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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Immuntherapie gegen Tumore'”’

Trotz groBer Forschungsbemiihungen und intensiver Suche nach neuen Therapiemdglich-
keiten stellt Krebs heute immer noch eine der hédufigsten Todesursachen dar. Unter Krebs
versteht man das Auftreten von bdsartigen Tumoren, bei denen Korperzellen unkontrolliert
proliferieren und dadurch gesundes Gewebe verdrangen und zerstoren.

Die moderne Medizin bedient sich im Kampf gegen Krebs prinzipiell dreier Moglichkeiten:
Der chirurgischen Entfernung von Tumoren sowie der Bestrahlungs- und der Chemotherapie.
Obwohl vielen Patienten mit einer dieser Methoden oder einer Kombination daraus geholfen
werden kann, ist in zahllosen Féllen eine Heilung nicht moglich. So liegt die durchschnittliche
Heilungsrate, bezogen auf alle Krebsformen bei ca. 30-40%". Die beiden groBten ungeldsten
Probleme bei den konventionellen Behandlungen sind einerseits die fehlende Selektivitdt der
MalBnahmen (d. h. die Vernichtung von Tumorzellen, ohne gesundes Gewebe zu schidigen)
und andererseits die nicht vollstindige Zerstorung aller Krebszellen (ohne dass z. B. durch
metastasierende Tumorzellen Sekundirtumore entstehen).

Eine alternative, potentiell sehr wirksame Therapiemoglichkeit wiirde die Immuntherapie
darstellen. Kernpunkt dieser Strategie ist die Aktivierung des menschlichen Immunsystems
mit dem Ziel, Tumorzellen gezielt und effektiv zu bekdmpfen. Vor allem als unterstiitzende
MalBnahme, nachdem die Tumorlast durch eine der konventionellen Behandlungsmethoden
minimiert wurde, schreibt man ihr ein groBes Potential zu’. GroBer Vorteil hierbei wire die
hohe Selektivitdt, durch die sich Immunantworten auszeichnen, so dass gesundes Gewebe
nicht in Mitleidenschaft gezogen wiirde und somit die oft erheblichen Nebenwirkungen der
herkdmmlichen Therapien zu verhindern wéren. Weiterhin wire eine solche Immunantwort
nicht lokalisiert, sondern wiirde auch zur Zerstérung metastasierender Tumorzellen fiihren.
Neben einigen immuntherapeutischen Strategien wie z. B. der Verabreichung monoklonaler
Antikorper oder der intratumoralen Injektion von Entziindungsmediatoren ist vor allem eine
aktive Immunisierung unter Verwendung von Antitumorvakzinen sehr interessant. Hierdurch
sollte eine starke Immunantwort induziert werden, welche spezifisch gegen Tumorzellen
gerichtet ist. Durch Ausbildung eines immunologischen Gedichtnisses konnte aulerdem ein

erneutes Auftreten von gleichen Tumoren verhindert werden.
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1.2 Tumorassoziierte Antigene

Zur Aktivierung des Immunsystems gegen Tumorzellen ist eine Vakzinierung mit
entsprechenden Antigenen, die fiir Tumorzellen spezifisch sind, nétig. Problematisch hierbei
ist, dass es sich bei Tumorzellen im Gegensatz zu Bakterien, Viren oder sonstigen Pathogenen
um korpereigenes Material handelt. Gegeniiber korpereigenem Gewebe besitzen die
Bestandteile des Immunsystems aber notwendigerweise Toleranz, da sonst schwerwiegende
Autoimmunerkrankungen auftreten wiirden. Es konnte jedoch eine Reihe von
Molekilstrukturen auf der Oberfliche von Tumorzellen identifiziert werden, die von
malignen verglichen mit gesunden Zellen in stark erhohter Anzahl exprimiert werden. Da
diese Strukturen zwar nicht spezifisch, aber sehr charakteristisch fiir Tumorzellen sind, spricht
man von Tumor-assoziierten Antigenen. FEine wichtige Rolle hierbei spielen die
Kohlenhydratstrukturen von Oberflachenglycoproteinen. Auf malignen Zellen werden
verinderte Glycosylierungsmuster beobachtet'™!!, die als tumorassoziierte Epitope fiir die
Krebsimmuntherapie sehr interessant sind'>. Eine Klasse solcher tumorassoziierter
Kohlenhydratantigene sind die glycosidischen Strukturen, die auf Tumorzellen durch
fehlerhafte Enzymaktivititen in stark erh6hter Anzahl exprimiert werden.

Die O-Glycosylierung von Proteinen findet posttranslatorisch in verschiedenen
Kompartimenten des Golgi-Apparates statt'. Durch sequentielle Glycosylierungsreaktionen
werden komplexe Kohlenhydratseitenketten aufgebaut.

Zundchst wird N-Acetylgalactosamin (GalNAc) durch GalNAc-Transferasen auf die
Hydroxyaminosiuren Serin oder Threonin iibertragen'. In normalen Zellen schlieBt sich eine
schrittweise Vergroerung der Saccharidseitenketten unter Ausbildung von acht

verschiedenen Kernstrukturen (Core I bis Core 8)''°

an. Eine Galactosylierung des
N-Acetylgalactosamins durch eine B1,3-Galactosyltransferase fiihrt zur Bildung der Core I-
Struktur  (BGal(1—3)-aGalNAc)''®. Durch verschiedene P1,6-N-Acetylglucosaminyl-
transferasen wird die Core I-Struktur weiter glycosyliert. Beispielsweise fiihrt die
Ubertragung von N-Acetylglucosamin durch C2GnT-1 zur Core 2-Struktur (BGal-(1—3)-
[BGlcNAc-(1—6)]aGalNAc). Diese wird durch verschiedene Glycosyltransferasen in

komplexe N-Acetyllactosaminketten {iberfiihrt'’, welche anschlieBend im frans-Golgi durch

Ankniipfung von Sialinsdure oder Fucose sowie durch Sulfatierung terminiert werden.
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GalNACcT: UDP-N-Acetyl-a-D-galactosamin:Polypeptid N-Acetylgalactosaminyltransferasen
ST3Gal-I: CMP-Neu5Nac:GalP1,3GalNAc-R a2,3-Sialyltransferase-I

B1,3GalT: Core 1 B1,3-Galactosyltransferase

C2GnT-I: Core 2 B1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase-I

ST6GalNAc-1: CMP-Neu5SNac:GalNAc-R a2,6-Sialyltransferase-1

ST6GalNAc-II: CMP-NeuSNac:GalNAc-R a2,6-Sialyltransferase-I1

Abb. 1.1: Die O-Glycosylierung von Proteinen

In vielen malignen Zellen ist die Aktivitit einiger Glycosyltransferasen, speziell der

B1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase C2GnT-I deutlich vermindert, was zu einer
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Verringerung der Expression von auf Core 2 basierenden Oligosaccharidstrukturen fiihrt***'.

Hingegen akkumulieren auf den Tumorzellen die N-Acetylgalactosamin- und die Core I-
Struktur, welche in ihrer tumorassoziierten Form auch als Ty- bzw. T-Antigen bezeichnet
werden””. Uberdies fiihrt die in Tumorzellen erhdhte Aktivitit von Sialyltransferasen zur

23,24 . .
324 wodurch ein weiteres Wachsen der

vorzeitigen Sialylierung der Saccharidstrukturen
Glycanseitenketten unterbunden wird. Die Sialylierung des Tn-Antigens durch die
a2,6-Sialyltransferase ST6GalNAc-I fiihrt zum tumorassoziierten Sialyl-Ty-Antigen (STy)>,
welches vorwiegend in Ovarial-, Mamma-, Darm- und Magenkarzinomen auftritt’®?’. Aus
dem T-Antigen werden durch aST3Gal-I bzw. aST6GalNAc-II die beiden regioisomeren
(2,3)-Sialyl-T- bzw. (2,6)-Sialyl-T-Antigene gebildet®®, die auf Leukozyten von Patienten mit
akuter myeloider Leukdmie nachgewiesen wurden®*’. Das (2,3)-Sialyl-T-Antigen tritt

" und Brustkrebszelllinien®* auf. In epithelialen Tumorzellen kann

auBerdem auf Dickdarm-’
ferner die Ubertragung einer weiteren Sialinsdure auf das (2,3)-Sialyl-T-Antigen unter

Bildung des Disialyl-T- bzw. Glycophorin-Antigens stattfinden.

33-35 10,36,37

Saccharidische tumorassoziierte Antigene wurden zuerst auf Mucinen entdeckt
Hierbei handelt es sich um eine Familie hochmolekularer Glycoproteine, die von fast allen
Epithelzellen exprimiert werden. Sie zeichnen sich durch einen sehr hohen
Kohlenhydratanteil (50-90% der Gesamtmasse) sowie Doménen mit repetitiven
Aminosduresequenzen, den sogenannten fandem repeats, aus. Die tandem repeats, die
zwischen 8 (MUCS) und 169 (MUC6) Aminosduren umfassen, werden auch als PTS-Region
bezeichnet, da sie einen hohen Anteil an Prolin, Threonin und Serin aufweisen. Obwohl die
Aminosdurezusammensetzung verschiedener Mucine unterschiedlich ist, gleichen sie sich in
threm Aufbau: Sie bestehen aus einer variablen Zahl der tandem repeats (variable number of
tandem repeats VNTR), welche mit auf den oben beschriebenen Kernstrukturen basierenden
Kohlenhydratseitenketten =~ O-glycosyliert sind. Die bis heute bekannten siebzehn
verschiedenen humanen Mucine lassen sich in sekretorische und membranstindige Formen
einteilen. Die sekretorischen Mucine bilden ein hochviskoses, iliber intermolekulare
Disulfidbriicken verkniipftes oligomeres Sekret (mucus), welches den Epithelien des
gastrointestinalen, respiratorischen und reproduktiven Traktes zum Schutz dient. Die
membrangebundenen Mucine hingegen sind iiber eine hydrophobe Doméne in der
Plasmamembran  verankert und sind neben ihrer Schutzfunktion auch an

Zelladhésionsprozessen und der intrazelluldren Signaltransduktion beteiligt.
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Das Mucin MUCT**** wurde als erstes Mucin durch monoklonale Antikérper aus humaner
Milch isoliert. Es weist keine gewebsspezifische Verteilung auf, sondern kommt ubiquitir auf
Epithelzellen vor. MUCI1 wird in Form eines Heterodimers exprimiert, wobei sich die beiden
Proteinteile in ihrer Grof3e stark unterscheiden. Das groBere der beiden Fragmente bildet die
aus tandem repeats aufgebaute extrazellulire Doméne. Die aus 20 Aminosiuren gebildete
Sequenz  dieser repetitiven = Wiederholungseinheiten  beinhaltet fiinf  potentielle

O-Glycosylierungsstellen.

-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-

Abb. 1.2: Wiederholungseinheit des MUC1

Verursacht durch allelischen Polymorphismus variiert die Liange der extrazelluldiren Doméne
sehr stark, sie besteht aus 20 bis 120 Wiederholungen der tandem repeats*>*®. Durch den
hohen Anteil des helixbrechenden Prolins, der Vielzahl komplexer Kohlenhydratseitenketten
und der durch die bei physiologischem pH-Wert deprotonierten Sialinsdure verursachten
elektrostatischen Abstoung nimmt MUCI eine gestreckte Konformation ein*, die weit (200-
500 nm) in das Lumen hineinragt*’.

Das Mucin MUC4*® wurde erstmals 1991 aus tracheobronchialem Gewebe isoliert”. Aufer
in Trachea und Bronchien wird es u. a. in Lunge, Zervix und dem Gastrointestinaltrakt
exprimiert. Auch das membranstindige MUC4 bildet ein Heterodimer, welches sich aus der
Muc4-a-Kette und der membranassoziierten MUC4-B-Kette zusammensetzt. Die tandem
repeat Wiederholungseinheiten des MUC4 wird von 16 Aminosduren gebildet und besteht zu

fast 50% aus den potentiell O-glycosylierten Hydroxyaminosduren Serin und Threonin.

-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-
Abb. 1.3: Wiederholungseinheit des MUC4

Bei MUC4 handelt es sich um das grofite bisher bekannte Mucin, wobei es bedingt durch die
vielen O-Glycane ebenfalls eine starre, gestreckte Konformation aufweist. Der extrazelluldre
Teil ragt 1120-2120 nm tiiber die Zellmembran hinaus und damit weiter als bei allen anderen
bisher bekannten Oberflichenglycoproteinen. Daher wird vermutet, dass das
membrangebundene  MUC4 eine wichtige Rolle bei Zelladhdsions- und Zell-Zell-

Kommunikationsprozessen spielt.
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Im Vergleich mit gesunden Zellen ist bei Krebszellen die Expression von Mucinen stark
erhoht**>%. AuBerdem ist die Expression nicht mehr auf die apicale Seite der Zelle beschrénkt,
vielmehr werden sie auf der gesamten Zelloberfliche exprimiert. Zusétzlich fiihrt das
Auftreten der vorher beschriebenen, verkiirzten Kohlenhydratseitenketten®® nicht mehr zu
einer Abschirmung des Peptidriickgrates, wodurch neue, auf gesunden Zellen maskierte

Peptidepitope fiir das Immunsystem zuginglich werden™.

Y

Normalzelle

Verkirzte Glycan-
Seitenketten

Freiliegende
Peptidepitope

Tumorzelle

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Mucinstruktur auf gesunden und auf Tumorzellen

Neben den verdnderten O-Glycanen stellen somit auch diese nun freien Peptidepitope
tumorassoziierte Antigene dar.

Fraglich ist, warum trotz der Expression dieser tumorassoziierten Antigene die malignen
Zellen nicht direkt vom Immunsystem erkannt und abgetotet werden. Tatsdchlich kdnnen in
vivo oft Immunantworten gegen Tumore festgestellt werden. So ist das neoplastische Gewebe
oft stark von Lymphocyten infiltriert’>™’. Diese TILs (tumor infiltrating lymphocytes) waren
in der Lage, Melanom-Zelllinien in vitro zu lysieren. Im Serum von Krebspatienten lassen
sich hdufig Antikorper gegen tumorassoziierte Antigene, wie die MUCI1 tandem repeat

60-64

Sequenz, nachweisen” . Besonders immunogen hierbei scheint das PDTRPAP-Motiv zu

65,66

sein ", welches eine hoch definierte turn-Struktur bildet, die aus dem gestreckten Peptid-

Riickgrat herausragt und somit fiir die Komponenten des Immunsystems leicht zugénglich ist.
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Diese immundominante Doméne wird von verschiedenen, gegen MUCI1 gerichteten
monoklonalen Antikérpern erkannt. Eine starke Immunantwort gegen MUC1 wird mit einer
erhdhten Uberlebenswahrscheinlichkeit in Zusammenhang gebracht®’.

Tumorzellen entwickeln jedoch Strategien, um der Zerstérung durch das Immunsystem zu
entgehen. So verhindern einige Tumoren die Entwicklung einer Entziindungsreaktion durch
Sekretion von Cytokinen wie IL-10 oder dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(vaskular endothelial growth factor, VAGF), welche die Aktivierung und Differenzierung von
Lymphocyten sowie die Produktion pro-inflammatorischer Lymphokine unterbinden. Auch
wenn Krebszellen von Lymphocyten erkannt werden, kann das Fehlen costimulatorischer
Signale zur Anergisierung dieser Lymphocyten und damit zur Toleranz fithren®®. Weiterhin
zeigen Tumorzellen oft eine verminderte Expression von MHC-Molekiilen®, wodurch die
Prisentation der tumorassoziierten Antigene nur unzureichend moglich ist. MUCI iibt
auBerdem, vor allem wenn es von Tumorzellen in 16slicher Form in das Serum abgegeben

70,71

wird, eine immunsuppressive Wirkung aus™"". Eine starke Expression und Sekretion von

MUCI durch Krebszellen kann mit einem hohen Metastasierungspotential und daher einer
schlechten Prognose assoziiert werden’* .

Somit ist das Immunsystem in der Regel nicht oder nur unzureichend in der Lage, Krebszellen
zu erkennen und zu zerstdren.

Ziel der Immuntherapie ist es, diese Toleranz des Immunsystems gegeniiber den Krebszellen
zu brechen und eine starke, selektiv gegen Tumorzellen gerichtete Immunantwort zu
induzieren. Durch chemische Synthese hergestellte Vakzine’, welche auf den
tumorassoziierten tandem repeat Sequenzen der Mucine sowie den beschriebenen entarteten
Kohlenhydratstrukuren basierende Glycopeptide enthalten, stellen einen vielversprechenden
Ansatz zur Immuntherapie dar. Gerade diese Kombination aus tumorassoziierter
Kohlenhydratseitenkette wund tumorassoziierter Peptidsequenz sollte eine selektivere
Immunantwort zur Folge haben, als sie jede der beiden Teilstrukturen allein ausldsen
konnte’®”. Idealerweise findet hierbei sowohl eine Aktivierung von cytotoxischen Zellen als
auch eine von Ty-Zellen vermittelte Produktion von spezifischen Antikdrpern durch
B-Lymphocyten statt. Durch chemische Synthese hergestellte Glycopeptid-Vakzine mit

definierter Struktur®

sind fiir Immunisierungsexperimente vorteilhafter als aus natiirlichen
Quellen aufgereinigte Glycoproteine, da sie deren groBe Mikroheterogenitdt, welche

Ergebnisse leicht verfalschen kann, nicht aufweisen.
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1.3 Festphasensynthese von (Glyco-)Peptiden

Glycopeptide mit chemisch exakt definierten Strukturen sind durch biochemische oder
gentechnologische Techniken nur schwer erhéltlich, da bei der Biosynthese die
Glycosylierung ein posttranslatorischer Prozess ist. Andererseits sind solche Peptide auch
nicht durch Gewinnung und Reinigung aus natiirlichen Quellen isolierbar, da insbesondere die
saccharidischen Strukturen eine Mikroheterogenitit aufweisen und somit hochreine
Glycopeptidstrukturen auf diese Weise nicht zugidnglich sind. Diese sind jedoch fiir
Immunisierungs- und Vakzinierungsexperimente unbedingte Vorraussetzung. So bleibt nur
die chemische Synthese als Zugang zu solchen exakt definierten Glycopeptiden.

Die Glycopeptidsynthese kann grundsitzlich in Losung oder an der festen Phase durchgefiihrt
werden, wobei sich gerade zum  Aufbau  komplizierter  Strukturen  die
Festphasenpeptidsynthese® durchgesetzt hat. Sie geht zuriick auf die Pionierarbeiten von
R. B. Merrifield** (Nobelpreis 1983). Kernpunkt dieser Strategie ist, dass die Startaminosiure
an eine polymere Matrix gebunden vorliegt. In iterativen Schritten wird eine N-geschiitzte
Aminosdure gekuppelt, der N-Terminus deblockiert und die ndchste Aminosédure angebunden.
Durch diese sequentielle Vorgehensweise konnen auch lidngere Peptide relativ schnell
aufgebaut werden. GroBer Vorteil hierbei ist, dass die in Losung vorliegenden Reagenzien
durch einfaches Filtrieren und Waschen von der am unléslichen Polymer immobilisierten
Peptidkette abgetrennt werden konnen. Hierdurch entfallen aufwendige Reinigungsschritte fiir
die Zwischenstufen. Der Einsatz groBBerer Reagenzieniiberschiisse ist leicht zu realisieren und
ermoglicht somit hohe Ausbeuten in den einzelnen Kupplungsschritten. Ein weiterer Vorteil

ist die leichte Automatisierbarkeit der gesamten sequentiellen Peptidsynthese.
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Abb. 1.5: Prinzip der sequentiellen Festphasenpeptidsynthese

In Abhéngigkeit von der fiir die Blockierung des N-Terminus verwendeten Schutzgruppe
unterscheidet man hauptsdchlich zwei Synthesestrategien: Bei der Boc-Strategie kommt die

sdurelabile fert-Butyloxycarbonyl-(Boc)Gruppe™™*

als tempordre Aminoschutzgruppe zum
Einsatz. Die Abspaltung erfolgt durch 20-50%ige Trifluoressigsdure. Ein Nachteil dieser
Synthesetaktik ist, dass viele glycosidische Bindungen saureempfindlich sind®. Auch kann es
durch Spaltung der Peptidbindungen wihrend der wiederholten Saurebehandlung zu
Ausbeuteverlusten kommen. Diese und weitere Nachteile haben dazu gefiihrt, dass die Boc-

Strategie  heutzutage weniger Anwendung findet. Eine Alternative stellt die



10 1 Einleitung

Fmoc-Strategie®®®” dar. Hier dient die basenlabile Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-

Grupp688—90

zum tempordren Schutz des Aminoterminus. Die Spaltung erfolgt durch
sekundire Basen wie Piperidin®' oder Morpholin®®. Da diese Synthesetaktik unter milderen
Bedingungen erfolgt, stellt sie die heute am haufigsten genutzte Methodik dar.

Um Nebenreaktionen wihrend der Peptidsynthese zu vermeiden, miissen sdmtliche
Seitenkettenfunktionalititen der eingesetzten Aminosduren durch zur jeweiligen
Synthesestrategie orthogonale Schutzgruppen” blockiert sein. Bei der Fmoc-Strategie werden
iblicherweise sdurelabile Schutzgruppen wie z.B. tert-Butyl- oder Trityl- verwendet. Die
Boc-Strategie hingegen wird typischerweise mit hydrogenolytisch abspaltbaren Benzyl-
Schutzgruppen  durchgefiihrt.  Entsprechende  geschiitzte =~ Aminosdurederivate  mit
verschiedenen Schutzgruppenmustern sind kommerziell erhéltlich.

Um nach erfolgter Synthese das gewiinschte Peptid leicht vom polymeren Trdger ablosen zu
kénnen, erfolgt die Verankerung der Startaminoséure iiber eine Ankergruppe’, die selektiv
und unter moglichst milden Bedingungen gespalten werden kann, ohne dass die
Amidbindungen des Peptides gefdhrdet werden. In der Fmoc-Strategie sind sdurelabile
Ankergruppen, wie der Wang-"> (p-Hydroxybenzylakohol, PHB) oder der Trityl-Linker’®®’
gebrauchlich. Diese lassen sich mit Trifluoressigsdure spalten, wobei sdmtliche sdurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen ebenfalls entfernt werden. Diese simultane Abspaltung und
Deblockierung spart weitere Reaktions- und Reinigungsschritte. Falls notig, kann der Trityl-
Anker auch bereits durch verdiinnte Trifluoressigsdure gespalten werden, wodurch der
Zugang zu Peptiden mit geschiitzten Seitenkettenfunktionalitdten ermoglicht wird. Dariiber
hinaus kann heute je nach Verwendungszweck aus einer Vielzahl an Ankergruppen mit
unterschiedlichsten Abspaltungsbedingungen gewéhlt werden.

Zur in situ-Aktivierung der Aminosdurebausteine fiir die Kupplungsreaktion gibt es eine

98,99

Vielzahl von Kupplungsreagenzien"". Vorwiegend eingesetzt werden heute Uroniumsalze

1
0 oder

wie O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU)
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’ ,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)'"1%,
Diese sind den frither hédufig verwendeten Carbodiimiden wie Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC)'*, Diisopropylcarbodiimid (DIC) oder N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbo-
diimid-hydrochlorid (EDC)'® sowohl in der Reaktivitit als auch in der Unterdriickung von
Racemisierung iiberlegen. Uberdies entsteht bei der Kupplung mit DCC schwerldslicher

Dicyclohexylharnstoff, der sich nur schwer vom polymeren Triger abtrennen lésst.
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Abb. 1.6: Gingige Kupplungsreagenzien

O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU)'*>'%
stellt das effektivste, aber auch teuerste Uroniumsalz dar. Durch Rontgenstrukturanalysen
konnte gezeigt werden, dass HBTU und HATU tatsdchlich nicht als Uroniumsalze (O-HxTU)

sondern als Guanidiniumverbindungen (N-HxTU) vorliegen'®”'*®

. Zur Beschleunigung der
Reaktion werden 1-Hydroxybenzotriazol (HOB1)'”  bzw. 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
(HOA)'" als Additive zugesetzt. Dies sorgt zudem fiir eine weitere Herabsetzung der
Racemisierungsgefahr.

Die effektivste Strategie fiir die Synthese von Glycopeptiden besteht in der Verwendung von
glycosylierten Aminosdurebausteinen''’ in der normalen Festphasenpeptidsynthese. Die
funktionellen Gruppen der saccharidischen Strukturen miissen hierbei durch geeignete, zur
Fmoc-Strategie orthogonale Schutzgruppen blockiert werden, um Nebenreaktionen bei der
Peptidsynthese auszuschlieBen. Die gebriuchlichsten Schutzgruppen hierfiir sind Acyl- (vor
allem Acetyl) und Benzylschutzgruppen. Nach Abspaltung des Glycopeptids vom Harz
konnen die Benzylgruppen hydrogenolytisch und die Acetylreste durch basische Verseifung

oder Umesterung entfernt werden.
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2 Zielsetzung

Glycopeptide, die Partialstrukturen tumorassoziierter Oberflaichenglycoproteine darstellen,
sind vielversprechende Ausgangssubstanzen fiir die Krebsimmuntherapie. Durch
Vakzinierung mit solchen Glycopeptiden erhofft man sich, eine starke Immunantwort gegen
Krebszellen zu bewirken. Jedoch 16sen solch relativ kleine Molekiile (sogenannte Haptene)
meistens keine oder nur eine sehr schwache Immunantwort aus, welche nicht in der Lage ist,
die Toleranz des Immunsystems gegeniiber Krebszellen zu brechen.

Die Aktivierung von naiven B-Zellen, welche die Proliferation und Differenzierung zu
AntikOrper-sezernierenden Plasmazellen zur Folge hat, bendtigt neben der Bindung des
spezifischen Antigens an den B-Zell-Rezeptor auch die Stimulation durch aktivierte T-Helfer-
Zellen''?. Die Haptene werden zwar von den fiir sie spezifischen B-Lymphocyten erkannt,
jedoch enthalten sie normalerweise keine T-Zell-Epitope, so dass keine Aktivierung von
Tu-Lymphocyten stattfindet.

Es ist daher notig, diese Haptene durch Modifikationen immunogener zu gestalten, um eine
starke Immunantwort zu erzielen. Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von Glycopeptiden
basierend auf den tumorassoziierten tandem repeat-Sequenzen der Mucine MUCI1 und

MUCA4, welche auBerdem noch tumorassoziierte Kohlenhydratseitenketten tragen.

A et A

HOOC

HoN, NH

7
\

MUCI1-Zielstruktur

x%x%xﬁ&ﬁxﬁ%xxﬁx#

MUC4-Zielstruktur

z
£

COOH
HO OH COOH oM
R= H \/w

Abb. 2.1: Glycopeptid-Zielstrukturen
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Hierzu ist zunichst die Darstellung von glycosylierten Aminosiurebausteinen''' notwendig,
welche zur Festphasensynthese der Glycopeptide nach der Fmoc-Strategie verwendet werden
konnen.

Die Glyosylierung des MUCI-Peptides soll hierbei am Thr(3) erfolgen, welches die
immundominante Domidne PDTRPAP flankiert. Auf diese Weise soll eine Beeinflussung der
Konformation dieses Peptidabschnittes durch die Glycanseitenkette verhindert werden. Ein
weiterer Grund flir die Wahl dieser Glycosylierungsstelle ist die Beobachtung, dass in den
tandem repeats der Mucine sehr hiufig die Aminosiuresequenz -Thr -AS-AS-Pro- mit einem
Prolin in Nachbarschaft zur glycosylierten Aminosdure auftritt®™. Es wird vermutet, dass die
Erkennung dieses Threonins durch die Glycosyltransferase und daher auch die
Glycosylierung von dem durch das Prolin induzierten B-Turn der Proteinkette abhéngt. Damit
auch in den MUC4-Modellverbindungen eine solche Struktur vorliegt, ist die Glycosylierung
des MUC4-Peptides am Thr(10) geplant.

Diese Glycopeptide sollen in eine immunogenere Form iiberfiihrt werden, um sie als mogliche
Anti-Tumor-Vakzine zu nutzen.

Die élteste, heute immer noch sehr hdufig genutzte Methode hierfiir ist die kovalente Bindung

13114 “Nach der Prozessierung solcher Konjugate durch

der Haptene an Carrier-Proteine
antigenprasentierende Zellen werden nicht nur Fragmente des Haptens, sondern auch
Peptidfragmente von T-Zell-Epitopen, welche aus dem Triagerprotein stammen, iiber MHCII-
Komplexe préisentiert. Hierdurch wird die Aktivierung von Ty-Zellen moglich, welche

wiederum auch die B-Zellen zur Proliferation und Differenzierung anregen.

O - BSA, KLH

Abb. 2.2: Schematische Darstellung von Carrierprotein-Glycopeptid-Konjugaten

. MUC-Glycopeptid

n

Die dargestellten Glycopeptide sollen daher an Tridgerproteine wie Rinderserumalbumin

"5 oder das Hiamocyanin der Schliisselloch-Napfschnecke

116

(bovine serum albumin, BSA)
(keyhole limpet hemocyanin, KLH) "~ angebunden werden, um eine robuste Immunantwort zu
erzielen. Die Konjugation der multifunktionellen Glycopeptide soll durch eine hoch
chemoselektive Reaktion erfolgen, um zu definierten Konjugaten zu gelangen.

Dariiber hinaus sollen noch weitere Methoden zur Steigerung der Immunogenitit der
Glycopeptide angewendet werden. Hierzu zihlt die Synthese von dendrimeren Glycopeptiden
nach der MAP-Methodik von Tam''’, mit der schon hiufig Immunantworten gegen Peptide

erzeugt werden konnten.
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| MUC-Glycopeptid ’\
| MUC-Glycopeptid |/

| MUC-Glycopeptid }\ /

| MUC-Glycopeptid I/

Lys-OH

Abb. 2.3: Schema MAPs

Weiterhin sollen durch die Konjugation der Glycopeptide an ein Mitogen oder ein
universelles T-Zell-Epitop vollsynthetische, chemisch exakt definierte Vakzinkandidaten fiir
Immunisierungsexperimente dargestellt werden. Die Konjugation soll hierbei iiber ein nicht

immunogenes Spacermolekiil erfolgen.

(MUC-Glycopeptid
(MUC-Glywpeptid] T-Zell-Epitop

Abb. 2.4: Schema Mitogen- bzw. T Epitop-Komjugate
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Synthese der glycosylierten Threonin-Bausteine fiir die Glycopeptid-

synthese an der festen Phase
3.1.1 Syntheselberblick

Die Synthese der mit tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigenen glycosylierten Threonin-

48,118

Bausteine erfolgt nach einer etablierten Strategie . Hierbei wird ein biomimetischer

Ansatz verfolgt, bei dem zunichst ein zentrales N-Acetylgalactosamin-Threonin-Konjugat' "
dargestellt wird. Dieses ldsst sich entweder zum Ty-Antigen-Baustein deblockieren oder
durch weitere lineare Synthese schrittweise zum Sialyl-Tx-, T- oder den beiden regioisomeren

Sialyl-T-Bausteinen erweitern.
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Abb. 3.1: Uberblick iiber die biomimetische Synthese

Durch diesen biomimetischen Ansatz sind alle tumorassoziierten Antigenstrukturen der
Glycophorinfamilie aus gemeinsamen Vorstufen unter minimalen Schutzgruppen-
manipulationen zugdnglich. Ein weiteres positives Merkmal dieser Strategie ist die
Einfiihrung der sehr teuren Sialinsdure in jeweils einem der letzten Schritte der Synthesen.

Die Antigen-Bausteine sind hierbei im Saccharidteil mit zur Fmoc-Gruppe orthogonalen
Schutzgruppen versehen, so dass sie direkt zur Festphasen-Synthese von Glycopeptiden nach

der tblichen Fmoc-Strategie verwendet werden konnen. Hierfliir werden hauptsidchlich
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Acetylschutzgruppen verwendet, da sie die empfindlichen glycosidischen Bindungen
stabilisieren'?’. Erst dadurch wird die Spaltung sdurelabiler Seitenkettenschutzgruppen oder
Anker durch Trifluoressigsdure moglich. Nach erfolgter Peptidsynthese lassen sich die
Acetylschutzgruppen unter sehr milden Bedingungen durch Umesterung nach Zemplén''
entfernen.

Bei den Synthesen von Glycopeptiden in dieser Arbeit werden der Tn-, der STn- und der
(2,3)-ST-Antigen-Baustein verwendet. Diese beiden sialylierten Antigene weisen die grofite

Tumorspezifitit der beschriebenen Kohlenhydratantigene auf und sind daher von besonderem

Interesse fiir die Entwicklung von Antitumorvakzinen.

3.1.2 Synthese des Tn-Antigen-Bausteins

Zur Synthese des zentralen N-Acetylgalactosamin-Bausteins ist zunédchst die Darstellung
eines geschiitzten Threonin-Derivates ndtig, welches anschlieBend mit einem geeigneten
Glycosyldonor umgesetzt werden kann.

Da die spitere Peptidsynthese nach der Fmoc-Strategie erfolgen wird, empfiehlt es sich, die
Fmoc-Schutzgruppe zum Blockieren der Aminofunktion bereits frith einzufiihren. Dies
gelingt durch Umsetzen von L-Threonin mit N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-

succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu)'*

in fast quantitativer Ausbeute. Die Carboxylfunktion
von (1) muss nun mit einer zu Fmoc orthogonalen Schutzgruppe versehen werden. Ein
Benzylester'> erfiillt diese Anforderung und lisst sich durch Reaktion mit Benzylbromid in

hoher Ausbeute darstellen.

HO HO Benzylbromid, HO
Fmoc-OSu, NaHCO;
N8.2CO3 BU4NBI'
—_— A
OH Dioxan/Hy0 OH  ch,cl, H,0 OBn
HoN (99%) FmocHN (89%) FmocHN
o) 0 o

O] ()

Abb. 3.2: Synthese Fmoc-Thr-OBn

Die Synthese eines fiir die folgende Glycosylierungsreaktion geeigneten Donors erfolgt in
fiinf Stufen ausgehend von D-Galactose. Diese wird zundchst mittels Acetanhydrid/Pyridin
peracetyliert und anschlieBend durch aus Acetylbromid und Wasser in situ erzeugten
Bromwasserstoff in Eisessig in das anomere Bromid iiberfiihrt. Durch reduktive Eliminierung
mit aktiviertem Zinkstaub in Essigsdure ldsst sich aus diesem in hoher Ausbeute das 3,4,6-

Triacetylgalactal (4) darstellen'**.
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Abb. 3.3: Synthese Galactal

Zum Einfiihren einer maskierten Aminogruppe in 2-Position wird das Azidonitratisierungs-

Verfahren nach Lemieux'®

benutzt: Durch Umsetzen des Galactals (4) mit
Cer(IV)ammoniumnitrat und Natriumazid in Acetonitril bei —25 °C gelingt das regio- und
stereoselektive Einfiihren einer Azidfunktion, welche spéter durch Reduktion leicht in die

gewiinschte Aminogruppe tiberfiihrt werden kann.

OAc
AcO NaNs AcO OAc
0 Ce(NHy),(NO3)6 0
—_—
AcO 2\ MeCN,-30°C AcO
(62%) N3 " ONO,

@ ®)

Abb. 3.4: Azidonitratisierung

Nach einem von Lemieux vorgeschlagenen Mechanismus'®® geht man von einem
radikalischen Ablauf dieser Reaktion aus: Das Azid-Ion wird zunichst von einem Aquivalent
Cer(IV)ammoniumnitrat zum Azidradikal oxidiert. Dieses greift nun elektrophil die
elektronenreiche Doppelbindung (es handelt sich hierbei um einen Enolether) des Galactals
an, wobei es hierbei die energetisch giinstigere Adquatoriale Position bevorzugt. Das
entstehende anomere Radikal wird von einem weiteren Aquivalent Cer(IV)ammoniumnitrat
zum Kation oxidiert. Die Stabilisierung des Kations durch die freien Elektronenpaare des
Ringsauerstoffs erkldrt die hohe Regioselektivitit der Reaktion. Das Kation reagiert
anschlieBend mit einem Nitrat-Anion zum gewiinschten Azidonitrat, welches als

Anomerengemisch anfillt.

OAc AcOOAc
AcOOAC AcO ¢ o AcOOAc
o °N; (0] Lot \@ NO;3~ o)
—_— AcO — | AcO E——
AcO ~ ) Cett AcO
— ~ ! -Ce N3 ON02
N3 N3

Abb. 3.5: Mechanismus der Azidonitratisierung
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Das Azidonitrat (5) ist sehr hydrolyseempfindlich, besonders wenn es an Kieselgel adsorbiert
vorliegt'*. Die flashchromatographische Reinigung sollte daher sehr ziigig durchgefiihrt
werden. In gereinigtem Zustand ldsst sich (5) jedoch im Tiefkiihlschrank und unter Argon
mehrere Wochen lang aufbewahren, ohne dass Zersetzung auftritt.

Die Umwandlung in einen geeigneten Glycosyldonor gelingt durch Reaktion des
Anomerengemisches mit wasserfreiem Lithiumbromid in Acetonitril'”’. Diese Substitution
verlduft durch den anomeren Effekt stereokonvergent, es wird ausschlieBlich das a-Anomer

(6) gebildet.

AcO OAc AcO QAc
0 LiBr (@]
_—
AcO MeCN AcO
N3 "ONO, (94%) N3

Br
5
(©) ©)

Abb. 3.6: Synthese Galactosylbromid

Obwohl neuere Erkenntnisse zeigen, dass das anomere Bromid (6) chromatographisch
128

gereinigt werden kann und in gereinigter Form auch lédngere Zeit unzersetzt lagerbar ist =,
wird das Rohprodukt direkt in der folgenden Glycosylierungsreaktion eingesetzt. Diese
erfolgt nach einer von Paulsen und Holck'” eingefiihrten Variante der Koenigs-Knorr-
Glycosylierung'*’. Hierbei wird ein Gemisch aus wasserfreiem Silber(I)perchlorat und

Silber(I)carbonat zur Aktivierung des Bromids (6) verwendet'*''*,

AcO OAc
0 Aco OAc
AcO (0]
N3
AcO
© P Ns
+ AgClO4’ Ag2CO3’ 0
HO 4A MS
Toluol/CH,Cl, 1:1
OBn (98%) OBn
FrnocHN FmocHN
o) (0]

Abb. 3.7: Koenigs-Knorr-Glycosylierung

Da die Azidfunktion nicht nachbargruppenaktiv ist, entsteht aufgrund des anomeren Effektes
hauptsdchlich das gewiinschte a-Anomer (7). Nach flashchromatographischer Reinigung

kann das Produkt anomerenrein und in hoher Ausbeute isoliert werden.
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Durch reduktive Acetylierung mit Zinkstaub in einem THF/Acetanhydrid/Essigsdure-

Gemisch lisst sich anschlieBend die Azidfunktion in eine Acetamidogruppe umwandeln'™.

AcO QAc AcO QR
o (0]
AcO
AcO N AcHN
3 Zn, THF/Ac,0/AcOH (69%) S
o) -
oder AcSH/Pyridin (82%)
OBn OBn
FmocHN FmocHN
(0] (0]

Q)] ®

Abb. 3.8: Reduktive Acetylierung

Alternativ lasst sich diese Umsetzung auch mit einem Gemisch aus Pyridin und frisch
destillierter Thioessigsdure erzielen'**. Das gewiinschte N-Acetylgalactosamin-Threonin-
Konjugat (8) wird in hoher Ausbeute erhalten.

Der Benzylester wird nun hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle unter

Wasserstoffatmosphére gespalten.

AcO OAC AcO OAc
o O
AcO
ACOA—T AcHN
cHN Pd/C, H,
o _— O,
MeOH
(93%)
OBn OH
FmocHN FmocHN
o (¢}

®) (&)

Abb. 3.9: Spaltung des Benzylesters

Es empfiehlt sich, die Reaktion diinnschichtchromatographisch zu verfolgen und nach
Abreagieren des Eduktes sofort abzubrechen, da bei langeren Reaktionszeiten auch die Fmoc-
Schutzgruppe angegriffen wird. Nach flashchromatographischer Reinigung erhélt man das fiir

die Peptidsynthese geeignete Tn-Threonin-Konjugat (9).
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3.1.3 Versuch der Synthese des Ty-Antigen-Bausteins durch Nitrogalactal-Verknipfung

Obwohl die vorher dargestellte Synthese des Tn-Bausteins eine funktionierende und oft
genutzte Syntheseroute darstellt, beinhaltet sie doch mehrere problematische Schritte. Die
Azidonitratisierung verlduft meist nur mit méfigen Ausbeuten. Die Glycosylierungsreaktion
selbst ist nicht sonderlich robust, die Ausbeuten schwanken betrichtlich und oft sind nur
mifBige Ausbeuten zu erzielen. Alle zur Glycosylierung benutzten Ldésungsmittel und
Reagenzien miissen penibel getrocknet werden, was insbesondere beim kristallwasserhaltigen
Silber(I)perchlorat aufwendig ist. Auch verlduft die Glycosylierung nicht komplett
stereoselektiv, die vollstindige chromatographische Abtrennung des unerwiinschten
Anomeren kann mitunter Probleme bereiten.

Eine interessante Alternative zur vorgestellten Synthese wurde von Schmidt et al.

3138 - Kernstiick dieser Synthese ist die basenkatalysierte Verkniipfung eines

publiziert
Nitrogalactals als Glycosyldonor mit einer geschiitzten Aminosdure durch Michael-artige
Addition. Die Glycosylierung verlduft mit sehr hoher Stereoselektivitit und liefert hohe
Ausbeuten.

Nachteilig hierbei ist, das das vorher beschriebene Schutzgruppenmuster bei dieser Reaktion
nicht einsetzbar ist: Unter den stark basischen Reaktionsbedingungen der
Glycosylierungsreaktion wiren sowohl die Fmoc- als auch Acetylschutzgruppen nicht stabil.
Daher miissen andere, basenstabile Schutzgruppen verwendet werden.

Der Glycosyldonor lésst sich aus dem bereits dargestellten Triacetylgalactal (4) gewinnen.
Durch Umesterung mit katalytischen Mengen Natriummethanolat in Methanol nach Zemplén

werden die Acetylgruppen entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels Natriumhydrid
und Benzylbromid zum 3,4,6-Tribenzylgalactal (10) umgesetzt'**.

OAc
AcO 1) kat. NaOMe/MeOH ~ BnO QBN
0] 2.) NaH, BnBr, DMF N 0
AcO = (90%) BnO _—
(@) 10)

Abb. 3.10: Synthese des 3,4,6-Tribenzylgalactals

Die Benzylether als Schutzgruppen sind auch unter stark basischen Bedingungen stabil. Das
Galactal (10) wird nun durch Reaktion mit aus Acetanhydrid und Salpetersidure darstellbarem
Acetylnitrat in das 1-Acetyl-2-Nitro-derivat {berfithrt, aus dem durch Eliminierung mit

Triethylamin der gewiinschte Nitrogalactal-donor (11) erhiltlich ist*>'.
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BnO OBn OBn
1.) Ac,O/HNO; BnO
O 2.) NEt;, CHyCl, o}
—_—
BnO _— (53%) BnO -
(10)
NO,
an

Abb. 3.11: Synthese des Nitrogalactals

Ein geeigneter Akzeptor ist aus kommerziell erhéltlichem N-tert-Butyloxycarbonyl-(Boc-)

136 Zuniichst wird mittels aus tert-Butanol

und O-Benzyl-geschiitztem Threonin darstellbar
und  Trichloracetonitril ~ zuginglichem  fert-Butyl-trichloracetimidat'”  (12)  die
Carboxylfunktion als tert-Butylester geschiitzt. Nachfolgende hydrogenolytische Spaltung des

Benzylethers liefert den gewiinschten Aminosaurebaustein (14).

Cl3CCN  +  fBuOH

kat. KOrBu
(83%)
NH
BnO
BnO tBuO)J\CCI3 HO
a12) Pd(OH),/C, H,
_—
OH kat. BF3xOEt, BocHN OB omAcON 51 OtBu
BocHN (75%) o¢ 6% BocHN
ol © o}
13) 14
Abb. 3.12: Synthese Boc-Thr(OH)-OtBu
Die folgende, durch Kalium-fert-butanolat katalysierte Glycosylierungsreaktion'*® verlduft

vollstindig stercoselektiv und liefert das gewiinschte a-Anomer (15) in fast quantitativer

Ausbeute.
OBn
BnO
(0]
BnoO OBn
HO BnO
(0] OyN
kat. KO7Bu,
BnO A\ 3AMS ©
OtBu
BocHN Toluol
NO, (99%) OtBu

(0] BocHN

(11) (14)

s)

Abb. 3.13: Nitrogalactal-Verkniipfung
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Zur Uberfiihrung in den gewiinschten N-Acetylgalactosamin-Baustein ist nun die
Umwandlung der Nitrofunktion in eine Acetamidogruppe nétig. Problematisch hierbei ist die
selektive Reduktion der Nitrogruppe zum Amin ohne gleichzeitige hydrogenolytische
Abspaltung der Benzylether. Nach Schmidt et al. lidsst sich diese Umwandlung durch
Verwendung von platiniertem Raney-Nickel durchfiihren'*. Dieser Katalysator ldsst aus der
fiir die Gewinnung von normalem Raney-Nickel verwendeten Aluminium-Nickel-Legierung
darstellen, indem man zur Kaliumhydroxidlésung Hexachlorplatinsiure zugibt'*’.

