten sekundaren Amins herabgesetzt werden. Die dadurch gesenkte
Tendenz des monomethylierten Amins zur weiteren Methylierung sollte eine Selektivitat hinsichtlich
monomethylierter Produkte von bis zu 90 % erzeugen. Eigene Untersuchungen mittels LC-MS-Analytik
konnten diese Selektivitat nicht bestatigen.

Eine Moglichkeit, die Produkte mit unterschiedlichem Methylierungsmuster direkt und ohne
Aufarbeitung zu nutzen, wiare eine Behandlung mit Bromcyan im Sinne eines Von-Braun-Abbaus
gewesen. Bei dieser Reaktion entstiinde aus dem tertidren Amin 36 ein Cyanamid, welches nach
Reaktion mit Hydroxylamin ein N-Hydroxyguanidin bilden wirde. Dieses Hydroxyguanidin hatte
anschlieBend hydrogenolytisch zum gewiinschten Produkt 1 umgesetzt werden kdnnen.'***3%14®
Aufgrund der geringen Ausbeute von 15 % bei der Darstellung des tertidren Amins wurde auf diese
Option verzichtet.
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3.1.6 Zusammenfassung und Ausblick

Ein Ziel dieser Arbeit war, einen gemeinsamen Syntheseweg flir enantiomerenreines N5-MethyI-L-arginin
1 und -ornithin 2 zu entwickeln.

SCHADE et al. konnten zwar beide Verbindungen in einer Enantiomerenreinheit von > 98 % ee darstellen,
verlieBen sich aber weiterhin auf eine Tosyl-Schutzgruppen basierte Synthesestrategie, die ein hohes
Risiko fiir die Racemisierung der Aminosauren darstellte. Durch Austausch der Tosyl-Schutzgruppe durch
eine strukturell dhnliche 2-Nitrophenylsulfonamid-Schutzgruppe, dessen schonende Abspaltung die
optische Reinheit der Verbindungen nicht beeinflusste, konnte die Synthese grundlegend optimiert
werden. Thiophenol lieferte dafiir das optimale Abspaltungsreagenz, das im Sinne einer nukleophilen
aromatischen Substitutionsreaktion (SyAr) die 2-NBS-Schutzgruppe effizient entfernte, ohne dabei die
optisch aktive Aminosadurefunktion zu beeintrachtigen. Absolutierte Bedingungen fiir die finale
Deprotektion verhinderten dariiber hinaus jegliche Racemisierung und bildeten eine weitere wichtige
Weiterentwicklung zu den bisher beschriebenen Synthesestrategien.

Durch die Darstellung der universellen Vorstufe 33 war es gelungen, eine Verbindung zu erzeugen, aus
der beide angestrebten Zielverbindungen 1 und 2 hervorgingen. Die Gesamtausbeute der insgesamt
zehnstufigen Synthese lag bei 20 % fiir 1 und 21 % fiir 2. Die Untersuchung der Enantiomerenreinheit
beider Substanzen ist in Kapitel 5 detailliert beschrieben.

Mit den beiden enantiomerenreinen Aminosduren 1 und 2 ist es in Zukunft moglich, biologische
Untersuchungen durchzufiihren, die auf das Vorhandensein natirlich vorkommender L-Aminoséuren
bzw. deren Metabolite angewiesen sind. So soll es moglich werden, die (patho)physiologische Bedeutung
der N®-Methylierung von Arginin und seiner Derivate in Lebewesen besser zu verstehen.
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3.2 Synthese acetalischer Prodrugs des N”-Hydroxy-L-arginins

3.2.1 Einleitung

Prodrugs von Arzneistoffen mit Amidin- und Guanidinstruktur sind Bestandteil unserer langjahrigen
intensiven Forschung im Arbeitskreis und wurden im Rahmen vieler vorangegangener Arbeiten
synthetisiert und biochemisch charakterisiert. N*-Hydroxy-L-arginin ist als physiologisches Intermediat
der NOS-katalysierten NO-Freisetzung eine besonders interessante Verbindung hinsichtlich der
Behandlung von Erkrankungen, die auf ein NO-Defizit zuriickzufiihren sind. Wahrend bei der Entwicklung
vieler Arzneistoff-Prodrugs u. a. eine Steigerung der oralen Bioverfligbarkeit im Vordergrund steht, sollen
Prodrugs des N“-Hydroxy-L-arginins ganz besonders den Arzneistoffcharakter der Verbindung hinsichtlich
hydrolytischer und metabolischer Stabilitdt verbessern. Die Problematik hinsichtlich der Stabilitat und
pharmakokinetischen  Eigenschaften von NOHA und die sich daraus erschlieRenden
Derivatisierungsoptionen wurden bereits in der Einleitung (Kapitel 1.2.1 und 1.3) und in der Zielsetzung
(Kapitel 2.2) dieser Arbeit ausfihrlich dargestellt.

Die erste zehnstufige Synthese von NOHA wurde 1991 mit einer Gesamtausbeute von 18 %

177

beschrieben.””” Im gleichen Jahr konnte eine weitere effizientere sechsstufige Darstellung mit einer

Gesamtausbeute von 28 % beschrieben werden.'’®

Im Arbeitskreis erfolgte die erste Synthese mit
anschlieBender ~ NMR-spektroskopischer ~ Untersuchung von  u.a. auch  “N-markiertem
N“-Hydroxy-L-arginin durch CLEMENT et al.."’”® Dabei konnte die Hydroxyguanidinfunktion durch
Umsetzung eines Cyanamids mit Hydroxylamin aufgebaut werden. Erst zwolf Jahre spater beschrieben
MARTIN et al. eine weitere Moglichkeit, NOHA synthetisch zugénglich zu machen.”®® Hier wurde die
Hydroxyguanidinfunktion aus einem geschitzten Thiocitrullin durch Umsetzung mit O-(Tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)hydroxylamin aufgebaut. Nach Deprotektion mit Trifluoressigsdure (TFA) konnte aus dieser
acetalischen Schutzgruppe die N-Hydroxyguanidinfunktion von NOHA freigesetzt werden. Diese
effiziente vierstufige Synthese verlief unter milden Reaktionsbedingungen mit sehr guten Ausbeuten.
Einige Jahre spater konnte von SCHADE eine Synthese fiir die ersten NOHA-Prodrugs beschrieben

werden. 10146

Dabei wurden verschiedene O- und N-substituierte Verbindungen synthetisiert. Neben
diversen O-alkylierten Verbindungen konnte auch eine O-acetalische Verbindung durch Konjugation mit
peracetylierter Galactose erfolgreich dargestellt werden. Wahrend die Amidoxime des Dabigatrans und
Pentamidins erfolgreich mit Bernstein- oder Glutarsaure verestert werden konnten, waren alle
bisherigen Versuche, die N-Hydroxyguanidinfunktion des N“-Hydroxy-L-arginins zu acylieren, nicht

erfolgreich.’®#

Unter dem Aspekt, dass die O-Alkylierung der Hydroxyguanidine einen wesentlichen Beitrag zur
Stabilisierung leistete, aufgrund von moglichen Monooxygenase-katalysierten O-Desalkylierungen aber
ein erhebliches Interaktionspotential aufwies,'®* sollte im Rahmen dieser Arbeit die Uberfiihrung der N-
Hydroxyguanidinfunktion in ein Acetal ndher untersucht werden.

Ein derartiges Prodrugkonzept, bei dem der Sauerstoff von Carbonsduren oder Phosphonsduren Teil
eines Acetals ist, konnte bereits erfolgreich auf bekannte Arzneistoffe wie das Cephalosporin-
Antibiotikum Cefpodoximproxetil 37 oder das Virustatikum Tenofovirdisoproxil 38 libertragen werden
(Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Strukturen des Tenofovirdisoproxils 38 und Cefpodoximproxetils 37 als Beispiele fiir Arzneistoffe
mit acetalischem Prodrugkonzept

Durch Esterase-katalysierte Hydrolyse der Kohlensaureester zerfallen die zuriickbleibenden Halbacetale
unter Freisetzung des entsprechenden Aldehyds. Es resultiert die freie Carbon- oder Phosphonsaure.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese von sowohl N“-Hydroxy-L-arginin-Prodrugs mit offenkettiger
O-acetalischer Struktur als auch von O-Glycosiden. Zuckerkonjugate stellen eine besondere Form der
Acetale dar, da einer der Sauerstoffe bei diesen Verbindungen Teil eines Ringsystems ist, wohingegen
der andere Teil eines N-Hydroxyguanidins ist. Fraglich bei diesen speziellen Acetalen war deren
Bioaktivierung, da es sich nicht um eine klassische glycosidische Bindung handelte. KLEIN konnte durch
in vitro Untersuchungen an einer O-glycosidischen Modellverbindung 39 bereits zeigen, dass diese
acetalischen N-Hydroxyguanidin-Prodrugs von B-Galactosidasen als Substrate akzeptiert und zu

B-Galactose 40 und dem resultierenden N-Hydroxyguanidin 41 aktiviert wurden (Abbildung 3-10)."*!
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Abbildung 3-10: Aktivierung einer O-glycosidischen Modellverbindung 39 durch [3-Galactosidasen.151

Darauf aufbauend sollte aus synthetischer Sicht zunachst ein Konzept entwickelt werden, das
Verbindungen ohne Carbamatstruktur  zuganglich machte. Gleichzeitig  sollte die
N-Hydroxyguanidinfunktion mit unterschiedlichen Galactosyl- und Glucosyl-Substituenten konjugiert
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werden. Zudem stellte die gezielte Veresterung der a-Carbonsdure mit Ethanol ebenfalls ein wichtiges
Ziel bei der Umsetzung der Prodrugstrategien dar (Kapitel 2.2).

3.2.2 Synthesestrategien

Die bereits etablierte Synthesestrategie des Hydroxyguanidinaufbaus Uber geschiitzte Thiocitrulline
sollte auch in dieser Arbeit die Grundlage fir die folgenden Synthesen darstellen (Abbildung 3-11). Dazu
wurde zunachst das kommerziell erhdltliche Boc- und tert-Butyl-geschiitzte Ornithin 42 mit
Ethoxycarbonylisothiocyanat 43 (EocNCS) in das entsprechende Thiocitrullin 44 Gberfiihrt. Aus diesem
Thioharnstoff konnte anschlieBend mit dem Zuckerbaustein 1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranose (45), DIPEA und EDCI als Entschwefelungsreagenz das vollgeschiitzte N-Hydroxy-L-
arginin 46 synthetisiert werden. Diese Vorstufe musste unter absolutierten Bedingungen mit
Chlorwasserstoff begast werden, um die Boc- und tert-Butyl-Schutzgruppen abzuspalten. AnschlieRend
erfolgte die Uberfilhrung des vermutlich instabilen Hydrochloridsalzes in das stabilere Natriumsalz, um
einer autokatalytischen Spaltung der sdurelabilen glycosidischen Bindung bei Kontakt mit Wasser
vorzubeugen. Die so erhaltene Verbindung 47 stellte das erste stabile acetalische NOHA-Prodrug mit
Carbamatstruktur dar.

0 0O s 0
a
— - N
HoN OBu 0 H H OBu
NHBoc NHBoc
42 44
b
AcO OAc
0
OAc AcO o
AcO OAc N 0
0 J
f
ACO N c-d HN™ N O'Bu
OAc N 0 — H
NHBoc
. oo
HN™ N O Na*
/g "
o N0

NH, 46

47

Abbildung 3-11: Synthese des ersten acetalischen NOHA-Prodrugs mit Carbamatstruktur 47 nach SCHADE et al.*® a)

Ethoxycarbonyloxyisothiocyanat 43 (EocNCS), TEA, 81 %; b) 1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranose
(45), DIPEA, EDCI, 75 %; c) HCl, Et,0 abs., Argon-Atm., -10 °C; d) 0,5 M NaHCO;-Lsg., RP-18, 85 % fiir c und d.

Aufgrund der Notwendigkeit carbamatfreier Guanidinstrukturen sollten in folgenden Synthesen zunachst
Bedingungen zur Abspaltung der Ethoxycarbonyl-Schutzgruppe (Eoc-) etabliert werden. Dabei war es von
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groBer Bedeutung die empfindliche acetalische Bindung nicht zu beeintrachtigen. Diese Problematik soll
in dem folgenden Kapitel ausfihrlich diskutiert werden.

3.2.3 Entwicklung eines orthogonalen Schutzgruppenkonzepts anhand von
Modellverbindungen

Unter einem orthogonalen Schutzgruppenkonzept versteht man idealerweise den Einsatz von
Schutzgruppen, deren Abspaltung in beliebiger Reihenfolge und unter Bedingungen erfolgen kann, die
andere Schutzgruppen nicht beeintrachtigen.’ So sollte es méglich sein, die Aminosaure-, die Guanidin-
und die Monosaccharidfunktion des N*-Hydroxy-L-arginins gezielt zu entschiitzen (Abbildung 3-12). Bei
NOHA wurden diese Bedingungen zusatzlich durch dessen allgemeine chemische Instabilitat limitiert.

SG
SG\O o
M
(0] O\
Sef o Jl\ 0
SG
HITI H OBu
SG NHBoc
48
: 0 i
: N :
: SG= /\O)k/ \/\O)%/ O)g/ :
: Eoc- Alloc- Cbz- :
i 0 5
' so- )g, ©/\/ i
E Ac- Bn- I

Abbildung 3-12: Schematische Darstellung eines orthogonalen Schutzgruppenkonzeptes mit Beispielen. SG =
Schutzgruppe.

Eine weitere wichtige Voraussetzung fir die geplanten Synthesen war die Einfilhrung der
Carbamatschutzgruppe durch Umsetzung des entsprechenden Saurechlorids in das korrespondierende
Isothiocyanat, das fir den Aufbau der Thioharnstoffe notwendig war. In der Literatur existieren
Protokolle fiir Benzyloxycarbonyl- (Cbz-) und Eoc-Isothiocyanate.'®"!%*
dagegen nicht zu dem entsprechenden Isothiocyanat umsetzen.™®

Boc-Schutzgruppen lieBen sich

Es ist bekannt, dass die Abspaltung der reaktionstragen Alkylcarbamat-Schutzgruppen am leichtesten
unter drastischen Reaktionsbedingungen ablauft, wie z.B. durch Behandlung mit wassriger KOH- oder
Ba(OH),-Losung in wassrigem Methanol oder Ethylenglykol bei 100-110 °C fur 12 Stunden.'®*'®
Reaktionsbedingungen kamen fiir das thermo- und basenlabile NOHA nicht in Frage.'®*

Diese
Um geeignete
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Abspaltungsbedingungen fiir die Eoc-Schutzgruppe zu etablieren, sollte zunichst eine einfache
Modellverbindung synthetisiert werden, die die komplexe Schutzgruppenproblematik simulierte. Dafir
wurde aus Kostengriinden statt des Ornithins 42 einfaches Benzylamin 49 verwendet und mit EocNCS 43
zum Thioharnstoff 50 umgesetzt.®® Der Aufbau des Guanidins 51 erfolgte dann mit der peracetylierten

1-Aminooxygalactose 45. Die Darstellung der 1-Aminooxygalactose ist in Kapitel 3.2.4 gezeigt.

©/\NH2

49
AcO OAc
DCM
43 :
EocNCS 43 | DOM o
AcO N
DCM, RT, 72 h P
o N0 S0 o
50, 89 % 51, 88 %

Abbildung 3-13: Synthese der O-glycosylierten Modellverbindung 51. Der Thioharnstoff 50 wurde aus Benzylamin
und EocNCS 43 synthetisiert.

Ausgehend von der O-glycosylierten Modellverbindung 51 wurden verschiedene Versuche
unternommen, die Eoc-Schutzgruppe abzuspalten. Die Behandlung mit wassrigen oder methanolischen
1-5M NaOH- oder KOH-Losungen fiihrte erwartungsgemall zu einer schnellen Deacetylierung des
Zuckers, lieRB das Carbamat aber weitestgehend unversehrt. Im Falle der KOH-Behandlung war nach
einigen Tagen zunachst eine beginnende Umesterung zu einem Methylcarbamat zu beobachten. Nach
vier Tagen lag die Ausbeute fiir 52 bei lediglich 10-15 % (laut LC/MS-Analyse des Rohprodukts; ermittelt
durch Integration der Signale im Totalionenchromatogramm). Erst der Einsatz einer wassrigen 2 M
LiOH-LOsung in einem Losungsmittelsystem aus Methanol und THF in einem Verhaltnis von 4:3:6 zeigte
neben der schnellen Deacetylierung des Galactoserestes auch eine langsame Abspaltung der
Eoc-Schutzgruppe. Nach 96 h war eine nahezu quantitative Umsetzung zu der carbamatfreien
Verbindung 52 zu beobachten (Abbildung 3-14).

AcO QAc Ho OH
% R}
AcO O HO o)
OAc N . OH N
)J\ 2 M LiOH )J\
—_—
/g 4:3:6, RT, 96 h
o N0
51 52, 84 %

Abbildung 3-14: Eoc-Abspaltung von 51 zur carbamatfreien Modellverbindung 52.
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Der Grund, warum LiOH als schwachste der drei Basen die Abspaltung erleichterte, ist nach wie vor nicht
eindeutig geklart. Sicher ist aber, dass das Losungsmittelsystem eine entscheidende Rolle spielte. Die
Kombination von wassriger LiOH-Losung mit Methanol und THF war am effektivsten. Wurde nur
methanolische LIOH-Losung verwendet, war wenig Deprotektion zu beobachten (< 20 % laut LC/MS). Der
Einsatz von KOH im neuen Loésungsmittelsystem lieferte ebenfalls dirftige Ergebnisse (< 30 % laut
LC/MS). Ob der starkere kovalente Charakter des LiOH in dem lipophileren Losungsmittelsystem eine
Rolle spielte, bleibt fraglich. Jedoch wurde in der Literatur bereits darliber berichtet, dass bei der
Hydrolyse von Gallensdureestern LiIOH in einem Methanol/Wasser-Gemisch eine effektivere Base
darstellte als NaOH und KOH.**®

Problematisch bei der basischen Hydrolyse war der automatische Verlust der Acetylgruppen des Zuckers
als ungewiinschte Nebenreaktion. Dieses Konzept wiedersprach dem eines orthogonalen
Schutzgruppenkonzeptes. Es wurden daher Versuche unternommen, das Monosaccharid nachtraglich

87 Diese Versuche waren allerdings wenig

durch Behandlung mit Essigsaureanhydrid zu reacetylieren.
effizient, da 52 in unterschiedlichstem Acetylierungsmuster erhalten wurde, bei dem u.a. auch die
Acetylierung des Guanidinstickstoffs beobachtet werden konnte. Das lie den Riickschluss zu, dass diese
Methode nur in eine Richtung anwendbar war und lediglich fir die Prodrugs 76 und 94 praktikabel ware.

Alle anderen Verbindungen miissten (iber alternative Strategien synthetisch zuganglich gemacht werden.

Eine weitere in der Literatur beschriebene Moglichkeit zur Carbamatspaltung ist der Einsatz von
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF).*®® Dabei greift das Fluorid-Anion nukleophil am Carbonylkohlenstoff
des Alkylcarbamats an. Der entstehende tetrahedrale Ubergangszustand zerfillt anschlieBend unter

18 Tatsachlich konnte bei

Bildung eines ionischen Amids und des entsprechenden Alkylfluorcarbonats.
eigenen Versuchen eine Spaltung des Ethylcarbamats beobachtet werden. Dies geschah allerdings
simultan zur schrittweisen Deacetylierung des Zuckers. Da die Acetylgruppen aber ein wichtiges

Prodrugkonzept darstellten, wurde diese Technik zur Deprotektion nicht weiter verfolgt.

Eine vielversprechende Methode erschien die Einflihrung einer Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Cbz-)
am Guanidinstickstoff. Durch Umsetzung von Benzyloxycarbonylisothiocyanat 56 mit Benzylamin konnte
zunachst der Thioharnstoff 55 aufgebaut werden, der anschlieBend mit 45 zu 53 umgesetzt wurde. Statt
einer Deprotektion mit Wasserstoff unter erhdhten Druck sollte eine mildere Variante mit
1,4-Cyclohexadien als Wasserstoff-Donator und Pd/C als klassischem Katalysator zum Einsatz kommen
(Abbildung 3-15).%"' Entsprechend den Angaben der Literatur sollte die Reaktion mit nahezu
quantitativen Ausbeuten und unter gleichzeitigem Erhalt der N-Benzylgruppe ablaufen.™!
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Abbildung 3-15: Versuch zur hydrogenolytischen Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe von 53 mit 1,4-Cyclohexadien
als Wasserstoff-Donator. Der fiir die Synthese von 53 benétigte Thioharnstoff 55 wurde in Anlehnung an JIRGENSONS
et al. aus Benzylamin 49 und CbzNCS 56 dargestellt.192

Eigene Untersuchungen der aufgearbeiteten Produkte mittels LC-MS-Kopplung zeigten eine erfolgreiche
Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe. Ungliicklicherweise konnte ebenfalls die Spaltung der glycosidischen
Bindung verzeichnet werden. Eine weitere elegante Moglichkeit zur Deprotektion von Cbhz-

19 Diese Technik konnte bereits

Schutzgruppen ist ein push-pull-Mechanismus mit Thioanisol und TFA.
erfolgreich fiir die Synthese des AbMEG 9 eingesetzt (Kapitel 3.3) werden, fand hier aber aufgrund der

saurelabilen glycosidischen Bindung keinen Einsatz.

Eine der wohl bekanntesten Schutzgruppen in der Peptidchemie ist die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-

194,195

Schutzgruppe (Fmoc-), die in der Festphasen-Peptidsynthese eine breite Anwendung findet. Diese

Schutzgruppe wird basenkatalysiert, z.B mit Piperidin, Morpholin, DMAP oder DIPEA, in einer Elch-

1% Auch bei der Protektion von Thioharnstoffen, die der Synthese von

Eliminierungsreaktion abgespalten.
2-Aminothiazolen dienten, wurde die Fmoc-Schutzgruppe bereits erfolgreich eingesetzt.”®” Da aber beim
Aufbau der Hydroxyguanidinfunktion DIPEA als Hilfsbase eingesetzt wird, war demnach eine Interaktion
mit der Fmoc-Schutzgruppe in Form von partieller Deprotektion zu erwarten. Aus diesem Grund wurden

dazu keine synthetischen Versuche unternommen.

Bei der Synthese von Glycopeptiden treffen die Probleme der Peptid- mit denen der
Kohlenhydratchemie aufeinander. Solche Verbindungen stellen hohe Anforderungen an die Auswahl
geeigneter Schutzgruppen. KuNz und UNVERZAGT setzten bei der Synthese von Peptiden und
Glycopeptiden auf den Einsatz von Allyloxycarbonyl-Schutzgruppen (Alloc-) zur Protektion von
Aminogruppen.l%’199
katalytischen Allyltransfer mit einem Pd(0)-Katalysator auf einen Allylgruppenakzeptor wie das CH-acide
5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion (Dimedon 59) Ubertragen werden koénnen. Diese schnelle Reaktion

lauft in konventionellen Losungsmitteln wie Tetrahydrofuran (THF) bei Raumtemperatur ab.™®®

Der grolRe Vorteil dieser Alloc-Schutzgruppen besteht darin, dass sie Uber einen
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Abbildung 3-16: Mechanismus der Pd(0)-katalysierten Alloc-Abspaltung mit Dimedon als Allylgruppenakzeptor.

Der Mechanismus der Alloc-Abspaltung ist in Abbildung 3-16 gezeigt. Zunachst bildete sich mit dem
Allylcarbamat 57 ein n-Allyl-Palladium-Komplex 58 der anschlieend durch nukleophilen Angriff des
Dimedons 59 die instabile Carbaminsaure 60 lieferte, die sofort unter Kohlenstoffdioxidabspaltung das
primire Amin 61 freisetzte. Ein sieben bis achtfacher Uberschuss an Dimedon stellte sicher, dass das
Amin 61 nicht selbst als Allylgruppenakzeptor fungierte. Hinsichtlich der Aufarbeitung war sowohl das
schwach acide Dimedon 59 als auch das entstandene 2-Allyl-substituierte Dimedon 63 leicht zu
separieren.

Dieses vielversprechende Schutzgruppenkonzept sollte anhand einer Modellverbindung getestet
werden. Dazu musste zunidchst das entsprechende Allyloxycarbonylisothiocyanat (AllocNCS) 65
synthetisiert werden. Dieses Isothiocyanat wurde bereits in der Literatur beschrieben,”?°* konnte in
dieser Arbeit aber erstmals Gber eine von MARTIN et al. beschriebene Methode mit Kaliumthiocyanat
unter Katalyse von 18-Krone-6 aus dem Saurechlorid 64 erfolgreich dargestellt werden.'® Die hier
dargestellte Methode zur Darstellung von 65 ist bedeutend effizienter als die in der Literatur
beschriebene Methode, da statt 3,5 % eine mehr als 20fach héhere Ausbeute von 83 % erzielt werden
konnte (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: Synthese der Alloc-geschiitzten Modellverbindung 67.

Dem Aufbau des Carbamoylthioharnstoffs 66 mit Benzylamin 49 folgte die Guanidierung mit der
peracetylierten 1-Aminooxygalactose 45 zu der gewtlinschten Modellverbindung 67. Die Abspaltung der
Alloc-Schutzgruppe zu 54 sollte wie bereits beschrieben mit Dimedon 59 als Allylgruppenakzeptor und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)  als  Katalysator in  THF  durchgefilhrt  werden.'®®
LC/MS-Untersuchungen zeigten, dass bei der Reaktion keine Nebenprodukte mit abgespaltenem
Galactoserest aufgetreten waren. Bevor das Rohprodukt flashchromatografisch aufgearbeitet wurde,
konnten Uberschiisse an Dimedon leicht mit verdiinnter Ammoniaklésung entfernt werden.
Entstandenes Triphenylphosphinoxid wurde flashchromatografisch an Kieselgel entfernt. Eine
Deacetylierung infolge der Behandlung mit Ammoniaklésung war nicht eingetreten.
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Abbildung 3-18: Palladium-katalysierte Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe zur ersten carbamatfreien Verbindung
mit peracetyliertem Monosaccharid 54.

Dieses erfolgreiche Schutzgruppenkonzept sollte nun auf die Synthese der NOHA-Prodrugs Ubertragen
werden. Da bereits an Verbindung 47 (Kapitel 3.2.2) gezeigt werden konnte, dass die anschliefende
Deprotektion mit Chlorwasserstoff unter absolutierten Bedingungen die Acetylgruppen des
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Galactosyl-Restes nicht beeintrachtigt, konnte von der Orthogonalitiat des Schutzgruppenkonzeptes
ausgegangen werden.

3.2.4 Synthese der f—p-Galactosyl-NOHA-Prodrugs

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Serie verschiedener O-Galactosyl-Prodrugs des N“-Hydroxy-L-
arginins synthetisiert werden. Dazu musste das in Kapitel 3.2.3 beschriebene Alloc-basierte
Schutzgruppenkonzept von der Modellverbindung auf die NOHA-Prodrugs Ubertragen werden. Die
Synthese der peracetylierten 1-aminooxylierten B-D-Galactose 45 wurde nach einer Vorschrift von
ScHADE durchgefiihrt (Abbildung 3-19).'*

AcO OAc AcO OAC Aco OAc
N-Hydroxy-
Q phthalimid 49 Q CH3NHNH, Q
—_— —_—
AcO TBAHS, AcO o, /° Dcwmeon AcO O
AcO DCM/1 M NaOH OAc N 11, RT, OAC  'NH,
Br  1:1,RT,4h 25 min
¢}
68 70, 71 % 45,68 %

Abbildung 3-19: Synthese von 1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranose (45).

Dazu wurde in einer Phasentransferkatalyse zunachst die peracetylierte 1-Brom-a-D-galactose 68 in das
Phthalimid-geschiitzte Intermediat 70 lberfiihrt. Diese Reaktion lduft nach einem Sy2-Mechanismus ab,
wodurch die Anomerisierung von der a- in die B-Form zu erkldaren ist. In Kapitel 4.2 sind die
spektroskopischen Untersuchungen dieser Anomerisierung detailliert beschrieben. Die Inversion war aus
biologischer Sicht von enormer Bedeutung, da nur das B-Anomer von den B-Galactosidasen als Substrat
akzeptiert wird.?”

Die Abspaltung einer Phthalimid-Schutzgruppe wird in der Regel mit Methylhydrazin oder Hydrazin
durchgefiihrt. Die Arbeit mit diesen Verbindungen ist allerding sehr problematisch, da beide Substanzen
in Tierversuchen als eindeutig krebserzeugend eingestuft wurden. Zusatzlich sind beide Stoffe nach den
REACH-Verordnungen wegen der groRen Gefahr fir Mensch und Umwelt als besonders
besorgniserregend klassifiziert worden. Deshalb sollten Versuche unternommen werden, diese Stoffe zu
substituieren. Mit dem deutlich weniger toxischen Methylamin oder Ethanolamin konnte die Phthalimid-
Schutzgruppe zwar ebenfalls abgespalten werden, allerdings in geringerer Ausbeute und unter Bildung
schwer abtrennbarer Spaltprodukte. Auch die Deacetylierung des Zuckers trat schneller ein, da sowohl
Methylamin (pK, =10,6) als auch Ethanolamin (pK,=9,5) starkere Basen darstellen als das Hydrazin
(pK, = 8,1). Selbst beim Einsatz von Methylhydrazin oder Hydrazin trat bereits nach kurzer Zeit eine
beginnende Deacetylierung des Zuckerrestes ein und so musste die Reaktion bereits nach 25 Minuten
mit NaHCO;-L6sung gequenched werden.
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Abbildung 3-20: Synthese der carbamatfreien Prodrug-Vorstufe 73.

Mit 45 und dem Alloc-geschiitzten Thiocitrullin 71 konnte zunachst die vollstandig geschiitzte Vorstufe
72 dargestellt werden (Abbildung 3-20). Die problemlose Deprotektion der Alloc-Schutzgruppe mit
Dimedon und Pd(0) als Katalysator verlief analog zu der Modellverbindung 54 (Abbildung 3-18). Die
Herausforderung bestand in der finalen Abspaltung der Boc- und tert-Butyl-Schutzgruppen, bei der die
saurelabile glycosidische Bindung unversehrt bleiben sollte. Dazu musste unter absolutierten
Bedingungen gearbeitet werden, indem unter Schutzgasatmosphdre trockenes HCI-Gas in eine Losung
von 73 in absolutem Et,0 geleitet wurde (Abbildung 3-21). Eine wichtige Beobachtung war an dieser
Stelle, dass anders als die Verbindung 47 (Kapitel 3.2.2) das Prodrug 75 als Dihydrochloridsalz isoliert
werden konnte. Eine autokatalytische Spaltung der glycosidischen Bindung bei Kontakt mit Wasser
konnte entgegen den Erwartungen nicht beobachtet werden. Demnach verzichtete man auch aus
Griinden der Ausbeuteoptimierung auf die Uberfiihrung in das Natriumsalz, da bei der Aufnahme von 75
mit NaHCO;-Losung nicht selten eine Deacetylierung eintrat. Auch nach wassriger Aufarbeitung von 75
Uber RP-18-Sdulenchromatografie war keine Zersetzung zu beobachten.

Die bei den Modellverbindungen durch basenkatalysierte Esterspaltung als unerwiinschte Nebenreaktion
eingetretene Deacetylierung des Zuckers sollte im Folgenden fiir die Darstellung eines komplett
entschiitzten Prodrugs genutzt werden. Dafiir sollte anstelle wassriger Hydroxidlosungen mit
Natriummethanolat in Methanol gearbeitet werden. Das bei dieser Reaktion prazipitierende
deacetylierte Prodrug 76 konnte auf diese Weise problemlos als Natriumsalz isoliert werden. Diese
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Verbindung stellt das Prodrug mit dem niedrigsten Substitutionsgrad und dadurch auch mit der héchsten
Hydrophilie (clogP =-6,1) dar (Tabelle 3-1).

Ho OH
0
HO O\ _H Cr
OH )NJL 0
HoN ”/\/ﬁ)ko/\
OAc AcCl in abs. EtOH, + -
AcO Argon-Atm, NH,"  Cl
(0] RT, 48 h 74, 82 %
AcO O
OAG \Jl\ Q
HoN H OBu
NHBoc
73
HClg) in abs. Et,0,
Argon-Atm,
0 °C, 20 min
AcO OAc
@)
AcO O\ _H CrI
OAc )NJL 0
HoN H/\/ﬁ)kOH
NH;*  CIr
75, 86 %
HO QH NaOCHj; MeOH,
0 1.0 °C 30 min,
2.RT,1,5h
HO SN
OH )NJ\ 0
HN N/\/ﬁ)kO‘ Na*
H
NH,
76, quant.

Abbildung 3-21: Finale Synthese der O-galactosylierten NOHA-Prodrugs 74, 75 und 76.

Eine weitere Prodrugstrategie bestand in der Veresterung der a-Carboxylgruppe. Dazu sollten ausgehend
von der carbamatfreien Vorstufe 73 verschiedene Versuche zur Veresterung der Carbonsdure
unternommen werden. Die Veresterung der Carbonsdure sollte die Lipophilie der Prodrugs steigern.
Deshalb war es von Interesse, eine Veresterungsstrategie zu entwickeln, bei der die Acetylgruppen des
Zuckers erhalten bleiben. Bei einer saurekatalysierten Veresterung der a-Carbonsaure kame es zu einer
gleichzeitigen Protonierung des Carbonylsauerstoffs der Acetylgruppen, sodass auch hier Ethanol
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nukleophil am Carbonylkohlenstoff angreifen koénnte und der tetrahedrale Ubergangszustand
anschlieRend unter Freisetzung von Ethylacetat zerfdllt. So war es keineswegs Uberraschend, dass das
Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff in abs. Ethanol zwar eine sehr effektive Veresterungsmethode
darstellte (die Ausbeute fir 74 lag bei 96 %), aber automatisch mit einer Deacetylierung einherging.

Deshalb sollte eine schonendere Methode zur Veresterung der a-Carbonsdure unter Erhalt der
Acetylgruppen entwickelt werden. Eine Mdglichkeit bestand in einer ebenfalls sdurekatalysierten
Veresterung, bei der HCl allerdings in situ gebildet wurde. Durch Zugabe von Acetylchlorid in abs. Ethanol
konnte HCl kontrolliert in Abhangigkeit von der zugesetzten Menge Saurechlorid generiert werden.
Leider zeigte sich aber auch bei dieser Methode eine Abspaltung der Acetylgruppen, lieferte aber im
Vergleich zu kommerziellem HCI-Gas zugleich eine kostengiinstigere Moglichkeit fir die Darstellung von
Prodrug 74.

Um einen Ethylester des N“-Hydroxy-L-arginins mit peracetylierter Galactose darzustellen, musste
zunachst ein Ornithin synthetisiert werden, das bereits an der a-Position als Ethylester vorlag. Dazu war
es notwendig, die reaktive Aminogruppe in der Seitenkette des Ornithins zu schiitzen. Aus synthetischer
Sicht erfolgte dieser Schritt in Analogie zu der Darstellung der N°-methylierten Argininderivate 1 und 2.
Demnach Uberfiihrte man das N°-Boc-geschiitzte Ornithin 3 an der N°-Position zunichst in das
Phthalimid 24 (Abbildung 3-5). Die sdurelabile Boc-Schutzgruppe von 24 limitierte bereits an dieser Stelle
der Synthese die Moglichkeiten zur Veresterung. Eine technisch elegante Losung dieser Problematik
bestand im Einsatz von Carbonylaktivatoren wie EDCI oder DCC fiir die Veresterung der a-Carbonsaure.
So konnte 24 im Sinne einer Veresterung nach NEISES und STEGLICH problemlos zu dem Ethylester 77
umgesetzt werden.”®*

Die folgende Abspaltung der Phthalimid-Schutzgruppe mit Hydrazin gestaltete sich als besonders
problematisch, da die a-Carboxylgruppe des Ornithins durch die Veresterung stark aktiviert wurde.
Ethanol bildete hinsichtlich eines intramolekularen Ringschlusses durch einen nukleophilen Angriff der
terminalen Aminfunktion am Carbonylkohlenstoff im Vergleich zur Carbonsdure eine ideale
Abgangsgruppe. So kam es bereits wahrend der Hydrazinolyse zu dieser schnellen und unerwiinschten
Nebenreaktion, bei der autokatalytisch durch Zyklisierung von 78 ein &-Lactam 79 entstand (Abbildung
3-22). Durch die Evaporation des Losungsmittels im Vakuum wurde diese Zyklisierung weiter beglinstigt.
Diesem Prozess konnte nur durch eine Verkiirzung der Reaktionszeit wahrend der Hydrazinolyse und der
sofortigen Umsetzung mit AllocNCS 65 zu dem stabilen Thioharnstoff 80 entgegengewirkt werden. Diese
Anpassung verlief zu Ungunsten der Ausbeute, die fiir beide Reaktionsschritte bei lediglich 40 % lag.

Der Aufbau der Guanidinstruktur zu 81 und die Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe verliefen analog zu
den Verbindungen 72 und 73 (Abbildung 3-20). Bei der finalen Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit
Chlorwasserstoff unter absolutierten Bedingungen blieb der Ethylester bestehen, sodass das NOHA-
Prodrug 83 in einer guten Ausbeute von 60 % isoliert werden konnte. Die vollstandige Synthese des
peracetylierten NOHA-Ethylesters 83 ist in Abbildung 3-22 dargestellt.
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Abbildung 3-22: Synthese des N“-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yl)oxy-L-arginin-ethylesters 83. Der
Ornithinethylester 78 konnte nicht isoliert werden, stattdessen wurde 78 in Losung direkt mit AllocNCS 65 in das
stabile Thiocitrullin 80 tiberfihrt.
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3.2.5 Synthese der f—D-Glucosyl-NOHA-Prodrugs

In biologischen Untersuchungen sollte auch der Einfluss verschiedener Monosaccharidsubstituenten auf
die enzymatische Aktivierung der Prodrugs durch Glycosidasen getestet werden. Dazu sollte in Analogie
zu den in Kapitel 3.2.4 beschriebenen O-Galactosyl-Prodrugs eine Serie O-Glucosyl-Prodrugs synthetisiert
werden.

Die Synthese dafiir verlief dabei analog zu den Galactosylderivaten. Auch die Synthese fiir 45 konnte
erfolgreich auf das entsprechende Epimer 86 libertragen werden (Abbildung 3-23).

OAc OAc OAc
Q 69 0 Q
AcO - = AcO 0 CHNANH2 e
AcO TBAHS, AcO O\ DCM/MeOH  AcO O\
AcO | DCM/1 M NaCH OAc N 1:1,RT, OAC  'NH,
Br 1:1,RT,4h 25 min
(0]
84 85,64 % 86, 56 %

Abbildung 3-23: Synthese von 1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranose 86; TBAHS =
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat.

In Abbildung 3-24 ist die gesamte Synthese der O-glucosylierten NOHA-Prodrugs dargestellt. Aus den
beiden Thiocitrullinen 71 und 80 konnte mit Hydroxylamin 86 die Guanidinstruktur aufgebaut werden.
Im Anschluss erfolgte die bereits etablierte Alloc-Abspaltung mit Dimedon 59 unter Pd(0)-Katalyse,
gefolgt von der finalen Deprotektion mit Chlorwasserstoff zu den beiden Prodrugs 92 und 93. Aus
Intermediat 89 konnte liber sdurekatalysierte Veresterung mit Ethanol das Prodrug 91 erhalten werden.
Durch Behandlung von 92 mit NaOCH; konnte das vollstandig entschiitzte Prodrug 94 dargestellt
werden.

Der problemlose Transfer dieser Synthesestrategie auf die Glucosekonjugate konnte die Basis
zukinftiger Arbeiten darstellen, in denen weitere NOHA-Prodrugs als Konjugate anderer physiologisch
relevanter Monosaccharide zuganglich gemacht werden. In diesem Zusammenhang kdnnte eine Serie
von Mannosekonjugaten fir biologische Untersuchungen von Interesse sein. Da die limitierte
Bioverfiigbarkeit ein generelles Problem bei Arzneistoffen mit Guanidinstruktur darstellt, ware der
Transfer dieser Monosaccharid-basierten Prodrugstrategie auf andere Arzneistoffe eine therapeutisch
wertvolle Option.
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Abbildung 3-24: Ubersicht {iber die Synthese der O-glucosylierten NOHA-Prodrugs 91-94.
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3.2.6 Darstellung eines offen-acetalischen NOHA-Prodrugs

Eine vielversprechende Prodrugstrategie fiir das N*-Hydroxy-L-arginin wiére eine, die hauptsichlich auf
die Aktivierung durch Esterasen aufbaut. Da aber O-acylierte Hydroxyguanidin-Prodrugs synthetisch
nicht zuganglich sind und die Monosaccharidkonjugate auf die Aktivierung durch Glycosidasen
angewiesen sind, war das bereits erwdhnte Prodrugkonzept des Tenofovirdisoproxils 38 und
Cefpodoximproxetils 37 in den Vordergrund geriickt. Eine solche Modifikation des NOHAs ware aus
synthetischer und aus biologischer Sicht von héchstem Interesse (Abbildung 3-25). Eine erfolgreiche
Darstellung offen-acetalischer NOHA-Prodrugs tiber die in den vorherigen Kapiteln beschriebene Technik
wirde zusatzlich einen wichtigen proof-of-concept liefern. Alle bisherigen Versuche, ein solches Konzept
auf Hydroxyguanidine zu (ibertragen, scheiterten bereits an der Darstellung der bendtigten
Hydroxylamine. Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, eine Losung fiir diese synthetische
Herausforderung zu finden.

o) o) R!
Y Y
o} 0L
N 0

NH,
95

Abbildung 3-25: Schematische Darstellung eines NOHA-Prodrugs mit einer offenen Acetalstruktur. R' = H oder CHg;
R’ = H oder Et.

Das bereits bei den Zuckerderivaten etablierte Konzept, die Hydroxylaminfunktion tiber ein Phthalimid
einzufiihren, erschien naheliegend. In der Vergangenheit wurde erfolglos versucht, einen
Pivalinsdurechlormethylester mit N-Hydroxyphthalimid umzusetzen.'*® Beim Tenofovirdisoproxil 38
hingegen konnte die Phosphonsdure durch Behandlung mit Chlormethylisopropylcarbonat 96 unter
Basenkatalyse in ein Acetal Uberfithrt werden.””® SiNGH et al. haben das Carbapenem-Antibiotikum
Ertapenem in eine Vielzahl acetalischer Prodrugs Uberfliihren kénnen. Dabei haben sie ebenfalls den
Sauerstoff einer Carbonsaure in ein Acetal eingebunden. Diese Alkylierungen des Sauerstoffs verliefen
besonders gut in einem polar aprotischen Losungsmittel wie DMF unter Verwendung von DIPEA als
Hilfsbase und BTEAC als Hilfsreagenz.®**” Da das N-Hydroxyphthalimid ebenfalls acide Eigenschaften
aufwies, erschien diese Strategie Ubertragbar zu sein.

Q
69 /L CH3NHNH, /L
N . NH
o Yo e o Yo Yo" O)J\ PSR\ L

BTEAC, DCM/MeOH o 0O
DMF, (6] 1:1, RT,
RT,4h 25 min
9 97,40 % 98, 70 %

Abbildung 3-26: Synthese von Aminooxymethylisopropylcarbonat 98.
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Dazu wurde Chlormethylisopropylcarbonat 96 in einer nukleophilen Substitutionreaktion zu dem
Phthalimid 97 umgesetzt. Durch anschlieBende Behandlung mit Methylhydrazin konnte aus dem
Phthalimid 97 das entsprechende Hydroxylamin 98 erhalten werden (Abbildung 3-26). Diese nicht
lagerstabile Verbindung musste fir alle folgenden Synthesen kurz vor der weiteren Umsetzung
hergestellt werden. Eine Méglichkeit, die Stabilitit von 98 zu erhéhen, wire die Uberfiihrung in das
Hydrochlorid gewesen. Um dieses Hydroxylamin fiir die Synthese weiterer NOHA-Prodrugs einzusetzen,
sollte zundchst die Kompatibilitit des vorhandenen Schutzgruppenkonzepts an einer einfachen
Modellverbindung gezeigt werden (Abbildung 3-27). Dazu musste zunachst aus dem Thioharnstoff 66
und dem Aminooxymethylisopropylcarbonat 98 ein Guanidin aufgebaut werden. Diese Reaktion verlief
problemlos, wenn auch in einer geringeren Ausbeute als bei den analogen Zuckerkonjugaten. Die
anschlieBende Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe unter den bereits beschriebenen Bedingungen zu dem
carbamatfreien Guanidin 100 war ebenfalls in moderater Ausbeute méglich.