Die Nitroverbindung (15) wird unter Verwendung des so dargestellten platinierten
Raney-Nickels unter Wasserstoffatmosphire hydriert. Tatsdchlich konnte jedoch nicht das

gewlinschte Produkt erhalten werden, sondern es wurde trotz mehrfacher Zugabe von frisch

hergestelltem Katalysator nur das Edukt (15) zuriickisoliert.

OBn
BnO OBn BnO
o o
BnO BnO

" OoN AcHN

1.) plat. Raney-Ni Ty H, 0
0 2.) Pyridin/Ac,0
OtBu OtBu
BocHN BocHN
0 (0]

s)

Abb. 3.14: Versuchte Reduktion der Nitrogruppe

Auch eine mehrfache Wiederholung der Reaktion verlief nicht erfolgreich. Woran die
Reduktion scheiterte, konnte nicht festgestellt werden. Die Synthese wurde daher an dieser
Stelle abgebrochen.

Im Vergleich zu der vorher durchgefiihrten Synthese des Tn-Antigens beinhaltet die
Synthesestrategie nach Schmidt aulerdem mehrere Nachteile. Zum einen ist die Verwendung
des hochexplosiven Acetylnitrats'*', auch wenn es nur in situ hergestellt und direkt weiter
umgesetzt wird, gerade bei grofleren Ansédtzen problematisch. Die Synthese des Nitrogalactals
gelingt nur mit einer &hnlich miBigen Ausbeute wie die Azidonitratisierung. Die aufgrund der
unter stark basischen Bedingungen ablaufenden Glycosylierungsreaktion notwendigen
zusitzlichen Schutzgruppenoperationen stellen einen zusétzlichen Syntheseaufwand dar. Ein
orthogonaler Schutz von Amino- und Carboxylfunktion des Threonins ist nicht moglich, die
Fmoc-Schutzgruppe kann erst nach der Glycosylierungsreaktion eingefiihrt werden. Aus

diesen Griinden wird auch kein weiterer Versuch dieser Synthese unternommen.
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3.1.4 Synthese des (2,6)-STy-Antigen-Bausteins

Zum Aufbau der komplexeren Sialyl-Tn-, T- und Sialyl-T-Antigene aus dem Ty-Antigen-
Baustein ist ein Deblockieren der saccharidischen Hydroxylfunktionen notig. Dies ist durch
Umesterung mit katalytischen Mengen Natriummethanolat in Methanol nach Zemplén'*'
moglich. Allerdings hat sich gezeigt, dass selbst unter diesen milden Reaktionsbedingungen
der Benzylester des Konjugats (8) nicht stabil ist, sondern zum Methylester umgeestert

d'*. Um dies zu verhindern, ist eine andere Schutzgruppe fiir die Carboxylfunktion des

wir
Threonins n6tig. Bewéhrt hat sich der fers-Butylester, der groBle Stabilitdt im alkalischen
Bereich zeigt, jedoch einfach unter sauren Bedingungen abgespalten werden kann. Ein
entsprechend geschiitzter Glycosylakzeptor (16) ldsst sich aus dem bereits beschriebenen
Fmoc-geschiitzten Threonin (1) durch Veresterung mit tert-Butanol unter Aktivierung mit
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und katalytischen Mengen Kupfer(I)chlorid darstellen'*'**,

Hierbei ist eine genaue Kontrolle und rechtzeitiger Abbruch der Reaktion wichtig, da sonst

HO HO
DCC, rBuOH,
kat. CuCl
OH OtBu
FmocHN CH,Cl, FmocHN
(64%)
0 (0]

Abb. 3.15: Synthese Fmoc-Thr-OtBu

auch eine unerwiinschte Alkylierung der B-Hydroxyfunktion des Threonins stattfindet.
Die Glycosylierungs des so dargestellten Akzeptors (16) mit dem 2-Azido-2-desoxy-a-D-
galactosylbromid (6) erfolgt wieder nach der schon vorgestellten Methode von Paulsen und

Holck'™1132 Auch hier entsteht durch den anomeren Effekt bevorzugt das o-Anomer.

Aco OAc
Aco OAc
o c
(0]
AcO
N3| AcO
©) Br AgClO,, AgyCO5, N o
HO 4A MS
B —
Toluol/CH,Cl, 1:1
OtBu OtBu
FmocHN FmocHN
O an ©

(16)

Abb. 3.16: Synthese Fmoc-Thr(Ac;GalN;)-OtBu
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Die chromatographische Reinigung gestaltet sich diesmal allerdings schwierig: Das in
geringen Mengen gebildete PB-Anomer kann nicht vollstindig vom Produkt abgetrennt
werden, ebenso wie geringe Anteile von nicht glycosyliertem Akzeptor (16). Das nach der
Chromatographie erhaltene Gemisch wird daher in der folgenden Reaktion eingesetzt. Die
Reduktion des Azids (17) unter gleichzeitiger Acetylierung erfolgt wieder durch Reaktion mit
Zinkstaub in THF/Acetanhydrid/Essigsdure'*.

AcO OAc AcO OAc
o o
AcO
AcO N AcHN
3 Zn, THF/Ac,O/AcOH
o (@)
(43%, 2 Stufen)
OtBu OtBu
FmocHN FmocHN
o o

an 18)

Abb. 3.17: Reduktion zum Acetamid

Aufgrund der gednderten Polaritit kann das gebildete Acetamid (18) nun
flashchromatographisch von allen Verunreinigungen abgetrennt werden.

Die Abspaltung der O-Acetylschutzgruppern erfolgt nach Zemplén'?' durch Umesterung mit

katalytischen Mengen Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 8.5'2"13%,
AcO QAc HO OH HO OH
0 0 o)
AcO HO HO
AcHN AcHN AcHN
o kat. NaOMe/MeOH 0 fe)
pH 8.5 +
OfBu OtBu OtBu
FmocHN FmocHN HoN
° 0% N ©
70% 19,
a8) 19) (192)
+20% 29%

.
FmocOSu

CH7C17/MCCN

Abb. 3.18: Zemplén-Deblockierung des Ty-Bausteins

Genaues Einstellen und regelméBiges Nachregulieren des pH-Wertes ist sehr wichtig, da bei
zu niedrigem pH-Wert die Reaktion nicht ablduft, andererseits bereits bei geringfiigig zu
hohem pH-Wert die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe ebenfalls abgespalten wird. Auch bei
genauer Kontrolle ldsst sich diese Abspaltung jedoch nicht vollstindig verhindern, so dass
neben 70% des Produkts (19) auch das freie Amin (19a) gebildet wird. Dieses Nebenprodukt

kann allerdings durch Spiilen der Chromatographiesdule mit Methanol isoliert und
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anschlieBend durch Reaktion mit Fmoc-OSu in Acetonitril/Dichlormethan selektiv zum
gewiinschten Produkt (19) blockiert werden. Auf diese Weise ldsst sich die Ausbeute der
Reaktion auf 90% steigern.

Zur Darstellung des Sialyl-Tn-Antigens ist nun das Einfiihren der Sialinsdure in 6-Position
nétig. Bei Sialylierungen handelt es sich prinzipiell um problematische Glycosylierungen'*:
Das anomere Zentrum der Sialinsdure stellt ein tertidres Kohlenstoff-Atom dar, so dass die
Anndherung des Akzeptors sterisch behindert ist. Desweiteren destabilisiert die
elektronenziehende Carboxylfunktion in unmittelbarer Nachbarschaft zum anomeren Zentrum
das nach der Aktivierung entstehende Oxycarbeniumion. Daher kommt es sehr leicht zur 2,3-
Eliminierung als Nebenreaktion, das dadurch entstehende Sialinsdureglycal wird bei
Sialylierungen oft in erheblichem Mafe gebildet. Um dennoch eine hohe Ausbeute an dem
gewiinschten Sialylierungsprodukt zu erreichen, muss der teure Sialinsduredonor in
erheblichem Uberschuss eingesetzt werden. Natiirlich ist eine Blockierung der
Carboxylfunktion der Sialinsdure notig, die hierfiir verwendete Schutzgruppe muss
orthogonal zu der fiir den Schutz der Threonin-Carboxylgruppe verwendeten Schutzgruppe
sein. Weiterhin besitzt die Sialinsdure keinen Substituenten in 3-Position, der den
stereochemischen Verlauf der Sialylierung zum gewiinschten Anomer beeinflussen konnte.
Aus all diesen Griinden stellen Sialylierungen eine grof3e synthetische Herausforderung dar.
Fiir effektive Sialylierungen verwendete Sialinsduredonoren verfiigen oftmals {iber eher

146 147
oder Xanthogenate "'. Anomere

ungewohnliche Austrittsgruppen, wie z.B. Phosphite
Halogenide oder Trichloracetimidate, die bei anderen Glycosylierungen die am héufigsten
verwendeten Donoren darstellen, spielen hier eine untergeordnete Rolle. Fiir alle in dieser
Arbeit durchgefiihrten Sialylierungen wird das Ethylxanthogenat der Sialinsdure als Donor
verwendet. Die Carboxylfunktion ist hierbei als Benzylester geschiitzt. Diese Schutzgruppe
hat gegeniiber dem oft verwendeten Methylester den Vorteil, unter milden, neutralen
Bedingungen durch Hydrogenolyse abspaltbar zu sein.

Der benétigte Sialinsdure-Donor lésst sich aus Neuraminsdure in vier Stufen darstellen'*’. Die
Neuraminsdure wird zundchst mit Acetanhydrid in Pyridin peracetyliert. Das als
Anomerengemisch anfallende Rohprodukt (20) wird mit Casiumcarbonat in das Césiumsalz
iiberfiihrt, aus dem mit Benzylbromid der Benzylester (21) darstellbar ist'**. Durch Umsetzen
mit Acetylchlorid, dem einige Tropfen Wasser zugesetzt wurden, erhdlt man das anomere

Chlorid. Dieses reagiert mit Kaliumethylxanthogenat zum gewiinschten Donor (22), der

stereoselektiv als a-Xanthogenat entsteht.
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COOH

Pyridin/Ac,0

(quant.) OAc

1.) AcCI/H,0O
2.) KS(CS)OEt, EtOH
—_—

o) OFt
OAc OAc

21 22)

1.) Cs,CO3 MeOH
2.) BnBr, DMF

(86%)

Abb. 3.19: Synthese des Sialinséiure-Donors

Die Aktivierung von Xanthogenaten erfolgt durch den Einsatz von dquimolaren Mengen eines
thiophilen Promotors. Gingige Reagenzien hierfiir sind Methylsulfenyltriflat (MeSOTf)'*,
Phenylsulfenyltriflat (PheSOTH)"™, Dimethyl(methylthio)sulfonium-triflat (DMTST)"*!1%
oder N-Todsuccinimid (NIS)'**!"**, In dieser Arbeit wird Methylsulfenyltriflat als Promotor
verwendet. Es ldsst sich in situ durch Reaktion von Silber(I)triflat mit Methylsulfenylbromid,
welches aus Dimethyldisulfid und Brom erhalten wird, erzeugen. Die Aktivierung des
Sialinsdure-Donors wird durch Koordination des Methylsulfenyltriflates an den doppelt
gebundenen Schwefel des Xanthogenates eingeleitet. Durch anschlieBende Abspaltung der

Abgangsgruppe wird das intermedidre Oxycarbeniumion gebildet, das mit dem Akzeptor zum

Glycosid reagiert.

MeSSMe + Br, —> MeSBr

‘ AgOTf
AcO

MeSOTf

S OEt
OAc Y

—_—
-MeSS(CS)OEt

OAc OAc

Abb. 3.20: Aktivierung des Sialinséiurexanthogenats
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Der stereochemische Verlauf von Sialylierungsreaktionen ldsst sich durch Wahl eines
geeigneten Losungsmittels und der Temperatur beeinflussen'”>"’. Werden Nitrile als
Losungsmittel verwendet, so kann die Nitrilgruppe an das intermedidr gebildete
Sialinsdurekation koordinieren. Hierbei kann sowohl das axiale als auch das &quatoriale

Nitriliumkation gebildet werden, beide stehen miteinander im Gleichgewicht.

OAc
MeCN MeCN
niedrige Temperatur hohe Temperatur
AcO
OAc k HOR
AcO
AcO. COOBn
OAc OAc

o-Sialosid .
B-Sialosid

Abb. 3.21: Der Nitrileffekt

Bei tiefen Temperaturen wird durch kinetische Kontrolle das Gleichgewicht zum axialen
B-Nitriliumion verschoben, wéhrend hohere Reaktionstemperaturen die Bildung des
thermodynamisch stabileren, dquatorialen a-Addukts begiinstigen. Am [-Nitriliumion kann
der Angriff des Akzeptors nur von der a-Seite erfolgen, so dass stereoselektiv das o-Sialosid
gebildet wird. Das o-Nitriliumion hingegen fiihrt durch Reaktion mit dem Akzeptor zum
B-Produkt (Nitrileffekt). Da in dieser Arbeit ausnahmslos o-Sialoside gewlinscht sind, werden
die Sialylierungsreaktionen bei tiefer Temperatur in Acetonitril als Ldsungsmittel
durchgefiihrt. Das Hinzufligen von Dichlormethan ist hierbei ndtig, um ein Einfrieren der
Reaktionsmischung zu vermeiden.

Die Synthese des 2,6-Sialyl-Tx-Bausteins erfolgt also durch Sialylierung des Akzeptors (19)

mit dem Sialinsdurexanthogenat (22).
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AcO
AcO. OAc COOBn
* o
HOOH AcHN HOO
OAc
Q AcO 0
HO AcO Ac COO0Bn HO
AcHN 5 OEt AgOTf, MeSBr, 4A MS AcHN

(0] P O
© +  AcHN MeCN, CH,Cl, -60°C
0,
OAc S (52%)
OtBu OtBu
FmocHN @2 FmocHN

o)

23
9 23)

Abb. 3.22: Sialylierung des Tnx-Bausteins

Der Donor (22) wird hierbei in 2.5-fachem Uberschuss eingesetzt. Durch Verwendung eines
Gemisches aus Acetonitril und Dichlormethan bei einer Reaktionstemperatur von —60°C
entsteht unter Ausnutzung des Nitrileffektes stereoselektiv das a-Sialosid (23). Ein Schutz der
3- und 4-Hydroxyfunktionen des Akzeptors ist hierbei nicht nétig, da nur die reaktivere und
sterisch weniger gehinderte primére 6-Hydroxyfunktion reagiert. Die Reaktion verlduft somit
nicht nur stereo-, sondern auch vollstindig regioselektiv. Da widhrend der Reaktion
Trifluormethansulfoniure entsteht, die bei hoheren Temperaturen den tert-Butylester des
Konjugats spalten konnte, wird das Reaktionsgemisch vor dem Erwédrmen auf
Raumtemperatur durch Zugabe von DIPEA neutralisiert. Das als Nebenprodukt gebildete
Sialinsdureglycal kann ebenso wie das in geringen Mengen entstandene [-Sialosid bei der
flashchromatographischen Reinigung abgetrennt werden.

Zur Uberfiihrung des Sialylierungsproduktes in einen fiir die Festphasenglycopeptidsynthese
geeigneten Sialyl-Tn-Baustein sind noch zwei Schutzgruppenmanipulationen nétig. Zunichst
werden die freien Hydroxylgruppen von (23) mit Acetanhydrid in Pyridin acetyliert.
AnschlieBend wird der fert-Butylester durch Behandlung mit Trifluoressigsdure und Anisol
als Kationenscavenger gespalten. Der fertige Sialyl-Tn-Baustein (25) wird in 84% Ausbeute

erhalten.
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AcO AcO
AcO, OAc ¢OOBN AcO, ‘ OAc COOBn
€ o 5 o
AcHN HOO AcHN AcOO
OAc o OAc o
AcHN Ac,0, Pyridin AcO N
0, (76%) 0,
OfBu OfBu
FmocHN FmocHN
23 o
(23) @4 (o)
AcO
AcO OAc COOBn
: o
AcHN /AN
OAc o
TFA, Anisol AcO AcHN
O,
(84%)
OH
FmocHN
o

25

Abb. 3.23: Fertigstellung des STny-Bausteins

3.1.5 Synthese des (2,3)-ST-Antigen-Bausteins

Zur Synthese des (2,3)-ST-Antigen-Bausteins ist, der biomimetischen Strategie folgend,
zundchst die Synthese des T-Antigen-Konjugates notig, welches dann anschlieend sialyliert
wird. Hierzu muss eine Galactose-Einheit an das Galactosamin (19) angekniipft werden.
Durch anschlieende regioselektive Sialylierung ist entweder der (2,3)- oder der (2,6)-Sialyl-
T-Baustein zugénglich.

Um die Galactose regioselektiv an die 3-Hydroxygruppe des Galactosamins (19) anzubinden,
ist eine Blockierung der 4- und vor allem der primédren 6-Hydroxyfunktion nétig. Als
Schutzgruppe hierfiir wird ein Benzylidenacetal verwendet. Dieses entsteht bevorzugt aus
1,3-Diolen, so dass selektiv 4- und 6-Hydroxylfunktion gleichzeitig blockiert werden konnen,
die 3-Hydroxygruppe jedoch wie gewiinscht unangetastet bleibt. Das Einfiihren der
Benzylidengruppe ist durch Umsetzung von (19) mit Benzaldehyddimethylacetal bei leicht

saurem pH-Wert in hoher Ausbeute moglich'*®.
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Ph

Ho OH
(0] 00
HO MeO._ OMe
AcHN Q
0. , kat.pTosOH HO
AcHN
O,
MeCN
OtBu
FmocHN (86%)
OtBu
(0] FmocHN

19
(26)

Abb. 3.24: Synthese des geschiitzten Ty-Akzeptors

Als néchstes ist nun die B-Glycosylierung von (26) mit einem geeigneten Galactosyldonor
ndtig. Um spéter eine selektive Sialylierung der Galactose in 3-Position zu erreichen, ist ein
Blockieren der reaktiveren 6-Hydroxyfunktion unbedingt erforderlich. Ein entsprechender
Galactosyldonor ist ausgehend von D-Galactose in 5 Stufen zugénglich. Die Galactose wird
zundchst mit Aceton unter Saurekatalyse in das Diisopropylidenacetal (27) iiberfiihrt'>. Da
Aceton bevorzugt mit 1,2-cis-Diolen Acetale bildet, werden hierbei nur 1- und 2- bzw. 3- und
4-Hydroxylfunktion als Acetal geschiitzt. Das bei der Acetalisierung entstehende
Reaktionswasser wird durch wasserfreies Kupfersulfat gebunden. Die 6-Hydroxygruppe
bleibt frei und kann durch nachfolgende Deprotonierung mit Natriumhydrid und Reaktion mit

160

Benzylbromid zum 6-Benzylether (28) umgesetzt werden . Die sdurelabilen Acetonacetale

lassen sich mit verdiinnter Essigsdure bei leicht erhohter Temperatur spalten, die freien
Hydroxylgruppen werden anschlieBend mit Acetanhydrid/Pyridin unter Zusatz des

161,162 160

Acylierungskatalysators 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) nach Steglich acetyliert .

o ~H OBn
OH 1.) NaH O
HO kat. H,S0, 0 2.) BnBr o
o CuSO,
—_—

© (e}
HO Aceton o (80%) )
HO OH (quant.) O 0
@27 28) K
OBn
AcO ACO OBn
1.) 80%AcOH o
2.) Ac,O/Pyridin, o
kat. DMAP ACO HBr/AcOH
AcO ™Mopac AcO o
(75%) (52%) 5
r
@9 30)

Abb. 3.25: Synthese 6-Bn-Galactosyldonor
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In fritheren Arbeiten hat sich Dbereits gezeigt, dass bei der Dbeabsichtigten
Glycosylierungsreaktion das anomere Bromid einen vorteilhaften Galactosyldonor darstellt*.
Im Gegensatz zum Trichloracetimidat, welches hauptsichlich zur Bildung des unerwiinschten
Orthoesters fiihrte, gelang mit dem Bromid die Synthese des gewiinschten Produkts in hohen
Ausbeuten und ohne nennenswerte Nebenprodukte. Die besten Ausbeuten wurden durch eine
Aktivierung des Donors nach Helferich erzielt. Hierbei handelt es sich um eine Variante der
Koenigs-Knorr-Glycosylierung, bei der Quecksilbersalze zur Aktivierung des anomeren

Halogenids eingesetzt werden'®

. Da diese Reaktionsfithrung bereits erfolgreich eingesetzt
wurde, soll sie nun auch im vorliegenden Fall verwendet werden.
Der bendtigte Galactosyldonor ldsst sich aus dem Peracetat (29) durch Behandlung mit

164 . . .
. Da er instabil ist, wird er

Bromwasserstoff in Eisessig in miBiger Ausbeute darstellen
direkt in der folgenden Glycosylierungsreaktion eingesetzt. Hierzu wird der Akzeptor (26) mit

dem Donor (30) unter Aktivierung mit Quecksilber(Il)cyanid in Nitromethan/Dichlormethan

umgesetzt.
Ph
Ph
OBn
AcO K
o)
Q OB o
00 AcO "
AcO o
AcO + (0]
Br 2 Hg(CN),, 4A MS ACO o}
HO e ASO AcHN
S AcHN MeNO,/CH,Cl, o
o
(76%)
OtBu
OtBu FmocHN
FmocHN
o)
o)

@3n
(26)

Abb. 3.26: Synthese des T-Konjugats

Durch die nachbargruppenaktive Acetylschutzgruppe in 2-Position des Galactosyldonors
entsteht hierbei ausschlieflich das B-Anomer. Das gewliinschte Produkt (31) kann in hoher
Ausbeute isoliert werden.

Durch saure Spaltung des Benzylidenacetals, nachfolgende Acetylierung und Spaltung des
tert-Butylesters wére ein geeigneter T-Antigen-Baustein fiir die Festphasenpeptidsynthese
zugénglich. Andererseits konnte nach Abspaltung des Benzylidenacetals selektiv die
6-Hydroxyfunktion sialyliert und so das 2,6-Sialyl-T-Antigen erhalten werden. Dies soll hier
jedoch nicht durchgefiihrt werden, stattdessen wird die Synthese zum (2,3)-ST-Antigen

weiterverfolgt.
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Hierzu ist zunéchst ein Abspalten der Acetylschutzgruppen im Konjugat (31) durch Zemplen-
Umesterung notig. Diese Operation hat sich in der Vergangenheit schon als problematisch
erwiesen"™"'®. Der Grund hierfir ist wohl in der als Benzylether blockierten
6-Hydroxylfunktion der Galactose zu finden. Bei der Deblockierung nach Zemplén reagiert
normalerweise wahrscheinlich zundchst diese reaktivste, weil primédre 6-Hydroxylgruppe.
Anschlieend findet eine Wanderung der Acetylschutzgruppen von der 4- bzw. 3- und
2-Hydroxyfunktion auf Position 6 statt und von dort kann dann wieder leicht die Abspaltung
erfolgen. Da hier nun die 6-Hydroxylfunktion blockiert vorliegt, ist diese Acetylmigration
nicht mehr moglich und die Abspaltung der Acetylschutzgruppen muss direkt von den
weniger reaktiven sekundidren Hydroxylgruppen erfolgen. Wird die Deacetylierung unter den
bereits vorher beim Ty-Baustein (18) erfolgreichen Bedingungen bei einem pH-Wert von 8.5
durchgefiihrt, so verlduft die Reaktion nur duferst langsam. Durch geringfiigiges Erhohen des
pH-Wertes auf 9.0 wird die Reaktion auf ein sinnvolles Mal} beschleunigt. Allerdings zeigt
sich, dass unter den nur leicht basischeren Bedingungen die unerwiinschte Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe nun in erheblichem Malle auftritt. Bei der regelmédBigen
diinnschichtchromatographischen Kontrolle der Reaktion wird sogar sichtbar, dass Fmoc

teilweise bereits vor der vollstindigen Deacetylierung abgespalten wird.

OBn
HO
&& O
(o]
HO 7o AcHN
Ph °
OtBu
2 ~
aco OBN 09 S "
c
o o kat. NaOMe/MeOH 46% o)
o N +42%
AcO pH 9.0 +
AcHN
AcO s FmocOSu
Ph CH,Cl,/MeCN

OtBu
FmocHN

KO
OBn %
HO
o
&) o 0
o]
HO HO AcHN
O,

(32a)
OtBu
HoN

50%

Abb. 3.27: Deblockierung des T-Bausteins
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Dementsprechend kann das gewlinschte Produkt (32) nur in einer mafigen Ausbeute von 46%
isoliert werden. Daneben werden erwartungsgemidBl 50% des freien Amins (32a) isoliert.
Dieses unerwiinschte Produkt kann jedoch, wie schon vorher beim Ty-Baustein, durch
Umsetzen mit Fmoc-OSu wieder blockiert werden, so dass sich die Gesamtausbeute an (32)
auf 88% erhoht.

Als nidchstes muss nun die Sialylierung des Akzeptors (32) an der 3’-Hydroxyfunktion
durchgefiihrt werden. Diese Sialylierung wird in Analogie zu der bereits am Tn-Baustein
erfolgreich ausgefiihrten Reaktion mit dem Sialinsédurexanthogenat (22) als Donor und in situ
erzeugtem Methylsulfenyltriflat als Promotor durchgefiihrt.

Ph

AcO

AcO, C00Bn

o)
>
o
o
I
o
o
o)
E
(o}
o 7
>
o
I
42{’(:

AcHN STOE‘ . Ho
HO

OAc S

(22) 32) OtBu
FmocHN

Ph

AcO
AcO,

AgOTf, MeSBr, 4A MS
MeCN, CH,Cl, -60--30°C AcHN
AcHN

(64%)

COOBn

///o

(33)
OtBu
FmocHN

Abb. 3.28: Sialylierung des T-Antigen-Bausteins

Wie bereits in fritheren Arbeiten gezeigt“&118

, erfolgt die Sialylierung aufgrund der von
sterischen und elektronischen Effekten bedingten hochsten Reaktivitit der 3’-OH-Funktion
vollstindig regioselektiv. Auflerdem zeigt sich, dass die Sialylierung der im Vergleich zur
primdren 6-Hydroxygruppe des Tn-Antigens weniger reaktiven, sekundiren 3’-OH-Funktion
auch mit wesentlich groflerer Stereoselektivitit erfolgt. So kann hier die Bildung des
-Sialosids tiberhaupt nicht beobachtet werden. Allerdings muss aufgrund der geringeren
Reaktivitdt fiir einen vollstindigen Umsatz die Reaktionszeit verldngert werden, daher wird
die Reaktionsmischung iiber Nacht bei -30°C geriihrt. Diese Erhohung der

Reaktionstemperatur scheint jedoch keinen Einfluss auf die durch den Nitrileffekt bedingten

Stereoselektivitdt der Sialylierung zu haben.
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Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie ldsst sich sicherstellen, dass es sich beim isolierten Produkt
(33) tatsdchlich um das gewiinschte o-Sialosid handelt. Normalerweise werden zur
Bestimmung der anomeren Konfiguration Methoden verwendet, welche auf Messung der
Kopplungskonstanten 3JH1,H2 und lJCl,Hl beruhen. Diese sind jedoch auf
Neuraminsdurederivate nicht anwendbar, da es sich bei dem anomeren Zentrum um ein
quartires Kohlenstoffatom handelt. Fiir solche Verbindungen wurde allerdings eine Reihe von
auf Differenzen der chemischen Verschiebungen bzw. Kopplungskonstanten basierenden

empirischen Regeln aufgestellt'®'¢":

(1) 8(a-H34q™") > 8(B-H3sg ")
(2)  8(a-H4’) < §(B-H4”)
(3)  8(0-[H9’-H9%™’]) < 8(B-[H92""-H9%™’])

4)  Jan7oms > Jpu7o Hs»

Diese Regeln sind zwar nicht allgemeingiiltig und konnen gerade bei komplexen
Verbindungen versagen, geben aber oft zumindest einen Hinweis auf die anomere
Konfiguration. Da auflerdem die spektroskopischen Daten sowohl des o- als auch des
B-Anomeren von (33) bekannt sind®, ldsst sich durch Vergleich mit dem gemessenen
1H—NMR—Spektrum von (33) leicht das Vorliegen des a-Anomeren beweisen. Regel (4) ist in
diesem Fall allerdings nicht anwendbar, da die Kopplungskonstante Jy7-us> wegen
Signaliiberlagerung nicht eindeutig bestimmbar ist. Wahrend die Anwendung von Regel (3)

zu keinem eindeutigen Ergebnis fiihrt, weisen (1) und (2) aber auf das a-Anomer hin:

33) a-Anomer* ]S-Anomer48
0(H3:4’) [ppm] 2.71 2.70 2.55
6(H4’) [ppm] 4.96-4.88 4.92-4.84 543
8([H9,’’-H9y’’]) [ppm] 0.62 0.56 0.64

Insbesondere die chemische Verschiebung des Protons H4’’ gibt, wie schon in fritheren

Arbeiten beobachtet'®®, einen deutlichen Hinweis auf die anomere Konfiguration.
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Um von dem Trisaccharid (33) zu einem geeigneten Festphasenbaustein zu gelangen, sind
noch drei weitere Schutzgruppenmanipulationen nétig. Das Benzylidenacetal wird durch
Behandlung mit verdiinnter Essigsdure bei erhohter Temperatur gespalten. Der ebenfalls

sdurelabile fert-Butylester ist unter diesen Bedingungen stabil.

Ph

B 00
Ho 8"
&O@ R
[¢]
OAc HO AcHN
o)
33)
OtBu
FmocHN
[¢]
1.) 80% AcOH
2.) AcyO/Pyridin/DMAP

(77%, 2 Stufen)

OAc AcO AcHN

(34

OtBu
FmocHN

Abb. 3.29: Schutzgruppenmanipulationen zur Synthese des Festphasenbausteins

Das auf diese Weise erhaltene Rohprodukt wird ohne Reinigung mit Acetanhydrid in Pyridin
unter DMAP-Katalyse'®"'%% acetyliert. Durch abschlieBende Spaltung des fert-Butylesters von
(34) mit Trifluoressigsdure in Gegenwart von Anisol als Kationenscavenger wird der fertige

(2,3)-Sialyl-T-Antigen-Baustein (35) fiir die Festphasenglycopeptidsynthese erhalten.
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Abb. 3.30: Fertigstellung des (2,3)-ST-Bausteins
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3.2 Konjugation von Glycopeptiden mit einem Carrierprotein
3.2.1 Biologischer Hintergrund'®®

Die Aktivierung von B-Zellen erfordert neben der Bindung des Antigens an den B-Zell-
Rezeptor eine Wechselwirkung der B-Zelle mit antigenspezifischen T-Helferzellen (bei
thymusabhingigen Antigenen). Diese gekoppelte Erkennung (l/inked recognition) tragt dazu
bei, die Selbst-Toleranz des Immunsystems sicherzustellen.

Das von der B-Zelle durch membranstdndige Immunglobuline gebundene Antigen wird durch
rezeptorvermittelte Endocytose internalisiert und anschlieBend prozessiert. Bei dieser
Proteolyse entstehende Proteinfragmente werden, gebunden an den MHC-II-Komplex, auf der
Oberfliche der B-Zelle priasentiert. Antigenspezifische Ty-Zellen, welche den Peptid-MHC-
Komplex erkennen, liefern die kostimulatorischen Signale, welche fiir eine Aktivierung der

B-Zelle nétig sind.

Antigen

[ 4

N

Cytokine

Abb. 3.31: Interaktion zwischen B- und T-Zellen

Dazu gehort die Sekretion von Zytokinen wie IL-2 (Proliferations-Induktion), IL-4 (initiale
Aktivierung der B-Zell-Proliferation) und IL-6 (B-Zell-Differenzierung). Dariiber hinaus
scheinen auch die Tumornekrosefaktoren o und B am Wachstum der B-Zellen beteiligt zu
sein. Weiterhin finden neben der zentralen Interaktion des MHC-II-Antigen-Komplexes und

dem T-Zell-Rezeptor weitere Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren und passenden
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Liganden statt. So interagiert unter anderem der B7-Ligand der B-Zelle mit CD28 der T-Zelle,
CD40 mit CD40L und CD2 mit LFA3.

Die Summe dieser kostimulatorischen Faktoren bewirkt eine Stimulierung der B-Zelle zur
Proliferation und Differenzierung zur Plasma-Zelle, die grole Mengen von gegen das B-Zell-
Epitop gerichteten Immunglobulinen sezerniert.

Zur Induktion einer Immunantwort gegen kleine, selbst nur schwach oder gar nicht
immunogene Molekiile (Haptene) kann die kovalente Anbindung an ein Trigerprotein

(Carrier-Protein) genutzt werden' 13,114,170

. B-Zellen mit der passenden Spezifitdt konnen an
das B-Zell-Epitop binden und dann das gesamte Konjugat durch rezeptorvermittelte
Endocytose internalisieren. Nach der anschlieBenden Antigenprozessierung werden nicht nur
Fragmente des B-Zell-Epitopes auf MHC-II-Molekiilen an der B-Zell-Oberfldche prisentiert,
sondern auch Peptidfragmente des Trigeproteins. Enthélt das Protein T-Zell-Epitope, werden

also auch diese présentiert.

Carrierprotein

B-Epitop

Abb. 3.32: Carrier-Effekt

Hierdurch werden Ty-Zellen, die diese Epitope erkennen, aktiviert und liefern
dementsprechend ihrerseits die kostimulatorischen Signale, welche fiir eine Aktivierung der
B-Zellen nétig sind.

Solche Konjugate bieten weiterhin die Moglichkeit, als immobilisierte Antigene in

Immunoassays verwendet zu werden. Dies ist mit kurzen Peptiden aufgrund ihrer
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unzureichenden Bindung an die Polystyroloberflichen von Mikrotiterplatten nur schlecht
moglich'”".

"5 und KLH (keyhole limpet hemocyanin)''® werden

BSA (bovine serum albumin)
typischerweise als Trigerproteine genutzt. In dieser Arbeit wird BSA zu diesem Zweck
verwendet, da das zwar als stirker immunogen angesehene KLH aufgrund seiner hohen
Molekularmasse (ca. 3.000.000-7.000.000 g/mol) und seiner tetrameren Strukturen die
geplante massenspektrometrische Analyse der Konjugate erschweren wiirde. Zur Anbindung
des Haptens dienen tiblicherweise die e-Aminofunktionen der im BSA enthaltenen Lysinreste.
BSA ist aus insgesamt 582 Aminosduren aufgebaut und besitzt ein Molekulargewicht von ca.
66.700 g/mol. AuBer der N-terminalen Aminoguppe enthdlt es 59 Lysin-Reste, so dass
insgesamt 60 freie Aminogruppen zur Anbindung von Haptenen zur Verfiigung stehen. Von
diesen befinden sich in der nativen Konformation des BSA aber nur etwa 30-35 gut
zugénglich auf der Aullenseite des Proteins.

Die kovalente Anbindung der Haptene an Proteine kann durch unspezifische Reagenzien wie
Glutaraldehyd oder Diazoniumverbindungen erfolgen. Auf diese Weise werden jedoch keine
definierten Konjugate erhalten, da diese Kupplungsreagenzien eine Vielzahl von
Nebenreaktionen mit funktionellen Gruppen des Peptids eingehen konnen.

Auch die oft verwendete Benutzung von wasserloslichen Carbodiimiden'”, wie z. B. EDC,
zur Bildung einer Amidbindung zwischen einer Carboxylgruppe des Haptens und einer

Aminfunktion des Proteins'’

fiihrt nicht zu einem definierten Konjugat, falls das Hapten
mehrere funktionelle Gruppen beinhaltet, die mit dem Carbodiimid reagieren konnen. So kann
die in den Wiederholungseinheiten sowohl des MUCI1 als auch MUC4 enthaltene
Asparaginsdure ebenfalls reagieren. Gleiches gilt fiir die Carbonsduregruppe der in den

sialylierten Kohlenhydraten enthaltenen Neuraminséure.

O OH
AcHN

wiﬁﬂ%ﬁwﬁwﬁﬁo

NH

HZN%

NH

Abb. 3.33: Probleme bei der Konjugation mit Carbodiimiden
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Glycopeptide stellen aufgrund der Vielzahl enthaltener funktioneller Gruppen generell ein
Problem bei der hochselektiven Verkniipfung dar.
Weit verbreitet zur selektiven Konjugation ist daher die Verwendung von homo- oder

heterobifunktionellen Reagenzien173.

Name Struktur Spezifitit | Ref.

Glutaraldehyd unspezifisch 174

4,4’-Diazidobiphenyl (DABP) NN3 unspezifisch 175

Bisimidoester

Dimethylmalonimidat (DMM) | n=1 ﬁle N, -NH, 176
Dimethylsuccinimidat (DMSC) | "2 He H cH

Dimethyladipimidat (DMA) ni4 o o “NH;
Dimethylpimelimidat (DMP) E;g Ao

Dimethylsuberimidat (DMS)
Suberinsdure- -NH, 177

o)
O o
N-Hydroxysuccinimidester NOMONﬁ
NH,
o o
o

(NHS-SA)

o
N-Succinimidyl-3- @s /\)& 0 -NH, 178
(2-pyridyldithio)-propionat — s ON>
o]

(SPDP) -SH

N-Succinimidyl- 7 0 o -NH, 179
4-(N-maleinimidomethyl)- N@_{ ©

cyclohexan-1-carboxylat 0 ON> -SH
(SMCC) 5

7 (0]
m-Maleinimidobenzoesdure- ;\Nf -NH, 180

N-hydroxysuccinimidester 0 o O
(MBS) > -SH

0—N

o

Abb. 3.34: Einige bekannte bifunktionelle Kupplungsreagenzien

Zur geplanten Konjugation der Glycopeptide sind diese jedoch wenig geeignet. So erlaubt der
oft verwendete m-Maleinimidobenzoesdure-N-hydroxysuccinimidester (MBS) zwar die
selektive Anbindung eines Haptens iiber eine Thiolfunktion, allerdings ist dieser Linker selbst
hoch immunogen. Dies verursacht die unerwiinschte Bildung von Antikérpern gegen die

Linkerstruktur und kann sogar die Immunantwort gegen das Hapten vollstindig
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. 181
unterdriicken'®

. Auch andere Konjugationsreagenzien wie N-Succinimidyl-4-(N-maleinimido-
methyl)-cyclohexan-1-carboxylat (SMCC) oder N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat

(SPDP) enthalten solche artifiziellen, hoch immunogenen Strukturen.

3.2.2 Konjugationsstrategie

Die Anbindung der tumorassoziierten Glycopeptide soll in dieser Arbeit iiber einen nicht
immunogenen Linker erfolgen, der in einer hochselektiven Reaktion zu definierten
Konjugaten fiihrt. Die Konjugationsreaktion soll vorzugsweise in Wasser als Losungsmittel
durchgefiihrt werden konnen. Um die empfindlichen glycosidischen Bindungen nicht zu
gefahrden, sollte die Konjugation bei neutralem pH-Wert stattfinden.

Eine zur Konjugation von Haptenen an Proteine mdglicherweise gut geeignete Reaktion,
welche alle genannten Kriterien erfiillt, ist die radikalische Addition von Thiolen an
Olefine'** '™,

N/ v ||

¢ —— R—S—C—C—H

R—SH +  o=Cc{ a

Abb. 3.35: Schema der radikalischen Addition von Thiolen an Olefine

Diese Radikalkettenreaktion kann durch Radikalstarter oder Bestrahlung mit UV-Licht
ausgelost werden und erreicht kinetische Kettenldngen von einigen hundert bis zu mehreren
tausend.

Ein groBer Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass die Bindung zwischen Hapten und
Tréagerprotein iiber einen immunologisch unbedenklichen Thioether erfolgt. Im Gegensatz zu
den {iblichen Linkerreagenzien (s. S. 40) werden hierbei also keine hoch artifiziellen
Strukturen eingefiihrt, welche zur Bildung von gegen den Linker gerichteten Antikdrpern
fiihren.

Die grundsitzliche Eignung dieser radikalischen Additionsreaktion zur Konjugation von
Haptenen mit Proteinen wurde bereits in der Diplomarbeit gezeigt'®. Das Trigerprotein wird
hierbei mit einem olefinischen Linker durch normale Carbodiimid-vermittelte Kupplung
modifiziert. Das Hapten, welches mit einer Thiolgruppe funktionalisiert ist, wird dann durch

radikalische Addition mit dem Linker verkniipft.
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(0]
Carbodiimid )J\
NH, + HOOC—Linker/\ — ’i‘ Linker/\
Carrierprotein H
0 (0]
)J\ hv )]\ N s
OT Linker/\ + HS - | Linker
H H

Abb. 3.36: Allgemeines Schema der Konjugationsreaktion

Diese Methodik soll nun auf die Anbindung von auf den tandem repeat-Sequenzen der
Mucine basierenden Glycopeptiden, welche auBerdem tumorassoziierte Kohlenhydrate tragen,

angewendet werden.

3.2.3 Synthese von geeigneten Linkern fir die Glycopeptid-Protein-Konjugation

Zur geplanten Konjugation von Glycopeptiden an Proteine durch radikalische Thiol-Olefin-
Kupplung ist zunéchst die Synthese entsprechender Linkermolekiile notig.

Als olefinischer Linker wird ein bereits in der Diplomarbeit185 dargestellter und erprobter
Linker verwendet. Dieser enthélt einen hydrophilen Oligoethylenglycol-Spacer, um eine
konformationelle Beeinflussung des Glycopeptides durch das Protein auszuschlief3en.

Die Synthese fiihrt in drei Schritten zum gewlinschten Produkt: Zunéchst erfolgt eine durch
Natriumalkoholat katalysierte Hetero-Michael-Addition von Triethylenglycol an Acrylsdure-

tert-butylester'*°.

Durch anschlieBende Veretherung von (36) mit Allylbromid unter
Phasentransferkatalyse wird die bendtigte olefinische Gruppe eingefiihrt. AbschlieBend wird

der tert-Butylester von (37) acidolytisch gespalten.

kat. Na,

(0]
Ho~O) > on
\ —L> HO.
OtBu OtBu
(80%)

(36)
Br

A~ 0

NaOH, o

BusNHSO, /\/ \é/\o o
CH,Clp/Hy0 s

(55%)
37

(0]
TEA /\/O\é/\ OMOH
3

(83%)
(38)

Abb. 3.37: Synthese des Olefin-Linkers
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Die Anbindung des Olefin-Linkers (38) an BSA erfolgt mit Hilfe von Carbodiimid. Hierbei
wird das wasserlosliche Kupplungsreagenz N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbo-
diimid-hydrochlorid (EDC) in Verbindung mit N-Hydroxysuccinimid (HOSu) als Additiv
verwendet. Nicht gekuppelte Linkermolekiile werden durch erschopfende Dialyse gegen dest.

Wasser entfernt. Das modifizierte Protein (39) wird durch Gefriertrocknung isoliert.

O =BSA n=24-25

Abb. 3.38: Modifizierung des BSA

Die mittlere Beladung pro BSA-Molekiil ldsst sich durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie'®'® des Konjugats (39) zu 24-25 bestimmen. Wie bereits vorher
ausgefiihrt, enthdlt BSA 30-35 gut zugéngliche Aminogruppen fiir die Anbindung von
Haptenen. Die Kupplungsausbeute betrdgt somit 69-83%. In der Literatur werden typische
Ausbeuten fiir Carbodiimid-vermittelte Hapten-Konjugationen von 50-70% angegeben' ", die
hier erzielte Ausbeute ist somit sehr gut.

Fir die Konjugationsversuche in der Diplomarbeit wurde die Thiol-Funktion -eines
N-terminalen Cysteins verwendet. Nachteilig hierbei ist die Freilegung der
oxidationsempfindlichen Thiolgruppe bereits bei der Abspaltung des Peptides vom Harz.
Uberdies ist diese Thiolfunktion relativ starr und sterisch schlecht zuginglich, wodurch die
Konjugationsreaktion erschwert wird. Ferner zeigten die dargestellten Konjugate eine geringe
Wasserloslichkeit, weshalb sowohl die massenspektrometrische Analyse als auch
immunologische Verwendungen stark eingeschriankt werden.

Es soll daher ein flexiblerer, hydrophiler Linker mit geschiitzter Thiolgruppe dargestellt
werden, der iiber eine Carboxylfunktion direkt in der Festphasensynthese an den N-Terminus
eines Glycopeptides angebunden werden kann. Ausgangspunkt hierflir ist das bereits
hergestellte Hydroxyderivat (36). Zur Umwandlung einer Hydroxylgruppe in eine
Thiolfunktion ergibt sich eine Reihe von Mbglichkeiten'®. In dieser Arbeit wird dies durch
eine nucleophile Substitution mit Casiumthioacetat'” durchgefiihrt. Diese Methode hat den
Vorteil, dass die Thiolfunktion direkt durch eine Acetylgruppe geschiitzt eingefiihrt wird.
Hierzu wird die Hydroxyfunktion von (36) =zundchst durch Reaktion mit

Methansulfonsdurechlorid in eine geeignete Abgangsgruppe {iberfiihrt. AnschlieBende
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Substitution mit aus Thioessigsdure und Césiumcarbonat erhéltlichem Céasiumthioacetat

liefert den Thioester (41).

[0}
MesCl, NEt3 Ms
(¢} OtBu
OtBu (quant )
3

(40)
(36)

CsSAc
70% \é/\ 6% \é/\

41)
“42)

Abb. 3.39: Synthese des geschiitzten Thiol-Linkers

Die Acetylgruppe als Schutzgruppe fiir die Thiolfunktion ist stabil sowohl gegeniiber den bei
der Peptidsynthese verwendeten Reagenzien als auch gegen saure oder hydrogenolytische
Abspaltungen''. Sie kann jedoch leicht unter schwach basischen Bedingungen entfernt

192
werden “.

Dies ermdglicht die simultane Freilegung der Thiolgruppe wiahrend der
Deblockierung der saccharidischen Hydroxylfunktionen der Kohlenhydratantigene durch
Zemplén-Umesterung. Die oxidationsempfindliche Thiolfunktion muss also erst im
allerletzten Schritt der Synthese freigelegt werden.

Spaltung des fert-Butylesters von (41) mit Trifluoressigsdure liefert den fertigen Linker (42),
der nun direkt in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden kann.

Um ein breiteres Spektrum an Deblockierungsreaktionen zur Verfligung zu haben, soll noch
ein zu (42) analoger Linker mit einer durch eine andere Schutzgruppe versehenen
Thiolfunktion synthetisiert werden. Dies gelingt durch Deacetylierung von (42) mit
Lithiumhydroxid in Methanol und direkter Reaktion des so in situ generierten Thiols mit
Dipyridyldisulfid'®®. AnschlieBende saure Spaltung des fert-Butylesters von (43) liefert den
fertigen Linker.

0}
LiOH, <\__)—s S—Q /
AcS
(0] OtBu MeOH OtBu
3

(63%)

(41) (43)

TFA/CHZCI2 Q
(93%) \é/\
(44)
Abb. 3.40: Synthese des Pyridylsulfenyl-geschiitzten Thiol-Linkers
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Auf diese Weise wird (44) mit einer durch die 2-Pyridylsulfenyl-Gruppe geschiitzten
Thiolfunktion erhalten. Diese Schutzgruppe ist stabil gegeniiber sauren und basischen
Bedingungen, kann aber leicht durch Thiol-Disulfid-Austausch, vorzugsweise mit Dithiolen
wie Dithiothreitol (DTT), abgespalten werden. Triebkraft hierbei ist die entropisch giinstige
Bildung des cyclischen Disulfides sowie des stabilen 2-(1H)Thiopyridons.

HO
)@
SH
/ N HO NH HO s
\ S—S—R </:):s + é + R—SH
— — HO

Abb. 3.41: Abspaltung der Pyridylsulfenylschutzgruppe

Bei der basischen Deacetylierung von mit diesem Linker versehenen Glycopeptiden wiirde
also die Thiolfunktion noch geschiitzt bleiben. Das Glycopeptid konnte gereinigt werden und
die Thiolgruppe wiirde erst in einem anschlieBenden, letzten Deblockierungsschritt

freigesetzt.
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3.24 Das Allgemeine Protokoll der Festphasen(glyco)peptidsynthese

Alle automatisierten (Glyco-)Peptidsynthesen an der festen Phase wurden an einem ABI 4334
Peptidsynthesizer der Firma Perkin Elmer durchgefiihrt. Als polymere Triager wurden

ausschlieBlich Tentagel-Harze'**

verwendet. Hierbei handelt es sich um Polystyrol-
Divinylbenzol-Copolymere, wobei sich die zur Peptidsynthese benétigten funktionellen
Gruppen am Ende von aufgepfropften Polyethylengylcol-Ketten befinden. Durch die
hydrophilen Polyethylenglycol-Spacer besitzen diese Tentagel-Harze eine sehr gute
Quellfdhigkeit in polaren Losungsmitteln, wodurch die Peptidsynthese wesentlich erleichtert
wird und somit hohere Ausbeuten erzielt werden kdnnen.

Zur Anbindung der Startaminoséure dienen die siurelabilen Wang-"> und Trityl-"**"Linker. Je
nach Problemstellung werden entweder kommerziell erhéltliche, beladene Harze verwendet
oder die Beladung mit einer geeigneten Startaminoséure selbst durchgefiihrt.

Die Synthesen erfolgen alle nach der Fmoc-Strategie. Die Aminogruppe der
Aminoséurebausteine ist daher mit Fmoc als tempordrer Schutzgruppe versehen, wihrend
samtliche Seitenkettenfunktionalititen sdurelabile, permanente Schutzgruppen tragen. Serin,
Threonin und Tyrosin werden als tert-Butylether geschiitzt, Asparaginsiure als tert-Butylester
und die e-Aminofunktion von Lysin mit der Boc-Schutzgruppe. Asparagin und Histidin sind
in der Seitenkette durch N-Tritylgruppen geschiitzt. Die Guanidinofunktion von Arginin wird
durch die 2,2,5,7,8-Pentamethyl-chroman-6-sulfonyl-Gruppe (Pmc)l%'197 blockiert.

Bei der sequentiellen, automatisierten Festphasensynthese erfolgt der Aufbau des Peptids aus
den Aminosdurebausteinen in iterativen Schritten. Jeder Syntheseschritt setzt sich hierbei aus

drei Teilschritten zusammen.

o}
NHFmoc
( )-GD—o
R

N\ 1.)20% Piperidin/NMP
n . 2)Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
_/ 3.) Acy0, DIPEA, HOBt

(0]
N
o
R

Abb. 3.42: Allgemeines Schema der Festphasenpeptidsynthese

NHFmoc

n
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Zunichst wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung mit einer 20%igen
Losung von Piperidin in NMP abgespalten. Diese Spaltung erfolgt nach einem El -
Mechanismus, bei dem das acide Proton an Position 9 von Fmoc durch Piperidin deprotoniert

wird. Das entstehende Dibenzofulven reagiert mit Piperidin zu einem stabilen Addukt (45).

Abb. 3.43: Mechanismus der Fmoc-Abspaltung

Zur Reaktionskontrolle dient die UV-Absorptionsmessung des Adduktes (45) in der
Abspaltungslosung. Falls notig, wird die Abspaltung mehrfach wiederholt. Die gemessenen
Werte der UV-Absorption sind proportional zur Fmoc-Konzentration und lassen somit
Riickschliisse auf die vorangegangene Kupplung zu. Folglich ist eine Kontrolle des gesamten
Syntheseverlaufes durch das Abspaltungsprotokoll moglich.

Nach Freilegung der Aminogruppe erfolgt die Kupplung des ndchsten Aminosdurebausteins.
Zur Aktivierung wird das Kupplungsreagenz HBTU (O-(Benzotriazol-yl)-N,N,N’,N -
tetramethyluroniumhexafluorophosphat) unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)
und Diisopropylethylamin (DIPEA) als Base eingesetzt (s. Abb. 1.6). Durch das HBTU wird
die Aminosdure iliber einen O-Acylharnstoff als Intermediat in einen reaktiven HOBT-
Aktivester iiberfiihrt, der anschlieBend mit den Aminogruppen unter Aminolyse zum Amid
reagiert. Die Zugabe von DIPEA (zur Deprotonierung der Carbonsdure und des HOBt) und
HOBt beschleunigt die Bildung des Aktivesters und hilft gleichzeitig, eine Racemisierung der

Aminosaure zu verhindern.
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Abb. 3.44: Mechanismus der Carbonsiureaktivierung mit HBTU

Das Harz wird 20-30 Minuten in der Kupplungslosung geschiittelt. Da die glycosylierten
Aminosdurebausteine sterisch sehr anspruchsvoll sind und auflerdem in einem geringeren
Uberschuss eingesetzt werden, wird zu deren Kupplung die Reagenzienkombination
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU) und
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) (s. Abb. 1.6) verwendet. Durch den Nachbargruppen-
effekt des Pyridinstickstoffes sind die entstehenden HOAt-Ester reaktiver als HOBt-Ester:
Das zusitzliche Stickstoffatom koordiniert das angreifende Amin {iiber eine
Wasserstoftbriicke und sorgt somit fiir eine Vororientierung der Edukte. Aullerdem ist HOAt
eine stirkere Sdure als HOBt und somit auch die bessere Abgangsgruppe. HATU in
Verbindung mit HOAt ermdglicht so auch bei den glycosylierten Bausteinen normalerweise

hohe Kupplungsausbeuten.

O

) \
R—NI

Abb. 3.45: Mechanismus der Kupplung mit HOAt-Estern

Nach jedem Kupplungsschritt erfolgt ein Capping, bei dem nicht umgesetzte Aminogruppen
in einer Losung aus Acetanhydrid, DIPEA und katalytischen Mengen HOBt acetyliert
werden. Hiermit wird das Entstehen von Fehlsequenzen, die sich nur durch das Fehlen einer

einzigen Aminosdure vom Produkt unterscheiden und somit schwierig abzutrennen sind,
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verhindert. Die acetylierten Abbruchsequenzen lassen sich hingegen bei der
chromatographischen Reinigung durch HPLC meist leicht entfernen.

Nach jedem Teilschritt wird die Reaktionslosung durch Filtration entfernt und das Harz
griindlich gewaschen. Eine gute Durchmischung des Harzes mit den Reagenzien im Reaktor
wird durch starkes Schiitteln (Vortex) erreicht.

Durch Wiederholung der drei Schritte wird aus den (glycosylierten) Aminosdurebausteinen
das (Glyco-)Peptid am Harz aufgebaut. Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgt durch
Behandlung mit Trifluoressigsdure, wobei auch sdmtliche sédurelabilen Seitenketten-
schutzgruppen entfernt werden. Der Abspaltungslosung werden dabei Scavenger zugesetzt,

welche die entstehenden Kationen abfangen, um eine Alkylierung des Peptids zu verhindern.

3.25 Synthese von Thiol-funktionalisierten Glycopeptiden

Es sollen nun durch automatisierte Festphasenpeptidsynthese Glycopeptide hergestellt
werden, die mit dem geschiitzten Thiol-Linker (42) funktionalisiert werden. Zuerst wird die
tandem repeat-Sequenz des MUC4 (s. Abb. 1.3) als Zielsequenz hergestellt. In das Peptid soll
anstelle von Thr(10) der Tn-Antigen-Baustein eingebaut werden. Die Synthese erfolgt
entsprechend dem allgemeinen Protokoll (s. 3.2.4). Als feste Phase dient ein Tentagel-Harz,
an das die Startaminosidure Asparaginsdure iiber den Wang-Anker gebunden ist. Die
Aminosiurebausteine werden in zehnfachem Uberschuss eingesetzt.

Zunichst erfolgt die automatisierte Kupplung bis zu Pro(11). Die anschlieBende Kupplung
des glycosylierten Threonin-Bausteins (9) wird mit Hilfe der Reagenzienkombination
HATU/HOAt in einer halbautomatischen Kupplung durchgefiihrt. Hierzu werden der
Baustein (9) und die Kupplungsreagenzien in eine Aminosdurekartusche des Synthesizers
eingewogen, in NMP gel6st und durch Zugabe von N-Methylmorpholin (NMM) aktiviert. Die
Verwendung von NMM statt DIPEA vermindert das Racemisierungsrisiko bei Verwendung
dieser reaktiven Reagenzienkombination und der verldngerten Reaktionszeit. Nach
Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wird die Kupplungsldsung in den Reaktor
zum Harz tiberfiihrt. Die Kupplungszeit wird auf drei Stunden verldngert. Die anschlieBende

Kupplung von Ala(9) bis Thr(1) erfolgt wieder vollautomatisch nach dem Standardprotokoll.
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Abb. 3.46: Festphasensynthese des funktionalisierten Glycopeptids

Das UV-Abspaltungsprotokoll zeigt keine Auffilligkeiten wihrend der gesamten Synthese.

Kupplung der ersten finf ~ Abspaltung der Fmoc- Kupplung der restlichen
Aminosduren bis Pro(11) Schutzgruppe von Pro(11) neun Aminosduren
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Abb. 3.47: UV-Protokoll der Festphasensynthese
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Die anschlieende Anbindung des geschiitzten Thiollinkers (42) erfolgt in einer manuellen
Kupplung. Hierzu wird das Harz in einen Festphasenreaktor nach Merrifield tberfiihrt.
Hierbei handelt es sich um einen 250 mL-Glaskolben mit am Boden eingelassener Fritte und
Schlifthahn, wodurch ein Abfiltrieren der Reagenzien und Waschen des Harzes ermdglicht
wird. Zunéchst wird die terminale Fmoc-Schutzgruppe mit Morpholin in DMF abgespalten.
Anschlieend wird die Kupplung des Linkers (42) unter Aktivierung mit TBTU/HOBt und
DIPEA durchgefiihrt. Auch fiir diese Kupplung wird die Reaktionszeit auf drei Stunden
ausgedehnt. AbschlieBend erfolgt ein Cappingschritt mit Acetanhydrid/Pyridin. Das
Glycopeptid wird durch Behandlung mit Trifluoressigsdure vom Harz abgespalten. Hierbei

werden Triisopropylsilan (TIS) und dest. Wasser als Kationenscavenger zugesetzt.
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Abb. 3.48: Abspaltung vom Harz

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mittels RP-HPLC. Das Glycopeptid (46) kann in
einer hohen Ausbeute von 74% erhalten werden. Dies entspricht einer mittleren Ausbeute von
iiber 98% pro Kupplungsschritt.

Die korrekte Struktur des Glycopeptids (46) kann durch massenspektrometrische und NMR-
Analyse belegt werden. Die Deblockierung des Saccharidteils von (46) unter gleichzeitiger
Freilegung der Thiolfunktion und die anschlieBende Anbindung an BSA wird im nichsten
Kapitel beschrieben.

Nachdem die Festphasensynthese des MUC4-Glycopeptides erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte, soll nun ein entsprechendes Glycopeptid basierend auf der tandem repeat Sequenz
von MUCI1 synthetisiert werden. Der Tyx-Antigen-Baustein (9) soll anstelle von Thr(3)
eingebaut werden. Die Festphasensynthese wird in Analogie zur Synthese von (46)

durchgefiihrt. Als polymere Matrix kommt nun ein mit der Startaminosdure Prolin beladenes



52 3 Allgemeiner Teil

Trityl-Tentagelharz zum Einsatz. Die Synthese wird bis Ser(4) nach dem allgemeinen
Potokoll fiir die automatische Festphasensynthese durchgefiihrt. Die Kupplung des Tn-
Bausteins (9) erfolgt halbautomatisch unter Aktivierung mit HATU/HOAt/NMM.
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Abb. 3.49: Festphasensynthese von (47)

Die Kupplung der letzten beiden Aminosduren erfolgt wieder vollautomatisch nach dem
Standardprotokoll, die Kupplung des Thiollinkers manuell im Merrifieldreaktor. Nach saurer
Abspaltung vom Harz und Reinigung durch RP-HPLC kann das Glycopeptid (47) in 40%iger
Ausbeute isoliert werden.

Der (2,6)-Sialyl-Tn- und der (2,3)-Sialyl-T-Baustein sollen nun ebenfalls in vom MUCI
abgeleitete Glycopeptide eingebaut werden.

Die Synthese des mit dem STn-Antigen glycosylierten MUCI1-Peptides wird analog zur
vorhergehenden Synthese durchgefiihrt. Es wird mit Fmoc-Prolin beladenes Trityl-Tentagel

als feste Phase verwendet.
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Abb. 3.50: Festphasensynthese von (48)

Bei dieser Synthese kann im UV-Abspaltungsprotokoll nach der Kupplung des STn-Bausteins
(25) ein deutlich sichtbarer Abfall der UV-Absorption beobachtet werden, was auf eine
unvollstandige Kupplung der glycosylierten Aminoséure hindeutet. Der Thiollinker (42) wird
dieses Mal nicht manuell, sondern vollautomatisch im Synthesizer gekuppelt. Der Ubergang
zu dieser Arbeitsweise stellt eine zusétzliche Erleichterung der Synthese dar. Wie schon aus
dem UV-Reaktionsprotokoll zu erwarten war, wird nach Abspaltung und Reinigung des
Rohproduktes neben dem gewiinschten Produkt (48) auch eine geringe Menge der
Abbruchsequenz (48a) isoliert. Die vollautomatische Kupplung des Thiollinkers am
Synthesizer hingegen verursachte keine Schwierigkeiten bei der Synthese, der Linker (42) ist

also mit der {iblichen Standard-Festphasensynthese voll kompatibel.
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Die Synthese des mit dem (2,3)-Sialyl-T-Baustein glycosylierten MUCI1-Glycopeptides

erfolgt in vollig analoger Weise.
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Abb. 3.51: Synthese von (49)

Hierbei sind im UV-Protokoll der Synthese trotz des Einsatzes von nur 1.3 Aquivalenten des
glycosylierten Aminosédurebausteins (35) keine Probleme sichtbar. Auch dieses Mal erfolgt
die Kupplung des Thiollinkers vollautomatisch im Synthesizer. Nach Abspaltung vom Harz
und Reinigung durch RP-HPLC kann das Glycopeptid (49) in 36% Ausbeute isoliert werden.

Interessanterweise treten bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung des Glycopeptids
(49) unerwartete Probleme auf: Sowohl im Protonen- als auch im Kohlenstoff-NMR-
spektrum zeigen sich starke Verbreiterungen bei fast allen Resonanzsignalen der
Kohlenhydratseitenkette. Wegen der damit einhergehenden Verminderung der Intensitit der
Resonanzsignale sind sowohl im zweidimensionalen 'H,'H-COSY- als auch im HSQC-
Spektrum die meisten Signale des Trisaccharides nur sehr schwach oder sogar liberhaupt nicht
zu erkennen. Die Signale des Peptidriickgrats hingegen sind groBtenteils klar sichtbar.
Verursacht werden diese Signalverbereiterungen wahrscheinlich von der groen Dynamik des
Molekiils, was in diesem Ausmal} nicht vorherzusehen war. Ein Wechsel des Losungsmittels

von D,0 zu deuteriertem Methanol brachte keine Verbesserung. Durch eine Verlangerung der
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Messzeit auf zehn Stunden konnte aber schlieBlich ein vollstindiges HSQC-Spektrum
erhalten werden, mit dem die Uberpriifung der Struktur von (49) mdglich war.
Die Deblockierung der dargestellten funktionalisierten Glycopeptide und die anschlieende

Anbindung an BSA werden im néchsten Kapitel beschrieben.

3.2.6 Deblockieren der Glycopeptide und Konjugation mit dem modifizierten BSA

Das Deblockieren des funktionalisierten Glycopeptides (46) erfolgt durch Zemplén'*'-

Umesterung mit katalytischen Mengen Natriummethanolat in Methanol.
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Abb. 3.52: Vollstindiges Deblockieren von (46)

Neben der Abspaltung der saccharidischen Acetylschutzgruppen wird hierbei gleichzeitig die
Thiolfunktion deblockiert. Um die Gefahr einer oxidativen Dimerisierung zu minimieren,
wird das verwendete Methanol vorher vom Sauerstoff befreit und die Reaktion unter Argon
durchgefiihrt. Nach Reinigung iiber semipréparative HPLC kann das vollstindig deblockierte,
thiolfunktionalisierte MUC4(Tx)-Glycopeptid (50) in 35% Ausbeute erhalten werden.

Die Charakterisierung des oxidationsempfindlichen Glycopeptides erfolgt nur durch ESI-
Massenspektrometrie. Es wird sofort der Konjugation mit dem modifizierte BSA unterworfen.
Hierzu werden das modifizierte Protein und das thiolfunktionalisierte Glycopeptid in
entgastem Phosphat-Puffer (pH 7) gelost und mehrere Stunden mit UV-Licht bestrahlt. Die
Reinigung des Konjugats (51) erfolgt durch erschopfende Dialyse gegen dest. Wasser. Hierbei
wird nicht gebundenes Glycopeptid sowie das als Nebenprodukt gebildete
Dimerisierungsprodukt aufgrund ihres wesentlich geringeren Molekulargewichts abgetrennt.

Nach Lyophilisation wird das Konjugat (51) erhalten.
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Abb. 3.53: Konjugation von (50) mit BSA

Die durch MALDI-TOF bestimmte Massenzunahme zeigt, dass die Anbindung des

Glycopeptides (50) an BSA tatsdchlich erfolgreich war.
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Allerdings betrdgt die Beladung nur ca. zwei Molekiile des Glycopeptids pro BSA-Molekiil,
die Ausbeute der Kupplungsreaktion ist also relativ niedrig.

Trotzdem sollen nun auch die anderen Glycopeptide deblockiert und mit BSA konjugiert
werden. Die Deblockierung des Glycopeptides (47) erfolgt wieder unter Zemplén-
Bedingungen.
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%%w%%¢wﬁﬁﬁ%ﬂ%ﬁ

HOOC

(47) NH

kat. NaOMe, MeOH
pH=9.5-10

(60%)
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HOOC

NH

HZN%

NH
(52)

Abb. 3.55: Deblockieren von (47)

Das vollstindig deblockierte Glycopeptid (52) wird nach Reinigung durch semipréparative
HPLC in 60% Ausbeute erhalten. Die Konjugation mit dem modifizierten BSA (39) erfolgt

unter den vorher beschriebenen Bedingungen.
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Abb. 3.56: Konjugation von (52) mit BSA

In diesem Fall kann durch massenspektrometrische Bestimmung der Massenzunahme im
Konjugat (53) eine Beladung von 7-8 Molekiilen des Glycopeptides pro BSA-Molekiil

festgestellt werden. Die Ausbeute der Kupplungsreaktion ist also wesentlich hoher.
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Abb. 3.57: MALDI-TOF-Spektrum von (53)
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Die Signale des Konjugats (53) im Massenspektrum sind klar erkennbar, allerdings
wesentlich schwécher als die des reinen BSA oder des linkermodifizierten BSA (39). Woran
diese Intensitdtsabnahme liegt, konnte nicht geklart werden.

Um eine optimale Immunantwort zu erzielen, wird i. A. eine Beladung von 10-20 Molekiilen
des Haptens pro BSA-Molekiil empfohlen'*'”°. Um die Haptendichte im Konjugat (53) noch
zu erh6hen, wird eine erneute Kupplung von frisch dargestelltem Glycopeptid an das
Konjugat (53) vorgenommen. Die vorher nicht umgesetzten olefinischen Gruppen des Linkers
sollten nach wie vor vorhanden sein und nun eventuell eine erneute Beladung mit dem
Glycopeptid-Hapten erlauben.

(53)
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Abb. 3.58: Nachkupplung

Durch Analyse mittels MALDI-Massenspektrometrie wurde erneut die Hapten-Dichte im
Konjugat (53a) ermittelt werden. Dies verursachte jedoch {iiberraschenderweise grof3e
Probleme: Im Massenspektrum waren keinerlei Signale des Konjugats sichtbar. Trotz
mehrfacher Versuche mit unterschiedlichen Arten der Probenvorbereitung und verschiedene
Probenzusitze konnte kein Massenspektrum erhalten werden. Da auch das Edukt (53) nicht
mehr sichtbar war, scheint tatsdchlich eine Reaktion stattgefunden zu haben, deren Produkt
allerdings offensichtlich nicht mehr so einfach zu ionisieren ist. Dies erscheint umso
riatselhafter, weil ja das bereits mit Glycopeptid beladene BSA (53) ohne Probleme deutliche
Signale im Massenspektrum ergab und an den Reaktionsbedingungen und auch bei der
Aufarbeitung (Dialyse, Gefriertrocknung) keinerlei Verdnderungen vorgenommen wurden.
Denkbar wire eine Denaturierung des Proteins, durch die das BSA seine globulédre Struktur
verliert und in dieser Form im Massenspektrometer nicht mehr zu ionisieren ist. Fraglich ist
dann allerdings, warum eine solche Denaturierung nicht bereits bei den vorangegangenen
Reaktionen stattgefunden hat. Trotz intensiver Versuche konnte dieses Problem nicht geldst
werden.

Trotz dieses Riickschlags sollen nun auch die mit sialylierten Kohlenhydratantigenen

versehenen Glycopeptide an BSA angebunden werden.
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Zur Deblockierung des mit dem STy-Antigen glycosylierten Peptids (48) ist zundchst die
hydrogenolytische Spaltung des Benzylesters nétig. Die Reaktion wird durch analytische
HPLC und ESI-Massenspektrometrie verfolgt.

Nach vollstindigem Abreagieren des Eduktes wird das Rohprodukt ohne weitere Reinigung
der Deacetylierung unterworfen. Nach Reinigung iiber semipriparative HPLC wird das

vollstindig deblockierte MUC1(STx) Glycopeptid (54) in 42% Ausbeute erhalten.
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Abb. 3.59: Deblockierung von (48)
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Die Konjugation mit BSA erfolgt wieder unter Bestrahlung mit UV-Licht.
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Abb. 3.60: Konjugation von (54) mit BSA

Auch bei der massenspektrometrischen Untersuchung dieses Konjugats (55) konnten keine
Signale erhalten werden. Offensichtlich tritt hier das gleiche Problem auf, das schon beim
Konjugat (53a) eine Analyse der Haptendichte durch MALDI-TOF verhinderte. Mehrfache
Versuche, ein Massenspektrum des Konjugats (55) zu erhalten, fiihrten nicht zum Erfolg.

AbschlieBend wurde ebenfalls die globale Deblockierung und Konjugation des mit dem
(2,3)-Sialyl-T-Antigen glycosylierten MUCI1-Glycopeptides (49) durchgefiihrt. Die reduktive
Abspaltung sowohl des Benzylesters als auch des Benzylethers in der
Kohlenhydratseitenkette erfolgt durch Hydrogenolyse unter Einsatz von Palladium auf
Aktivkohle als Katalysator. Die Reaktion wird durch analytische HPLC verfolgt und ist nach
48 Stunden beendet. Die anschliefende Abspaltung der Acetylschutzgruppen hat sich im Falle
des (2,3)-Sialyl-T-Antigens in anderen Arbeiten schon als problematisch erwiesen. Unter
Zemplén-Bedingungen war besonders die Freilegung der sterisch abgeschirmten 4-Positionen
des Galactosamins und der Galactose auch bei langen Reaktionsdauern nicht mdglich. Im
vorliegenden Fall hétte eine ausgedehnte Reaktionszeit auBlerdem eine erhohte Gefahr der
unerwiinschten oxidativen Dimerisierung des Thiols zur Folge. Die globale Deacetylierung
des Rohproduktes erfolgt daher durch Behandlung mit verdiinnter wéssriger Natronlauge bei

einem pH-Wert von 11-11.5. Die Deblockierung wird durch analytische HPLC verfolgt und
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nach 48 Stunden abgebrochen. Die Reinigung des Glycopeptides erfolgt wieder durch
semipriparative HPLC. Das gewlinschte thiolfunktionalisierte MUCI1(2,3-ST)-Glycopeptid

(56) wird in einer Ausbeute von 36% iiber beide Deblockierungsschritte isoliert.
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Abb. 3.61: Deblockierung von (49)

Die Konjugation mit dem modifizierten Carrier-Protein erfolgt unter den vorher

beschriebenen Bedingungen.
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Abb. 3.62: Konjugation von (56) mit BSA
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Auch bei Analyse dieses Konjugats durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie konnten

keinerlei Signale erhalten werden.

Abschliefend ldsst sich sagen, dass die Konjugation einer Reihe von tumorassoziierten
Glycopeptiden mit BSA erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Allerdings war nur in zwei
Féllen, ndmlich bei den beiden mit dem Tn-Antigen versehenen Glycopeptiden eine
Bestimmung der Haptendichte durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie moglich. Bei allen
anderen Konjugaten wurden, eventuell aufgrund einer Denaturierung des Proteins, keine
aussagekriftigen Massenspektren erhalten. Es wurde gezeigt, dass die benutzte Methode der
radikalischen Addition von Thiolen an Olefine prinzipiell zur chemoselektiven Konjugation
von Glycopeptiden an Carrierproteine geeignet ist, wenn auch die erzielten Beladungsdichten
fiir eine effektive Immunisierung noch etwas hdher sein konnten. Dass von mehreren
Konjugaten keine massenspektrometrische Analyse moglich war, ist allerdings &duflerst
unbefriedigend.

Die  dargestellten Konjugate sollten prinzipiell fir die Verwendung in
Immunisierungsexperimenten geeignet sein. Eine eventuell eingetretene Denaturierung des
Tragerproteins sollte auf die immunologischen Eigenschaften keine besonderen
Auswirkungen haben. Dariiber hinaus ist ihre Anwendung zur Beschichtung von Mikrotiter-

Platten fiir immunologische Nachweisexperimente wie ELISA moglich.
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3.3 Synthese von dendrimeren Glycopeptiden

3.3.1

198,199

Hintergrund

Die Konjugation von Haptenen an Carrier-Proteine fithren zwar bei der Immunisierung

aufgrund der stark immunogenen Proteine meist zu ausgeprigten Immunantworten, jedoch

zieht die Verwendung solcher Konjugate eine Reihe von Nachteilen nach sich:

Die Masse des konjugierten Haptens ist im Vergleich zur Masse des Carrier-Proteins

sehr klein.

Die Hauptmenge der produzierten Antikorper ist normalerweise gegen Epitope des
Carrier-Proteins gerichtet. Nur ein relativ kleiner Teil stellt die gewiinschten, gegen

das Hapten gerichtete Antikorper dar (,,Immundominanz des Carriers).

Durch eine starke, gegen das Protein gerichtete Immunantwort kann die Antwort
gegen das Hapten sogar vollstindig unterdriickt werden (,,Carrier induced

suppression®).

Die Protein-Hapten-Konjugate sind chemisch nicht exakt definiert und der normalen
chemischen Analytik (z. B. NMR) nicht zuginglich (Ausnahme: Massen-

spektrometrie).

Eine Alternative zur Verwendung eines Carrier-Proteins, welche diese Nachteile vermeidet,

wurde von J. P. Tam eingefiihrt: Die Synthese von dendrimeren Peptiden aufbauend auf

einem immunologisch inerten Oligo-Lysin-Core. Tam bezeichnet solche Konjugate, die er

ausgehend von tetra- oder octa-funktionellen Lysin-Cores synthetisierte, als MAPS (multiple

antigenic peptides)

117,200
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Abb. 3.63: Schematische Darstellung der MAPs
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Solche MAPs zeichnen sich durch mehrere Vorteile gegeniiber den Carrier-Protein-
Konjugaten aus.

e Das Lysin-Core ist nicht immunogen.

e Die Peptid-Haptene machen die Hauptmasse des MAPs aus, das Lysin-Core nur einen

verschwindend geringen Teil.
e Zum Aufbau ist die normale Festphasenpeptidsynthese geeignet.

e Die MAPs sind chemisch einheitlich da vollsynthetisch, besitzen eine exakt definierte

Struktur und sind z. B. durch NMR analysierbar.

e In Immunoassays kdnnen durch die multivalenten MAPs groBBere Empfindlichkeiten
erzielt werden. Aullerdem ist, gerade bei sehr hydrophilen Peptiden, die unspezifische

Bindung der MAPs an Titerplatten oft stirker.

Die Immunogenitdt solcher dendrimeren Peptide beruht auf mehreren Faktoren: Durch die
Multivalenz dieser Strukturen ist eine festere Bindung an entsprechende Rezeptoren moglich
(vgl. ,,Clustereffekt” bei multivalenten Sacchariden). Weiterhin ist eine Quervernetzung der
Oberfldachenrezeptoren von Immunzellen mdglich, was unter Umstinden zu einem stérkeren
Aktivierungssignal fiihrt. Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass es Unterschiede in der
Antigenprozessierung und -prasentation von MAPs gegeniiber monomeren Peptiden auftreten.
So wurde beobachtet, dass von MAPs stammende Peptidfragmente auf MHC-I-Komplexen
prasentiert werden, nicht auf MHC-II, wie man es filir exogene Antigene eigentlich erwarten

. . 201-204
wiirde (sog. ,,cross-presentation‘ 01-20

). Offensichtlich treten die durch rezeptorvermittelte
Endocytose in Zellen aufgenommene Antigene aus den endosomalen Kompartimenten in das
Cytosol aus und werden anschliefend wie endogene Proteine prozessiert, was zur MHC-I-
Prisentation fiihrt. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein solches ,,.Leck®™ scheint abhingig von der
GroBe des endocytierten Antigens zu sein, so dass dies bei den grolen MAPs sehr viel
leichter auftritt als bei monomeren Peptiden. Diese Deutung erkldart auch, warum bei
Immunisierungen mit MAPs oft eine ungewdhnlich starke Aktivierung von cytotoxischen
T-Lymphocyten beobachtet werden kann.

Die MAP-Methodik wurde schon hdufig benutzt, um aus peptidischen Antigenen geeignete

205,206
AVAaRas

Vakzine zu erzeugen. So wurden beispielsweise experimentelle Vakzine gegen HI und

Hepatitis™’ beschrieben. Auch ein MAP-Peptid, welches ein tumorassoziiertes Kohlenhydrat-

208,209

antigen beinhaltet , wurde schon dargestellt.
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3.3.2 Synthese von dendrimeren (Glyco-)Peptiden

Es sollen nun dendrimere Peptide bzw. Glycopeptide gemifl der MAP-Methodik dargestellt
werden. Die Synthese der MAP-Glycopeptide soll dabei nach der standardmifBigen Fmoc-
Festphasensynthese durchgefiihrt werden. Hierzu wird zundchst ein tetrafunktionelles,
festphasengebundenes Lysin-Core aufgebaut. Das hierfiir benétigte zweifach Fmoc-
geschiitzte Lysin (58) erhdlt man durch Reaktion von Lysin-Monohydrochlorid mit

Fmoc-OSu und Natriumhydrogencarbonat in einem Aceton/Wasser-Gemisch.

NH NHFmoc
2
i OH Fmoc-OSu, NaHCOj3 /\/\ o OH
/\/\\\\\\\\ . FmocHN A
HoN Dioxan, H,O 1:1
xHCI o (73%) ©

(59

Abb. 3.64: Synthese Fmoc-Lys(Fmoc)-OH

Das zweifach blockierte Lysin (58) wird nun durch Diisopropylcarbodiimid (DIC) in das
symmetrische Anhydrid iiberfithrt und anschlieBend durch Veresterung unter Steglich-
Bedingungen an Tentagelharz gebunden. Durch eine Doppelkupplung wird eine hohe
Kupplungsausbeute erreicht. Die Kupplungsreaktion wird, wie alle in dieser Arbeit manuell

durchgefiihrten Synthesen an der festen Phase, in einem Reaktor nach Merrifield

durchgefiihrt.
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (58), Fmoc
OMN (s} —or DIC/DMAP . O,\,\,V—Ly5<
DMF Fmoc
Tentagel (90%) 59)

Abb. 3.65: Anbindung von Fmoc-Lys(Fmoc)-OH an die feste Phase

Das Tentagelharz ist mit einem sédurelabilen p-Hydroxybenzyl-Linker (Wang-Linker)
versehen, so dass das dendrimere Peptid nach vollendeter Synthese unter relativ milden
Bedingungen mittels Trifluoressigsdure vom Harz abgespalten werden kann.

Nicht umgesetzte Hydroxylfunktionen werden nach der Kupplung durch Capping mit
Acetanhydrid in Pyridin acetyliert. Nach Abspaltung der beiden Fmoc-Schutzgruppen mit
50%igem Morpholin in DMF wird die zweite Lage Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (58) gekuppelt.
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1.) Morpholin/DMF 1:1 Fmoc

Fmoc 2.) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Lys
/ TBTU, HOBt, DIPEA J/ \F moc

(Wang-Anker)—Lys - (Wang-Anker)—Lys
\ \ Fmoc
Fmoc L <
o ys
(96%) (60)

Fmoc

Abb. 3.66: Synthese des festphasengebundenen Lysin-Cores

Als Kupplungsreagenz dient TBTU unter Zusatz von HOBt und DIPEA als Base. Auch nach
dieser Kupplung erfolgt ein Cappingschritt, um unumgesetzte Aminofunktionen zu
blockieren. Zur Bestimmung der bei den Kupplungen erzielten Beladungsdichten wird jeweils
eine Probe des Harzes mit Piperidin behandelt und die Konzentration des dabei entstehende
Fmoc-Piperidin-Adduktes spektrometrisch bestimmt (s. S. 125).

Das auf diese Weise erhaltene tetrafunktionelle, festphasengebundene Lysin-Core (60) wird
im Folgenden fiir die Synthesen der dendrimeren (Glyco-)Peptide benutzt.

Bei diesen Synthesen ist nicht auszuschlieBen, dass es zu Wechselwirkungen der vier
Peptidketten untereinander kommt. Gerade bei den ersten Aminosduren besteht die Gefahr,
dass die Kupplungen der sterisch relativ anspruchsvollen Fmoc-Aminosdurebausteine nicht
vollstindig verlduft. Eine unvollstindige Kupplung fiihrt im folgenden Cappingschritt zum
Abbrechen der Peptidsynthese an dieser Kette. Es entstehen hierbei also keine tetrameren
Peptide, sondern Dendrimere, die Abbruchsequenzen enthalten. Solche Nebenprodukte wiren
chromatographisch nur schwer von den gewiinschten tetrameren Peptiden abzutrennen, da sie
sich in ihren Eigenschaften nur wenig von diesen unterscheiden. Es soll daher zunéchst
untersucht werden, ob die Kupplung an allen vier funktionellen Gruppen des
festphasengebundenen Lysin-Cores (60) erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Hierzu wird
in einer manuellen Festphasensynthese die Kupplung von zwei Aminosiurebausteinen an (60)
durchgefiihrt. Als Aminosduren werden Asparaginsdure und Threonin eingefiihrt, da diese
beiden den C-Terminus der tandem repeat-Sequenz des Mucins MUC4 darstellen.
Asparaginsdure wird in Form des sperrigen fert-Butylesters verwendet, als Threoninderivat
wird der glycosylierte Baustein (9) eingesetzt. Sollte die Kupplung dieser beiden sterisch sehr
anspruchsvollen Bausteine erfolgreich verlaufen, so kann davon ausgegangen werden, dass
die Kupplung ,normaler Aminosdurebausteine ebenfalls gut durchfiihrbar ist. Als
Kupplungsreagenz in dieser manuellen Synthese werden O-(6-Chlor-benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HCTU)*'**'* fiir die Kupplung der
Asparaginsdure und HATU fiir das glycosylierte Threonin verwendet. HCTU ist durch den
elektronenziehenden Effekt des Chloratoms etwas reaktiver im Vergleich zum

unsubstituierten HBTU bzw. TBTU, aber nicht so reaktiv wie HATU.
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Abb. 3.67: HCTU

Die Synthese wird mit 10 Aquivalenten des Asparaginsiure- bzw. 4 Aquivalenten des
glycosylierten Aminosdurebausteins durchgefiihrtt. Nach den Kupplungen folgt jeweils ein
Cappingschritt mit Acetanhydrid in Pyridin, um nicht umgesetzte Aminofunktionen zu
verschlieBen. AbschlieBend wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und der

Aminoterminus acetyliert. Das Peptid wird mit Trifluoressigsdure vom Harz abgespalten.

Fmoc

/Lys<
‘ Wang-Anker—Lys'’ Fmoc
AN /Fmoc

Lys\

Fmoc

1.) Morpholin/DMF 1:1
2.) Fmoc-Asp(rBu)-OH (10 eq.), HCTU, HOBt, DIPEA, 5h
3.) Acy0, Pyridin

1.) Morpholin/DMF 1:1
2.) (9) (4 eq.), HCTU, HOBt, DIPEA, 12h
3.) Ac,0, Pyridin

1.) Morpholin/DMF 1:1
2.) Ac,0, Pyridin

TFA, H,0, TIS, 2h

AcO OAc
Q
AcHN
AcO OAc
ACHN
HOOC
AcHN
AcO OAc
HOOC
AcHN
AcO OAc
ACHN
HOOC
AcHN
ACHE(
(0}
HOOC
(61)

(56%)

Abb. 3.68: Synthese des Test-MAPs
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Im Massenspektrum des rohen Peptids sind Abbruchsequenzen nicht nachweisbar. Die
Reinigung des Peptids erfolgt durch praparative RP-HPLC. Das gewiinschte dendrimere
Glycopeptid (61) wird in 56%iger Ausbeute isoliert. Anschlieend erfolgt die Abspaltung der
Acetylschutzgruppen in der Glycanseitenkette durch Behandlung mit katalytischen Mengen
Natriummethanolat in Methanol nach Zemplén. Das gewiinschte, vollstindig deblockierte

Peptid (62) wird nach chromatographischer Reinigung in quantitativer Ausbeute erhalten.

AcO OAc HO OH
AcHN AcHN
AcO OAc Ho OH
QReHN MHN NH
AcHN

HOOC HOOC
AcHN

AcO OAc Ho OH o)
AcHN kat. NaOMe/McOH &\ AcHN
AcHN
Ho OH

HOOC
HOOC
AcHN (quant.)

AcO OAc
AcHN AcHN
O
HOOC
AcHN HOOC OH AcHN
Ad-m/ Acm

HOOC HOOC

(61) (62)

Abb. 3.69: Abspaltung der Acetylschutzgruppen

Interessanterweise zeigen sich im 'H-NMR-Spektrum des Produktes (62) jeweils doppelte
Signale fiir das anomere Proton des Galactosamins und die a.-CH-Gruppe der Asparaginséure.
Offensichtlich bewirken die unterschiedlichen Anbindungen an das Lysin-Core (a- oder
e-Aminogruppe des Lysins) eine ungleiche Umgebung, welche zu verschiedenen chemischen
Verschiebungen fiir diese Protonen fiihrt. Bei allen anderen Protonen treten jedoch keinerlei
Verdopplungen auf. Ebenso sind im breitbandentkoppelten '*C-Spektrum nur einzelne
Singuletts zu sehen.

Da in dieser Testsynthese ein Auftreten von Abruchsequenzen in dem dendrimeren Peptid
nicht nachweisbar war, scheint der Aufbau aller vier Peptidketten ungestort voneinander
moglich zu sein.

Im Folgenden soll nun die Synthese von dendrimeren (Glyco-)Peptiden basierend auf den
Wiederholungssequenzen der Mucine durchgefiihrt werden. Es wurde hierfiir die
16 Aminosduren umfassende tandem repeat Sequenz des Mucins MUC4 ausgewahlt (s. Abb.
1.3). Zunidchst wird ein unglycosyliertes MAP dargestellt. Die Synthese erfolgt ausgehend
von dem mit dem tetrafunktionellen Lysin-Core beladenen Tentagel-Wang-Harz (60) durch
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automatisierte Festphasenpeptidsynthese mit dem Synthesizer nach dem bereits geschilderten,

allgemeinen Protokoll (s. 3.2.4).
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1.) Fmoc-Abspaltung: 20% Piperidin/NMP
@ 2.) Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
3.) Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt
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Abb. 3.70: Synthese des MUC4-MAPs

Die UV-spektroskopische Kontrolle des Syntheseverlaufs zeigt keine Auffilligkeiten. Das
dendrimere Peptid wird durch Behandlung mit Trifluoressigsdure, der Triisopropylsilan und
Wasser als Kationenscavenger zugesetzt sind, vom Harz abgespalten. Im Massenspektrum des
rohen Peptids sind wiederum keine Abbruchsequenzen sichtbar. Nach Reinigung durch
RP-HPLC wird das reine MAP (63) in 40% Ausbeute erhalten.

Es fillt auf, dass Produkt (63) sowohl in der analytischen HPLC als auch bei der Reinigung

durch préparative HPLC ein sehr breites Elutionsprofil zeigt. Diese Erscheinung ist
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literaturbekannt®® und wird wahrscheinlich durch die Vielzahl an verschiedenen
Konformeren des sehr flexiblen dendrimeren Peptids bzw. Aggregation verursacht.

Die NMR-spektrospkopische Analyse des dendrimeren Peptids zeigt eine grof3e
Ubereinstimmung mit den bereits bekannten Spektren®® des entsprechenden monomeren
Peptids. Bei manchen Signalen zeigt sich nur eine leichte Verbreiterung,
Signalverdopplungen sind nicht sichtbar. Nur die drei unterschiedlichen Lysin-aCH-Gruppen
geben im 'H,'H-COSY- und im HMQC-Spektrum drei deutlich unterscheidbare Signale.
Nach dieser erfolgreichen Synthese des reinen Peptid-MAPs (63) soll nun durch Einbau einer
glycosylierten Aminosiure ein entsprechendes glycosyliertes MAP dargestellt werden. Die
Synthese erfolgt analog zu der von (63) ausgehend von dem festphasengebundenen Lysin-
Core (60). Die Kupplung der Aminosaurebausteine bis zu Pro(11) wird vollautomatisch nach
dem allgemeinen Protokoll durchgefiihrt. AnschlieBend werden vier Aquivalente des Tx-
Bausteins (9) in einer halbautomatischen Kupplung unter Aktivierung mit
HATU/HOAt/NMM angekniipft. Die Kupplung der restlichen neun Aminosduren erfolgt

wieder vollautomatisch.
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Abb. 3.71: Synthese des MUC4(Tx)-MAPs

Das tetramere Peptid wird acidolytisch vom Harz abgespalten und durch préiparative RP-
HPLC gereinigt. Auch in diesem Falle weist das Produkt erneut ein sehr breites Elutionsprofil
auf. Eine massenspektrometrische Analyse des MAPs zeigt abermals keinerlei
Abbruchsequenzen. Die NMR-Spektren sind, bis auf einige Signalverbreiterungen, mit den

Spektren des monomeren Glycopeptides identisch.
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Durch Zemplén-Umesterung werden die Acetylschutzgruppen von (64) abgespalten. Nach
Reinigung iiber RP-HPLC kann das vollstindig deblockierte Glycopeptid-MAP (65) in hoher
Ausbeute isoliert werden.
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(65)
(67%)
Abb. 3.72: Deblockierung des Glycopeptid-MAPs
Auch die Struktur dieses Zielmolekiils kann durch massenspektrometrische und NMR-

spektroskopische Analysen gesichert werden.
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3.4 Synthese von Konjugaten bestehend aus Glycopeptid und einem

universellen T-Zell-Epitop
3.4.1 Hintergrund

Eine weitere Methode, um Immunantworten gegen nicht oder nur schwach immunogene
Strukturen zu erzeugen, ist die Konjugation des B-Zell-Epitops an ein bekanntes Ty-Zell-

Epitop>'®. Solche Konjugate nennt man auch Heterotope.