U T

0 O

s N N
I o g 5 I
AllocHN” "N ————>  AllocHN” "N ————— HN" N
H DIPEA, EDCI, H Pd(0)[PhsPl,, H/\©
DCM, THF, RT,
RT, 24 h 30 min
66 99, 58 % 100, 56 %

Abbildung 3-27: Synthese eines O-Methylisopropylcarbonat-Prodrugs 100 als Modellverbindung.

Nachdem an der Modellverbindung gezeigt werden konnte, dass sich die Hydroxyguanidinfunktion
erfolgreich in ein offenes Acetal einbauen lieR und das bereits bei den Zuckerkonjugaten etablierte
Schutzgruppenkonzept problemlos tbertragbar war, sollte diese Strategie nun auf das N“-Hydroxy-L-
arginin angewendet werden. Dazu wurde in Analogie zu den O-glycosidischen NOHA-Prodrugs verfahren,
indem zunachst das Thiocitrullin 71 mit dem Hydroxylamin 98 zu dem vollgeschiitzten Hydroxyguanidin
101 umgesetzt wurde (Abbildung 3-28). Wie bereits an der Modellverbindung gezeigt werden konnte,
sollte auch an dieser Verbindung die Alloc-Schutzgruppe Palladium-katalysiert abgespalten werden. Der
letzte Schritt in der Synthese des Prodrugs 103 stellte sich als besonders kritisch heraus, da
Kohlensaureester besonders empfindlich gegeniiber saurekatalysierter Hydrolyse sind. Folglich musste
bei der finalen Deprotektion mit Chlorwasserstoff besonders auf Feuchtigkeitsausschluss geachtet
werden. Prodrug 103 konnte (berraschenderweise ebenfalls als Dihydrochloridsalz direkt nach
Evaporation des mit Chlorwasserstoff gesattigten Diethylethers in Wasser aufgenommen und
saulenchromatografisch an RP-18-Kieselgel aufarbeitet werden. Das so als stark hygroskopisches
Dihydrochlorid isolierte Prodrug 103 zeigte ebenfalls entgegen den Erwartungen keine Zersetzung in
Wasser. Genauere fllssigchromatografische HPLC-Stabilitdtsuntersuchungen wurden an dieser
Verbindung bisher jedoch nicht durchgefiihrt, weshalb die Aussagen Uber die Stabilitdt der Verbindung
noch mit Vorsicht bewertet werden sollten.
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Abbildung 3-28: Darstellung des ersten O-Methylisopropylcarbonat-substituierten NOHA-Prodrugs 103.

3.2.7 Versuche zur Darstellung O-acylierter Prodrugs

Es ist bisher noch nicht gelungen, ein O-acylisches NOHA-Prodrug darzustellen. Alle Versuche, NOHA
direkt zu acylieren oder entsprechende Hydroxylamine zum Guanidinaufbau zu synthetisieren, blieben
erfolglos. Bislang konnte nur von ZINNER (iber die erfolgreiche Synthese dieser O-Acylhydroxylamine

berichtet werden.2%%2%°

Bei der Synthese des Phthalimids 97 ist ein fir die mogliche Darstellung eines Acyl-substituierten
Prodrugs interessantes Nebenprodukt 104 entstanden. Durch den nukleophilen Angriff des
deprotonierten N-Hydroxyphthalimids am Carbonylkohlenstoff des Chlormethylisopropylcarbonats 96 ist
unter Formaldehydabspaltung ein desmethyliertes N-(Isopropoxycarbonyloxy)phthalimid 104
entstanden (Abbildung 3-29).

Bei der anschlieBenden Hydrazinolyse mit Hydrazinhydrat oder Methylhydrazin zeigte sich allerdings,
dass nicht die gewilinschte Abspaltung des Phthalimids zu 105 eintrat. Stattdessen kam es durch den
nukleophilen Angriff des Hydrazins am Carbonylkohlenstoff des Kohlensdureesters lediglich zur Bildung
des entsprechenden Kohlensdure(methyl)hydrazids. Dieses ungewiinschte Produkt der Hydrazinolyse
konnte eindeutig NMR-spektroskopisch anhand seiner drei aciden NH-Protonen identifiziert werden.
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Abbildung 3-29: Versuch zur Darstellung eines Aminooxyisopropylcarbonats 105.

In vorherigen Kapiteln wurde bereits beschrieben, dass Hydrazin durch seinen a-Effekt ein ideales
Reagenz lieferte, um an beiden Carbonylgruppen des Phthalimids anzugreifen. Der Angriff am
Kohlenstoffatom des Kohlensdureesters erschien aus energetischer Sicht begiinstigt zu sein, sodass auch
der Einsatz anderer nukleophiler Additive wenig erfolgsversprechend gewesen ware. So wurden
schlussendlich auch diese Arbeiten zur Darstellung eines O-acylierten Prodrugs eingestellt.
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3.2.8 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Serie verschieden substituierter O-glycosidischer NOHA-Prodrugs
synthetisch zuganglich gemacht werden. Diese Derivatisierungen dienten zum einen der Stabilisierung
der N-Hydroxyguanidinfunktion aus chemischer Sicht und zum anderen zur Verbesserung des
pharmakokinetischen Profils des N“-Hydroxy-L-arginins. Durch die Veresterung der Aminosiure und
Acetylierung des Monosaccharids sollte vor allem die orale Bioverfligbarkeit hinsichtlich passiver
Diffusionswege erhoht werden, wohingegen die Prodrugs mit niedrigem Substitutionsgerad 76 und 94
Zucker- oder Aminosauretransporter adressieren konnten.

In Hinblick auf carbamatfreie Prodrugs hat sich das Alloc-basierte orthogonale Schutzgruppenkonzept als
besonders effizient bewiesen. Die schonende Palladium-katalysierte Deprotektion dieser Guanidin-
Schutzgruppe konnte an allen Verbindungen problemlos gezeigt werden. Zudem war es moglich,
entgegen ersten Erwartungen alle NOHA-Prodrugs zunachst als Dihydrochloridsalze zu isolieren. Eine
beflirchtete autokatalytische Hydrolyse der glycosidischen Bindung war bei keiner der Verbindungen zu
beobachten. Alle synthetisierten O-glycosidischen NOHA-Prodrugs sind in Tabelle 3-1 dargestellt.

O-galactosylierte NOHA-Prodrugs O-glucosylierte NOHA-Prodrugs

R20 OR? OR2
2 o R?O; R o
R20 R<O N
or> N 0 OR? )N]\ 9
HZNJJ\N/\/YkOR1 H,N N/\/\l)kOR1
H H
NH2 NH2
Prodrug R! R? Prodrug R! R?
74 Et H 91 Et H
75 H Ac 92 H Ac
76 H H 93 Et Ac
83 Et Ac 94 H H

Tabelle 3-1: Ubersicht aller im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Monosaccharid-konjugierten NOHA-Prodrugs.

Zudem war es gelungen, ein Prodrug zu synthetisieren, dessen N-Hydroxyguanidinfunktion nicht Teil
eines glycosidischen Acetals war, sondern als offenkettige Acetalstruktur vorlag (Abbildung 3-30). Die
Inspiration dazu waren Arzneistoffe wie Tenofovirdisoproxil 38 oder Cefpodoximproxetil 37, bei denen
ein solches Prodrugkonzept bereits erfolgreich angewendet wurde.
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103

Abbildung 3-30: O-Methylisopropylcarbonat-substituirtes NOHA-Prodrug 103 mit offen-acetalischer Struktur.

An Verbindung 103 wurden bisher noch keine Stabilitatsuntersuchungen und biologische Testungen
hinsichtlich der NO-Freisetzung durchgefiihrt. Wenn sich in zuklinftigen Arbeiten zeigt, dass 103 einen
guten Arzneistoffcharakter aufweist, ware dieses, lediglich durch Esterasen zu aktivierende, Prodrug
besonders attraktiv. Aus synthetischer Sicht sollte auch die Veresterung der a-Carboxylgruppe weiter
verfolgt werden, die im Rahmen dieser Arbeit bereits an einer Vorstufe (118) erfolgte (Kapitel 8.1.2.2.8).

3.3 Synthese von N-(4-Aminobutyl)-N'-(2-methoxyethyl)guanidin
Dihydrochlorid (AbMEG)

3.3.1 Einleitung

Bei dem decarboxylierten Argininderivat N-(4-Aminobutyl)-N'-(2-methoxyethyl)guanidin (AbMEG)
handelt es sich um einen selektiven und potenten Hemmstoff der hDDAH-1, der von SCHADE synthetisiert

wurde.**

Da im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zur Cokristallisation der DDAH-1 mit dieser
Verbindung unternommen werden sollten (Kapitel 6), musste AbDMEG dazu auch aus synthetischer Sicht
modifiziert werden. Bisher wurde AbMEG nach finaler Deprotektion mit TFA und Thioanisol als
Bistrifluoracetatsalz isoliert. Um den mdglichen Einfluss verschiedener Salzformen dieses hDDAH-1-
Hemmstoffs bei den Cokristallisationsscreenings zu untersuchen, sollte die Verbindung auch als

Dihydrochloridsalz dargestellt werden.

3.3.2 Synthesestrategie (Umsalzen)

Die grundlegende Idee zum Uberfiihren des Bistrifluoracetatsalzes 9 in das entsprechende
Dihydrochloridsalz 10 war die Verwendung eines starken Kationenaustauschers vom Typ Amberlite IR
120 H*-Form, der auf seiner Matrix aus Styrol-DVB Sulfonsduren trigt. Dazu wurde AbMEG 9 zunéchst in
Aqua bidest. gelost und anschlieend die Losung auf das vorbereitete Austauschermaterial tberfiihrt.
Die freigewordene Trifluoressigsdaure konnte durch mehrfaches Spililen mit Aqua bidest. und
pH-Kontrolle des Eluats vollstandig entfernt werden. Die Elution von 10 gestaltete sich hingegen
schwieriger als zunachst angenommen, da es sich beim AbMEG um eine Verbindung mit stark basischer
Guanidinstruktur handelte die starke Wechselwirkungen mit dem Austauschermaterial ausbildete. Erst
nach Elution mit 3 N HCl konnte eine Ausbeute von 52 % erzielt werden (Abbildung 3-31). Da die
'H-NMR-Spektren der in beiden Fallen zweifach-protonierten Verbindung sowohl in DMSO-d als auch in
D,0 keinen Beweis fiir die Uberfilhrung in eine neue Salzform liefern konnten und auch die identischen
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LC/MS-Spektren bei dieser Problematik nicht von Nutzen waren, musste nach einer alternativen Analytik
gesucht werden. Einzig das *C-NMR-Spektrum der beiden unterschiedlichen AbMEG-Salze lieB erahnen,
dass das Dihydrochloridsalz 10 tatsachlich vorlag, da im protonenentkoppelten *C-NMR-Spektrum im
Falle des TFA-Salzes 9, nicht aber beim HCI-Salz 10, die beiden Kohlenstoffatome des Anions mit ihrer
Fluoraufspaltung beobachtet werden konnten.

o} o}
CF;C00"
N+/H CF3CO0O° Amberlite IR 120 _H cCr o

H*-Form N*
H NJJ\N/\/\/NH:; > H N)J\N/\/\/NH:;
2 H 3 N HCI 2 H
9 (TFA-Salz) 10 (HCI-Salz), 52 %

Abbildung 3-31: Umsalzen von AbMEG in das Dihydrochloridsalz 10.

Eine argentometriche Titration mit potentiometrischer Endpunkterkennung des Dihydrochloridsalzes 10
ware eine alternative Moglichkeit gewesen, die Chlorid-lonen selektiv zu quantifizieren. Diese Analytik
wurde aber aufgrund des hohen Substanzbedarfs nicht weiter verfolgt. Daher wurden weitere *F- und
*Cl-NMR-spektroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt, die ein sehr empfindliches Ergebnis
lieferten. Im F-NMR-Spektrum des Dihydrochloridsalzes 10 konnte kein Fluor nachgewiesen werden,
wohingegen in anschlieBenden quantitativen *°CI-NMR-Messungen 91 % des Chlorids wiedergefunden
werden konnte (Kapitel 4.1).

3.4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Strategien zur Modulation endogener NO-Level
untersucht werden. Da eine Vielzahl der an der NO-Regulation beteiligten Enzyme L-Arginin oder dessen
Derivate als Substrate umsetzen, sollten aus synthetischer Sicht Konzepte zur Derivatisierung des
L-Arginins erarbeitet werden. Dabei standen folgende Optionen im Vordergrund:

- N5-Methylderivate des L-Arginins und L-Ornithins
- Entwicklung von Prodrugs des N*-Hydroxy-L-arginins.

Die Entwicklung einer linearen Synthese fiir N°-Methyl-L-arginin 1 und -ornithin 2 ist seit kurzem wieder
von besonderem biologischen Interesse, da das N5-MethyI-L-arginin erstmals im Menschen
nachgewiesen werden konnte.”” Dazu wurden bereits in der Vergangenheit wichtige Vorarbeiten
geleistet, in denen das N°-Methyl-L-arginin massenspektrometrisch in Gegenwart anderer methylierter

210 Dje in dieser Arbeit beschriebene

Arginine wie ADMA und NMMA selektiv erfasst werden konnte.
Synthese fir optisch reines 1 und 2 stellt einen besonders wichtigen Fortschritt in der Arginin-Chemie
dar, da fir zukinftige biologische Untersuchungen zum Verstdandnis dieser posttranslationalen

Modifikation die natirlich vorkommenden L-Aminosduren essentiell sind. Im Vordergrund stehen dabei
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besonders der (patho)pysiologische Effekt und die Frage, ob N°-Methyl-L-ornithin als potentieller
Metabolit ebenfalls im Menschen nachgewiesen werden kann.

Die synthetische Weiterentwicklung bestand in der Optimierung des Schutzgruppenkonzeptes der bisher
beschriebenen Synthesestrategien, um die Enantiomerenreinheit beider Produkte wahrend der
gesamten Synthese sicherzustellen. Durch den Austausch der bisher eingesetzten Tosyl-Schutzgruppe
durch die wesentlich effizientere 2-NBS-Schutzgruppe konnte das Racemisierungsrisiko auf ein Minimum
gesenkt werden. Die Deprotektion mit Thiophenol bei Raumtemperatur erwies sich als besonders
schonende Methode ganz besonders im Vergleich zum bisher eingesetzten Bromwasserstoff in Eisessig,
der fir die Abspaltung der Tosyl-Schutzgruppen ein essentielles Reagenz darstellte. Die selektive
Monomethylierung der N®-Position konnte ebenfalls an beiden Verbindungen problemlos gezeigt
werden. Durch die universelle Vorstufe 33 konnte eine Schliisselverbindung dargestellt werden, aus der
beide Zielverbindungen 1 und 2 enantiomerenrein zuganglich waren. Dabei wurden 1 in insgesamt zehn
Stufen in einer Gesamtausbeute von 20 % und 2 in acht Stufen in einer Gesamtausbeute von 21 %
dargestellt.

Eine therapeutisch interessante Strategie zur Erhéhung endogener NO-Level ist der Einsatz von
NO-Donoren wie Prodrugs des N“-Hydroxy-L-arginins (NOHA). Besonders bei kardiovaskulidren
Erkrankungen, die oftmals mit NO-Defiziten einhergehen, erschien dieses Konzept attraktiv. Um
Stickstoffmonoxid allerdings dort freizusetzen, wo es benétigt wird, musste der Arzneistoffcharakter des
N“-Hydroxy-L-arginins durch verschiedene Prodrugstrategien verbessert werden. Dabei hatte sich bereits
in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt, dass besonders die O-Alkylierung der N-Hydroxyguanidinfunktion
die hydrolytische und oxidative Stabilitdt positiv beeinflusste. Dieses Konzept wurde aber, aufgrund
moglicher Interaktionen infolge einer Monooxygenase-abhangigen Aktivierung, nicht weiter verfolgt.
Auch die N-Acylierung in Form von Carbamaten zeigte sich aufgrund gescheiterter in vitro Bioaktivierung
als wenig effektiv. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit ein carbamatfreier Ansatz erarbeitet werden,
bei dem der Sauerstoff der N-Hydroxyguanidinfunktion gleichzeitig Teil einer Acetalstruktur war. Darauf
aufbauend konnten verschiedene O-glycosidische Prodrugs von NOHA in Form von Galactose- oder
Glucosekonjugaten synthetisiert werden, die aufgrund der toxikologisch unbedenklichen
Monosaccharide als Abgangsgruppen besonders attraktiv erschienen. Das dafiir an einfachen
Modellverbindungen etablierte neue orthogonale Schutzgruppenkonzept konnte auf die Darstellung
aller Prodrugs erfolgreich Gbertragen werden. Durch die Palladium-katalysierte Abspaltung der Alloc-
Schutzgruppe waren alle Verbindungen ohne Carbamatstruktur zuganglich. Die finale Deprotektion der
a-Aminosadurefunktion mit Chlorwasserstoff unter absolutierten Bedingungen zeigte sich als besonders
schonend hinsichtlich des Erhalts der glycosidischen Bindung. Die Prodrugs 83 und 93 weisen durch
Veresterungen den hochsten Substitutionsgrad auf und sollen passive Diffusionswege adressieren,
wohingegen die vollstandig entschiitzten Prodrugs 76 und 94 Uber aktiven Transport via Zucker- oder
Aminosaduretransporter in Zellen aufgenommen werden konnen. Mit der oben beschriebenen
Synthesestrategie fiir die Zuckerkonjugate lief3 sich auch ein Prodrug mit einer offenen Acetalstruktur
synthetisieren (103), dessen Prodrugkonzept bereits an zugelassenen Arzneistoffen wie dem
Tenofovirdisoproxil 38 erfolgreich gezeigt werden konnte. Diese Verbindung war sowohl aus biologischer
Sicht als auch ganz besonders aus der synthetischen Perspektive ein wichtiger proof-of-concept, da
gezeigt werden konnte, dass sich das Synthesekonzept auch auf nicht-zyklische Acetale tGbertragen lieR.
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In einer parallel angefertigten Arbeit von GUDD konnte in einem zellularen Testsystem bewiesen werden,
dass alle im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten O-Galactosyl- und O-Glucosyl-NOHA-Prodrugs
Stickstoffmonoxid freisetzten. Dabei liel} sich eine Tendenz erkennen, bei der die Glucosederivate
demnach mehr NO freisetzten als die Galactosederivate. Des Weiteren zeichnete sich ab, dass die héher
substituierten Derivate hinsichtlich der NO-Freisetzung die effektiveren Prodrug-Kandidaten darstellten,
wobei der Effekt nicht signifikant war. Auch der postulierte Mechanismus der Bioaktivierung konnte
in vitro mit unspezifischen Esterasen und verschiedenen Glycosidasen belegt werden.”*

In zuklnftigen Arbeiten sollte in vivo gezeigt werden, ob die neuen NOHA-Prodrugs effektive
NO Donoren mit einem realistischen Marktpotential darstellen. Hier ist besonders die Verbindung 103 zu
nennen, die bisher noch nicht biologisch untersucht worden ist und moglicherweise das attraktivste
Prodrug darstellen kénnte. Hier waren auch aus synthetischer Sicht weitere Modifikationen denkbar, wie
z.B. die Veresterung der a-Carbonsiure oder das Uberfiihren der N-Hydroxyguanidinfunktion in ein
hoéher substituiertes Acetal oder ein Ketal.
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4 SPEKTROSKOPIE

4.1 Quantifizierung von Chlorid mittels **Cl-NMR-Spektroskopie

Da bis auf die Verbindungen 76 und 94 alle Prodrugs als Dihydrochloridsalze vorliegen und auch das N°-
Methyl-L-arginin und -ornithin durch finale Deprotektion mit Chlorwasserstoff als Dihydrochloridsalze
isoliert wurden, war eine Quantifizierung der Chloridionen als Beweis fiir die zweifache Protonierung
wichtig. Beim AbMEG sollte ebenfalls das Umsalzen zum Dihydrochloridsalz verifiziert werden
(Kapitel 3.3.2).

Eine Technik zur Quantifizierung von Chloridionen ist die NMR-spektroskopische Messung des **Cl-Kerns.
Da sowohl das **Cl- als auch das *’Cl-Isotop NMR-aktiv sind, ist die Messung des **Cl-Kerns aufgrund
seiner groReren natiirlichen Haufigkeit von ca. 75 % sinnvoll. Die grofRe Schwierigkeit bei der Messung
des *Cl-Kerns ist seine schnelle Quadrupol-Relaxation, die in der Regel zu sehr breiten Signalen bis in
den kHz-Bereich fiihrt.”*> Die Erfassung von organisch gebundenem Chlor ist besonders schwierig, da die
schnelle Relaxation hier besonders stark ausgepragt ist.?** Durch den Einsatz der solid state NMR-Technik
bei 35CI—Messungen, bei der die Probe als Feststoff vorliegt, verlauft die Relaxation der Kerne
langsamer.”*?" In der Literatur wurde bereits tber die Quantifizierung von Chlorid in wéssrigen
Losungen berichtet,?*® deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit alle *>CI-NMR-Messungen mit geldsten
Proben in D,0 durchgefiihrt, d.h. es wurden ausschlieRlich Chloridsalze gemessen. Zur Quantifizierung
des Chlorids wurde zunachst eine Dreipunktkalibrierung mit NaCl in D,0 vorgenommen (Abbildung 4-1).
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rel. Integral
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Abbildung 4-1: Beispiel einer 35CI-spektroskopischen Dreipunktkalibrierung mit NaCl in D,0. Jede Konzentration
wurde einfach bestimmt, wobei jede Einzelmessung eine Akkumulation von 3072 scans darstellt. Auf der Ordinate
sind dimensionslose Integrale der entsprechenden Signale aufgetragen (R2 =0,9998, n = 1, Messzeit pro Spektrum =
19 min 42 s).
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Alle vermessenen Proben wurden in einer Konzentration von 0,04-0,06 M in D,0 gel6st. Die Chlorid-
Wiederfindung lag bei allen Verbindungen in einem Bereich von 85 % bis hin zu anndhernd quantitativen
99 % (Abbildung 4-2). Daher kann angenommen werden, dass sowohl die Guanidinderivate als auch die
weniger basischen N-Hydroxyguanidine in zweifach-protonierter Form als Dihydrochloridsalze vorliegen.
Die *>CI-NMR-Spektroskopie stellt also eine effektive Alternative zur volumetrischen Titration fiir die
Chlorid-Quantifizierung in ionischen Verbindungen dar.

1.07

Verbindung Wiederfindung

(%)
H_ _H CI
N* [o]
1 91 HZNXN o
éH3 NH;* CIf
75 95 1
91 85
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10 91 " — — ,/\
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Abbildung 4-2: Links: Chlorid-Wiederfindung an ausgewdhlten Verbindungen durch *CI-NMR. Alle Prozentangaben
beziehen sich auf die entsprechenden Dihydrochloridsalze; rechts: Beispiel eines ¢l Spektrums von Né-MethyI-L-
arginin 1 in D,0. Akkumulation von 16 dummy scans und 3072 scans.

4.2 Spektroskopische Aspekte verschiedener Zuckerkonjugate

Zuckerkonjugate stellen nicht nur aus Sicht der Prodrug-Entwicklung interessante Verbindungen dar,
sondern sind auch aus NMR-spektroskopischer Sicht informative, obgleich anspruchsvolle Molekdile. In
Kapitel 3.2.4 wurde bereits erwdhnt, dass wahrend der Phasentransferkatalyse eine Anomerisierung am
1'-C-Atom stattgefunden hat. Diese Inversion (WALDEN-Umkehr) ist chemisch durch einen
Sn2-Mechanismus zu erklaren, kann aber auch spektroskopisch belegt werden. In Zuckern erscheinen
dquatoriale Protonen weiter tieffeldverschoben als axial ausgerichtete Protonen.’’’ Zusatzlich
unterscheiden sich die Frequenzen der *J-Kopplungen in Abhangigkeit von dem Winkel, in dem die
Protonen zueinander stehen. Da das Proton am 2'-C-Atom axial ausgerichtet ist, ergibt sich fir
Verbindung 68 ein Winkel zwischen 1'-H und 2'-H von 60 ° und fiir Verbindung 70 ein Winkel von 180 °.
KARPLUS hat diese Abhangigkeit zwischen der GroRe der Kopplungskonstante und dem Diederwinkel von
vicinalen Protonen erstmals beschrieben. Danach zeigen Kopplungen axial-axial zueinanderstehender
Protonen (180 °) Kopplungskonstanten zwischen 10-15 Hz, wohingegen Kopplungen zwischen axial-
dquatorial zueinanderstehender Protonen (60 °) wesentlich kleinere Kopplungskonstanten von ca. 3-4 Hz

218,219

aufweisen. Dadurch kann gezeigt werden, dass alle O-Galactosyl und O-Glucosyl-Prodrugs als B-

Anomere vorliegen (Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-3: 'H NMR-Spektren von 68 und 70 in CDCl; zur Verdeutlichung der a/B-Anomerisierung.

4.3 Spektroskopische Untersuchungen zur E/Z-Isomerie an ausgewahlten
NOHA-Prodrugs und ihren Vorstufen

Eine Frage die bei allen substituierten N-Hydroxyguanidinen immer wieder intensiv diskutiert wurde, ist
die E/Z-lIsomerie. Aus spektroskopischer Sicht gab es bislang keine eindeutigen Hinweise auf E/Z-
Isomere.”® Als Ursache dafiir wurde bei den N-Hydroxyguanidinen bisher eine schnelle Umwandlung von
der E- in die Z-Form als am wahrscheinlichsten angenommen. Eine zufallige Isochronie der Signalsatze
oder das Vorliegen nur eines Isomers waren allerding auch denkbar. In eigenen NMR-spektroskopischen
Untersuchungen konnten weder in den "H- noch in den *C-Spektren ein doppelter Signalsatz beobachtet
werden. Daraus lieB sich ableiten, dass eine Mischung aus E- und Z-Isomeren sehr unwahrscheinlich war.
Auch die schnelle E/Z-Isomerisierung erschien unwahrscheinlich, da es bei dieser Umwandlung zu einem
formalen Bruch und Neuknipfung einer Bindung kdme. Es ist daher eine hohe Energiebarriere zu
Uberwinden, die stark vom Substitutionsmuster abhadngig ist. Bei dem Estrogen-Agonisten
E-Diethylstilbestrol lauft diese E/Z-Isomerisierung bereits unter physiologischen Bedingungen ab.***
Oximen ist durch den elektronenziehenden Sauerstoff die Inversionsbarriere am Stickstoff so stark

erhoht, dass praktisch keine Isomerisierung auftritt. Dieser Effekt ist bei anderen CN-Doppelbindungen
222,223

Bei

mit stark elektronenziehenden Resten ebenfalls zu beobachten. Ein postulierter Mechanismus fir
eine E/Z-Isomerisierung ohne den formalen Bindungsbruch verlduft in stark sauren wassrigen Losungen
iber einen tetrahedralen Ubergangszustand der durch Protonierung des Oxim-Stickstoffs zustande
kommt und bei dem Wasser als eine Art nukleophiler Katalysator auftritt. Aus dem tetrahedralen
Ubergangszustand wéire dann eine Rotation um die entstandene CN-Einfachbindung denkbar, die

letztendlich eine Isomerisierung ermdglichen kénnte.”*

Um der Frage nach der E/Z-Isomerie analytisch nachzukommen, sollten in dieser Arbeit neben
verschiedenen zweidimensionalen NMR-Techniken auch heteronukleare Messungen zum Einsatz
kommen. In Abbildung 4-4 sind zwei 'H-'"H-NOESY-Spektren der Prodrug-Vorstufen 101 und 72 gezeigt.
Bei NOESY-Messungen wird die Pulsfolge auf alle 'H-Kerne angewendet, wobei bei raumlich
benachbarten Kernen Kreuzsignale entstehen, wenn sich die Kerne rdaumlich in ihrem
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Relaxationsverhalten beeinflussen. Die markierten Signale deuten auf eine Wechselwirkung zwischen
dem N“-Proton des Guanidins und den Protonen der Methylengruppe des Acetals (A) bzw. des
anomeren Protons (B) hin. Diese Wechselwirkungen sind bevorzugt durch eine Z-Isomerie zu erklaren.
Bei anderen Derivaten wie 81 waren sogar Kontakte zwischen noch weiter auseinander liegenden
Protonen, wie dem N*-Proton des Guanidins und dem 2'-Proton des Monosaccharids zu beobachten. Bei
einer E-lsomerie wire dieser Kontakt zum N°-Proton des Guanidins wahrscheinlicher. Dieses liefert aber
ein weiter hochfeldverschobenes Triplett.
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Abbildung 4-4: Ausschnitt aus den 1H-lH-NOESY-Spektren von 101 und 72. In den gestrichelten Kreisen wurden die
NOESY-Kontakte des N“-Guanidin-Protons mit den Protonen der Methylengruppe des Acetals (A) bzw. des
anomeren Protons (B) verdeutlicht.

In Abbildung 4-5 sind die Z-Isomere der Prodrug-Vorstufen 101 (links) und 72 (rechts) dreidimensional
dargestellt. Die Abbildung soll die rdumliche Anndhrung zwischen den Protonen des Acetals und dem
N®-Proton des Guanidins verdeutlichen. Bei der Verbindung mit offen-acetalischer Struktur 101 betragt
dieser berechnete Abstand lediglich 1,22 A. Auch beim Galactosederivat 72 ist der Abstand zwischen
dem anomeren Proton und dem des N“-Stickstoffs mit 2,66 A kurz. In NOESY-Experimenten liefern nur
raumlich benachbarte Protonen Kreuzsignale, deren Abstand zueinander 4-5 A nicht Uberschreitet. Der
berechnete Abstand zwischen den Protonen des Acetals und dem des N°-Stickstoffs lage bei beiden
Verbindungen deutlich iiber 4 A, sodass die Kreuzsignale in den NOESY-Spektren (Abbildung 4-4) daher
am besten durch das Vorliegen der Z-Isomere zu erklaren wéren.
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Abbildung 4-5: Dreidimensionale Darstellung von 101 und 72 in Z-Konfiguration; links: Z-lsomer von 101; rechts:
Z-Isomer von 72. Markiert sind die Abstdnde der Protonen, die fiir die Kreuzsignale im 1H-lH-NOESY-Spektrum
verantwortlich sind (Abbildung 4-4).

Um die oben vermutete Z-Isomerie zu begriinden, ware das Vorliegen des N-Hydroxyguanidins in
oximartiger Struktur essentiell. Um aber das Vorliegen des N-Hydroxyguanidins als oximartiges und nicht
als hydroxylaminartiges Tautomer analytisch belegen zu koénnen, mussten zu den 2D-NOESY-
Experimenten weitere heteronukleare *N-Messungen durchgefiihrt werden. Diese Messungen kénnten
Aufschluss Uber den Protonierungsgrad der einzelnen Stickstoffe geben, der wiederum fir beide
denkbaren Tautomere spezifisch war. CLEMENT et al. hatten zu der Problematik der Tautomerie von
Hydroxyguanidinen und Amidoximen bereits ausfiihrliche >N-NMR-Studien betrieben. In diesen Arbeiten
konnte belegt werden, dass sowohl die N-Hydroxyguanidine als auch die Amidoxime als oximartige
Tautomere vorliegen.”?>'” In Abbildung 4-6 ist das *N-HMBC-Spektrum der Verbindung 101 in CDCl,
gezeigt. Das markierte Signal zeigt die Kopplung des Oxim-Stickstoffs mit der Methylengruppe des
Acetals. Die chemische Verschiebung des Oxim-Stickstoffs von -115 ppm (entspricht etwa 267 ppm auf
der Ammoniak-Skala) entsprach der chemischen Verschiebung des Oxim-Stickstoffs verschiedener N-



4 Spektroskopie 65

2% 7udem konnte gezeigt werden, dass es sich hier um einen nicht-

Hydroxyguanidine in der Literatur.
protonentragenden Stickstoff handeln musste, da dieses Signal nur im *N-HMBC- nicht aber im
N-HSQC-Spektrum sichtbar war. Diese Ergebnisse waren nur mit der oximartigen Struktur in Einklang zu

bringen.
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Abbildung 4-6: N-HMBC der Verbindung 101 in CDCl;. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf die
Nitromethan-Skala. Markiert ist die Kopplung des Oxim-Stickstoffs mit den Protonen der acetalischen
Methylengruppe.

Bisher wurden zur Aufklarung der Tautomerie und Isomerie nur Verbindungen mit Carbamatstruktur
NMR-spektroskopisch untersucht. Deshalb sollte die Frage nach dem tatsachlich vorliegenden Tautomer
auch an einer carbamatfreien Struktur gezeigt werden. Diese Messungen gestalteten sich zunachst
schwierig, da das N-Isotop eine natirliche Haufigkeit von lediglich 0,37 % aufweist und neben den
indirekten N-HSQC-Messungen und -HMBC-Messungen auch direkte Messungen des “N-Kerns
durchgefiihrt werden sollten, fir die groRe Probenmengen bendtigt wurden (0,5-0,6 M). Zudem war das
Signal des Oxim-Stickstoffs bei den N-Messungen der O-glycosidischen Verbindungen schwierig
detektierbar. SchlieRlich gelang ein *N-INEPT-Experiment mit der carbamatfreien Verbindung 73 in
DMSO-dg (Abbildung 4-7). In Kombination mit den zweidimensionalen HSQC- und HMBC-Messungen
konnte eine eindeutige Zuordnung der Stickstoffe erfolgen. Der Stickstoff der NH,-Gruppe konnte im
INEPT-Spektrum leicht identifiziert werden, da sich die Kopplungskonstante der NH,-Gruppe mit 2 x
80-90 Hz deutlich von der Kopplungskonstante der NH-Gruppen unterschied. Anhand der chemischen



66 4 Spektroskopie

Verschiebungen der Stickstoffe 1-3 und der Tatsache, dass nicht-protonentragende Stickstoffe bei
INEPT-Experimenten nicht sichtbar waren, lag auch diese Struktur oximartig vor. 'H-'H-NOESY-
Messungen an carbamatfreien Verbindungen und den finalen Prodrugs tendierten ebenfalls zum
Vorliegen einer E-Isomerie an der Oxim-Doppelbindung, auch wenn die eindeutige Auswertung aufgrund
stark verbreiterter NH-Signale weitaus schwieriger war. Da alle carbamatfreien Vorstufen und die finalen
NOHA-Prodrugs in Form disubstituierter Guanidine vorliegen, kann im Gegensatz zu den noch
carbamatgeschiitzten Verbindungen von einer E-Isomerie gesprochen werden.

AcO ?AC

AcO-}

T T T T T T T T T T T T T
-280 -285 -290 -295 -300 -305 -310 -315 -320 -325 -330 -335 ppm

Abbildung 4-7: 15N—INEPT—Experiment der Verbindung 73 in DMSO-ds. Die chemischen Verschiebungen beziehen
sich auf die Nitromethan-Skala.

4.4 Zusammenfassung

Durch den Einsatz moderner NMR-Techniken war es im Rahmen dieser Arbeit moglich, interessante
strukturelle wie auch stereochemische Eigenschaften der synthetisierten NO-Modulatoren aufzuklaren.
Durch die quantitativen *CI-NMR-Messungen konnte bewiesen werden, dass sowohl die
L-Argininderivate als auch die weniger basischen NOHA-Prodrugs als zweifach-protonierte
Dihydrochloridsalze vorlagen. Diese Methode stellte zu den klassischen Techniken zur
Chlorid-Quantifizierung wie Titration, Kolorimetrie, Coulometrie oder lonenchromatografie eine
effiziente Alternative mit hohem Mal} an Linearitat und Richtigkeit dar.

Zucker sind aus NMR-spektroskopischer Sicht interessante und gleichermaen anspruchsvolle
Verbindungen. In diesem Kapitel wurde mit der o/B-Anomerisierung nur ein kleiner Teil der
spektroskopischen Vielseitigkeit dieser Naturstoffe beleuchtet. Zuckerprotonen zeigen komplexe
Multiplizitaten, hervorgerufen durch die vielen Kopplungen, die in diesem Ringsystem moglich sind.
Durch 'H-'"H-COSY- und 'H-'H-NOESY-Messungen war die eindeutige Zuordnung der Protonen in den
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Monosaccharidresten méglich. Uber *H,*C-HSQC und *H,*C-HMBC-Messungen konnten auch die sechs
Zuckerkohlenstoffe exakt zugeordnet werden.

An ausgewihlten NOHA-Prodrugs und deren Vorstufen konnte durch ‘H-'"H-NOESY- und verschiedene
>N-Messungen neue Erkenntnisse iiber deren E/Z-lsomerie gewonnen werden. Die heteronuklearen
N-INEPT- und N-HMBC-Messungen zeigen eindeutig, dass die N-Hydroxy-L-arginin-Prodrugs in
oximartiger Struktur vorlagen. Die an der CN-Doppelbindung mdogliche E/Z-Isomerie konnte durch
'H-"H-NOESY-Messungen genauer untersucht werden. Die Ergebnisse lieRen den Schluss zu, dass die
trans-standige Ausrichtung der O-acetalischen Prodrug-Gruppen zur Aminosdure am wahrscheinlichsten
war. Deshalb wurde in dieser Arbeit eine einheitliche Schreibweise gewadhlt, indem die Prodrug-
Vorstufen mit Carbamatstruktur als Z-Isomere und die carbamatfreien Prodrugs als E-lsomere dargestellt
wurden.
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5 BESTIMMUNG DER ENANTIOMERENREINHEIT AUSGEWAHLTER AMINO-
SAUREDERIVATE

5.1 Einleitung

Die Priifung auf Enantiomerenreinheit ist bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe unerlasslich, um deren
pharmakologische Wirksamkeit und Unbedenklichkeit zu belegen. Das im Jahre 1957 von der Firma
Grinenthal zugelassenen Schlafmittel Contergan® mit dem Wirkstoff Thalidomid erlangte in diesem
Zusammenhang traurige Aufmerksamkeit. Aufgrund der besonders guten Vertraglichkeit wurde das
Glutarimidderivat Thalidomid besonders bei schwangeren Frauen eingesetzt, was sich einige Jahre spater
als eine der tragischsten Fille in der Geschichte der Arzneimittelentwicklung herausstellte.””® Die
teratogene Wirkung des S(-)-Enantiomers im racemisch eingesetzten Thalidomids fiihrte zu schweren
embryonalen Missbildungen und Fehlgeburten, wohingegen die gewiinschte sedative Wirkung
ausschlieRlich auf das R(+)-Enantiomer zurtckzufihren war.??**%
heutzutage bekannt, dass ein Enantiomer biologisch inaktiv ist oder eine reduzierte Wirksamkeit

Bei vielen chiralen Arzneistoffen ist

aufweist (Distomer), wohingegen das andere Enantiomer aktiv ist (Eutomer). Bereits bei der
Arzneistoffentwicklung ist es von grofRer Bedeutung enantiomerenreine Verbindungen einzusetzen, um
beispielsweise 1Cso- oder Ki-Werte korrekt zu bestimmen. Bei Enzymen wie der NOS, DDAH und Arginase
ist es bekannt, dass sie eine hohe Substratspezifitdt hinsichtlich der natirlich vorkommenden

L-Aminosiuren aufweisen.?%%°

Um enantiomerenreine Wirkstoffe zu gewinnen gibt es u. a. die Mdglichkeit der enantioselektiven
Synthese, des Einsatzes enantiomerenreiner Edukte oder der Trennung racemischer Verbindungen
mittels chromatografischer Methoden. Fiir die stereochemische Charakterisierung einer Verbindung
kénnen am einfachsten chiroptische Methoden, wie z. B. die Polarimetrie, angewendet werden. Die
Bestimmung der spezifischen Drehung mittels Polarimetrie liefert allerding keine Informationen daruber,
in welchem Verhéltnis die einzelnen Enantiomere zueinander vorliegen. Besonders bei neuen,
literaturunbekannten Verbindungen sind spezifische Drehwerte alleine nicht aussagekraftig genug, um
die optische Reinheit einer Substanz zu beweisen. Mit chromatografischen und spektroskopischen
Methoden (v.a. GC und HPLC) ist es hingegen unter Verwendung verschiedener chiraler Selektoren
moglich, beide Enantiomere einer racemischen Verbindung zu trennen und zu quantifizieren. Eine
konventionelle Methode zur Bestimmung der optischen Reinheit ist heutzutage die HPLC-Analytik. Dabei
wird der chirale Selektor entweder der mobilen Phase zugesetzt oder er liegt auf der stationdren Phase

230

gebunden vor.” Mit Hilfe dieser Technik lassen sich mittlerweile viele chirale Stoffklassen untersuchen,

unterstitzt durch die Vielzahl an kommerziell erhaltlichen chiralen Selektoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine stereoselektiven Synthesen oder praparative chromatografische
Trennungen von racemischen Verbindungen durchgefiihrt. Fiir alle Synthesen wurden kommerziell
erhaltliche L-Aminosduren und deren Derivate eingesetzt und durch geeignete Reaktionsbedingungen
das Racemisierungsrisiko minimiert. Die Stoffklasse der Aminosduren ist hinsichtlich stark saurer oder
basischer Reaktionsbedingungen und der dadurch bedingten Racemisierung kritisch zu betrachten,
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B122 D3 pei der Darstellung des N°-Methylarginins 1

besonders bei erhohten Temperaturen.
und -ornithins 2 (Kapitel 3.1) eine moglichst hohe Enantiomerenreinheit angestrebt wurde, war eine

Bestimmung der Enantiomerenreinheit von groRer Bedeutung.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Methodenentwicklung

In friiheren Untersuchungen wurden von TOPKER und SCHADE verschiedene chromatografische Methoden
zur Untersuchung der Enantiomerenreinheit N6-methylierten Arginins und dessen Derivate
beschrieben.®®?** ScHADE konnte durch den Einsatz einer Crownpak Cr(+)-Sdule unter Verwendung eines
stark sauren FlieBmittels (HCIO, in Aqua bidest., pH 1,5) und bei niedrigen Temperaturen die

® Diese stationire Phase

Enantiomere verschiedener Né-methylierter Argininderivate trennen.™
verwendet einen chiralen, an Kieselgel adsorbierten Kronenether fiir die Unterscheidung von
Aminosdure-Enantiomere und findet in der Praxis eine breite Anwendung. Mithilfe dieser chiralen
Kronenether kdnnen nahezu alle natirlichen Aminosauren in ihre Enantiomere getrennt werden, aber

24 50 konnte auch die

auch primare Amine, wenn die Aminogruppe nahe beim Chiralitatszentrum liegt.
Enantiomerenreinheit verschiedener N“-substituierter L-Argininderivate auf diese Weise bewiesen
werden.” Eigene Versuche, diese Analytik fiir die N°-methylierten Verbindungen 1 und 2 zu
reproduzieren, waren nicht erfolgreich. Ein Defekt der stationdren Phase erschien wahrscheinlich, da
bereits keine Trennung von D- und L-Arginin erzielt werden konnte und alle untersuchten Aminosauren
nahezu dieselbe Retentionszeit aufwiesen. Da aber der Beweis fiir die Darstellung der N°-methylierten
Aminosauren 1 und 2 in enantiomerenreiner Form ein erklartes Ziel dieser Arbeit darstellte, musste eine

alternative Analytik entwickelt werden.

5.2.2 Ligandenaustauschchromatografie mittels HPLC

Eine besonders fiir die Trennung von a-Aminosdure-Enantiomere geeignete Form der
Flissigchromatografie ist die Ligandenaustauschchromatografie (LAC) mit einem chiralen Eluenten aus
L-Prolin und Kupfer(ll)-acetat als Komplexbildner. Der Vorteil dieser in Anlehnung an GIL-Av et al.
beschriebenen Analytik ist, dass als stationdre Phase eine konventionelle RP-18-Saule verwendet werden

kann.?*®

Das Prinzip der Trennung besteht in der Bildung diastereomerer Komplexe (Abbildung 5-1) von
Kupferionen mit L-Prolin und den optischen Antipoden der Aminosdure, deren Stabilitdt durch die
Anordnung des stereogenen Kohlenstoffatoms der Aminosdure bestimmt wird. Diese unterschiedlich
polaren Komplexe bilden letztendlich unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit der unpolaren

C-18-Phase aus. 2%
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106

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung des Chelatkomplexes von Kupferionen mit einer a-Aminosdure und
L-Prolin nach GIL-Av et al..”*®

Problematisch bei der Untersuchung der Aminosauren ist die Detektion, da alle L-Argininderivate kein
chromophores System aufweisen. Eine Vorsdulenderivatisierung scheidet bei der LAC aus, da eine
unsubstituierte a-Aminosaurefunktion grundlegende Voraussetzung fiir die Komplexbildung ist. TOPKER
hatte bereits eine Nachsdulenderivatisierung zur Detektion von 1 beschrieben, bei der o-Phthaldialdehyd
(0-PA) eingesetzt wurde. Ein groBer Vorteil dieser Methode ist, dass das zugesetzte L-Prolin als
sekundares Amin nicht mit dem o-PA Reagenz reagiert. Diese Methode konnte allerdings nicht direkt
Ubertragen werden, da nach wenigen Injektionen bereits ein starker Basisliniendrift und Druckanstieg im
HPLC-System zu beobachten war. Die Ursache dafiir bestand in der Inkompatibilitdat des alkalischen
Derivatisierungsreagenz (pH 9,5) mit den Cu®*-lonen des FlieRmittels. Das Ausfallen von Cu(OH), konnte
erst durch den Zusatz von EDTA (3 mM) zum Derivatisierungsreagenz verhindert werden.

Durch die Injektion verschiedener b- und L-Arginin-Lésungen sollte die Spezifitat der Methode liberpriift
werden. Die Chromatogramme zeigten zwar keine basisliniengetrennten Peaks, dennoch konnten die
Signale von D-Arginin (11,0 min+0,1 min) und L-Arginin (12,4 min+0,1 min, R=1,2) deutlich
unterschieden werden (Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-2: Reprasentatives Chromatogramm von D-Arginin (blau) und L-Arginin (turkis) auf einer VDS Optilab
Nucleosil 100 C-18 S&ule; FlieBmittel: 17 mM L-Prolin, 8 mM Kupfer(ll)-acetat in Aqua bidest., pH 4,5; Flussrate
0,5 mL/min; Detektion: Fluoreszenzmessung, o-PA-Nachsdulenderivatisierung ()\ex =340nm, A =455 nm).

Auch racemisches N°-Methylarginin konnte in seine optischen Antipoden getrennt werden (Abbildung
5-3, blaues Chromatogramm). Das D-Enantiomer des NS-MethyIarginins eluierte  zuerst
(10,7 min £ 0,2 min), gefolgt von dem L-Enantiomer (12,9 min £ 0,2 min, R = 1,4).

Die Einspritzung einer Lésung des in dieser Arbeit synthetisierten N°-Methyl-L-arginins 1 (Kapitel 3.1)
lieferte einen einzigen Peak, dessen Retentionszeit mit der des L-Enantiomers des racemischen
N®-Methylarginins und des natirlichen L-Arginins Ubereinstimmt (Abbildung 5-3, tirkises
Chromatogramm). Ein Peak fiir ein D-Enantiomer, und somit ein Indiz fir Racemisierung, konnte nicht
nachgewiesen werden. Um eine Quantifizierung beziiglich der Enantiomerenreinheit durchzufiihren,
wurde die Nachweisgrenze fiir das D-Enantiomer von 1 als mogliche Verunreinigung bestimmt. Dazu
wurde eine 10 mM Losung der racemischen Verbindung 1 soweit verdiinnt, bis kein Peak mehr mit
einem Signal-Rausch-Verhaltniss (S/N) von mindestens 3:1 detektierbar war. Somit konnte eine
Nachweisgrenze von 50 uM fiir das D-Enantiomer von 1 festgelegt werden. Daraus ergibt sich eine
Enantiomerenreinheit fur N°-Methyl-L-arginin 1 von > 99 % ee. Die Reproduzierbarkeit der Methode
konnte durch den Vergleich der Peakflichen von drei aufeinanderfolgenden Einspritzungen fir beide
Enantiomere mit einer relativen Standardabweichung von weniger als 1,2 % belegt werden.
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Abbildung 5-3: Reprdsentatives Chromatogramm von racemischem Né—MethyIarginin (blau) und optisch reinem
Ns—MethyI—L—arginin (turkis) auf einer VDS Optilab Nucleosil 100 C-18 Saule; FlieBmittel: 17 mM L-Prolin, 8 mM
Kupfer(ll)-acetat in Aqua bidest., pH 4,5; Flussrate 0,5 mL/min; Detektion: Fluoreszenzmessung, o0-PA-
Nachsaulenderivatisierung ()\ex =340 nm, A =455nm).

Der Versuch, die kommerziell erworbenen Enantiomere D- und L-Ornithin mit der gleichen analytischen
Methode zu trennen, war nicht erfolgreich. Bei allen Messungen konnte lediglich ein Peak mit
identischer Retentionszeit detektiert werden. Da allerdings das N°-Methyl-L-ornithin 2 aus der gleichen
Vorstufe 33 dargestellt wurde wie das enantiomerenreine N°-Methyl-L-arginin 1 und die finale
Deprotektion unter den gleichen Bedingungen ablief (Kapitel 3.1), konnte fir das N°-Methyl-L-ornithin 2
ebenfalls eine Enantiomerenreinheit von >99 % ee festgelegt werden. Die Ergebnisse der
polarimetrischen Untersuchungen von 1 und 2 unterstiitzen diese Festlegung (Kapitel 5.2.3).

5.2.3 Polarimetrie

Nachdem die Ergebnisse der LAC-Analytik zeigten, dass das N°-Methyl-L-arginin 1 eine optische Reinheit
von 299 % ee aufwies, sollte zur vollstdndigen Charakterisierung der spezifische Drehwert bestimmt
werden. AuRerdem konnte der Vergleich der spezifischen Drehwerte des N°-Methyl-L-ornithins 2 mit
dem des optisch reinen NG-MethyI-L-arginins 1 eine Aussage (iber dessen Enantiomerenreinheit liefern.
Da flr in Wasser gemessene Drehwerte von 1 und 2 keine Literaturwerte existierten, wurden fir die
Beurteilung der Messwerte ebenfalls die spezifischen Drehwerte von kommerziell erworbenem D- und

L-Arginin bestimmt.
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Tabelle 5-1: Spezifische Drehwerte [a]ZDO von Né-MethyI-L-arginin 1, -ornithin 2 und Arginin.

Verbindung [a]2° ()
1 +11,0
2 +11,5
L-Arg +10,5
D-Arg -10,5

Alle Proben wurden 2 %ig in Aqua bidest. vermessen.

Die ermittelten spezifischen Drehwerte von 1 und 2 waren nahezu identisch. Ebenso korrelierten sie mit
den Werten der kommerziell erworbenen Arginin-Enantiomere. Daraus lie8 sich ableiten, dass das
N5-MethyI-L-ornithin 2 eine mindestens ebenso hohe optische Reinheit aufwies, wie das Né-MethyI-L-
arginin 1.

5.3 Zusammenfassung

Fur die in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen N®-Methyl-L-arginin 1 und N°-Methyl-L-ornithin 2
konnte ein analytisches System zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit etabliert werden.

Beide Verbindungen liegen in hoher optischer Reinheit von 299 % ee vor, was den abschlieBenden
Rickschluss zuldsst, dass wahrend der unter Kapitel 3.1 beschriebenen neu entwickelten Synthese keine
nennenswerte Racemisierung der enantiomerenreinen Edukte eintrat. Damit konnte auch die hochste
bisher in der Literatur beschriebene Enantiomerenreinheit fiir die Verbindungen 1 und 2 erzielt

werden.

Die etablierte Analytik mittels Ligandenaustauschchromatografie ermoglichte es, sowohl die
Enantiomere des Arginins als auch die des racemischen N°-Methylarginins zu unterscheiden und mit
einer relativen Standardabweichung von weniger als 1,2 % reproduzierbare Ergebnisse zu generieren.
Durch den Zusatz von EDTA zum Nachsaulenderivatisierungsreagenz war es moglich, die Robustheit des

Systems deutlich zu erhéhen.

Durch die polarimetrischen Untersuchungen sollte die Charakterisierung beider Verbindungen 1 und 2
ergianzt werden mit dem Ergebnis nahezu identischer spezifischer Drehwerte. Diese Tatsache ist auch
plausibel, da die strukturellen Unterschiede der Verbindungen 1 und 2 erst am Stickstoffatom an der
6-Position auftreten und somit weit vom Stereozentrum entfernt sind. Die Messungen der optischen
Drehung beider kommerziell erworbenen Enantiomere des Arginins lieferten dhnliche Ergebnisse, was
diese Annahme unterstiitzt, da der strukturelle Unterschied zu 1 lediglich in einer Methylgruppe besteht
und somit wenig Einfluss auf den stereochemischen Charakter der Verbindung hat.
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6 UNTERSUCHUNGEN ZUR (CO)KRISTALLISATION DER HUMANEN DDAH-1

6.1 Einleitung

Die Struktur-Wirkungsbeziehungen von Amidin- und Guanidin-basierten Inhibitoren der hDDAH-1
wurden im Arbeitskreis CLEMENT bereits weitreichend untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
Veranderungen bestimmter struktureller Elemente dieser Verbindungen die Wirkung entweder enorm
steigerten oder zu einem fast vollstandigen Wirkverlust flhrten. Auffallig erschien, dass die bereits
literaturbekannten Inhibitoren 7 und 8 beide potente Hemmstoffe der hDDAH-1, Arginase und NOS
darstellten, obwohl es sich bei L-257 (8) um ein N*-Methoxyethyl-substituiertes Argininderivat und bei
V-NIO (7) hingegen um ein Amidinderivat handelte.

NH
1 2
S
H H
Arginase | \0s eNOS iNOS
. 1 2 hDDAH-1 Hemmung .
Verbindung R R K, (M) bei 1 mM Hemmung bei 1 mM
1 o,
(%) v
0
8
145 HsC/O\/\ /\/ﬁ)kcm 13+2 16+9 12+8 105 013
(L-257) "
2
9/10
/ HsC/O\/\ NN 18+6 76 0+8 13+5 013
(AbMEG)
107 HC 0NN A~ ~_COOH 48916 nb. 5+4 13+4 246
108 HSC/O\/\ AN CHs 28151946 n. b. 0+t8 0+4 21t4
109 HeZ N A~ NH: 59+3 n.b. nb. nb.  nb.

Tabelle 6-1: Hemmdaten ausgewahlter Guanidin-basierter Inhibitoren der hDDAH-1. Fett hervorgehoben sind die
Daten der Leitstrukturen 8 (L—257)145 und 9/10 (AbMEG). Alle Verbindungen wurden mit Ausnahme von 8 im
Arbeitskreis CLEMENT von ScHADE, KOTTHAUS und LUNK synthetisiert und in vitro getestet. n. b. = nicht
bestimmt.'*13%%%®

Inspiriert von den beiden Leitstrukturen 7 und 8 wurde von SCHADE, KOTTHAUS und LUNK in systematischen
Untersuchungen eine grofRe Substanzbibliothek verschiedenster Amidin- und Guanidin-basierter
Inhibitoren der hDDAH-1, Arginase und NOS synthetisiert und im Anschluss in vitro auf deren
Wirksamkeit und Selektivitit getestet.”**'**?*® Ausgewshlte Beispiele sind in Tabelle 6-1 und Tabelle 6-2



6 Untersuchungen zur (Co)Kristallisation der humanen DDAH-1 75

gezeigt. Bei den Guanidinderivaten stellte sich heraus, dass durch die Substitution des N“-Stickstoffs mit
einer Methoxyethyl- oder einer dhnlich groRBen Butenylfunktion (109) besonders potente Inhibitoren
hervorgingen. Bei Argininderivaten konnte beobachtet werden, dass die Verkiirzung der
N®-Substituenten um ein Kohlenstoffatom im Vergleich zu L-257 (8) zu 4-7 fach héheren K-Werten
fiihrte. Ahnliche Beobachtungen wurden bei Amidinderivaten gemacht, wo die Verkiirzung oder die
Verldngerung des Substituenten ebenfalls zu Affinitatsverlusten fihrte.”® Die GroRe des
N“-Substituenten schien also eine groRe Bedeutung hinsichtlich der Hemmung der hDDAH-1 zu haben.
Am auffalligsten aber zeigte sich, dass sowohl eine intakte a-Aminosaurefunktion (L-257, 8) als auch eine
decarboxylierte Aminosaure (AbMEG, 9/10) von der hDDAH-1 akzeptiert wurde, wohingegen das Enzym
den Verlust der a-Aminogruppe (107) nicht tolerierte. Der vollstdndige Verlust der Aminosdurefunktion
fUhrte zu einer praktisch wirkungslosen Verbindung (108). Auch die hohere Selektivitdt von AbMEG fiir
die hDDAH-1 gegeniiber der Arginase und NOS erschien im Vergleich zu L-257 interessant.

NH
R2
1 N~
R H
Arginase  \os  eNOS  iNOS
Verbindun R R? hDDAH-1  Hemmung Hemmung bei 1 mM
g K(uM)  bei 1 mM (f/)
(%) ’
0
7
VNI Hoe? /\/\‘)kOH 21 76%10 100+8 883 1001
NH,
0
110 H3C’O\/ /\/\‘)kOH 73+6 22+2 93+2 89+4 75%5
NH,
0
111 H3C/O\/\ /\/ﬁ)ko*' 9+1 43+1 65+1 54+18 50%7
NH,
112 HeZ T A~~~ NH2 76814 6+5 99+1 56+8 100+1
113 H3C’O\/ NS NH2 983+ 19 21+2 78+1 44+19 42+8
114 HgC/O\/\ AN NH2 1446491 2242 19+23 2816 16+5

Tabelle 6-2: Hemmdaten ausgewahlter Amidin-basierer Inhibitoren der hDDAH-1. Fett hervorgehoben sind die
Daten der Leitstruktur 7 (V—NIO).M0 Alle Verbindungen wurden mit Ausnahme von 7 im Arbeitskreis CLEMENT von
SCHADE, KOTTHAUS und LUNK synthetisiert und in vitro getestet.238’136’146

Bei den Amidin-basierten Inhibitoren wurde ein Verlust der a-Carboxylgruppe von der hDDAH-1
hingegen nicht toleriert (Tabelle 6-2, 112-114), was die vorsichtige Annahme erlaubte, dass neben dem
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Methoxyethylrest oder einer Funktion &ahnlicher GroRe vor allem die Guanidinstruktur eine
entscheidende Rolle fiir die Bindung an das Enzym spielte. Eine ungewiinschte Eigenschaft aller Amidin-
basierten Inhibitoren war das mangelhafte Selektivitatsprofil gegenliber der Arginase und NOS. Eine
Inhibition aller Schlisselenzyme des NO-Stoffwechsels war keineswegs gewiinscht und hatte auch
weitreichende Konsequenzen hinsichtlich auftretender Nebenwirkungen.

Um besser verstehen zu konnen, warum im Vergleich zu L-257 der Verlust der a-Carboxylgruppe bei dem
Guanidinderivat AbMEG toleriert wurde, nicht aber bei seinem Amidinanalogon 114 und welche Rolle
die Guanidinfunktion und dariiber hinaus auch der Methoxyethylrest spielte, sollte eine Kristallstruktur
der hDDAH-1 sowohl mit AbMEG als auch ohne den Inhibitor Aufschluss (iber diese strukturellen
Phdanomene bringen. Dazu sollte im Rahmen dieser Arbeit eine ausreichende Menge hDDAH-1
rekombinant hergestellt und Uber geeignete chromatografische Methoden gereinigt werden. Der Beweis
fir die katalytische Aktivitat des Enzyms sollte Uber einen kolorimetrischen Aktivitdtsassay erbracht
werden. Die abschlieBende Herausforderung bestand in der (Co)Kristallisation der hDDAH-1 mit und
ohne AbMEG.

6.2 Herstellung rekombinanter hDDAH-1 in Escherichia coli

Unter der rekombinanten Herstellung eines Proteins versteht man die Synthese eines Proteins in einem
gentechnologisch veranderten Organismus.”**** Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Expressionssystem
fir die hDDAH-1 Escherichia coli BL-21(DE3)pREP4 Zellen verwendet. Ein Teil des pREP4-Plasmids codiert
fur den lacl-Repressor, der im aktiven Zustand die Proteinbildung hemmt.**® Erst durch Zugabe von
Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) wird der lacl-Repressor inaktiviert und die Transkription gestartet. Ein
Vorteil dieser steuerbaren Genregulation ist, dass die Proteinbildung zugunsten der Ausbeute erst bei
ausreichend hoher Zellzahl gestartet wird.

Dieses Expressionssystem hat sich bereits fiir die Herstellung rekombinanter hDDAH-1

eta bliert.91’238’239’244

Bisher wurden die Zellen fiir die Proteinherstellung nur in Schiittelkulturen kultiviert,
die eine Ausbeute von 1-3 mg Protein pro Liter Kultur lieferten (Kapitel 8.3.2.7.1). Im Rahmen dieser
Arbeit sollte die Herstellung der hDDAH-1 in einem grofReren MaRstab durch Einsatz eines Fermenters
erfolgen (Kapitel 8.3.2.7.2). So konnte die Proteinausbeute in Folge optimierter Wachstumsbedingungen
fir die Zellen auf 8 mg Protein pro Liter Kultur erhéht werden. Ein Fermenter, auch als Bioreaktor
bezeichnet, bietet gegeniiber Schittelkulturen den groRen Vorteil, dass wichtige Voraussetzungen fir
das Zellwachstum wie Sauerstoffsattigung und pH-Wert wahrend der Proteinbildung kontrolliert und

reguliert werden kénnen.
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Induktion mit
100 uM IPTG

l Zeit (min} Zeit (min)

60 140 160 180 200 220 240 260 280 ™M kDa 300 320 340 360 380 400 420 440 460 M kDa
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Abbildung 6-1: SDS-PAGE-Analyse der hDDAH-1 (32 kDa) Herstellung in einer Fermenterkultur (5 L). Aufgetragen
wurden Zelllysate mit einem Gesamtproteingehalt von durchschnittlich 11 ug/Spur.

In der Abbildung 6-1 ist der Effekt der Induktion mit IPTG deutlich zu erkennen. Wahrend vor der
Induktion hauptsachlich E. coli-eigene Proteine gebildet wurden, konnte nach erfolgter Induktion eine
vermehrte Bildung der hDDAH-1 beobachtet werden, die durch Western-Blot-Analyse verifiziert wurde.
Die Zellernte erfolgte 5 h (30 °C) nach der Induktion. Eine langere Wachstumsdauer bei dieser
Temperatur hatte zu keiner hoheren Proteinausbeute gefiihrt, da die E. coli Zellen nach dieser Zeit aus
der stationaren Phase in die Absterbephase Ubergegangen waren. Diese stationdre Wachstumsphase
konnte anhand einer konstant bleibenden ODgy von 10,8-11,6 zwischen 400 und 460 min beobachtet
werden.

6.3 Chromatografische Reinigung rekombinanter hDDAH-1

6.3.1 Affinitatschromatografie

Bei der Affinitdtschromatografie handelt es sich um eine chromatografische Reinigungsmethode fir
Biomolekiile, die auf spezifischen und zugleich reversiblen Wechselwirkungen zwischen dem Molekiil

245247 Eine der Vvielzahligen Techniken der

und einem matrixgebundenen Liganden basiert.
Affinitatschromatografie ist die Reinigung von Proteinen mit einem Polyhistidin-Tag (6xHis-Tag) an

matrixgebundener Ni**-Nitrilotriessigsaure (Ni**-NTA).>*#**

Die im Rahmen dieser Arbeit rekombinant hergestellte hDDAH-1 war durch einen N-terminalen 6xHis-
Tag (M, hDDAH-1 mit 6xHis-Tag = 32 kDa) ebenfalls der Affinitdtschromatografie an Ni**-NTA zugénglich.
Dafir wurden die E. coli Zellen zunachst mittels eines Hochdruck-Homogenisators (French Press)
aufgeschlossen. AnschlieBend konnte die l6sliche Proteinfraktion durch mehrfache Zentrifugation von
den Zelltrimmern getrennt werden (Kapitel 8.3.2.8). Durch Zugabe von Ni**-NTA-Agarose zu der
I6slichen Proteinfraktion wurde die |6sliche hDDAH-1 nach einer 24 stiindigen Inkubation bei 4 °C
quantitativ an die Ni**-NTA-Matrix gebunden werden.
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Abbildung 6-2: hDDAH-1 nach chromatografischer Reinigung an Ni**-NTA. Die Elution der hDDAH-1 erfolgte bei
einer Imidazol-Konzentration von 100 mM. Gesamtproteingehalt Durchlauffraktionen: 14-17 pg/Spur;
Waschfraktionen: 12 (0 mM) und 6 (10 mM) pg/Spur; Elutionsfraktionen: 5 (100 mM) und 3 (200 mM) pg/Spur;
hDDAH-1-Kontrolle (mittels Western Blot-Analyse bestétigt): 0,5 ug/Spur.

In Abbildung 6-2 ist eine SDS-Analyse der im Fermenter hergestellten und anschlieBend an Ni**-NTA
gereinigter hDDAH-1 gezeigt. Die Elution erfolgte bei dieser chromatografischen Reinigung mit einem
Imidazol-Stufengradienten (Kapitel 8.3.2.9.1). Die Elution der hDDAH-1 erfolgte bei einer Imidazol-
Konzentration von 100 mM im Elutions-Puffer. Dabei zeigt das SDS-Gel bereits eine hohe Reinheit der
hDDAH-1 an. Absolute Aussagen Uber die Reinheit von Proteinen mittels Coomassie-Brilliant-Blau- oder
Silber-Farbung sind problematisch, da die Nachweisgrenzen fiir die verschiedenen Farbe-Techniken in
der Literatur unterschiedlich angegeben werden und stark vom verwendeten Farbstoff abhdngen.
Zusétzlich werden die Massen z.T. pro Protein-Bande oder pro cm? angegeben. Allgemeine Richtwerte
geben eine Nachweisgrenze fiir Coomassie-Brilliant-Blau von 0,1-0,5 pug/Proteinbande an, fir Silber-

20232 \ittels BCA-Analyse konnte ein Proteingehalt der

Farbungen sogar um den Faktor 100 kleiner.
hDDAH-1-haltigen Fraktion von 1,4 mg/ml gemessen werden. Die Tasche des SDS-Gels (100 mM
Imidazol-Stufe) wurde mit 5 ug Gesamtprotein geladen. Da auf dieser Spur nur eine schwache zusétzliche
Proteinbande bei 80 kDa detektiert werden konnte entsprache dies einer Reinheit der hDDAH-1 von
Uber 94 % bezogen auf eine durchschnittliche Nachweisgrenze von 0,3 ug/Proteinbande. Aber auch eine

solche Angabe ist stark abhdngig von der Menge an Gesamtprotein, mit der das Gel beladen wurde.

Die Anforderungen bezlglich der Reinheit von Proteinen zu Kristallisationszwecken sind hoch. Dabei
existieren auch hier keine absoluten Angaben beziiglich der Reinheit eines Proteins fiir eine erfolgreiche
Kristallisation. Erfahrungsgemall ist eine Haupt-Bande auf einem Coomassie-gefarbten Gel ausreichend,
um ein initiales Kristallisations-Screening zu starten. Zusatzliche Reinigungsschritte konnen dennoch
erforderlich sein, um die Kristallbildung oder Qualitat der Kristalle zu verbessern.”®® Andere Angaben
sehen die dynamische Lichtstreuung als zusatzliche notwendige Reinheitsprifung fiir Proteine an, die
storende Proteinaggregate erfassen kann und die Monodispersitit der Proteinlosung anzeigt.”* Deshalb
sollte im Rahmen  dieser  Arbeit nach dem  zweiten Reinigungsschritt  mittels
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lonenaustauschchromatografie zuséatzlich eine Silberfarbung der SDS-Gele erfolgen, durch die bereits
minimale Verunreinigungen durch Fremdproteine detektiert werden konnten.

6.3.2 lonenaustauschchromatografie

Bei der lonenaustauschchromatografie (IEC) werden Biomolekiile anhand ihrer unterschiedlichen
Oberflachenladungen getrennt. Dabei ist die Ladung eines Proteins von dessen isoelektrischem Punkt
(IEP) und dem pH-Wert des umgebenen Mediums abhangig. Befindet sich ein Protein in einem Medium
mit hoherem pH-Wert als dem eigenen IEP, liegt es hauptsachlich anionisch vor und umgekehrt. Diese

Eigenschaften werden bei der IEC zur Trennung von Proteinen eingesetzt.”>

In der Literatur wurde bereits (ber eine erfolgreiche Reinigung der hDDAH-1 mittels
lonenaustauschchromatografie berichtet.””® Dabei wurde in einem neutralen Tris-Puffer bei pH 7,4
gearbeitet. Dies erschien sinnvoll, da zum einen dieser pH-Wert den physiologischen Bedingungen
entspricht und zum anderen das Enzym einen theoretischen IEP von 5,53 aufweist, was den Einsatz eines

Anionenaustauschers ermoglichte.

Zunachst sollte in eigenen Vorversuchen diese Technik {bernommen werden. Fir die
lonenaustauschchromatografie wurden HiTrap® Q FF-Saulen mit einem S&aulenvolumen von 1mL
eingesetzt. Bei diesem Sdulenmaterial handelte es sich um einen starken Anionenaustauscher der auf
einer hochvernetzten Agarose-Matrix quartdre Trimethylammoniumgruppen tragt. Das Trennprinzip
basierte darauf, dass die hDDAH-1 als negativ geladenes Protein an diese funktionellen Gruppen des
Austauschers gebunden und anschlieBend mit einem NaCl-haltigen Puffer aus diesen Bindungen
verdrangt wurde. Die Saulen sollten zunachst mit einer einfachen Einwegspritze und im Anschluss mit
einem AKTA™ Purifier FPLC-System betrieben werden. Bei ersten Vorversuchen mit Einwegspritzen
wurde die hDDAH-1 in einem PBS-Puffer pH 7,4 auf die IEX-Sdulen aufgetragen (Kapitel 8.3.2.9.2). Die
Elution erfolgte mit NaCl-Stufengradienten (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7, 1 und 1,5 M NaCl in Tris-HCI, pH 8,0)
und die Eluate mittels SDS-PAGE analysiert. Um das SDS-Gel mit ausreichend Protein zu beladen,
mussten die Eluate zunachst Uber Zentrifugation in Amicon Filter Units aufkonzentriert werden. Die
SDS-Analyse zeigte allerdings, dass die hDDAH-1 nicht quantitativ an die Saule gebunden hatte und
bereits ein groBer Teil des Proteins im NaCl-freien Durchlauf wiedergefunden wurde. Problematisch
beim Einsatz von Einwegspritzen fiir den Probenauftrag und die Elution ist die inkonstante Flussrate und
schwankender Druck sowie der Eintrag von Luft in das System. Deshalb sollte ein weiterer Vorversuch an
einem automatisierten AKTA™ Purifier FPLC-System durchgefiihrt werden. Hier herrschten wihrend des
Probenauftrags und der Elution eine konstante Flussrate und ein konstanter Druck. Da es sich um ein
geschlossenes System handelte und die Puffer vor dem Einsatz entgast wurden, war auch die Gefahr
durch Lufteintrag in das System minimiert.
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Abbildung 6-3: SDS-PAGE-Analyse der Vorversuche zur lonenaustauschchromatografie der hDDAH-1 an einem
AKTA™ Purifier FPLC-System. A) Coomassie-gefarbtes SDS-Gel; B) Silber-gefirbtes SDS-Gel. Zur Kontrolle wurden
die Auftragslosung und ein geblotteter hDDAH-1-Standard mit aufgetragen.

Aber auch bei dieser chromatografischen Reinigung konnte die hDDAH-1 nicht quantitativ an das
Saulenmaterial gebunden werden. Die SDS-PAGE-Analyse (Abbildung 6-3) zeigte ebenfalls, dass groRe
Mengen unreiner hDDAH-1 bereits im NaCl-freien Durchlauf wiedergefunden wurden. Als naheliegender
Grund dafir erschien der NaCl-haltige PBS-Puffer, in dem das Protein auf die IEX-Sdule aufgetragen
wurde. Durch die hohe Anionenkonzentration im Puffer waren auf der Sdule vermutlich die quartaren
Trimethylammoniumfunktionen bereits mit Anionen des Puffers geséttigt, sodass zwischen der hDDAH-1
und dem Austauscher keine ausreichenden Wechselwirkungen aufgebaut werden konnten. Zudem
erwies sich der lineare NaCl-Gradient als wenig effizient, da bereits bei 0,15M NaCl-Anteil
Fremdproteine coeluierten. So konnten insgesamt lediglich drei Fraktionen hochreiner hDDAH-1 mit
einer Gesamtproteinausbeute von 0,7 mg gewonnen werden, was bezogen auf die 3,2 mg vorgereinigter
hDDAH-1 in der Auftragsldsung einer Ausbeute von 22 % entsprach. Zudem limitierte das geringe
Saulenvolumen von 1 mlL die Trennleistung mit dem Resultat einer geringen Aufldsung. Dennoch
erschienen die Ergebnisse der Vorversuche als ausreichend, um die lonenaustauschchromatografie zur
Gewinnung hochreiner hDDAH-1 weiterhin einzusetzen.

Dazu mussten die zuvor angewendeten Methoden allerdings grundlegend optimiert werden. Zunachst
wurden alle an Ni**-NTA vorgereinigten hDDAH-1-Fraktionen in einen salzirmeren Tris-HCl-Puffer pH 8,0
mit 10% Glycerol- und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid-Zusatz (PMSF) zur Stabilisierung des
gewonnenen Proteins Uberfihrt werden. Erste Vorversuche mittels manueller 1EC auf
HiTrap® Q FF-Saulen (1 mL) konnten anschlieBend zeigen, dass die hDDAH-1 quantitativ an die
Saulenmatrix gebunden wurde. Bei der nachfolgenden Elution mittels Stufengradienten wurden bei einer
NaCl-Konzentration von 0,1 M hochreine hDDAH-1-Fraktionen erhalten. Erst ab einer NaCl Konzentration
von 0,2 M eluierten Fremdproteine. Diese Bedingungen sollten auf die folgende IEC am FPLC-System
Ubertragen werden. Da bei dieser Reinigung 45 mg Rohprotein eingesetzt wurde, mussten statt der 1 mL
groBere 5 mL HiTrap® Q FF-Saulen verwendet werden. Die maximale Bindungskapazitat der Saulen ist
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sehr stark von der GréRe des Proteins abhangig. Sdulen dieses Typs kdnnen beispielsweise laut Hersteller
mit 15 mg Thyroglobulin mit einem M, von 669 kDa oder mit 600 mg Humanalbumin mit einem M, von
68 kDa beladen werden. Hinsichtlich der Dimension waren die 5mL HiTrap® Q FF-Sdulen fiir die
Reinigung von 45mg hDDAH-1 (M,=32kDa) geeignet. Um das Protein quantitativ an das
Austauschermaterial zu binden erwies sich als effektiv, die Flussrate beim Probenauftrag auf 1 mL/min zu
reduzieren. Erst nach erfolgtem Probenauftrag wurde der Fluss auf 4 mL/min erhéht.
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Abbildung 6-4: Reprisentatives Chromatogramm einer IEC mit einem AKTA™ Purifier FPLC-System auf einer
HiTrap® Q FF-Sdule 5 mL; griine Linie: NaCl-Gradient, jede Stufe wurde mit 5 Sdulenvolumina gefahren; rote Linie:
Absorption bei 254 nm; blaue Linie: Absorption bei 280 nm; rosa Linie: Absorption bei 215 nm; orange Linie:

Flussrate; Ordinate: NaCl-Konzentration (%); Abzisse: geférdertes Volumen (mL), rot: Fraktionen.
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In Abbildung 6-4 ist das chromatografische Profil der hDDAH-1 (iber ein AKTA™ Purifier FPLC-System
gezeigt. Der zweimalige Abfall der Flussrate war durch die hohe Viskositdt des Puffers bei 8 °C zu
erklaren. Die anschlieRende SDS-PAGE-Analyse bestdtigte, dass das Umpuffern, die Verwendung
groBvolumiger Sdulen und der langsamere Proteinauftrag im Vergleich zu den Vorversuchen deutlich
zum Reinigungserfolg beigetragen haben (Abbildung 6-5).
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Abbildung 6-5: SDS-PAGE-Analyse der hDDAH-1 nach IEC-Chromatografie {iber ein Akta™ Purifier FPLC-System auf
HiTrap® Q FF-Sdulen 5 mL. A: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel; B: Silber-gefarbtes SDS-Gel. Zur Kontrolle wurden die
Auftragslosung und ein hDDAH-1-Standard (verifiziert mittels Western-Blot-Analyse) mit aufgetragen.

In den NaCl-freien Waschfraktionen konnte keine hDDAH-1 nachgewiesen werden, d. h. es waren keine
Proteinverluste beim Laden der Saule zu beobachten. AuRerdem konnte durch den Stufengradienten die
hDDAH-1 ohne coeluierende Fremdproteine isoliert werden. In der Silberfarbung ist der Reinigungserfolg
der IEC besonders im Vergleich zu der an Ni**-NTA vorgereinigten Auftragslésung und hDDAH-1-Kontrolle
zu sehen. Die Gesamtausbeute hochreiner hDDAH-1 lag bei 31,2 mg. Das entspricht, bezogen auf das
eingesetzte Gesamtprotein, einer Ausbeute von 69 %. Diese nach IEC isolierte, hochreine hDDAH-1
wurde im Verlauf dieser Arbeit fur alle weiteren Aktivitatsassays und (Co)Kristallisationsuntersuchungen
eingesetzt.

In zukinftigen Arbeiten kénnte die Effizienz der IEC-Methode noch weiter optimiert werden, indem der
Gradient bei 0,1 M NaCl iber mehr als 5 Sdulenvolumina gefahren wird, da auch in den Fraktionen mit
hoherer NaCl-Konzentration deutlich hDDAH-1 nachgewiesen werden konnte. Allerdings nicht mehr in
der Reinheit, die als Anforderung an diese Arbeit gestellt wurde.

In Abbildung 6-6 ist die Western-Blot- und SDS-PAGE-Analyse der hDDAH-1 vor und nach der IEC gezeigt.
Mittels Western-Blot-Analyse sollte die Identitdt der rekombinant hergestellten und zweifach
chromatografisch gereinigten hDDAH-1 bestatigt werden. Auffallig ist dabei die Proteinbande unterhalb
der hDDAH-1-Bande bei etwa 34 kDa. Es konnte beobachtet werden, dass die Intensitat dieser
zusatzlichen Bande stark von den Expressionsbedingungen abhing. Bei der Proteinherstellung in kleinen
Schittelkulturen war diese Proteinbande auf den SDS-Gelen wesentlich intensiver als bei der
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GroBherstellung im Fermenter, wo diese Bande nur sehr schwach oder garnicht zu beobachten war. Es
zeigte sich, dass die Intensitat dieser Bande nach der IEC wesentlich schwacher war, als nach der ersten
Reinigung an Ni**-NTA. Das bedeutet, dass dieses unbekannte Protein eine hohe Affinitit zu Ni**-NTA
besitzt und moglicherweise ebenfalls Uber einen His-Tag verflgt, aber gleichzeitig eine andere
Oberflachenladung als die hDDAH-1 aufweist. Das Auftreten dieser zusatzlichen Proteinbande ist bereits
aus vorangegangenen Arbeiten bekannt, allerdings wurde die Identitdat dieses Proteins noch nicht
aufgeklart. 284
optimierten und kontrollierten Expressionsbedingungen (Fermenter) deutlich schwacher auftritt.
Besonders bei hoher Zelldichte geraten Zellen unter Stress und kénnen das gewiinschte Protein nicht
mehr korrekt herstellen. Auch ein schwer abtrennbares E. coli-eigenes Protein, welches ebenfalls mit
dem hDDAH-1-Antikorper nachgewiesen werden kann, ware eine denkbare Erklarung. Ein Wechsel des
Expressionssystems (z. B. Hefe oder zellfreie Herstellung) kénnte fir die Aufklarung dieser Frage hilfreich

Es konnte sich dabei um eine unvollstaindige hDDAH-1 handeln, da sie unter

sein. Eine genauere Aussage Uber die Identitat dieses unbekannten Proteins kdnnte allerdings erst nach
einer Sequenzierung gemacht werden. Zudem fallt bei den SDS-PAGE-Analysen eine Diskrepanz zwischen
dem theoretischen Molekulargewicht der hDDAH-1 von 32kDa und dem beobachteten
Molekulargewicht von etwa 36 kDa auf. Ein naheliegender Grund dafiir wére eine differente Faltung des
Proteins infolge der denaturierenden SDS-Analysen mit Hitze-denaturierter hDDAH-1 (Kapitel 8.3.2.12).
Durch die intensive Hitzebehandlung kann sich die Faltung des Proteins verandern, sodass der
Widerstand fiir das Protein im Gel gréRer und es somit stirker zuriickgehalten wird. Uber dieses
anomale Migrationsverhalten rekombinant hergestellter hDDAH-1 bei der SDS-PAGE-Analyse wurde
>’ Die Durchfihrung einer nativen, nicht-denaturierenden
Gelelektrophorese kénnte Aufschluss Uiber dieses anomale Migrationsverhalten der hDDAH-1 geben. Die
in den folgenden Kapiteln beschriebenen Aktivitdts- und Kristallisationsuntersuchungen konnten
allerdings sowohl die Identitat als auch die Funktionalitat der rekombinant hergestellten hDDAH-1
eindeutig nachweisen.

bereits in der Literatur berichtet.
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Abbildung 6-6: A) Western-Blot-Analyse und B) SDS-PAGE-Analyse der hDDAH-1 vor und nach der IEC. Fiir den
Western-Blot wurde das Gel mit jeweils 2 ug Gesamtprotein geladen. Die Detektion der hDDAH-1 erfolgte mit dem
Anti-DDAH-1 Antikorper (1:50000) und Anti-Kaninchen Antikérper (1:10000).

6.4 Kolorimetrische Aktivitatsassays

Die Reinheit und Identitat der rekombinant hergestellten hDDAH-1 konnte bereits (iber SDS-PAGE- und
Western-Blot-Analyse bestatigt werden, was allerdings keine Aussage lber die katalytische Aktivitat des
Enzyms erlaubte. Bei der Entwicklung geeigneter Aktivitdtsassays mussten deren chemische
Bedingungen an das Aktivitaitsmaximum der hDDAH-1 angepasst werden, das bei einem pH-Wert von 8,5
beschrieben wird.”***® Es wurden bereits zwei zuverlassige Techniken etabliert, um die Aktivitat der
hDDAH-1 zu bestimmen. Beide Methoden detektierten das beim hydrolytischen Abbau von ADMA und
NMMA gebildete Citrullin. Uber HPLC l3sst sich das Citrullin nicht ohne weiteres bestimmen, da es nicht
Uber ein Chromphor verfigt und einer klassischen UV-Detektion somit nicht zuganglich ist. Daher hat
sich eine HPLC-Methode mittels Vorsdulenderivatisierung durch Behandlung mit o-PA bewahrt. Die

anschlieBende Detektion erfolgte tiber Fluoreszenzmessung.”*®?*°

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine kolorimetrische Technik unter Verwendung von 96-Well Platten zur
Detektion von Citrullin eingesetzt (Kapitel 8.3.2.14). Dieser Plattenreader-Assay wurde von KNIPP und
VASAK erstmals beschrieben und von KoTTHAUS et al. und ALTMANN et al. modifiziert.”?*%>>°
Nachweis basiert auf einer von FEARON beschriebenen Reaktion.’®® Dabei reagiert L-Citrullin mit

Der Citrullin-

Diacetylmonoxim in Gegenwart von starken Sauren in einer Kondensationsreaktion zu Glycolurilen. Diese
bilden in der Hitze in Gegenwart von Fe*-lonen einen lichtempfindlichen Farbstoff unbekannter
Struktur.”®® Das bei der Kondensationsreaktion entstehende und die Farbstoff-Bildung storende
Hydroxylamin konnte durch Zugabe von Thiosemicarbazid reduziert werden.”® Der gebildete Farbstoff
wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 540,5 nm detektiert.
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Abbildung 6-7: Beispiel einer Kalibrierung des kolorimetrischen Plattenreader-Assays mit L-Citrullin. Die ermittelten
Absorptionen sind MW + SD von Dreifachbestimmungen (R>= 0,9992).

In der Regel konnten fir die Kalibrierungen der Aktivitdtsassays eine Richtigkeit mit Wiederfindungsraten
far L-Citrullin zwischen 90 und 105 % ermittelt werden (Abbildung 6-7). So war es moglich, fur die
rekombinant hergestellte hDDAH-1 nach IEC eine Aktivitit von 173,1+ 7,8 nmol x mg”x min™® zu
ermitteln. Diese Berechnung erfolgte basierend auf 3 pg eingesetztem Protein in einem Volumen von
150 pL und einer Inkubationszeit von 30 min. Die gemessene Aktivitat korrelierte mit den Angaben
vorangegangener Arbeiten.”?*?** Im Rahmen dieser Arbeit sollten keine kinetischen Messungen
hinsichtlich der katalytischen Aktivitat der hDDAH-1 durchgefiihrt werden. Ziel der Aktivitatsassays war
der Beweis fir die katalytische Aktivitat der rekombinant hergestellten und zweifach chromatografisch

gereinigten hDDAH-1 hinsichtlich anschlieRender Kristallisations- und Cokristallisationsscreenings.

6.5 Kristallisations- und Cokristallisationsuntersuchungen

Da in der heutigen Zeit haufig Details zur Funktion eines Proteins iber dessen dreidimensionale Struktur
bestimmt werden, spielt die Proteinkristallografie eine entscheidende Rolle fiir das Verstandnis dieser
komplexen Biomolekiile. Ausgehend von der Auswahl eines Target-Proteins (iber die Klonierung und
rekombinante Herstellung des Proteins stellt die Reinigung der Proteine im GroBmalstab eine besondere
Herausforderung dar. Selbst wenn grolRe Mengen eines hochreinen I6slichen Proteins vorhanden sind, ist
die Bildung eines geeigneten Proteinkristalls keineswegs garantiert. Daher ist die Kristallisation eines

Proteins nach wie vor ein komplexer und muliparametrischer Prozess.’***

In der Regel werden in
Kristallisationsscreenings tausende verschiedene Bedingungen fiir die Kristallbildung parallel getestet.
Diese Variabilitat reicht von verschiedensten Puffersystemen lber den Einfluss von Temperatur und
Proteinkonzentration bis hin zu der Kristallisationstechnik. Dabei ist eine technische Ausstattung, die

Screenings im Hochdurchsatz-Verfahren erméglicht von entscheidendem Vorteil 26%2%72%¢
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Die zentrale Aufgabe vor Beginn eines Kristallisationsscreenings ist die Herstellung hochreinen Proteins
im GroRBmaRstab von mehreren Milligramm (25-100 mg).”*® Die Problematik beziglich der
Proteinreinheit wurde bereits in Kapitel 6.3.1 erwahnt. Generell steigert die Reinheit eines Proteins den
Erfolg des Kristallisationsscreenings. Allerdings ist es problematisch exakte Aussagen hinsichtlich der
Proteinreinheit zu treffen. In der umfangreichen Literatur beziiglich der Kristallisation von Proteinen sind
Richtwerte zu finden, die eine Reinheit von 90-95 % auf einem Coomassie-gefarbten SDS-Gel als

223267288 |n anderen Untersuchungen wird eine

ausreichend fir ein initiales Screening voraussetzten.
Proteinreinheit von 95-99 % fiir die Optimierung der Kristallisationsbedingungen gefordert.”®® Aus
diesem Grunde sollten in eigenen Untersuchungen, wie bereits beschrieben, hochste Anspriiche an die

Reinheit der hergestellten hDDAH-1 gestellt werden.