( B—Zell-Epitop}"’""‘( T-Zell-Epitop)

Abb. 3.73: Prinzip der Heterotop-Konjugation

Genau wie Hapten-Carrierprotein-Konjugate konnen diese Heterotope von fiir das B-Zell-
Epitop spezifischen B-Zellen erkannt, internalisiert und anschlieBend prozessiert werden.
Neben Fragmenten des B-Zell-Epitops werden auch hier solche des Ty-Zell-Epitops,
gebunden an den MHC-II-Komplex, auf der Oberflache der B-Zelle prisentiert (vgl. S. 37).
Dies ermoglicht die Erkennung dieses Epitops durch spezifische Ty-Zellen, wodurch die
gewlinschte Stimulierung der B-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen

ausgelost wird.

B-Epitop

Abb. 3.74: B- und T-Zellaktivierung durch ein Heterotop

Gegeniiber Proteinkonjugaten haben solche Heterotope den groBlen Vorteil, dass es sich
hierbei um vollsynthetische, relativ niedermolekulare Molekiile handelt, die durch Verfahren

der organischen Chemie, wie z.B. HPLC, gereinigt werden konnen. Auch ist die
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Strukturautklarung solcher Molekiile durch NMR und Massenspektrometrie moglich.
Weiterhin besitzen solche Heterotope nicht den Nachteil von Proteinkonjugaten, dass bei der

Immunisierung hauptsichlich Antikorper gegen das Trégerprotein gebildet werden.

3.4.2 Synthesestrategie

Im Folgenden sollen nun solche Heterotop-Konjugate dargestellt werden. Als B-Zell-Epitop
werden auf den MUCI1- bzw. MUC4-tandem repeat-Sequenzen basierende Glycopeptide mit
tumorassoziierten Kohlenhydratseitenketten eingesetzt. Durch Konjugation an ein
entsprechendes Tpy-Zell-Epitop soll eine Vakzine erhalten werden, welche robuste
Immunantworten gegen das Glycopeptid induziert. Die Bindung der beiden Teilstrukturen soll
iiber einen flexiblen, nicht immunogenen Spacer erfolgen, um eine gegenseitige
konformationelle Beeinflussung der beiden Epitope auszuschlieBen.

Als Ty-Zell-Epitop wird eine Partialsequenz aus dem Tetanus-Toxin gewihlt. Diese Sequenz
stellt ein ,,universelles* T-Zell-Epitop dar, welches als Epitop fiir viele menschliche T-Zellen,
unabhingig vom jeweiligen HLA-Phenotyp, geeignet ist* '

-Arg-Ser-Val-Asp-Asp-Ala-Leu-Ile-Arg-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val-

Abb. 3.75: Sequenz des universellen T Zell-Epitops aus Tetanus Toxin

Von den 20 Aminoséduren stellt die hydrophobe Partialsequenz YSYFPSV das eigentliche
Epitop dar. Diese sieben Aminosduren sind also unbedingt notwendig, um eine Bindung an
den Rezeptor von T-Zellen zu ermoglichen. Durch Konjugation mit einem B-Zell-Epitop
sollte eine starke Immunantwort gegen das B-Zell-Epitop induzierbar sein.

Der Einsatz eines Epitops aus dem Tetanus-Toxin hat auBerdem den Vorteil, dass bei einer
eventuellen Anwendung am Menschen aufgrund der normalerweise vorhandenen Tetanus-
Schutzimpfung bereits gegeniiber dem Epitop prédaktivierte T-Zellen vorhanden sind und
keine vorhergehende Immunisierung gegen das T-Zell-Epitop notig wére.

Basierend auf der aus sieben Aminosduren bestehenden Mindestsequenz YSYFPSV wurden
bereits Konjugate mit einem Glycopeptid als B-Zell-Epitop dargestellt*”.

Beim Aufbau solch langer Peptidstrukturen, wie sie die Heterotop-Konjugate darstellen, stof3t
die normale sequentielle Peptidsynthese an der festen Phase oft an ihre Grenzen: Je linger die
festphasengebundene Peptidkette wird, desto groBer ist die Gefahr, dass es zu

intramolekularen Wechselwirkungen und Riickfaltung der Kette kommt. Die hierdurch

bedingte ungeniigende Erreichbarkeit des N-Terminus macht sich in plotzlichen Einbriichen
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der Kupplungsausbeuten bemerkbar, was schliefllich zu niedrigen Gesamtausbeuten oder
sogar dem Misslingen der gesamten Peptidsynthese flihrt.

Die Synthese langer Peptide wird daher normalerweise durch Fragmentkondensation an der
festen Phase durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren wird zundchst ein Teil der gewiinschten
Struktur in Form eines vollstindig blockierten Peptidfragmentes, bei dem lediglich der
Carboxyterminus ungeschiitzt ist, an der festen Phase synthetisiert. Fiir diese Synthese miissen
entsprechende Ankersysteme, die ein Abspalten des Peptides vom Harz ohne gleichzeitige
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen erlauben, verwendet werden (z. B. PTMSEL?'**",
HYCRON'"*2 " Trityl’*®" 2-Chlortrityl**'***, SASRIN******). Das zweite Fragment wird
ebenfalls an der festen Phase aufgebaut und dann mit dem vorher dargestellten, vollstindig
blockierten Peptidteilstiick in einer Kondensationsreaktion verkniipft. Abspaltung vom Harz
liefert das gewiinschte Produkt.

Solche Fragmentkondensationen besitzen prinzipbedingt jedoch einige Nachteile. Die
zundchst erforderliche Synthese und Reinigung eines geschiitzten Peptidfragmentes stellt
einen erheblichen Syntheseaufwand dar. Weiterhin sind relativ groe Mengen dieses
blockierten Teilstiickes erforderlich, um eine befriedigende Ausbeute im Kondensationsschritt
der beiden Fragmente zu erzielen.

Zum Aufbau der Heterotope soll in dieser Arbeit daher eine andere Strategie genutzt werden.
Die Synthese erfolgt ausgehend von einem orthogonal geschiitzten, festphasengebundenen
Lysin-Derivat.

Durch Abspaltung der einen Schutzgruppe kann in einer normalen Peptidsynthese das erste
Epitop aufgebaut werden. AnschlieBend wird die zweite Schutzgruppe gespalten und an der
nun freien Aminfunktion das zweite Epitop durch erneute Festphasenpeptidsynthese
angekniipft. Durch diese Vorgehensweise ist die Gefahr einer Riickfaltung der Peptidkette
wesentlich geringer. Eine eventuelle gegenseitige Beeinflussung der beiden Peptidstringe
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Vorteil dieser Strategie ist, dass die gesamte
Peptidsynthese mit den standardmifligen Aminosdurebausteinen durchgefiihrt werden kann,

die aufwendige Synthese und Reinigung eines Teilstlickes ist nicht erforderlich.
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Abb. 3.76: Schematische Darstellung der geplanten Heterotop-Synthese

Voraussetzung ist jedoch ein entsprechendes, orthogonales Schutzgruppenmuster. Da die
Peptidsynthese nach der Fmoc-Strategie erfolgt, kann als eine der beiden Schutzgruppen
direkt Fmoc eingesetzt werden. Es wird nun noch eine zweite Schutzgruppe benétigt, die zu
Fmoc orthogonal stabil und unter den Bedingungen der Peptidsynthese stabil ist. Jedoch muss
sie leicht selektiv abspaltbar sein, ohne die Peptidbindungen oder den Festphasenanker zu
gefdhrden. Eine Aminschutzgruppe, welche diese Eigenschaften besitzt, ist die 1-(4,4-
dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)-3-methylbutyl- (ivDde)-Schutzgruppe®’, eine Weiter-

entwicklung der 1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)ethyl- (Dde)-Gruppe®***".
O
R
= R=H : Dde
R= CH(CHy), : ivDde
NH
A
0 /

Abb. 3.77: Die Dde und ivDde-Schutzgruppen
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Sie zeichnet sich durch ihre grofle Stabilitdt gegeniiber Piperidin oder Morpholin, welche zur
Abspaltung von Fmoc verwendet werden, aus. ivDde kann jedoch durch Behandlung mit
verdiinnter Hydrazinlésung innerhalb weniger Minuten quantitativ abgespalten werden. Unter
diesen Bedingungen sind sowohl Peptidbindungen als auch die iiblichen sédurelabilen

Ankersysteme stabil.

N
~
R
$
0 o H,NNH, 0 N
_—
OME + H,N—R

Abb. 3.78: Abspaltung von ivDde

Die Abspaltung kann aufBlerdem, dhnlich wie bei der Fmoc-Gruppe, durch die starke

Absorption des Produktes (66) UV-spektrometrisch verfolgt werden.

3.4.3 Synthese des orthogonal geschiitzten Lysins

Es wird nun zunéchst ein entsprechendes, mit Fmoc und ivDde orthogonal geschiitztes Lysin-
Derivat dargestellt, welches nach Anbindung an die feste Phase als Ausgangspunkt fiir die
Synthese der Heterotope dienen soll.

Die Synthese des orthogonal geschiitzten Lysin-Bausteins erfolgt ausgehend von L-Lysin-
Monohydrochlorid. Um eine Differenzierung der beiden Aminfunktionen zu ermoglichen,
wird dieses zuerst mit Kupfersulfat in den Kupferkomplex tiberfiihrt**.

Hierbei werden die Carboxylfunktion und die a-Aminogruppe durch ein Kupfer-lon
komplexiert, so dass die e-Aminogruppe nun selektiv blockiert werden kann. Dies geschieht
durch Reaktion mit Fmoc-Chlorid in einem Dioxan-Wasser-Gemisch. AnschlieBend wird der

Kupfer-Komplex mittels des starken Komplexbildners Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)

aufgebrochen, wonach das selektiv e-blockierte Lysin-Derivat (67) erhalten wird.
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Abb. 3.79: Synthese H-Lys(Fmoc)-OH

Zum Einfiihren der ivDde-Schutzgruppe wird nach einer bekannten Literaturvorschrift von
Dimedon ausgegangen. Dieses wird mit Isovaleriansdure unter Aktivierung mit EDC und

DMAP'®"10% geyliert™.

COOH
OH

EDC/DMAP
+ —>
DMF/CH,CL, o o

(78%)

(68)

Abb. 3.80: Synthese ivDde-OH

Durch siurekatalysierte Reaktion” des so dargestellten ivDde-OH (68) mit dem
monoblockierten Lysin-Derivat (67) wird der orthogonal geschiitzte Lysin-Baustein (69)
erhalten.

Die maBlige Ausbeute dieser Reaktion ist wahrscheinlich auf die geringere Nukleophilie und
starkere sterische Abschirmung der a- im Vergleich zur e-Aminofunktion des Lysins
zurlickzufiihren. Sie ldsst sich auch nicht durch Verldngerung der ohnehin schon langen

Reaktionszeit steigern.
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Abb. 3.81: Synthese von ivDde-Lys(Fmoc)-OH

Die anschlieBende Anbindung von (69) an die feste Phase erfolgt erneut durch DIC-

vermittelte Uberfithrung in das symmetrische Anhydrid und anschlieBende DMAP-
161,162

katalysierte Veresterung.
ivDde-Lys(Fmoc)-OH (69), /Fmoc
DIC/DMAP
Q) Cammo—on - (G
DME ivDde
Tentagel (quant.) (70)

Abb. 3.82: Anbindung an die feste Phase

Als Festphasen-Harz wird ein spezielles, besonders fiir die Synthese ldngerer Peptide und
schwieriger Sequenzen vorgesehenes Tentagel (7entagel R) mit erhohter Quellfahigkeit
eingesetzt. Das Harz ist wieder mit dem séurelabilen Wang-Anker versehen. Die Anbindung
von (69) gelingt in quantitativer Ausbeute.

Wie bereits beschrieben, soll durch den Einbau eines nicht-immunogenen
Oligoethylenglykolspacers eine gegenseitige Beeinflussung der Konformationen von B- und
T-Zell-Epitop ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck soll ein direkt in der Fmoc-
Peptidsynthese einsetzbares Spacermolekiil dargestellt werden. Ausgangspunkt dieser
Synthese ist das bereits dargestellte Triethylenglykolderivat (40). Durch eine nucleophile
Substitutionsreaktion des Mesylats mit Natriumazid gelingt die Umwandlung in das Azid

(71), welches mit Raney-Nickel zum Aminoderivat (72) reduziert wird?*.
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Abb. 3.83: Synthese des Aminoethylenglycospacers

Die Blockierung der Aminfunktion mit der Fmoc-Schutzgruppe gelingt durch Reaktion mit

Fmoc-OSu in einem Aceton/Wasser-Gemisch in hoher Ausbeute''®,

(0]
HoN FmocOSu, NaHCOi EmocHN
(0] OtBu (0] OtBu
Aceton/H,0
3 (74%) 3

(72) (73)

O
TFA
3  FmocHN
(quant.) (0] OH
3

74

Abb. 3.84: Synthese des Fmoc-geschiitzten Oligoethylenglykolspacers

Die anschlielende acidolytische Spaltung des tert-Butylesters von (73) liefert den fertigen

Festphasenbaustein (74) in quantitativer Ausbeute.

344 Synthese von (Glyco-)Peptid-Heterotopen

Ausgehend von dem festphasengebundenen, orthogonal geschiitzten Lysin (70) sollen nun
Heterotop-Konjugate synthetisiert werden. Fiir einen ersten Versuch wird die unglycosylierte
tandem repeat-Sequenz des MUC4 als B-Zell-Epitop ausgewihlt. Als T-Zell-Epitop kommt
die sieben Aminosduren umfassende Minimalsequenz, welche fiir die Immunogenitit
erforderlich ist, des universellen Epitopes aus Tetanus-Toxin (Abb. 3.75) zum Einsatz.

Bei der Synthese des Heterotops wird zundchst das T-Zell-Epitop dargestellt und nach
anschlieBender Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe das B-Zell-Epitop, da bei den geplanten
Synthesen von glycosylierten Heterotopen sonst das zur Abspaltung nétige Hydrazin die
saccharidischen Acetylschutzgruppen des B-Zell-Epitops angreifen konnte.
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Die Synthese des T-Zell-Epitops aus dem Tetanus-Toxin erfolgt vollautomatisch nach dem
allgemeinen Syntheseprotokoll. Die anschlieBende Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
die Kupplung des Linkers (74) wurden in einem Merrifield-Reaktor manuell durchgefiihrt.

Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch mehrfaches, fiinfminiitiges Schiitteln
des Harzes in 2%iger Hydrazinhydrat-Losung. Mittels UV-spektrometrischer Kontrolle der
Abspaltungslosung ldsst sich eine vollstindige Spaltung durch das Verschwinden der
Absorption des Abspaltungsprodukts (66) sicherstellen. Anschlieend erfolgt eine manuelle
Kupplung des Linkers (74) an die nun freie a-Aminogruppe des harzgebundenen Lysins. Da
diese Aminfunktion sterisch recht stark abgeschirmt sein diirfte, wird diese Kupplung mit der
reaktiveren Reagenzienkombination HATU/HOAt durchgefiihrt. AuBerdem wird die
Reaktionszeit fiir diese Kupplung auf acht Stunden verlidngert. Die anschlieBende Synthese
der Mucin-Sequenz erfolgt wieder vollautomatisch am Synthesizer. Nach Abspaltung vom
Harz und Reinigung des Rohpeptides durch préaparative HPLC kann das Produkt (75) in 46%

Ausbeute isoliert werden.
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Abb. 3.85: Synthese des Heterotops (75)
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Nachdem die Darstellung des Konjugats (75) ausgehend vom orthogonal blockierten,
festphasengebundenen Lysin erfolgreich durchgefiihrt wurde und sich diese Strategie zur
Synthese von Heterotopen als prinzipiell geeignet erwiesen hat, soll sie nun auf Konjugate mit
der tandem repeat-Sequenz des MUCI1 ausgeweitet werden. Gleichzeitig ist eine
Verldngerung des T-Zell-Epitopes geplant, da die von MHC-II-Molekiilen présentierten
Peptidfragmente iiblicherweise eine Linge von 10-34 Aminosduren aufweisen'®. Die bisher
eingesetzte Sequenz von sieben Aminosduren wird daher sowohl am N- als auch am
C-Terminus um jeweils zwei Aminosduren aus der Urspungssequenz des Tetanus-Toxins
(Abb. 3.75) auf insgesamt elf verldngert. Als B-Zell-Epitop kommt wiederum die schon
benutzte, 12 Aminosiduren umfassende tandem repeat-Sequenz des MUCI1 zum Einsatz. Die
Synthese wird analog zu der Darstellung von (75) durchgefiihrt.

Ausgehend vom festphasengebundenen Lysin werden zunidchst die elf Aminosduren des
T-Zell-Epitopes vollautomatisch am Synthesizer gekuppelt. Die anschlieBende Abspaltung
der ivDde-Schutzgruppe erfolgt wieder manuell durch mehrfache Behandlung mit 2%iger
Hydrazinlésung. Auch die Kupplung des Spacermolekiils (74) mit HATU/HOAt wird manuell
durchgefiihrt. Der Aufbau der MUCI-Sequenz wird vollautomatisch am Synthesizer
durchgefiihrt. Nach Acetylierung des N-Terminus erfolgt die Abspaltung vom Harz durch
Behandlung mit Trifluoressigsaure. Leider zeigt sich, dass das Rohpeptid sowohl in Wasser
als auch in Methanol oder Acetonitril weitgehend unloslich ist. Auch durch geringe Zusétze
von DMF oder DMSO gelang es nicht, das Rohprodukt in Losung zu bringen. Eine Reinigung
durch priparative HPLC kann daher nicht durchgefiihrt werden. Zur Anfertigung eines
Massenspektrums ist die Loslichkeit aber gro3 genug. Die Identitit des gewiinschten
Produktes (76) konnte hier nachgewiesen werden. In der analytischen HPLC zeigt sich, dass
das Peptid-Konjugat in hoher Reinheit ohne groBere Anteile an Abbruchsequenzen entstanden
ist.

Die mangelnde Loslichkeit kann wahrscheinlich durch die relativ  hydrophobe
Aminosduresequenz des Tetanus-Toxin-Epitops erklart werden. Verglichen mit dem 16slichen
Konjugat (75) enthilt (76) zusétzlich zweimal das sehr hydrophobe Isoleucin. Hinzu kommt
noch der Wechsel von der MUC4-tandem repeat-Sequenz zur etwas weniger hydrophileren

des MUCI.
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Abb. 3.86: Synthese des Heterotops (76)
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Um dennoch zu mdéglicherweise besser 16slichen Konjugaten zu gelangen, wird die Sequenz
fiir das T-Zell-Epitop modifiziert. Zusdtzlich zu den sieben grundsitzlich bendtigten
Aminoséduren (Abb. 3.75) werden nun N-terminal fiinf weitere angekniipft. Auf diese Weise
werden aufler dem hydrophoben Isoleucin die hydrophilen Aminosduren Lysin, Serin und
Asparagin eingebaut, wodurch die Loslichkeit wesentlich verbessert werden sollte. AuBerdem
wird jetzt ein glycosyliertes B-Zell-Epitop aufgebaut, indem der Tn-Antigen-Baustein (9)
anstelle von Thr(9) in die Synthese eingebracht wird. Die hydrophile Kohlenhydratseitenkette
sollte ebenfalls die Loslichkeit verbessern.

Die Synthese dieses Konjugates erfolgt wieder ausgehend vom festphasengebundenen,
orthogonal blockierten Lysin-Derivat (70).

Zundchst wird nach dem Standardprotokoll im Synthesizer die zwdlf Aminosduren
umfassende Sequenz aus dem Tetanus-Toxin dargestellt. Die anschlieBende Abspaltung der
ivDde-Schutzgruppe mit verdiinnter Hydrazinlosung sowie die Anbindung des
Spacermolekiils (74) erfolgt wieder in manuell durchgefiihrten Reaktionen in einem
Merrifield-Festphasenreaktor. Die nun folgende Synthese des B-Zell-Epitopes aus MUCI1
erfolgt bis Ser(4) wieder vollautomatisch im Synthesizer. Der glycosylierte
Aminoséurebaustein (9) wird dann in einer halbautomatischen Kupplung unter Aktivierung
mit HATU/HOAt/NMM angebunden. Die Kupplung der restlichen beiden Aminosduren
erfolgt wieder vollautomatisch. Der N-Terminus wird abschlieBend deblockiert, mit
Cappingreagenz acetyliert und das Glycopeptid-Konjugat (77) mit Trifluoressigsdure vom
Harz abgespalten.
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Abb. 3.87: Synthese des Heterotops (77)
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Das Konjugat (77) zeigt im Vergleich zum vorher dargestellten (76) bereits eine deutlich
erhohte Wasserloslichkeit. Jedoch ist sie fiir eine Reinigung durch priparative HPLC immer
noch zu gering. Da in einer Analyse durch analytische HPLC aber keine grof3eren Mengen an
Verunreinigungen zu beobachten sind, wird das Rohprodukt direkt der Deacetylierung nach
Zemplén unterworfen.

Die hierbei freiwerdenden saccharidischen Hydroxylfunktionen sollten die Hydrophilie und
damit auch die Wasserloslichkeit des Konjugates nochmals deutlich steigern. Da nach
Aufarbeitung des Rohproduktes noch schwerldsliche Bestandteile vorhanden sind, wird das
Konjugat (78) zundchst einer Reinigung durch préparative Gelpermeationschromatographie
an einer Sephadex-Phase unterzogen. Durch anschlieBende semipréparative HPLC lassen sich
letzte Verunreinigungen beseitigen und das Konjugat (78) wird in reiner Form erhalten. Die
Struktur des Produktes kann durch massenspektrometrische und NMR-spektroskopische

Analysen gesichert werden.
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Abb. 3.88: Deacetylierung von (77)

Wie bereits erwihnt, sind das Sialyl-Tnx- und das (2,3)-Sialyl-T-Antigen aufgrund ihrer
vergleichsweise grofSen Tumorspezifitit von besonderem Interesse fiir die Entwicklung von
Tumorvakzinen. Daher sollen nun auch Konjugate bestehend aus dem T-Zell-Epitop aus
Tetanus-Toxin und der Widerholungseinheit von MUCI, welche mit diesen beiden
tumorassoziierten Kohlenhydraten glycosyliert ist, dargestellt werden.

Die Synthesen erfolgen abermals ausgehend vom orthogonal geschiitzten Lysinderivat an der

festen Phase (70) auf dem bereits durchgefiihrten Syntheseweg.
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Abb. 3.89: Synthese des Heterotops (79)
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Zur Synthese des Sialyl-Ty-enthaltenden  Glycopeptidkonjugates wird  zunéchst
vollautomatisch die Aminosduresequenz des T-Zell-Epitopes gekuppelt. Die anschlieende
Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und die darauf folgende Kupplung des
Oligoethylenglycolspacers (74) werden erneut manuell im Merrifield-Festphasenreaktor
durchgefiihrt. Das Harz wird dann wieder in den Peptidsynthesizer liberfiihrt und die MUC1-
Sequenz bis Ser(4) vollautomatisch gekuppelt. Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppe wird der Sialyl-Tx-Baustein (25) in einer halbautomatischen Kupplung unter
Aktivierung mit HATU/HOAt/NMM angebunden. Es werden 2.5 Aquivalente der wertvollen
glycosylierten Aminosiure eingesetzt, wobei die Kupplungszeit auf 6 Stunden verldngert
wird. Bei der nachfolgenden Kupplung der verbleibenden zwei Aminosduren ist im
UV-Abspaltungsprotokoll kein nennenswerter Riickgang der Intensitit sichtbar.

Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz erfolgt mit dem bereits bewéhrten Gemisch aus
Trifluoressigséure, Triisopropylsilan und Wasser. Das rohe Peptid zeigt eine méBige
Loslichkeit in Wasser und Methanol, die allerdings fiir eine Reinigung durch préparative
HPLC noch nicht ausreicht. Die Identitit des Produktes kann durch ESI-
massenspektrometrische Untersuchung gesichert werden. In einer Analyse des Rohproduktes
durch analytische HPLC ist kein groBer Gehalt an Abbruchsequenzen zu beobachten. Daher
wird das rohe Peptid wieder direkt der Deblockierung unterworfen. Dazu ist zundchst die
Spaltung des Benzylesters der Sialinsdure durch Hydrogenolyse nétig. Die Reaktion wird
durch analytische HPLC und massenspektrometrisch verfolgt und ist nach 24 Stunden
beendet. Das Rohprodukt wird ohne Reinigung im nun folgenden Deacetylierungsschritt
eingesetzt. Unter Zemplén-Bedingungen bei einem pH-Wert von 9-9.5 ist auch nach mehreren
Tagen in der HPLC-Analyse kein einheitliches Produkt sichtbar. Auch ein leichtes Erhohen
des pH-Weres auf ca. 10 zeigt keine Verdnderung an. Ein MALDI-TOF-Massenspektrum der
Reaktionsmischung zeigt neben dem gewtinschten, voll deblockierten Produkt (80) Anteile an
Intermediaten, die noch eine, zwei oder sogar drei Acetylgruppen tragen. Eine offensichtlich
erschwerte Abspaltung dieser Acetylschutzgruppen im STy-Saccharid wird in diesem
Zusammenhang zum ersten Mal festgestellt. Bei bekannten Synthesen von Glycopeptiden,
welche das STn-Antigen tragen, bereitete die Deblockierung unter Zemplén-Bedingungen
keinerlei Probleme. Um eine vollstindige Abspaltung dieser Schutzgruppen zu erreichen,
wird das Produktgemisch daher in wissriger Natriumhydroxid-Losung bei einem pH-Wert
von 10.5-11 geldst. Nach 20 Stunden zeigt die Analyse durch HPLC nun die Bildung eines
einheitlichen Produkts. Das rohe Glycopeptid besitzt eine fiir die Reinigung durch
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semiprédparative HPLC ausreichende Wasserloslichkeit. Das reine Konjugat (80) kann in einer

Ausbeute von 12% (bezogen auf die Anfangsbeladung des Harzes) erhalten werden.
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Abb. 3.90: Deblockierung von (79)

Im MALDI-TOF-Spektrum des gereinigten Konjugats sind auBBer der berechneten Masse des
Produktes (80) nun keine der noch Acetylgruppen tragenden Spezies mehr sichtbar.

Die Struktur von (80) wird durch ein- und zweidimensionale NMR-Experimente bestitigt.
Hierzu sind ausgedehnte Messzeiten notig, um im *C- und im HSQC-Spektrum alle Signale
zu erhalten. Die beim Glycopeptid (49) beobachtete Verbreiterung vieler Signale wird jedoch
nicht beobachtet. Trotz der geringen Substanzmenge (7.5 mg) werden klare Spektren erhalten,
in denen alle Signale zugeordnet werden konnen. Eine Differenzierung von im Konjugat
mehrfach vorhandenen Aminosiauren, wie z.B. dem viermal vorkommenden Serin, ist nicht in

jedem Fall moglich, jedoch auch nicht unbedingt notig. Zusammen mit dem korrekten
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Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse kann die Struktur von (80) als gesichert
angesehen werden.

Die Synthese des analogen, mit dem (2,3)-Sialyl-T-Antigen glycosylierten Glycopeptid-
Konjugats erfolgt ebenfalls nach dem etablierten Schema.

Am festphasengebundenen Lysin-Derivat (70) werden zunichst vollautomatisch die 12
Aminosduren des T-Zell-Epitopes gekuppelt. Nach der Deblockierung und Acetylierung des
N-Terminus wird das Harz in einem Merrifield-Festphasenreaktor iiberfiihrt. Es folgt die
manuelle Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe mit verdiinnter Hydrazinlosung sowie die
Kupplung des Spacermolekiils (74) unter Aktivierung mit HATU/HOAt und NMM. Daran
schlieft sich die vollautomatische Kupplung der MUCI1-Sequenz bis Ser(4) im Synthesizer
an. Die Anbindung der glycosylierten Aminosdure (35) wird wieder halbautomatisch unter
Aktivierung mit HATU/HOAt/NMM durchgefiihrt. Die Kupplungszeit fiir den (2,3)-Sialyl-T-
Antigen-Baustein wird erneut auf 6 Stunden ausgedehnt. Im UV-Protokoll ist anschlieend
nur eine geringfiigige Abnahme der Intensitdt zu beobachten. Die Kupplung der restlichen
beiden Aminosduren sowie die Deblockierung und Acetylierung des N-Terminus erfolgen
vollautomatisch. Die Abspaltung des Konjugats von der festen Phase erfolgt wiederum mit
einem Gemisch aus Trifluoressigsdure und Scavengern. Das nach Lyophilisieren erhaltene
Rohprodukt ist nur méBig in Methanol und Wasser loslich, eine Reinigung durch préparative
HPLC ist daher wieder nicht durchfiihrbar. Die HPLC-Analyse des rohen Glycopeptides zeigt
geringe  Anteile an  Abbruchsequenzen. Die  Hauptkomponente kann  durch
massenspektrometrische Analyse jedoch als das gewiinschte Produkt (81) identifiziert

werden.
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Abb. 3.91: Synthese des Heterotops (81
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Das Konjugat (81) wird wiederum ohne Aufreinigung deblockiert.
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Abb. 3.92: Deblockierung von (81)

Zur gleichzeitigen hydrogenolytischen Spaltung des Benzylesters der Neuraminsidure sowie
des Benzylethers der Galactose wird das Rohprodukt in Methanol geldst, mit einer
katalytischen =~ Menge Palladium auf  Aktivkohle versetzt wund unter einer
Wasserstoffatmosphére geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgt durch analytische HPLC. Die
Abspaltung beider Benzylschutzgruppen erfolgt nur sehr langsam. Auch durch Durchleiten
von Wasserstoff durch die Suspension ldsst sich die Hydrogenolyse nicht beschleunigen. Erst
nach 90 Stunden Reaktionszeit hat sich das Edukt vollstindig umgesetzt. Die korrekte
Struktur des Rohproduktes wird durch massenspektrometrische Analyse nachgewiesen.
AnschlieBend erfolgt direkt die globale Deacetylierung, welche aufgrund der bekannten
problematischen Deblockierung des (2,3)-Sialyl-T-Antigens“&118 direkt durch waissrige
Natriumhydroxid-Losung bei einem pH-Wert von 11.5 durchgefiihrt wird. Das Fortschreiten
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der Reaktion wird regelmiBig durch analytische HPLC kontrolliert. Eine Spaltung der
glycosidischen Bindung, welche unter den relativ stark basischen Bedingungen auftreten
kann, wird nicht beobachtet. Nach 50 Stunden Reaktionszeit ist die Deacetylierung
abgeschlossen.

Das Rohprodukt wird in Wasser aufgenommen und alle unldslichen Bestandteile werden
durch Zentrifugieren entfernt. Die anschlieende Reinigung durch priaparative HPLC gestaltet
sich kompliziert: Zwar verfiigt das rohe Konjugat nun {iber eine ausreichende
Wasserloslichkeit, jedoch ist die Abtrennung sdmtlicher Verunreinigungen schwierig. Bei
einer zweiten priparativen HPLC-Reinigung zeigt das Produkt ein breites, strukturiertes
Elutionsprofil, welches auf die gleichzeitige Elution von Verunreinigungen hinzuweisen

scheint.
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Abb. 3.93: Elutionsprofil von (82)

Allerdings sind bei der massenspektrometrischen Analyse des isolierten Produkts keinerlei
auf Verunreinigungen hindeutende Signale zu sehen, insbesondere keine von noch teilweise
acetylierten Intermediaten. Das Konjugat wird trotzdem einer weiteren Reinigung durch
semipréaparative HPLC unterzogen. Hierbei tritt wieder ein breites Elutionsprofil auf, welches
auf noch enthaltende Verunreinigungen hindeuten konnte. In der NMR-spektroskopischen
Untersuchung werden jedoch keine Signale sichtbar, welche durch Verunreinigungen
verursacht werden konnten. Das Konjugat (82) scheint also tatsdchlich eine hohe Reinheit
aufzuweisen. Das in der HPLC auftretende, breite Elutionsprofil wird daher vermutlich durch

unterschiedliche Konformere des Produktes (82) oder Aggregationserscheinungen verursacht.
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3.5 Synthese von Glycopeptid-Mitogen-Konjugaten
3.5.1 Hintergrund

Eine weitere Mdoglichkeit, die Immunogenitit von Strukturen zu verstiarken, besteht in der
kovalenten Bindung an ein Mitogen. Als Mitogen bezeichnet man eine Substanz, welche in
der Lage ist, B- und/oder T-Zellen in einer nicht antigenspezifischen Weise zu aktivieren. So
kann z.B. durch Concanavalin A (Con A, aus Rhizinusbohnen) die Mehrzahl aller T-Zellen,
unabhdngig von ihrer Spezifitit, stimuliert werden. Hierbei wird die Aktivierung durch
Bindung des Mitogens an Oberflichenrezeptoren der T-Zelle, wie z.B. den T-Zell-Rezeptor
(TCR) oder das von allen T-Zellen exprimierte CD2 (LFA-3-Rezeptor), ausgeldst.

Ein weiteres Mitogen, das fiir Immunisierungen eingesetzt wird, ist N-Palmitoyl-S-(2,3-bis-
palmitoyloxy-(2 R,S)-propyl)-(R)-cystein (Pams;Cys)>>°.
0

e

HO S OPam

NHPam OPam

Abb. 3.94: Struktur von Pam;Cys

Pam;Cys ist ein synthetisches Analogon zum N-Terminus eines Lipoproteins aus der dufleren
Membran des Escherichia-coli-Bakteriums. Genauso wie das native Protein ist Pam3;Cys ein
potenter B-Zellen-, Monocyten- und Neutrophilen-Aktivator™”.

Pam;Cys kann zum einen als Adjuvans bei Immunisierungen verwendet werden und so z. B.
das komplette Freund’sche Adjuvans (CFA) ersetzen. Andererseits besteht {iber die freie
Carboxylfunktion von Pams;Cys die Moglichkeit, ein B-Zell-Epitop kovalent anzukniipfen
und auf diese Weise zu einer Vakzine mit ,,integriertem* Adjuvans zu gelangen. Auf diese
Weise wurden schon experimentell vollsynthetische Vakzine z. B. gegen die Maul-und-
Klauenseuche®’ oder das HIV-Virus®*® dargestellt.

Man war anfangs der Ansicht, dass Pam3;Cys hauptsichlich als Membrananker wirkt: Durch
die hydrophoben Palmitinsdureketten findet eine Verankerung in der Lipiddoppelschicht der
Zellen statt, wodurch eine Akkumulierung und Prisentation der Antigene auf der
Zelloberfliche mdglich wird. Dies wiederum induziert eine Stimulation der Lymphocyten
gegeniiber den Antigenen. Es ist schon lange bekannt, das Lipopeptide oft eine stdrkere
Immunogenitit aufweisen als reine Peptide. Diese Vorstellung erklart jedoch nicht die

ungewOhnlich starke Immunogenitét des Pam;Cys. Weiterhin scheint dessen genaue Struktur

wichtig zu sein. So hat ein Austauschen der Palmitinséureketten gegen kiirzere Fettsduren
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oder eine Substitution des Thioethers gegen eine Methylenbriicke™® einen Aktivititsverlust
zur Folge.
Neuere Erkenntnisse zeigen, dass es tatsdchlich Rezeptoren auf Leukozyten gibt, welche

Pam;Cys erkennen™***

. Diese Rezeptoren gehoren zur Gruppe der Toll-like-Rezeptoren
(TLRs). Diese zum angeborenen Immunsystem gezdhlten Rezeptoren erkennen eine Vielzahl
von eingedrungenen Mikroorganismen anhand konservierter Strukturen (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs). Im Gegensatz zu B- oder T-Zell-Rezeptoren, die hochspezifisch
an ein Antigen binden, erkennen die TLRs also eher bestimmte; fiir pathogene
Mikroorganismen charakteristische strukturelle ,,Muster wie z. B. Lipopolysaccharide. Heute
sind zehn verschiedene TLRs bekannt, von denen der TLR2 die groffte Anzahl an
unterschiedlichen Strukturen, wie Peptidoglycane, bakterielle Lipopetide und —proteine sowie
verschiedene Lipopolysaccharide erkennt. TLR2 formt Heterodimere entweder mit TLR1 und
TLR6, wobei Pam3;Cys-Derivate hauptséchlich durch die TLR2/TLR1-Form erkannt werden.
Durch Bindung von Pams;Cys wird die Produktion von pro-inflammatorischen Cytokinen
sowie die Aktivierung der adaptiven Immunantwort ausgelost, wodurch sich die mitogenen
Eigenschaften erkldren.

Es sollen nun Konjugate aus einem B-Zell-Epitop und Pam;Cys hergestellt werden. Als
B-Zell-Epitop sollen Glycopeptide mit auf den tandem repeat-Sequenzen der Mucine
basierenden Strukturen mit tumorassoziierten O-Glycanen zum Einsatz kommen. Die
Anbindung an Pam3Cys soll hierbei {iber einen flexiblen Spacer erfolgen, um eine
Beeinflussung der Konformation des Glycopeptides durch das Mitogen auszuschlieBen. Um
eine Immunsuppression zu vermeiden, sollte dieser Spacer nicht-immunogen sein. Es bietet

sich daher wieder ein auf Oligoethylenglycol basierendes Spacermolekiil an.

3.5.2 Synthese des Mitogens Pam;Cys-OH

Zunichst ist die Darstellung des Pam3;Cys-OH selbst notig. Diese Synthese erfolgt in sechs

241-244

Stufen in Anlehnung an eine literaturbekannte Vorgehensweise ausgehend von L-Cystin.
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Abb. 3.95: Synthese Pam;Cys-OH

Dieses wird zunédchst durch sdurekatalysierte Reaktion mit terz-Butylacetat in den Bis-tert-

245

butylester (83) iiberfiihrt
durch Umsetzen mit Fmoc-OSu in THF mit N-Methylmorpholin (NMM) als Base. Die

. AnschlieBend erfolgt die Blockierung der beiden Aminfunktionen

Disulfid-Bindung von (84) wird nun reduktiv mittels Zinkpulver unter sauren Bedingungen
gespalten. Durch Zugabe von Glycidol wird das entstandene Thiol in den Thioether (85)
tiberfiihrt. Da racemisches Glycidol eingesetzt wird, entsteht das Produkt als
Diastereomerengemisch. Es wird jedoch nicht getrennt, sondern als Gemisch in den weiteren
Synthesen eingesetzt, da beide Diastereomere als Mitogene geeignet sind. Durch Veresterung
unter Steglich-Bedingungen werden die beiden freien Hydroxylfunktionen mit
Palmitoylresten funktionalisiert. Nach Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe von (86) mit
50%iger Morpholinlosung wird die nun freie Aminfunktion ebenfalls mit Palmitinsdure unter
TBTU/HOBt-Aktivierung acyliert. Nach acidolytischer Spaltung des fert-Butylesters von (87)
wird das gewiinschte Pam3;Cys-OH (88) erhalten. Die gesamte sechsstufige Synthese verlauft

vollig ohne chromatographische Reinigungsschritte.

3.5.3 Versuche zur direkten Konjugation mit Glycopeptiden tber eine Amidbindung

Es sollen nun vollsynthetische Konjugate aus tumorassoziierten Glycopeptiden und Pam;Cys

als Mitogen dargestellt werden. Um eine konformationelle Beeinflussung des Glycopeptids
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durch das Pam;Cys zu vermeiden, soll die Konjugation {iber einen nicht immunogenen Spacer
stattfinden. Da eine polare Aminosdure wie Lysin, Asparaginsidure oder besonders Serin in

242, soll zusatzlich Serin

direkter Nachbarschaft die Immunogenitit des Pams;Cys stark erhoht
an die Carboxylgruppe von Pam;Cys gebunden werden. Idealerweise sollte die Anbindung
des Mitogens iiber eine freie Carboxylfunktion moglich sein, da die Konjugation dann als

letzter Schritt der Festphasenpeptidsynthese durchgefiihrt werden kann.

(Pam3CysH Seﬁn)—(Spacer H Glycopeptid |

Abb. 3.96: Schema geplante Pam;Cys-Konjugate

Als Spacer kommt das bereits dargestellte Oligoethylenglycol-Derivat (72) zum Einsatz. Uber
die Aminfunktion des Spacers soll die Anbindung des Mitogens erfolgen, wahrend die
Konjugation an das Glycopeptid durch die Carboxylgruppe erfolgt.

Als erster Schritt wird nun, wie oben dargestellt, Serin mit dem Spacer verkniipft. Die
Kupplungsreaktion mit dem N-Fmoc und O-Benzyl-geschiitzten Serin gelingt unter

Aktivierung mit EDC/HOBt in hoher Ausbeute.

OH
FmocHN

(0]

CH,Cl,

EDC, HOBt, (72)
(84%)

OBn
(0]

H
N
FmocHN (0) OtBu
3

89)
Abb. 3.97: Kupplung des geschiitzten Serins
Die Fmoc-Gruppe von (89) wird mit 50%igem Morpholin abgespalten und das Pam;Cys mit

dem so erhaltenen, freien Amin durch Einsatz der Reagenzienkombination

TBTU/HOBt/DIPEA gekuppelt.
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Abb. 3.98: Kupplung von Pam;Cys

Nach Spaltung des fert-Butylesters von (90) wird der Mitogen-Baustein (91) erhalten, iiber
dessen freie Carboxylfunktion die Konjugation an den N-Terminus eines Glycopeptides

moglich ist.
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TFA
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OBn
(0] (0]
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Abb. 3.99: Deblockierung der Carboxylfunktion von (90)

Um ein groBeres Repertoire an Konjugationsmoglichkeiten zur Verfiigung zu haben, soll noch
ein zum Mitogenbaustein (91) analoges Derivat dargestellt werden, welches eine freie
Aminfunktion zur Kupplung mit dem C-Terminus von Peptiden enthilt. Die Synthese beginnt
ausgehend von Aminoethyloxyethyloxyethylamin. Durch Reaktion mit Di-tert-butyl-
dicarbonat (Boc,O) gelingt das selektive Blockieren einer Aminfunktion durch eine
sdurelabile Boc-Schutzgruppe. AnschlieBend erfolgt die Kupplung von (92) mit N-Fmoc- und

O-Benzyl-geschiitztem Serin.
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Abb. 3.100: Synthese des Aminspacers

Durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von (93) und nachfolgende Anbindung von
Pam3;Cys durch TBTU/HOBt/DIPEA wird das Mitogenkonjugat (94) erhalten. Nach

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit verdiinnter Trifluoressigsdure gelangt man zum

aminfunktionalisierten Mitogenbaustein (95).

1.) Morpholin/DMF 1:1 z/ Q
2.) (88), TBTU, HOBt, DIPEA H ?
93) BocHN N A o
(51%) o \H/\” o \s/,l’LL‘/\OPam
2
O NHPam OPam
¥4
OBn

.

H H
TFA TFA x HoN N A W
o \é/\o>/\/ Y\H = \S/ﬂq"']/\opam
0
2
(0]

NHPam OPam
95)

Abb. 3.101: Synthese des aminfunktionalisierten Mitogenbausteins

Bevor die beiden dargestellten Mitogenbausteine zur Konjugation mit Glycopeptiden
eingesetzt werden, soll zundchst die Verkniipfung mit einem glycosylierten Threonin als

Vorversuch durchgefiihrt werden. Dazu wird die Fmoc-Gruppe des Tx-Threonin-Bausteins

(8) mit Morpholin abgespalten.

AcO OAc AcO OAc
0] (0]
AcO AcO
AcHN AcHN
(0] Morpholin/CH,Cl, 1:1 (o)
(88%)
OBn OBn
FmocHN H,oN
(6] (0]
@® 96)

Abb. 3.102: Fmoc-Abspaltung von (8)
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Das Produkt (96) mit freier Aminfunktion wird quantitativ erhalten. Die folgende

Konjugation mit dem Mitogenbaustein (91) erfolgt unter Aktivierung mit

TBTU/HOBt/DIPEA.