Fur die Kristallisation von Proteinen existiert eine Vielzahl von verschiedenen Techniken. Dabei reicht das
Repertoire von Methoden der Dampfdiffusion lber Dialyse und Microfluides bis hin zum Microbatch-
Verfahren, bei dem eine wiassrige Proteinlosung in Ol dispergiert wird.”**"* Die Beschreibung jeder
Kristallisationstechnik im Detail wiirde allerdings den Rahmen dieser Arbeit (ibersteigen.

Die Methode der Dampfdiffusion ist eine haufig eingesetzte und effiziente Technik fiir die Kristallisation
von Proteinen.”®®**®* Das grundlegende Prinzip der Dampfdiffusion ist eine Gleichgewichtseinstellung
zwischen einem Reservoir, dem ein Prazipitationsreagenz beigesetzt wurde und einem proteinhaltigen
Tropfen, der sich zu gleichen Teilen aus der Protein- und Reservoirldsung zusammensetzt. Dabei gehen
Wassermolekiile aus der Proteinldsung mit geringerer Konzentration an Prazipitant dem
Konzentrationsgefalle folgend in das Reservoir mit hoherer Konzentration an Prazipitant tGber bis sich ein
Gleichgewicht eingestellt hat. Das Kristallwachstum beginnt, wenn sich in dem Tropfen ein Ubersattigter

Zustand bildet (Nukleationspunkt).

Um die Ergebnisse der langjahrigen Untersuchungen des Arbeitskreises zu den Struktur-
Wirkungsbeziehungen verschiedenster Amidin- und Guanidin-basierter Inhibitoren der hDDAH-1 auf
struktureller Ebene besser verstehen zu kénnen, sollte die hDDAH-1 im Rahmen dieser Arbeit zunachst
ohne Ligand und anschlieBend in Anwesenheit von AbMEG 9 (TFA-Salz) und 10 (HCI-Salz) kristallisiert
werden. Die Kristallisationsexperimente wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Ingrid Vetter am Max-
Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund durchgefiihrt.

6.5.1 Kristallisation der hDDAH-1

Die hDDAH-1 konnte bereits in der Vergangenheit von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich kristallisiert
werden. Dabei handelte es sich um Kristallisations- und Cokristallisationsexperimente mit verschiedenen
Liganden und Inhibitoren.”®***>’?® |n eigenen Untersuchungen sollte zunichst das Apoenzym
kristallisiert und mit den Angaben in der Literatur verglichen werden.

Fir die Kristallisation der hDDAH-1 ohne Ligand (apohDDAH-1) wurde das Protein in verschiedenen
Konzentrationen. Das initiale Screening erfolgte auf JCSG Core I-IV Suites. Jede Kavitat simulierte
spezielle Kristallisationsbedingungen, die aus Erfahrungen von Uber einer halben Million erfolgreicher
Kristallisationsexperimente am Joint Centre for Structural Genomics (JCSG) hervorgegangen sind.”’* Die
Tropfen, mit denen die Platten beladen wurden bestanden zu gleichen Teilen aus der Proteinlésung und
dem Reservoir mit entsprechendem Préazipitans. Um den Einfluss der Temperatur auf die Kristallisation
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der hDDAH-1 zu untersuchen, wurden Platten bei 4 °C und bei 20 °C angesetzt. Insgesamt konnten 2305
verschiedene Kristallisationsbedingungen parallel getestet werden.

A B

Abbildung 6-8: Ergebnisse des Kristallisationsscreenings der hDDAH-1 ohne Ligand. A) JCSG Core Ill B5 mit 200 um
grofRem Einzelkristall der hDDAH-1. B) hDDAH-1 Kristall in einer Cryoloop mit Markierung fiir die Strukturaufklarung
durch das Swiss Light Source.

Das Screening mit der apohDDAH-1 brachte nach 21 Tagen einen 200 uM groRen Proteinkristall mit fiir
die Strukturaufklarung geeigneter Diffraktion hervor (Abbildung 6-8). Die Strukturaufklarung erfolgte
durch Roéntgenstrahlung des Swiss Light Source des Paul Scherrer Instituts (Villigen, CH). Diese
Strahlungsquelle lieferte intensive, monochromatische Rontgenstrahlung mit variabler Wellenlange und
einer Energie von 2,4 GeV. Uber eine Beamline wurde die Strahlung auf den Kristall geleitet, der ein
charakteristisches Diffraktogramm mit einer Auflésung von 2,7 A erzeugte. Aus diesem Diffraktogramm
lieBRen sich computergestiitzt die Elektronendichtekarte des Kristalls, welche Aufschluss Uber die
Anordnung der Atome im Proteinkristall gab, ableiten (Kapitel 6.5.2). Die Ergebnisse der Kristallisation
korrelieren mit den Angaben in der Literatur zu vorangegangenen Kristallisationsexperimenten mit der
hDDAH-1, wonach ebenfalls Diffraktogramme mit Auflésungen zwischen 2,4 und 2,5 A erzielt werden

konnten.?”?7?

6.5.2 Cokristallisation der hDDAH-1 mit AbMEG

Fur die Cokristallisationsuntersuchungen wurde die hDDAH-1 in einer Konzentration von 15,7 mg/mL
eingesetzt. Das Screening erfolgte ebenfalls auf JCSG Core I-1V Suites bei einer Temperatur von 4 °C. Um
den Einfluss verschiedener Salzformen des AbMEG auf die Cokristallisation zu untersuchen, wurde der
Inhibitor sowohl als Dihydrochloridsalz 10 als auch als Bistrifluoracetatsalz 9 in Konzentrationen von
1 mM und 5 mM eingesetzt. Insgesamt konnten 1152 verschiedene Kristallisationsbedingungen parallel
getestet werden.

Das Cokristallisationsscreening ergab insgesamt vier Cokristalle mit geeigneter Diffraktion fiir die
anschlieBende Strukturaufklarung. Die Strukturaufkldarung aller vier Cokristalle erfolgte durch die
Synchrotronstrahlung des PETRA Ill des Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg. Diese
2304 Meter lange Strahlungsquelle liefert eine Energie von bis zu 6 GeV. Die von der Speicherring-
Rontgenstrahlungsquelle PETRA Il abgegebene Strahlung ist starker und geblindelter als bei allen
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anderen Speicherringen auf der Welt. So konnten bei der Strukturaufklarung der Cokristalle Auflésungen
von 1,8, 1,8, 1,9 und 2,1 A erreicht werden. Ab einer Auflésung ab etwa 3 A lassen sich Seitenketten von
Aminosauren zuordnen. Bei einer Auflésung von 1,9 A lassen sich die Positionen einzelner Atome mit
einer Genauigkeit von + 0,2 A bestimmen. Auf diese Weise war es moglich die Struktur der hDDAH-1 und
ganz besonders das katalytische Zentrum mit AbMEG genauestens zu untersuchen.

In Abbildung 6-9 ist die Struktur der hDDAH-1 mit AbMEG 10 gezeigt. In der Uberlagerung der
Elektronendichtekarten des Apoenzyms mir der des AbMEG-gebundenen Enzyms ist deutlich eine
Konformationsanderung der hDDAH-1 am Arginin an Position 144 zu erkennen. Eine solche
Konformationsanderung eines Enzyms, die erst durch die Bindung des Liganden zu Stande kommt, nennt
man induced fit.””* In derselben Abbildung ist unter B ein Cartoon der hDDAH-1 mit AbMEG gezeigt, in
dem die vielen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Guanidinfunktion und den Aminosduren
Asp-126 und Asp-78 des Enzyms dargestellt sind. Auch das terminale primare Amin des AbMEG ist in der
Lage Wasserstoffbriickenbindungen mit drei Aminosduren auszubilden. Dadurch wird der sonst eher
lipophile 4-Aminobutyl-Rest des Inhibitors in der Bindetasche der hDDAH-1 fixiert. Das polare Arg-144
wird vermutlich durch genau diese Lipophilie der Kohlenstoffkette aus dem katalytischen Zentrum
verdrangt, wodurch der induced fit zu Stande kommt.
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Abbildung 6-9: A) Elektronendichtekarte der apohDDAH-1 Uberlagert mit der der hDDAH-1 mit AbMEG 10 (weil}
umrandete Struktur). Beschriftet sind die Aminosduren des katalytischen Zentrums, die an der Bindung beteiligt
sind. Blaue Atome: Stickstoff; rote Atome: Sauerstoff; griine Atome: Schwefel (Cys-273); gelbe Atome: Kohlenstoff;
rote Bereiche zeigen Wassermolekiile, blaue Bereiche das Proteingeriist, griine Bereiche sind variabel wie z.B. der
des AbMEGs. B) Struktur-Cartoon der hDDAH-1 mit AbDMEG (mittels PyMol erstellt). Gelb-gestrichelte Linien zeigen
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen AbMEG und den Aminosauren des Proteins.

In Abbildung 6-10 sind Elektronendichtekarten gezeigt, in denen zusatzlich die Karte der hDDAH-1 mit
L-257 Uberlagert wurde. Hier wird besonders deutlich, dass L-257 (ber die a-Carboxylgruppe
Wasserstoffbriicken zum Arg-144 ausbildet und dadurch die Konformationsanderung zu Stande kommt.
Die gleiche Konformationsanderung am Arg-144 durch AbMEG hingegen beweist eindeutig, dass diese
strukturelle Veranderung nicht durch das Vorhandensein der a-Carboxylgruppe hervorgerufen wird
sondern vielmehr durch die starken Wechselwirkungen des Enzyms mit dem 4-Aminobutylrest und der
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Guanidinfunktion. Interessant ist die Bedeutung der Methoxyethylfunktion: Bei der Betrachtung der
Elektronendichtekarten fallt auf, dass sich um diese Funktion keine Aminosduren befinden, die
Wasserstoffbriickenbindungen zu dem Sauerstoff ausbilden kénnten. Wasserstoffbriickenbindungen
waren allerdings nur eine mogliche Interaktion. Aus energetischer Sicht kdnnten weitere Faktoren wie
der Entropie-Effekt hier eine Rolle spielen. Auch die geringe GrofRe der Bindetasche ist von Bedeutung,
die aus sterischer Sicht keine groRvolumigen N*-Substituenten zuldsst. So ist auch zu erkldren, dass nicht
die chemische Natur der Methoxyethylfunktion entscheidend ist, sondern vielmehr dessen GréRe. Dies
erklart auch, warum eine Verbindung wie 109 mit Butenylrest an N“-Position ebenfalls eine gute
Hemmung zeigt. Zusammen mit den Daten verschiedener Amidinanaloga (110-114) zeigt sich, dass der
Verlust der a-Carboxylgruppe nur durch die Guanidinfunktion in Kombination mit einem N“-
Substituenten geeigneter GroRe toleriert wird, der N*-Substituent alleine nicht ausreicht, um die hohe
Affinitdt zum Enzym aufrechtzuerhalten (Tabelle 6-2). Die besondere Eigenschaft der hDDAH-1 solche
strukturellen Verdanderungen eines Liganden zu tolerieren, steht in scharfem Kontrast zu anderen
Enzymen des NO-Stoffwechsels wie der NOS und Arginase, was die Basis hochster Selektivitat liefert.

Abbildung 6-10: A) Elektronendichtekarte der hDDAH-1 mit AbMEG Uberlagert mit der Elektronendichtekarte der

hDDAH-1 mit L-257 (MURRAY-RUST et a/.).273 Weill markiert ist die (Nicht-)Interaktion der Inhibitoren mit Arg-144. B)

Elektronendichtekarte der apohDDAH-1 (Uberlagert mit der der hDDAH-1 mit AbMEG und mit der
Elektronendichtekarte der hDDAH-1 mit L-257 (MURRAY-RUST et a/.).273 WeiRl markiert ist die (Nicht-)Interaktion der
Inhibitoren mit Arg-144 im Vergleich zu Arg-144 der apohDDAH-1.

Obwohl sich sowohl beim Einsatz des Dihydrochloridsalzes 10 als auch beim Einsatz des
Bistrifluoracetatsalzes 9 Cokristalle der hDDAH-1 bildeten, war nur die Diffraktion an den Cokristallen mit
5 mM 10 fir eine Strukturaufkldrung geeignet.

6.6 Klonierung einer hDDAH-1 Mutante

Die Struktur-Wirkungsbeziehungen von AbMEG und L-257 durch eine Mutante der hDDAH-1 weiter zu
untersuchen, wurde von Experimenten von NANDI et al. aus der Arbeitgruppe LEIPER inspiriert.*’ Diese
Autoren beschrieben, dass L-257 ein selektiver Hemmstoff der hDDAH-1 sei und die hDDAH-2 nicht
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beeinflussen wiirde. Verantwortlich fir diese Selektivitdit sei der sterische Anspruch des
Methoxyethylrestes von L-257. Der Vergleich der Aminosduresequenzen zwischen den Positionen 121
und 144 der hDDAH-1 und den analogen Positionen 118 und 141 der hDDAH-2 zeigte, dass dieser
Bereich hoch konserviert ist. Eine Ausnahme bildet Glycin an Position 129 der hDDAH-1, welches in der
Sequenz der hDDAH-2 an analoger Position ein Threonin ist. In der Kristallstruktur der hDDAH-1 mit
L-257 %’ und auch in der eigenen Kristallstruktur mit AbMEG konnte in der Tat eine Anndhrung des
Methoxyethylrestes an das Gly-129 beobachtet werden. NANDI et al. postulierten, dass die Seitenkette
des Threonins an dieser Stelle eine sterische Blockade darstellte und der Methoxyethylrest aus diesem
Grund nicht mehr in diese schmale Bindetasche passte.

Abbildung 6-11: Elektronendichtekarte der apohDDAH-1 Giberlagert mit der der hDDAH-1 mit AbMEG 10. Der weil3
markierte Bereich zeigt die Ndhe des Methoxyethylrestes zum Glycin an Position 129

NANDI et al. zeigten ex vivo durch den Vergleich der hDDAH-1/-2-Expression in Makrophagen und Aorta,
dass die hDDAH-1 nur in der Aorta exprimiert war, wohingegen die hDDAH-2 auch in Makrophagen
lokalisiert war. Durch Behandlung dieser Gewebe mit L-257 konnte demonstriert werden, dass durch
steigende ADMA-Spiegel die NO-Produktion in den Aortageweben stark reduziert wurde, wohingegen

W Es ware von groRer

diese in Makrophagen durch den Inhibitor nicht beeintrachtigt wurde.
therapeutischer Bedeutung gewesen, diese Isoformenselektivitdt auch fir das AbMEG zu beweisen.
Dazu sollte im Rahmen dieser Arbeit eine hDDAH-1 Mutante, bei der sich an der Position 129 statt eines
Glycins ein Threonin befindet (hDDAH-1_G129T), kloniert und anschlieBend rekombinant in E. coli
hergestellt werden. Dazu musste zunachst lber eine Mutagenese-PCR ein neues Konstrukt mit dem
Basenaustausch erzeugt werden (Kapitel 8.3). Bei dieser PCR diente das Konstrukt pQE30_hDDAH-1 als
Template. Uber Primer, welche die Sequenz fiir die Mutation beinhalteten, konnte das neue Konstrukt
aufgebaut werden. Mithilfe einer DNA-Sequenzierung konnte die Mutation im neuen Konstrukt
pQE30_hDDAH-1_G129T nachgewiesen werden. Auch die anschlieBende Uberexpression des Proteins in

E. coli und Reinigung an Ni**-NTA war erfolgreich. Uber die bereits etablierte IEC konnte analog zu der
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Reinigung der rekombinanten hDDAH-1 auch die mutierte hDDAH-1_G129T in hoher Reinheit erhalten
werden.

In folgenden Aktivitatsassays sollte zunachst die Umsetzung der Substrate ADMA, NMMA und des
alternativen Substrats SMTC durch die hDDAH-1_G129T gezeigt werden. Allerdings war in keiner der
durchgefiihrten Aktivitatsuntersuchungen eine Umsetzung zu L-Citrullin zu beobachten. Auch durch
unterschiedliche Puffersysteme konnte keine Aktivitdt dieser Mutante detektiert werden (Abbildung
6-12). Da fiur die Mutante bereits keine Umsetzung der natlrlichen Substrate nachgewiesen werden
konnte, musste auch auf weitere Untersuchungen mit AbOMEG verzichtet werden.

Interessant erschien in diesem Zusammenhang, dass bereits der Austausch einer Aminosaure an dieser
Engstelle des aktiven Zentrums zu einem vollstdndigen Aktivitatssverlust flihrte. In vorangegangenen
Arbeiten des Arbeitskreises konnte die hDDAH-2 zwar erfolgreich rekombinant hergestellt werden, aber
in keiner der Untersuchungen wurde eine Umsetzung von ADMA, NMMA oder SMTC durch dieses Enzym
nachgewiesen.”*****’ Da sowohl| die hDDAH-2 als auch die hDDAH-1_G129T in diesem Bereich des
katalytischen Zentrums beide das sterisch anspruchsvollere Threonin aufweisen, unterstitzten die
Ergebnisse der eigenen Untersuchungen mit der hDDAH-1_G129T diese kontrovers diskutierte Meinung,
dass die hDDAH-2 die N”-methylierten Arginine ADMA und NMMA nicht zu L-Citrullin umsetzt.
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Abbildung 6-12: Ergebnisse der Aktivitatsuntersuchungen der hDDAH-1_G129T in verschieden Puffersystemen.
Jedem Puffer waren 8 mM ADMA zugesetzt. PBS = Phosphate Buffered Saline. Die gemessenen Citrullin-
Konzentrationen sind MW + SD von Dreifachbestimmungen.
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6.7 Zusammenfassung und Ausblick

Um die Ergebnisse der intensiven Untersuchungen zu den Struktur-Wirkungsbeziehungen verschiedener
Inhibitoren der hDDAH-1 besser verstehen zu kénnen, war ein Ziel dieser Arbeit die Kristallisation der
hDDAH-1 und anschlieRender Cokristallisation mit AbMEG als Bistrifluoracetatsalz 9 und als
Dihydrochloridsalz 10 (die Darstellung der Verbindung 10 ist in Kapitel 8.1.2.3 beschrieben). Dazu musste
zunachst die hDDAH-1 durch Einsatz eines Fermenters in groBer Menge rekombinant hergestellt werden.
Die Reinigung des Proteins verlief tber Affinitdtschromatografie an Ni*-NTA mit anschlieRender
lonenaustauschchromatografie auf einer starken Anionenaustauschersidule. So konnte das Protein in
einer hohen Reinheit isoliert werden, die fiir ein Kristallisationsscreening erforderlich war. In einem
kolorimetrischen Aktivitatsassay wurde zusatzlich die katalytische Aktivitat des rekombinant
hergestellten Enzyms nachgewiesen. Damit waren alle funktionellen Voraussetzungen fir ein initiales
Kristallisationsscreening mit der hDDAH-1 gegeben. Durch ein Screening im Hochdurchsatz-Verfahren
konnten fir das Apoenzym 2305 und fir die Cokristallisation mit AbMEG 1152 verschiedene
Kristallisationsbedingungen parallel getestet werden. Insgesamt lieferte das Screening einen
Proteinkristall der apohDDAH-1, dessen Struktur mit einer Auflésung von 2,7 A aufgeklart werden
konnte. Das Cokristallisationsscreening brachte sogar vier Proteinkristalle der hDDAH-1 mit dem
Dihydrochloridsalz von AbMEG hervor, dessen Strukturen mit exzellenten Auflésungen von 1,8-2,1 A
aufgeklart werden konnten.

Durch rationales Design, Synthese sowie biochemische Charakterisierung verschiedenster Amidin- und
Guanidin-basierter Inhibitoren der hDDAH-1 in vorangegangenen Arbeiten konnten im Rahmen dieser
Arbeit mithilfe der Ergebnisse der (Co)Kristallisationsuntersuchungen die Schlisselstrukturen ermittelt
werden, die Voraussetzung fir eine hohe Affinitdt waren und zugleich die gewiinschte Selektivitat
gegeniber der NOS und Arginase lieferten. Die Auswertung dieser Untersuchungen lieferte den Beweis,
dass die Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und AbMEGs Guanidinstruktur in Kombination mit
dem Methoxyethylrest am N“-Stickstoff durch einen induced fit den Verlust der a-Carboxylgruppe
kompensierten

In zukiinftigen Arbeiten sollten auf der Basis dieser Ergebnisse zusatzliche strukturelle Modifikationen an
AbMEG erfolgen, die die Affinitdt und Selektivitat des Inhibitors weiter steigern kénnten. Durch die in der
Kristallstruktur ersichtliche Bedeutung der 4-Aminobutylfunktion waren die Einfliihrung einer terminalen
Amidin- oder Guanidinfunktion interessante Optionen, da diese mehr Interaktionen zum Protein
ausbilden konnten als eine einzelne Aminogruppe. Diese strukturellen Modifikationen kénnten durch
neuere Erkenntnisse gestitzt werden, wonach AbMEG moglicherweise in einer alternativen Orientierung
an das katalytische Zentrum der hDDAH-1 bindet. Diese Erkenntnis sollte in zukiinftigen Arbeiten durch
die Synthese und Cokristallisation eines Schwefel-Analogons von AbMEG geklart werden, da
Schwefelatome in Elektronendichtekarten praziser lokalisierbar sind als Sauerstoffatome. Da es sich bei
AbMEG um ein stark basisches Guanidin handelt, welches unter physiologischen Bedingungen
groBtenteils protoniert vorliegt, sollte auch bei dieser Verbindung liber geeignete Prodrugstrategien
nachgedacht werden, die den Arzneistoffcharakter des AbMEGs verbessern. LUNK konnte bereits ein N“-

136

Hydroxy- und N*-Methoxy-Prodrug von AbMEG synthetisieren.”® Die Veresterung der a-Carbonsiure

ware eine zusatzliche Option.
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Durch die Herstellung einer hDDAH-1_G129T Mutante konnte ein interessanter Einblick Uber die
Empfindlichkeit der katalytischen Aktivitdt des Proteins gewonnen werden. Durch den Austausch eines
Glycins an Position 129 durch ein Threonin sollte primar die Isoformenselektivitat des AbDMEG gegeniber
der hDDAH-2 nachgewiesen werden. Stattdessen beobachtete man den vollstandigen Verlust der
katalytischen Aktivitat. Diese Beobachtungen korrelierten mit den Ergebnissen vorangegangener
Arbeiten im Arbeitskreis, die alle zu dem Fazit kamen, dass die hDDAH-2 die Umsetzung der
N“-methylierten Arginine ADMA und NMMA zu L-Citrullin nicht katalysiert. Bisher konnte lediglich die
Arbeitsgruppe von LEIPER diese Umsetzung beobachten. Hier ware in zukiinftigen Untersuchungen eine
Mutante der hDDAH-2 interessant, die an analoger Position statt des Threonins ein Glycin aufweist.
Diese Mutation koénnte Aufschluss geben, ob die sterische Blockade der Bindetasche durch die
Seitenkette des Threonins tatsachlich die Ursache fir die fehlende katalytische Aktivitat ist.
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7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Aufgrund der Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Funktionen von Stickstoffmonoxid ist
die strikte Regulation endogener NO-Spiegel von grofRer Bedeutung. Gerat diese NO-Regulation auBer
Kontrolle, kénnen damit diverse ernsthafte Erkrankungen assoziiert sein. Eine solche Dysregulation kann
sowohl mit erhohter als auch mit erniedrigter NO-Verfligbarkeit einhergehen. Daher ist es eine groRe
Herausforderung neue Arzneistoffe zu entwickeln, die gezielt in diesen streng regulierten Stoffwechsel
eingreifen, um nur bestimmte NO-abhangige Effekte zu beeinflussen.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung neuer Modulatoren des NO-generierenden Systems auf
der Basis physiologischer Substrate und im Verstandnis deren Wirkmechanismen an den entsprechenden
Zielstrukturen. Die Entwicklung aller Verbindungen verlief in Anlehnung an das natiirliche L-Arginin, der
zentralen Aminosaure des NO-Stoffwechsels, und seiner Metaboliten mit dem Ziel folgender chemischer
Modifikationen:

- eine gezielte Monomethylierung der N®-Position des L-Arginins und L-Ornithins
- Prodrugs des N“-Hydroxy-L-arginins durch O-Konjugation der Hydroxyguanidinfunktion mit
verschiedenen acetalischen Gruppen

Die N“-methylierten-L-Arginine NMMA und ADMA sind griindlich untersuchte endogene Substrate der
DDAH und gleichzeitig kompetitive Inhibitoren der NO-Synthasen. Das natiirliche Vorkommen des
N®-Methyl-L-arginins war fiir lange Zeit nur in Hefezellen bekannt, bis es in jiingsten Untersuchungen
erstmals im Menschen nachgewiesen werden konnte.”” Die (patho)physiologische Funktion dieses
posttranslational modifizierten L-Arginins ist noch weitestgehend unbekannt, wird aber sicher eine
zentrale Rolle in zuklinftigen Untersuchungen des L-Arginin-Metabolismus spielen.

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit eine gemeinsame Synthese fiir enantiomerenreines N°-Methyl-L-
arginin und dessen potentiellen Metaboliten Né-MethyI-L-ornithin entwickelt werden. Die hohe optische
Reinheit beider Verbindungen ist von groRer Bedeutung, da zukiinftige biologische Untersuchungen
aufgrund der hohen Substratspezifitdit der NOS, Arginase und DDAH auf das Vorhandensein der
naturlichen L-Aminosauren angewiesen sein werden. Durch den Einsatz enantiomerenreinen
Ausgangsmaterials und eines geeigneten Schutzgruppenkonzeptes konnte das Racemisierungsrisiko auf
ein Minimum reduziert werden. Dazu wurde eine 2-Nitrophenylsulfonamid-Schutzgruppe eingefiihrt, die
einerseits die selektive Monomethylierung der N®-Position ermoglichte und andererseits unter
schonenden Bedingungen mit Thiophenol abgespalten werden konnte. Aus der in sieben Stufen
erhaltenen universellen Vorstufe 33 konnten beide Né-methylierten Aminosduren 1 und 2 dargestellt
werden. Das direkte Entschiitzen von 33 mit Chlorwasserstoff unter absolutierten Bedingungen lieferte 2
in einer Gesamtausbeute von 21 %. Die Guanidierung von 33 mit Di-Boc-Thioharnstoff 16 und EDCI an
Stelle des toxischen und weniger effizienten HgCl, lieferte das vollgeschiitzte N°-Methyl-L-arginin 34, aus
dem nach analoger Deprotektion das N°-Methyl-L-arginin 1 als Dihydrochloridsalz in einer
Gesamtausbeute von 20 % erhalten werden konnte.
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Die Enantiomerenreinheit wurde fllssigchromatografisch mittels Ligandenaustauschchromatografie
bestimmt. So konnte fiir N6-MethyI-L-arginin 1 ein Enantiomereniiberschuss von Uber 99 % ermittelt
werden. Die nahezu identischen Drehwerte beider Aminosauren lieferten den Beweis fiir die optische
Reinheit von 2.

Mit der Entwicklung neuartiger Prodrugs des N“-Hydroxy-L-arginins wurde zudem eine neue potentielle
Strategie zur Behandlung unterschiedlicher kardiovaskuldrer Erkrankungen verfolgt. Es gelang im
Rahmen dieser Arbeit eine Serie verschieden substituierter und carbamatfreier O-Galactosyl- und
O-Glucosyl-Prodrugs von NOHA zu synthetisieren. Dabei wurde eine bewahrte Strategie zum Aufbau von
Guanidinen durch Umsetzung von Carbamoylthioharnstoffen mit den entsprechenden Hydroxylaminen

195 pas Ziel carbamatfreier Verbindungen war nur durch ein

und EDCI als Kopplungsreagenz eingesetzt.
neuartiges orthogonales Schutzgruppenkonzept umsetzbar, das zundchst an einfachen
Modellverbindungen etabliert werden konnte. Entscheidend bei der Auswahl geeigneter Schutzgruppen
waren dessen Abspaltungsbedingungen, die kompatibel mit dem Substitutionsprofil der Prodrugs sein
mussten. Es zeigte sich, dass eine Alloc-geschiitzte Modellverbindung 67 Pd(0)-katalysiert und mit
Dimedon als Allylgruppenakzeptor zu der ersten carbamatfreien Verbindung 54 entschiitzt werden
konnte. Dieses Konzept ist anschlieBend erfolgreich auf die Synthese der geplanten Prodrugs libertragen
worden. Die ersten carbamatfreien O-glycosidischen Prodrug-Vorstufen 73 und 82 sowie 89 und 90
konnten analog zu der Modellverbindung durch Alloc-Abspaltung dargestellt werden. Die finale
Deprotektion der a-Aminosaure gelang mit Chlorwasserstoff unter absolutierten Bedingungen. Auf diese
Weise konnten die Galactosyl- und Glucosyl-Prodrugs 75 und 92 als Dihydrochloridsalze isoliert werden.
Um die vollstandig entschiitzten Verbindungen 76 und 94 zu erhalten, wurden die Acetylgruppen der
Zucker durch Umesterung abgespalten. Durch Veresterung von 73 und 89 mit Ethanol konnten die ersten
deacetylierten Ethylester-Prodrugs 74 und 91 synthetisiert werden. Fir die Ethylester-Prodrugs mit
peracetyliertem Zucker 83 und 93 konnte eine alternative Synthesestrategie etabliert werden, in der
zunachst einfach Boc-geschiitztes Ornithin 3 mit Ethanol zu 77 verestert und anschlieBend mithilfe des
neuen Schutzgruppenkonzeptes in weiteren vier Stufen zu den Prodrugs 83 und 93 umgesetzt wurde. Die
breite Anwendbarkeit dieser effizienten Synthese zeigte sich schlussendlich in der Darstellung des ersten
Prodrugs mit offener, nicht-zyklischer Acetalstruktur 103. Fiir die Einfiihrung dieser offen-acetalischen
Prodrug-Gruppe war es erstmals gelungen ein dafiir bendtigtes Hydroxylamin 98 synthetisch zuganglich
zu machen.

In der gleichzeitig angefertigten Arbeit von GuUDD konnte mittels fluoreszenzmikroskopischer
Untersuchungen bewiesen werden, dass das Galactosyl-Prodrug 83 etwa 75 % des Effektes von NOHA
erzielte und alle vier Glucosyl-Prodrugs Stickstoffmonoxid sogar in gleichem MaRe freisetzten wie NOHA.

21 Des Weiteren

Somit wurde gezeigt, dass diese Prodrugs in zelluldren Systemen bioaktiviert wurden.
wurde in vitro beobachtet, dass B-Glucosidasen im Gegensatz zu B-Galactosidasen weitaus weniger
substratspezifisch waren und auch peracetylierte Zucker-Prodrugs akzeptierten. Aufgrund dieser
Ergebnisse waren die Verbindungen der Glucoseserie in zukiinftigen Arbeiten die Prodrugs der Wahl fiir
weiterfihrende praklinische proof-of-concept Studien. Generell kann keines der im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Prodrugs mehr NO freisetzen als NOHA selbst. Auch eine starkere zellulare Aufnahme zu
erzielen, als die durch Aminosauretransporter, ist schwierig. Daher war es ein optimales Resultat, dass
die Glucosyl-Prodrugs ahnlich gut in Zellen aufgenommen wurden wie NOHA, unabhangig davon, ob der

Zucker geschiitzt oder ungeschiitz war oder die a-Carbonsaure frei oder verestert vorlag.”’®
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Ebenfalls ware in kiinftigen Arbeiten die biochemische Charakterisierung des offen-acetalischen
Prodrugs 103 sinnvoll, dessen Prodrugkonzept sich bereits erfolgreich beim zugelassenen
Tenofovirdisoproxil durchsetzte. Auch konnte die Entwicklung eines a-Ethylesters oder einer hoher
substituierten Acetal- oder Ketalstruktur von 103 in Zukunft Gegenstand weiterer Arbeiten darstellen.

Die Hemmung der hDDAH stellt eine wertvolle pharmakologische Strategie zur Senkung
pathopysiologischer NO-Spiegel dar. Uber die indirekte Inhibition der NO-Synthasen durch den
reduzierten Abbau endogenen ADMAs und NMMAs ergibt sich eine mogliche neue Option zur
Intervention bei Erkrankungen wie der Migrane oder dem septischen Schock.

Dazu wurden im Arbeitskreis CLEMENT bereits eine Vielzahl strukturell unterschiedlichster Inhibitoren
synthetisiert und an den Enzymen hDDAH, NOSs und Arginase hinsichtlich ihrer Hemmpotenz und ihres
Selektivitatsprofils untersucht. Hierdurch konnten wichtige Erkenntnisse Uber die Struktur-
Wirkungsbeziehungen zwischen den Enzymen und den Inhibitoren gewonnen werden. Durch die
Entwicklung von AbMEG gelang es, den derzeit selektivsten und zugleich potenten Hemmstoff der
hDDAH-1 zu entwickeln.'* Dabei zeigte sich, dass der Verlust der a-Carboxylgruppe beim AbMEG im
Gegensatz zu anderen Inhibitoren von der hDDAH-1 toleriert wurde, nicht aber von der Arginase und
NOS. Zudem war auffallend, dass die GroRe des N“-Substituenten eine entscheidende Rolle fiir die
Affinitat zur hDDAH-1 spielte. Mithilfe dieser Ergebnisse konnten zwar die fur die Bindung an die
hDDAH-1 wichtigen Strukturelemente herausgearbeitet werden, nicht aber welche Mechanismen fiir
diese Bindung an das Enzym verantwortlich waren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit der Cokristallisation von AbMEG mit der hDDAH-1 der
abschlieRende Beweis erbracht werden, warum AbMEG ein so hochpotenter Hemmstoff der hDDAH-1
darstellt und welchen Einfluss seine funktionellen Gruppen auf die Bindung an das katalytische Zentrum
des Enzyms haben. Durch die rekombinante Herstellung der hDDAH-1 im Fermenter konnte eine fir die
(Co)Kristallisationsscreenings ausreichende Menge Rohprotein gewonnen werden. In der anschlieBenden
chromatografischen Reinigung des Proteins etablierte sich eine Kombination aus manueller
Affinitdtschromatografie an Ni*-NTA mit darauffolgender FPLC-gestiitzten lonenaustausch-
chromatografie an einem starken Anionenaustauscher. Durch Optimierung der IEC von einfachen
manuellen Vorversuchen hin zu einer effizienten FPLC-Methode konnten 31,2 mg hochreiner hDDAH-1
erhalten werden, was bezogen auf das eingesetzte Rohprotein einer Gesamtausbeute von 69 %
entsprach. Die hohe Reinheit der hDDAH-1 wurde mittels SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie- und
Silber-Farbung demonstriert. Die Identitdt der rekombinant hergestellten hDDAH-1 konnte mittels
Western-Blot-Analyse und die katalytische Aktivitat des Enzyms in kolorimetrischen Plattenreader-Assays
bestatigt werden. Die in der Arbeitsgruppe VETTER durchgefiihrten (Co)Kristallisationsuntersuchungen
lieferten (Co)Kristalle, dessen Strukturen mit Auflésungen von 1,8 -2,7 A aufgeklart werden konnten.

Durch diese effizienten Kristallisationsscreenings mit anschliefend hochpréaziser Strukturaufklarung war
es moglich, genaue Erkenntnisse iber AbDMEGs Bindemodus im katalytischen Zentrum der hDDAH-1 zu
gewinnen. Die abschlieBende Auswertung der (Co)Kristallisationsuntersuchungen lieferte den Beweis,
dass die Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und AbMEGs Guanidinstruktur in Kombination mit
dem Methoxyethylrest am N“-Stickstoff durch einen induced fit den Verlust der a-Carboxylgruppe
kompensierten.
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In zukilnftigen Arbeiten kdnnten weitere Inhibitoren auf Basis von AbMEG entwickelt werden, die ein
moglicherweise noch besseres Selektivitatsprofil gegentiber der NOS und Arginase aufweisen. Auch das
Ergebnis, dass eine hDDAH-1G129T Mutante keine weitere Umsetzung von ADMA und NMMA
katalysiert, sollte Gegenstand zukinftiger Forschungsarbeiten sein. Hierbei wére ein Vergleich mit einer
Rickmutation oder einer rekombinant hergestellten hDDAH-2 Mutante mit einem Glycinrest anstelle des
natlirlichen Threoninrestes an analoger Position von grolem Wert hinsichtlich der Untersuchung der
katalytischen Aktivitat beider Isoenzyme.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Synthesen

8.1.1 Gerdte und Materialien

Diinnschichtchromatografie:

DC-Fertigplatten: Polygram SIL G/UV,s, 0,2 mm Kieselgel der Fa. Macherey-Nagel, Diiren. Die Detektion
erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm (Fluoreszenzléschung). Verbindungen, die auf diese Weise nicht
detektierbar waren, wurden mit folgenden Spriihreagenzien behandelt:

Reagenz A: Ninhydrin-Spriihreagenz

300 mg Ninhydrin, 95 mL j-Propanol, 5 mL Eisessig
Reagenz B: unspezifisches Oxidanz

0,2 % (m/v) Ce(S0,),, 5 % (m/v) konz. H,SO,4, 5 % (m/v), (NH;);,M030; in EtOH
Reagenz C: Ehrlichs Reagenz

1 % (m/v) 4-(N,N-Dimethylamino)benzaldehyd in konz. HCl/Methanol 1: 1
Elementaranalysen:

CHNS-Analysator, HEKAtech GmbH, Institut flir Anorganische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat,
Kiel.

NMR-Spektroskopie:

Kernresonanzspekrometer Bruker Avance lll, 300, Bruker Topspin 2.1 Software, 298 K

'"H-NMR : Messfrequenz = 300,13 MHz
B3C-NMR: Messfrequenz = 75,47 MHz
PN-NMR: Messfrequenz = 30,42 MHz
*Cl-NMR: Messfrequenz = 29,42 MHz

Interne Standards: Tetramethylsilan (TMS). Sind keine internen Standards angegeben, beziehen sich die
chemischen Verschiebungen auf das Signal des verwendeten Losungsmittels.

Externe Standards: Bei "H-NMR Messungen in D,0O erfolgte die Auswertung bezogen auf den externen
Standard Natrium-3-(trimethylsilyl)propan-1-sulfonat (TPS). Bei “N-NMR Messungen erfolgte die
Auswertung bezogen auf den externen Standard Nitromethan (0,2 %) in DMSO-ds bzw. CDCl;
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(&ppm = 381.6).Bei *°CI-NMR Messungen erfolgte die Auswertung bezogen auf den externen Standard
NaCl in D,O (d/ppm = 0).

Zur Charakterisierung der Signale wurden folgende Abklirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, ddd = Dublett eines Dubletts eines Dubletts, t =
Triplett, ddt = Dublett eines Dubletts eines Tripletts, dt = Dublett eines Tripletts, td = Triplett eines
Dubletts g = Quartett, m = Multiplett, / = Kopplungskonstante in Hz, br = verbreitertes Signal, Ar =
Aromat, pseudo = Signal, dessen duBere Erscheinung von der eigentlichen Multiplizitat abweicht.

Die Auswertung der Signale erfolgte gemaR den Regeln fiir Spektren 1. Ordnung.
Massenspektrometrie:

Bruker Esquire~LC, Elektrosprayionisierung (ESI), im positiven Modus oder Bruker amaZon SL-LC,
Elektrosprayionisierung (ESI), im positiven Modus unter Verwendung einer Agilent Zorbax Eclipse XDB-
C8-Sadule, 125 x 4,6 mm, 5 um.

Elution: Eluent A: 10 % Acetonitril, 90 % 0,1 %ige Essigsaure;

Eluent B: 95 % Acetonitril, 5 % 0,1 %ige Essigsaure.
Gradient: 0-1 min (100 % A), 1-10 min (0-90 % B), 10-12,9 min (90 % B), 12,9-13 min (90-0 % B);
Flussrate: 1,5 mL/min.

Hochauflésende Massenspektrometrie:

Alle Spektren wurden mit einem Bruker APEX Ill FT-ICR Massenspektrometer mit einem 7.05 T Magneten
(Bruker Daltronics, Bremen) am Institut fir Physikalische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat in
Kiel aufgenommen. Die Proben wurden in Ethanol geldst und mit einem Ldsungsmittelgemisch aus
Methanol, Wasser und Ameisensiure (49,9/49,9/0,2) auf eine Konzentration von ca. 100 pmol / pL
verdiinnt. Mit Hilfe einer ESI-Quelle wurden die Proben in die Gasphase gebracht und konnten in das
Massenspektrometer eingebracht werden. In den Spektren ist jeweils nicht die Masse der neutralen
Verbindung zu sehen, sondern immer das [M + H]" als Quasimolekiilion.

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific SMP3. Die Angabe der Schmelzpunkte erfolgt unkorrigiert.
Infrarotspektroskopie:

Alle Spektren wurden mit einem Shimadzu IRAffinity-1S FTIR Spektrometer mit MIRacle 10 Single
Reflection ATR Accessory aufgenommen. Es werden fiir die entsprechende Verbindung charakteristische
Banden in cm™ angegeben. Eine Unterscheidung zwischen Valenz- und Deformationsschwingungen
erfolgte nicht.

Praparative Chromatografie:

Die sdulenchromatografische Aufreinigung der Syntheseprodukte erfolgte Uber Kieselgel Gg, 0,063-
0,2 mm der Fa. Macherey-Nagel, Diren. Die Sdulenchromatografie auf Umkehrphasen erfolgte auf
Kieselgel 60 silanisiert (0,063-0,2 mm) der Fa. Merck, Darmstadt.
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Die Flashchromatografie wurde mit der Anlage CombiFlash® Rf 200i (Teledyne Isco) unter Verwendung
von Interchim PF-30SIHO-JP/12G-, PF-30SIHO-JP/40G-Sdulen (0,03 mm) oder PF-15SIHP/12G-S&ulen
durchgefiihrt. Die Flashchromatografie auf Umkehrphasen erfolgte auf RP-18 RediSep®-Saulen (43 g).

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros, Alfa-Aesar/Lancester, Fluka, Sigma-Aldrich,
Merck, Roth, TCI-Europe und VWR kommerziell erworben und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.
EDCI und geschiitzte Aminosauren wurden von der Fa. Bachem bezogen.

Methanol fiir die Chromatografie in HPLC-Qualitdt wurde von der Fa. J.T. Baker, Griesheim, bezogen.

Diethylether wurde Uber Natrium-benzophenonketyl absolutiert und direkt eingesetzt. Trockenes
Acetonitril wurde erhalten, indem kommerziell erhiltliches Acetonitril in HPLC-Qualitdt mindestens 24 h
Uber ausgegliihtem Molekularsieb getrocknet und anschliefend direkt eingesetzt wurde. Trockener
Ethanol wurde durch Erhitzen mit Natriumdraht und anschlieBendem Refluxieren mit
Phthalsdurediethylester gewonnen. Beim Einsatz feuchtigkeitsempfindlicher Verbindungen wurden alle
verwendeten Glasgerate ofengetrocknet und die Apparaturen mit Stickstoff oder Argon gespiilt.
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8.1.2 Synthesevorschriften

8.1.2.1 Synthese der Ns-methylierten L-Argininderivate
8.1.2.1.1 N°-Methyl-L-arginin
N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N°-phthalimido-L-ornithin (24)

Synthesevorschrift in Anlehnung an Sasaki et al.:**®

(o) 0]
N OH
HN O
o \f
Oj<
Es werden 1,94 g (8,4 mmol) N°(tert-Butyloxycarbonyl)-L-ornithin 3 und 2,22 g (15,0 mmol)
Phthalsdureanhydrid 23 in 20 mL Chloroform suspendiert und anschlieBend mit 150 mL
Tetrachlorethylen versetzt. Der Ansatz wird zunachst zwei Stunden bei 60 °C und anschliefend weitere
sechs Stunden bei 100 °C geriihrt (DC-Kontrolle). Die Losung wird im Vakuum bis zur Trockne

einkonzentriert und weiter mittels Flashchromatografie aufgereinigt (Kieselgel,
Dichlormethan/Methanol, 0-5 %).