(96)

91
TBTU/HOBT/DIPEA
(75%)

AcO OAc

AcHN

OBn
(0] (0]
H
N OBn
PamO S N (e]
H
3
[¢]

OPam NHPam

Iz

o7
Abb. 3.103: Synthese des Pam;Cys-Thr(Ty)-Konjugates

Das Produkt (97) ldsst sich einfach durch Ausfillen mit Methanol reinigen und wird in hoher
Ausbeute erhalten. Die korrekte Struktur von (91) kann durch 2D-NMR-Experimente

tiberpriift werden.

Eine Konjugation des aminfunktionalisierten Pam;Cys-Bausteins (95) wird testweise mit dem

Tn-Antigen-Baustein (9) durchgefiihrt.
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Abb. 3.104: Synthese von (98)
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Die Aktivierung der Carboxylgruppe von (9) erfolgt mit der Reagenzienkombination
TBTU/HOBt/DIPEA. Das Konjugat (98) wird nach flashchromatographischer Reinigung in
hoher Ausbeute isoliert.

9

1) MorpholinCH,C, 1:1
2.) (91), TBTUHOBT/DIPEA
(75%9)

AcO OAc

Q
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OBn
o] O =/ m1o
i H H : .
PP AN e
H s H H
OPam NHPam o] o] 2 o) NHPam OPam

9
Abb. 3.105: Synthese des Konjugats (99)

Die Aminfunktion des an der Carboxylgruppe funktionalisierten Pam3;Cys-Konjugats (98)
lasst sich mit Morpholin deblockieren. Anschlieend kann eine weitere Kupplung mit dem
Mitogenbaustein (91) durchgefiihrt werden.

Nach flashchromatographischer Reinigung wird das zweifach mit Pams;Cys versehene Tn-
Konjugat (99) erhalten.

Zur Vervollstindigung der Synthese miissen die dargestellten Mitogen-Konjugate nun noch
deblockiert werden. Zunichst werden die beiden Benzylschutzgruppen von (97) durch
Hydrogenolyse mit Palladium auf Aktivkohle entfernt.

(e
1.) Pd/C, H,, CHCly/MeOH
2.) kat. NaOMe, MeOH
Ho OH

HO
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Abb. 3.106: Versuchte Deblockierung von (97)
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Bei der anschlieBenden Deblockierung der saccharidischen Hydroxylfunktionen traten
allerdings gravierende Probleme auf: Bei der Umesterung mit katalytischen Mengen
Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 9.5-10 sind schon nach kurzer Zeit
durch diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle mehrere Produkte sichtbar. Ein
Massenspektrum der Reaktionsmischung zeigt, dass auBler den Acetylgruppen auch die
Palmitinsdureester des Pam;Cys teilweise gespalten wurden. Das gewlinschte Produkt (100)
konnte {iberhaupt nicht nachgewiesen werden. Der Versuch einer Deacetylierung des
Konjugates (99) bei einem niedrigeren pH-Wert von 8.5 fiihrte ebenfalls nicht zum Erfolg.
Durch massenspektrometrische  Analyse konnte festgestellt werden, dass die
Palmitinsdureester teilweise schon vor den Essigsdureestern gespalten werden.

Es war anzunehmen, dass die Palmitinsdureester im basischen Medium labil sein werden.
Allerdings zeigte die Erfahrung mit Lipopeptiden aus fritheren Arbeiten®®, dass Ester
langkettiger Sduren langsamer gespalten werden sollten als die kurzkettigen Essigsdureester.
Dies kann durch das hier vorliegende Ergebnis nicht bestétigt werden.

Es wurden daher alternative Reaktionsbedingungen zur Deblockierung gesucht. Eine
Deblockierung von (100) durch Verseifung mit verdiinnter Natronlauge im Zweiphasen-

gemisch mit Toluol ist jedoch ebenfalls nicht erfolgreich.

(L]

1.) Pd/C, H, CHCl3/MeOH
2.) NaOH, H,O0, Toluol, pH=9.5

oder MeOH (MS 4A)
Ho OH
(o}
HO
AcHN
OH O,
o (o}
H
N OH
PamO S N O N
H H
3
OPam NHPam 0] 0

(100)
Abb. 3.107: Alternative Deacetylierungsversuche

Idee hierbei war, dass durch Solvatation der lipophilen Palmitinsdureester durch das
hydrophobe Toluol der unerwiinschte Angriff des Hydroxids auf die Palmitinsdureester
erschwert wird. Auch durch diese Strategie kann jedoch die schnelle Spaltung dieser Ester

nicht verhindert werden.
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Eine weitere Altenative stellt die Verwendung von Methanol dar, welches mehrere Wochen

iiber aktiviertem Molsieb aufbewahrt wurde**’

. Hierbei bilden sich geringe Mengen an
Natriummethanolat, welche eine besonders schonende Deacetylierung bewirken sollen. Auf
die Deacetylierung von (97) angewendet kann mit dieser Methodik allerdings keinerlei
Reaktion festgestellt werden.

Es ist denkbar, dass eine Deacetylierung der Mitogen-Konjugate (97), (98) und (99) unter
nochmals anderen Reaktionsbedingungen erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Allerdings
soll im Rahmen dieser Arbeit ein allgemein anwendbares Konjugationsverfahren gefunden
werden. Von den sialylierten Kohlenhydrat-Antigenen, speziell dem (2,3)-Sialyl-T-Antigen,
ist aber bekannt, dass die vollstdndige Deacetylierung nur unter relativ stark basischen
Bedingungen moglich ist (s. 3.2.6). Es ist daher ziemlich unwahrscheinlich, dass
Reaktionsbedingungen gefunden werden, welche eine vollstindige Deacetylierung von
Glycopeptid-Pam;Cys-Konjugaten, welche das (2,3)-Sialyl-T-Antigen enthalten, erlauben,
ohne dass gleichzeitig die unerwiinschte Spaltung der Palmitinsdureester auftritt. Aus diesem

Grund wird der bisher verfolgte Ansatz zur Synthese von Glycopeptid-Pam;Cys-Konjugaten
durch direkte Ankniipfung des Mitogens iiber eine Amidbindung nicht weiter verfolgt.

3.54 Anbindung Uber Thiol-Olefin-Addition

Da die Konjugation von Glycopeptiden mit BSA {iber Thiol-Olefin-Verkniipfung bereits
erfolgreich durchgefiihrt werden konnte (s. 3.2.6), soll nun diese Verkniipfungsstrategie auch
fiir die Synthese von Glycopeptid-Pam;Cys-Konjugaten angewendet werden. Ein grofBer
Vorteil hierbei ist, dass mit den in Kap. 3.2.6 dargestellten, funktionalisierten Glycopeptiden
schon die entsprechenden Edukte zur Verfiigung stehen. Es wird nun noch ein
Mitogenbaustein mit einer Olefinfunktion zur Anbindung benétigt. Auch hierbei soll ein
Oligoethylenglycospacer eine gegenseitige konformationelle Beeinflussung von Glycopeptid

und Pam;Cys verhindern.

(Parn3CysH Serin)—(Spaeer )\/ + HS

|

Abb. 3.108: Schematische Synthese von Glycopeptid-Mitogen-Konjugaten durch Thiol-Olefin-Addition
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Ein entsprechender Spacer ist ausgehend von 2-(2-Aminoethoxy)ethanol zuginglich.

Zunidchst wird durch Reaktion mit Di-tert-butyldicarbonat (Boc,O) die Aminfunktion

blockiert.
O\/\ Boc,0 - O\/\
HzN/\/ OH CHCl, BOCHN/\/ OH

(98%) (101)

Abb. 3.110: Synthese des Spacers (101)

Das monogeschiitzte Derivat (101) wird in fast quantitativer Ausbeute erhalten. Die
Anbindung des thiolfunktionalisierten Antigens soll iiber eine Maleinimidgruppe stattfinden.

Diese zeigt eine hohe Reaktivitit gegeniiber Thiolen als Nucleophilen®****.

0 O
S—R?
R2—sH
R1_N —_— R1_N
0 (0]

Abb. 3.109: Schema Addition von Thiolen an Maleinimid

Hierbei handelt es sich nicht um eine radikalische Addition, sondern um eine heteroanaloge
Michael-Addition. Zwar kann hierbei auch eine unerwiinschte Reaktion mit Aminen oder
Alkoholen eintreten, jedoch ist die Addition von Thiolen aufgrund deren héherer Nucleophilie
etwa um den Faktor 10* schneller. Die Addition von Thiolen wird zwar oft im leicht
basischen oder leicht sauren Medium durchgefiihrt, jedoch l4uft sie auch unter neutralen
Bedingungen ausreichend schnell ab. Diese Additionsreaktion stellt somit eine
ausgezeichnete, hoch chemoselektive Verkniipfungsreaktion dar, weshalb sie hiufig fiir die
Synthese von Konjugaten eingesetzt wird (s. auch S. 40).

Die Maleinimidgruppe wird durch eine modifizierte Mitsunobu-Reaktion in das
Spacermolekiil eingefiihrt. Durch Reaktion mit Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) und
Triphenylphosphin wird die Hydroxylgruppe von (101) in eine gute Abgangsgruppe
umgewandelt. AnschlieBende nucleophile Substitution mit Maleinimid liefert das

Spacermolekiil (102).
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1.) DIAD, PPh, Q
[}
2)) H-Nb
O. o}
0 O
BocHN/\/ \/\OH THF BocHN/\/ ~
(50%)
(101) 10
(102) 4

Abb. 3.111: Synthese des alkylierten Maleinimids (102)

Da das Pam;Cys im Mitogenbaustein wieder benachbart zu Serin vorliegen soll, wird nun
durch EDC-vermittelte Kupplung von Pam;Cys-OH (88) und O-tert-Butyl-Serin-tert-
butylester (H-Ser(O7Bu)-OrBu) zunichst ein entsprechendes Dipeptid hergestellt.

OtBu
OtBu

__ ocmos oBu
PamO S PamO’
c Izu /DMF am
(84%)

OPam NHPam NHPam

(88) (103)

Abb. 3.112: Synthese Pam;Cys-Ser(Bu)-O7Bu

Durch anschlieBende Deblockierung mit Trifluoressigsdure wird das C-terminal freie Dipeptid

(104) erhalten.

103 _—
103) — pam0 /\r\/.h'\ /\H‘\ /g‘/

OPam NHPam

(104)

Abb. 3.113: Deblockierung von (103)

Die Boc-Schutzgruppe des Spacermolekiils (102) wird mit verdiinnter Trifluoressigsiure

ebenfalls abgespalten und das freie Amin ohne Reinigung mit dem Dipeptid (104) gekuppelt.

1.) TEA/CH,Cl, 1:1
2.) (104), TBTU,
HOBY, DIPEA NN
(102) - . F’amo/\r”N \s v\
(67%)

OPam NHPam
(105)

Abb. 3.114: Synthese des Maleinimid-Mitogenbausteins (105)

Durch die Verwendung der Reagenzienkombination TBTU/HOBt/DIPEA findet
ausschlieBlich die Amidbildung statt, die freie Hydroxylfunktion des Serins reagiert nicht. Der
Mitogenbaustein (105) kann nach flashchromatographischer Reinigung in hoher Ausbeute

isoliert werden.
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Ein groBer Nachteil des Maleinimids ist seine hohe Immunogenitét, wodurch die gewiinschte
Immunantwort gegen das Antigen vollstindig unterdriickt werden kann. Aus diesem Grund
soll noch ein alternativer Mitogenbaustein synthetisiert werden, der iiber eine einfache
Olefinfunktion fiir eine radikalische Thioladdition verfiigt. Ausgehend vom monogeschiitzten
Spacermolekiil (101) wird durch Veretherung mit Allylbromid ein entsprechendes Olefin in
mafiger Ausbeute erhalten.

1.) NaH
2)) BN

i NN T e S N NN

DMF

(101) (54%) (106)

Abb. 3.115: Synthese des Olefinspacers (106)

Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit Trifluoessigsdure erfolgt analog zur vorherigen
Synthese von (105) die Kupplung mit dem Dipeptid (104).
1.) TFA/CHCl; 1:1

OH
2.) (104), TBTU, i H
HOBt, DIPEA N o
(106) Pamo/\rﬁ\s/\H}\N \/\O/\/ ~ X
(70%) H !

OPam NHPam

(107)

Abb. 3.116: Synthese des Mitogenbausteins (107)

Der Mitogenbaustein (107) wird nach flashchromatographischer Reinigung in hoher Ausbeute
erhalten.

Es soll nun zunéchst in Testreaktionen die Eignung der dargestellten Mitogen-Bausteine zur
Synthese der gewlinschten Konjugate erprobt werden. Dafiir dient der mit dem Tn-Antigen
glycosylierte Threonin-Baustein erneut als Modellverbindung. Zunidchst ist eine
Funktionalisierung dieses Aminosdurebausteins mit einer Thiolfunktion nétig. Es soll hierzu
auch der Pyridylsulfenyl-geschiitzte Linker (44) zum Einsatz kommen.

Durch Kupplung des N-deblockierten Tn-Derivats (96) mit dem Linker wird ein entsprechend

funktionalisiertes Produkt in hoher Ausbeute erhalten.
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Aco OAc
o} AcO OAc

AcO (0]
AcHN oo
C
0 AcHN

O,

0Bn TBTU, HOBY,
HoN DIPEA Q oBn

T omr

0 (86%)
R
N
— o OH
3

(“44)

(96)

Abb. 3.117: Kupplung des Pyridyl-Linkers mit der glycosylierten Aminosiure

Die Anbindung des Linkers an die Aminfunktion der glycosylierten Aminoséure kann ohne
Reinigung und Isolierung des freien Amins durchgefiihrt werden, wie im Folgenden anhand
der Kupplung des Acetyl-geschiitzten Linkers (42) gezeigt wird: Durch Behandlung mit
verdliinntem Morpholin wird die Fmoc-Schutzgruppe des glycosylierten Aminosiurebausteins
(18) abgespalten. Nach Abdestillieren des Morpholins wird ohne weitere Reinigung mittels
TBTU/HOBUt/DIPEA der Linker (42) an die freie Aminfunktion gekuppelt.

Der funktionalisierte Glycosylaminosédurebaustein (109) wird in 73% Ausbeute isoliert.

AcO OAc
AcO OAc o)
o) 1.) Morpholin/DMF 1:1 AcO
2.) TBTU, HOBt, DIPEA, AcHN
AcO
Ao Acsfﬂ M o
O, (®) OH
3
“2) AcS OtBu
O N
otBu DMF/CH,Cl, N
739
FmocHN (73%) 3 o
0 (109)

18)

Abb. 3.118: Kupplung des Acetyl-Linkers mit der glycosylierten Aminosiure

Die beiden Konjugate (108) und (109) sollen nun zunichst vollstdndig deblockiert werden,
bevor sie zur Reaktion mit einem der beiden Mitogenbausteine (105) oder (107) eingesetzt
werden. Bei der hydrogenolytischen Spaltung des Benzylesters von (108) zeigt sich allerdings
durch die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle, dass die Pyridylsulfenyl-

schutzgruppe unter diesen Bedingungen nicht stabil ist.
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AcOOAC AcOOAc

o ]

'AcHN AcHN

@%M%ﬁ@wwﬂ

(108)

Abb. 3.119: Versuchte Deblockierung von (108)

In der massenspektrometrische Analyse wird sichtbar, dass die Pyridylsulfenylgruppe
teilweise bereits vor dem Benzylester abgespalten wird. Durch die freiwerdende
Thiolfunktion wird der Palladiumkatalysator vergiftet, wodurch die Reaktion sehr schnell zum
Erliegen kommt.

Dieser Befund spricht gegen eine Verwendung des Linkers (44) fiir die geplanten
Konjugationsreaktionen. Da die sialylierten Glycosylaminoséurebausteine (25) und (35) beide
Benzylschutzgruppen enthalten, wére eine hydrogenolytische Debenzylierung bei
entsprechenden, diese Bausteine enthaltenden Glycopeptiden in beiden Fillen nétig. Im
Folgenden wird daher nur der Acetyl-geschiitzte Linker (42) verwendet, da dieser unter
hydrogenolytischen Bedingungen stabil ist (s. 3.2.6).

Eine Deblockierung der Carboxylgruppe von (109) gelingt durch Behandlung mit

Trifluoressigsdure.

OAc
AcO AcO OAc
(0}
Q

AcHN
AcHN

ke 2 L

(109) (110)

Abb. 3.120: Spaltung des fert-Butylesters von (109)

Das Produkt (110) wird nach flashchromatographischer Reinigung in quantitativer Ausbeute
erhalten. Eine Deblockierung der saccharidischen Hyroxylgruppen von (110) unter
gleichzeitiger Freisetzung der Thiolfunktion ist durch Zemplén-Umesterung in entgastem
Methanol mdoglich. Das vollstindig deblockierte Rohprodukt wird anschlieBend direkt mit

dem Maleinimid-funktionalisierten Mitogenbaustein (105) umgesetzt.
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Aco OAc
(e}

AcHN

O,
AcS OH
o N
H
3
(0]

(110)

AcO
(o}

1.) kat. NaOMe, MeOH, pH=9.5-10
2 (105)

(85%)
Ho OH

o
HO
AcHN
O,
[0}
o HO.
[¢]
HO. S
N © N /\/H
3 N o N s OPam
o H
[¢]
o

NHPam OPam

111)

Abb. 3.121: Deblockieren von (109) und Konjugation mit (105)

Die Konjugation gelingt durch einfaches Riithren der beiden Edukte in einem
Chloroform/Methanol-Gemisch binnen 24 Stunden. Das Produkt (111) wird nach
flashchromatographischer Reinigung in hoher Ausbeute erhalten.

Nachdem also die prinzipielle Eignung des Maleinimid-funktionalisierten Mitogenbausteins
(105) fiir Konjugationen feststeht, sollen nun auch Mitogen-Konjugate eines Glycopeptids
dargestellt werden. Hierflir wird das bereits dargestellte, thiolfunktionalisierte Glycopeptid
(50) eingesetzt. Die Konjugation erfolgt durch 40-stiindiges Riihren der beiden Edukte in
einem entgasten Chloroform/Methanol-Gemisch.
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(50) + (105)

CHCl;/MeOH

on
0
Ho.
N%\ NHAC| o
NH
on Ho. § )
o o o o o o o o oH
H u u u u H
Y N Y N 5 N N 5 N N N N
: " : " : " " : H H i 4 i "
f H H H H H : H
X o > o > o o B o = z o 3 o
o o
HO/\ HO/ HD/ k/ HO/\
s —

NNNNN

NJ\O/\/“\';'\N%S/WAW (112)

Abb. 3.122: Konjugation des Glycopeptids (50) mit (105)

Reste des Glycopeptids lassen sich durch Waschen des Rohproduktes mit Wasser grof3tenteils
entfernen. Eine vollstindige Reinigung ist so jedoch nicht moglich, auch eine Abtrennung von
Spuren an nicht umgesetztem Mitogenbaustein (105) lassen sich nicht entfernen. Aufgrund
der amphiphilen Eigenschaften des Produkts (112) ist eine Reinigung weder durch
Flashchromatographie noch durch HPLC moglich. Eine Abtrennung der stérenden
Verunreinigungen vom Konjugat (112) wire wahrscheinlich durch Grofenausschluf3-
chromatographie mit einem Chloroform/Methanol-Gemisch moglich. Aufgrund der geringen
Substanzmenge des Rohproduktes wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch darauf verzichtet.
Die Identitdt von (105) kann durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie gesichert werden.

Im Weiteren soll nun auch die Konjugation des Glycopeptids (50) mit dem olefinischen
Mitogenbaustein (107) durch radikalische Addition erprobt werden. Hierzu werden die beiden
Edukte in einem Chloroform/Methanol-Gemisch geldst und unter Riithren mit UV-Licht
bestrahlt.
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(50) + (107)

CHCly/MeOH

hv

5
/%Wﬂ%ﬂ&wﬁﬁﬁ@w%dﬂﬁﬂﬁ
[UUU TUUU

ananan

Abb. 3.123: Konjugation des Glycopeptids (50) mit (105)

Die Bildung des gewiinschten Konjugats (113) ldsst sich erneut durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie belegen. Eine vollstindige Abtrennung von nicht umgesetztem
Glycopeptid (50) bzw. des Mitogenbausteins (107) ist allerdings wieder nicht mdglich, da
aufgrund der geringen Menge an Rohprodukt auf eine Reinigung durch GréBenausschluss-

chromatographie verzichtet werden musste.
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4 Zusammenfassung

Die Verwendung von Tumorimpfstoffen im Rahmen einer Krebsimmuntherapie stellt eine
wiinschenswerte Alternative bzw. Ergédnzung zu den etablierten Behandlungsmethoden von
Krebserkrankungen dar. Auf malignen Zellen kommt es durch fehlerhafte Expression
verschiedener Glycosyltransferasen zur Exprimierung von Mucin-Glycoproteinen mit
verkiirzten, hochgradig sialylierten Glycanseitenketten. Diese Saccharidepitope stellen nicht
nur selbst tumorassoziierte Antigene dar, sondern bewirken auch eine Freilegung von
normalerweise maskierten Peptidepitopen des Proteinriickgrats. Glycopeptide, welche sowohl
tumorassoziierte Peptid- als auch Saccharidstrukturen beinhalten und somit Partialstrukturen
solcher krebsassoziierter Oberflichenglycoproteine darstellen, sind daher von groflem
Interesse fiir die Entwicklung von Antitumorvakzinen.

Um eine starke Immunantwort gegen diese tumorassoziierten Strukturen zu erzeugen, ist es
jedoch noétig, die Immunogenitdt der nur schwach immunogenen Glycopeptide durch
Konjugation zu erhéhen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten teil- und vollsynthetische
Konjugate, bestehend aus tumorassoziierten Glycopeptiden und immunogenen Tridgern zur
moglichen Verwendung als Antitumorvakzine synthetisiert werden.

In einer linearen, biomimetischen Synthese wurden dazu zunéchst die tumorassoziierten
Saccharidantigene Ty, (2—6)-Sialyl-Txy und (2—3)-Sialyl-T in Form von glycosylierten
Aminosdurebausteinen, welche zur Synthese von Glycopeptiden nach der etablierten Fmoc-
Strategie verwendet werden kdnnen, hergestellt.

AcO OAc

AcO
AcHN

OH
FmocHN

OH
Ty-Festphasenbaustein FmocHN

(2—6)-Sialyl-Ty-Festphasenbaustein O

OBn AcO OAc

O
AcO AcHN

(2—3)-Sialyl-T-Festphasenbaustein OH
FmocHN

(¢]

Abb. 4.1: Glycosylierte Festphasenbausteine
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Zur Konjugation von Glycopeptiden mit immunogenen Trigerproteinen ist ein hoch
selektives Kupplungsverfahren nétig, um zu definierten Konjugaten zu gelangen. Es wurde
eine neue Methode eingefiihrt, bei der die Konjugation durch eine radikalische
Additionsreaktion von Thiol-funktionalisierten Glycopeptiden an mit einem olefinischen
Linker modifizierten Rinderserumalbumin erfolgt. Die hierzu bendtigten Linkermolekiile

wurden aus einem gemeinsamen Vorldufer erhalten.

(0]
HO
O OtBu
3

= N

AN 0\{/\O>/\)‘\OH A°S\</\O>/\)‘\ o

Abb. 4.2: Linker fiir die Thiol-Olefin-Konjugation

Durch Verwendung des geschiitzten Thiollinkers und der glycosylierten Aminosdurebausteine
in der Festphasenpeptidsynthese wurde eine Reihe von funktionalisierten Glycopeptiden

basierend auf den tandem repeat Sequenzen der Mucine MUC1 und MUC4 dargestellt.

OH

HO
o
Ho. N o
NH
oH AN G, ~ oH
o o o o o o o o OH
H H H H H " H
o N N N N N N 4 i oH
HS 5 N : N N N S N N— N Y N
H H H H H H H H I H H H
3 o X o < o o o = o o H v o = o
~on o oH i ~on

E\

(50)

o HO
o o [e] o} o] Q
NH

HoN
NH

Ho, M9 onc COOH
R= HO~§ Oc': WO HO\/H%?E) on  HofH
Ho e " Ho o AcHN o &0: O
AcHN I HO OH HO ° AcHN
ACHNT™
(2) 4 (56)

Abb. 4.3: Synthetisierte, Thiol-funktionalisierte Glycopeptide
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Das Trigerprotein Rinderserumalbumin (BSA) wurde mit dem Olefin-Linker modifiziert.

Anschlieend wurden die Glycopeptide unter UV-Bestrahlung mit dem BSA konjugiert.

o
NH, —————
o : NMO/\>/O\/\
BSA Bsa | M 3

39

hy
H,0

OH
HO

S
quvwww¢%¢a¢%¢§@¥%ﬂxﬁw¢}

(51

bzw.

Sty %%w%%%%%¢%w¢%%}

HOOC

COOH
OH
OH o COOH
"o AcHN ° HO OH
R= HO OH Ho AcHN
e Q AcHN
HO

AcHN |

(55) (57)

Abb. 4.4: Darstellung der BSA-Konjugate

Durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie  konnte bei einigen Konjugaten die
Beladungsdichte der Konjugate direkt ermittelt werden. Dies war jedoch nicht in allen Féllen
moglich, eventuell verursacht durch eine wihrend der Reaktion oder der Reinigung

auftretende Denaturierung des Proteins.

Als Alternative zu den Proteinkonjugaten konnen oft auch dendrimere Peptide, sogenannte
multiple antigenic peptides (MAPs), fiir Inmunisierungen verwendet werden. Zur Synthese
solcher MAPs wurde zunéchst ausgehend von Lysin ein festphasengebundenes, tetrameres

Lysin-Core dargestellt.

Fmoc
NH, Lys
Fmoc
Fmoc

—_—
/\/\ W OH —_— ‘ Wang-Anker —Lys<
"t
H,N W

(60)

A A

Fmoc

(0]

Abb. 4.5: Synthese des tetrameren MAP-Cores
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Das tetramere MAP-Core wurde anschlieBend zur Synthese von (Glyco-)Peptiden durch

Fmoc-Festphasensynthese verwendet.

Fmoc
Lys

™~
. Wang-Anker Lys< Fmoc

o
I
muaua@xuﬁun%¢xp¢¢
wuaua@xu¢u#%¢jﬁ¢¢
wwﬁ¢ﬁdﬁu§@¥%¢%%%¢
ﬁfﬁ%@ﬁﬁuﬁ@ﬁﬂuﬁﬁ*¢

OH

HO
o]
R= H HO
AcHN
o

(63) (65)
Abb. 4.6: Synthese der MAPs
Die Produkte wurden in hoher Reinheit erhalten und durch NMR-Spektroskopie und

Massenspektrometrie charakterisiert.

Eine weitere Mdglichkeit zur Synthese immunogener Konjugate besteht in der Anbindung des
Glycopeptids an ein universelles Ty-Zell-Epitop. Auf diese Weise gelangt man zu relativ
niedermolekularen, vollsynthetischen Konjugaten, die dariiber hinaus durch die iiblichen
Analysetechniken der organischen Chemie (NMR, MS, HPLC) charakterisierbar sind. Es
sollten daher Konjugate bestehend aus einem tumorassoziierten Glycopeptid und einem
T-Zell-Epitop des Tetanus-Toxins dargestellt werden. Der iibliche Zugang zu solch
langkettigen Peptiden ist die Fragmentkondensation an der festen Phase. Statt dieser

priparativ sehr aufwendigen Methode wurde in dieser Arbeit die schrittweise Synthese der
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Konjugate an einem mit Fmoc und ivDde orthogonal geschiitzten, festphasengebundenen

Lysin durchgefiihrt.

NH,
N o —_— FmocNH
HoN o moc \
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Abb. 4.7: Synthese der Glycopeptid-Konjugate am orthogonal geschiitzten Lysin

Die dargestellten Konjugate wurden durch préparative HPLC gereinigt und mittels NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert. Das angewendete Verfahren sollte

auch zur Synthese von anderweitig modifizierten Glycopeptiden einsetzbar sein.

AbschlieBend wurde die Konjugation von Glycopeptiden mit Mitogenen, welche eine
polyklonale Aktivierung von B-Zellen auszuldsen vermogen, untersucht. Als Mitogen wurde
das Peptidderivat N-Palmitoyl-S-(2,3-bispalmitoyloxy-(2 R,S)-propyl)-(R)-cystein (Pam;Cys)
verwendet, welches in einer sechsstufigen Synthese ausgehend von L-Cystin dargestellt

wurde.
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e

HO S OPam

NHPam OPam

Abb. 4.8: Pam;Cys

Uber einen Spacer sollten tumorassoziierte Glycopeptide kovalent an die Carboxylgruppe des
Pam;Cys gebunden werden, um zu vollsynthetischen Konjugaten zu gelangen.

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die beiden Palmitinsdureester des Mitogens
gegenliber den basischen Deblockierungsbedingungen der saccharidischen Hydroxyl-
schutzgruppen (Natriummethanolat in Methanol) nicht bestindig waren. Mehrere alternative
Deblockierungsversuche fiihrten nicht zum Erfolg.

Daher mussten die Glycopeptide vor der Anbindung an Pam;Cys vollstindig deblockiert
werden. Die anschlieBende selektive Kupplungsreaktion sollte durch Addition eines Thiol-
funktionalisierten Glycopeptids an das Olefin-funktionalisierte Mitogen erfolgen. Zu diesem
Zweck wurden die beiden Mitogen-Bausteine (105) und (107) synthetisiert, an die Thiole

durch Hetero-Michael-Addition bzw. radikalisch addiert werden konnen.

OH o
(0]
"
N
Pamo/\r#\s H/(’( DN N NN ‘
(o]
(o]

OPam NHPam

(105)

OH

ZT

\/\ /\/OV\
Pamo/wﬂ\ﬂ\s N () X
OPam NHPam o

(107)

Abb. 4.9: Olefin-modifizierte Mitogen-Bausteine
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Die Addition eines MUC4-Glycopeptids an die beiden Mitogenbausteine konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden, allerdings war eine Reinigung der beiden Konjugate (112) und (113)

aufgrund der geringen Substanzmengen nicht moglich.
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Abb. 4.10: Mitogen-Konjugate

Es konnten in dieser Arbeit verschiedene Verfahren zur Synthese von immunologisch
interessanten Glycopeptidkonjugaten erarbeitet werden. Genauere Untersuchungen zu den
Moglichkeiten und Optimierungen dieser Verfahren sind teilweise noch notig.

Die immunologische Evaluierung der dargestellten Konjugate als mogliche Antitumorvakzine

ist geplant.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und MeRgerate

Alle Reaktionen wurden, falls keine anderen Bedingungen angegeben sind, bei
Raumtemperatur unter Argon durchgefiihrt. Alle Destillationen, die mit ,,i. Vak.” bezeichnet

sind, wurden bei 35 °C durchgefiihrt.

Losungsmittel wurden nach Standardverfahren getrocknet und vor Gebrauch destilliert. Bei
der Darstellung oder Umsetzung von Thiolen verwendete Losungsmittel wurden durch ca.
einstiindiges Stehen im Ultraschallbad unter gleichzeitigem Durchleiten von Argon von

Sauerstoff befreit.

Molekulare Massen in runden Klammern beziehen sich auf die natiirliche Isotopenverteilung,
Molmassen in eckigen Klammern hingegen auf die exakten Massen der Isotope 'H, '*C, "N,

160 und **S.

Zur  Diinnschichtchromatographie =~ wurden mit Kieselgel 60 F,s4  beschichtete
Aluminiumfertigplatten der Firma Merck, Darmstadt, verwendet. Die Detektion erfolgte
entweder mittels UV-Licht der Wellenlinge A = 254 nm oder durch eines der folgenden
Tauchreagenzien:
e Seebach-Reagenz“ (1.0 g Cer(IV)-sulfat-tetrahydrat und 2.5 g Molybdatophosphor-
sdure in 94 ml Wasser und 6 ml konz. Schwefelséure)
e Kaliumpermanganat-Losung (0.5 % KMnO,4 in Wasser)
¢ Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in 15 ml Essigsédure und 500 ml Methanol)
e ,Zucker-Reagenz“ (1:1-Mischung aus 0.2%-iger ethanolischer m-Methoxyphenol-
Losung und 2N ethanolischer Schwefelsédure).

Die Entwicklung erfolgte jeweils durch Warmeeinwirkung.

Sdulenchromatographische Reinigungen wurden nach dem Verfahren der Flash-
Chromatographie an Kieselgel 60 (0.032-0.063 mm) der Firma MP Biomedicals, Eschwege,
durchgefiihrt. Als Laufmittel wurden, falls nicht anders angegeben, Petrolether/Ethylacetat-
oder Cyclohexan/Ethylacetat-Gemische benutzt, die durch Redestillation der Eluate friiherer

Chromatographien gewonnen wurden. Durch Zusatz der polaren oder unpolaren Komponente
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wurde das Laufmittelgemisch so eingestellt, dal sich fiir die zu isolierende Substanz ein

Re-Wert von 0.1-0.3 ergab.

Analytische HPLC wurde mit einer MaxiStar K1000-Gradienten-Pumpe der Firma Knauer,
Berlin, einem Knauer Vierkanal-Entgaser, einer analytischen Mischkammer sowie einem
Knauer Diodenarraydetektor DAD2800 durchgefiihrt. Als Sdule wurde eine Phenomenex
Luna (5u C18, 250 x 4.6 mm) benutzt. Es wurde mit einer FluBrate von 1 ml/min gearbeitet.
Semipréparative und praparative HPLC wurden mit Hilfe von zwei Knauer MiniStar K500-
Gradientenpumpen und einem variablen Wellenldngendetektor, ebenfalls von der Firma
Knauer, durchgefiihrt. Als Séule fiir die semipraparative HPLC wurde eine Phenomenex Luna
(10pn C18, 250 x 21.2 mm) bei einer Flussrate von 10 ml/min benutzt. Préparative HPLC
wurde mittels einer Phenomenex Luna (10pn C18, 260 x 50.0 mm) bei einer FluBrate von
20 ml/min durchgefiihrt.

Als Eluens fiir analytische und praparative HPLC dienten Gemische aus Wasser mit 0.1 %
TFA (A) / Acetonitril mit 0.1 % TFA (B) / Methanol mit 0.1% TFA (C). Die Gradienten
sowie die Wellenldnge, bei der die Detektion erfolgte, sind bei den entsprechenden
Verbindungen angegeben. Acetonitril und Methanol (beide HPLC-grade) wurden bei der Fa.
Fisher-Scientific, Schwerte, erworben. Das HPLC-Wasser wurde einer Simplicity185-Anlage

der Firma Millipore, Billerica (USA) entnommen.

Gelpermeationschromatographie (GPC) wurde an Sephadex G-25 oder Sephadex LH-20 der
Firma Pharmacia, Uppsala, durchgefiihrt. Als Elutionsmittel diente eine 1:1-Mischung aus

Methanol (HPLC-grade) und Millipore-Wasser.

Die NMR-Spektren wurden an folgenden Geriten gemessen:

e  Bruker WT-200: 200 MHz-"H-NMR und 50.3 MHz-""C-NMR

e Bruker AC-300: 300 MHz-'H-NMR und 75.5 MHz-">C-NMR

e Bruker AM-400: 400 MHz-"H-NMR, '"H-'H-COSY, HMQC, HSQC und 100.6 MHz-

“C-NMR

Die angegebenen Werte fiir die chemische Verschiebung & beziehen sich auf das Signal des
jeweiligen Losungsmittels als Standard.
Die Kennzeichnung der "H- und "*C-Signale in der Interpretation der NMR-Spektren erfolgt
nach folgendem Schema:

N-Acetyl-D-galactosamin:  ohne Apostroph
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(1>3)-B-Galactose: ein Apostroph ()

N-Acetyl-D-neuraminsédure: zwei Apostrophe (°’)

FD-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT-95 der Firma ThermoElectron, Boston
gemessen.

ESI-Massenspektren wurden mit einem Micromass LCT-Spektrometer der Firma Micromass,
Eschborn, gemessen.

Die Messung von hochaufgelosten ESI-TOF-Spektren erfolgte auf einem Micromass Q-TOF
Ultima Spektrometer.

MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Micromass Tofspec E bzw. einem Bruker
Time-of-flight REFLEX-Spektrometer gemessen. Als Matrices wurden 2,5-Dihydroxy-
benzoesdure oder Sinapinsdure (15 mg/ml in Wasser/Acetonitril 1:1 unter Zusatz von 0.1%

TFA) verwendet.

Elementaranalysen wurden durch das Mikroanalytische Labor des Institutes fiir Organische

Chemie der Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz durchgefiihrt.

Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter-241 bei A = 578 nm
und A = 546 nm (Quecksilberdampflampe) gemessen und auf die Natrium-D-Linie (589.5 nm)
extrapoliert. Die Konzentrationen in g/100 ml und die verwendeten Losungsmittel sind bei

den jeweiligen Verbindungen angegeben.

Schmelzpunkte wurden an einer Biichi-Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli bestimmt und

sind unkorrigiert.

Die Peptidsynthese an fester Phase wurde mit einem ABI 433 A-Peptidsynthesizer der Firma
Applied Biosystems, Weiterstadt, durchgefiihrt. Der Syntheseverlauf wurde mittels eines
Series-200-UV/VIS-Detektors der Firma PerkinElmer, Wellesley (USA), verfolgt.

Die Aminosédurebausteine Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-
Asp(rBu)-OH, Fmoc-Asp(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(sBu)-OH, Fmoc-
Thr(/Bu)-OH, Fmoc-Tyr(/Bu)-OH und Fmoc-Val-OH wurden von den Firmen NovaBiochem,
Laufelfingen (Schweiz) und Iris Biotech, Marktredwitz bezogen.
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Als Harze fiir die Festphasenpeptidsynthese wurden Tentagel S PHB-Asp(fBu)-Fmoc (SA
1305), Tentagel S Trt-Pro-Fmoc (SA1222), Tentagel S PHB (S30013) und Tentagel R PHB
(R28013) von der Firma Rapp Polymere, Tiibingen eingesetzt.

N-Methylpyrrolidin-2-on und Dichlormethan (beide Peptide Grade) wurden von der Firma
SDS, Peypin (Frankreich) und N,N-Dimethylformamid von der Firma Roth, Karlsruhe
erworben. Die Kupplungsreagenzien HBTU, TBTU und HOBt stammen von Novabiochem
und /ris Biotech, das Kupplungsreagenz HATU von der Firma Fluka, Buchs (Schweiz). HOAt

wurde nach einer literaturbekannten Synthese®" selbst hergestellt.

BSA (Fettsdure- und Globulin-frei, A 0281) wurde von der Firma Sigma, Taufkirchen

bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet.

Der Phosphatpuffer pH=7 nach Sorensen wurde durch Auffiillen von 61.2 ml einer Lésung
von 11.876 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat in 1000 ml dest. Wasser mit einer
Losung von 9.078 g Kaliumdihydrogenphosphat in 1000 ml dest. Wasser auf 1000 ml

hergestellt™".

Zur Dialyse wurden Spectra/Por” FloatAlyzer (schwimmfihige Dialysiermembranen aus
regenerierter Cellulose, mittlere Auschlussgrenze MWCO = 25.000 g/mol, Probenvolumen
10 ml) der Firma Roth verwendet. Es wurde gegen dest. Wasser dialysiert, das wéhrend der

Dialyse vier- bis fiinfmal gewechselt wurde.

Die Beladungsdichten der selbst beladenen Harze wurden durch photometrische Auswertung
der Fmoc-Abspaltung ermittelt”*
18.07+0.01 g DMF / Piperidin (Massenverhéltnis 1:1) suspendiert und 50 Minuten

geschiittelt. Nach Absinken unldslicher Bestandteile wurde 1.00+0.02 g der Losung

. Hierzu wurden 20 +0.1 mg des Harzes eingewogen, in

entnommen und mit der DMF / Piperidin-Losung auf 10 ml aufgefiillt (MeBkolben). Die
Extinktion der Probe bei A =278 nm wurde mittels eines Perkin-Elmer Lambda-17 UV-

Spektrometer gemessen. Die Konzentration an Fmoc in der Probe berechnete sich dann nach:

. mmol | _ Extinktion x10*
g 10417

UV-Reaktionen wurden in einem Quarzreagenzglas unter Bestrahlung mit einer UV-

Quarzlampe der Quarzlampen GmbH Hanau durchgefiihrt.
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5.2 Synthese der glycosylierten AminosaureBausteine
5.2.1 Synthese des Tn-Antigen-Bausteins

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-threonin (1)'* Ho

(Fmoc-Thr-OH) OH
FmocHN

In einer Mischung aus 170 ml Wasser und 170 ml 1,4-Dioxan werden

15.0 g (125.9 mmol) L-Threonin und 15.0 g (141.5 mmol) Natriumcarbonat geldst. Unter

Rithren wird langsam eine Suspension von 42.5g (126.0 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl-

methoxycarbonyl)-succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) in 80 ml Dioxan zugegeben. Die

Suspension wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieend wird die Reaktionslosung

mit konz. HCI auf einen pH-Wert von 2 angesduert und das Dioxan i. Vak. abdestilliert. Das

Produkt wird viermal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird

zweimal mit je 100 ml 1M HCI gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird zweimal mit Toluol kodestilliert und i.

Hochvak. getrocknet. Das Rohprodukt ist ausreichend rein fiir die weitere Umsetzung.

Ausb.: 42.4 g (99%); farbloser, kristalliner Feststoff.

Ci9H19NOs (M = 341.36 g/mol) [341.13].

TH-NMR (200 MHz, CDCl3), 6 [ppm]: 7.72 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jy4,13 = Jus,ue = 7.4 Hz),
7.57-7.55 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.36 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus,n2m4 = Jue,nsmr = 7.4 Hz),
7.29-7.24 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc), 5.86 (bs, 1H, NH), 4.44-4.32 (m, 4H, CH, (Fmoc), T%, T").
4.18 (t, 1H, CH (Fmoc), Jcn,cimz = 6.7 Hz), 1.23 (d, 3H, T, J1y,1s = 5.9 Hz), 1.05 (bs, 1H, OH).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-threonin-benzylester (2)
(Fmoc-Thr-OBn) Ho

OBn
FmocHN

Eine Losung von 10.0 g (29.3 mmol) Fmoc-Thr-OH (1) und 9.4 ¢ I

(29.3 mmol) Tetra-n-butylammoniumbromid in 100 ml Dichlormethan wird mit 75 ml ges.
NaHCOs-Lsg. versetzt. Man gibt 3.6 ml (29.8 mmol) Benzylbromid zu und riihrt kréftig iiber
72 Stunden. Die org. Phase wird abgetrennt und die wissrige Phase einmal mit 100 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden zweimal mit je 100 ml 1M HCI

und 100 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iliber Magnesiumsulfat getrocknet und das



5 Experimenteller Teil 127

Losungsmittel i. Vak. abdestilliert. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (CH/EE)
gereinigt.

Ausb.: 11.26 g (89%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.60 (EE/PE 3:1).

C26H2sNOs (M = 431.48 g/mol) [431.17].

'H-NMR (200 MHz, CDCL3), & [ppm]: 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusi3 = Jus.e = 7.5 Hz),
7.59 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jyime = Jus.r = 7.4 Hz), 7.38-7.28 (m, 9H, H3-, H6-, H2-, H7-
Fmoc, Ha (Bn)), 5.60 (d, 1H, NH, Jnii,re = 7.9 Hz), 5.24-5.19 (m, 2H, CH, (Bn)), 4.41-4.34
(m, 4H, CH, (Fmoc), T% T*), 4.21 (t, 1H, CH (Fmoc), Jem,ciz = 7.1 Hz), 1.78 (s, 1H, OH),
1.22 (d, 3H, T', J1,,15 = 6.3 Hz).

AcO OAc

1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-o/-D-galactopyranose (3)
(0/B-AcsGal)

AcO

OAc OAC

Eine Mischung von 150 ml Acetanhydrid und 150 ml Pyridin wird auf 0 °C gekiihlt. Unter
Rithren werden 30.0 g (166 mmol) D-Galactose portionsweise so hinzugegeben, dass die
Temperatur der Reaktionsmischung unter 5 °C bleibt. Nach vollendeter Zugabe wird noch eine
Stunde bei 0°C und anschlieBend 16 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Unter Eiskiihlung
werden vorsichtig 300 ml Wasser zugegeben und das Produkt anschliefend viermal mit je
100 ml Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit 50 ml ges. NaHCOs-Lsg.
gewaschen und liber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird 1. Vak. entfernt, der
Riickstand viermal i. Vak. mit Toluol kodestilliert und i. Hochvak. getrocknet. Das Produkt ist
ausreichend rein fiir die weitere Umsetzung.

Ausb.: 68.4 g (quant.); viskoses, gelbliches Ol.

Ci6H22011 (M = 390.34 g/mol) [390.12].

OAc
OAc

3,4,6-Tri-O-acetyl-galactal (4)"** o o
Zu einer Losung von 150 g (384 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-o/B-D-

galactopyranose (3) in 450 ml Chloroform werden unter Kiihlung mit Eis/Kochsalz 150 ml
(2.02 mol) Acetylbromid zugetropft, wobei die Innentemperatur unter 0 °C bleibt.

AnschlieBend werden 25 ml Wasser so zugetropft, dass die Temperatur 5 °C nicht iibersteigt.
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Man riihrt 30 Minuten im Kéltebad und anschlieBend 90 Minuten bei Raumtemp. nach.
Uberschiissiges Acetylbromid und Essigsdure werden i. Vak. abdestilliert und der Riickstand
dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das so erhaltene briunliche Ol (anomeres Bromid)
wird in einer Mischung aus 500 ml Essigsdure und 300 ml Wasser geldst und im Eisbad
gekiihlt. Man gibt 200 g Zinkstaub und 15 g Kupfersulfat-Pentahydrat hinzu und ldsst
14 Stunden kriftig rithren. Es wird iiber Hyflo abfiltriert und mit jeweils 200 ml Essigséure
und Toluol nachgewaschen. Die wissrige Phase wird zehnmal mit je 200 ml Toluol extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 200 ml ges. NaHCO;-Losung und
zweimal mit je 200 ml Wasser gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wird i. Vak. abdestilliert und das Produkt i. Hochvak. getrocknet (Spuren von
Toluol lassen sich auch durch lingeres Trocknen nicht vollstindig entfernen).

Ausb.: 101.0 g (97%); farbloses, hochviskoses Ol; Ry = 0.56 (EE/PE 3:1).

Ci12H1607 (M =272.25 g/mol) [272.09].

'"H-NMR (200 MHz, CDCl3), & [ppm]: 6.42 (dd, 1H, H1, Juim= 6.3 Hz, Juu3 = 1.7 Hz),
5.53-5.49 (m, 1H, H3), 5.40-5.36 (m, 1H, H4), 4.68 (ddd, 1H, H2, Jyou1 = 6.3 Hz, Jio 3 =
2.5 Hz, Jypna = 1.5 Hz), 4.28 (t, 1H, HS, Jus e = 5.8 Hz), 4.22-4.17 (m, 2H, H6,},), 2.08, 2.04,
1.98 (3xs, 3x3H, 3xCH3s (Ac)).

3,4,6-Tri-0-acetyl-2-azido-2-desoxy-o/B-D-galactopyranosylnitrat (5)'>

((X/ BAc3GalN3-ON02) Aco OAc

AcO

Zu einer auf -30 °C gekiihlten Lésung von 35.0 g (128.6 mmol) 3,4,6- N ono,
Tri-O-acetylgalactal (4) in 600 ml absol. Acetonitril werden im Argongegenstrom 13.2 g
(203 mmol) trockenes Natriumazid und 2200 g (401 mmol) trockenes
Cer(IV)ammoniumnitrat gegeben. Es wird 18 Stunden bei dieser Temperatur (im
Tiefkiihlschrank) kréftig geriihrt. Die intensiv gelbe Reaktionsmischung wird durch Zugabe
von 600 ml eisgekiihltem Diethylether verdiinnt und mit 300 ml Eiswasser versetzt. Die
Phasen werden getrennt und die FEtherphase wird zweimal mit je 200 ml Eiswasser
gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das resultierende gelbe Ol wird durch ziigige Flashchromatographie

(EE/CH 2:1) gereinigt und i. Hochvak. getrocknet. Es wird ein Gemisch aus o- und

B—Anomer erhalten, welches fiir die folgende Umsetzung nicht aufgetrennt werden muss.
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Ausb.: 30.1 (62 %); gelblicher, amorpher Feststoff; Ry=0.51 (PE/EE 2:1).
C12H16N4010 (M =376.28 g/mol) [37609]

'H-NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 6.31 (d, 1H, Hlot, Jiieme = 4.2 Hz), 5.55 (d, 1H, HIp,
Jhiprzp = 8.8 Hz), 5.47 (d, 1H, H4a, Jhagpsa = 2.0 Hz), 5.36 (d, 1H, H4B, Juapasp = 2.4 Hz),
5.22 (dd, 1H, H3a, Jisamse = 3.2 Hz, Jisamoa = 11.3 Hz), 4.93 (dd, 1H, H3PB, Jispuap =
3.3 Hz, Juspaop = 10.6 Hz), 434 (t, 1H, H50, Juseutieans = 5.9 Hz), 4.17-4.02 (m, 6H, H2a,
H5B, H6,p0,, H6,00), 3.80 (dd, 1H, H2PB, Jiopuip = 8.8 Hz, Jiopuzp= 10.6 Hz ), 2.14, 2.04,
2.01 (3xs, 6x3H, 6xCHs (Ac)).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (6)'>

(aAc3;GalN3-Br) Aco DA

Zu einer gut geriihrten Suspension von 20.0 g (230.3 mmol) trockenem heo N,

Lithiumbromid in 150 ml absol. Acetonitril werden 15.2 g (40.4 mmol) o
3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o/p-D-galactopyranosylnitrat (5), gelost in 60 ml absol.
Acetonitril, gegeben. Das Reaktionsgemisch wird vier Stunden bei Raumtemp. unter
Argonatmosphidre geriihrt und anschlieBend mit 200 ml Dichlormethan verdiinnt. Es wird
zweimal mit jeweils 50 ml Wasser gewaschen und die organische Phase anschlieBend tiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. abdestilliert. Das so erhaltene
gelbe Ol wird i. Hochvak. getrocknet und roh weiter umgesetzt.

Ausb.: 14.9 g (94 %); gelbes Ol; Ry = 0.67 (PE/EE 3:1).
C12H6BrN3;O7 (M = 394.18 g/mol) [393.02].

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azid o-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-benzylester (7) hoo e

(Fmoc-Thr(aAc3;GalN3)-OBn)

AcO

Eine Losung von 11.0 g (25.5 mmol) Fmoc-Thr-OBn (2) in 300 ml 0B

FmocHN

einer 1:1-Mischung aus absol. Toluol und absol. Dichlormethan I

wird mit 20.0 g Molekularsieb (4A, Pulver) versetzt und eine Stunde unter Argon geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird auf 0 °C abgekiihlt und mit 8.0 g (29.0 mmol) Silbercarbonat und
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750 mg (3.6 mmol) wasserfreiem Silberperchlorat (Silberperchlorat-Monohydrat wurde
sechsmal mit absol. Toluol kodestiliert, um das Kristallwasser zu entfernen.) versetzt. Es wird
30 Minuten unter Feuchigkeits- und LichtauschluB bei 0-5°C geriihrt. Eine Ldsung von
14.9 g (37.8 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-oa-D-galactosylbromid (6) in 100 ml
absol. Toluol / absol. Dichlormethan (1:1) wird langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird 14 Stunden unter langsamem Aufwdrmen auf Raumtemp. geriihrt. Da
diinnschichtchromatographisch kein vollstindiger Umsatz sichtbar war, wurden zusétzlich
3.0 g Silbercarbonat und 500 mg Silberperchlorat zugeben und weitere sechs Stunden bei
Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionsmischung wird anschlieBend mit 300 ml Dichlormethan
verdiinnt und iiber Hyflo filtriert. Das Filtrat wird je zweimal mit 200 ml ges. NaHCOs- und
ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und i. Vak. vom Ld&sungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie
(CH/EE 4:1) gereinigt.

Ausb.: 18.6 g (98%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.22 (PE/EE 3:1).

CigH4oN4O 12 (M = 744.74 g/mol) [744.26].

FD-MS, m/z: 745.1 ((M+H]", ber.: 745.3), 717.1 ((M-N,+H]", ber.: 717.3).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jus s = Jusue = 7.4 Hz),
7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jusu7 = 7.4 Hz), 7.40-7.28 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-
Fmoc, Hy (Bn)), 5.66 (d, 1H, NH, Jnite = 9.6 Hz), 5.43-5.40 (m, 1H, H4), 5.29-5.25 (m, 1H,
H3), 5.24-5.17 (m, 2H, CH, (Bn)), 4.88 (d, 1H, H1, Juim = 3.8 Hz), 4.50-4.00 (m, 8H, T
CH, (Fmoc), CH (Fmoc), H5, H6,5, T'), 3.56 (dd, 1H, H2, Jioui = 3.7 Hz, Jioms = 11.2 Hz),
2.13,2.05, 1.98 (3xs, 3x3H, 3xCH; (Ac)), 1.32 (d, 3H, T", Jr,1p = 6.4 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 170.3 (1C, COOBn), 170.0, 169.8 (3C,
3xC=0 (Ac)), 156.8 (1C, C=O (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-,
C5a-Fmoc), 135.1 (1C, C, (Bn)), 128.7, 128.6, 128.5, 128.3 (5C, Cy (Bn)), 127.7 (2C, C3-,
C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.2 (2C, Cl-, C8-Fmoc), 119.9 (2C, C4-, C5-Fmoc),
99.2 (1C, C1), 70.5 (1C, T, 68.2, 67.7, 67.6, 67.4, 67.0 (5C, CH, (Fmoc), CH, (Bn), C3, C4,
C5), 61.7 (1C, C6), 58.8 (1C, C2), 57.7 (1C, T%), 47.1 (1C, CH (Fmoc)), 20.6 (3C, 3xCHj
(Ac)), 18.5 (1C, T").
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N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-benzylester (8)

(Fmoc-Thr(aAc3;GalNAc)-OBn)

AcO
AcHN

Variante A: In 30 ml frisch destillierter Thioessigsdure werden 3.0 g o8n
(4.0 mmol) Fmoc-Thr(aAc3;GalN3)-OBn (7) gelost, mit 30 ml - S
Pyridin versetzt und 15 Stunden bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Die Reaktionsmischung
wird mit 100 ml Toluol verdiinnt und die Losungsmittel werden i. Vak. abdestilliert. Der
Riickstand wird dreimal mit je 100 ml Toluol kodestilliert. Das Produkt wird durch
Flashchromatographie (CH/EE 2:1) gereinigt.

Ausb.: 2.5 g (82%).

Variante B: Zu einer Lésung von 5.0 g (6.4 mmol) Fmoc-Thr(aAc;GalN3)-OBn (7) in 120 ml
THF/Acetanhydrid/Essigsdure (3:2:1) werden 5.0 g (76.5 mmol) Zink-Staub gegeben, der
zuvor durch Suspendieren in 100 ml einer 2%-igen CuSOy4-Lsg. aktiviert, mit Wasser und
THF gewaschen und mit Diethylether getrocknet wurde. Es wird 15 Stunden bei Raumtemp.
kraftig geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung iiber Hyflo filtriert, wobei mit
200 ml THF nachgewaschen wird. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt und der
Riickstand viermal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 300 ml
Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit jeweils 100 ml ges. NaHCOs-Lsg. und
zweimal mit je 100 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird {iber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Die weitere Reinigung
erfolgt durch Flashchromatographie (CH/EE 2:1)).

Ausb.: 3.4 g (69%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.78 (EE/AcOH 20:1); R¢= 0.33
(EE/MeOH 2:1).

C40H44N2013 (M = 760.78 g/mol) [760.28].

TH.NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Ju3 na = Jusue = 7.4 Hz),
7.62 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juin2 = Husny =7.3 Hz), 7.42-7.27 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-
Fmoc, Hy (Bn)), 5.71 (d, 1H, NH (Urethan), Jxu1e = 9.7 Hz), 5.71 (d, 1H, NH (GalNAc),
Innm2 = 9.7 Hz), 5.36 (d, 1H, H4, Juams = 9.2 Hz), 5.19 (d, 1H, H3, Juzm = 12.1 Hz), 5.09-
5.04 (m, 2H, CH; (Bn)), 4.79 (d, 1H, H1, Ju1 m = 3.8 Hz), 4.56-4.46 (m, 1H, H2), 4.46-4.40
(m, 2H, CH; (Fmoc)), 4.28-4.02 (m, 6H, T* T?, CH (Fmoc), H5, H6,}), 2.15, 2.03, 1.99, 1.96
(4xs, 4x3H, 4xCHj3 (Ac)).
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C.NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT): & [ppm]: 170.3 (1C, COOBn), 170.2, 170.1, 169.9
(4C, 4xC=0 (Ac)), 156.5 (1C, C=0O (Urethan)), 143.6 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C,
C4a-, C5a-Fmoc), 134.7 (1C, C4 (Bn)), 128.8, 128.6 (5C, Cy (Bn)), 127.8 (2C, C3-, Cé6-
Fmoc), 127.1 (2C, C2-,C7-Fmoc), 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc),
99.9 (1C, C1), 68.4, 67.8, 67.4, 67.3 (6C, CH, (Fmoc), CH, (Bn), C3, C4, C5, T"), 62.1 (1C,
C6), 58.5 (1C, T%), 47.5 (1C, C2), 47.2 (1C, CH (Fmoc)), 23.2 (1C, CH; (NHACc)), 22.6, 20.7,
20.6 (3C, 3xCHj3 (OAc)), 18.1 (1C, TY.

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonin (9)
(Fmoc-Thr(aAc;GalNAc)-OH)

AcO
AcHN

500 mg (0.66 mmol) Fmoc-Thr(aAcs;GalNAc)-OBn (8) werden in oH

FmocHN

15ml Methanol gelost (Falls die vorhergehende reduktive !
Acetylierung mit Thioessigsdure durchgefiihrt wurde, miissen sdmtliche schwefelhaltigen
Verunreinigungen sorgfiltig entfernt worden sein). Nach mehrmaligem Evakuieren und
Begasen mit Argon werden zwei Spatelspitzen Pd/C (5%) zugegeben. Nach erneutem
Evakuieren und Begasen mit Argon wird die Argon-Atmosphire durch Wasserstoff ersetzt
(H»-Ballon). Man 146t vier Stunden bei Raumtemp. rithren. AnschlieBend wird {iber Hyflo
filtriert und das Filtrat i. Vak. vom Lo&sungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (EE/AcOH 50:1) gereinigt. Die verbleibenden Reste an Essigsdure

werden durch mehrfache Kodestillation mit Toluol entfernt.

Ausb.: 460 mg (93%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.43 (EE/AcOH 20:1; [a]}) = 90.3°

(¢ = 1.00, CHCLy), Lit.:* [a]7 = 78.7° (¢ = 1.00, CH,CL).

C33H38N2013 (M = 670.66 g/l’l’lOl) [67024]

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.72-7.69 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc), 7.58 (d, 2H, H1-,
H8-Fmoc, Jui i = Husuy =7.2 Hz), 7.38-7.23 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.95, 6.84
(2xd, 1H, NH (GalNAc), Jnum = 8.7 Hz)', 5.96, 5.85 (2xd, 1H, NH (Urethan), Jnp.1e =
9.5Hz), 5.35, 5.26 (2xs, 1H, H4, Jyanz = 2.9 Hz)", 5.11 (dd, 1H, H3, Jus s = 2.8 Hz, Jyz o =
11.1 Hz), 5.01, 4.95 (2xd, 1H, H1, Juy1 1 = 3.7 Hz)", 4.63-4.00 (m, 8H, H2, CH, (Fmoc), H5,
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H6,5, CH (Fmoc), T% T, 2.14, 2.02, 2.00, 1.95, 1.92, 1.83 (6xs, 4x3H, 4xCH; (Ac))’, 1.26,
0.96 (2xd, 3H, T", Jrp1, = 6.1 Hz)".

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 173.2, 170.8, 170.3, 170.2 (4C, 4xC=0),
156.6 (1C, C=0 (Urethan)), 143.6 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.8
(2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.2, 124.9 (2C, Cl-, C8-Fmoc)’, 120.0
(2C, C4-, C5-Fmoc), 99.5, 98.8 (1C, C1)", 77.2 (1C, TP), 75.8 (1C, C3), 68.1, 67.4, 67.3, 67.1
(3C, C4, C5, CH, (Fmoc))', 62.2, 62.0 (1C, C6), 58.7, 58.5 (1C, T%)', 47.9, 47.2, 47.0 (2C,
C2, CH (Fmoc)), 22.9, 22.3 (1C, CH; (NHAc))", 20.7, 20.6 (3C, 3xCHj; (Ac)), 18.5, 18.2
(1c, 1.

Es tritt teilweise (*) Signalverdopplungen aufgrund von unterschiedlichen Konformeren auf.

52.2 Versuchte Synthese des Ty-Antigen-Bausteins Gber Nitrogalactal-Verkniipfung
3,4,6-Tri-O-benzyl-D-galactal (10) BnO OBn

BnO 2
Eine Losung von 8.04 g(29.5 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (4) in
150 ml Methanol (HPLC-grade) wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten 1%igen
Losung von Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5-10.0 erreicht
ist. Die Losung wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend mit einigen
Tropfen Essigsdure neutralisiert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und das rohe Galactal (R¢= 0.1, EE/PE 3:1) i. Vak. getrocknet. Der so erhaltene
gelbliche Feststoff wird in 75 ml DMF gelost und bei 0 °C portionweise mit 4.60 g
(115.0 mmol) NaH (60%ige Dispersion in Mineraldl) versetzt. Nach zehnminiitigem Riihren
tropft man 15.0 ml (126.3 mmol) Benzylbromid zu und riihrt unter langsamem Aufwérmen
16 Stunden. Man gibt 200 ml Toluol und 100 ml Wasser zu der Reaktionsmischung und
trennt die Phasen. Die wéssrige Phase wird zweimal mit je 100 ml Toluol extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit je 100 ml ges. NaCIl-Losung gewaschen,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das Produkt
wird durch Flashchromatographie (CH/EE 3:1) gereinigt.
Ausb.: 11.07 g (90%); gelbliches Ol; Ry = 0.69 (EE/PE 3:1).
Cy7H2304 M =416.51 g/mol) [416.20].

"H-NMR (300 MHz, CDCly), § [ppm]: 7.40-7.26 (m, 15H, H,, (3xBn)), 6.38 (dd, 1H, HI,
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Tuie = 6.2 Hz, Ty = 1.5 Hz), 4.89 (d, 1H, CH(Bnl), Jpam = 11.9 Hz), 4.86 (ddd, 1H,
H2, Jiown = 6.0 Hz, Jipms = 2.9 Hz Jipmu= 1.3 Hz), 4.61 (d, 1H, CHy, (Bnl), Jipma =
12.0 Hz), 4.57 (s, 2H, CHaap, (Bn2)), 4.51 (d, 1H, CHa, (Bn3), Jiarm = 11.9 Hz), 4.43 (d, 1H,
CHap (Bn3), Jipaa = 11.9 Hz), 4.23-4.15 (m, 2H, H3, H5), 3.98-3.93 (m, 1H, H4), 3.79 (dd,
1H, H64, Jheansy = 10.1 Hz, Jyeans = 7.2 Hz), 3.66 (dd, 1H, H6p, Jiepriea = 10.1 Hz, Jieppis =
5.2 Hz).

3C_NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 144.2 (1C, C1), 138.5, 138.4, 138.0 (3C,
C, (3xBn)), 128.4, 128.3, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 127.4 (15C, Cy (3xBn)), 100.0
(1C, C2), 75.7,73.4,73.3,71.3, 70.9, 70.8 (6C, 3xCH, (3xBn), C3, C4, C5), 68.4 (1C, C6).

BnO OBn

3,4,6-Tri-O-benzyl-2-nitro-p-galactal (1 1)13>13¢ BnO _—
ON
Zu 100 ml auf 0 °C gekiihltem Acetanhydrid werden langsam 120 ml konz. Salpetersdure
(65%) so hinzugetropft, dass die Temperatur 15 °C nicht {ibersteigt. Anschlieend wird die
Mischung auf -50 °C abgekiihlt, wobei ab ca -25 °C ein farbloser Feststoff (Acetylnitrat)
ausfillt. Eine Losung von 11.07 g (26.6 mmol) 3,4,6-Tri-O-benzyl-D-galactal (10) in 60 ml
Acetanhydrid wird tiber einen Zeitraum von 15 Minuten zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird weitere 30 Minuten bei -50 °C gerlihrt und anschlieBend langsam auf Raumtemp.
erwdrmt. Die Losung wird auf eine Mischung aus 200 g Eis und 125 ml ges. NaCl-Losung
gegossen. Man extrahiert dreimal mit je 150 ml Diethylether, trocknet die vereinigten
organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel unter
vermindertem Druck. Der Riickstand wird dreimal 1. Vak. mit Toluol kodestilliert. Der so
erhaltene gelbe Feststoff (rohe 1-Acetyl-3,4,6-tri-O-benzyl-2-nitro-D-galactopyranose, 15.0 g)
wird in 40 ml Dichlormethan geldst und unter Eiskiihlung langsam zu einer Lésung von 12 ml
Triethylamin in 25 ml Dichlormethan getropft. Man rithrt 30 Minuten bei 0 °C und ldsst
anschliefend auf Raumtemp. erwérmen. Die Reaktionsmischung wird mit 20 ml 1M HCI
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das
Produkt wird durch Flashchromatographie (CH/EE 3:1) gereinigt.
Ausb.: 6.50 g (53%); gelbes Ol; Ry=0.21 (Tol/EE 9:1).
C27H27NOg (M = 461.51 g/mol) [461.18].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm]: 8.07 (s, 1H, H1), 7.37-7.21 (m, 15H, H, (3xBn)), 4.89
(dd, lH, H3, JH3,H4 =3.7 HZ, JH3,H5 =13 HZ), 4.85 (d, lH, CHza (Bl’ll), JHa,Hb =10.8 HZ), 478
(d, 1H, CHap (Bnl), Jua = 10.8 Hz), 4.70 (d, 1H, CHa, (Bn2), Juaun = 11.9 Hz), 4.69-4.64
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(m, 1H, H5), 4.60 (d, 1H, CHyy, (Bn2), Jipya = 11.9 Hz), 4.55 (d, 1H, CHay (Bn3), Jiam =
11.9 Hz), 4.45 (d, 1H, CHap (Bn4), Jipua = 11.8 Hz), 3.96-3.88 (m, 3H, H4, H6,y).

B3C.NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 154.5 (1C, C1), 138.1, 137.7, 136.9 (3C,
C, (3xBn)), 128.7, 128.4, 128.3, 127.9, 127.7 (15C, C4 (3xBn)), 125.3 (1C, C2), 78.0, 74.9,
73.5,73.1, 72.2, 67.6 (7C, 3xCH, (3xBn), C3, C4, C5, C6).

tert-Butyl-trichloracetimidat (12)

(TBTA)"™ JH\

BUO CCly

Eine Losung von 21.60 g (150 mmol) Trichloracetonitril in 30 ml absol. Diethylether wird auf
0 °C abgekiihlt. In einem Zeitraum von 15 Minuten tropft man eine Losung von 1.68 g
(15 mmol) Kalium-zert-butanolat in 60 ml fert-Butanol/Diethylether (1:1) zu. Das Reaktions-
gemisch wird weitere 30 Minuten unter Eiskiihlung und anschlieBend 18 Stunden bei
Raumtemp. geriihrt. Man kocht noch 30 Miuten unter Riickflul und destilliert anschlieBend
den Ether ab. Der Riickstand wird in 40 ml Pentan aufgenommen, filtriert und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Vakuumdestillation gereinigt.

Ausb.: 27.10 g (83%); farblose Fliissigkeit, die im Kiihlschrank auskristallisiert; Sdp. 68 °C
(18 mbar), Lit.:"** &%-&) °C (12 mm).

Ce¢H1oCIsNO (M =218.51 g/mol) [216.98].

"H-NMR (300 MHz, CDCl), & [ppm]: 8.20 (s, 1H, NH), 1.55 (s, 9H, CH; (tBu)).

N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-O-benzyl-L-threonin-fert-butylester (13)' BnO
(Boc-Thr(Bn)-O7Bu) OtBu

BocHN
(0]
Eine Losung von 5.00 g (16.2 mmol) N-(fert-Butyl-oxycarbonyl)-O-benzyl-L-Threonin in

40 ml absol. Dichlormethan wird mit 7.10 g (32.52 mmol) TBTA (12) in 40 ml Cyclohexan
versetzt. Man gibt 340 pL (2.7 mmol) Bortrifluorid-Etherat (48%) hinzu und riihrt die Losung
bei Raumtemp. liber 18 Stunden. Die Reaktionsmischung wird mit 400 ml Dichlormethan
verdiinnt und zweimal mit je 100 ml ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase
wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, und unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (CH/EE 6:1)

gereinigt, wobei das entstandene Trichloracetamid abgetrennt werden kann.
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Ausb.: 4.40 g (75%); gelbe Fliissigkeit; R¢= 0.49 (CH/EE 4:1).
Cy0H31NOs (M = 365.46 g/mol) [365.22].

"H-.NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 7.33 (s, 5H, Ha (Bn)), 5.23 (d, 1H, NH, Juire =
9.6 Hz), 4.54 (d, 1H, CHaa (Bn), Jop = 11.5 Hz), 4.40 (d, 1H, CHyp, (Bn), Jpo = 11.5 Hz), 4.21-
4.07 (m, 2H, T% T%), 1.43 (s, 18H, CH; (2x/Bu)), 1.24 (d, 3H, T", J1,1p = 6.3 Hz).

HO
N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-L-threonin-fert-butylester (14)'*°

(Boc-Thr-OrBu) BocHN

OtBu

(0]

In 50 ml Ethanol/Essigsdure 5:1 werden 4.40 g (12.04 mmol) N-(fert-Butyl-oxycarbonyl)-O-
benzyl-L-threonin-fert-butylester (13) geldst. Nach mehrmaligem Evakuieren und Begasen
mit Argon werden 500 mg Pd(OH),/C (15-20% Pd; ~50% H,0) zugegeben. Nach erneutem
Evakuieren und Begasen mit Argon wird die Argon-Atmosphire durch Wasserstoff ersetzt
(H»-Ballon). Man riihrt 44 Stunden bei Raumtemp. (DC-Kontrolle). AnschlieBend wird iiber
Hyflo filtriert und das Filtrat i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird
mehrmals i. Vak. mit Toluol kodestilliert, um Reste an Essigsdure zu entfernen. Das
Rohprodukt ist rein genug fiir die weitere Umsetzung.

Ausb.: 3.19 g (96%); orange-farbiger Feststoff; R¢= 0.37 (EtOH/Tol 4:1).

Ci3H2sNOs (M = 275.34 g/mol) [275.17].

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 5.22 (bs, 1H, NH), 4.26-4.15 (m, 1H, T"), 4.15-4.05
(m, 1H, T%), 1.88 (s, 1H, OH), 1.47, 1.43 (2xs, 18H, CH; (2x/Bu)), 1.21 (d, 3H, T", Jp, 15 =
6.4 Hz).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 170.5 (2C, 2xC=0), 82.4 (2C, 2xC, (fBu)), 68.5
(1C, T, 59.1, (1C, T%), 28.3, 28.0 (6C, CH; (2xBu)), 19.9 (1C, T").

BnO OBn

N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-0-(3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-nitro- .o

ON

a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (15)"° ©

(Boc-Thr(aBn3GalNQO,)-OrBu) BocHN B

o

In 100 ml absol. Toluol werden 6.30 g (13.7 mmol) 3,4,6-Tri-O-benzyl-2-nitro-D-galactal (11)
und 3.19 g (11.6 mmol) N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-L-threonin-zert-butylester (14) gelost, mit
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8.0 g frisch ausgeheiztem Molekularsieb (3A, Pulver) versetzt und eine Stunde bei
Raumtemp. geriihrt. Dann werden 155 mg (1.38 mmol) Kalium-zert-butanolat zugegeben und
weitere 2.5 Stunden geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit einigen Tropfen Essigsdure
neutralisiert und liber Hyflo filtriert. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und das Produkt
durch Flashchromatographie (CH/EE 4:1) gereinigt.

Ausb.: 8.52 g (99%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; R¢= 0.38 (Tol/EE 9:1); [a]f; =
65.0° (c = 1.00, CHCLy), Lit.:"*® [a]} =71.2° (¢ = 1.00, CHCl;).
C40H52N2011 (M =736.85 g/mol) [73636]

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 5.37 (d, 1H, H1, Jy; 5=4.0 Hz), 5.00 (d, 1H, NH,
Inite = 10.0 Hz), 4.95 (dd, 1H, H2, Jipus = 10.8 Hz, Jiom = 4.1 Hz), 4.81 (d, 1H, CHa,
(Bnl), Juam = 11.0 Hz), 4.70 (s, 2H, CH, (Bn2)), 4.51-4.35 (m, 1H, H3), 4.48 (d, 1H, CHy,
(Bn3), Jiamm = 11.7 Hz), 4.40 (d, 1H, CHy, (Bn3), Jinpa = 11.8 Hz), 4.31 (d, 1H, T, Jrpr, =
6.5 Hz), 4.08 (d, 1H, T% Jronu = 9.6 Hz), 4.05-3.85 (m, 2H, H4, H5), 3.53 (d, 2H, H6,5, Jus,
ns= 5.1 Hz), 1.46 (s, 9H, CH; (:Bu)), 1.45 (s, 9H, CH; (fBu)), 1.27 (d, 3H, T", Jp,1p =
6.4 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB, DEPT), & [ppm]: 169.2 (1C, C=O (Ester), 156.2 (1C, C=0
(Urethan)), 137.9, 137.7, 137.3, (3C, C, (3xBn)), 128.5, 128.4, 128.3, 128.1, 128.0, 127.8,
127.7 (15C, Cy (3xBn)), 96.4 (1C, C1), 84.3 (1C, C2), 82.7 (1C, C, (1Bu-Ester)), 79.9 ((1C,
C, (Bu-Boc)), 75.7 (1C, T%), 75.2 (1C, CH, (Bn)), 75.0 (1C, C3), 73.6 (1C, CH; (Bn)), 73.1
(1C, CH, (Bn)), 73.0 (1C, C4), 70.0 (1C, C5), 68.2 (1C, C6), 58.6 (1C, T%), 28.3 (3C, CH;
(Boc)), 27.9 (3C, CH; (1Bu-Ester)), 18.7 (1C, TY).

N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-o-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-zer-butylester gno %"
(Boc-Thr(aBn3;GalNAc)-OrBu) BnO%

o
Herstellung des platinierten Raney-Nickels T4'*: 2.0g Ni/Al- BocHN\'/iH/O‘B“
Legierung (50% Ni) werden in 10 ml Wasser suspendiert und im o

Wasserbad auf 50 °C erwdrmt. Man gibt eine Losung von 50 mg Hexachlorplatin(IV)séure-
hydrat (H,PtsClexH,0O) und 80 mg NaOH in 500 uL Wasser hinzu und rithrt 90 Minuten bei
50 °C. Es werden weitere 2.40 g NaOH in 6 ml Wasser zugegeben und 60 Minuten geriihrt.
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Die wissrige Losung wird abdekantiert und der Niederschlag dreimal mit je 15 ml Wasser
und anschlieend dreimal mit Ethanol gewaschen.

Hydrierung: Der frisch hergestellte Katalysator, suspendiert in 15 ml Ethanol, wird zu einer
Losung von 7.72 g (10.5 mmol) N-(tert-Butyl-oxycarbonyl)-O-(3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-
2-nitro-a.-D-galactopyranosyl)-L-threonin-zert-butylester (15) in 80 ml Ethanol gegeben. Nach
mehrmaligem Evakuieren und Begasen mit Argon wird die Argon-Atmosphére durch
Wasserstoff ersetzt (H,-Ballon). Es wird 48 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Da durch DC-
Kontrolle keine Reaktion erkennbar ist, wird erneut frisch hergestellter Katalysator zugegeben
und 48 Stunden unter Wasserstoff geriihrt. Obwohl nun diinnschichtchromatographisch
immer noch keine Veridnderung sichtbar ist, wird der Ansatz aufgearbeitet. Es wird tiber Hyflo
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der zéhfliissige Riickstand wird in 30 ml
Pyridin aufgenommen und mit 10 ml Acetanhydrid versetzt. Nachdem die Mischung drei
Stunden geriihrt wurde, wird i.Vak. eingeengt und der Riickstand i. Vak. zweimal mit Toluol
kodestilliert. AnschlieBend erfolgt flashchromatographische Reinigung (EE/CH 2:1). Der
isolierte gelbliche Feststoff konnte durch NMR als Edukt identifiziert werden.

Auch zweimalige Wiederholungen der Reaktion verliefen erfolglos.

5.2.3 Synthese des Sialyl-Ty-Antigen-Bausteins

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-threonin-zert-butylester 16)'*

(Fmoc-Thr-OrBu) Ho

OtBu
FmocHN

Eine Mischung aus 25.0 g (121.2 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid,

11.3 g (152.5 mmol) fert-Butanol und 0.4 g (4.0 mmol) wasserfreiem

Kupfer-(I)-chlorid wird unter Argonatmosphédre und Lichtausschlu3 geriihrt. Nach sechs
Tagen wird die dunkelgriine Reaktionsmischung mit 30 ml absol. Dichlormethan verdiinnt.
AnschlieBend wird eine Losung von 11.7 g (34.4 mmol) Fmoc-Thr-OH (1) in 70 ml absol.
Dichlormethan / tert-Butanol 3:1 innerhalb von 30 Minuten unter Kiihlung im Wasserbad
zugetropft. Man riihrt noch weitere 80 Minuten, filtriert den ausgefallenen Harnstoff ab und
wischt mit eiskaltem Dichlormethan nach. Das Filtrat wird i. Vak. eingeengt, wobei weiterer
Harnstoff ausfillt und abfiltriert werden kann. AnschlieBend wird die Losung dreimal mit
jeweils 30 ml einer ges. NaHCOs;-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird iiber

Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in
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wenig Ethylacetat aufgenommen und einige Stunden bei -30 °C aufbewahrt. Hierbei fallt
weiterer Harnstoff aus, der abfiltriert wird. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie = (CH/EE  2:1) und anschlieBende  Umkristallisation  aus
Diethylether/Petrolether 1:1.

Ausb.: 8.74 g (64%); farbloser, kristalliner Feststoff; Ry= 0.50 (Toluol/EtOH 5:1); R¢= 0.47

(Toluol/Aceton 4:1); Schmp.: 75 °C, Lit.:''8 72-74 °C; [0{]23 = -11.2° (c= 1.00, CHCl3),

Lit:""® [a]) =-11.4° (c = 1.00, CHCL).
Ca3Hy:NOs (M = 397.46 g/mol) [397.19].

FD-MS (positiv), m/z: 397.7 (M", ber.: 397.2).

"H-NMR (200 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jus,u3 = Jus.ue = 7.3 Hz),
7.59 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jui,m = Jus,u7 = 7.3 Hz), 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus moms =
Jnensmr = 7.4 Hz), 7.29 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Ju nims = Jurnems = 7.4 Hz), 5.54 (d, 1H, NH,
Intro = 8.4 Hz), 4.39 (d, 2H, CH, (Fmoc), Jeua.cu = 7.1 Hz), 4.31-4.25 (m, 2H, T%, TP), 4.22
(t, 1H, CH (Fmoc), Jen,cmz = 6.9 Hz), 2.15 (bs, 1H, OH), 1.47 (s, 9H, CH3 (¢/Bu)), 1.23 (d,3H,
T, Jrp.ry = 6.2 Hz).

BC.NMR (50.3MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 170.2 (1C,C=O (Ester)), 156.3 (1C, C=0O
(Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.7 (2C, C3-, Cé6-
Fmoc), 127.1 (2C, C2-,C7-Fmoc), 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc),
82.7 (1C, Cq (1Bu)), 68.3 (1C, T, 67.2 (1C, CH, (Fmoc)), 59.5 (1C, T%), 47.2 (1C, CH
(Fmoc)), 28.0 (3C, CH; (1Bu)), 19.9 (1C, T).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-zert-butylester (17)*132 Aco Q¢
(Fmoc-Thr(aAc3;GalN3)-OrBu) -

Zu einer Losung von 17.0 g (42.8 mmol) Fmoc-Thr-OzBu (16) in
600 ml absol. Dichlormethan/absol. Toluol (1:1) werden 24 g

OtBu
FmocHN

(0]

Molekularsieb (4 A, Pulver) gegeben. Die Losung wird eine Stunde unter Argonatmosphire
geriihrt und anschlieBend auf 0 °C abgekiihlt. Die Reaktionsmischung wird mit 18.0 g
Silbercarbonat und 1.50 g wasserfreiem Silperperchlorat (s. S. 130) versetzt und weitere
30 Minuten geriihrt. Man tropft langsam eine Lésung von 28.0 g (71.0 mmol) 3,4,6-Tri-O-
acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (6) in 200ml absol. Dichlor-
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methan/absol. Toluol (1:1) zu und riihrt die Reaktionsmischung unter langsamem Erwérmen
auf Raumtemp. noch weitere 20 Stunden. Die gelbe Mischung wird mit 500 ml
Dichlormethan/Toluol (1:1) verdiinnt und iiber Hyflo filtriert. AnschlieBend wird mit je
2x300 ml ges. NaHCOs- und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase wird tber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Bei der
flashchromatographischen Reinigung (CH/EE 3:1) des Riickstandes war eine vollstandige
Abtrennung des in geringen Mengen gebildeten B-Anomeren sowie von unglycosyliertem
Akzeptor (16) nicht moglich. Daher wurde das Gemisch ohne weitere Trennung in der
folgenden Reaktion eingesetzt (Fiir die Analytik wurde ein kleiner Teil durch semipréparative
HPLC gereinigt).

Ausb.: 26.0 g (Gemisch); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.66 (Tol/EtOH 5:1).
C35H4N4O12 (M =710.73 g/mol) [710.28].

ESI-MS (positiv), m/z: 733.5 ((M+Na]", ber.: 733.3); 677.4 ((M-fBu+H+Na]"; ber.: 677.2).
"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jus s = Jusnue = 7.4 Hz),
7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jui,m = Jus,u7 = 7.4 Hz), 7.38-7.27 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-
Fmoc), 5.64 (d, 1H, NH (Urethan), Jyu,te = 9.5 Hz), 5.44 (d, 1H, H4, Jyans = 2.4 Hz), 5.32
(dd, 1H, H3, Jysm = 8.1 Hz, Jus s = 3.3 Hz), 5.09 (d, 1H, H1, Jg1m2 = 3.7 Hz), 4.43-4.24 (m,
6H, H5-, H6,,, CH (Fmoc), T% TB), 4.12-4.04 (m, 2H, CH; (Fmoc)), 3.62 (dd, 1H, H2,
Juoms = 7.4 Hz, Jyom = 3.7 Hz), 2.13, 2.06, 2.03 (3xs, 3x3H, 3xCHj3 (Ac)), 1.48 (s, 9H, CH;
(fBu)), 1.33 (d, 3H, T', Jrg,1, = 6.3 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl3, BB), & [ppm]: 170.3, 169.9, 169.8, 169.2 (4C, 4x C=0), 156.8
(1C, C=0 (Urethan)), 143.8 (2C, Cla-, C8a (Fmoc)), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.7 (2C,
C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.3 (2C, CI1-, C8-Fmoc), 119.9 (2C, C4-, C5-
Fmoc)), 99.2 (1C, Cl1), 82.9 (1C, Cq4 (tBu)), )), 77.6 (1C, TP), 68.0, 67.5, 67.0 (4C, C3, C4,
C5, CH; (Fmoc)), 61.8 (1C, C6), 59.2 (1C, T%), 57.7 (1C, C2), 47.1 (1C, CH (Fmoc)), 27.9
(3C, CHj3 (1Bu)), 20.6 (3C, 3xCH3 (Ac)), 18.9 (1C, TY).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (18)**'"® hoo e

(Fmoc-Thr(aAc3;GalNAc)-O7Bu)

AcO
AcHN

Zu einer Losung von 26.0 g (Gemisch, max 36.6 mmol) Fmoc- oty

FmocHN
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Thr(aAc3;GalN3)-OrBu (17) in 660 ml THF/Acetanhydrid/Essigsdure (3:2:1) werden 28.0 g
(428 mmol) Zink-Staub gegeben, der durch Aufschlammen in 500 ml einer 2%-igen CuSQq-
Lsg. aktiviert, mit Wasser und Ethanol gewaschen und mit Diethylether getrocknet wurde.
Die Reaktionsmischung wird 17 Stunden bei Raumtemp. kréftig geriihrt. AnschlieBend wird
mit 500 ml THF verdiinnt und iiber Hyflo filtriert. Das Lésungsmittel wird i. Vak. entfernt
und der Riickstand fiinfmal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 700 ml
Dichlormethan aufgenommen und mit je 2x150 ml ges. NaHCOs- und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Die Reinigung des Produkts erfolgt durch Flashchromatographie
(EE/CH 1:3—1:1). Hierbei werden 6.8 g unglycosylierte Aminosédure (16) zuriickgewonnen.
Ausb.: 8.0 g (43%, 2 Stufen, bezogen auf umgesetzten Akzeptor); farbloser, amorpher
Feststoff; Ry=0.35 (EE/PE 3:1).

C37H46N2013 (M = 726.77 g/mol) [726.30].

ESI-MS (positiv), m/z: 1475.7 2M+Na]’, ber.: 1475.6), 749.3 ([M+Na]", ber.: 749.3).
"H-NMR (200 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.76 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusu3 = usue = 7.5 Hz),
7.62 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juin2 = Jusn7 = 7.5 Hz), 7.39 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus noma =
Juensmy = 7.4 Hz), 7.31 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Jmmims = Juznems = 7.2 Hz), 5.92 (d, 1H, NH
(Urethan), Jnu,1o = 9.5 Hz), 5.45 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxam = 9.5 Hz), 5.38 (d, 1H, H4,
Jnams = 2.2 Hz), 5.07 (dd, 1H, H3, Jusus = 3.0 Hz, Jiz 2 =11.6 Hz), 4.87 (d, 1H, H1, Jiim =
3.0 Hz), 4.60 (dt, 1H, H2, Jyom1 = 3.4 Hz, Jion3 =10.7 Hz), 4.47-4.41 (m, 2H, CH; (Fmoc)),
4.29-4.01 (m, 6H, CH (Fmoc), H5, H6,,, T TP, 2.15, 2.02, 1.99 (3xs, 12H, 4xCH; (Ac)),
1.44 (s, 9H, CH; (¢Bu)), 1.31 (d, 3H,T7, Js,1, = 6.7 Hz).

B3C-NMR (50.3 MHz, CDCl;, BB, DEPT), & [ppm]: 170.9, 170.3, 170.0 (5C, 4xC=0 (Ac),
C=0 (Ester)), 156.4 (1C, C=0-Urethan), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-
Fmoc), 127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.1 (2C, CI1-, C8-Fmoc),
120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 100.0 (1C, C1), 83.2 (1C, Cq (1Bu)), 77.2 (1C, TP), 68.7, 67.4 (4C,
C3, C4, C5, CH; (Fmoc)), 62.1 (1C, C6), 58.9 (1C, T%), 47.3, 47.2 (2C, C2, CH (Fmoc)), 28.1
(3C, CH; (1Bu)), 23.2 (1C, CH; (NAc)), 20.7, 20.6 (3C, 3xCH; (OAc)), 18.5 (1C, TY).
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N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-
L-threonin-tert-butylester (19)**'> Ho O

(Fmoc-Thr(aGalNAc)-O7Bu)

HO
AcHN

In 50 mL Methanol (HPLC-grade) werden 3.40 g (4.68 mmol)

OtBu
FmocHN

Fmoc-Thr(aAcs;GalNAc)-OrBu (18) geldst und tropfenweise mit !
einer frisch hergestellten 1%igen Losung von Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis
ein pH-Wert von 8.5 erreicht ist. Es wird sechs Stunden bei Raumtemp. geriihrt, wobei der
pH-Wert jede halbe Stunde kontrolliert und gegebenenfalls durch erneute Zugabe von
Methanolat-Losung nachreguliert wird. Nach Abreagieren des Edukts (DC-Kontrolle) wird
durch Zugabe von Kationenaustauscher (Amberlyst 15, stark sauer) neutralisiert. Der
Austauscher wird abfiltriert, mit Methanol nachgewaschen und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Die Reinigung des Riickstands erfolgt durch Flashchromatographie (EE—EE/EtOH
20:1). Man erhélt so 1.98 g (70%) des gewiinschten Produkts. Durch anschlieBendes Spiilen
der Chromatographiesédule mit Methanol werden auBlerdem 505 mg (max. 1.33 mmol, 29%)
des freien Amins (19a) in roher Form erhalten. Zur Blockierung wird das Amin in 30 mL
Dichlormethan/Acetonitril 1:1 gelost, mit 580 mg (1.72 mmol) Fmoc-OSu und 300 pl
(1.72 mmol) DIPEA versetzt und 14 Stunden geriihrt. Die Losung wird durch Zugabe von
Kationenaustauscher (Amberlyst 15, stark sauer) neutralisiert und i. Vak. vom Ldsungsmittel
befreit. Der Riickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und nacheinander mit je
30 ml Wasser, ges. NaHCOs-, 5%iger Citronensdure- und ges. NaCl-Losung gewaschen.
Nach Trocknen der org Phase {iber Magnesiumsulfat wird das Ethylacetat 1. Vak.
abedestilliert. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (EE/EtOH 20:1—10:1)
gereinigt. Dadurch werden weitere 552 mg (20%) des gewlinschten Produkts erhalten.
Gesamtausb.: 2.53 g (90%), farbloser, amorpher Feststoff; Rs=0.16 (EE/MeOH 20:1).
C31H40N2019 (M = 600.66 g/mol) [600.27].

ESI-MS (positiv), m/z: 1201.6 ([2M+H]", ber.: 1201.5), 601.3 ([M+H]", ber.: 601.3).