Ausbeute: 1,9 g (61 %) eines weiRen, kristallinen Feststoffs
Schmelzpunkt: 126 °C
DC: R: = 0,54 (Dichlormethan/Methanol, 9:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):
8/ppm = 1.43 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.65-2.00 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.72 (t, *J = 6.8 Hz, 2 H, §-CH,), 4.14-4.37 (m, 1
H, a-CH ), 5.16 (d, *J = 8.2 Hz, 1 H, NH), 7.68-7.75 (m, 2 H, ArH), 7.80-7.86 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
5/ppm = 24.8 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 29.8 (B-CH,), 37.4 (6-CH,), 53.0 (a-CH), 80.3 (C(CHs)s), 123.3 (2 x
ArCH), 132.0 (2 x ArC), 134.0 (2 x ArCH), 155.6 (CO-Boc), 168.4 (2 x CO-Pht), 176.5 (COOH).

IR (ATR):
cm™ = 2976, 1771, 1697, 1514, 1396, 1366, 1159, 1047, 718.

MS (ESI):
m/z=725[2x M +H]", 625 [2 x M — C4,Hs — CO, + H]", 363 [M + H]", 263 [M — C,Hg — CO, + H]".

Elementaranalyse Ci3H;2N,0¢(362.38):
Berechnet: C59.66 H6.12 N 7.73,
gefunden: C59.21 H6.15 N 7.58.
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N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N®-phthalimido-L-ornithin-tert-butylester (26)

Synthesevorschrift in Anlehnung an Moau et al.:**

b Ak

1,87 g (5,2 mmol) N%(tert-Butyloxycarbonyl)-N°-phtalimido-L-ornithin 24, 1,17 g (5,2 mmol, 1 eq.) BTEAC,
27 mL (239 mmol, 46 eq.) tert-Butylbromid 25 und 19 g K,CO3 (135 mmol, 26 eq.) werden in 40 mL DMAC
gegeben und finf Stunden bei 55 °C unter Ruckflusskiihlung erhitzt. Der Ansatz wird auf
Raumtemperatur abgekihlt und der Riickflusskiihler mit Ethylacetat gespiilt. Die Salze werden abfiltriert
und dreimal mit jeweils 25 mL Ethylacetat gewaschen. AnschlieRend wird das Filtrat dreimal mit jeweils
20 mL Wasser gewaschen und die vereinigten wassrigen Phasen mit 25 mL Ethylacetat extrahiert. Die
organischen Phasen werden vereinigt, Gber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das  Rohprodukt wird mittels Flashchromatografie  aufgereinigt  (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-20 %).

Ausbeute: 2,0 g (93 %) eines farblosen Ols
DC: R = 0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.43 (s, 9 H, C(CH)3), 1.45 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.62-1.91 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.71 (t, >/ =6.9 Hz, 2 H,
8-CH,), 4.14-4.27 (m, 1 H, a-CH ), 5.06 (d, °J = 8.3 Hz, 1 H, NH), 7.68-7.75 (m, 2 H, ArH), 7.81-7.88 (m, 2 H,
ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):

8/ppm = 24.5 (y-CH,), 28.0 (C(CHs)s), 28.3 (C(CHs)s), 30.3 (B-CH,), 37.6 (6-CH,), 53.6 (a-CH), 79.7, 80.3 (2 x
C(CHs)s), 123.3 (2 x ArCH), 132.1 (2 x ArC), 133.9 (2 x ArCH), 155.3 (CO-Boc), 168.3 (2 x CO-Pht), 171.6
(COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 3399, 2978, 1771, 1740, 1694, 1508, 1393, 1150, 718.

MS (ESI):
m/z =419 [M + H]*, 319 [M — C;Hg — CO, + H]*, 263 [M — 2 x C,Hg — CO, + H]".

Elementaranalyse C;,H30N,0¢ (418.49):
Berechnet: C63.14 H7.23 N 6.69,
gefunden: C62.70 H7.56 N 7.12.
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Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur Uberein [MoALI et al.].**

N° N°-Bis-(tert-Butyloxycarbonyl)-N°-phthalimido-L-ornithin-tert-butylester (27)
Synthesevorschrift in Anlehnung an Lunk:*®
o] Q J<
N/\/\HkO
0) N )
D

2,0 g (4,8 mmol) der Verbindung 26 werden in 25 mL trockenem Acetonitril gelést. Zu dieser Losung
werden 61 mg (0,5 mmol) DMAP und 10,9 g (48 mmol, 10 eq.) Di-tert-Butyldicarbonat gegeben. Der
Ansatz wird 24-48 Stunden unter Argon-Atmosphdre gerihrt, bis die DC eine vollstandige Umsetzung
anzeigt. Anschliefend wird die Losung mit 25 mL Dichlormethan verdiinnt, mit jeweils 25 mL gesattigter
NaHCOs-Losung, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach

Entfernung des Losungsmittels wird das oOlige Rohprodukt mittels Flashchromatografie weiter
aufgereinigt (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-20 %).

Ausbeute: 1,9 g (77 %) eines klaren, farblosen Ols
DC: R: = 0,56 (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.43 (s, 9 H, C(CH;)3), 1.49 (2 x s, 18 H, C(CHs);), 1.68-1.79 (m, 2 H, y-CH,), 1.83-1.97 (m, 1 H, B-
CH,), 2.04-2.16 (m, 1 H, B-CH,), 3.72 (m, 2 H, 6-CH,), 4.78 (dd, */ = 9.3, 5.1 Hz, 1 H, a-CH ), 7.69-7.73 (m, 2
H, ArH), 7.82-7.84 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

5/ppm = 25.6 (y-CH,), 26.5 (B-CH,), 27.9 (C(CHs)s), 28.0 (2 x C(CHs)s), 37.5 (6-CH,), 58.4 (a-CH), 81.3
(C(CHs)3), 82.9 (2 x C(CH3)s3), 123.2 (2 x ArCH), 132.2 (2 x ArC), 133.8 (2 x ArCH), 152.4 (2 x CO-Boc), 168.3
(2 x CO-Pht), 169.6 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 2978, 1773, 1736, 1711, 1366, 1126, 1026, 719.

MS (ESI):
m/z = 541 [M + Na]", 419 [M — C;Hg — CO, + H]*, 319 [M — 2 x C;Hg — 2 x CO, + H]* 263 [M — 3 x C;Hg — 2 x
CO, +HJ".

Elementaranalyse C,7H3sN,04(518.61):
Berechnet: C62.53 H7.39 N 5.40,
gefunden: C62.00 H7.34 N 5.49.
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N® N°-Bis-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-ornithin-tert-butylester (28)

0] J<
H2N/\/ﬁ)k0
OYN\(O
> K

1,88 g (3,6 mmol) des vollgeschiitzten Ornithins 27 werden in einer Mischung aus Dichlormethan und
Methanol (1:1) gel6st. Zu dieser Losung werden 2,7 mL (54 mmol, 15 eq.) Hydrazinhydrat (98+ %)
gegeben und der Ansatz 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschliefend wird das ausgefallene
Phthalhydrazid abfiltriert und die Reaktion durch die Zugabe von 30 mL gesattigter NaHCO;-Losung
gequenched. Die organische Phase wird separiert und die wassrige Phase dreimal mit jeweils 20 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 30 mL gesattigter

NaCl-Lésung gewaschen und liber Na,SO, getrocknet. Verbindung 28 war an dieser Stelle bereits DC-rein
und wurde ohne weitere Aufreinigung flir weitere Reaktionen eingesetzt.

Ausbeute: 1,27 g (90 %) eines farblosen Ols

DC: R¢= 0,37 (Dichlormethan/Methanol/Ammoniak 25 %ig,), 85:15:5; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.21 (br's, 2 H, NH,), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.51 (2 x s, 18 H, C(CHs)s), 1.40-1.56 (m, 2 H, y-CH,),
1.80-1.94 (m, 1 H, B-CH,), 2.03-2.15 (m, 1 H, B-CH,), 2.64-2.79 (m, 2 H, 6-CH,), 4.72 (dd,’/ = 9.6, 5.2 Hz, 1
H, a-CH ).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
5/ppm = 26.6 (y-CH,), 28.0 (C(CHs)s), 28.1 (2 x C(CHs)s), 30.7 (B-CH,), 42.0 (8-CH,), 58.8 (a-CH), 81.2
(C(CHs)s), 82.7 (2 x C(CH3)s), 152.5 (2 x CO-Boc), 169.9 (COO'Bu).

MS (ESI):
m/z =777 [2 x M + H]", 389 [M + H]*, 289 [M — C4Hg — CO, + H]".

Elementaranalyse Ci9H36N,06(388.51):
Berechnet: C58.74 H9.34 N 7.21,
gefunden: C58.49 H9.61 N 6.91.
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N°® N°-Bis-(tert-butyloxycarbonyl)-N°-(2-nitrophenylsulfonyl)-L-ornithin-tert-butylester (30)

Synthesevorschrift in Anlehnung an FukuyAma et al.:***

NO O
2 o\\s//o J<
~N 0
H
OYNYO
> O

1,27 g (3,3 mmol) des geschitzten Ornithins 28 und 095 g (43 mmol, 1,3 eq.)
2-Nitrophenylsulfonylchlorid 29 werden in 60 mL trockenem Dichlormethan gel6st und der Ansatz auf 0
°C gekihlt. Nach der Zugabe von 589 puL (4,3 mmol, 1,3 eq.) Triethylamin wird der Reaktionsansatz
zunachst 30 Minuten bei 0 °C und anschlieBend weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das

Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das gelblich-6lige Rohprodukt mittels Flashchromatografie
aufgereinigt (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-25 %).

Ausbeute: 1,46 g (78 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R; = 0,69 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/(ppm) = 1.43 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.49 (2 x 5, 18 H, C(CHs)3), 1.54-1.67 (m, 2 H, y-CH,), 1.78-1.91 (m, 1 H, B-
CH,), 2.02-2.14 (m, 1 H, B-CH;), 3.12 (q, °J = 6.7 Hz, 2 H, §-CH,), 4.63 (dd, J = 9.0, 5.5 Hz, 1 H, a-CH ), 5.35
(t, %/ = 6.2 Hz, 1 H, NH) 7.69-7.77 (m, 2 H, ArH), 7.82-7.89 (m, 1 H, ArH), 8.10-8.16 (m, 1 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
5/(ppm) = 26.5 (y-CH,), 26.8 (B-CH,), 27.9 (C(CHs)3), 28.0 (2 x C(CHs)s), 43.5 (6-CH,), 58.2 (a-CH), 81.5
(C(CHs)3), 83.0 (2 x C(CHs)3), 125.4, 131.1, 132.8, 133.5 (ArCH), 133.8 (ArC-S), 148.1 (ArC-N), 152.5 (2 x
CO-Boc), 169.4 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 2978, 1734, 1697, 1554, 1366, 1155, 1130, 851.

MS (ESI):
m/z =596 [M + Na]*, 362 [M -3 x C4Hg— CO, + H]", 318 [M —3 x C,Hg— 2 x CO, + H]".

Die Bestimmung der Reinheit mittels Elementaranalyse wurde an der monomethylierten Verbindung 31
durchgefihrt.
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N°® N°-Bis-(tert-Butyloxycarbonyl)-N°-methyl-N°-(2-nitrophenylsulfonyl)-L-ornithin-tert-butylester (31)

NO, O\\ //O 0 J<
S\N/\/ﬁ)ko
(|)H3 OYN\(O
> R

Zu einer Losung aus 1,45 g (2,5 mmol) der Verbindung 30 in 15 mL DMF werden 1,05 g (7,6 mmol, 3 eq.)
K,CO; und 475 pL (7,6 mmol, 3 eq.) Methyliodid gegeben und der Ansatz sechs Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wird die Reaktion durch Zugabe von 10 mL 10 %iger
Ammoniaklésung gequenched. Die wassrige, ammoniakalkalische Phase wird dreimal mit jeweils 10 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 20 mL gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und schlielRlich Uber Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wird entfernt und das olige

Rohprodukt mittels Flashchromatografie weiter aufgearbeitet (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, O-
30 %).

Ausbeute: 1,22 g (82 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R;=0,67 (Toluol/Ethylacetat, 7:3; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.44 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.50 (2 x s, 18 H, C(CHs)s), 1.58-1.74 (m, 2 H, y-CH,), 1.79-1.92 (m, 1 H, B-
CH,), 2.02-2.14 (m, 1 H, B-CH,), 2.89 (s, 3 H, N-CHs), 3.11-3.34 (m, 2 H, 8-CH,), 4.70 (dd, >/ = 9.1, 5.5 Hz, 1
H, a-CH ), 7.57-7.63 (m, 1 H, ArH), 7.63-7.71 (m, 2 H, ArH), 7.95-8.01 (m, 1 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

5/ppm = 24.8 (y-CH,), 26.4 (B-CH,), 27.9 (C(CHs)s), 28.0 (2 x C(CHs)3), 34.4 (N-CH;), 49.7 (6-CH,), 58.3 (a-
CH), 81.4 (C(CHs)s), 83.0 (2 x C(CHs)3), 124.0, 130.9, 131.5, 133.4 (ArCH), 132.5 (ArC-S), 148.0 (ArC-N),
152.5 (2 x CO-Boc), 169.5 (COO'Bu).

MS (ESI):
m/z = 610 [M + Nal", 388 [M — 2 x C4Hg — 2 x CO, + H]*, 376 [M — 3 x C,Hg — CO, + H]*, 332 [M = 3 x C,Hg —
2 x CO, + HJ".

Elementaranalyse CyeH41N3010S - 0.4 H,0 (594.90):
Berechnet: C52.49 H7.08 N 7.06,
gefunden: C52.74 H7.67 N 6.85.
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N°® N°-Bis-(tert-butyloxycarbonyl)-N°-methyl-L-ornithin-tert-butylester (33)

Synthesevorschrift in Anlehnung an BOwMAN und COGHLAN:

0]
HaC J<
H
OYN\(O
> O
Zur Entschitzung der 2-NBS-Schutzgruppe werden 1,21 g (2,1 mmol) Verbindung 31, 0,85 g (6,2 mmol,
3 eq.) K,CO; und 509 L (4,1 mmol, 2 eq.) Thiophenol 32 in 15 mL DMF gegeben und zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird der orange-braune Ansatz mit 10 mL 10 %iger ,q
Ammoniaklésung versetzt und dreimal mit jeweils 10 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden nochmal mit jeweils 10 mL Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen
und schlieBlich tber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird zundchst eingeengt und im

Olpumpenvakuum restlos entfernt. Die weitere Aufreinigung erfolgt flashchromatografisch (Kieselgel,
Dichlormethan/Methanol, 0-30 %).

Ausbeute: 737 mg (89 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R¢= 0,52 (Dichlormethan/Methanol/Ammoniak 25 %ig,q), 85:15:5; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.44 (s, 9 H, C(CH;)3), 1.50 (2 x s, 18 H, C(CHs)3), 1.53-1.66 (m, 2 H, y-CH,), 1.82-1.94 (m, 1 H, B-
CH,), 2.04-2.16 (m, 1 H, B-CH,), 2.46 (s, 3 H, N-CHs), 2.61-2.70 (m, 2 H, 8-CH,), 2.97 (br s, 1 H, NH), 4.72
(dd,?/=9.5,5.3Hz, 1 H, a-CH ).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):
5/ppm = 26.0 (y-CH,), 26.9 (B-CH,), 27.9 (C(CHs)s), 28.0 (2 x C(CHs)s3), 35.8 (N-CH3), 51.1 (8-CH,), 58.7 (a-
CH), 81.2 (C(CHs)s), 82.8 (2 x C(CH3)3), 152.5 (2 x CO-Boc), 169.8 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 2978, 1734, 1697, 1366, 1130, 849.

MS (ESI):
m/z = 425 [M + Na]", 303 [M — C;Hz — CO, + H]".

Elementaranalyse C,oH3sN>Og (402.53):
Berechnet: C59.68 H9.52 N 6.96,
gefunden: C59.31 H9.89 N 6.63.

HRMS (ESI) fiir CoH3N,0¢:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 403.2803,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 403.2798.
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N“ N“-Bis-(tert-Butyloxycarbonyl)-N® N*-bis-(tert-butyloxycarbonyl)-N°-methyl-L-arginin-tert-

butylester (34)
(0]
j\O)J\N (0]
L k

HN N
>L /& S, 0l _No 0
o o Y \[4
> A
Zu einer Losung von 712 mg (1,8 mmol) des geschiitzten Né-MethyI-L-ornithins 33 in 20 mL trockenem
Dichlormethan werden 588 mg (2,13 mmol, 1,2 eq.) N,N-Bis(tert-Butyloxycarbonyl)thioharnstoff 16 und
611 uL (3,6 mmol, 2 eq.) DIPEA gegeben. Nachdem der Ansatz 30 Minuten bei 0 °C gerihrt wurde,
werden 691 mg (3,6 mmol, 2 eq.) EDCI hinzugefiigt und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur

gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird im Vakuum eingeengt und flashchromatografisch aufgereinigt
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).

Ausbeute: 1,1 g (98 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R: = 0,51 (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.48 (2 x s, 18 H, C(CH5)3), 1.51 (2 x s, 18 H, C(CH3);), 1.60-1.74 (m, 2 H, y-
CH,), 1.77-1.92 (m, 1 H, B-CH,), 1.99-2.12 (m, 1 H, B-CH,), 3.00 (s, 3 H, N-CHs), 3.35-3.63 (m, 2 H, 6-CH,),
4.72 (dd, *=9.0,5.4 Hz, 1 H, a-CH ), 10.6 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
5/ppm = 24.3 (y-CH,), 26.6 (B-CH,), 28.0 (C(CHs)3), 28.1 (2 x C(CHs)s3), 28.2 (2 x C(CHs)3), 36.8 (N-CH3), 50.6
(6-CH,), 58.5 (a-CH), 81.3 (C(CHs)s), 82.9 (4 x C(CHs)s), 152.5 (4 x CO-Boc), 155.8 (C=N), 169.6 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 2978, 1740, 1699, 1608, 1366, 1231, 1047, 847.

MS (ESI):
m/z = 645 [M + H]".

Elementaranalyse C3;HssN4O10(644.81):
Berechnet: C57.74 H 8.75 N 8.69,
gefunden: C57.72 H9.01 N 8.60.

m/z berechnet fiir [M + H]" = 645.4069,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 645.4072.
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N°-Methyl-L-arginin Dihydrochlorid (1)

Ho H Cr
HzN)J\ITI OH
CH, NH,* Cr

Das vollstandig geschiitzte und gut getrocknete N°-Methyl-L-arginin 34 wird in 80 mL absolutem
Diethylether unter Stickstoff-Atmosphare geldst und 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. AnschlieRend wird fiir
45 Minuten vorsichtig trockener Chlorwasserstoff in die Losung eingeleitet und weitere sechs Stunden
bei 0 °C gerlihrt. Der Ansatz wird fiir 24 Stunden bei 4-6 °C gelagert, wobei das Produkt 1 prazipitiert. Der
mit Chlorwasserstoff gesattigte Diethylether wird vorsichtig im Vakuum abgezogen und der resultierende
weiRe Feststoff weitere drei Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 1-2 mL 2-
fach destilliertem Wasser (Aqua bidest.) aufgenommen und {ber RP-18-Sdulenchromatografie
aufgereinigt (Eluent: Aqua bidest., isokratisch). Ninhydrin-positive Fraktionen werden vereinigt und im
Vakuum bei 30 °C auf ein Restvolumen von ca. 1 mL eingeengt. Das restliche Wasser wird im
Olpumpenvakuum entfernt.

Ausbeute: 369 mg (84 %) eines feinen weillen Pulvers
Schmelzpunkt: 210 °C (Lit.: 210-212 °C pL-Verbindung)™*
DC: R:= 0,51 (i-Propanol/Wasser/Eisessig, 6:3:1; Reagenz A)

Spezifische Drehung:  [a]2° = 11,0 (c 2,00; Wasser)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
5/(ppm) = 1.62-2.02 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.99 (s, 3 H, N-CHs), 3.37 (t, ) = 7.3 Hz, 2 H, 6-CH,), 4.04 (t,*/ = 6.1
Hz, 1 H, a-CH).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
&/ppm = 24.0 (y-CH,), 28.5 (B-CH,), 37.7 (N-CHs), 51.3 (6-CH,), 54.6 (a-CH), 158.3 (C=N), 173.8 (COOH).

Berechnet: Cl 27.15,
gefunden: Cl 24.66 (91 %).

IR (ATR):
cm™ = 3361, 3167, 2947, 1720, 1622, 1504, 1427, 1231, 752.

MS (ESI):
m/z =753 [4x M +H]", 565 [3 x M +H]", 377 [2 x M + H]*, 189 [M + H]".

HRMS (ESI) fiir C;H16N,0,:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 189.1346,
m/z gefunden fiir [M + H]" = 189.1348.
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8.1.2.1.2 NG-MethyI-L-ornithin

N°-Methyl-L-ornithin (2)

Cr 0
I

H\w+ OH
CHj3 NH;" CI
Eine Losung aus 33 in 80 mL absolutem Diethylether wird unter Stickstoff-Atmosphare 30 Minuten bei
0°C gerihrt. AnschlieBend wird fiir 20 Minuten vorsichtig trockener Chlorwasserstoff in den
Reaktionsansatz eingeleitet und weitere zwei Stunden bei 0 °C geriihrt, wobei das Produkt 2 als feiner
weiller Niederschlag prazipitiert. Der Ansatz wird flr 24 Stunden bei 4-6 °C gelagert und anschlieend
der mit Chlorwasserstoff gesattigte Diethylether vorsichtig in Vakuum abgezogen. Der resultierende
weiRe Feststoff wird fiir weitere drei Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 1-
2 mL Aqua bidest. aufgenommen und (ber RP-18-Sdulenchromatografie aufgereinigt (Eluent: Aqua
bidest., isokratisch). Ninhydrin-positive Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum bei 30 °C auf ein
Restvolumen von ca. 1 mL eingeengt. Das restliche Wasser wird im Olpumpenvakuum entfernt.

Ausbeute: 105 mg (89 %) eines weilen, stark hygroskopischen Feststoffes

Schmelzpunkt: Aufgrund der stark hygroskopischen Eigenschaften ist der Schmelzpunkt unter
Normalbedingungen nicht bestimmbar

DC: R¢= 0,37 (i-Propanol/Wasser/Eisessig, 6:3:1, Reagenz A
Spezifische Drehung:  [a]2° = 11,5 (c 2,00; Wasser)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
5/ppm = 1.70-2.08 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.69 (s, 3 H, N-CHs), 3.06 (t, *J = 7.5 Hz, 2 H, 6-CH,), 4.02 (t, %/ = 6.1
Hz, 1 H, a-CH).

C-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
5/ppm = 23.3 (y-CH,), 28.7 (B-CH,), 34.6 (N-CH5), 49.7 (86-CH,), 54.4 (a-CH), 173.8 (COOH).

MS (ESI):
m/z=461[3xM+Na]", 293 [2x M +H]", 147 [M + H]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 147.1128,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 147.1127.

N®-Methyl-L-ornithin (2) wurde in der Literatur bisher nur als Monohydrochlorid beschrieben.*****” Daher
handelt es sich beim Dihydrochlorid formal um eine neue Verbindung.
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8.1.2.2 Synthese von N”-Hydroxy-L-arginin Prodrugs und analogen Modellverbindungen

8.1.2.2.1 Isothiocyanate

Allgemeine Synthesevorschrift in Anlehnung an MARTIN et al.:**°

7,3 g (75 mmol) ofengetrocknetes und frisch gepulvertes Kaliumthiocyanat und 500 mg (5 Mol-%)
18-Krone-6 werden in 100 mL Tetrachlorethylen suspendiert. Zu dieser Losung werden Uber eine Spritze
50 mmol des entsprechenden Sdurechlorids gegeben und fiunf Stunden bei 85-90 °C gerihrt.
Anschlieffend wird der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und unter Eiskiihlung werden
50 mL n-Hexan zugegeben. Der Ansatz wird Uber Celite filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die so gewonnenen gelben, 6ligen Isothiocyanate sind an dieser Stelle bereits zu ca. 90 % rein
(*H-NMR und DC) und werden aus Stabilititsgriinden ohne weitere Aufreinigung als 0,5 M Stammldsung
in trockenem Dichlormethan flir weitere Synthesen eingesetzt.

N-Allyloxycarbonylisothiocyanat (65)>%

Nach 8.1.2.2.1 durch Einsatz von 5,3 mL (50 mmol) Chlorameisensaureallylester 64
Ausbeute: 5,9 g (83 %) eines klaren, gelben Ols
DC: R¢ = 0,83 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 4.67 (ddd, ¥/= 5.9, “J=1.5, 1.1 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 5.34 (ddd, /= 2.5 Hz, *J.,;= 10.4 Hz, *J= 1.1
Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.40 (ddd, % = 3.0 Hz, *Jy;gns= 17.1 Hz, *J = 1.4 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.93 (ddt, *J=
17.2,10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,).

BC-NMR (CDCl5):
8/ppm = 69.4 (0-CH,), 120.2 (CH=CH,), 130.3 (CH=CH,), 147.1 (N=C=S), 149.9 (C=0).

N-Benzyloxycarbonylisothiocyanat (56)

Nach 8.1.2.2.1 durch Einsatz von 2,5 mL (18 mmol) Chlorameisensaurebenzylester
Ausbeute: 3,0 g (86 %) eines klaren gelben Ols
DC: R = 0,30 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz B, UV)

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur tiberein [MARTIN et al.]*®.



112 8 Experimenteller Teil

8.1.2.2.2 Hydroxylamine

146,277,278

N-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)phthalimid (70)

Synthesevorschrift in Anlehnung an die Literatur:**¢?”7?78
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37 g (9 mmol) 1-Brom-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranose 68, 7,3 g (45 mmol)
N-Hydroxyphtalimid 69 und 3,0 g (9 mmol) Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS) werden in 72
mL Dichlormethan gelést und mit 72 mL 1 M NaOH-Losung versetzt. Der Reaktionsansatz wird vier
Stunden bei Raumtemperatur kraftig geriihrt. AnschlieBend wird die wassrige Phase abgetrennt und die
organische Phase sechsmal mit 40 mL Wasser und dreimal mit 40 mL gesattigter NaCl-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird liber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die weitere Aufreinigung des orange-roten Rohproduktes erfolgt Uber Flashchromatografie
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-50 %;).

Ausbeute: 3,1 g (71 %) eines weiRen, kristallinen Schaums (Lit.: 55 % *’%, 70 % '*¢, 80 % *’)
Schmelzpunkt: 81 °C (in der Literatur werden keine Angaben (iber den Schmelzpunkt gemacht)
DC: R¢=0,54 (Toluol/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 2.00, 2.02, 2.20, 2.23 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH;), 3.94 (ddd, >/ = 7.3, 6.9, 1.2 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.18 (dd,
’J=11.2,%* =6.5Hz, 1 H, 6'a-CH,), 4.24 (dd, 2/ =11.2, *J =7.3 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 5.01 (d, >/ =8.3 Hz, 1 H, 1'-
CH), 5.12 (dd, >/ = 10.4, 3.4 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.43 (dd, */ = 3.5, 1.2 Hz, 1 H, 4'-CH), 5.48 (dd, >/ = 10.4, 8.3
Hz, 1 H, 2'-CH), 7.78-7.82 (m, 2 H, ArH), 7.84-7.90 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz,CDCL;):
8/ppm = 20.6, 20.8, 20.9, (4 x COCHs), 60.8 (6'-CH,), 66.4 ,67.0, 70.7, 71.4 (4',2',5',3'-CH), 106.4 (1'-CH),
123.9 (2 x ArCH), 128.7 (2 x ArC), 134.9 (2 x ArCH), 162.7 (CO-Pht), 169.9, 170.1, 170.4 (4 x COCHs).

IR (ATR):
cm™ = 1740, 1217, 1188, 1082, 1031, 875, 700.

MS (ESI):
m/z =516 [M + Na]*, 511 [M + NH,]*, 331 [C14H1504]".

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur Giberein.**®*’"?’8
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277,278

N-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)phthalimid (85)

Synthesevorschrift in Anlehnung an die Literatur:*""*"®
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Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die analoge
Verbindung 70 bereits beschrieben sind, mit 1-Brom-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranose 84 als
Ausgangsverbindung (AnsatzgroRRe: 3,7 g, 9 mmol).

Ausbeute: 2,8 g (64 %) eines weiRen kristallinen Feststoffs (Lit.: 71 % *”/, 55-60 % *’%)
Schmelzpunkt: 172 °C
DC: R¢=0,50 (Toluol/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d):

5/ppm = 1.96, 1.98,1.99, 2.11 (4 x 5, 3 H, 4 x COCHs), 3.95 (dd, 3/ = 12.2, 2.7 Hz, 1 H, 6'a-CH,), 4.05 (ddd,
?J=12.2,%=5.0,2.7 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.25 (dd, J = 12.2, > = 5.0 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 5.02 (pseudo t, >/ = 9.6
Hz, 1 H, 4'-CH), 5.06 (pseudo t, */ = 9.6 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.39 (pseudo t, */ = 6.9 Hz, 1 H, 3'-CH), 5.42 (d, *J =
8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 7.87-7.90 (m, 4 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 20.3, 20.4, 20.5 (4 x COCH), 61.5 (6'-CH,),67.8 (4'-CH), 69.3 (2'-CH), 71.0 (5'-CH), 71.6 (3'-CH),
104.3 (1'-CH), 123.5 (2 x ArCH), 128.3 (2 x ArC), 135.0 (2 x ArCH), 169.2, 169.5, 169.9 (4 x COCH).

IR (ATR):
cm™ = 1738, 1370, 1205, 1126, 1078, 1026, 876, 797.

MS (ESI):
m/z =516 [M + Na]*, 511 [M + NH,]*, 331 [C14H1504]".

Elementaranalyse C;,H,3NO;, (493.42):
Berechnet: C53.55 H4.70 N 2.84,
gefunden: C53.76 H5.29 N 2.89.

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur iberein.”’”*’®
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N-(Isopropoxycarbonyloxymethoxy)phthalimid (97)

RER G
o
O
1,63 g (10 mmol) N-Hydroxyphtalimid 69, 2,68 mL (20 mmol) Chlormethylisopropylcarbonat 96, 2,73 g
(12 mmol) BTEAC und 2,1 mL (12 mmol) DIPEA werden in 50 mL DMF gelost. Der Ansatz wird 24 Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend mit 40 mL Dichlormethan verdinnt und mit jeweils
40 mL Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird (iber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum einkonzentriert. Reste an DMF werden im

Olpumpenvakuum entfernt. Das Rohprodukt wird flashchromatografisch aufgereinigt (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).

Ausbeute: 1,1 g (40 %) eines weiBen, kristallinen Pulvers
Schmelzpunkt: 110 °C
DC: R = 0,44 (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1; UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):
8/ppm =1.37 (d, ) = 6.2 Hz, 6 H , CH(CH5),, 4.99 (sep, °J = 6.2 Hz, 1 H , CH(CHs),, 5.66 (s, 2 H, CH,), 7.74-
7.80 (m, 2 H, ArH), 7.83-7.89 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
8/ppm = 27.7 (CH(CHs),), 73.6 (CH(CHs),), 93.3 (CH,), 123.9 (2 x ArCH), 129.0 (2 x ArC), 134.8 (2 x ArCH),
153.5 (0C00), 163.1 (2 x CO-Pht).

IR (ATR):
cm™ = 1749, 1724, 1258, 1184, 1134, 1083, 1010, 876, 793.

MS (ESI):
m/z =297 [M + NH,)*, 280 [M + H)*, 176 [M — C,H,05]", 146 [M — CsHs0.]".

Elementaranalyse Ci3H;3NOg (297.25):
Berechnet: C55.92 H 4.69 N 5.02,
gefunden: C56.11 H5.21 N 5.00.
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1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranose (45)

Synthesevorschrift nach ScHaDe:'*®
0 O
PN
0]
0><0 0 O\NH2
-

2,97 g (6 mmol) des Phthalimid-geschiitzten Aminooxyzuckers 70 werden in 60 mL einer Mischung aus
Dichlormethan und Methanol im Verhéltnis 1:1 gel6st. AnschlieRend werden ziigig 945 uL (18 mmol)
Methylhydrazin zugegeben und 25 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird mit 40 mL
gesattigter NaHCO;-Losung abgebrochen und die wadssrige Phase dreimal mit jeweils 60 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 60 mL gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach der Entfernung des Losungsmittels im Vakuum
resultiert ein weiBer kristalliner Schaum, der an dieser Stelle bereits DC-rein ist und ohne weitere
Aufreinigung fiir weitere Synthesen eingesetzt wird.

Ausbeute: 2,1 g (96 %) eines weiRen, kristallinen Schaums (Lit.: 67 %)"*°

Schmelzpunkt: 50 °C (in der Literatur wurde die Verbindung als 6lige Substanz beschrieben)™*

DC: R: = 0,39 (Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1; Reagenz B)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.99, 2.06, 2.08, 2.16 (4 x s, 3 H, 4 x COCH3), 3.98 (td, >/ = 6.7, 1.2 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.12-4.23 (m, 2
H, 6'-CH,), 4.69 (d, 3/ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.05 (dd, */ = 10.4, 3.5 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.26 (dd, */ = 10.4, 8.3
Hz, 1 H, 2'-CH), 5.40 (dd, */= 3.5, 1.1 Hz, 1 H, 4'-CH), 5.83 (br s, 2 H, NH,).

BC-NMR (75 MHz,CDCL;):
8/ppm = 20.5, 20.6, 20.7, 20.8, (4 x COCH3), 61.0 (6'-CH,), 67.0 (4'-CH), 67.3 (2'-CH), 70.7 (5'-CH), 71.0 (3'-
CH), 103.9 (1'-CH), 169.7, 170.1, 170.2, 170.4 (4 x COCHs).

MS (ESI):
m/z =364 [M + H)+, 331 [C14H1909]+.

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur Gberein.**°

Bei 45 handelt es sich um eine literaturbekannte Vorstufe, die direkt fiir weitere Synthesen eingesetzt
wurde. Daher wurde auf die Durchfihrung einer Elementaranalyse und/oder HRMS verzichtet.
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1-Aminooxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranose (86)*”
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Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die analoge
Verbindung 45 bereits beschrieben sind, mit 85 als Ausgangsverbindung (AnsatzgréRe: 1,85 g, 3,8 mmol).

Ausbeute: 1,2 g (88 %) eines weiRen kristallinen Feststoffs
Schmelzkunkt: 123 °C
DC: R;=0,57 (Toluol/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B)

‘H-NMR (300 MHz,CDCl5):

8/ppm =2.01, 2.03, 2.07, 2.10 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH;), 3.75 (ddd, >/ = 10.0, 4.5, 2.3 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.17

(dd, >/ =12.2,%/ = 2.4 Hz, 1 H, 6'a-CH,), 4.30 (dd, %)= 12.2,%/= 4.5 Hz, 1 H, 6'b-CH,),4.72 (d, >) =8.3 Hz, 1
H, 1'-CH), 5.07 (dd, 3/ = 9.5, 2.1 Hz, 1 H, 4'-CH), 5.10 (dd, *J = 9.5, 3.4 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.23 (pseudo t, *J =
9.4 Hz, 1 H, 3'-CH), 5.84 (br's, 2 H, NH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCL,):
&/ppm = 20.6, 20.7, 20.8 (4 x COCH), 61.8 (6'-CH,), 68.2 (4'-CH), 69.6 (2'-CH), 71.8 (5'-CH), 72.9 (3'-CH),
103.4 (1'-CH), 169.4, 169.5, 170.2, 170.7 (4 x COCH).

IR (ATR):
cm™ = 3310, 2968, 1739, 1600, 1367, 1217, 1032.

MS (ESI):
m/z =386 [M + Na]*, 364 [M + H)*, 331 [C14H1500]".

Elementaranalyse Ci4H,1NO14(363.32):
Berechnet: C46.28 H 5.83 N 3.86,
gefunden: C46.85 H 6.52 N 4.13.
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Aminooxymethylisopropylcarbonat (98)
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Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 45
bereits beschrieben sind, mit 97 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroRRe: 837 mg, 3,0 mmol).

Ausbeute: 630 mg (70 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R: = 0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz C)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):
&/ppm =1.31(d, > =6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),, 4.92 (sep, >J = 6.3 Hz, 1 H, CH(CHs),), 5.34 (s, 2 H, CH,), 5.84
(brs, 2 H, NH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCls):
&/ppm = 21.7 (CH(CHs),), 72.6 (CH(CHs),), 95.2 (CH,), 154.0 (OCOO).

MS (ESI):
m/z =150 [M + H]".

Bei 98 handelt es sich um eine nicht lagerstabile Vorstufe, die direkt flr weitere Synthesen eingesetzt
werden musste. Daher wurde auf die Durchfiihrung einer Elementaranalyse und/oder HRMS verzichtet.

8.1.2.2.3 Benzylthioharnstoffe

Allgemeine Synthesevorschrift in Anlehnung an LINTON et al.:'®

Eine Losung aus 871 plL (8 mmol) Benzylamin in 125 mL Dichlormethan wird auf 0 °C gekihlt. Zu dieser
Losung werden liber einen Zeitraum von 30 Minuten 18 mL (9 mmol) des entsprechenden Isothiocyanats
43, 56 oder 65 als 0,5 M Stammldsung in Dichlormethan tropfenweise zugegeben. Der Ansatz wird flr 2
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieRend im Vakuum auf ca. ein Drittel seines
urspriinglichen Volumens eingeengt. Zur Aufarbeitung wird die Lésung mit jeweils 20 ml 1 %iger HCI,
Wasser und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, tiber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Die Aufreinigung der Rohprodukte erfolgt Uber Flashchromatografie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-20 %).
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N-Ethyloxycarbonyl-N-benylthioharnstoff (50)'

0 S
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Nach 8.1.2.2.3 durch Umsetzung von 424 uL (4 mmol) Benzylamin mit Isothiocyanat 43

Ausbeute: 850 mg (89 %) eines weillen Pulvers
DC: R: = 0,41 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz B,UV)
MS (ESI):

m/z =239 [M+H]", 91 [C;H,]".
Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.'®>**

N-Allyloxycarbonyl-N -benzylthioharnstoff (66)

MO*H*H“@

Nach 8.1.2.2.3 durch Umsetzung von 871 pL (8 mmol) Benzylamin mit Isothiocyanat 65
Ausbeute: 1,74 g (86 %) eines weilen Feststoffs
DC: R = 0,46 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 4.63 (ddd, */=5.8, */=1.6, 1.3 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.86 (d, ®/ = 4.9 Hz, 2 H, NH-CH,), 5.29 (ddd,
?J= 2.3 Hz, ¥ = 10.4 Hz, *J= 1.2 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.35 (ddd, % = 3.2 Hz, *Jysns = 17.2 Hz, *J= 1.5 Hz, 1
H, CH,=CH-CH,), 5.93 (ddt, ®/= 17.2, 10.4, 5.8 Hz, 1 H, CH=CH,), 7.27-7-39 (m, 5 H, ArH), 8.32 (s, 1 H, NH-
CH,), 9.92 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
/ppm = 49.7 (NH-CH,), 67.0 (O-CH,), 119.5 (CH=CH,), 127.9, 128.0, 128.9 (ArCH), 130.8 (CH=CH,), 136.2
(ArC), 152.4 (C=S), 179.4 (C=0).

MS (ESI):
m/z =273 [M + Nal*, 251 [M + H]".

Elementaranalyse C;,H14N,0,S (250.32):
Berechnet: C57.58 H 5.64 N 11.19 51281
gefunden: C57.72 H5.78 N 11.05. S$12.35




8 Experimenteller Teil 119

N-Benzyloxycarbonylycarbonyl-N -benzylthioharnstoff (55)%°

Nach 8.1.2.2.3 durch Umsetzung von 1,1 mL (10 mmol) Benzylamin mit Isothiocyanat 56

Ausbeute: 2,91 g (97 %) eines weillen Pulvers
DC: R: = 0,57 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz B,UV)
MS (ESI):

m/z =323 [M + Na]*, 301 [M + H]*, 91 [C,H,]".

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur [MARTIN et al.]."*

8.1.2.2.4 N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-thiocitrullin-tert-butylester

Allgemeine Vorschrift in Anlehnung an SCHADE et al.:'"°

Es werden 2,3 g (7 mmol) N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-ornithin-tert-butylester Hydrochlorid 42 in 250 mL
trockenem Dichlormethan geldst und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung werden anschlieRend
20 mL (10 mmol) einer 0,5 M Stammldsung des entsprechenden Isothiocyanats 43, 56 oder 65 in
Dichlormethan tropfenweise Uber einen Zeitraum von 30 Minuten und 1,1 mL (8 mmol) Triethylamin
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das
Losungsmittel im Vakuum auf ca. ein Drittel des urspriinglichen Volumens eingeengt. Diese
einkonzentrierte Losung wird mit jeweils 30 mL 1 %iger HCl, Wasser und gesattigter NaCl-Lésung
gewaschen und die organische Phase Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittels im
Vakuum  werden die oligen Rohprodukte flashchromatografisch  gereinigt  (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).
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N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-ethoxycarbonyl-L-thiocitrullin-tert-butylester (44)'®

Aoiuiu“/ﬁ)iok
HN\([)]/07<

Nach 8.1.2.2.4 durch Umsetzung von 2,54 g (7,8 mmol) des geschiitzten Ornithins 42 mit Isothiocyanat
43

Ausbeute: 2,65 g (81 %) eines farblosen Ols
DC: R: = 0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

&/ppm = 1.31 (t, *) = 7.2 Hz, 3 H, CH,-CHs), 1.45, 1.47 (2 x s, 9 H, C(CH3)s), 1.62-1.93 (m, 4 H, B, y-CH,),
3.67 (pseudo g, 2 H, 8-CH,), 3.95-4.32 (m, 1 H, a-CH), 4.22 (q, ) = 7.2 Hz, 2 H, CH,-CH,),5.11 (d, /= 8.1
Hz, 1H, NH-Boc), 8.09 (brs, 1 H, NH), 9.66 (br s, 1H, NH-CH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):
5/ppm = 14.2 (CH,-CHs), 24.2 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.3 (B-CH,), 45.1 (8-CH,), 53.5 (a-CH),
62.7 (CH,-CH3), 79.7, 82.2 (2 x C(CHs)s3), 152.7 (CO-Eoc), 155.4 (CO-Boc), 171.5 (COO'Bu), 179.3 (C=S).

MS (ESI):
m/z =442 [M + Na]", 420 [M + H]", 364 [M — C4Hg + H]", 308 [M — 2 x C,Hg + HT",
264[M —2 x C4Hg— CO, + H]".

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur Giberein [SCHADE].'*

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-L-thiocitrullin-tert-butylester (71)

M**Nﬁ*k

Nach 8.1.2.2.4 durch Umsetzung von 2,3 g (7 mmol) des geschiitzten Ornithins 42 mit Isothiocyanat 65
Ausbeute: 2,85 g (94 %) eines klaren, farblosen Ols

DC: Ri= 0,44 (Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1; Reagenz A, UV)
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'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

6/ppm = 1.47, 1.50 (2 x s, 9 H, C(CHs);), 1.65-1.76 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.67 (pseudo q, 2 H, 6-CH,), 4.14-
4.27 (m, 1 H, a-CH), 4.65 (dt, *J = 5.7, 1.4 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 5.10 (d, */ = 7.9 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.29-
5.40 (m, 2 H, CH,=CH-CH,), 5.90 (ddt, >J= 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 8.11 (br s, 1 H, NH), 9.66 (brs,
1 H, NH-CH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCls):

8/ppm = 24.9 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.3 (B-CH,), 45.1 (6-CH,), 53.5 (a-CH), 67.0 (O-CH,), 79.8,
82.2 (2 x C(CHs)s), 119.5 (CH=CH,), 130.9 (CH=CH,), 152.4 (CO-Alloc), 155.3 (CO-Boc), 171.5 (COO'Bu),
179.2 (C=S).

IR (ATR):
cm™ = 3292, 2976, 1711, 1520, 1366, 1219, 1152, 1028, 773.

MS (ESI):
m/z = 454 [M + Na]*, 432 [M + H]*, 376 [M — 2 x C4Hg + H]*, 276 [M — 2 x C4,Hs—CO, + H]".

Elementaranalyse Ci9H33N30S - 2 H,0 (467.59):
Berechnet: C48.81 H7.98 N 8.99,
gefunden: C49.03 H7.90 N 8.59.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-benzyloxycarbonyl-L-thiocitrullin-tert-butylester (115)'%**°

ojj)\Nj,\N/\/\‘)(LoJ<
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Nach 8.1.2.2.4 durch Umsetzung von 500 mg (1,5 mmol) des geschitzten Ornithins 42 mit Isothiocyanat
56

Ausbeute: 726 (98 %) eines klaren, hellgelben Ols
DC: Ri= 0,30 (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

6/ppm = 1.45, 1.47 (2 x s, 9 H, C(CH;);), 1.63-1.93 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.67 (pseudo q, 2 H, 6-CH,), 4.11-
4.27 (m, 1 H, a-CH), 5.10 (br d, */ = 8.1 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.17 (s, 2 H, CH,-Ph), 7.30-7.43 (m, 5 H, ArH),
8.04 (brs, 1 H, NH), 9.65 (brs, 1 H, NH-CH,).

MS (ESI):
m/z =482 [M + H]", 370 [M — 2 x C4Hg + H]", 326 [M — 2 x C4;H5-CO, + H]".

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur (berein [SCHADE et al.].’®>**°
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8.1.2.2.5 N°(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-L-thiocitrullin-ethylester
N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N°®-phthalimido-L-ornithin-ethylester (77)

Synthesevorschrift in Anlehnung an NEISes und STEGLICH:***

0

2,17 g (6 mmol) des Phthalimid-geschitzten Ornithins 24 werden in 30 mL trockenem Dichlormethan
gelost. Zu dem Reaktionsansatz werden 293 mg DMAP (2,4 mmol, 40 Mol-%), 1,8 mL (30 mmol)
trockener Ethanol und 1,2 g (6,3 mmol) EDCI gegeben. Der Ansatz wird 24 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieBend zuerst mit 25 mL Dichlormethan verdiinnt und danach mit jeweils 25 mL
1 %iger HCI, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird Gber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung erfolgt mittels
Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).

Ausbeute: 1,3 g (54 %) eines weiRen Feststoffes
Schmelzpunkt: 82 °C
DC: R: = 0,40 (Cyclohexan/Etylacetat, 2:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.26 (t, >J = 7.2 Hz, 3 H, CH,-CH3), 1.43 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.62-1.94 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.71 (t, ¥ =
6.8 Hz, 2 H, 6-CH,), 4.18 (g, = 7.2 Hz, 2 H, CH,-CH3), 4.24-4.35 (m, 1 H, a-CH ), 5.06 ( brd, >/ = 8.1 Hz, 1
H, NH), 7.68-7.75 (m, 2 H, ArH), 7.81-7.87 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls):

8/ppm = 14.2 (CH,-CHs), 24.7 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 30.2 (B-CH,), 37.5 (6-CH,), 53.2 (a-CH), 61.4 (CH,-
CHs), 79.9 (C(CHs)s), 123.3 (2 x ArCH), 132.1 (2 x ArC), 134.0 (2 x ArCH), 155.4 (CO-Boc), 168.4 (2 x CO-
Pht), 172.5 (COOE).

MS (ESI):
m/z =413 [M + Na]", 291 [M — C4Hz — CO, + H]".

Elementaranalyse CyoH,6N20¢(390.44):
Berechnet: C61.53 H6.71 N 7.17,
gefunden: C61.73 H7.32 N 6.94.
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N°(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-L-thiocitrullin-ethylester (80)

Zu einer Losung von 541 mg (1,4 mmol) des geschiitzten Ornithins 77 in 20 mL einer Mischung aus
Dichlormethan und Ethanol im Verhéltnis 1:1 wird 1 mL (20 mmol, 15 eq.) Hydrazinhydrat (98+ %)
hinzugefliigt und der Ansatz zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Ausgefallenes
Phthalhydrazid wird abfiltriert und dreimal mit 5 mL Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wird mit
15 mL gesattigter NaHCOs-Losung versetzt und 15 Sekunden geschiittelt. Die wassrige Phase wird
zweimal mit 10 mL Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen einmal mit 15 mL
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. AnschlieRend wird die Losung liber Na,SO, getrocknet und bei 0 °C
fir 15 Minuten gerihrt. Zu dieser vortemperierten Lésung wird Uber einen Zeitraum von 30 min 5 mL
einer 0,5 M Losung des lIsothiocyanats 65 in Dichlormethan gegeben und zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das olige Rohprodukt
flashchromatografisch aufgearbeitet (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-25 %).

Ausbeute: 224 mg (40 %) eines klaren Ols
DC: Ri= 0,33 (Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1; Reagenz A, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.29 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.63-1.96 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.68 (pseudo
a, 2 H, 8-CH,), 4.21 (q,>) = 7.2 Hz, 2 H, CH,CH;), 4.26-4.38 (m, 1 H, a-CH), 4.65 (ddd, >/ = 5.8, %= 1.7, 1.4
Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 5.10 (d, 3/ = 8.1 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.31 (ddd, % = 2.7, *J4 = 10.5, “/ = 1.2 Hz, 1 H,
CH,=CH-CH,), 5.37 (ddd, %J = 3.4, *Jy;3ns = 17.2, *J = 1.4 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,) 5.90 (ddt, */= 17.2, 10.5, 5.7
Hz, 1 H, CH=CH,), 8.25 (brs, 1 H, NH), 9.67 (br s, 1 H, NH-CH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 14.2 (CH,CHs), 24.3 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 30. (B-CH,), 45.0 (§-CH,), 53.1 (a-CH), 61.5 (CH,CHs),
67.0 (O-CH,), 80.0 (2 x C(CHs)s), 119.5 (CH=CH,), 130.9 (CH=CH,), 152.5 (CO-Alloc), 155.4 (CO-Boc), 172.4
(COOEt), 179.2 (C=S).

IR (ATR):
cm™ = 3364, 3173, 2980, 1746, 1715, 1545, 1520, 1242, 1201, 1155, 1030, 671.

MS (ESI):
m/z = 426 [M + Na]*, 404 [M + H]*, 348 [M — C,Hg + H]*, 304 [M — C,;Hg— CO, + H".

Elementaranalyse Ci7H,9N30¢S - 1.2 H,0 (425.12):
Berechnet: C48.03 H 7.45 N 9.88 S 7.54,
gefunden: C47.94 H 6.60 N 9.70 S 7.56.
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8.1.2.2.6 Vorstufen der N“-(B-D-Galactosyloxy)-L-arginin Prodrugs und analoge Modellverbindungen

N-Benzyl-N'-ethoxycarbonyl-N"-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-galactopyranos-1-yloxy)guanidin (51)'%*4°

Synthesevorschrift nach ScHADE et al.:*®

Es werden 119 mg (0,5 mmol) des Thioharnstoffs 50, 218 mg (0,6 mmol) der 1-Aminooxygalactose 45
und 105 pL (0,6 mmol) DIPEA in 5 mL trockenem Dichlormethan gel6st. Der Ansatz wird 30 Minuten bei
0 °C gerihrt und anschlieRend werden 115 mg (0,6 mmol) EDCI zugegeben. Die Losung wird weitere 72
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend mit 10 mL Dichlormethan verdinnt. Der
Reaktionsansatz wird mit jeweils 5 mL 1 %iger HCl, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und
die organische Phase anschlieRend tber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt
und das resultierende dlige Rohprodukt flashchromatografisch aufgearbeitet (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-40 %).

Ausbeute: 550 mg (88 %) eines weillen Pulvers
DC: R: = 0,46 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.31 (t,%/ = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 2.00, 2.03, 2.07, 2.16 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH;), 3.98 (td, >/ = 6.7,
1.2 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.12-4.30 (m, 4 H, 6'-CH,, CH»-Ph), 4.90 (d, ®/ = 8.5 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.08 (dd, *J = 10.4,
3.5 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.29 (dd, >/ = 10.4, 8.5 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.41 (dd, */ = 3.4, 1.1 Hz, 1 H, 4'-CH), 6.79 (br t,
1 H, NH-CH,), 7.27-7.35 (m, 5 H, ArH), 7.72 (br s, 1 H, NH).

MS (ESI):
m/z =590 [M + Na]+, 568 [M + H]+, 331 [C14H1909]+.

Elementaranalyse C,sH33N3031, (567.55):
Berechnet: C5291 H 5.86 N 7.40,
gefunden: C52.34 H6.31 N 7.14.

Die analytischen Daten entsprechen denen der Literatur.'®
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N-Benzyl-N'-allyloxycarbonyl-N"-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)guanidin (67)
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250 mg (1 mmol) des Thioharnstoffs 66, 399 mg (1,1 mmol) der peracetylierten 1-Aminooxygalactose 45
und 187 pL (1,1 mmol) DIPEA werden in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6st und 30 Minuten bei 0 °C
gerihrt. Nach Zugabe von 211 mg (1,1 mmol) EDCI wird der Ansatz weitere 72 h bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wird der Reaktionsansatz mit 10 mL Dichlormethan verdiinnt und mit jeweils 10
mL 1 %iger HCl, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die Losung wird (iber Na,SO,

getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt Uber Flashchromatografie
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-45 %).

Ausbeute: 379 mg (65 %) eines weillen Feststoffs
DC: R¢ = 0,47 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 2.00, 2.03, 2.07, 2.16 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH3), 3.98 (td, */ = 6.8, 1.1 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.13-4.30 (m, 4
H, 6'-CH,, CH,-Ph), 4.22 (dt, >/ = 5.7, 1.4 Hz, 2 H, O-CH, ), 4.90 (d, */ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.08 (dd, *J =
10.6, 3.5 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.23-5.43 (m, 4 H, CH,=CH-CH,, 2', 4'-CH), 5.92 (ddt, */= 17.2, 10.4, 5.8 Hz, 1 H,
CH=CH,), 6.75 (brt, >/ = 5.6, 1 H, NH-CH,), 7.27-7-36 (m, 5 H, ArH), 7.81 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 20.6, 20.7, 20.9, (4 x COCHs), 45.1 (NH-CH,), 61.1 (6'-CH,), 66.5 (0-CH,), 66.9 ,68.0, 70.6, 70.9
(4',2',5', 3'-CH), 102.6 (1'-CH), 118.9 (CH=CH,), 127.4, 127.8, 128.6 (ArCH), 131.4 (CH=CH,), 138.1 (ArC),
150.1 (C=N), 152.8 (C=0-Alloc), 170.1, 170.3, 170.4 (4 x COCHs).

MS (ESI):
m/z =602 [M + Na]*, 580 [M + H]".

Elementaranalyse C,cH33N30;, - 0.8 H,0 (593.98):
Berechnet: C53.88 H5.74 N 7.25,
gefunden: C53.55 H 6.36 N 7.65.
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N-Benzyl-N'-benzyloxycarbonyl-N"-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)guanidin (53)

Die Darstellung und Aufarbeitung verldauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindungen
51 und 67 bereits beschrieben sind, mit 55 als Ausgangsverbindung (AnsatzgréfRe: 150 mg, 0,5 mmol).

Ausbeute: 195 mg (62 %) eines harzigen Ols
DC: R = 0,57 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.99, 2.02, 2.03, 2.10 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH3), 3.97 (td, >/ = 6.8, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.11-4.23 (m, 2
H, 6'-CH,), 4.27 (dd, *J = 5.4, 2.7 Hz, 2 H, NH-CH,), 4.89 (d, *J = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.06 (dd, */ = 10.5, 3.4
Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.16 (s, 2 H, CH,-Ph), 5.27 (dd, ¥ = 10.5, 8.3 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.40 (dd, *J = 3.4, 1.0 Hz, 1 H,
4'-CH) 6.75 (brt, */ = 5.3, 1 H, NH-CH,), 7.27-7-36 (m, 5 H, ArH), 7.81 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 20.6, 20.7, 20.9, (4 x COCH3), 45.1 (NH-CH,), 61.0 (6'-CH,), 66.9 (4'-CH), 67.7 (CH,-Ph), 68.0,
70.6,70.9 (2',5', 3'-CH), 102.6 (1'-CH), 127.4, 127.8, 128.3, 128.6,128.7 (ArCH), 135.1 (ArC-Cbz), 138.1
(ArC-Bn), 150.2 (C=N), 152.9 (C=0-Cbz), 170.1, 170.3, 170.4 (4 x COCHj).

MS (ESI):
m/z =652 [M + Nal*, 630 [M + H]".
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N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-ethoxycarbonyl-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)-
L-arginin-tert-butylester (46)

Synthesevorschrift nach SCHADE et al.:*®
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377 mg (0,9 mmol) des Thioharnstoffs 44, 363 mg (1,0 mmol) der 1-Aminooxygalactose 45 und 164 uL
(1,0 mmol) DIPEA werden in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6st und 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. Es
werden 192 mg (1,0 mmol) EDCI hinzugefligt und der Ansatz fir 48 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Der Reaktionsansatz wird mit 10 mL Dichlormethan verdiinnt und mit jeweils 10 mL 1 %iger HCI,
Wasser und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wird liber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die anschlieBende Aufarbeitung erfolgt flashchromatografisch
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-50 %).

Ausbeute: 502 mg (75 %) eines weillen Pulvers.
DC: R: = 0,40 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.31 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.44, 1.46 (2 x s, 9 H, C(CHs)3), 1.54-1.88 (m, 4 H, B, y-CH,),
2.00, 2.04, 2.07, 2.16 (4 x s, 3 H, 4 x COCH3), 3.05-3.18 (m, 2 H, 6-CH,), 3.98 (td, >/ = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-
CH), 4.12-4.23 (m, 5 H, 6'-CH,, a-CH, CH,CHs ), 4.87 (d, */ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.02-5.11 (m, 2 H, 3'-CH,
NH-Boc), 5.27 (dd, ®/ = 10.4, 8.3 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.41 (dd, */ = 3.5, 1.0 Hz, 1 H, 4'-CH), 6.49 (br t,%/ = 5.1 Hz,
1 H, NH-CH,), 7.67 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

5/ppm = 14.3 (CH,CH;), 20.6, 20.7, 20.9, (4 x COCH3), 24.8 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)3), 30.3 (B-CH,),
40.5 (8-CH,), 53.7 (a-CH), 61.0 (6'-CH,), 62.2 (CH,CHs), 66.9, 68.0, 70.5, 70.9 (4', 2', 5', 3'-CH), 79.7, 81.9
(2 x C(CHs)3), 102.5 (1'-CH), 150.4 (C=N), 153.1 (CO-Eoc), 155.4 (CO-Boc), 170.1, 170.3, 170.4 (4 x COCHs),
171.7 (COO'Bu).

MS (ESI):
m/z=771[M + Nal*, 749 [M + H]".

Die analytischen Daten entsprechen denen der Literatur.'®
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N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-galactopyranos-1-
yloxy)-L-arginin-tert-butylester (72)
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Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 46
bereits beschrieben sind, mit 71 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroRe: 1,3 g, 3 mmol). Die Aufreinigung
erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).

Ausbeute: 1,74 g (76 %) eines weiRen Feststoffs.
Schmelzpunkt: 78 °C
DC: R: = 0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.44, 1.47 (2 x s, 9 H, C(CHs)3), 1.54-1.90 (m, 4 H, B, y-CH.,), 2.00, 2.04, 2.07, 2.16 (4 x s, 3 H, 4 x
COCHs3), 3.10 (pseudo g, 2 H, 8-CH,), 3.98 (td, 3/ = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.12-4.23 (m, 3 H, 6'-CH,, a-CH),
4.63 (dt, >/ = 5.6, 1.4 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.87 (d, ¥/ = 8.4 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.05-5.12 (m, 2 H, 3'-CH, NH-
Boc), 5.23-5.43 (m, 4 H, 2', 4'-CH, CH,=CH-CH,), 5.93 (ddt, ®/= 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.45 (br t,
J=5.2, 1 H, NH-CH,), 7.76 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):

5/ppm = 20.66, 20.69, 20.70, 20.90, (4 x COCHs), 24.8 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)3), 30.3 (B-CH,), 40.5
(6-CH,), 53.7 (a-CH), 61.0 (6'-CH,), 66.5 (O-CH,), 66.9, 68.0, 70.5, 70.9 (4', 2', 5', 3'-CH), 79.7, 81.9 (2 x
C(CHs)3), 102.5 (1'-CH), 118.9 (CH=CH,), 131.5 (CH=CH,), 150.3 (C=N), 152.8 (CO-Alloc), 155.4 (CO-Boc),
170.07, 170.13, 170.25, 170.34 (4 x COCHs), 171.7 (COO'Bu).

MS (ESI):
m/z =783 [M + Nal*, 761 [M + H]".

IR (ATR):
cm™ = 3450, 2980, 1732, 1645, 1366, 1215, 1151, 1043, 772.
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Elementaranalyse C33Hs:N4016 (760.79):
Berechnet: C52.80 H 6.86 N 7.24,
gefunden: C52.34 H6.67 N 7.28.

N“-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“’-aIIyIoxycarbonyI-N""-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-B-D-galactopyra nos-1-
yloxy)-L-arginin-tert-butylester (116)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 46
bereits beschrieben sind, mit 115 als Ausgangsverbindung (AnsatzgréfRe: 609 mg, 1,3 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-40 %).

Ausbeute: 523 mg (51 %) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 64 °C
DC: R: = 0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.45, 1.46 (2 x s, 9 H, C(CHs)3), 1.54-1.88 (m, 4 H, B, y-CH,), 1.99, 2.02, 2.03, 2.14 (4 x s, 3 H, 4 x
COCHs), 3.02-3.17 (m, 2 H, 8-CH,), 3.97 (td, >/ = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.10-4.25 (m, 3 H, 6'-CH,, a-CH),
4.86 (d, /= 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.01-5.13 (m, 2 H, 3'-CH, NH-Boc), 5.16 (s, 2 H, CH,-Ph), 5.25 (dd, */ = 10.5,
8.4 Hz, 1 H, 2'-CH), 5.41 (dd, */ = 3.4, 0.9 Hz, 1 H, 4'-CH), 6.45 (br t,*/ = 5.1 Hz, 1 H, NH-CH,), 7.30-7.43 (m,
5H, ArH), 7.79 (br's, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 20.6, 20.7, 20.9, (4 x COCH;), 24.8 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.3 (B-CH,), 40.5 (6 -CH,),
53.7 (a-CH), 60.9 (6'-CH,),66.8 (4'-CH), 67.6 (CH,-Ph), 68.0, 70.5, 70.9 (2', 5', 3'-CH), 79.6, 81.9 (2 x
C(CHs)s), 102.5 (1'-CH), 128.2, 128.6, 128.7 (ArCH), 135.1 (ArC), 150.3 (C=N), 152.9 (CO-Cbz), 155.3 (CO-
Boc), 170.0, 170.2, 170.3 (4 x COCH;), 171.7 (COO'Bu).

MS (ESI):
m/z =833 [M + Nal’, 811 [M + H]".
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Elementaranalyse C3;Hs4N4O16 (810.85):
Berechnet: C54.81 H6.71 N 6.91,
gefunden: C54.71 H7.44 N 6.80.

N“-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“’-aIIyIoxycarbonyI-N""-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-B-D-galactopyra nos-1-
yloxy)-L-arginin-ethylester (81)
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Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 46
bereits beschrieben sind, mit 80 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 387 mg, 0,96 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-30 %).

Ausbeute: 653 mg (93 %) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 65 °C
DC: R¢=0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

&/ppm = 1.28 (t, *J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)s), 1.59-1.94 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.00, 2.04,
2.11,2.16 (4 x 5, 3 H, 4 x COCH;), 3.10 (pseudo q, 2 H, §-CH,), 3.99 (td, *J = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.07-
4.34 (m, 5 H, 6'-CH,, a-CH, CH,CH; ), 4.66 (dt, *J = 5.6, 1.4 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.87 (d, >/ = 8.2 Hz, 1 H,
1'-CH), 5.03-5.13 (m, 2 H, 3'-CH, NH-Boc), 5.22-5.43 (m, 4 H, 2', 4'-CH, CH,=CH-CH,), 5.92 (ddt, */ = 17.2,
10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.44 (br t,*/=5.2, 1 H, NH-CH,), 7.76 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 14.2 (CH,CHs), 20.57, 20.64, 20.67, 20.94, (4 x COCH), 25.0 (y-CH,), 28.3 (C(CH)3), 30.0 (B-CH,),
41.1 (6-CH,), 53.2 (a-CH), 60.9 (6'-CH,), 61.4 (CH,CHs), 66.8 (4'-CH), 67.0 (0-CH,), 67.6, 68.4, 70.7 (2', 5/,
3'-CH), 79.7 (C(CHs)s), 103.1 (1'-CH), 119.4 (CH=CH,), 131.5 (CH=CH,), 150.1 (C=N), 152.8 (CO-Alloc),
155.4 (CO-Boc), 169.96, 170.14, 170.26, 170.31 (4 x COCH;), 171.5 (COOEY).

MS (ESI):
m/z =755 [M + Nal*, 733 [M + H]".
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IR (ATR):
cm™ = 3400, 1744, 1651, 1506, 1367, 1215, 1161, 1047, 910, 772.

Elementaranalyse C3;H4sN4O16 - 1,6 H,0 (761.57):
Berechnet: C48.89 H6.78 N 7.36,
gefunden: C48.64 H 6.98 N 6.88.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin-tert-
butylester (73)

Synthesevorschrift in Anlehnung an Kunz und UNVERzAGT:**®

Zu einer Lésung von 729 mg (1 mmol) der vollgeschitzten Verbindung 72 in 20 mL Tetrahydrofuran
werden 1,1 g (7,7 mmol, 8 eq.) Dimedon 59 und 111 mg (0,1 mmol, 10 Mol-%) Pd(0)[PhsP],; zugegeben
und der Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt
und der gelbe Riickstand in 30 mL Ethylacetat aufgenommen. Die Suspension wird dreimal mit 10 mL
3 %igerg Ammoniaklésung und jeweils einmal mit 10 mL Wasser und gesattigter NaCl-Lésung
gewaschen. Anschliefend wird die organische Phase iber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im
Vakuum eingeengt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt Uber Flashchromatografie (Kieselgel,
Dichlormethan/Methanol, 0-5 % liber 25 Minuten).

Ausbeute: 588 mg (90 %) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 95 °C
DC: R¢=0,33 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.44, 1.46 (2 x 5, 9 H, C(CH3)s), 1.53-1.83 (m, 4 H, B, y-CH,), 1.99, 2.03, 2.07, 2.18 (4 x 5, 3 H, 4 x
COCHs3), 2.98-3.06 (m, 2 H, 6-CH,), 3.59 (br s,1 H, NH-CH,), 3.98 (td, >/ = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.10-4.24
(m, 3 H, 6'-CH,, a-CH), 4.33 (br s, 2 H, NH,), 4.87 (d, >/ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.03-5.30 (m, 3 H, 2', 3'-CH,
NH-Boc), 5.40 (dd, ®/ = 3.5, 1.0 Hz, 1 H, 4'-CH).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

&8/ppm = 20.62, 20.68, 20.71, 21.01, (4 x COCHs), 25.4 (y-CH,), 28.0, 28.4 (2 x C(CHs)s), 30.8 (B-CH,), 41.5
(8 -CH,), 53.4 (a-CH), 61.0 (6'-CH,), 66.9, 68.1, 70.4, 71.0 (4', 2', 5', 3'-CH), 79.7, 82.1 (2 x C(CHs)s), 102.5
(1'-CH), 155.6 (C=N), 156.6 (CO-Boc), 170.13, 170.16, 170.32, 170.36 (4 x COCHs), 171.7 (COO'Bu).

°N-NMR (30 MHz, CDCl,):
Ammoniak-Skala: 6/ppm = 53.2 (NH,), 60.4 (NH-CH,), 86.8 (NH-Boc),
Nitromethan-Skala: 6/ppm =-328.4 (NH,), -321.2 (NH-CH,), -294.8 (NH-Boc).

IR (ATR):
cm™ =3450, 2950, 1744, 1714, 1645, 1516, 1366, 1217, 1152, 1043, 908.

MS (ESI):
m/z=677 [M +H]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 677.3239,
m/z gefunden fiir [M + H]" = 677.32109.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester
(82)

A

0]
SN

o\v\o 0 N 0
/&o H, J\H/\/ﬁ)ko/\

N

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 73
bereits beschrieben sind, mit 81 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 300 mg, 0,41 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-5 % Uber 20
Minuten).

Ausbeute: 220 mg (84 %) eines hellgelben Feststoffs

DC: R¢= 0,55 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz A und B)
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'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.29 (t, 3/ = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.44 (s, 9 H, C(CH)s), 1.56-1.91 (m, 4 H, B, y-CH,), 1.99, 2.04,
2.09, 2.15 (4 x s, 3 H, 4 x COCHs), 3.04-3.29 (m, 2 H, 6-CH,), 4.00 (td, */ = 6.9, 1.0 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.12-
4.35 (m, 5 H, 6'-CH,, a-CH, CH,CH3 ), 4.73 (brs, 2 H, NH,), 4.87 (d, *) = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.07 (dd, ¥/ =
10.5, 3.4 Hz, 1 H, 3'-CH), 5.20-5.31 (m, 2 H, 2'-CH, NH-Boc), 5.41 (dd,*/ = 3.4, 1.0 Hz, 1 H, 4'-CH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):

8/ppm = 14.2 (CH,CH3), 20.60, 20.66, 20.70, 21.00, (4 x COCHs), 25.6 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 30.5 (B-CH,),
41.2 (8-CH,), 52,7 (a-CH), 60.9 (6'-CH,), 61.6 (CH,CH), 66.9 (4'-CH), 67.9, 70.7, 70.8 (2', 5', 3'-CH), 80.3
(C(CHs)3), 103.0 (1'-CH), 155.9 (C=N),157.1 (CO-Boc), 170.1, 170.20 170.23, 170.3 (4 x COCHs), 172.5
(COOEt).

IR (ATR):
cm™ = 1748, 1713, 1368, 1215, 1161, 1055, 955, 743.

MS (ESI):
m/z =649 [M + H]".

Elementaranalyse C,7H44N4O14 - 1,4 H,0 (673.89):
Berechnet: C48.12 H 7.00 N 8.31,
gefunden: C48.28 H7.14 N 7.55.

N“-Ethoxycarbonyl-N"-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin Natriumsalz (47)

Synthesevorschrift nach SCHADE et al.:*®

A

o
o\v\o SNy 0
/§o HN)J\NMO' Na*
/\0/&0 NH,

200 mg (0,26 mmol) der gut getrockneten Verbindung 46 werden unter Argon-Atmosphare in 30 mL
absolutem Diethylether geldost und 30 Minuten bei -5 bis 0 °C gerihrt. Anschliefend wird vorsichtig fir
8 Minuten trockener Chlorwasserstoff in die Losung geleitet. Der Reaktionsansatz wird 24 h im
Kihlschrank aufbewahrt, wobei das Produkt 47 als feiner weiller Niederschlag prazipitiert. Das
Losungsmittel wird vorsichtig im Vakuum abgezogen und der weilRe Feststoff noch eine weitere Stunde
im Olpumpenvakuum getrocknet. Der Riickstand wird unter Eiskiihlung in 2-3 mL 0,5 M NaHCO;-Lésung
aufgenommen und flashchromatografisch iber eine RP-18-Saule aufgearbeitet (Aqua bidest./Methanol,
Stufengradient: 10/25/50 % Methanol). Produkthaltige Fraktionen werden vereinigt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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Ausbeute: 136 mg (85 %) eines weilen Pulvers
DC: R¢=0,43 (i-Prop/H,0, 9:1; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 1.24 (t,*) = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.48-1.94 (m, 4 H, B, y-CH,), 1.98, 2.05, 2.09, 2.18 (4 x s, 3 H, 4
x COCHs), 3.10 (brt,%/ = 6.8 Hz, 2 H, §-CH,), 3.72 (t, >) = 6.2, 1 H, 5'-CH), 4.12-4.26 (m, 5 H, 6'-CH,, a-CH,
CH,CH; ), 4.88 (d, */ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.03-5.13 (m, 1 H, 3'-CH), 5.19-5.28 (m, 1 H, 2'-CH), 5.43-5.46
(m, 1 H, 4'-CH).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):

&8/ppm = 15.3 (CH,CHs), 21.8, 22.0, 22.6 (4 x COCH3), 25.7 (y-CH,), 29.7 (B-CH,), 41.9 (6 -CH,), 56.3 (a-CH),
63.7 (6'-CH,), 64.9 (CH,CH;), 69.8, 69.9, 72.4, 73.0 (4', 2', 5', 3'-CH), 104.9 (1'-CH), 153.4 (C=N), 156.0 (CO-
Eoc), 174.5, 174.9, 175.1, 175.4 (4 x COCH,), 176.3 (COO).

MS (ESI):
m/z =593 [M + H]+, 551 [M— CszO + H]+, 331 [C14H1909].

Die analytischen Daten stimmen mit den Daten der Literatur tiberein.'®
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8.1.2.2.7 Vorstufen der N”-(B-D-Glucosyloxy)-L-arginin Prodrugs

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-ethoxycarbonyl-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)-L-
arginin-tert-butylester (117)

Es werden 377 mg (0,9 mmol) des Thioharnstoffs 44, 400 mg (1,3 mmol) der peracetylierten
1-Aminooxyglucose 86 und 221 uL (1,3 mmol) DIPEA in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6st. Diese
Losung wird 30 Minuten bei 0 °C geriihrt und anschlieRend 249 mg (1,3 mmol) EDCI zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird weitere 72 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend mit 10 mL
Dichlormethan verdiinnt. Die Losung wird mit jeweils 10 mL 1 %iger HCl, Wasser und gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und die organische Phase {ber Na,SO; getrocknet. Nach Entfernung des
Losungsmittels erfolgt die Aufreinigung lber Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat,
0-45 %).

Ausbeute: 548 mg (81 %) eines weillen Feststoffs
DC: R: = 0,42 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.30 (t, ¥ = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.44, 1.46 (2 x s, 9 H, C(CHs)s), 1.55-1.90 (m, 4 H, B, y-CH,),
2.02, 2.03, 2.08, 2.09 (4 x s, 3 H, 4 x COCH3), 3.02-3.16 (m, 2 H, 6-CH,), 3.77 (ddd, ®/ = 10.3, 4.2, 2.3 Hz, 1
H, 5'-CH), 4.04-4.23 (m, 4 H, 6'a-CH,, a-CH, CH,CHs ), 4.33 (dd, %/ = 12.5, */ = 4.3 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 4.89 (d,
3)=8.2 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.02-5.18 (m, 3 H, 2', 4'-CH, NH-Boc), 5.25 (dd, */ = 9.4, 7.9 Hz, 1 H, 3'-CH), 6.50 (br
t,®/ = 5.1 Hz, 1 H, NH-CH,), 7.63 (br's, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 14.3 (CH,CHs), 20.6, 20.7, 20.8, (4 x COCHs), 24.9 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.3 (B-CH,),
40.5 (8 -CH,), 53.7 (a-CH), 61.8 (6'-CH,), 62.2 (CH,CHs), 68.3, 70.2, 71.7,72.9 (4', 2', 5', 3'-CH), 79.3, 81.9
(2 x C(CHs)3), 102.0 (1'-CH), 150.7 (C=N), 153.1 (CO-Eoc), 155.4 (CO-Boc), 169.5, 169.8, 170.2, 170.7 (4 x
COCHs), 171.7 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 1740, 1717, 1645, 1506, 1464, 1366, 1213, 1151, 1034, 905, 773.



136 8 Experimenteller Teil

MS (ESI):
m/z=771[M + Nal*, 749 [M + H]".

Elementaranalyse Cs;Hs,N4O1¢(748.78):
Berechnet: C51.33 H 7.00 N 7.48,
gefunden: C51.35 H7.26 N 7.22.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-glucopyranos-1-yloxy)-L-
arginin-tert-butylester (87)

0]

0 O)k
A

Lk

NN HN\(O

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 117
bereits beschrieben sind, mit 71 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroRe: 714 mg, 1,65 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-50 %).

Ausbeute: 861 mg (69 %) eines weillen Feststoffs
DC: R; = 0,43 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.44, 1.46 (2 x s, 9 H, C(CH;)s3), 1.55-1.90 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.02, 2.03, 2.06, 2.07 (4 x s, 3 H, 4 x
COCHs), 3.02-3.15 (m, 2 H, 8-CH,), 3.77 (ddd, ®/ = 9.9, 4.4, 2.4 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.09-4.23 (m, 2 H, 6'a-CH,,
a-CH ), 4.32 (dd, %/ = 12.2,%) = 4.4 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 4.62 (dt, >/ = 5.6, 1.4 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.88 (d, °J
= 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.04-5.17 (m, 3 H, 2', 4'-CH,, NH-Boc), 5.21-5.41 (m, 3 H, 3'-CH, CH,=CH-CH,), 5.93
(ddt, /= 17.2,10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.45 (brt,/= 5.2, 1 H, NH-CH,), 7.72 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

8/ppm = 20.6, 20.7, 20.8, (4 x COCH;), 24.8 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.2 (B-CH,), 40.5 (5-CH,),
53.7 (0-CH), 61.8 (6'-CH,),66.5 (O-CH,), 68.5, 70.2, 71.7, 72.8 (4, 2', 5', 3'-CH), 79.7, 81.9 (2 x C(CHs)s),
102.0 (1'-CH), 119.0 (CH=CH,), 131.4 (CH=CH,), 150.5 (C=N), 152.8 (CO-Alloc), 155.4 (CO-Boc), 169.5,
169.9, 170.2, 170.7 (4 x COCHs), 171.7 (COOBu) .

MS (ESI):
m/z =783 [M+ Nal*, 761 [M + H]".
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IR (ATR):
cm™ = 3400, 1732, 1645, 1366, 1215, 1151, 1036, 772.

Elementaranalyse C33Hs;N4O16 (760.79):
Berechnet: C52.10 H 6.89 N 7.36,
gefunden: C52.14 H 6.93 N 7.74.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-glucopyranos-1-yloxy)-L-
arginin-ethylester (88)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 117
bereits beschrieben sind, mit 80 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 224 mg, 0,56 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-45 %).

Ausbeute: 300 mg (73 %) eines weillen Feststoffs

DC: R: = 0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.28 (t, *J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.45 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.55-1.91 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.02, 2.03,
2.06,2.07 (4 x s, 3 H, 4 x COCH3), 3.05-3.15 (m, 2 H, 6-CH,), 3.77 (ddd, */ = 10.2, 4.5, 2.3 Hz, 1 H, 5'-CH),
4.10-4.36 (M, 5 H, 6'-CH,, a-CH, CH,CH3 ), 4.62 (dt,*/ = 5.7, 1.7 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.89 (d, >/ = 8.2 Hz, 1
H, 1'-CH), 5.06-5.16 (m, 3 H, 2', 4-CH, NH-Boc), 5.22-5.41 (m, 3 H, 3'-CH, CH,=CH-CH,), 5.92 (ddt, */ =
17.2,10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.45 (br t,>/= 5.3, 1 H, NH-CH,), 7.72 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):

8/ppm = 14.2 (CH,CH3), 20.61, 20.63, 20.70, 20.90, (4 x COCH), 25.0 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 30.1 (B-CH,),
40.4 (8-CH,), 53.3 (a-CH), 61.8 (CH,CHs), 61.9 (6'-CH,), 66.6 (0-CH,), 68.3, 70.2, 71.7, 72.8 (4', 2', 5', 3"-
CH), 79.9 (C(CHs)s), 102.0 (1'-CH), 119.0 (CH=CH,), 131.4 (CH=CH,), 150.5 (C=N), 152.8 (CO-Alloc), 155.4
(CO-Boc), 169.5, 169.9, 170.2, 170.7 (4 x COCHs), 172.6 (COOE).

MS (ESI):
m/z =755 [M + Nal*, 733 [M + H]".
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IR (ATR):
cm™ =3450, 1738, 1717, 1645, 1456, 1366, 1213, 1161, 1034, 908, 772.

Elementaranalyse C31HasN4O16(732.74):
Berechnet: C50.82 H 6.60 N 7.65,
gefunden: C50.78 H6.74 N 8.08.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin-tert-
butylester (89)

Synthesevorschrift in Anlehnung an KUnz und UNVERZAGT:'*®

Es werden 737 mg (0,97 mmol) der vollgeschiitzten Verbindung 87, 1,1 g (7,7 mmol, 8 eq.) Dimedon 59
und 112 mg (0,1 mmol, 10 Mol-%) Pd(0)[PhsP], in 20 mL Tetrahydrofuran gelést und 30 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und der gelbe Riickstand in 30 mL
Ethylacetat aufgenommen. Die Suspension wird dreimal mit jeweils 10 mL 3 %iger(q Ammoniakldsung
und jeweils einmal mit 10 mL Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Anschliefend wird die
organische Phase Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Die weitere
Aufreinigung erfolgt flashchromatografisch (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-5 % ulber 25
Minuten).

Ausbeute: 582 mg (89 %) eines weil-gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 94 °C
DC: R: = 0,31 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

5/ppm = 1.44, 1.47 (2 x s, 9 H, C(CHs)3), 1.51-1.87 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.01, 2.02, 2.06, 2.07 (4 x s, 3 H, 4 x
COCHs), 2.96-3.23 (m, 2 H, §-CH,), 3.70 (br 5,1 H, NH-CH,), 3.77 (ddd, */ = 10.1, 4.2, 2.4 Hz, 1 H, 5'-CH),
4.07-4.22 (m, 2 H, 6'a-CH,, a-CH), 4.27-4.45 (m, 3 H, 6'b-CH,, NH,), 4.88 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.03-
5.29 (m, 4 H, 2', 3', 4'-CH, NH-Boc).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
8/ppm = 20.61, 20.65, 20.80, 20.90, (4 x COCHs), 25.6 (y-CH,), 28.0, 28.4 (2 x C(CHs)s), 30.7 (B-CH,), 41.2
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(86-CH,), 53.0 (a-CH), 61.8 (6'-CH,), 68.3, 70.3, 71.6, 72.9 (4', 2', 5', 3'-CH), 80.0, 82.2 (2 x C(CHs)3), 102.1
(1'-CH), 155.7 (C=N), 156.8 (CO-Boc), 169.5, 169.9, 170.2, 170.8 (4 x COCH), 171.7 (COO'Bu).

IR (ATR):
cm™ = 1744, 1714, 1643, 1639, 1520, 1366, 1215, 1161, 1112, 1096, 1034, 908.

MS (ESI):
m/z =677 [M+H]".

HRMS (ESI) fiir CosHasNiOra:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 677.3239,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 677.3223.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester
(90)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 89
bereits beschrieben sind, mit 88 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 239 mg, 0,33 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-5 % lber 30
Minuten).

Ausbeute: 180 mg (84 %) eines hellgelben Feststoffs
DC: R: = 0,52 (Dichlormethan/Methanol, 9:1; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.28 (t, *J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.44 (s, 9 H, C(CHs)s), 1.52-1.90 (m, 4 H, B, y-CH,), 2.01, 2.02,
2.06,2.07 (4 x s, 3 H, 4 x COCHs), 3.02-3.27 (m, 2 H, 6-CH,), 3.55 (br s, 1 H, NH-CH,), 3.77 (ddd, */ = 10.2,
4.6, 2.4 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.10-4.37 (m, 7 H, 6'-CH,, a-CH, CH,CHs, NH, ), 4.90 (d, */ = 8.4 Hz, 1 H, 1'-CH),
5.02-5.29 (m, 4 H, 2', 3', 4'-CH, NH-Boc).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
8/ppm = 14.2 (CH,CH;), 20.62, 20.65, 20.80, 20.90, (4 x COCHs), 25.6 (y-CH,), 28.3 (C(CH)3), 30.6 (B-CH,),
41.4 (8-CH,), 53.0 (0-CH), 61.5 (CH,CHs), 61.9 (6'-CH,), 68.4, 70.4, 71.6, 73.0 (4', 2, 5', 3'-CH), 80.1
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(C(CHs)s), 102.1 (1'-CH), 155.7 (C=N), 156.6 (CO-Boc), 169.5, 169.9, 170.2, 170.8 (4 x COCHs), 172.6
(COOEY).

MS (ESI):
m/z =671 [M + Nal*, 649 [M + H]".

Elementaranalyse Cy;H44N4O14 (648.67):
Berechnet: C49.99 H 6.84 N 8.64,
gefunden: C49.81 H 6.52 N 8.87.

m/z berechnet fiir [M + H]" = 649.2927,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 649.2948.

8.1.2.2.8 Vorstufen der N"-(Isopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-arginin Prodrugs und analoge
Modellverbindung

N-Benzyl-N'-allyloxycarbonyl-N"-(isopropoxycarbonyloxymethoxy)guanidin (99)

TT

HNJ\N
NP HA@

Es werden 270 mg (1,1 mmol) des Thioharnstoffs 66, 200 mg (1,3 mmol) des frisch hergestellten
Hydroxylamins 98 und 221 uL (1,3 mmol) DIPEA in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6ést und 30
Minuten bei 0 °C gerlhrt. AnschlieBend werden zu der Losung 249 mg (1,3 mmol) EDCI gegeben und 24
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz wird mit 10 mL Dichlormethan verdiinnt und
jeweils mit 6 mL 1 %iger HCl, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung erfolgt mittels
Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-40 %).

Ausbeute: 213 mg (58 %) eines klaren und farblosen Ols
DC: R;=0,76 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

8/ppm = 1.31 (d, >/ = 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 4.28 (d, *J = 5.4 Hz, 2 H, CH,-NH), 4.60 (ddd, */= 5.8, */=1.6,
1.3 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.90 (sep, */ = 6.3 Hz, 1 H, CH(CHs),), 5.27 (ddd, %/ = 2.3 Hz, /., = 10.4 Hz, *J =
1.2 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.34 (ddd, J = 3.2 Hz, *Jyyuns= 17.2 Hz, “J= 1.5 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.55 (s, 2 H,
0-CH,-0), 5.90 (ddt, */= 17.2, 10.4, 5.8 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.71 (br t, *J = 5.4 Hz, NH-CH,), 7.26-7-35 (m, 5
H, ArH), 7.83 (s, 1 H, NH).
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BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
8/ppm = 21.8 (CH(CH),), 45.1 (NH-CH,), 66.7 (O-CH,), 72.4 (CH(CHs),), 92.5 (0-CH,-0), 119.3 (CH=CH,),
127.5,127.9, 128.7 (ArCH), 131.5 (CH=CH,), 138.3 (ArC), 150.1 (C=N), 152. (C=0-Alloc), 154.2 (OCOO'Pr).

IR (ATR):
cm™ = 3381, 2964, 1741, 1721, 1647, 1544, 1258, 1221, 1103, 1047, 924, 829, 795.

MS (ESI):
m/z =366 [M +H]".

Elementaranalyse Cy7H,3N30¢(365.39):
Berechnet: C55.88 H 6.35 N 11.50,
gefunden: C55.77 H6.91 N 11.27.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N"-allyloxycarbonyl-N“-(isopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-a rginin-tert-
butylester (101)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 99
bereits beschrieben sind, mit 71 als Ausgangsverbindung (Ansatzgroe: 711 mg, 1,65 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat, 0-50 %).