IH-NMR (300 MHz, CDCIl3), & [ppm]: 7.73 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juans = Jusue = 7.5 Hz),
7.59 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juin2 = Jusur = 7.2 Hz), 7.37 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus noma =
Juensmy = 7.3 Hz), 7.29-7.25 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc), 7.03 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxum =
6.3 Hz), 5.94 (bs, 1H, NH (Urethan)), 4.85 (d, 1H, H1, Juim = 3.3 Hz), 4.70 (bs, 1H, OH),
4.49-4.19 (m, 6H, CH, (Fmoc), CH (Fmoc), H2, OH, T"), 4.16-4.11 (m, 1H, T%), 4.07 (s, 1H,
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H4), 3.94-3.75 (m, 4H, H3, HS, H6,,,), 3.45 (s, 1H, OH), 2.11 (s, 3H, CH3 (NHACc)), 1.41 (s,
9H, CHj; (/Bu)), 1.27 (d, 3H, T', Jr, 13 = 6.1 Hz).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 173.9, 170.8 (2C, 2xC=0), 156.6 (1C, C=0
(Urethan)), 143.7 (2C, (Cla- C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.8 (2C, C3-, C6-
Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 124.7 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc),
99.5 (1C, C1), 83.1 (1C, Cq (tBu)), 76.3 (1C, T%), 70.6, 70.2, 69.3 (3C, C3, C4, C5), 67.2 (1C,
CH, (Fmoc)), 62.3 (1C, C6), 59.0 (1C, T%), 50.8, 47.2 (2C, C2, CH (Fmoc)), 28.0 (3C, CHj;
(Bu)), 22.8 (1C, CH3 (NHAC)), 18.9 (1C, TY).

5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-0-acetyl-3,5-didesoxy-a.,3-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosat (20)>*

(a,BAcsNeuNAcCOOH)

OAc

Zu einer Losung von 10.00 g (32.3 mmol) N-Acetylneuraminsdure in 140 ml Pyridin werden
unter Eiskiihlung 70 ml Acetanhydrid getropft. Es wird 6 Stunden bei Raumtemp. geriihrt,
und danach werden die Losungsmittel 1. Vak. entfernt. Der Riickstand wird viermal mit
Toluol und anschlieBend zweimal mit Dichlormethan i. Vak. kodestilliert. Das Rohprodukt
wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.

Ausb.: 16.80 g (quant.); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.40 (CH,CI,/EE 5:1).

C21H29NO14 (M = 519.45 g/mol) [519.16].

Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-0-acetyl-3,5-didesoxy-a,B-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosat (21)***

(a,AcsNeuNAcCOOBD)

OAc

Eine Losung von 16.80 g (32.3 mmol) a,fAcsNeuNAcCOOH (20) in 50 ml Ethanol wird mit
530 g (16.27 mmol) Cisiumcarbonat in 10 ml Wasser versetzt. Nach Abklingen der
Gasentwicklung wird noch 30 Minuten bei Raumtemp. nachgeriihrt. Das Ethanol wird i. Vak.
entfernt, der Riickstand dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert und anschliefend in 90 ml
DMF gelost. 35 ml (292.62 mmol) Benzylbromid werden langsam zugetropft und die Losung
20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der

Riickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen. Es wird von ausgefallenem Casiumbromid
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abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt
durch Flashchromatographie (CH/EE 1:1—-EE).

Man erhélt 11.20 g einer Anomerenmischfraktion (o/f) und 5.70 g reines -Anomer. Fiir die
folgende Umsetzung kdnnen beide Anomeren eingesetzt werden.

Gesamtausb.: 16.90 g (86%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢(a) = 0.27 (EE/CH 1:1);
R¢(B)=0.18 (EE/CH 1:1).

CysH35sNO 14 (M = 609.58 g/mol) [609.21].

o/B:
Ausb.: 11.20 g (57%); farbloser, amorpher Feststoff.

B-Anomer:
Ausb.: 5.70 g (29%); farbloser, amorpher Feststoff.

ESI-MS (positiv), m/z: 1241.6 ([2M+Na]’, ber.: 1241.4), 632.3 ((M+ Na]", ber.: 632.2).
"H-NMR (200 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.32 (bs, SH, H, (Bn)), 5.41-5.02 (m, 6H, H4"’, H6"’,
H7”’, H8*’, CH, (Bn)), 4.42 (dd, 1H, H9,”, Jioa 1op = 12.4 Hz, Joe ng» = 2.6 Hz), 4.15-
4.04 (m, 3H, H5”, H9,”"), 2.52 (dd, 1H, H34”", Juzaq msax = 13.4 Hz, Jusag e = 4.9 Hz),
2.09,2.08, 2.01, 1.99, 1.86 (5xs, 19H, 6xCH3 (Ac), H3.™).

O-Ethyl-S-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosyl)onat]dithiocarbonat (22)”* N 2

(aAcsNeuNAcCOOBnXan) AGHN 2 s

OEt
OAc \H/

S

Unter FEiskiihlung werden 4.92 g (8.07 mmol) o,BAcsNeuNAcCOOBn (21) in 30 ml

COOBn
Ac

(s

Acetylchlorid gelost. Die Losung wird mit drei Tropfen dest. Wasser versetzt und drei Tage
bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. AnschlieBend wird das iiberschiissige Acetylchlorid i.
Vak. abdestilliert und der Riickstand wird viermal mit je 20 ml Toluol 1. Vak. kodestilliert.
Das als Rohprodukt quantitativ erhaltene anomere Chlorid (4.73 g, farbloser Feststoff, R¢=
0.54 (EE)) wird in 100ml absol. Ethanol gelést und mit 2.30 g (14.35 mmol)
Kaliumethylxanthogenat versetzt. Die Mischung wird 20 Stunden unter Argon und
Lichtausschlul bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird mit 200 ml Dichlormethan
verdiinnt und mit je 100 ml Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase wird
liber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. von den Losungsmitteln befreit. Der Riickstand

wird durch Flashchromatographie (EE/CH 3:1—6:1) gereinigt.
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Ausb. 3.50 g (65%, 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.26 (EE); [a]f; = 46.9°

(¢ =1.00, CHCLy), Lit.:""® [a ]} =41.1° (c = 1.00, CHCL).

C29H37NO13S (M =671.74 g/mol) [67117]

ESI-MS (positiv), m/z: 1365.4 ([2M+Na]", ber.: 1365.3), 694.2 ((M+Na]", ber.: 694.2), 618.2
([M-CS,+Na]", ber.: 618.1).

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.37-7.29 (m, 5H, H,, (Bn)), 5.35-5.13 (m, 5H, NH,
H7°°, H8*’, CH, (Bn)), 4.83 (td, 1H, H4”’, Jyusps» = 11.4 Hz, Jua 35 = 4.7 Hz), 4.54 (dd,
1H, H6”’, Jue» s> = 10.7 Hz, Jue» 7> = 1.7 Hz), 4.46-4.35 (m, 2H, CH, (Et)), 4.31 (dd, 1H,
H9.”", Juoarmov» =12.6 Hz, Juoams» = 2.3 Hz), 4.18 (dd, 1H, H9y’, Juop»moa = 12.4 Hz,
Juovg» = 5.8 Hz), 4.10-4.05 (m, 1H, H5""), 2.64 (dd, 1H, H3s"", Jusigma = 13.0 Hz,
Jisiq e = 4.6 Hz), 2.11, 2.10, 1.99, 1.86 (4xs, 15H, 5xCH; (Ac)), 2.04-2.01 (m, 1H, H3,,""),
1.19 (t, 3H, CH; (Et), Jeus.cuz = 7.1 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB, DEPT), & [ppm]: 207.0 (1C, C=S), 170.7, 170.5, 170.3,
170.1 (5C, 5xC=0), 167.8 (1C, C1°*), 134.9 (1C, C, (Bn)), 128.7, 128.6, 127.9 (5C, C,: (Bn)),
86.5 (1C, C2”), 75.2, 70.4, 68.7, 67.8 (4C, C4>*, C6>*, C7’*, C8), 70.5, 67.9 (2C, CH; (Bn),
CH, (Et)), 62.0 (1C, C9”*), 49.1 (1C, C5”*), 37.1 (1C, C3”*), 23.1 (1C, CH3 (NHACc)), 21.0,
20.8,20.7 (4C, 4xCH; (OAc)), 13.0 (1C, CH; (Et)).

Herstellung einer Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in Dichlorethan):'*’

709 ul (7.99 mmol) Dimethyldisulfid werden unter Argonatmosphidre in 10 ml absol.
Dichlorethan geldst und mit 410 ml (7.99 mmol) Brom versetzt. Die Losung wird unter
LichtausschluB bei Raumtemp. 20 Stunden geriihrt. Fiir die Sialylierungsreaktionen wird

jeweils eine maximal zwei Tage alte Losung verwendet.

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-acet-

OAc

amido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-o-D-glycero-D- A orc

COOBn

AcHN

galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl}-L- he M0

threonin-tert-butylester (23)**'*> .

(Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)-aGalNAc)-OrBu) );‘/m
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Eine Losung von 1.20g (2.00 mmol) Fmoc-Thr(aGalNAc)-OrBu (19) und 3.36¢g
(5.00 mmol) AcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) in 60 ml absol. Acetonitril/absol. Dichlormethan
(2:1) wird mit 5 g Molekularsieb (4 A, Pulver) versetzt und 2 Stunden bei Raumtemp. geriihrt.
Anschliefend kiihlt man die Mischung auf —65 °C ab und gibt unter Lichtausschlu3 1.30 g
(5.06 mmol) Silbertriflat hinzu. Uber einen Zeitraum von 45 Minuten werden 3.20 ml
(5.12 mmol) einer auf —4°C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in absol.
Dichlorethan, s. 0.) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3.5 Stunden bei —65 °C unter
Lichtausschluf3 geriihrt. AnschlieBend wird durch Zugabe von 870 ul DIPEA neutralisiert,
noch weitere 15 Minuten bei —65 °C geriihrt und dann auf Raumtemp. erwérmt. Die
Mischung wird mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo filtriert und i. Vak. von den
Losungsmitteln befreit. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (EE—EE/EtOH
40:1) gereinigt.

Ausb.: 1.20 g (52%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.30 (EE/EtOH 10:1).

Cs7H71N302 (M = 1150.18 g/mol) [1149.45].

ESI-MS (positiv), m/z:1172.6 ((M+Na]", ber. 1172.4).

TH.NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jus s = Jusue = 7.4 Hz),
7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jyi m = Jusu7 = 7.3 Hz), 7.41-7.25 (m, 9H, H3-, H6-, H2-, H7-
Fmoc, Hy: (Bn)), 6.65 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxun2 = 7.0 Hz), 5.55 (d, 1H, NH (Urethan),
Izt = 9.1 Hz), 5.37-5.25 (m, 2H, H7”’, H8”’), 5.28 (d, 1H, CHa, (Bn), J,» = 12.3 Hz), 5.20
(d, 1H, CHyp (Bn), Jpo = 12.5 Hz), 4.88-4.76 (m, 1H, H4""), 4.79 (d, 1H, H1, Jy w2 = 3.2 Hz),
444 (d, 2H, CH; (Fmoc), Jemo.cu= 6.9 Hz), 4.34 (dd, 1H, H9,”, Juoa o> = 12.5 Hz,
Jhoamnis» = 2.2 Hz), 4.27-4.15 (m, 3H, CH (Fmoc), H2, T%), 4.11-3.98 (m, 4H, T", H5"*, H6™",
H9y’’), 3.90 (dd, 1H, H6,, Jueane» = 10.4 Hz, Jueans = 7.5 Hz), 3.73-3.65 (m, 3H, HS5, H4,
H3), 3.48 (dd, 1H, H6y, Juebmea= 10.3 Hz, Juebus= 3.8 Hz), 2.59 (dd, 1H, H3i’,
Jisiq m3ax> = 12.8 Hz, Jusagma = 4.5 Hz), 2.10, 2.09, 2.05, 2.02, 2.00, 1.85 (6xs, 6x3H,
6xCHj3 (Ac)), 1.94-1.91- (m, 1H, H3,"), 1.44 (s, 9H, CH; (/Bu)), 1.25 (d, 3H, T, Jr,1p =
7.1 Hz).

B3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 171.9, 171.6, 171.0, 170.8, 170.4, 170.1 (7C,
7xC=0), 167.5 (1C, C1”’), 156.4 (1C, C=0O (Urethan)), 143.8, 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc),
141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 134.8 (1C, Cq (Bn)), 128.9, 128.7, 128.8, 128.6 (5C, C4 (Bn)),
127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.0 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C,
C4-, C5-Fmoc), 99.4 (1C, C1), 98.7 (1C, C2”’), 83.2 (1C, Cq (tBu)), 76.8 (1C, TP), 72.8 (1C,
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C6°), 70.4 (1C, C3), 69.4, 69.2 (2C, C5, C7”), 68.9 (1C, C4>), 68.5 (1C, C4), 67.9 (1C, CH,
(Bn)), 67.5 (1C, C8”"), 67.2 (1C, CH, (Fmoc)), 64.5 (1C, C6), 62.5 (1C, C9*), 59.1 (1C, T%),
51.3 (1C, C2), 49.3 (1C, C5°), 47.2 (1C, CH (Fmoc)), 37.4 (1C, C3>), 28.0 (3C, CH; (/Bu)),
23.1,22.4 (2C, 2xCH; (NHAC)), 21.1, 21.0 (4C, 4xCHs (OAc)), 18.7 (1C, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-{2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-

OAc

[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-o- »~ one

COO0Bn

O
AcHN.

D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-o.-D- oo Rl
galactopyranosyl}-L-threonin-tert-butylester (24)*** e
(Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-0Ac;GalNAc)- j;‘/omu
OrBu) o

Eine Losung von 550 mg (0.48 mmol) Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aGalNAc)-
OrBu (23) in 8 ml Pyridin wird auf 0 °C abgekiihlt und langsam mit 4 ml Acetanhydrid
versetzt. Es wird 30 Minuten im Eisbad und anschlieend 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt.
Die Losung wird mit 30 ml Dichlormethan verdiinnt und {iberschiissiges Acetanhydrid durch
Zugabe von Eis hydrolysiert. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase noch
dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert Die vereinigten org. Phasen werden zweimal
mit je 30 ml ges. NaHCOs-Losung und einmal mit 30 ml ges. NaCl-Losung gewaschen und
dann iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und das
Rohprodukt durch Flashchromatographie (100% EE) gereinigt.

Ausb.: 450 mg (76%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.23 (EE).

Ce1H75N3024 (M = 1234.25 g/mol) [1233.47].

ESI-MS (positiv), m/z: 2490.9 ([2M+Na]", ber. 2490.9), 1256.5 ((M+Na], ber. 1256.5).

TH.NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juans = Jusne = 7.4 Hz),
7.63 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juin2 = Ju7us = 7.3 Hz), 7.41-7.21 (m, 9H, H3-, H6-, H2-, H7-
Fmoc, Hy (Bn)), 5.93 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxum = 9.9 Hz), 5.56 (d, 1H, NH (Urethan),
InbTo = 9.3 Hz), 5.33-5.05 (m, SH, H7”’, H8”’, CH; (Bn), H4), 4.96 (dd, H3, Jys 2 = 11.2 Hz,
Jusna = 3.0 Hz), 4.84-4.73 (m, 2H, H1, H4”’), 4.53 (dd, 1H, H2, Jyous = 11.3 Hz, Jipu1 =
3.6 Hz), 4.45 (d, 2H, CH, (Fmoc), Jcuz.cn = 6.9 Hz), 4.30-4.11 (m, 4H, CH (Fmoc), H9,”’, T%,
TP), 4.08-3.98 (m, 3H, H6”’, H5”*, H9,”"), 3.96-3.88 (m, 1H, H5), 3.82-3.74 (m, 1H, H6,),
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3.10 (dd, 1H, H6p, Tueptisa= 10.3 Hz, Jugons = 4.3 Hz), 2.54 (dd, 1H, H3s,”", Tisaqtizac =
12.7 Hz, Jisaq-na~ = 4.6 Hz), 2.10, 2.07, 2.03, 2.02, 2.00, 1.99, 1.98 (7xs, 22H, 7xCH; (Ac),
H3..), 1.84 (s, 3H, CH; (Ac)), 1.43 (s, 9H, CH; (/Bu)), 1.28 (d, 3H, T", J1,1p = 6.3 Hz).
SC_.NMR (75.5 MHz, CDCLs, BB), & [ppm]: 170.9, 170.8, 170.5, 170.4, 170.2, 170.1, 169.6,
(9C, 9xC=0), 167.3 (1C, C1”), 156.5 (1C, C=0 (Urethan)), 143.8, 143.7 (2C, Cla-, C8a-
Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 134.7 (1C, Cq (Bn)), 129.0, 128.8, 128.7 (5C, Cyr (Bn)),
127.8 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C,
C4-, C5-Fmoc), 100.0 (1C, C1), 98.6 (1C, C2°°), 83.1 (1C, Cq (Bu)), 77.2 (1C, T), 72.6 (1C,
C6”), 68.9 (2C, C3, C4*), 68.5 (1C, C5), 68.0 (1C, C7°), 67.9 (1C, CH, (Bn)), 67.6 (IC,
C4), 67.3 (1C, CH, (Fmoc)), 67.1 (1C, C8”*), 63.9 (1C, C6), 62.4 (1C, C9”), 59.1 (1C, T%),
49.2 (1C, C5”), 47.3, 47.2 (2C, C2, CH (Fmoc)), 37.6 (1C, C3”°), 28.1 (3C, CH; (fBu)), 23.2,
23.1 (2C, 2xCH; (NHAC)), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (6C, 6xCH; (OAc)), 18.6 (1C, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-{2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-o- 4o OAOA (o08n

O
AcHN

D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-o.-D- oo Rl
galactopyranosyl}-L-threonin (25)*** |
(Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aAc,GalNAc)-OH) :g‘/w

Eine Losung von 350mg (0.28 mmol) Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBnN-(2—6)-
aAc,GalNAC)-O7Bu (24) in 5 ml Dichlormethan wird nacheinander mit 500 pl Anisol und
5 ml Trifluoressigsdure versetzt. Die Reaktionsmischung wird 2.5 Stunden bei Raumtemp.
geschiittelt und dann mit 20 ml Toluol verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak. entfernt
und der Riickstand noch viermal mit je 20 ml Toluol und anschlieBend zweimal mit
Dichlormethan kodestilliert. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (EE/MeOH 3:1)
gereinigt.

Ausb.: 280 mg (84%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.26 (EE/MeOH 2:1); [a]if =36.2°

(c = 1.00, CHCLy), Lit..** [a ]} =29.1° (¢ = 1.00, CHCL).
C57H67N3024 (M =1178.15 g/mol) [1 177.41].

ESI-MS (positiv), m/z: 1200.4 (M+Na", ber. 1200.4).



5 Experimenteller Teil 149

TH-NMR (300 MHz, CDCls), 6 [ppm]: 7.72 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusus = Jusne = 7.4 Hz),
7.56 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jyi m = Jusu7 = 7.2 Hz), 7.39-7.22 (m, 9H, H3-, H6-, H2-, H7-
Fmoc, Hy (Bn)), 6.76 (bs, 1H, NH (NeuNAc), 6.04 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxun2 = 9.6 Hz),
5.81 (bs, 1H, NH (Urethan), 5.38-4.70 (m, 8H, H1, H4’’, H7”’, H8*’, CH; (Bn), CH, (Fmoc)),
4.58-3.72 (m, 11H, H2, H3, H5, H6,, H5”*, H6”", H9,,”, T% T, CH (Fmoc)), 3.18-3.06 (m,
1H, H6y), 2.54 (dd, 1H, H34"", Jusiq m3ax> = 12.8 Hz, Jusaq» na» = 4.5 Hz), 2.08, 2.07, 2.06,
2.00, 1.99, 1.98, 1.93, 1.84 (8xs, 25H, 8xCHj3 (Ac), H3."), 1.24 (d, 3H, T", Jr, 18 = 6.2 Hz)).
B3C-NMR (75.5 MHz, CDCl3, BB), & [ppm]: 172.9, 172.1, 170.6, 170.5, 170.4, 170.1 169.7,
169.6 (8C, 8xC=0), 167.3 (1C, C1”), 156.6 (1C, C=0O (Urethan)), 143.8, 143.6 (2C, Cla-, C-
8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 134.7 (1C, Cq (Bn)), 129.0, 128.8, 128.6 (5C, Cy
(Bn)), 127.8 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.2 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.1, 125.0 (2C, C1-, C8-
Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 99.6 (1C, C1), 98.6 (1C, C2”°), 77.2 (1C, TP), 72.5, 68.9,
68.4, 68.2 68.1, 67.9, 67.6, 67.1 (9C, C3, C4, C5, C4, C6>’, C7”°, C8’, CH; (Bn), CH,
(Fmoc)), 63.8, 62.4 (2C, C6, C9”"), 58.6 (1C, T%), 49.2 (1C, C5*), 47.8, 47.2 (2C, C2, CH
(Fmoc)), 37.6 (1C, C3”), 23.1, 22.9 (2C, 2xCH; (NHACc)), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (6C, 6xCHj3
(OAc)), 18.2 (1C, TY).

524 Synthese des (2,3)-Sialyl-T-Antigen-Bausteins

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester) (26)''® 7"

(Fmoc-Thr(a4,6-0-Bzn-GalNAc)-O7rBu) 00

=
Eine Losung von 2.45 g (4.08 mmol) Fmoc-Thr(aGalNAc)-OsBu (19) in °
100 ml Acetonitril (HPLC-grade) wird mit 2.50 ml FmocHNji’( o
Benzaldehyddimethylacetal (16.6 mmol) versetzt. Durch Zugabe von zwei °
Spatelspitzen p-Toluolsulfonsdure wird der pH-Wert der Losung auf ~4 eingestellt, und es
wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionsmischung wird durch Zugabe von fiinf

Tropfen Triethylamin neutralisiert und das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt. Das Produkt

wird durch Flashchromatographie (CH/EE 1:1) gereinigt.
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Ausb.: 2.42 g (86%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry= 0.55 (Tol/EtOH 4:1); R¢= 0.38
(EE/PE 3:1); R¢=0.27 (PE/EE 3:1).
C34H35N209 (M = 615.65 g/mol) [615.23].

ESI-MS (positiv), m/z: 1415.9 ([2M+K]", ber. 1415.6), 1399.9 ([2M+Na]", ber. 1400.5), 727.4
([M+K]", ber. 727.4), 711.5 ((M+Na]", ber. 711.3), 689.5 ((M+H]", ber. 689.3).

TH.NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.76 (d, 2H, H-4, H-5 (Fmoc), Juanus = Jusne = 7.3 Hz),
7.61 (d, 2H, H1-, H-8 (Fmoc), Jy1 2 = Jusu7 = 6.3 Hz), 7.52-7.48 (m, 2H, H2-, H3- (Fmoc)),
7.41-7.28 (m, 7H, H6-, H7- (Fmoc), H, (Bzn)), 6.51 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxum = 8.4 Hz),
5.55 (s, 1H, CH (Bzn)), 5.51 (d, 1H, NH (Urethan), Jxgu1e = 9.7 Hz), 4.94 (d, 1H, H1, Jy1 2 =
3.3 Hz), 4.51-4.39 (m, 3H, H2, CH, (Fmoc)), 4.28-4.02 (m, 6H, H5, H6,;,, CH (Fmoc), T%,
T%), 3.85 (dd, 1H, H3, Jus2 = 10.8 Hz, Jus s = 2.9 Hz), 3.69 (s, 1H, H4), 2.77 (bs, 1H, OH),
2.08 (s, 3H, CHs (Ac)), 1.45 (s, 9H, CH; (/Bu)), 1.27 (d, 3H, T', Jr, 13 = 6.9 Hz).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 172.6, 170.8 (2C, C=0), 156.4 (1C, C=0O
(Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C-8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 137.5 (1C, Cq (Bzn)),
129.1, 128.2, 126.3 (5C, C, (Bzn)), 127.8 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc),
125.0 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 101.2 (1C, CH (Bzn)), 100.4 (1C, C1),
83.4 (1C, Cq4 (1Bu)), 76.7 (1C, TP), 75.5 (1C, C3), 69.7 (1C, C4), 69.2 (1C, CH, (Fmoc)), 67.2
(1C, C6), 63.7 (1C, C5), 58.9 (1C, T%), 50.5 (1C, C2), 47.2 (1C, CH (Fmoc)), 28.1 (3C, CH;
(tBu)), 23.0 (1C, CH; (NHAC)), 19.0 (1C, T").

o OH
1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (27)''*'* A(&‘):
(0]
X

In einer Losung von 6.0 g (34.0 mmol) D-Galactose in 100 ml Aceton werden

14.0 g (87.7 mmol) wasserfreies Kupfersulfat supendiert. Die Mischung wird mit 1 ml konz.
Schwefelsdure versetzt und 24 Stunden bei Raumtemp. kriftig gerithrt. Es wird mit
Calciumhydroxid neutralisiert und tiber Hyflo filtriert. Das Aceton wird i. Vak. abdestilliert.
Das Rohprodukt wird nach Trocknung i. Hochvak. ohne sonstige Reinigung weiter umgesetzt.
Ausb.: 9.0 g (quant.); gelbes Ol; Ry = 0.34 (PE/EE 1:1).

Ci2H2006 (M =260.28 g/mol) [260.13].
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6-0-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-o-D-galactopyranose (28)''*'>!% A( é

Eine Losung von 9.0 g (max. 34.0 mmol) roher 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-
a-D-galactopyranose (27) in 70 ml DMF wird auf 0°C abgekiihlt und unter Argon
portionsweise mit 2.3 g (57.5 mmol) Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineral6l)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 30 Minuten bei 0 °C und anschlieBend 30 Minuten bei
Raumtemp. geriihrt. Nach erneutem Abkiihlen auf 0°C werden 6.2 ml (51.0 mmol)
Benzylbromid in 10 ml DMF zugetropft. Anschliefend wird 16 Stunden bei Raumtemp.
geriihrt. Nach Zugabe von 10 ml Methanol wird das DMF destillativ i. Vak. entfernt und noch
dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Der Riickstand wird in 300 ml Dichlormethan
aufgenommen. Es wird dreimal mit je 100 ml Wasser und einmal mit 100 ml ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.
Das Produkt wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (CH/EE 7:1) gereinigt.

Ausb.: 9.5 g (80%, bezogen auf D-Galactose); gelb-oranges Ol; Ry = 0.29 (PE/EE 5:1).
Ci9H2606 (M =350.41 g/mol) [350.17].

ESI-MS (positiv), m/z: 723.4 ([2M+Na]", ber.: 723.3), 373.2 ((M+Na]", ber.: 373.2).

1,2,3,4-Tetra-0O-acetyl-6-O-benzyl-o,3-D-galactopyranose (29)'"* o8

AcO
(a,BAcs-6-Bn-Gal) &w
AcO
AcO

Eine Loésung von 9.50g (27.1 mmmol) 6-0O-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a.-D-

OAc

galactopyranose (28) in 200 ml 75%-iger Essigsdure wird 4 Stunden bei 85 °C geriihrt. Das
Essigsdure-Wasser-Gemisch wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand viermal i. Vak. mit
Toluol kodestilliert. Das so erhaltene gelbe Ol (rohe 6-O-Benzyl-a,B-D-galactopyranose) wird
in 70 ml Pyridin gelost, auf 0°C abgekiihlt und unter Rithren langsam mit 35 ml
Acetanhydrid versetzt. Die Losung wird unter langsamem Erwidrmen auf Raumtemp.
36 Stunden geriihrt. Pyridin und iiberschiissiges Acetanhydrid werden 1. Vak. abdestilliert und
der Riickstand i. Vak. fiinfmal mit Toluol kodestilliert. Das Produkt wird durch
Flashchromatographie (CH/EE 3:1) gereinigt. Man erhélt ein Gemisch aus o- und -Anomer,
welches ohne Trennung in der néchsten Reaktion eingesetzt wird.

Ausb.: 8.92 g (75%, 2 Stufen); gelbliches, hochviskoses Ol; R¢= 0.38 (CH/EE 1:1).

C21H26010 (M = 438.43 g/mol) [438.15].
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ESI-MS (positiv), m/z: 477.2 ([M+K]", ber.: 477.2), 461.3 ((M+Na]", ber.: 461.1).

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.36-7.26 (m, 10H, H, (Bn)), 6.34 (d, 1H, Hlo’,
Jiio o = 2.8 Hz), 5.67 (d, 1H, HIP’, Juip mp = 8.3 Hz), 5.55 (bs, 1H, H4a’), 5.49 (d, 1H,
H4B’, Juap msp = 3.4 Hz, Juap usp = 1.0 Hz), 5.32-5.26 (m, 3H, H2a’, H2(’, H3a”), 5.05 (dd,
1H, H3B’, Jusp mop = 10.4 Hz, Jusp nap = 3.4 Hz), 4.53, 4.37 (2xd, 4H, 2xCH, (Bn), J.p =
12.0 Hz), 4.28 (t, 1H, H50’, Juso meor = 6.7 Hz), 4.00 (t, 1H, H5B’, Jusp ne p = 6.6 Hz), 3.56-
3.32 (m, 4H, H6,,0.,3°), 2.12, 2.08, 2.03, 2.01, 1.99, 1.97 (7xs, 24H, 8xCHj3 (Ac)).

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-0-benzyl-a-D-galactopyranosylbromid (30)* OBn

AcO

(aAc3-6-Bn-GalBr) Q
AcO
AcO

Br
Zu einer auf 0 °C abgekiihlten Losung von 4.60 g (10.49 mmol) a,BAcs-6-Bn-Gal (29) in
70 ml absol. Dichlormethan werden unter Argon 30 ml HBr in Eisessig (33%) innerhalb von
20 Minuten getropft. Es wird noch 10 Minuten unter Eiskiihlung geriihrt, bevor die
Reaktionsmischung zur Hydrolyse in 60 ml Eiswasser gegossen wird. Man verdiinnt mit
150 ml Dichlormethan, trennt die org. Phase ab und wischt sie nacheinander mit je 2x200 ml
ges. NaHCOs- und 10%iger NaS;03-Losung. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das so erhaltene gelbe Ol wird durch
zligige Flashchromatographie (kurze, breite Sdule; EE/CH 4:1) gereinigt.

Ausb.: 2.50 g (52%); gelbliches Ol; Ry = 0.35 (PE/EE 3:1).

Ci9H23BrOg (M = 459.29 g/mol) [458.08].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm]: 7.36-7.20 (m, SH, H,, (Bn)), 6.69 (d, 1H, HI", Jyy 1o =
4.0 Hz), 5.56 (dd, 1H, H4’, Jys 3 = 3.2 Hz), 539 (dd, 1H, H3’, Jyso = 10.6 Hz, Jizopis =
3.3 Hz), 5.01 (dd, 1H, H2’, Jips1- = 3.9 Hz, Jip iz = 10.6 Hz), 4.54 (d, 1H, CHa, (Bn), Jap =
12.0 Hz), 4.44 (t, 1H, H5", Jys-neap: = 6.3 Hz), 4.40 (d, 1H, CHa, (Bn), Jop = 12.0 Hz), 3.50
(dd, 2H, H6,1", Jneans' = 9.1 Hz, Juep s = 6.4 Hz), 2.09, 2.02, 1.99 (3xs, 9H, 3xCH; (Ac)).
B3C.NMR (50.3 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 170.1, 169.8, 169.7 (3C, 3xC=0), 137.3 (1C, C,
(Bn)), 129.0, 128.5, 127.9 (5C, C4 (Bn)), 88.6 (1C, C1°), 73.5 (1C, CH, (Bn)), 72.1, 68.2,
68.0, 67.4 (4C, C2°, C3°, C4°, C5°), 66.7 (1C, C6°), 20.7, 20.6, 20.5 (3C, 3xCHs (Ac)).
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N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-
[2,3,4-tri-O-acetyl—6-0-benzyl-B-D-galactopyranosyl]—o-D- o
galactopyranosyl)-L-threonin-fert-butylester (31)**'"® om0
(Fmoc-Thr(BAc;-6-Bn-Gal-(1—3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OrBu) Acoao%

AcO
O,

Eine Losung von 1.73 g (2.52 mmol) Fmoc-Thr(a4,6-O-Bzn- Fm°°”“j;‘/omu
GalNAc)-OrBu (26) in einer Mischung aus 30 ml absol. Nitromethan und 20 ml a(‘;)sol.
Dichlormethan wird mit 3.00 g Molekularsieb (4A, Pulver) versetzt und 15 Minuten bei
Raumtemp. unter Argon geriihrt. AnschlieBend gibt man 1.50g (5.94 mmol)
Quecksilbercyanid zu und rithrt weitere 30 Minuten. Dann wird eine Losung von 2.88 g
(6.29 mmol) aAcs.6-Bn-GalBr (30) in 15 ml absol. Nitromethan/absol. Dichlormethan 3:2
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 24 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und dann mit
zwel weiteren Spatelspitzen Quecksilbercyanid versehen. Es wird nochmals 24 Stunden bei
Raumtemp. geriihrt und dann mit 200 ml Dichlormethan verdiinnt und {iber Hyflo filtriert. Das
Filtrat wird nacheinander mit je 2x100 ml ges. NaHCOs-, ges. Natriumiodid- und ges. NaCl-
Losung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet, und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flashchromatographie (CH/EE 1:1).

Ausb.: 2.05 g (76%); farbloser, amorpher Feststoff; R = 0.50 (EE/PE 3:1).

Cs7HesN2015 (M = 1067.14 g/mol) [1066.43].

ESI-MS (positiv), m/z: 1105.7 [M+Na]’, ber.: 1105.4), 1089.8 ([M+Na]", ber.: 1089.4),
1067.8 [M+H]", ber.: 1067.4).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusn3 = Jusus = 7.5 Hz),
7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Ju1 2 = Jusu7 = 7.1 Hz) 7.55-7.49 (m, 2H, H,: (Bzn)), 7.47-7.25
(m, 12H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, H, (Bzn), Hyr (Bn)), 5.77 (d, 1H, NH (GalNAc), Jnpm =
9.1 Hz), 5.57 (d, 1H, NH (Urethan), Jxu 1o = 10.3 Hz), 5.50 (s, 1H, CH (Bzn)), 5.44-5.40 (m,
1H, H4’), 5.19 (dd, 1H, H2’ Jg1> w2 = 7.9 Hz, Ju» u3» = 10.3 Hz), 5.01-4.90 (m, 2H, H1, H3’),
4.71-4.59 (m, 2H, H1’, H2), 4.53-4.36 (m, 4H, CH; (Fmoc), CH, (Bn)), 4.29-4.06 (m, 5H,
H4, H6,, CH (Fmoc), T% T"),3.94-3.78 (m, 3H, H6,, H3, H5"), 3.62-3.44 (m, 3H, H5, H6,,"),
00id00000doooooiddooooooo1s3ddiddoooals3oopoainooooog
FovprR, 58wy, CBELL2 B8L.BBPTY).5 [ppm]: 170.3, 170.2, 170.1, 169.7, 169.4 (5C,
5xC=0), 156.4 (1C, C=0 (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.4 (2C, C4a-, C5a-
Fmoc), 137.6, 137.5 (2C, Cq4 (Bzn), Cq (Bn)), 128.7, 128.5, 128.1, 127.9, 126.2, 126.0 (10C,
Car (Bzn), Cy (Bn)), 127.8 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1, (2C, C2-, C7-Fmoc) 124.9 (2C, Cl1-,
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C8-Fmoc), 120.1 (2C, C4-, C5-Fmoc), 101.7 (1C, C1°), 100.6 (1C, CH (Bzn)), 100.3 (IC,
Cl), 83.2 (1C, Cq (Bu)), 76.1 (1C, T?), 75.5 (1C, C4), 74.9 (1C, C3), 73.5 (1C, CH, (Bn)),
72.2 (1C, C5°), 71.2 (1C, C3°), 69.0 (1C, C6), 68.9 (1C, C2°), 68.0 (1C, C6), 67.6 (1C, C4"),
66.9 (1C, CH, (Fmoc), 63.7 (1C, C5), 59.0 (1C, T%), 47.9 (1C, C2), 47.2 (1C, CH (Fmoc)),
28.1 (3C, CH; (Bu)), 23.5 (1C, CH; (NHAG)), 20.8, 20.7, 20.6 (3C, 3xCH; (OAc)), 18.9 (1C,
).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-0-

Ph

[6-O-benzyl-B-D-galacto-pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-

threonin-fert-butyl-ester (32)*%''* wo oo 97
To] Q
HO&/O
HO AcHN
O,

(Fmoc-Thr(B6-Bn-Gal-(1—3)-04,6-0-Bzn-GalNAc)-OrBu)

Eine Losung von 1.91 g (1.79 mmol) Fmoc-Thr(BAcs-6-Bn-Gal- Fmocw:?l/
(1-3)-04,6-0-Bzn-GalNAc)-OrBu (31) in 25 ml Methanol (HPLC-grade) wird unter
staindiger Kontrolle des pH-Wertes langsam mit einer 1%-igen Ldsung von
Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht ist. Es wird
7 Stunden geriihrt, wobei im Abstand von 30 Minuten der pH-Wert kontrolliert und
gegebenenfalls nachreguliert wird. Nachdem diinnschichchromatographisch kein Edukt mehr
nachweisbar ist, wird mit Kationenaustauscher (Amberlyst 15, stark sauer) neutralisiert. Der
Austauscher wird abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert. Der Riickstand wird
durch Flashchromatographie (EE—>EE/MeOH 25:1) gereinigt, wobei 780 mg (46%) des
Produkts erhalten werden. Durch anschlieBendes Spiilen der Chromatographiesdule mit
MeOH werden auflerdem 644 mg (max. 50%, 0.90 mmol, M = 718.79 g/mol) des als
Nebenprodukt gebildeten freien Amins in roher Form isoliert. Zum Blockieren des Amins
wird es in 20 ml Dichlormethan/Acetonitril 1:1 gelost und mit 363 mg (1.08 mmol)
Fmoc-OSu versetzt. Nach Zugabe von 184 ul (1.07 mmol) DIPEA wird die
Reaktionsmischung 19 Stunden geriihrt. Die Losung wird i. Vak eingeengt und der Riickstand
in 50 ml Ethylacetat aufgenommen. Die org. Phase wird zweimal mit je 15 ml Wasser
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Durch
flashchromatographische Reinigung (EE—>EE/MeOH 30:1) des Riickstands erhélt man
weitere 710 mg (42%) des gewlinschten Produkts.

Gesamtausbeute: 1.49 g (88%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry= 0.48 (EE/EtOH 20:1);
R¢=0.44 (Toluol/Ethanol 4:1).
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C51H60N2015 (M =941.03 g/mol) [94040]

ESI-MS (positiv), m/z: 979.3 ([M+K]", ber.: 979.4), 963.3 ([M+Na]’, ber.: 963.3), 941.2
([M+H]", ber.: 941.4), 689.2 ([M-Gal+H]", ber.: 689.3).

TH.NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juan3 = Jusue = 7.0 Hz),
7.62 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jusuy = 7.3 Hz), 7.49 (d, 2H, Hy (Bzn), J., = 6.8 Hz),
7.41-7.21 (m, 12H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, 3xH, (Bzn), 5xH, (Bn)), 6.37 (d, 1H, NH
(GalNAc), Jnum = 8.7 Hz), 5.75 (d, 1H, NH (Urethan), Jxate = 9.9 Hz), 5.42 (s, 1H, CH
(Bzn)), 4.94 (d, 1H, H1, Jy1m2 = 3.1 Hz), 4.67-4.42 (m, 5H, H2, CH, (Fmoc), CH (Bn)), 4.33-
4.02 (m, 6H, H4, H6,, H1’, CH (Fmoc), T% TP), 3.92-3.52 (m, 8H, H3, H5, H6,, H3’, H4",
HS5’, H6,p’), 3.51-3.39 (m, 1H, H2"), 3.35, 2.80, 2.33 (3xs, 3x1H, 3xOH), 2.03 (s,3H, CH;
(Ac)), 1.42 (s, 9H, CHj; (1Bu)), 1.26-1.21 (m, 3H, T").

B3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB, DEPT), & [ppm]: 172.2, 170.7, 170.3 (5C, 5xC=0), 156.6
(1C, C=0O (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 138.3,
137.7 (2C, Cq (Bzn), C4 (Bn)), 129.0, 128.8, 128.4, 128.2, 127.8, 126.7, 126.0 (10C, Cy
(Bzn), C, (Bn)), 127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1, (2C, C2-, C7-Fmoc) 125.3, 125.1 (2C,
Cl1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 101.1 (1C, C1’), 100.5 (1C, CH (Bzn)), 100.3
(1C, Cl1), 83.2 (1C, Cq (1Bu)), 76.5 (1C, T%), 75.7 (1C, C4), 75.0 (1C, C3), 73.8 (1C, CH,
(Bn)), 73.5 (1C, C5°), 70.8 (1C, C3’), 69.3 (1C, C6), 69.0 (1C, C2°), 68.6 (1C, C6’), 67.6 (1C,
C4’), 67.1 (1C, CH, (Fmoc), 63.6 (1C, C5), 59.1 (1C, T%), 48.2 (1C, C2), 47.2 (1C, CH
(Fmoc)), 28.1 (3C, CHs (/Bu)), 23.5 (1C, CH3 (NHAC)), 21.5, 21.3 (3C, 3xCH3 (OAc)), 19.0
(1C, .

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-0-
[6-O-benzyl-3-0-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-

D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-f3-D- -
galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin- A°°VM%TO o8n go
tert-butylester (33)"%!118 T O\&é"%
(Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-f6-Bn-Gal- FmHN:g/O.EU
(1—3)-04,6-0-Bzn-GalNAc)-OrBu) :

Eine Losung von 550 mg (0.58 mmol) Fmoc-Thr(B6-Bn-Gal-(1—3)-04,6-O-Bzn-GalNAc)-
OfBu (32) und 982 mg (1.46 mmol, 2.5 eq.) aAcsNeuNAcCOOBn-Xan (22) in 20 ml absol.
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Dichlormethan/absol. Acetonitril 1:1 wird mit 1.2 g Molekularsieb (4A, Kugeln) versetzt und
eine Stunde bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Man kiihlt die Reaktionsmischung auf -65°C
ab gibt unter Lichtauschluss 380 mg (1.48 mmol) AgOTT, gelost in 10 ml absol. Acetonitril
zu. AnschlieBend werden 920 pul (1.47 mmol) einer MeSBr-Losung (1.6 M in absol.
Dichlorethan, s. S. 145) iiber einen Zeitraum von 30 Minuten langsam zugetropft. Die
Reaktion wird unter LichtausschluB3 fiinf Stunden bei -50 bis -60°C und anschlieend
12 Stunden bei —30 °C geriihrt. Dann wird durch Zugabe von 300 ul (1.74 mmol) DIPEA
neutralisiert und auf Raumtemp. erwdrmt. Die Reaktionsmischung wird mit 50 ml
Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo filtriert und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wird durch Flashchromatographie (EE—>EE/EtOH 50:1) gereinigt.

Ausb.: 560 mg (64%); farbloser, amorpher Feststoff; Rr= 0.46 (Toluol/EtOH 4:1); R¢= 0.37
(EE/EtOH 10:1).

C77H91N3027 (M = 1490.55 g/mol) [1489.58].

ESI-MS (positiv), m/z: 1512.6 ((M+Na]", ber.: 1512.6).