Ausbeute: 630 mg (70 %) eines klaren und farblosen Ols
DC: R: = 0,70 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl,):

&/ppm = 1.30 (d, ¥ = 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 1.44, 1.47 (2 x s, 9 H, C(CH5)s), 1.57-1.99 (m, 4 H, B, y-CH,),
3.03-3.17 (m, 2 H, 8-CH,), 4.18-4.25 (m, 1 H, a-CH), 4.60 (dt,*/ = 5.6, 1.4 Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.90 (sep,
*J = 6.3 Hz, 1 H, CH(CHs),), 5.10 (br d,*/ = 8.2 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.27 (ddd, °J= 2.3 Hz, *Js= 10.4 Hz, *J= 1.2
Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.35 (ddd, %J = 3.2 Hz, *Jysgns = 17.2 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.52 (s, 2 H, O-
CH,-0), 5.90 (ddt, *J = 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.42 (br t,*/= 5.2, 1 H, NH-CH,), 7.78 (br s, 1 H,
NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):

5/ppm = 21.7 (CH(CHs),), 24.8 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CHs)s), 30.3 (B-CH,), 40.5 (6-CH,), 53.7 (a-CH),
66.5 (O-CH,-CH=CH,), 72.2 (CH(CHs),), 79.6, 81.9 (2 x C(CHj)3), 92.4 (O-CH,-0), 119.2 (CH=CH,), 131.4
(CH=CH,), 150.2 (C=N), 152.7 (CO-Alloc), 154.1 (OCOO'Pr), 155.4 (CO-Boc), 171.8 (COO'Bu) .
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°N-NMR (30 MHz, CDCl,):
Ammoniak-Skala: 6/ppm = 62.4 (NH-CH,), 85.9 (NH-Boc), 97.3 (NH-Alloc), 266.1 (N-O),
Nitromethan-Skala: 6/ppm =-319.2 (NH-CH,), -295.7 (NH-Boc), -284.3 (NH-Alloc), -115.5 (N-0).

MS (ESI):
m/z =569 [M + Nal*, 547 [M + H]".

IR (ATR):
cm™ = 3381, 2978, 2931, 1732, 1647, 1456, 1366, 1259, 1217, 1151, 1109, 1045, 926, 907, 829.

Elementaranalyse C,4H45N4O10 - 0.8 H,0 (561.03):
Berechnet: C51.38 H7.83 N 9.99,
gefunden: C51.40 H 8.49 N 9.72.

N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-allyloxycarbonyl-N"“-(isopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-a rginin-
ethylester (118)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 99
bereits beschrieben sind, mit 80 als Ausgangsverbindung (AnsatzgrofRe: 829 mg, 2,06 mmol; 2 eq. 98,
DIPEA und EDCI). Die Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat, 0-45 %).

Ausbeute: 853 mg (80 %) eines klaren und farblosen Ols
DC: R; = 0,63 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Reagenz A und B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

&/ppm = 1.28 (t, *J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.30 (d, >/ = 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.56-
1.93 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.06-3.17 (m, 2 H, 8-CH,), 4.13-4.36 (m, 1 H, CH,CH,, a-CH), 4.60 (dt,*/ = 5.6, 1.4
Hz, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.90 (sep, */ = 6.3 Hz, 1 H, CH(CH3),), 5.12 (br d, */ = 8.2 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.27 (ddd,
?J= 2.3 Hz, ¥ = 10.4 Hz, *J= 1.2 Hz, 1 H, CH,=CH-CH,), 5.35 (ddd, % = 3.2 Hz, *Jysans = 17.2 Hz, *J= 1.5 Hz, 1
H, CH,=CH-CH,), 5.52 (s, 2 H, O-CH,-0), 5.90 (ddt, *= 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1 H, CH=CH,), 6.42 (brt,*/= 5.2,
1 H, NH-CH,), 7.78 (br s, 1 H, NH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls):
8/ppm = 14.2 (CH,CHs), 21.7 (CH(CHs),), 24.9 (y-CH,), 28.3 (C(CHs)s), 30.1 (B-CH,), 40.4 (§-CH,), 53.3 (a-
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CH), 61.4 (CH,CHs), 66.6 (O-CH,-CH=CH,), 72.2 (CH(CHs),), 79.6 (C(CHs)3), 92.4 (O-CH,-0), 119.2 (CH=CH,),
131.4 (CH=CH,), 150.2 (C=N), 152.7 (CO-Alloc), 154.1 (OCOO'Pr), 155.4 (CO-Boc), 172.6 (COOEL).

MS (ESI):
m/z =541 [M + Nal*, 519 [M + H]".

IR (ATR):
cm™ = 3388, 2980, 2938, 1732, 1713, 1647, 1514, 1466, 1368, 1259, 1217, 1159, 1045, 926, 906, 829.

Elementaranalyse C,,H3sN4010(518.56):
Berechnet: C50.96 H7.39 N 10.80,
gefunden: C50.94 H7.54 N 10.13.
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N°-(tert-Butyloxycarbonyl)-N“-(isopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-arginin-tert-butylester (102)
R
0] O
X [k
H,N N/\/ﬁ)ko
H
HNYO
O\’<

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 89
bereits beschrieben sind, mit 101 als Ausgangsverbindung (AnsatzgrofRe: 488 mg, 0,89 mmol). Die

Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-5 % Uber 30
Minuten).

Ausbeute: 391 mg (95 %) eines hellgelben Feststoffs
DC: R: = 0,39 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.30 (d, >/ = 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 1.44, 1.46 (2 x s, 9 H, C(CHs)s), 1.52-1.81 (m, 4 H, B, y-CH,),
2.98-3.14 (m, 2 H, 8-CH,), 3.77 (br s, 1 H, NH), 4.05-4.23 (m, 1 H, a-CH), 4.41 (br s, 1 H, NH), 4.89 (sep, *J =
6.3 Hz, 1 H, CH(CHs),), 5.15 (br d,*J = 8.2 Hz, 1 H, NH-Boc), 5.52 (s, 2 H, O-CH,-0).

BC-NMR (75 MHz, CDCls):

6/ppm = 21.7 (CH(CHs),), 25.3 (y-CH,), 28.0, 28.3 (2 x C(CH3);), 30.6 (B-CH,), 41.2 (6-CH,), 53.5 (a-CH),
71.9 (CH(CHs),), 79.8, 82.0 (2 x C(CH,);), 92.8 (0O-CH,-0), 154.2 (OCOOPr), 155.6 (CO-Boc), 171.8
(COO'Bu) . Das Signal des Guanidinkohlenstoffs ist aufgrund der geringen Probenmenge nicht sichtbar.

MS (ESI):
m/z = 463 [M + H]", 433 [M — 2 x CH]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 463.2762,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 463.2778.
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8.1.2.2.9 N“-(B-p-Galactosyloxy)-L-arginin Prodrugs und analoge Modellverbindungen
N-Benzyl-N'-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)guanidin (54)

Synthesevorschrift in Anlehnung an Kunz und UNVERzAGT:**®
0 0]
QO

OQ/\O /&O

O

N
H2NJ\N/\©
H

Eine Losung aus 150 mg (0,26 mmol) der geschiitzten Modellverbindung 67, 294 mg (2,10 mmol, 8 eq.)
Dimedon 59 und 35 mg (0,03 mmol, 10 Mol-%) Pd(0)[PhsP],; in 10 mL Tetrahydrofuran wird eine Stunde
bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz wird anschlieBend im Vakuum bis zur Trockne
einkonzentriert und der gelbe Riickstand in 15 mL Ethylacetat aufgenommen. Die Suspension wird mit
jeweils 6 mL 3 %igerq Ammoniaklésung, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und die
organische Phase Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernung des Losungsmittels erfolgt die Aufreinigung
mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-10 % tber 20 Minuten).

Ausbeute: 75 mg (58 %) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 74 °C
DC: R: = 0,53 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

&/ppm = 2.00, 2.03, 2.07, 2.15 (4 x s, 3 H, 4 x COCHs), 3.32 (br s, 1 H, NH), 3.62 (br t, 1 H, NH-CH,), 3.99
(td, J = 6.9, 1.1 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.16-4.36 (m, 5 H, 6'-CH,, CH,-Ph, NH), 4.91 (d, %/ = 8.3 Hz, 1 H, 1'-CH),
5.08 (dd, %/ = 10.6, 3.4 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.23-5.32 (m, 1 H, 2'-CH), 5.41 (dd, */ = 3.5, 1.0 Hz, 1 H,4'-CH),
7.27-7.40 (m, 5 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):
8/ppm = 20.6, 20.7, 21.0, (4 x COCHs), 45.5 (NH-CH,), 61.1 (6'-CH,), 67.0,68.1, 70.5, 71.0 (4', 2', 5', 3"-
CH), 102.5 (1'-CH), 127.5, 127.7, 128.7 (ArCH), 138.9 (ArC), 156.4 (C=N), 170.1, 170.3, 170.4 (4 x COCHs).

IR (ATR):
cm™ = 1743, 1645, 1368, 1213, 1166, 1053, 955, 903.

MS (ESI):
m/z =518 [M + Nal’, 496 [M + H]".
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Elementaranalyse C;,H;5N3050 - 0.1 H,0 (497.29):
Berechnet: C53.14 H5.92 N 8.45,
gefunden: C53.18 H6.36 N 7.86.

N-Benzyl-N'-(B-D-galactopyranos-1-yloxy)guanidin (52)

HO QH

HO 0L

Methode A:

Es werden 178 mg (0,31 mmol) der geschiitzten Modellverbindung 51 in einem Ldsungsmittelgemisch
aus 6 mL Tetrahydrofuran und 3 mL Methanol gel6ost. Zu dieser Losung werden 4 mL einer 2 M
LiOH-Losung gegeben und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Ansatz wird unter Eiskiihlung mit
verdinnter HCl neutralisiert und im Vakuum einkonzentriert. Der weiRe Rickstand wird in 3 mL Aqua
bidest. aufgenommen und flashchromatografisch Uber eine RP-18-Sdule aufgearbeitet (Aqua
bidest./Methanol, Stufengradient: 0/30/50 % Methanol). Produkthaltige Fraktionen werden vereinigt
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Methode B:*°

140 mg (2,6 mmol) NaOMe werden in 10 mL Methanol 30 Minuten bei 0 °C gerlhrt. Zu dieser Lésung
werden 130 mg (0,26 mmol) der Verbindung 54 gegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Der Ansatz wird mit verdiinnter HCl neutralisiert und im Vakuum eingeengt. Der weiRe
Rickstand wird in 2 mL Aqua bidest. aufgenommen und, wie unter Methode A beschrieben,
aufgearbeitet.

Ausbeute: Es resultiert ein weiRer Feststoff; Methode A: 85 mg (84 %); Methode B: 78 mg (92 %)
DC: R:= 0,17 (Dichlormethan/Methanol, 4:1; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
5/ppm = 3.48-3.77 (m, 5 H, 6'-CH,, 2', 3, 5'-CH), 3.85 (dd, J = 3.3, 0.9 Hz, 1 H, 4'-CH,), ), 4.14 (d, ) = 7.8
Hz, 1 H, 1'-CH), 7.23-7.39 (m, 5 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 46.3 (NH-CH,), 63.0 (6'-CH,), 70.5, 71.4, 74.7, 76.9 (4', 2', 5', 3'-CH), 106.0 (1'-CH), 129.0, 129.8,
130.6 (ArCH), 140.6 (ArC), 161.4 (C=N).

MS (ESI):
m/z =350 [M + Nal’, 328 [M + H]".
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N“-(B-p-Galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin Natriumsalz (76)

Synthesevorschrift in Anlehnung an AGosToN et al.:*”®

Ho OH
0
HO O
OH \Jl\ 0
HoN N/\/\HkO‘ Na*
H
NH,

54 mg (1 mmol) NaOMe werden in 10 mL Methanol 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. Zu dieser Losung
werden 100 mg (0,17 mmol) der peracetylierten Verbindung 75 zugegeben und weitere 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei das Produkt 76 prazipitiert. Der Ansatz wird unter Eiskiihlung mit
verdinnter HCI neutralisiert und im Vakuum einkonzentriert. Der weil3e Riickstand wird in 1-2 mL Aqua
bidest. aufgenommen und {ber RP-18-Saulenchromatografie aufgereinigt (Eluent: Aqua bidest.,
isokratisch). Ninhydrin-positive Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum bei 30 °C auf ein
Restvolumen von ca. 1 mL eingeengt. Das restliche Wasser wird im Olpumpenvakuum entfernt.

Ausbeute: 63 mg (quant.) eines weillen Pulvers
Schmelzpunkt: 139 °C
DC: R: = 0,35 (i-Propanol/Wasser, 2:1; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
5/ppm = 1.55-1.94 (m, 4 H, B,y-CH,), 3.23 (t, ) = 6.8 Hz , 2 H, 6-CH,), 3.60-3.81 (m, 6 H, 2', 3, 5'-CH, 6'-
CH,, a-CH ), 3.91 (d, /= 2.4 Hz, 1 H, 4'-CH), 4.66 (d, > = 7.0 Hz, 1 H, 1'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 25.8 (y-CH,), 29.4 (B-CH,), 42.3 (8-CH,), 56.2 (a-CH), 63.0 (6'-CH,), 70.3, 71.0, 74.5, 77.2
(4',2',5',3'-CH), 107.3 (1'-CH), 160.9 (C=N), 176.3 (COOH).

IR (ATR):
cm™ = 3250 (breit), 1585 (v as COO), 1454, 1408 (v's COO), 1346, 1261, 1141, 1071, 1018, 947, 667.

MS (ESI):
m/z =375 [M + Na]*, 353 [M + H]*, 191 [CsH1aN,0; + H]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 353.1667,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 353.1669.
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N“-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin Dihydrochlorid (75)

0 (0]
)koo)k
(0]
oL H cr
oi/ o N 0
/& HoN N/\/ﬁ)kOH
O M2 N _

In einem Dreihalskolben werden 1,23 g (1,82 mmol) der gut getrockneten Verbindung 73 in 30 mL
absolutem Diethylether unter Argon-Atmosphdre gelést und 30 Minuten bei -5-0°C gerihrt.
AnschlieBend wird fir 20 Minuten vorsichtig trockener Chlorwasserstoff in die Losung geleitet und
weitere zwei Stunden bei 0 °C gerihrt, wobei das Produkt 75 als feiner weiBer Niederschlag prazipitiert.
Der Ansatz wird fir 24 Stunden bei 4-6 °C gelagert. Der mit Chlorwasserstoff gesattigte Diethylether wird
vorsichtig im Vakuum abgezogen und das resultierende Rohprodukt weitere drei Stunden im
Olpumpenvakuum getrocknet. Der gelbliche Riickstand wird in 30 mL Methanol aufgenommen, unter
Eiskiihlung mit Kieselgel versetzt und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt
mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-20 %).

Ausbeute: 926 mg (86 %) eines weillen, stark hygroskopischen Pulvers
Schmelzpunkt: 151 °C
DC: R: = 0,65 (Dichlormethan/Methanol, 1:1; Reagenz Aund B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

5/ppm = 1.54-1.98 (m, 4 H, B,y-CH,), 1.99, 2.06, 2.11, 2.20 (4 x s, 3 H, 4 x COCH;), 3.30 (t, >/ = 6.8 Hz, 2 H,
8-CH,), 3.95 (t, *J = 6.2 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.16-4.31 (m, 3 H, 6'-CH,, a-CH ), 5.17 (d, */ = 7.9 Hz, 1 H, 1'-CH),
5.26 (dd, ®/ = 10.0, 3.2 Hz, 1 H, 3'-CH,), 5.34 (dd, */ = 10.1, 7.9 Hz, 1 H, 2'-CH,), 5.47 (d, ® = 3.1 Hz, 1 H, 4'-
CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):

8/ppm =21.8, 22.0, 22.1, (4 x COCH), 25.5 (y-CH,), 29.0 (B-CH,), 42.6 (8 -CH,), 55.0 (a-CH), 63.7 (6'-CH,),
68.5, 69.7, 73.1, 73.2 (4',2',5',3'-CH), 104.5 (1'-CH), 160.1 (C=N), 174.4, 174.5, 174.8, 174.9 (4 x COCH;),
175.3 (COOH).

Berechnet: Cl11.41,
gefunden: C110.88 (95 %).

IR (ATR):
cm™ = 3224 (breit), 1740, 1651, 1634, 1433, 1368, 1167, 1123, 1057, 955, 910.
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MS (ESI):
m/z =521 [M + H]+, 479 [M— CszO + H]+, 331 [C14H1909]+, 191 [C6H14N403 + H]+

HRMS (ESI) fiir CooH3N,01:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 521.2089,
m/z gefunden fiir [M + H]" = 521.2078.

N“-(B-p-Galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester Dihydrochlorid (74)

HO OH
0]
HO o. _H Cr
OH iﬂ: 0
NH;*  CI

Methode A:

In einem Dreihalskolben werden 155 mg (0,23 mmol) der gut getrockneten Verbindung 73 in 20 mL
trockenem Ethanol unter Argon-Atmosphdre gelést und 30 Minuten bei -5-0 °C gerihrt. AnschlieRend
wird fir 20 Minuten vorsichtig trockener Chlorwasserstoff in die Losung geleitet und weitere vier
Stunden bei 0 °C geriihrt, wobei das Produkt 74 als feiner weiler Niederschlag prazipitiert. Der mit
Chlorwasserstoff gesattigte Ethanol wird vorsichtig im Vakuum abgezogen und der resultierende
Feststoff weitere drei Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 1-2 mL Aqua
bidest. aufgenommen und Uber RP-18-Sdulenchromatografie aufgereinigt (Eluent: Aqua bidest.,
isokratisch). Produkthaltige Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum bei 30 °C auf ein Restvolumen
von ca. 1 mL eingeengt. Das restliche Wasser wird im Olpumpenvakuum entfernt.

Methode B:

In einem Rundkolben werden 6 mL trockener Ethanol unter Argon-Atmosphare und Eiskiihlung vorgelegt
und 2 mL (28 mmol) Acetylchlorid zugegeben. Diese Losung wird 15 Minuten bei 0 °C geriihrt und
anschlieRend werden 200 mg (0,3 mmol) der gut getrockneten Verbindung 73 zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird 48 h bei Raumtemperatur gerihrt und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum
entfernt. Die weitere Aufreinigung erfolgt analog zu Methode A.

Ausbeute: Es resultiert ein feines, weiRes, stark hygroskopisches Pulver; Methode A: 100 mg (96 %);
Methode B: 111 mg (82 %)

Schmelzpunkt: 99 °C

DC: R: = 0,30 (i-Propanol/Wasser, 2:1; Reagenz A und B)



150 8 Experimenteller Teil

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 1. 26 (t, ) = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.60-2.08 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.31 (t, *J= 6.7 Hz, 2 H, 6-CH,),
3.63-3.79 (m, 5 H, 2',4', 5'-CH, 6'-CH,), 3.91 (d, >/ = 1.7 Hz, 1 H, 3'-CH), 4.13 (t, *J= 6.4 Hz, 1 H, a-CH), 4.28
(0, % =7.2 Hz, 2 H, CH,CHs), 4.69 (d, 3/ = 8.0 Hz, 1 H, 1'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 15.1 (CH,CHs), 25.4 (y-CH,), 28.7 (B-CH,), 42.4 (8 -CH,), 54.3 (a-CH), 62.8 (6'-CH,), 65.5 (CH,CHs),
70.2,70.6,74.4,77.5 (4',2',5',3'-CH), 108.4 (1'-CH), 158.5 (C=N), 171.7 (COOEY).

IR (ATR):
cm™ = 3200 (breit), 2936, 1738, 1667, 1639, 1472, 1381, 1227, 1140, 1057, 1016, 858, 779.

MS (ESI):
m/z =381 [M + HJ", 353 [M — C,H, + H]*, 219 [CgH1gN,O5+ H]*, 191 [CeH14N,O5 + H]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 381.1980,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 381.1980.

N“-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester Dihydrochlorid (83)

0 0
PN
0]
O\V\O 5 Ny o 0
Lol

NH;*  Cr

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 75
bereits beschrieben sind, mit 82 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 356 mg, 0,55 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-20 %).

Ausbeute: 206 mg (60 %) eines weillen, stark hygroskopischen Pulvers
Schmelzpunkt: 88 °C
DC: R: = 0,76 (Dichlormethan/Methanol, 2:1; Reagenz Aund B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 1.27 (t, *J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.56-1.86 (m, 2 H, y-CH,), 1.90-2.04 (m, 2 H, B-CH,), 1.99, 2.06,
2.11,2.20 (4 x s, 3 H, 4 x COCHs), 3.26 (t, ) = 6.9 Hz, 2 H, 6-CH,), 4.14 (t, >/ = 6.2 Hz, 1 H, 5'-CH), 4.19-
4.34 (m, 5 H, 6'-CH,, 0-CH, CH,CHs), 5.15 (d, >/ = 7.8 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.25 (dd, ®/ = 10.2, 3.2 Hz, 1 H, 3'-
CH,), 5.34 (dd, ®/ = 10.2, 7.8 Hz, 1 H, 2'-CH,), 5.47 (d, *) = 3.2 Hz, 1 H, 4'-CH,).
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BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):

&/ppm = 15.1 (CH,CHs), 21.82, 21.83, 22.00, 22.10, (4 x COCHs), 25.5 (y-CH,), 28.8 (B-CH,), 42.3 (8 -CH,),
54.3 (a-CH), 63.4 (6'-CH,), 65.5 (CH,CHs), 68.6, 69.7, 73.08, 73.11 (4',2',5',3'-CH), 104.3 (1'-CH), 160.9
(C=N), 171.6 (COOEt), 174.4, 174.8, 174.9, 175.3 (4 x COCHs).

IR (ATR):
cm™ = 3400 (breit), 2950, 1740, 1670, 1369, 1213, 1167, 1121, 1057, 955, 908, 858.

MS (ESI):
m/z = 549 [M + H]*, 507 [M = C,H,0 + H]", 331 [CaH1506]", 219 [CsH1sN,O5]".

HRMS (ESI) fiir C,,HsgN,O15:
m/z berechnet fiir [M + H]" =549.2403,
m/z gefunden fiir [M + H]* =549.2398.

8.1.2.2.10 N“-(B-p-Glucosyloxy)-L-arginin Prodrugs

N“-(B-D-Glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin Natriumsalz (94)

OH
HO N
OH N 0]
HZNJJ\”/\/\Hko- Na*
NH,

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 76
bereits beschrieben sind, mit 92 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 140 mg, 0,24 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels RP-18-Sdulenchromatografie (Eluent: Aqua bidest., isokratisch).

Ausbeute: 81 mg (90 %) eines weillen Pulvers
Schmelzpunkt: 157 °C
DC: R:= 0,41 (i-Propanol/Wasser, 2:1; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

5/ppm = 1.55-1.81 (m, 2 H, y-CH,), 1.82-1.96 (m, 2 H, B-CH,), 3.28 (t, ) = 6.7 Hz, 2 H, 6-CH,), 3.37-3.55
(m, 4 H, 2', 3", 4', 5'-CH), 3.68-3.76 (m, 2 H, 6'a-CH,, 0-CH ), 3.89 (pseudo d, %/ = 12.3 Hz, 1 H, 6'b-CH,),
4.74 (d, ) =7.9 Hz, 1 H, 1'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 25.6 (y-CH,), 29.4 (B-CH,), 42.6 (6-CH,), 56.2 (a-CH), 62.3 (6'-CH,), 70.9, 73.0, 77.5, 78.1
(4',2',5',3'-CH), 107.6 (1'-CH), 160.5 (C=N), 176.2 (COOH).

IR (ATR):
cm™ = 3200 (breit), 1582 (v as COO’), 1454, 1408 (v s COO’), 1346, 1070, 1018, 989, 895.
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MS (ESI):
m/z =375 [M + Na]+, 353 [M + H]+, 191 [C6H14N403 + H]+

HRMS (ESI) fiir C;,HgN,O5:

m/z berechnet fiir [M + H]" = 353.1667,
m/z gefunden fiir [M + H]" = 353.1667.
m/z berechnet fiir [M + Na]" = 375.1486,
m/z gefunden fiir [M + Na]* = 375.1491.

N“-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin Dihydrochlorid (92)

O

*%

Die Darstellung und Aufarbeitung verlduft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 75
bereits beschrieben sind, mit 89 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 582 mg, 0,86 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-20 %).

Ausbeute: 491 mg (97 %) eines weilen, kristallinen Pulvers
Schmelzpunkt: 130 °C
DC: R = 0,45 (Dichlormethan/Methanol, 1:1; Reagenz A und B )

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 1.59-1.82 (m, 2 H, y-CH,), 1.83-1.99 (m, 2 H, B-CH,), 2.02, 2.05, 2.08 (4 x s, 3 H, 4 x COCH), 3.28
(t,* =6.7 Hz, 2 H, 6-CH,), 3.98 (t, >/ = 6.3 Hz, 1 H, 0-CH ), 4.07 (ddd, */ = 10.3, 4.6, 2.5 Hz, 1 H, 5'-CH),
4.25 (dd, % = 12.8, 3/ =2.5 Hz, 1 H, 6'a-CH,), 4.32 (dd, % = 12.8, *) = 4.1 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 5.04-5.25 (m, 3
H, 1',2', 4'-CH), 5.26 (pseudo t, >/ = 8.9 Hz, 1 H, 3'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):

&/ppm = 21.88, 21.89, 21.90, 21.98 (4 x COCHs), 25.4 (y-CH,), 28.9 (B-CH,), 42.5 (6 -CH,), 54.7 (a-CH),
63.5 (6'-CH,), 69.8, 70.6, 73.6, 74.9 (4',2',5',3'-CH), 104.1 (1'-CH), 160.8 (C=N), 174.1, 174.4, 174.6, 174.9
(4 x COCH3), 175.4 (COOH).

MS (ESI):
m/z =521 [M + H]+, 479 [M— Cszo + H]+, 331 [C14H1909]+, 191 [C6H14N403 + H]+

HRMS (ESI) fiir CooH3,N4O15:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 521.2090,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 521.2088.
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N“-(B-D-Glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester Dihydrochlorid (91)

OH
HO Q
HO O\ _H CI
OH JNJ\ 0
H,N ”/\/\‘)ko/\
NHs* Cr

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie flr die Verbindung 74
Methode B bereits beschrieben sind, mit 89 als Ausgangsverbindung (AnsatzgréfRe: 300 mg, 0,44 mmol).
Die Aufreinigung erfolgt mittels RP-18-Sdulenchromatografie (Eluent: Aqua bidest., isokratisch).

Ausbeute: 185 mg (93 %) eines weilen, stark hygroskopischen Pulvers
Schmelzpunkt: 86 °C
DC: R;=0,31 (i-Propanol/Wasser, 2:1; Reagenz A und B)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm =1.29 (t, *) = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.62-1.89 (m, 2 H, y-CH,), 1.90-2.08 (m, 2 H, B-CH,), 3.26-3.37
(m,2 H, 8-CH,), 3.40-3.67 (m, 4 H, 2', 3', 4', 5'-CH), 3.75 (dd, % = 12.4, >/ =5.1 Hz, 1 H, 6'a-CH,), 3.90 (dd,
’J =12.8,%/=1.9 Hz, 1 H, 6'b-CH,), 4.15 (t, >J= 6.5 Hz, 1 H, a-CH), 4.30 (q, >J = 7.2 Hz, 2 H, CH,CHs), 4.77
(d, 3/ =7.7 Hz, 1 H, 1'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
&/ppm = 15.1 (CH,CHs), 25.4 (y-CH,), 28.8 (B-CH,), 42.4 (6-CH,), 54.4 (a-CH), 62.3 (6'-CH,), 65.5 (CH,CHs),
70.9,72.9,77.4,78.2 (4',2',5',3'-CH), 107.9 (1'-CH), 160.4 (C=N), 171.7 (COOEL).

**CI-NMR fiir C14H30Cl,N405 (29 MHz, D,0, NaCl):

Berechnet: Cl 15.64,
gefunden: Cl113.25 (85 %).

IR (ATR):
cm™ = 3200 (breit), 1738, 1667, 1512, 1470, 1449, 1381, 1296, 1226, 1070, 1118, 856.

MS (ESI):
m/z =381 [M + HJ", 353 [M — C,H, + H]*, 219 [CgH1gN4O5 + H]*, 191 [CeH14N,O; + H]".

m/z berechnet fiir [M + H]" = 381.1980,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 381.1981.
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N“-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranos-1-yloxy)-L-arginin-ethylester Dihydrochlorid (93)

0]

0 O)k

\\<o o N* 0
o} /§O HzNJ\H/\/\HkO/\

NHs* Cr

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 75
bereits beschrieben sind, mit 90 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 256 mg, 0,4 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-20 %).

Ausbeute: 182 mg (75 %) eines weiRen, stark hygroskopischen Pulvers
Schmelzpunkt: 82 °C
DC: R¢=0,78 (Dichlormethan/Methanol, 2:1; Reagenz A und B )

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 1.28 (t, ) = 7.2 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.58-1.86 (m, 2 H, y-CH,), 1.88-2.05 (m, 2 H, B-CH,), 2.03, 2.07,
2.10 (4 x's, 3 H, 4 x COCHs), 3.29 (t, >/ = 6.9 Hz, 2 H, §-CH,), 4.09 (ddd, ¥/ = 10.6, 4.2, 2.5 Hz, 1 H, 5'-CH),
4.14 (t,%/ = 6.2 Hz, 1 H, a-CH), 4.24-4.37 (m, 4 H, 6'-CH,, CH,CH;), 5.12 (t, >/ = 9.6 Hz, 1 H, 4'-CH), 5.22 (dd,
3/=16.4, 8.3 Hz, 1 H, 2'-CH,), 5.23 (d, >/ =8.3 Hz, 1 H, 1'-CH), 5.39 (t, >J = 8.5 Hz, 1 H, 3'-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):

8/ppm = 15.1 (CH,CHs), 21.88, 21.89, 21.99, 22.00 (4 x COCHs), 25.4 (y-CH,), 28.7 (B-CH,), 42.4 (5 -CH,),
54.3 (a-CH), 63.6 (6'-CH,), 65.5 (CH,CHs), 69.8, 70.5, 73.6, 74.9 (4',2',5',3'-CH), 103.9 (1'-CH), 160.8 (C=N),
171.6 (COOEt), 174.4, 174.6, 174.8, 175.4 (4 x COCH;).

IR (ATR):
cm™ = 3400 (breit), 1740, 1670, 1368, 1211, 1148, 1069, 1034, 907, 856.

MS (ESI):
m/z =549 [M + H]+, 507 [M— CszO + H]+, 331 [C14H1909]+, 219 [C8H18N403]+.

HRMS (ESI) fiir C,HsgN,O15:
m/z berechnet fiir [M + H]" = 549.2403,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 549.2398.
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8.1.2.2.11 N“-(Isopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-arginin Prodrug und analoge Modellverbindung

N-Benzyl-N'-(isopropoxycarbonyloxymethoxy)guanidin (100)

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fir die Verbindung 54
bereits beschrieben sind, mit 99 als Ausgangsverbindung (AnsatzgroBe: 137 mg, 0,38 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatografie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol, 0-5 % Uber 20
Minuten).

Ausbeute: 60 mg (56 %) eines klaren farblosen Ols
DC: R: = 0,30 (Dichlormethan/Methanol, 95:5; Reagenz B, UV)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5):

8/ppm = 1.31 (d, */= 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 3.31 (br's, 1 H, NH), 3.36 (t, >J = 5.5 Hz, 1 H, NH-CH,), 4.22 (d,
*J=5.5Hz, 2 H, CH,-NH), 4.27 (br s, 1 H, NH), 4.90 (sep, ®/ = 6.3 Hz, 1 H, CH(CHs),), 5.56 (s, 2 H, O-CH,-0),
7.27-7-36 (m, 5 H, ArH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl,):
8/ppm = 21.8 (CH(CHs),), 46.1 (NH-CH,), 72.4 (CH(CHs),), 92.5 (O-CH,-0), 127.5, 127.8, 128.7 (ArCH),
138.8 (ArC), 154.2 (OCOOPr), 156.4 (C=N).

MS (ESI):
m/z =282 [M + H*, 148 [M — C,Hs0.]".
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N“-(1sopropoxycarbonyloxymethoxy)-L-arginin Dihydrochlorid(103)

HNT N OH
NHs* CI

Die Darstellung und Aufarbeitung verlauft unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Verbindung 75
bereits beschrieben sind, mit 102 als Ausgangsverbindung (AnsatzgrofRe: 343 mg, 0,74 mmol). Die
Aufreinigung erfolgt mittels RP-18-Sdulenchromatografie (Eluent: Aqua bidest., isokratisch).

Ausbeute: 211 mg (75 %) eines weillen, stark hygroskopischen Feststoffs
DC: R;=0,42 (i-Propanol/Wasser, 2:1; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 1.27 (d,*) = 6.3 Hz, 6 H, CH(CHs),), 1.63-2.03 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.23-3.42 (m, 2 H, §-CH,), 3.92
4.03 (m, 1 H, a-CH), 4.90 (sep, *J = 6.3 Hz, 1 H, CH(CH),), 5.47 (s, 2 H, O-CH,-0).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 22.6 (CH(CHs),), 25.4 (y-CH,), 28.8 (B-CH,), 42.4 (5-CH,), 54.6 (a-CH), 76.7 (CH(CH),), 95.7 (O-
CH,-0), 154.1 (OCOO'Pr), 160.3 (C=N).

3CI-NMR fiir C;;H,4CloN,4O5 (29 MHz, D,0, NaCl):

Berechnet: Cl 18.70,
gefunden: Cl118.43 (99 %).

IR (ATR):
cm™ = 2900 (breit), 1738, 1668, 1622, 1506, 1454, 1260, 1159, 1084, 949, 905, 831.

MS (ESI):
m/Z =307 [M + H]+, 203 [C7H15N403]+.

m/z berechnet fiir [M + H]" = 307.1612,
m/z gefunden fiir [M + H]* = 307.1611.
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8.1.2.3 Synthese von N-(4-Aminobutyl)-N'-(2-methoxyethyl)guanidin Dihydrochlorid (AbMEG)

N-(4-Aminobutyl)-N'-(2-methoxyethyl)guanidin Dihydrochlorid (10)

O
I _H cr o}
N+
)J\ /\/\/NH3+
HoN N
H

Es werden 2,5 g des Kationenaustauschers Amberlite IR 120 (H*-Form) dreimal mit 30 mL Aqua bidest.
gewaschen und in eine Chromatografiesdule gefillt. 250 mg (0,6 mmol) N-(4-Aminobutyl)-N'-(2-
methoxyethyl)guanidin Bis(trifluoracetat) 9 werden in 1 mL Aqua bidest. gelést und auf das
Austauschermaterial aufgetragen. Der Austauscher wird solange mit Aqua bidest. gesplilt, bis der pH des
Eluats neutral ist. Die weitere Elution erfolgt mit 3 N HCl. Ninhydrin-positive Fraktionen werden vereinigt
und das Losungsmittel im Vakuum bei 30 °C einkonzentriert. Das olige Rohprodukt wird
flashchromatografisch tiber eine RP-18-Saule aufgereinigt (FlieBmittel: Aqua bidest., isokratisch).

Ausbeute: 80 mg (52 %) eines klaren, farblosen Ols
DC: R¢= 0,24 (i-Propanol/Wasser/Eisessig, 6:3:1; Reagenz A)

'H-NMR (300 MHz, D,0, TPS):
5/(ppm) = 1.59-2.77 (m, 4 H, B, y-CH,), 3.01 (t, *J = 7.8 Hz, 2 H, 0-CH,), 3.23 (t, >/ = 6.6 Hz, 2 H, 6-CH,),
3.38(s, 3 H, O-CH3), 3.39 (t, ) = 5.0 Hz, 2 H, N“-CH,), 4.04 (t,/ = 5.0 Hz, 2 H, O-CH,).

BC-NMR (75 MHz, D,0, TPS):
8/ppm = 26.7 (B-CH,), 27.8 (y-CH,), 41.8 (a-CH,), 43.3, 43.8 (N-CH,), 61.0 (O-CHs), 73.1 (O-CH,), 159.0
(C=N).

°N-NMR (30 MHz, DMSO-dg):
Ammoniak-Skala: 6/ppm =32.8 (NH5'), 74.5 (NH,), 78.9 (NH), 82.9 (NH"),
Nitromethan-Skala: 6/ppm =-348.8 (NH;'), -307.1 (NH,), -302.7 (NH), -298.7(NH").

*CI-NMR fiir CgH,,Cl,N,0 (29 MHz, D,0, NaCl):
Berechnet: Cl 27.14,
gefunden: Cl 24.63 (91 %).

MS (ESI):
m/z =189 [M + H]".
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8.2 Bestimmung der Enantiomerenreinheit

8.2.1 HPLC mit chiraler mobiler Phase

8.2.1.1 Gerate und Materialien

HPLC-System:

Waters W600 quaterndre Niederdruckpumpe, Postnova PN 7505 Entgaser, Waters W474
Fluoreszenzdetektor, = Waters  W717plus  Autosampler, EZChrom Datenaufnahme-  und

Datenauswertungssoftware.

Stationare Phase:

VDS Optilab Nucleosil 100 C-18 (10 um), 300 x 4 mm.

Nachsdulenderivatisierung:

Waters W510 Pumpe, Reaktionsschleife: 2,5 m Teflonkapillare, ID = 0,2 mm.

Chemikalien:

Acetonitril und Methanol wurden in HPLC-Qualitdt von der Firma J. T. Baker, GrieBheim, bezogen. Aqua

bidest. (= doppelt destilliertes Wasser) stammte aus hausinterner Herstellung (Finnaqua 75-E-4). Sofern
nicht anders angegeben, wurden alle weiteren Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich, Fluka, ABCR,
Roth, Bachem und Alfa Aesar bezogen. Racemisches N6-Methylarginin wurde von der Arbeitsgruppe

STEGLICH zur Verfligung gestellt.

8.2.1.2 Methoden

Saulentemperatur:
Mobile Phase:

Flussrate:

Nachsaulenderivatisierung:

Detektion:
Proben:

Standards:

Injektionsvolumen:

Retentionszeiten:

25°C
17 mM L-Prolin, 8 mM Kupfer(ll)-acetat in Aqua bidest., pH 4,5
0,5 mL/min

120 mg o-Phtaldialdehyd (angelést in 2 mL Methanol), 0,3 mL
2-Mercaptoethanol und 3 mM EDTA in 600 mL Puffer (0,1 M H3BOs, mit
verdiinnter NaOH-L6sung auf pH 9,25 eingestellt), Flussrate: 1,0 mL/ min

Fluoreszenzmessung bei A,: 340 nm und A.,: 455 nm
0,1-10 mM, angeldst im FlieBmittel

D- und L-Arginin 0,1-10 mM, racemisches N5-Methylarginin 0,1-10 mM,
alle angel6st im FlieBmittel

10 pL
D,L-Arginin 11,0 £ 0,1 min (D); 12,4 £ 0,1 min (L)

N°-Methyl-p,L-arginin 10,7 + 0,2 min (D); 12,7 + 0,2 min (L).



8 Experimenteller Teil 159

8.2.2 Polarimetrie

Alle Drehwerte wurden an einem Perkin Elmer 241 Polarimeter gemessen. Die Temperatur wurde Uber
einen Lauda-Thermostat Typ K2-D konstant bei 20 °C + 1 °C gehalten. Die verwendete Quarzkiivette
hatte eine Schichtdicke von 10,002 cm und ein Messvolumen von 1 mL. Alle Drehwerte wurden bei
589 nm (Natrium-D-Linie) bestimmt. Die Proben wurden als 2 %ige Lésungen in Aqua bidest. vermessen.

8.3 Rekombinante Herstellung, Reinigung und (Co)Kristallisation der hDDAH-1

8.3.1 Gerdte und Materialien

8.3.1.1 Gerite

Elektroblot:

Mini-Trans-Blot® Cell, Gene Pulser ® Il Electroporation System (Bio Rad Laboratories, Miinchen)
Entwicklermaschine:

Cawomat 2000 IR mit ABS-Kassette (Cawo Photochemisches Werk, Schrobenhausen)
Fermenter:

Sartorius Stedim Biotech BIOSTAT®A Plus 5 L Fermenter mit Thermostat, pH-Kontrolle und Luftzufuhr
(Sartorius Stedim Biotech, Gottingen)

Flachbett-Schiittler:
Bihler Schiittler KL2 (Edmund Bihler, Hechingen)
FPLC-System:

AKTA purifier mit Unicorn Software 5.11 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) und HiTrap®Q FF 5 mL IEX-
columns (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

Heizblock:

Techne Dri-Block DB-2D (Thermo-Dux, Wertheim)

Hochdruck-Homogenisator:

French Press Disrupter (FAO78) mit Standard Zelle FA-032 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Inkubatoren:

Ecotron und Minitron (Brutschrank mit integriertem Schiittler)

PCR-Cycler:

Primus advanced HT2X Dualblock PCR-System mit HT Manager Software (Clemens, WaldbUttelbrunn)
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Photometer:

Cary 50 UV-VIS Spektralphotometer mit Microplatten-Reader 50MPR, Cary Win UV Software Version 2.0
(Varian GmbH, Minchen)

Schiittelwasserbad:

Wasserbad GFL® 1083 (GFL Gesellschaft fuir Labortechnik, Burgwedel)

SDS-PAGE:

Mini Protean® Tetra Cell System (Bio Rad Laboratories, Miinchen)

Sequenzierer:

LI-COR® DNA Sequencer Model 4200 (LI-COR Bioscience, Bad Homburg)
Spannungsquelle fiir Agarosegelelektrophorese:

Electrophoresis Power Supply EPS 300 (Pharmacia Biotech, Freiburg)

Zentrifugen:

Laborzentrifuge: Multifuge 1S-R, Rotoren 45002006 / 75002000 (Heraeus, Osterode)
Mikrozentrifuge: Biofuge pico (Heraeus, Osterode), Kiihlzentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg)

Ultrazentrifuge: Optima® XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti, Fixed-Angle, Polycarbonat
Ultrazentrifugen Réhrchen (Beckman Coulter, Palo Alto, USA)

8.3.1.2 Materialien

8.3.1.2.1 Enzyme, Kits und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, Medien und Antikdrper wurden, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen Sigma-Aldrich, Carl Roth, Merck oder Fluka kommerziell bezogen.

Enzyme und Nucleotide:

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen, Pfu-Turbo DNA-Polymerase AD mit entsprechenden
Reaktions-Puffern, Pfu-Puffer sowie die dNTPs wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon Rot),
Genaxxon Bioscience (Biberach) oder Stratagene (La Jolla, USA) bezogen.

DNA-Isolierung und -Sequenzierung:

Fir die Plasmid-DNA-Isolierung wurde das Wizard® Plus SV-Minipreps DNA Purification System der Fa.
Promega (Madison, USA) und zur DNA-Sequenzierung das Genomelab DTCS Quick Start Kit der Fa.
Beckman Coulter (Palo Alto, USA) verwendet.

Proteingehaltsbestimmung:

Die Proteingehaltsbestimmungen erfolgten mithilfe des Pierce BCA Protein Kit (Rockford, USA) oder
mittels Bradford Bio Rad Protein Assay Kit (Mlnchen).
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Affinitdtschromatografie:
Ni2+-NTA-Agarose flr die Affinitatschromatografie wurde von der Fa. Quiagen (Hilden) bezogen.
Umpuffern:

Das Umpuffern erfolgte mittels Amicon Ultra 4 mL und 15 mL Filter-Tubes mit 10000 MWCO (Merck,
Darmstadt).

SDS-PAGE:

Fir die SDS-PAGE wurden der Mark12 Unstained Standard der Fa. Thermo Fisher Scientific oder der
PageRuler® Prestained Protein Ladder der Fa. Fermentas eingesetzt. Das Anfarben der SDS-Gele erfolgte
mittels Brilliant Blau G 250 (Carl Roth, Karlsruhe) oder PlusOne Silver Staining Kit Protein (GE Healthcare,
Minchen).

Western Blot:

Die Western-Blots erfolgten auf Hybond P PVDF-Membranen (0,2 uM Porenweite) zwischen Whatman
3MM CHR Chromatography Paper (Whatman International Ltd., Maidstone, England). Als
Priméarantikorper wurde hauptsachlich der Anti-DDAH1 Antikérper (in Kaninchen hergestellt) und als
Sekundarantikorper der Goat Anti-Rabbit IgG-Antikorper (beide Fa. Sigma Aldrich, Taufkirchen)
eingesetzt. Die Detektion der Western-Blots erfolgte mit Hilfe des ECL Plus Western Blotting Detection
System (GE Healthcare, Miinchen).

Kristallisation und Cokristallisation:

Alle Kristallisations- und Cokristallisationsscreenings erfolgten auf JCSG Core I-IV Suites der Firma
Quiagen (Hilden).
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8.3.1.2.2 Oligonukleotide

Alle Sequenzier-Primer und Mutagenese-Primer stammten aus hauseigener Synthese durch den
Arbeitskreis von Prof. Dr. Beitz. Die Reinheit der Primer wurde tGiber HPLC bestimmt.

Sequenzier-Primer:

Name Sinn Sequenz Plasmid
fwSequDDAH-
s GTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTC pQE30_hDDAH-1
1pQE30G129T
fwSequDDAH-
s CCGTGGTGCGGGCGCTAC pQE30_hDDAH-1
1pQE30G129T
rSequDDAH-
as CAAGCTAGCTTGGATTCTCACCAA pQE30_hDDAH-1
1pQE30G129T
fwpQE30 s CGGATAACAATTTCACACAG pQE30
rpQE30 as GTTCTGAGGTCATTACTGG pQE30
Mutagenese-Primer:
Die mutierten Basen sind fett gedruckt.
Name Sinn Sequenz Plasmid
fWDDAH- AAAGATGAAAATGCAACTTTAGATGGCACG pQE30_hDDAH-1_G129T
s
1pQE30G129T GATGTTTTATTCACAGGCAGAGAATTT
rDDAH- AAATTCTCTGCCTGTGAATAAAACATCC
as pQE30_hDDAH-1_G129T
1pQE30G129T GTGCCATCTAAAGTTGCATTTTCATCTTT
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8.3.1.2.3 Plasmide

(3736) BspDI - Clal HindIII (1)

(3641) Xbal
(3637) Sspl _ hY

A\ \ BsaBI* (320)
1 /| Bglll (321)
g Eagl (391)

DrdI (512)
“ Msel (567)
_ FspI (587)
(3052) Sacli

(2886) SgrAl
(2856) XmnI_
(2813) BstZ17I
(2804) BmtI

PREP4 — Ncol (517}
(2800) Nhel - 3740 bp
(2799) Afel i —— RsrIl (1001)
(2717) MauBI
(2701) NsiI .

(2681) PAIMI

(2596) AclI

- Aval - BsoBI - TspMI - XmalI (1322)
BmeT110I (1323}

. Smal (1324)

| Nrul (1340)

Bsu36I (1361)

(2276) Apall
(2256) Miul

(2074) BStEI1 - : \
(2053) Apal \ BsmBI (1641)
(2049) PspOMI e
(1981) Apol EcoRV (1810)

Abbildung 8-1:Vektorkarte des pREP4 (3740 bp).

PQE31 AC
pQE32 -G

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb

Abbildung 8-2: Vektorkarte des pQE30 (346 bp).
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8.3.1.2.4 Escherichia coli-Stamme

Name Genotyp Quelle

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE4d4 relAl
XL1-Blue ; Stratagene
lac[F’ proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet')]

F ompT hsdSB(rg, mg’) gal dcm (DE3) pRep4
BL-21(DE3)pRep4 p (re (I\T)Q{) (DE3) pRep Novagen
eo

8.3.1.2.5 Antikoérper

Primarantikorper:

Name Beschreibung Verdiinnung

Polyklonaler Antikorper gegen eine 131 AS lange
Anti-DDAH-1 Sequenz von Serin 143 bis Threonin 273 am 1:50000
N-Terminus, 0,2 mg/mL, Kaninchen, Sigma Aldrich
Monoklonaler Antikdrper gegen den 6xHistidin-Tag,

RGS-Anti His _ 1:50000°
0,2 mg/mL, Maus, Qiagen

’ Abweichungen von den hier angegebenen Verdiinnungen sind an entsprechender Stelle angegeben

Sekundarantikorper:

Name Beschreibung Verdiinnung

Polyklonaler Antikérper gegen die leichte Kette des
. Maus IgG, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert, "
Anti-Maus ) 1:50000
0,8 mg/mL, Ziege, Jackson Immuno Research

(115-035-174)

Polyklonaler Antikorper gegen die leichte und die
. . schwere Kette des Kaninchen IgG, Meerrettich- «
Anti-Kaninchen ) o ) 1:10000
Peroxidase-konjugiert, 0,8 mg/mL, Ziege, Jackson

Immuno Research (111-035-003)

: Abweichungen von den hier angegebenen Verdiinnungen sind an entsprechender Stelle angegeben
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8.3.1.2.6 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Lésungen sowie das Wasser fir molekularbiologische Arbeiten und alle Ndhrmedien fir
E. coli wurden entweder sterilfiltriert (0,2 um Porenweite) oder autoklaviert (20 min, 121 °C, 2 bar). Alle
Puffer fur die Proteinbiochemie (Reinigung etc.) wurden bei 4 °C gelagert und bei Bedarf unmittelbar vor
Gebrauch auf Raumtemperatur erwdrmt. Sofern nicht anders angegeben wurden alle Puffer und
Losungen mit Aqua bidest. hergestellt.

TAE-Puffer (50x) pH 8,0: Ladepuffer fiir DNA-Proben (10x):
40 mM Tris-acetat, 0,4% Orange G
1mM EDTA 30 % Glycerol

100 mM EDTA

Ethidiumbromid-L6sung: TBE-Puffer (10x) pH 8,3:
100 mg  Ethidiumbromid 0,89 mM Tris-base
10 mL Aqua bidest. 0,89 mM Borsaure

0,02 mM EDTA

LB-Medium: LB-Plattenagar:
10 g/L Bacto Trypon 35g LB-Lennox
10 g/L Nacl ad1lL Aqua bidest.

5g/L Hefeextrakt
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TB-Medium:

12 g/L Pepton

24 g/L Hefeextrakt
12,5g/L  K,COs
2,3g/L KH,PO,

4 mL/L Glycerol

Trenngel-Puffer pH 8,8:

1,5M Tris-base

0,4 % SDS

Kathoden-Puffer pH 8,3:

25 mM Tris-base
192 mM  Glycin

0,1% SDS

Coomassie-Farbel6sung:

lg Coomassie Brilliant Blue R250

50 mL Eisessig

125mL  Isopropanol (99,5 %)

ad 500 mL Aqua bidest.

SDS-Lade-Puffer (4x) pH 6,8:

250 mM  Tris-base

40 % Glycerol

0,02 % Bromphenolblau

8% SDS
400 mM  DTT

TBS-T-Puffer pH 7,6:

20 mM Tris-base
137 mM NaCl

0,1% Tween®20

PBS-Puffer pH 7,4:

137 mM  NacCl
2,7mM  KCI
10 mM Na,HPO,

2mM KH,PO,

Sammelgel-Puffer pH 6,8:

0,5M Tris-base
0,4 % SDS

Gel-Trockner-Losung:

50 mM Glycerol
100 mL  Ethanol (99 %)
350 mL  Aqua bidest.

Entfarbelésung:

10% Eisessig

30% Isopropanol (99,5 %)

Transferpuffer (10x) pH 8,3:

25 mM Tris-base

192 mM  Glycin

M-TBST-Puffer:

5% Milchpulver in TBS-T-Puffer
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Ponceau-Rot-S:
1% Ponceau S
3% Essigsaure

Standard-Lyse-Puffer pH 8,0:

20mM  Na,HPO,

150 mM  NaCl

1mM Benzamidin

2 mM B-Mercaptoethanol
20% Glycerol

Wasch-Puffer-Stock pH 7,0:

100 MM K,HPO,

600 mM  NaCl

1mM B-Mercaptoethanol
2mM Benzamidin

2mM EDTA

20% Glycerol

Imidazol-Stamml&sung:

10 mM Imidazol
Aqua bidest.

Lauf-Puffer pH 8,0 (IEC):

50mM  Tris-HCl

1mM B-Mercaptoethanol
10% Glycerol

1mM PMSF

Losung A (Aktivitatsassay):

80 mM Diacetylmonoxim

2 mM Thiosemicarbazid

Transfer-Puffer-Mix:

20% Methanol
10 % 10x Transfer-Puffer

Wasch-Elutions-Puffer (x mM Imidazol):

50mM  K,HPO,

300 mM  Nacl

0,5mM  B-Mercaptoethanol
1mM Benzamidin

1mM EDTA

10% Glycerol

0-200 mM Imidazol

0,5-1 mM PMSF

PMSF-Stammldsung:

100 mM PMSF
Isopropanol

Elutions-Puffer pH 8,0 (IEC):

1M NaCl
Lauf-Puffer pH 8,0

Losung B (Aktivitdtsassay):

200mL  HsPO, (85 %)
330mL  H,S0, (96 %)
750 mg NH4(SO4)2 x12 Hzo

ad1llL Aqua bidest.
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Antibiotika-Zusatze:

Name des Antibiotikums pg/mL Plattenagar
Ampicillin 100
Kanamycin 40

8.3.2 Methoden

8.3.2.1 Plasmid-DNA Isolierung (Miniprep)

5 mL LB-Medium wurden mit dem entsprechenden Selektions-Antibiotikum versetzt und mit einem
Einzelklon oder der Dauerkultur angeimpft. Nach Inkubation der Kultur Gber Nacht (10-12 h) bei 37 °C
unter Schitteln wurden 2-5 mL der Kultur abgenommen und bei 12000 x g zentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet konnte anschlieend fir die Isolierung der Plasmid-DNA verwendet werden. Die Isolierung und
Reinigung der Plasmide erfolgte mithilfe des Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System nach
Herstellerangaben, mit der Ausnahme, dass auf den Einsatz alkalischer Protease verzichtet wurde. Die
Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 30-50 pL Aqua bidest..Die DNA-Konzentrationen wurden
photometrische bestimmt und die Plasmide anschlieend bei 4 °C gelagert.

Flr die DNA-Konzentrationsbestimmung wurde folgende Formel zugrunde gelegt:
€ = Ayso % f x Verdinnung (ug/pL)
f=0,02 fur Oligonukleotide und Einzelstrang-DNA
f=0,04 fur Plasmide und Doppelstrang-DNA

Die zusatzliche Messung der Absorption bei 280 nm dient der Priifung auf Verunreinigungen durch
Proteine. Die Reinheit wurde Uber das Verhaltnis Ao nm/Azs0 nm berechnet. Als notwendige Bedingung fur
eine ausreichend reine DNA-Praparation musste das Verhaltnis Ajgg nm/Azso nm groRer als 1,8 sein.

8.3.2.2 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Ein Restriktionsverdau bestand aus 3 pL DNA-Losung aus den Miniprep-Ansatzen, 0,5 pL des
Restriktionsenzyms, 1 uL des jeweiligen Puffers und 5,5 uL Aqua bidest.. AnschlieBRend wurde 2 h bei
37 °Cinkubiert. Die Auswertung der linearisierten DNA erfolgte Uiber Agarosegelelektrophorese.

8.3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation der DNA wurden die PCR-Proben nach folgendem Schema hergestellt: 50-100 ng
DNA-Template (Miniprep) wurden mit 5 pL 10x PfuTurbo-DNA-Polymerase-Puffer, je 10 pmol dNTPs,
25 pmol sense-Primer, 25 pmol antisense-Primer und 0,8 pL PfuTurbo-DNA-Polymerase in ein PCR-Tube
gegeben und mit Aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 50 pL aufgefiillt. Ein Ansatz ohne DNA-
Template diente als Negativkontrolle auf Verunreinigungen durch die eingesetzten Reagenzien.
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Far die Amplifikation der hDDAH-1_G129T im Thermocycler wurde folgendes Temperaurprogramm

gefahren:
T(°C) Zeit (s)
Denaturierung 95 120
Denaturierung 95 30
Annealing 20 Zyklen Tm 30
Extension 72 360
Extension 72 600
Lagerung 4 oo

Die Anlagerungstemperatur (Annealing) wurde ndhrungsweise Uber die Schmelztemperatur (T,,) der
Primer mit folgender Formel berechnet:

T, =60+ (0,41 xGC)-enﬂ

GC = Guanin und Cytosin-Anteil in %
n = Basenanzahl des Primers

Zum Verdau des DNA-Templates bei der Mutagenese-PCR wurden nach erfolgter PCR die Proben mit
dem Restriktionsenzym Dpnl behandelt. Dazu wurden 44 pL des PCR-Ansatzes mit 5 pL FastDigest®-
Puffer und 1 plL FastDigest®Dpnl versetzt und anschlieBend fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die
Inaktivierung der Dpnl erfolgte bei 80 °C fiir 20 min.

8.3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Die analytische Auftrennung der aus PCR oder Verdau durch Restriktionsendonukleasen gewonnen DNA
erfolgte mithilfe der Agarose-Flachbett-Gelelektrophore, die Auskunft tiber die Reinheit der erhaltenen
DNA geben sollte. Dazu musste zunachst ein 1 %iges Gel durch Suspension von 0,5 g Agarose in 50 mL
TAE-Puffer hergestellt werden. Die Agarose |6ste sich durch 2 miniitiges Erwdarmen in der Mikrowelle.
Nach dem Abkiihlen wurde verdunstetes Wasser erganzt und 1 pL Ethidiumbromidldsung zugegeben.
Die Agaroselosung wurde in ein Geltablett gegossen und anschlieBend in die Elektrophoresekammer
gelegt. Zum Auftragen wurden 10-20 pL DNA-L6sung mit 1/10 Volumen des Agarosegel-Ladepuffers
versetzt und 0,5-5 pL der Proben in die Geltaschen pipettiert. Die Laufzeit betrug 20-30 min bei einer
Spannung von 115 V. Als Marker fiir die GréBenbestimmung der DNA wurde Pstl geschnittene A-DNA
verwendet. Die DNA-Detektion erfolgte unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 366 nm.
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8.3.2.5 DNA-Sequenzierung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten DNA-Sequenzierungen erfolgten nach der Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode von Sanger bei der Uber PCR DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange
synthetisiert werden, die mit einem bestimmten ddNTP enden.?*°

Die Probenvorbereitung fir die DNA-Sequenzierung erfolgte mithilfe des Genomelab DTCS Quick Start
Kit. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, das die fluoreszenzmarkierten ddNTPs in einem
Master-Mix verwendet werden, dem lediglich noch DNA und die entsprechenden Sequenzier-Primer
zugesetzt werden missen. Dazu wurden zunachst 50-100 fmol Plasmid-DNA mit Aqua bidest. auf ein
Volumen von 9,5 uL aufgefillt und ein Preheat durchgefihrt (s. PCR-Programm). AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von 2 pL DTCS-Master-Mix und 1,5 pL (5000 fmol/uL) des jeweiligen Primers. Das PCR-
Programm wurde nach folgendem Schema gefahren:

T(°C) Zeit (s)
Preheat 86 300
Denaturierung 96 20
Annealing 20 Zyklen 50 20
Extension 60 40
Lagerung 4 oo

Die folgende Reinigung der PCR-Produkte erfolgte nach Herstellerangaben mit Ethanolfdllung.
Abweichend vom Protokoll wurde aus Griinden der Ausbeuteoptimierung die Zentrifugationszeit bei den
Waschschritten mit Ethanol auf 5 min erhoht. Zusatzlich wurde die Vakuumtrocknung bei einer héheren
Temperatur von 43 °C fiir 10 min durchgefiihrt und die Proben anschlieRend in SLS resuspendiert. Die
Auswertung der Sequenzier-PCR-Proben erfolgte an einem Kapillarsequenzierer CEQ 8000 (iber die CEQ
8000 Genetic Analysis System Software.

8.3.2.6 Transformation in E. coli

Die Transformation erfolgte entweder in chemisch kompetenten XL1-Blue Zellen fiir die Dauerkultur
oder in kompetenten BL-21(DE3)pRep4 Zellen fir die Expression der hDDAH-1 und hDDAH-1_G129T.
Dafiir wurden 100 pL kompetente Zellen 3 min auf Eis aufgetaut und weniger als 100 ng Plasmid-DNA
zugesetzt. AnschlieBend mussten die Zellen 30 min auf Eis, 1 min bei 42 °C und weitere 2 min auf Eis
lagern. Danach wurden 900 plL LB-Medium zugesetzt und 45 min rotierend bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden bei 12000 x g pelletiert und 900 pL vom Uberstand verworfen. Das Zell-Pellet wurde im
restlichen Medium resuspendiert und auf eine geeignete antibiotikahaltige LB-Agarplatte ausplattiert. Im
Anschluss inkubierte die Platte bei 37 °C Giber Nacht. Eine zum Teil eingesetzte Schnelltransformation
verlief nach folgendem Schema: Es wurden 100 pL kompetente Zellen fir wenige Minuten auf Eis
aufgetaut und mit 0,3 pL Plasmid-DNA versetzt. Danach wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert und
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anschlieRend direkt 50 pL dieser Zellsuspension auf eine geeignete antibiotikahaltige LB-Agarplatte
ausplattiert. Im Anschluss inkubierte die Platte liber Nacht bei 37 °C.

8.3.2.7 Enzymexpression

8.3.2.7.1 Schiittelkulturen

Zunachst musste eine Vorkultur angelegt werden, indem 50 mL LB-Medium mit je 50 puL Ampicillin- (100
mg/mL) und Kanamycinlésung (400 mg/mL) und einem Klon des Konstrukts versetzt wurden. Diese
Kultur inkubierte fiir ca. 16 h bei 30 °C und 200 rpm. Anschliefend wurden 4 x 250 mL LB-Medium mit
jeweils 250 pL Ampicillin- (100 mg/mL) und Kanamycinlosung (40 mg/mL) und 10 mL der Vorkultur
versetzt. Diese Kulturen inkubierten unter den gleichen Bedingungen wie die Vorkulturen bis zu einer
optischen Dichte ODgy von ca. 0,5. AnschlieRend erfolgte die Induktion mit jeweils 100 puM Isopropyl-B-
thiogalactopyranosid (IPTG), gefolgt von einer weiteren Inkubation der Zellen fiir 6 Stunden bei 30 °C
und anschlieBender Lagerung auf Eis. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Kulturen bei 4500 x
g und 4 °C flr 15 min. Die Zell-Pellets wurden in Aqua bidest. resuspendiert und erneut bei 5000 x g und
4 °C fir 10 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen ausgewogen und in Lyse-Puffer resuspendiert.
Die Lagerung erfolgte bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung.

8.3.2.7.2 Fermenter

Zunachst wurden 5 L TB-Medium im FermentergefaR autoklaviert. Das Medium wurde mit jeweils 5 mL
sterilfiltrierter Ampicillin- (100 mg/mL) und Kanamycinlésung (400 mg/mL) versetzt. 50 mL Vorkultur
wurden (ber einen Schlauch in das Fermentergefdl gepumpt. Der Fermenter wurde nach
Herstellerangaben sowie unter kontinuierlicher Kontrolle der Sauerstoffsattigung, Temperatur, pH-Wert
und ODgy betrieben. Nach 160 Minuten und einer ODgy von 0,65 wurden die Zellen mit 500 pL IPTG
(1 M) induziert. Der Schaumbildung konnte durch dreimalige Zugabe von 200-400 pL Antifoam-Losung
entgegengewirkt werden. Die Sauerstoffsattigung wurde konstant in einem Bereich von 92-100 %
gehalten und der pH-Wert lag bei 6,93 + 0,03. Nach 460 Minuten und einer ODggo von 11,6 erfolgte die
Zellernte, indem die Zellen zunéachst auf Eis gekihlt und, wie unter Kapitel 8.3.2.7.1 beschrieben, weiter
verarbeitet wurden.

8.3.2.8 Zell-Lyse

Nach Auftauen der Zellsuspension und Zugabe von 1 mM PMSF wurde die Suspension in eine French
Press-Zelle Gberfihrt und die Zellen in 2-3 Durchlaufen mithilfe eines French Press Cell Disrupters bei
19000 psi und 4 °C aufgeschlossen. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation der Zellfragmente bei 5000 x
g und 4 °C fur 15 min. Der Zelliberstand wurde dekantiert und in Ultrazentrifugationsrohrchen
Uberfiihrt. Um die I6sliche Proteinfraktion zu gewinnen wurde anschliefend bei 100000 x g flir 45 min in
der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die l6sliche Proteinfraktion konnte auf diese Weise von den
Zelltrimmern getrennt und direkt fir die anschlieBende Affinitatschromatografie an Ni**-NTA eingesetzt
werden.
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8.3.2.9 Reinigung der hDDAH-1

8.3.2.9.1 Ni*-NTA Affinitatschromatografie

Die gesamte Reinigung an Ni*-NTA erfolgte bei einer Temperatur von 4 °C. Alle Proben und
Pufferlosungen wurden auf Eis gelagert. Allen Wasch- und Elutionspuffern musste vor Gebrauch 1 mM
PMSF zugesetzt werden. Zundchst wurde die |6sliche Proteinfraktion aus der Ultrazentrifugation mit 600-
2000 plL 50 %iger Ni**-NTA-Agarose versetzt und unter leichtem Schiitteln bei 4 °C tiber Nacht an die
Matrix gebunden. Die manuelle Chromatografie erfolgte mit einem Stufengradienten. Die Elution konnte
durch Ansetzten eines leichten Drucks durch eine Einmalspritze beschleunigt werden. Die an Ni**-NTA
gebundene Proteinlésung wurde zunadchst portionsweise in Pierce Centrifuge Columns mit einem
Volumen von 2-10 mL Uberfihrt um das Sdulenbett aufzubauen. Der Durchlauf wurde aufgefangen und
die Ni**-NTA-Protein-Matrix mit 10 Siulenvolumina Imidazol-freiem Wasch-Puffer gewaschen. Es folgte
eine Behandlung mit 10 Saulenvolumina 10 mM Imidazol-Wasch-Puffer, gefolgt von der eigentlichen
Elution mit 5 Sdulenvolumina 100 mM Imidazol-Wasch-Puffer. Noch an der Matrix befindliches Protein
konnte durch die Behandlung mit 200 mM Imidazol-Wasch-Puffer entfernt werden. Anschliefend wurde
der Proteingehalt aller Fraktionen bestimmt (Kapitel 8.3.2.11) und die Reinheit der einzelnen
Proteinfraktionen mittels SDS-PAGE analysiert (Kapitel 8.3.2.12).

8.3.2.9.2 Manuelle lonenaustauschchromatografie

Die aus der Ni*-NTA Affinitatschromatografie gewonnenen hDDAH-1 haltigen Fraktionen wurden nach
der Reinheitsprifung mittels SDS-PAGE zunachst vereinigt und wie in Kapitel 8.3.2.10 beschrieben in
einen Tris-HCI-Puffer pH 8,0 umgepuffert. AnschlieRend wurden die GE HiTrap® Q FF Saulen (1 mL, 5 mL)
mit jeweils 10 Saulenvolumina Aqua bidest. gespilt und danach mit 10 Sdulenvolumina Tris-HCl-Puffer
pH 8,0 konditioniert. Die Proteinlésungen wurden mit einer Einwegspritze langsam und mit konstantem
Druck auf die IEX-Sdule aufgetragen und der Durchlauf aufgefangen. Danach wurde die Sdule mit 5
Saulenvolumina Tris-HCI-Puffer pH 8,0 gespult und der Durchlauf erneut aufgefangen. Die anschlieRende
Elution erfolgte mit einem Stufengradienten, indem dem Tris-HCI-Puffer pH 8,0 0,1-0,5 M NaCl zugesetzt
und mit jeweils 5 Sdulenvolumina eluiert wurde. Die Eluate wurden den Konzentrationsstufen
entsprechend aufgefangen und die Reinheit mittels SDS-PAGE analysiert (Kapitel 8.3.2.12). Hochreine
hDDAH-1 enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und ggf. iber Amicon® Ultra 4 mL oder 15 mL Filter-
Tubes mit 10000 MWCO auf einen definierten Proteingehalt aufkonzentriert. Die IEX-Sdule wurde im
Anschluss an die Chromatografie mit 10 Sdulenvolumina Aqua bidest. gespult und auf 20 % (V/V) Ethanol
gelagert. Die GE HiTrap® Q FF S&dulen (1 mL, 5 mL) wurden im Rahmen der manuellen IEC mit
handelsiiblichen Einwegspritzten betrieben.
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8.3.2.9.3 FPLC-basierte lonenaustauschchromatografie (IEC)

Wie in Kapitel 8.3.2.9.2 bereits beschrieben, mussten die aus der Ni**-NTA Affinitdtschromatografie
gewonnen DDAH-1 haltigen Fraktionen zundchst umgepuffert und auf einen Proteingehalt von ca.
1-4 mg/mL eingestellt werden. Es wurde folgendes FPLC-System eingesetzt:

FPLC-System: AKTA™ Purifier mit P-901 Pumpe, M-925 Gradientenmischer, UV-900
Detektor, Frac 950 Fraktionssammler und Unicorn™ Software Version
5.11

Saule: GE HiTrap® Q FF (1 mL, 5 mL) starker Anionenaustauscher

Arbeitstemperatur: 8°C

Lauf-Puffer: Tris-HCI-Puffer pH 8,0

Elutions-Puffer: Tris-HCI-Puffer pH 8,0 mit 1 M NacCl

Flussrate: 1 mL/min Proteinauftrag; 4 mL/min Elution

Detektion: UV-Detektion bei A = 280 nm, 254 hm, 215 nm

Proteinl6sung: hDDAH-1 in 5 mL Tris-HCI-Puffer pH 8,0 (1-4 mg/mL)

Injektion: Tubing Loop Injektionsschleife 10 uL-10 mL

Elution: hDDAH-1 hochrein bei 0,1 M-0,2 M NaCl

Das Eluat wurde den Konzentrationsstufen entsprechend in Fraktionen von 4 mL aufgefangen und die
Reinheit mittels SDS-PAGE analysiert (Kapitel 8.3.2.12). Dabei wurden nur Fraktionen beriicksichtigt, die
bereits UV-spektroskopisch erfasst werden konnten. Hochreine hDDAH-1 enthaltende Fraktionen
wurden vereinigt und ggf. Gber Amicon® Ultra 4 mL oder 15 mL Filter-Tubes mit 10000 MWCO auf einen
definierten Proteingehalt aufkonzentriert. Die IEX-Sdule wurde im Anschluss an die Chromatografie mit
10 Saulenvolumina Aqua bidest. gespilt und auf 20 % (V/V) Ethanol gelagert.

8.3.2.10 Umpuffern

Die an Ni**-NTA gereinigten hDDAH-1-Fraktionen wurden in Amicon® Ultra 4 mL oder 15 mL Filter-Tubes
mit 10000 MWCO Uberfiihrt und bei 5000 x g und 4 °C 10-20 min (bei 15 mL Filter Tubes 5000 x g) auf
ein Restvolumen von ca. 0,5-2 mL eingeengt. Anschliefend wurden die Filter Tubes mit 3-10 mL Tris-HCL-
Puffer pH 8,0 aufgefillt und erneut zentrifugiert. Der Vorgang wiederholte sich ein weiteres Mal. Die
Uberstiande in den Filter-Tubes wurden abpipettiert und auf das gewiinschte Volumen verdiinnt oder auf
einen definierten Proteingehalt von 1-4 mg/mL eingestellt.

8.3.2.11 Bestimmung des Proteingehalts
Bio-Rad-Reagenz (Bradford-Methode):**

Zu 0,8-8 uL Proteinlésung wurden 100 pL Reagenz 400 pL Aqua bidest. gegeben. Nach griindlichem
Durchmischen wurde flir mindestens 5 min inkubiert und anschlieRend die Absorpion der farbigen
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Losungen bei A = 595 nm gegen einen Leerwert ohne Protein gemessen. Zur Kalibrierung wurden
Standards mit Rinderserumalbumin verwendet.

Bicinchoninsiure (BCA)-Methode:**

10 uL der zu analysierenden Proteinlosungen wurden mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit gemaR
Herstellerangaben bestimmt. Zur Probenvorbereitung wurden die Proteine zunachst mittels Pierce
Compat-Able Protein Assay Kit gefallt, um Stérungen durch Begleitstoffe zu minimieren. Alle Proben
wurden UV-VIS-spektroskopisch bei 562 nm gegen einen Leerwert ohne Protein analysiert und durch
Kalibrierung mit verschiedenen Konzentrationen Rinderserumalbumin quantifiziert.

8.3.2.12 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE in

SDS-Minigel-Apparaturen verwendet.”®

Fur die Elektrophorese wurden ein 6 %iges Sammelgel und ein
12,5 %iges Trenngel verwendet. Die Zusammensetzung ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt. Die

Mengen beziehen sich auf die Herstellung von zwei Minigelen.

Sammelgel 6 % Trenngel 12,5 %
Aqua bidest. (mL) 2,4 4
Trenngel-Puffer (mL) - 3
Sammelgel-Puffer (mL) 1 -
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (mL) 0,6 5
10 % APS (uL) 25 80
TEMED (pL) 6 10

Die Gele konnten bei 4 °C mehrere Tage gelagert werden.

Zur Probenvorbereitung wurden die entsprechenden Proteinlosungen mit SDS-Ladepuffer versetzt und
mit Aqua bidest. auf einen definierten Proteingehalt eingestellt. Zur Denaturierung der Proteine wurden
die Proben bei 95 °C fur 10 min inkubiert und anschliefend das Gel mit 2-20 ug Gesamtprotein pro
Probenspur geladen. Um die Proteine entsprechenden Molekulargewichten zuordnen zu kénnen,
mussten Molekulargewichtsmarker eingesetzt werden. Haupsachlich kamen der Markl2 Unstained
Standard und der Page Ruler® Prestained Protein Ladder zum Einsatz. Die Spannung zur
Probenkonzentrierung im Sammelgel betrug 120 V und fiir die anschlieBende Auftrennung im Trenngel
200 V. Der Austritt der Bromphenolblaubande aus dem Trenngel zeigte den Endpunkt der
elektrophoretischen Trennung an. Das Sammelgel wurde entfernt und die Auswertung erfolgte entweder
Uber Coomassie-Farbung, Silber-Farbung oder Western Blot (Kapitel 8.3.2.13). Fir die Coomassie-
Brilliant-Blau farbung wurde das Gel zunachst fir 1 h gefarbt und anschlieBend in verschiedenen
Entfarbebadern so lange entfarbt, bis die blauen Proteinbanden sichtbar wurden. Eine Silberfarbung war
auch bei vorangegangener Coomassie-Farbung maoglich. Die Durchfiihrung erfolgte mithilfe des PlusOne
Silver Staining Kit Protein nach Herstellerangaben.
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8.3.2.13 Western-Blot

Fiir die Protein-Detektion mittels Western-Blot wurde zunachst eine SDS-PAGE wie in Kapitel 8.3.2.12
durchgefiihrt. Um die Proteine einer immunologischen Detektion zuganglich zu machen, wurde sie im
Wet-Blot-Verfahren auf eine PVDF-Membran lbertragen. Dazu musste die PYDF-Membran zunachst auf
die GroBe des SDS-Gels angepasst und 30 s in Methanol &quilibriert werden. Der Aufbau des Blots
erfolgte ausgehend von der Anodenseite wie folgt: Vlies, zwei Lagen Whatman-Papier (zuvor in Transfer-
Puffer getrankt), PVDF-Membran, das luftblasenfrei aufgebrachte SDS-Gel, zwei Lagen Whatman-Papier
(zuvor in Transfer-Puffer getrankt) und zuletzt eine Lage Vlies. Die Ubertragung der Proteine auf die
Membran erfolgte bei einer Spannung von 90 V fir 2 h. Im Anschluss wurden freie Bindestellen auf der
Membran durch eine einstiindige Behandlung mit 5 % M-TBST-Puffer geblockt. Der Primarantikorper
wurde in einer Verdiinnung von 1:50000 in M-TBST-Puffer aufgebracht und iber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Die Membran wurde dreimal fiir 15 min in TBS-T-Puffer gewaschen und anschlieSend fiir eine Stunde mit
dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundarantikdrper behandelt. Die Membran wurde erneut
dreimal in TBS-T-Puffer gewaschen. Zur Detektion wurde der Blot nach Herstellerangaben mit dem ECL
Plus Western Blotting Detection Reagenz behandelt und fiir 3 min unter Schwenken inkubiert. Die
Entwicklung des Blots erfolgte durch Belichtung von Hyperfilm-ECL Folien. Die Belichtungszeit war stark
von der Signalintesitat der Chemilumineszenz abhangig und betrugi.d.R. 5 s bis 5 min. Um den Erfolg des
durchgefiihrten Blots zu bestdtigen wurde fir den entsprechenden Priméarantikérper die hDDAH-1 als
Kontroll-Protein mit entwickelt.

Im Anschluss an die fotochemische Entwicklung der Blotting-Membran konnte zusétzlich eine Ponceau S
Farbung durchgefiihrt werden. Dazu wurde die Membran zundchst mit Wasser gewaschen und
anschlieRend kurz mit Ponceau S Losung gefarbt. Die Membran wurde solange mit Wasser gespiilt, bis
die Proteine als rote Banden auf weiBem Hintergrund sichtbar wurden. Diese Farbung diente u.a. der
Detektion des Protein-Markers als Kontrolle flir die korrekte Auswertung des Western-Blots.

8.3.2.14 Kolorimetrischer in vitro Aktivitdtsassay

Der kolorimetrische in vitro Aktivitdtsassay fir die rekombinant hergestellte hDDAH-1 und
hDDAH-1_G129T erfolgte auf hitzebestandigen 96-well Mikrotiterplatten. Jede Probe, Kontrolle und
Kalibrierung wurde pro Assay in einer Dreifachbestimmung untersucht.

Zunachst erfolgte die Herstellung von Inkubationsansatzen bestehend aus den Substraten ADMA, NMMA
oder SMTC in 50 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0 in einer Endkonzentration von 300 uM (150 plL pro Ansatz).
Durch Zugabe von 3 pg rekombinanter hDDAH-1 oder hDDAH-1_G129T wurde die Reaktion gestartet.
Der Verdunstung von Wasser konnte durch Verschluss der Mikrotiterplatten mit einem Deckel
entgegengewirkt werden. Die Platte inkubierte anschlieBend fiir 30 min unter Schitteln (200 rpm) bei
37 °C. Auf jeder Mikrotiterplatte erfolgte eine Achtpunkt-Kalibrierung mit L-Citrullin in Konzentrationen
von 0-100 puM. Als Positivkontrolle wurde ein hDDAH-1 Protein-Standard mit Substrat-Loésung inkubiert
und als Negativkontrollen ein hDDAH-1 Protein-Standard ohne Substrat, ein Substrat-Ansatz ohne
Protein sowie eine Puffer-Kontrolle.

Die Derivatisierung des gebildeten L-Citrullins erfolgte mit einem Colder-Reagenz.”®® Dieses Reagenz

bestand aus den Lésungen A und B (s. Kapitel 8.3.1.2.6). Das Colder-Reagenz musste vor jedem Assay aus
einem Teil Lésung A und drei Teilen Losung B frisch hergestellt werden. Zu jedem Inkubations-Ansatz
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wurden 200 pL des Colder-Reagenz gegeben und die Mikrotiterplatte zum Schutz vor Verdunstung mit
einer hitzeresistenten Klebefolie verschlossen. Die Platte wurde zur besseren Warmeubertragung auf
einer Metallplatte bei 95 °C fur 15-20 min erhitzt. Im Anschluss kiihlte die Mikrotiterplatte unter
Lichtausschluss auf Raumtemperatur ab. Die zeitnahe Detektion erfolgte photometrisch bei einer
Wellenldange von 540,5 nm auf einer speziellen Plattenreader-Vorrichtung.
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Anhang v

Kurzfassung

Stickstoffmonoxid (NO) spielt bei einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse eine
zentrale Rolle. Eine Dysregulation dieses biologisch wichtigen Molekiils ist mit der Pathogenese
unterschiedlichster Krankheiten assoziiert. Die Herausforderung bei der Entwicklung neuer Modulatoren
des NO-generierenden Systems besteht darin, nur bestimmte NO-abhangige Effekte zu beeinflussen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Konzepte fiir die Entwicklung neuer Modulatoren zur
Beeinflussung der NO-Verfligbarkeit verfolgt.

Die durch posttranslationale Methylierung von Argininresten gebildeten und durch Proteolyse
freigesetzten endogenen Inhibitoren der NO-Synthasen (NOS) N*,N“-Dimethyl-L-arginin (ADMA) und N*-
Monomethyl-L-arginin (NMMA) sind heutzutage gut untersucht und stellen wichtige Markersubstanzen
bei kardiovaskularen Erkrankungen dar. Die biologische Funktion des erst kiirzlich in humanem Plasma
erstmalig nachgewiesenen und quantifizierten N°-Methyl-L-arginins (NDMA) ist noch weitestgehend
unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine effiziente Synthese entwickelt werden, die sowohl
NDMA als auch dessen potentiellen Metaboliten Né-MethyI-L-ornithin in acht bis zehn Stufen und guten
Gesamtausbeuten von 20 % sowie einer bisher erstmalig beschriebenen Enantiomerenreinheit von tber
99 % ee zuganglich machte. Dies wurde durch den Einsatz einer 2-Nitrophenylsulfonamid-Schutzgruppe
ermoglicht, die die selektive Monomethylierung der N°-Position zulieR und unter schonenden
Bedingungen, ohne Risiko einer Racemisierung, abgespalten werden konnte.

Natiirliches N*-Hydroxy-L-arginin (NOHA) stellt das beste Substrat der NOS dar, ist aber aufgrund seines
schlechten Arzneistoffcharakters, besonders fir die perorale Applikation, therapeutisch schwer
einsetzbar. Daher ist die Entwicklung von stabilen und bioverfiigbaren NOHA-Prodrugs von groRem
pharmakologischem Wert. Es konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass Prodrugs mit N“-
Carbamatstruktur nicht bioaktiviert wurden. In der vorliegenden Arbeit gelang es durch ein neues
orthogonales Schutzgruppenkonzept eine Synthese zu entwickeln, die Prodrugs des N“-Hydroxy-L-
arginins durch O-Konjugation der Hydroxyguanidinfunktion mit verschiedenen acetalischen Gruppen und
ohne Carbamatstruktur zuganglich machte. Durch Evaluierung verschiedener Schutzgruppenkonzepte
anhand einfacher Modellverbindungen erwies sich die Einflihrung einer Alloc-Schutzgruppe als
besonders effizient, da dessen schonende Abspaltung sowohl mit der O-glycosidischen Bindung als auch
mit den Schutzgruppen der a-Aminosaurefunktion kompatibel war. Durch den Angriff eines
Palladium(0)-Katalysators bildete sich zunachst ein m-Allyl-Komplex, der sich unter Zugabe von Dimedon
als Allylgruppenakzeptor aufloste und so das carbamatfreie N-Hydroxyguanidin lieferte. Diese Strategie
ermoglichte die Darstellung der ersten carbamatfreien Galactosyl- und Glucosyl-Prodrugs in flinf bis
sieben Stufen und guten Gesamtausbeuten. Die breite Anwendbarkeit dieser neuen effizienten Synthese
zeigte sich schlussendlich in der Darstellung des ersten Prodrugs mit offener, nicht-zyklischer
Acetalstruktur, welches eine Glycosidase-unabhdngige Bioaktivierung ermoglicht. Diese stabilen und
bioaktivierbaren O-acetalischen NOHA-Prodrugs kdnnten zukiinftig einen neuen nebenwirkungsarmen
pharmazeutischen Ansatz zur Behandlung NO-defizitarer kardiovaskularer Erkrankungen darstellen.

Die humane DDAH-1 ist ein erfolgsversprechendes Target bei der Behandlung von NO-defizitdrer
Erkrankungen. Das im Arbeitskreis CLEMENT entwickelte AbMEG stellt einen potenten und selektiven
Hemmstoff der hDDAH-1 dar. Um dessen Bindemodus im katalytischen Zentrum der hDDAH-1 besser
verstehen zu kdnnen, wurde der Inhibitor mit dem Enzym cokristallisiert. Dazu wurde im Rahmen dieser
Arbeit die hDDAH-1 rekombinant hergestellt, zweifach chromatografisch gereinigt und anschlieend
cokristallisiert. Durch eine hochprazise Strukturaufklarung mit Auflésungen von bis zu 1,8 A gelang es,
die fir die Affinitdt und Selektivitdt entscheidenden Strukturmerkmale von AbMEG herauszuarbeiten.



Vi Anhang

Abstract

Nitric oxide (NO) is involved in a plethora of physiological and pathophysiological processes.
Dysregulations of this key second messenger are associated with various disease states. Therefore,
endogenous NO levels need to be strictly regulated. The challenge in developing useful modulators of
the NO generating system is the required selectivity for distinct NO dependent effects. Hence, the aims
of this work were the development of different concepts for novel modulators to influence NO
availability.

Methylated arginines such as ADMA (asymmetric N*,N“-dimethyl-L-arginine) and NMMA
(N“-monomethyl-L-arginine) are formed by posttranslational methylation of arginine residues in proteins
and finally released by proteolysis to provide endogenous inhibitors of nitric oxide synthases (NOSs). In
fact, ADMA represents a well-appreciated marker for cardiovascular diseases (CVDs). In contrast, the
biological relevance of an Né-methylated arginine species such as Né-methyI-L-arginine (NDMA) is not
well-understood. Recent studies suggest a physiological role in humans since NDMA has been first
detected and quantified in human plasma. Thus, an efficient synthetic strategy could be developed to
afford NDMA and its putative metabolite N°-methyl-L-ornithine in eight to ten steps with good overall
yields of about 20 % and a first described enantiomeric purity of more than 99 % ee. This was
accomplished by introduction of a 2-nitrobenzenesulfonamid protecting group that enabled selective
monomethylation of the Né-position and could be removed under mild conditions with minimal risk for
racemization.

Naturally occurring N“-hydroxy-L-arginine (NOHA) is the best substrate of NO-synthases, but direct
therapeutic application is limited by its inferior drug-like properties, evoked by NOHAs deleterious
chemical and metabolic stability. To overcome these shortcomings, the development of stable and
bioavailable prodrugs provides a pharmacologically valuable strategy. In previous works it came out that
prodrugs of NOHA with carbamate structure were not bioactivated in vitro. Hence, in this work the
establishment of a straightforward synthetic concept was pursued that provided a series of diversely
substituted NOHA prodrugs by O-conjugation of the hydroxyguanidine moiety with different acetalic
groups such as monosaccharides and without N“®-carbamate structure. Therefore, an orthogonal
protecting group strategy was needed that would allow efficient synthesis of the N-hydroxyguanidine
group, but also ensured mild cleavage conditions that were compatible with the carbohydrate conjugate
and a-amino acid protecting groups. We reasoned that the Alloc protecting group could fulfill these
requirements by an attack of a palladium(0) catalyst to afford m-allyl palladium complexes which can
then be trapped by mild nucleophiles such as dimedone. This synthetic strategy allowed access to the
first described carbamate-free galactosyl and glucosyl prodrugs of NOHA in five to seven steps and good
overall yields. The widespread applicability of this efficient concept was finally demonstrated by
synthesis of a NOHA prodrug with open, non-cyclic acetalic structure which provides a glycosidase-
independent bioactivation. These stable and bioactivatable galactosyl- and glucosyl prodrugs of NOHA
may furnish a novel pharmaceutical approach for the treatment of NO dependent CVDs with a less
potential for side effects.

Human DDAH-1 is a promising target for the treatment of diseases caused by an excess of NO. AbMEG
represents a potent and highly selective inhibitor of hDDAH-1 which was developed by our group. To
understand its mode of action in the catalytic site of hDDAH-1, the inhibitor was cocrystallized with the
enzyme. Hence, in this work the hDDAH-1 was overexpressed, chromatografically purified and finally
cocrystallized with AbMEG. By high-precision structure determination with resolutions up to 1.8 A it was
possible to dissect the key structural requirements of AbDMEG for high affinity-binding to hDDAH-1 while
ensuring a desired selectivity towards NOSs and arginase.