"H-NMR (400 MHz, COSY, CDCls, & (ppm): 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusu3 = Jus.e =
7.6 Hz), 7.59 (dd, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jui 2 = Jusu7 = 7.5 Hz), 7.51 (d, 2H, Hy (Bzn), Jup =
6.8 Hz), 7.43-7.38 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc), 7.375-7.28 (m, 15H, H3-, H6-Fmoc, H,: (Bzn,
3H), Hyr (2xBn, 10H)), 6.55 (d, 1H, NH (GalNAc), Jxgm = 9.2 Hz), 6.40 (d, 1H, NH
(Urethan), Jxpte = 10.2 Hz), 5.46 (s, 1H, CH (Bzn)), 5.44-5.38 (m, 1H, H8"’, Juo» s> =
6.7 Hz), 5.34-5.13 (m, 2H, NH (NeuNAc), H7"’), 5.17 (s, 2H, CH; (Bn)), 5.00 (d, 1H, H1,
Jmim = 3.7 Hz), 4.96-4.88 (m, 1H, H4*’), 4.74-4.64 (m, 1H, H2), 4.56 (s, 2H, CH, (Bn)),
4.53-4.00 (m, 11H, H9**, {4.51}, CH, (Fmoc) {4.40}, TP {4.39}, H4 {4.29}, T* {4.24}, CH
(Fmoc) {4.21}, H1” {4.16}, H6, {4.16}, H6’, {4,16}, H5"’{ 4.10}), 3.93-3.80 (m, 4H, H6,
{3.89}, H9’,, {3.89}, H6>’ {3.85}, H3* {3.83}), 3.71-3.40 (m, 6H, H3 {3.68}, H5” {3.62},
H6’, {3.62}, H2’ {3.60}, H5 {3.60}, H4* {3.48}), 2.92 (bs, 1H, OH), 2.71 (dd, 1H, H3"4,
Jis aqu3vax = 12.7 Hz, Juz aqua» = 4.4 Hz), 2.43 (s, 1H, OH), 2.09 (s, 6H, 2xCH3 (Ac)), 2.03
(s, 3H, CH;3 (Ac)), 2.01-1.98 (m, 1H, H3"’4x), 1.99 (s, 3H, CH; (Ac)), 1.97 (s, 3H, CHs (Ac)),
1.86, 1.84 (2xs, 2x3H, 2xCH; (NAc)), 1.44 (s, 9H, CHj; (1Bu)), 1.29-1.24 (m, 3H, T").
B3C-NMR (100 MHz, BB, CDCls), & (ppm): 171.9, 171.3, 171.0, 170.7, 170.6, 170.3, 170.1,
169.8 (7C, 7xC=0), 167.9 (1C, C2’’), 156.8 (1C, C=0O (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-
Fmoc), 141.3, 141.2 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 138.1, 137.4 (2C, Cq4 (Bn), Cq (Bzn)), 134.3 (1C,
Cq (Bn)), 128.9, 128.7, 128.6, 127.8 (10C, C, (Bn), 128.8, 128.2, 126.5 (5C, C, (Bzn)), 127.8
(2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1, 127.0 (2C, C2-, C7-Fmoc), 125.2, 125.0 (2C, C1-, C8-Fmoc),



5 Experimenteller Teil 157

120.1 (2C, C4-, C5-Fmoc), 106.4 (1C, C1°), 101.0 (1C, CH (Bzn)), 100.4 (1C, C1), 97.7 (1C,
C2”), 83.2 (1C, Cq (Bu)), 78.3 (1C, C3), 77.3 (1C, T%), 75.9, 75.0 (2C, C4, C3°), 73.7 (1C,
CH, (Bn)), 73.5 (1C, C5°), 73.5 (2C, C6°*, C5°), 69.6 (2C, C8**, C6"), 69.1 (1C, C6), 68.5
(1C, C4°"), 68.2, 68.1 (4C, C2°, C4’, C7”, CH, (Bn)), 67.3 (1C, CH, (Fmoc)), 63.8 (1C,
C9°*), 63.4 (1C, C5), 59.2 (1C, T%), 49.1 (1C, C5°*), 47.7 (1C, C2), 47.2 (1C, CH (Fmoc)),
37.0 (1C, C3”), 28.1 (3C, CH; (Bu)), 23.3, 23.1 (2C, 2xCH; (NHAc)), 21.3, 21.0, 20.8, 20.7
(4C, 4xCH; (OAc), 19.5 (1C, TY).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-
[2,4-di-O-acetyl-6-0-benzyl-3-O-{benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-o-D- %io o AcoOA
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}--D- \%@ gﬁ
galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin- chHN;g/omu
tert-butylester (34)*%'"* °
(Fmoc-Thr(aAcs;NeuNAcCOOBn-(2—3)-f6-Bn-Ac,Gal-(1—3)-aAc;GalNAc)-O7Bu)

Eine Losung von 540 mg (0.36 mmol) Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-f6-Bn-Gal-
(1—-3)-04,6-0-Bzn-GalNAc)-OrBu (33) in 25 ml 80%iger Essigsdure wird eine Stunde bei
75 °C geriihrt. Anschlieend wird die Reaktionslosung mit 50 ml Toluol verdiinnt und auf
Raumtemp. abgekiihlt. Die Losung wird i. Vak eingeengt und der Riickstand wird noch
flinfmal 1. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das so erhaltene Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-
(2—3)-p6-Bn-Gal-(1—3)-aGalNAc)-OrBu wird ohne weitere Reinigung acetyliert.

Hierzu wird das Rohprodukt in 10 ml Pyridin geldst und bei 0 °C mit einem Kdérnchen DMAP
versetzt. AnschlieBend werden 4 ml Acetanhydrid zugetropft. Die Reaktionslosung wird
16 Stunden unter langsamem Aufwirmen auf Raumtemp. unter Argon geriihrt. Dann wird mit
50 ml Toluol verdiinnt, i. Vak. eingeengt und der Riickstand noch mehrmals i. Vak. mit
Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie
(100% EE).

Ausb.: 436 mg (77%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry= 0.50 (EE/EtOH 5:1); R¢= 0.07
(EE).

C73HosN3031 (M = 1570.59 g/mol) [1569.60].

ESI-MS (positiv), m/z: 1592.2 ((M+Na]", ber.: 1592.6), 1570.1 ((M+H]", ber.: 1570.6).
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"H-NMR (300 MHz, CDCl3, & [ppm]: 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusu3 = Jusue = 7.5 Hz),
7.57 (t, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jui 12 = Jusu7 = 7.0 Hz), 7.42-7.18 (m, 14H, H2-, H3-, H6-, H7-
Fmoc, H,r (2xBn)), 6.33 (d, 1H, NH (GalNAc), Jnum = 9.3 Hz), 5.83 (d, 1H, NH (Urethan),
Inbo = 9.7 Hz), 5.51-5.43 (m, 1H, H8’), 5.39 (d, 1H, CHy, (Bn), J,p = 12.0 Hz), 5.39-5.33
(m, 1H, H4), 5.24-5.18 (m, 1H, H7*’), 5.10-5.06 (m, 1H, H4"), 5.05 (d, 1H, CHy, (Bn), J.p =
12.1 Hz), 4.98-4.91 (m, 2H, H2’, NH (NeuNAc)), 4.88 (d, 1H, HI’, Jy;>uo>» = 3.8 Hz), 4.84-
4.75 (m, 1H, H4"’), 4.57-4.32 (m, 8H, CH; (Bn), CH, (Fmoc), H2, H1’, H3’, H9”’,), 4.27-
4.05 (m, 5H, T% T®, CH (Fmoc), H5, H6,), 4.00 (d, 1H, H5"", Jus~ua» = Jus~ue- = 10.9 Hz),
3.97-3.76 (m, 3H, H3, H6,, H9’y), 3.72 (t, 1H, HS’, Jus ne = 6.3 Hz), 3.53 (dd, 1H, H6’,,
Jneanes = 10.0 Hz, Jueans = 6.2 Hz), 3.47 (dd, 1H, H6”’, Jue us> = 10.8 Hz, Jue ur> =
2.6 Hz), 3.40 (dd, 1H, H6’y, Juebnea = 9.5 Hz, Juevbus = 6.0 Hz), 2.59 (dd, 1H, H3’4q,
Jis g u3ax = 12.6 Hz, Juz aqua = 4.7 Hz), 2.25 (s, 3H, CH; (Ac)), 2.11 (s, 3H, CH; (Ac)),
2.09 (s, 3H, CHj3 (Ac)), 2.02 (s, 6H, 2xCH3 (Ac)), 2.01 (s, 12H, 4xCHs (Ac)), 1.95 (s, 3H,
CHs (Ac)), 1.79 (s, 3H, CH3 (Ac)), 1.63 (t, 1H, H3” 4, Juz axu3 iaq = Juz axnsa» = 12.6 Hz),
1.43 (s, 9H, CH; (1Bu)), 1.30 (d, 3H, T, J1,1p = 6.3 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, BB, CDCl3), & [ppm]: 170.6, 170.4, 170.3, 170.2, 170.0, 169.8, 169.7,
(11C, 11xC=0) 167.2 (1C, C1”’), 156.7 (1C, C=0O (Urethan)), 143.7, 143.6 (2C, Cla-, C8a-
Fmoc), 141.3, 141.2 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 138.0, 134.7 (2C, 2xCq (Bn)), 128.9, 128.6,
128.3, 127.7, 127.6 (10C, C4 (Bn), 127.8 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.0 (2C, C2-, C7-Fmoc),
125.1, 125.0 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 101.7 (1C, C1°), 99.8 (1C, C1),
96.9 (1C, C2”), 83.0 (1C, Cq (1Bu)), 77.2 (1C, C3), 76.1 (1C, TP, 74.1 (1C, C3), 73.5 (1C,
CH; (Bn)), 72.6 (1C, C6”’), 72.2 (1C, C5°), 71.7 (1C, C3’), 69.5 (1C, C4), 69.2 (1C, C2’),
69.1 (1C, C4”’), 68.5 (3C, C8”’, CH;, (2xBn)), 68.1 (1C, C5), 68.0 (1C, C6’), 67.8 (1C, C4’),
67.7 (1C, C7”*), 67.4 (1C, CH, (Fmoc)), 63.3 (1C, C6), 63.1 (1C, C9**), 59.2 (1C, T%), 48.9
(1C, C57),48.5 (1C, C2),47.1 (1C, CH (Fmoc)), 37.4 (1C, C3”), 28.1 (3C, CHs (/Bu)), 23.3,
23.1, 23.0 (2C, 2xCH3 (NHA«c)), 21.2, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (8C, 8xCHj; (OAc), 19.1 (1C,
™.
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N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-
[2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-0-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-p-p-galactopyranosyl]-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonin (35)*%!18

(Fmoc-Thr(a.AcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-B6-Bn- %& & :

Ac;Gal-(1-3)-aAc,;GalNAc)-OH) ji’(
Eine Losung von 436 mg (0.28 mmol) Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-B-6-Bn-
AcyGal-(1-3)-aAcy;GalNAc)-OBu (34) in 2 ml Dichlormethan wird nacheinander mit
0.5 ml Anisol und 10 ml Trifluoressigsdure versetzt. Die Reaktionslésung wird 2.5 Stunden
bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird mit 30 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt.
Der Riickstand wird noch fiinfmal mit Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt durch Flashchromatographie (EE—EE/EtOH 2:1).

Ausb.: 420 mg (quant.); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.23 (EE/EtOH 1:1); [a]f; =45.9°

(c =1.00, CHCLy), Lit.:""® [a ]} =24.8° (c = 1.00, CHCL).

C74H37N3031 (M =1514.48 g/mol) [151353]

ESI-MS (positiv), m/z: 1558.6 ([M-H+2Na]", ber.:1558.5), 1552.6 ([M+K]", ber.: 1552.5),
1536.6 ((IM+Na]’, ber.: 1536.5), 1514.6 ((M+H]", ber.: 1514.5).

"H-NMR (400 MHz, COSY, CDCly) & [ppm]: 7.76 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusp3 =
Jusue =7.5 Hz), 7.60-7.55 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.44-7.21 (m, 14H, H3-, H6-Fmoc {7.38},
H2-, H7-Fmoc {7.28}, H, (2xBn, 10H)), 6.86 (bs, 1H, NH (GalNAc)), 6.50 (d, 1H, NH
(NeuNAc), Inunus» = 10.7 Hz), 5.62-5.46 (m, 1H, H8""), 5.46-5.35 (m, 3H, H4 {5.44}, CHy,
(Bn) {5.42,d, J., = 12.2 Hz}), 5.29-5.15 (m, 2H, H7** {5.19}, H1 {5.18}), 5.12-4.96 (m, 3H,
CHap, (Bn) {5.06}, H4’> {5.06}, H2* {5.00}), 4.91-4.77 (m, 1H, H4"*), 4.59-4.51 (m, 2H, CHa,
(Bn) {4.56,d, J., = 11.6 Hz }, H1” {4.55}), 4.51-4.29 (m, 8H, }, T" {4.49}, H3’ {4.46}, CHy
(Bn) {4.44, d, J,p,= 11.6 Hz }, H9’, {4.44}, CH, (Fmoc) {4.41}), T* {4.37}, H2 {4.31}),
4.21 (t, 1H, CH (Fmoc), Jeucn2 = 6.7 Hz), 4.17-4.07 (m, 2H, H6, {4.12}, HS {4.09}), 4.06-
4.02 (m, 1H, H5’), 3.98 (dd, 1H, H6y, Juebnea = 10.5 Hz, Juep s = 3.0 Hz), 3.89-3.71 (m, 3H,
H3 {3.80}, H6*’ {3.78}, H9’}, {3.73}), 3.58-3.48 (m, 2H, H6’, {3.52), H5’ {3.49}), 3.43 (dd,
1H, H6’y, Juebuea = 9.7 Hz, Juenns = 6.1 Hz), 2.62 (dd, 1H, H3’sq, Ju3 aqn37ax = 12.3 Hz,
Jus aqua = 4.1 Hz), 2.25, 2.18, 2.13, 2.05, 2.03, 1.98, 1.81 (7xs, 30H, 10xCH3 (Ac)), 1.65 (t,
1H, H3” 4, Juz axnn3aq = 12.4 Hz), 1.30-1.25 (m, 3H, T").
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BC.NMR (100 MHz, BB, HMQC, CDCLy), & [ppm]: 173.0, 172.1, 171.0, 170.7, 170.3, 170.1
(11C, 11xC=0), 167.2 (1C, C1”), 157.7 (1C, C=0 (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc),
141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 137.9, 134.6 (2C, 2xC, (Bn)), 128.9, 128.7, 128.4, 128.3, 127.8,
127.7, 127.0 (14C, 2xCy (Bn), C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.0, 124.9 (2C, C1-, C8-Fmoc),
120.1, 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 100.4 (1C, C1°), 98.2 (1C, C1), 96.9 (1C, C2°*), 75.7 (1C,
T?), 74.1 (1C, C3), 73.2 (1C, CH, (Bn)), 72.0 (1C, C6), 71.2 (1C, C3°), 69.3 (1C, C4), 68.9
(1C, C4”), 68.8 (1C, C2°), 68.4 (1C, CH, (Bn)), 68.1 (1C, C6), 67.9 (1C, C8”), 67.8 (2C,
Cs5, C77), 67.3 (1C, C4’), 66.8 (1C, CH, (Fmoc)), 63.4 (1C, C9**), 63.0 (1C, C6), 58.3 (1C,
T%), 49.2 (1C, C2), 48.6 (1C, C5”), 46.8 (1C, CH (Fmoc)), 37.3 (1C, C3*), 23.0, 22.6 (2C,
2xCH; (NHAC)), 21.3, 21.2, 21.0, 20.9, 20.7 (8C, 8xCH; (OAc), 18.7 (1C, T").
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5.3 Synthese von Glycopeptid-Protein-Konjugaten
5.3.1 Synthese des Olefin- und des Thiol-Linkers

12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansiure-tert-butylester (36)'****°

(HO-{OEG}-COO7Bu) 2

Zu einer Losung von 32 ml (239 mmol) frisch destilliertem

Triethylenglycol in 125 ml absol. THF gibt man 0.15 g Natrium. Nachdem sich das Natrium
vollstindig aufgeldst hat, setzt man 12 ml (83.3 mmol) Acrylsdure-fert-butylester zu. Es wird
22 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und dann mit 2 ml 1M HCI neutralisiert. Das THF wird
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 100 ml ges. NaCl-Lsg
aufgenommen. Das Produkt wird dreimal mit je 50 ml Ethylacetat aus der wallrigen Phase
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit 30 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen
und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt. Nach
anschlieBender Trocknung i. Hochvak. wird das Produkt in einer fiir die weitere Umsetzung
ausreichend reinen Form erhalten.

Ausb.: 18.55 g (80%); farblose Fliissigkeit; R¢= 0.25 (EE).

Ci3H2606 (M =278.34 g/mol) [278.17].

'H.NMR (200 MHz, CDCls), & [ppm]: 3.68-3.52 (m, 14H, (CH,CH,0)s;, COCH,CH,), 2.87
(bs, 1H, OH), 2.45 (t, 2H, COCH,CHa, Joma.cme = 6.3 Hz), 1.38 (s, 9H, CH; (1Bu)).

4,7,10,13-Tetraoxa-15-hexadecensiaure-zert-butylester (37)

0]

(H,C=CH-CH,-{OEG}-COO7Bu)
AN O\é/\OMOtBU

In 30 ml Dichlormethan werden 3.0 g (10.8 mmol) 12-

Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecanséure-tert-butylester (36)und 3.9 g (32.3 mmol) Allylbromid
gelost. Man gibt eine Losung von 0.9 g (22.5 mmol) NaOH und 3.66 g (10.8 mmol)
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 25 ml Wasser zu und riihrt das zweiphasige Gemisch
kraftig bei Raumtemp. 14 Stunden. Die organische Phase wird abgetrennt und die wiBrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden i.
Vak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand mit 60 ml Ether versetzt. Der entstehende
Niederschlag von Tetrabutylammoniumbromid wird abfiltriert und mit Ether nachgewaschen.

Das Filtrat wird noch dreimal mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber Magnesiumsulfat
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getrocknet und der Ether i. Vak. abdestilliert. Das Produkt wird aus dem Riickstand durch
Saulenchromatographie (PE/EE) isoliert.
Ausb.: 1.83 g (55%); gelbliche Fliissigkeit; Re=0.55 (PE/EE 3:1).
Ci6H3006 (M =318.41 g/mol) [318.20].
Ber.: C 60.35% H 9.50%
Gef.: C60.22% H 9.60%

FD-MS: 341.8 ((M+Na]", ber.: 341.2).

"H-NMR (200 MHz, CDCls), 6 [ppm]: 5.96-5.76 (m, 1H, H,C=CH-), 5.25-5.09 (m, 2H,
H,C=CH-), 3.97 (d, 2H, =CH-CH,-, Jcmo,cn = 5.4 Hz), 3.68-3.57 (m, 14H, ((CH,CH,O)s,
COCH,CHy), 2.44 (t, 2H, COCH,CH,, Jcpa.cn = 6.6 Hz), 1.39 (s, 9H, CH; (Bu)).

C_NMR (50.3 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 170.8 (1C, C=0), 134.8 (1C, H,C=CH-), 117.0
(1C, H,C=CH-), 80.4 (1C, C, (Bu)), 72.2, 70.6, 70.5, 70.4 (6C, (CH,CH,0)5), 69.4 (1C,
=CH-CH,-), 66.9 (1C, COCH,CH,), 36.3 (1C, COCH,CH,), 28.1 (3C, CH3 (Bu)).

4,7,10,13-Tetraoxa-15-hexadecensiure (38) o

(H,C=CH-CH,-{OEG}-COOH) /\/o\é/\ M
(0) OH

500 mg (1.80 mmol) 4,7,10,13-Tetraoxa-15-hexadecensiure-tert-butylester (37) werden in
15ml Trifluoressigsdure gelost und eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Die
Trifluoressigsiure wird i. Vak. abdestilliert und das zuriickbleibende Ol zweimal mit Toluol
kodestilliert. Der Riickstand wird in 20 ml Chloroform aufgenommen und mit 1M HCI
gewaschen. Die wilBrige Phase wird einmal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
anschliefend i. Vak. entfernt. Das Produkt wird aus dem oligen Riickstand durch
Saulenchromatographie (EE/AcOH 100:1) isoliert.

Ausb.: 330 mg (83%); gelbliche Fliissigkeit; R¢= 0.51 (EE/MeOH 2:1); R¢= 0.23 (EE/AcOH
100:1).

C12H206 (M =262.30 g/mol) [262.14].

"H-NMR (200 MHz, CDCls), & [ppm]: 9.44 (bs, 1H, COOH), 5.98-5.79 (m, 1H, H,C=CH-),
5.28-5.12 (m, 2H, H,C=CH-), 3.99 (d, 2H, =CH-CH,-, Jcm.cu= 5.8 Hz), 3.72 (t, 2H,
COCH,CH,, Jemz.cnz2 = 6.4 Hz), 3.65-3.55 (m, 12H, (CH,CH,0)3), 2.59 (t, 2H, COCH,CHa,,
Jema.cm2 = 6.4 Hz).
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3C.NMR (50.3 MHz, CDCLs, BB), & [ppm]: 175.9 (1C, C=0), 134.6 (1C, H,C=CH-), 117.2
(1C, H,C=CH-), 72.2, 70.6, 70.3 (6C, (CH,CH,0)3), 69.4 (1C, =CH-CH,-), 66.4 (1C,
COCH,CH,), 34.9 (1C, COCH,).

Olefin-modifiziertes BSA (39)

Eine Losung von 15 mg (57.2 umol) 4,7,10,13-Tetraoxa-15-hexadecensédure (38) in 4 ml dest.
Wasser wird mit 30 mg (260.7 umol) N-Hydroxysuccinimid (HOSu) und 60 mg (313.0 umol)
N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid) (EDC) versetzt und fiinf
Minuten geschiittelt. AnschlieBend gibt man die Losung der aktivierten Sdure zu 20 mg
(0.3 umol) BSA in 5 ml dest. Wasser und ldsst 20 Stunden bei Raumtemp. stehen. Reinigung
des Konjugats erfolgt durch Dialyse (Spectra/Por® Floatalyzer) gegen dest. Wasser und
anschlieBende Lyophilisierung.

Ausb.: 18 mg; farbloses Lyophilisat.

MALDI-MS (positiv), m/z: 73000.4 (Mittelwert aus mehreren Messungen), entspricht 24-25
Linkermolekiilen pro Molekiil BSA.

12-Methansulfonyloxy-4,7,10-trioxa-dodecansiure-tert-butylester (40)234

(MsO-{OEG}-COO7Bu) i
Mso\é/\oMOtBu

Eine Losung von 2.3 g (8.3 mmol) 12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-
dodecanséure-tert-butylester (36) und 2.0 ml (14.2 mmol) Triethylamin in 20 ml absol.
Dichlormethan wird auf 0°C abgekiihlt. Man tropft langsam 1.0 ml (13.0 mmol)
Methansulfonsdurechlorid zu und riihrt die Reaktionsmischung unter langsamem Aufwarmen
auf Raumtemp. liber 5.5 Stunden. Ausgefallenes Aminhydrochlorid wird abfiltriert und die
Losung nacheinander mit je 15 ml Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Das
erhaltene Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung direkt weiter umgesetzt.

Ausb.: 3.0 g (quant); gelbliches Ol.

Ci14H2308S (M = 356.43 g/mol) [356.15].
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12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansiure-fert-butylester (41)
(AcS-{OEG}-COOBu) °

AcS
(0) OtBu
Eine Losung von 1.00g (13.1 mmol) frisch destillierter \é/\ M

Thioessigsdure in 20 ml Methanol wird portionsweise unter Rithren mit 3.60 g (11.0 mmol)
Césiumcarbonat versetzt. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird weitere 15 Minuten bei
Raumtemp. geriihrt. Das Methanol wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand noch zweimal
mit je 20ml Toluol kodestilliert. Das auf diese Weise erhaltene, leicht gelbliche
Céasiumthioacetat wird in 30 ml DMF aufgenommen und mit 3.50 g (9.8 mmol) 12-
Methansulfonyloxy-4,7,10-trioxa-dodecansdure-zert-butylester (40) versetzt. Die Losung wird
20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und dann i.Vak. auf das halbe Volumen eingeengt. Die
Losung wird in 150 ml Ethylacetat aufgenommen und mit je zweimal 20 ml Wasser und ges.
NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel
i.Vak. entfernt. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (PE/EE 5:1) gereinigt.

Ausb.: 2.30 g (70%); farbloses Ol; Ry = 0.55 (EE/PE 3:1).

Ci5sH2306S (M = 336.44 g/mol) [336.16].

FD-MS, m/z: 337.7 ((M+H]", ber.: 337.2).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 3.64 (t, 2H, COCH,CH,, Jcin.cha = 6.6 Hz), 3.56-3.50
(m, 10H, -(CH,OCH,),CH,-), 3.02 (t, 2H, -SCH,-, Jema.cu2 =6.2 Hz), 2.43 (t, 2H, COCH,,
Jema.cmz =6.6 Hz), 2.27 (s, 3H, CH; (SAc), 1.38 (s, 9H, CH; (1Bu)).

12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansiure (42)
0]

(AcS-{OEG}-COOH) %/\ M

Eine Losung von 600 mg (1.78 mmol) 12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansdure-zert-
butylester (41) in 2 ml Dichlormethan wird mit 5 ml Trifluoresigsdure versetzt und
90 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Die Trifluoressigsdure wird i. Vak. abdestilliert und das
zuriickbleibende Ol zweimal mit Toluol kodestilliert. Das Produkt wird durch
Flashchromatographie (EE/MeOH 3:1) gereinigt.

Ausb.: 480 mg (96%); leicht gelbliches Ol; ); R¢=0.50 (EE/MeOH 2:1); R¢= 0.35 (EE/AcOH
100:1.

C11H2006S (M = 280.34 g/mol) [280.10].



5 Experimenteller Teil 165

"H-NMR (300 MHz, CDCly), & [ppm]: 10.80 (bs, 1H, COOH), 3.70 (t, 2H, COCH,CHb,,
Jomcm= 62Hz), 3.58-3.51 (m, 10H, -(CH,OCH,),CHy-), 3.02 (t, 2H, -SCH,-,
Jem.cnz =6.6 Hz), 2.58 (t, 2H, COCHa, Jom.cn =6.2 Hz), 2.27 (s, 3H, CH; (SAc).

3C_NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 195.7 (1C, COS), 176.5 (1C, COO), 70.4, 70.3,
70.2, 69.7 (5C, -(CH,OCH,),CH>-), 66.3 (1C, COCH,CH,), 34.8 (1C, COCH,), 30.5 (1C,
-SCH,-), 28.7 (1C, CH; (Ac)).

12-[2-(Pyridin-2-yl)disulfanyl]-4,7,10-trioxa-dodecansiure-zert-butylester (43)

(Pyr-S-S-{OEG}-COO7Bu) @ JY/\ M

Eine Losung von 150 mg (0.45 mmol) 12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansdure-tert-
butylester (41) in 10 ml entgastem Methanol wird mit 150 mg (0.68 mmol) Dipyridyldisulfid
versetzt. Eine Losung von 13 mg (0.54 mmol) Lithiumhydroxid in 2 ml entgastem Methanol
wird langsam zugetropft und die Reaktionsmischung anschlieBend 60 Stunden bei Raumtemp.
unter Argon geriihrt. Es wird durch Zugabe von zwei Tropfen Essigsdure neutralisiert, das
Methanol anschlieBend i. Vak. abdestilliert und der Riickstand in 40 ml Ethylacetat
aufgenommen. Die org. Phase wird mit 10 ml Wasser gewaschen, liber Magnesiumsulfat
getrocknet und 1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch
Flashchromatographie (PE/EE 3:1) gereinigt.

Ausb.: 104 mg (63%); gelbliches OI; Ry = 0.69 (CH,Cl,/MeOH 10:1).

CisH29NOsS, (M =403.56 g/mol) [403.15].

TH.NMR (300 MHz, CDCl3;), 6 [ppm]: 8.39 (ddd, 1H, H6 (Pyr), Jusus = 4.9 Hz, Juems =
1.8 Hz, Jueuz = 0.9 Hz), 7.73 (td, 1H, H3 (Pyr), Jusns = 8.1 Hz, Ju3 s = Juz e = 1.0 Hz), 7.62
(ddd, 1H, H4 (Pyr), Juams = 8.1 Hz, Jyans = 7.4 Hz, Juane = 1.8 Hz), 7.05 (ddd, 1H, HS (Pyr),
Juspa = 7.4 Hz, Jusne = 4.9 Hz, Jusus = 1.1 Hz)), 3.69-3.48 (m, 12H, (CH,CH,0)3), 2.94 (t,
2H, -CH,CH,COOH, Hcmo ez = 6.4 Hz), 2.44 (t, 2H, -CH,COOH, Hem ez = 6.6 Hz),1.38 (s,
9H, CH; (/Bu)).

B3BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 170.8 (1C, C=0), 160.4 (1C, Cq (Pyr)), 1493
(1C, C6 (Pyr)), 137.2 (1C, C4 (Pyr)), 120.6, 119.6 (2C, C3,C5 (Pyr)), 80.4 (1C, Cq (1Bu)),
70.5, 70.4, 70.3, 68.9 (5C, CH,(OCH,CH,),), 66.8 (1C, -CH,CH,COOBu), 38.4 (1C,
-CH,COO1Bu), 36.23 (1C, -S-CH»-), 28.1 (3C, CHj3 (/Bu)).
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12-[2-(Pyridin-2-yl)disulfanyl]-4,7,10-trioxa-dodecansiure (44)

(Pyr-S-S-{OEG}-COOH) " 0
Eine Losung von 80mg (0.20 mmol) 12-(2-(Pyridin—2-yl)disulfany1-4,7,iO-trioxa—
dodecanséure-tert-butylester (43) in 1 ml Dichlormethan wird mit 3 ml Trifluoressigsdure
versetzt und drei Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die Lésung wird mit 15 ml Toluol
verdiinnt und i. Vak. von den Lésungsmitteln befreit. Der Riickstand wird 1. Vak. dreimal mit
Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flashchromatographie
(EE/AcOH 100:1).

Ausb.: 63 mg (93%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; R¢= 0.25 (EE/AcOH 100:1).
C14H21NOsS, (M = 347.45 g/mol) [347.09].

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 11.37 (s, 1H, COOH), 8.45 (d, 1H, H6 (Pyr), Juenus =
4.5 Hz), 7.79 (d, 1H, H3 (Pyr), Jusms = 8.1 Hz), 7.68 (ddd, 1H, H4 (Pyr), Juams = 8.0 Hz,
Jwams= 7.8 Hz, Jmane= 1.7Hz), 7.13-7.07 (m, 1H, HS5 (Pyr)), 3.75-3.50 (m, 12H,
(CH2CH0)3), 2.94 (t, 2H, -CH,CH,COOH, Hcpocnz = 6.3 Hz), 2.58 (t, 2H, -CH,COOH,
Hemo.cmz = 6.2 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl3;, BB), & [ppm]: 174.2 (1C, C=0), 160.6 (1C, Cq (Pyr)), 149.1
(1C, C6 (Pyr)), 137.1 (1C, C4 (Pyr)), 120.8, 119.7 (2C, C3, C5 (Pyr)), 70.6, 70.5, 70.4, 68.9
(5C, CH2(OCH,CH,)»), 66.9 (1C, -CH,CH,COOH), 36.4, 36.1 (2C, -CH,COOH, -S-CH;-).
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5.3.2 Synthese von Thiol-funktionalisierten Glycopeptiden und Konjugation mit BSA

Allgemeines Protokoll der automatisierten (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese

Samtliche automatisierten Glycopeptid-Festphasensynthesen werden an einem ABI-433A-
Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt. Als
polymere Trager werden mit der entsprechenden Fmoc-geschiitzten Startaminosdure beladene
TentaGel-Harze der Firma Rapp Polymere, Tiibingen, bzw. die selbst beladenen Tentagel-
Harze (60) und (70) benutzt. Die Harze sind alle mit dem sdurelabilen Wang-Anker oder dem
ebenfalls sdurelabilen Trityl-Linker versehen.

Zur Blockierung der Seitenkettenfunktionalititen der verwendeten Aminosduren kommen
sdurelabile Schutzgruppen zum Einsatz (rBu-Ether fiir Ser, Thr und Tyr; rBu-Ester fiir Asp;
Trt fiir Asn und His; Boc fiir Lys; Pmc fiir Arg).

Die Peptidsynthese erfolgt nach dem vorgegebenen Standardprogramm (Fastmoc 0.1 mmol).
Hierbei wird fiir jede zu kuppelnde Aminoséure der gleiche, aus drei Teilschritten bestehende
Synthesezyklus durchlaufen: Im ersten Schritt wird die temporire Fmoc-Schutzgruppe vom
Aminoterminus durch 2.5-miniitige Behandlung mit einer 20%igen Losung von Piperidin in
NMP abgespalten. Dieser Prozess wird mindestens zweimal wiederholt, wobei die
Abspaltung durch eine UV-Absorptionsmessung des gebildeten Dibenzofulven-Piperidin-
Addukts in der Abspaltlosung (bei A= 301 nm) verfolgt wird. Andert sich der Wert der
gemessenen UV-Absorption um mehr als 10% im Vergleich zum vorangegangenen Wert, so
wird ein weiterer Abspaltzyklus durchgefiihrt. Im zweiten Schritt erfolgt die Kupplung der
nichsten Aminosdure mit einer Losung aus 1 mmol des jeweiligen Aminosdurebausteins,
1 mmol HBTU, 1 mmol HOBt und 2 mmol N-Ethyldiisopropylamin in DMF. Das Harz wird
dabei 30 Minuten in der Kupplungslosung geschiittelt (Vortex). Die glycosylierten
Aminosédurebausteine werden in einer halbautomatisch durchgefiihrten Kupplung mittels der
reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und HOAt unter Zusatz von N-Methylmorpholin
und einer Verliangerung der Reaktionszeit gekuppelt (die genauen Reaktionsbedingungen sind
bei den einzelnen Synthesen angegeben). Die Aminosédurebausteine werden dazu zusammen
mit den Kupplungsreagenzien in eine Kartusche eingewogen, in 2 ml NMP gelost und durch
Zugabe von 2 Aquivalenten NMM aktiviert. Die Kupplungslésung wird dann in den
Festphasenreaktor gepumpt. Nach jeder Peptidkupplung werden im vorherigen Schritt
eventuell nicht umgesetzte Aminofunktionen mit einer Losung von 0.5 M Acetanhydrid,
0.125 M DIPEA und 0.015 M HOBt in NMP acetyliert (Capping). Nach jedem Teilschritt

wird die Reaktionslosung durch Filtration entfernt und das Harz griindlich mit NMP
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gewaschen. Durch Wiederholung dieser drei Syntheseschritte wird das (Glyco-)Peptid
schrittweise aufgebaut. Nach Beendigung der (Glyco-)Peptid-Festphasensynthese wird das

Harz zusétzlich mit Dichlormethan gewaschen und in einem Stickstoffstrom getrocknet.

12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl--
L-threonyl-glycyl-L-histidyl-L-alanyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-asparagin-
sidure (46)
(AcS-{OEG}-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr(aAc3;GalNAc)-Pro-Leu-Pro-
Val-Thr-Asp-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgt ausgehend von 400 mg (0.1 mmol) eines mit Fmoc-
Asp(tBu) vorbeladenen Wang-Tentagel-Harzes (Beladung: 0.26 mmol/g). Die Kupplung der
ersten fiinf Aminosduren erfolgt nach dem allgemeinen Syntheseprotokoll (s. S. 167). Die
Kupplung des Tn-Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunichst die N-terminale
Fmoc-Schutzgruppe vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein (9) (270 mg,
0.4 mmol, 4 eq.) wird mit 168 mg (0.44 mmol) HATU und 60 mg (0.44 mmol) HOAt in 2 ml
NMP gelost, mit 97 ul (0.88 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das Harz
wird drei Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen neun
Aminoséuren erfolgt wieder vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Die Anbindung des
Thiollinkers erfolgt in einer manuellen Kupplung. Dazu wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfilhrt und zunédchst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch
einstiindiges Schiitteln in 6 ml DMF/Morpholin (1:1) abgespalten. Das Harz wird sechsmal
mit je 3 ml DMF gewaschen und anschlieBend drei Stunden in einer Losung von 281 mg
(1 mmol) 12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansidure (42), 322 mg (1 mmol) TBTU,
154 mg (1 mmol) HOBt und 340 ul DIPEA in 3 ml DMF geschiittelt. Die Losung wird
abfiltriert und das Harz sechsmal mit je 3 ml DMF gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit
3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 iiber 15 Minuten. Anschlieend wird das Harz sechsmal mit je
3 ml DMF und sechsmal mit je 3 ml Dichlormethan gewaschen und i. Vak. getrocknet. Die
Abspaltung vom Harz erfolgt durch zweistiindiges Schiitteln in einer Losung aus 15 ml TFA,
0.9 ml TIS und 0.9 ml dest. Wasser. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je
5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und

dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in
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dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die weitere Reinigung erfolgt durch préaparative
HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60. Min., R; = 44.8 Min., A =214 nm).

Ausb.: 158 mg (74%); farbloses Lyophilisat; R, = 20.7 Min. (Luna C18, A/B (95:5)—(0:100)
in 60 Min., A = 214 nm), R;= 35.9 Min. (Luna C18, A/B (95:5)—(50:50) in 60 Min., A =
214 nm).

CgoH141N19039S (M = 2133.24 g/mol) [2131.94]

ESI-MS (positiv), m/z: 2155.1 ([M+Na]", ber.: 2154.9), 2133.1 ([M+H]", ber.: 2132.9),
1089.1 ([M+2Na]**, ber.: 1089.0), 1078.1 ([M+2H]*", ber.: 1078.0).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 2132.9421 ((M+H]", ber.: 2132.9433).

"H-NMR (400 MHz, D,O, COSY), & [ppm]: 8.62 (s, 1H, H), 7.28 (s, 1H, H%, 5.42 (d, 1H,
H4, Jusps = 2.8 Hz), 5.25 (d, 1H, H3, Jusue = 2.7 Hz), 5.23 (d, 1H, H1, Jy1m = 2.8 Hz), 4.79-
4.70 (m, 3H, D* {4.77}, H* {4.73}, T** {4.74}), 4.53-4.39 (m, 7H, H5 {4.51}, A* {4.50}, P
{4.49, 443}, 3xS* {4.52, 4.47}), 4.37-4.30 (m, 7TH, L* {4.37}, A* {4.34}, 3xT* {4.37}), T*
{4.33}, H2 {4.30}), 4.29-4.15 (m, 6H, H6,, {4.25, 4.18}, 3xTP {4.21}, V* {4.16}), 3.93-3.75
(m, 8H, G* {3.92}, P%, {3.77}, 2xSP {3.89}, H2 {3.80}), 3.72-3.60 (m, 16H, P% {3.61}, S
{3.61}, (CHOCHy,)s3), 3.30 (dd, 1H, H",, Jupanps = 15.5 Hz, Jupane = 5.2 Hz), 3.18-3.10 (m,
1H, HP,), 3.10 (t, 2H, S-CHa, Jem.cim = 6.2 Hz), 2.96 (d, 2H, DP, Jpp.pe = 5.9 Hz)), 2.68-2.62
(m, 2H, COCH,CH,), 2.37 (s, 3H, CH; (SAc)), 2.32-2.19 (m, 2H, P",), 2.22 (s, 3H, CH;
(Ac)), 2.12-1.83 (m, 7H, VP {2.08}, P {2.03}, PP, {1.91, 1.84}), 2.08, 1.98, 1.94 (3xs, 3x3H,
3xCH; (Ac)), 1.70-1.48 (m, 3H, L' {1.65}, LP {1.55}), 1.41 (d, 3H, AP1, Japaq = 2.7 Hz),
139 (d, 3H, A2, Japaa= 2.7Hz), 1.36 (d, 3H, T", Jp,s1e* = 6.3 Hz), 1.23-1.17 (m, 9H,
3xT"), 0.99-0.90 (m, 12H, V7, LY).

BC.NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 200.7 (1C, COS), 175.1, 174.9, 174.6,
174.0, 173.9, 173.5, 173.4, 173.3, 173.2, 173.1, 172.6, 172.3, 172.1, 171.9, 171.5, 171.1,
171.0, 170.9, 169.8 (22C, 22xC=0), 133.3 (1C, H®), 128.2 (1C, H"), 117.2 (1C, H®), 98.6
(1C, C1), 75.5 (1C, TP"), 69.6, 69.4, 69.2, 68.8 (5C, CHy(CH,OCH,),), 69.6 (1C, C3), 68.5
(1C, C4), 67.0 (1C, C5), 67.0, 66.9, 66.8 (3C, 3xT), 66.5 (1C, COCH,CH),), 62.6 (1C, C6),
60.9, 60.8 (3C, 3xSP), 60.1, 59.7 (2C, 2xP%), 59.4 (1C, V%), 59.1, 58.8, 58.6 (3C, 3xT%), 55.6,
55.4 (3C, 3x8%), 55.4 (1C, T*"), 51.9 (1C, H%), 50.3 (1C, L%), 49.9, 49.4 (2C, 2xA%), 48.8
(1C, D%, 48.1 (1C, C2), 48.0, 47.8 (2C, 2xP%), 42.4 (1C, G%), 39.6 (1C, LP), 35.6 (1C,
COCH,CH,), 35.3 (1C, D), 32.7 (1C, V¥, 32.5 (1C, CH3 (SAc)), 32.0 (2C, 2xPP), 30.8 (1C,
S-CH,), 27.2 (2C, 2xP"), 26.3 (1C, HP), 24.7 (1C, L"), 24.5, 22.8, 22.7, 21.8, 20.0 (5C, 5xCH;
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(Ac)), 22.2, 21.5 (2C, 2xL%), 21.3, 21.2 (4C, 4xT"), 18.6, 18.3 (2C, V'), 16.4, 16.3 (2C,
2xAPy.

12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-
L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (47)
(AcS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aAc3;GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgt ausgehend von 455 mg (0.1 mmol) eines mit Fmoc-
Pro vorbeladenen Trityl-Tentagel-Harzes (Beladung: 0.22 mmol/g). Die Kupplung der ersten
acht Aminosduren erfolgt nach dem allgemeinen Syntheseprotokoll (s. S. 167). Die Kupplung
des Tn-Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunichst die N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein (9) (235 mg,
0.35 mmol, 3.5 eq.) wird mit 140 mg (0.37 mmol) HATU und 50 mg (0.37 mmol) HOAt in
2 ml NMP gelost, mit 80 pl (0.73 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das
Harz wird drei Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen zwei
Aminosduren erfolgt wieder vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Die Anbindung des
Thiollinkers erfolgt in einer manuellen Kupplung. Dazu wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor tiberfilhrt und zundchst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch
40-miniitiges Schiitteln in 8 ml DMF/Morpholin (1:1) abgespalten. Das Harz wird sechsmal
mit je 4 ml DMF gewaschen und anschlieBend sechs Stunden in einer Losung aus 280 mg
(1 mmol) 12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansdure (42), 322 mg (1 mmol) TBTU,
154 mg (1 mmol) HOBt und 340 ul DIPEA in 3 ml DMF geschiittelt. Die Losung wird
abfiltriert und das Harz sechsmal mit je 3 ml DMF gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit
3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 {iber 15 Minuten. AnschlieBend wird das Harz sechsmal mit je
3 ml DMF und sechsmal mit je 3 ml Dichlormethan gewaschen und i. Vak. getrocknet. Die
Abspaltung vom Harz erfolgt durch zweistiindiges Schiitteln in einer Losung aus 15 ml TFA,
0.9 ml TIS und 0.9 ml dest. Wasser. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je
5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und
dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in
dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die weitere Reinigung erfolgt durch préparative

HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 100. Min., R, = 42.5 Min., A = 214 nm).
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Ausb.: 78 mg (40%); farbloses Lyophilisat; R, = 22.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 60 Min., A =214 nm).
C74H118N16031$ (M =1759.88 g/mol) [175879]

ESI-MS (positiv), m/z: 1781.8 ((M+Na]", ber.: 1781.8), 1759.8 ([M+H]", ber.: 1759.8), 891.4
([M+H+Na]*", ber.: 891.4).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1759.7931 ([M+H]", ber.: 1759.7948), 891.3917 ([M+Na+H]*,
ber.: 891.3923).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 5.29 (d, 1H, H4, Jusu3 = 2.9 Hz), 5.09 (dd, 1H,
H3, Jus = 11.2 Hz, Juse = 3.1 Hz), 4.99 (d, 1H, H1, Jyim = 3.7 Hz), 4.64-4.57 (m, 1H,
DY), 4.56-4.49 (m, 3H, T {4.56}, R* {4.54}, A%l {4.49}), 4.39-4.22 (m, 8H, H5 {4.34}, T*
{4.34}, S“ {434}, A2 {4.32}, 3xP* {4.28}, T {4.24}), 4.22-4.15 (m, 3H, H2 {4.19},
V® {4.19}, TP {4.18}), 4.14-4.01 (m, 1H, H6), 3.87 (d, 1H G%, JGoaca» = 16.9 Hz), 3.80 (d,
1H G%, JGabsGoa = 16.8 Hz), 3.74-3.45 (m, 7H, SP {3.71}, 3xP%, {3.70}, COCH,CH, {3.67}),
3.72-3.60 (m, 13H, 3xP% {3.55}, CHy(CH,OCHy,),), 3.08 (t, 2H, R®, Jgsr, = 7.3 Hz), 2.98 (t,
2H, S-CHy, Jem.cia = 6.2 Hz), 2.84 (dd, 1H, DP,, Jppapps = 17.1 Hz, Jppape = 6.5 Hz), 2.79
(dd, 1H, Dy, Jppoppa= 17.0 Hz, Jopope = 6.8 Hz), 2.48 (t, 2H, COCH,CHa, Jemacm =
6.0 Hz), 2.25 (s, 3H, CHs (SAc)), 2.23-2.11 (m, 3H, 3xPP, {2.19}), 2.09, 1.96, 1.86, 1.85
(4xs, 12H, 4xCHj3 (Ac)), 1.96-1.86 (m, 7H, VP {1.92}, 3xP" {1.92}), 1.84-1.48(m, 7H, 3xPP,
{1.80}, R® {1.73, 1.64}, R" {1.56}), 1.25 (d, 3H, AP1, Japiaa1 = 2.1 Hz), 1.24 (d, 3H, AP2,
Tapracz = 2.1 Hz), 1.18 (d, 3H, T", Jppe1p: = 6.3 Hz), 1.06 (d, 3H, T7, Jp, 15 = 6.4 Hz), 0.84,
0.82 (2xd, 6H, V", Jy,vp = 2.0 Hz).

3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 200.8 (1C, COS), 176.1, 174.5, 174.1,
173.9, 173.8, 173.5, 173.4, 173.3, 173.1, 173.0, 172.8, 172.5, 171.3, 171.2, 170.8 (18C,
18xC=0), 98.8 (1C, C1), 77.7 (1C, TF), 69.5, 69.3, 69.1, 68.8 (5C, CH,(CH,OCH,),), 68.9
(1C, C3), 68.0 (1C, C4), 66.9 (1C, T%), 66.4 (1C, COCH,CH>), 62.4 (1C, C6), 61.0 (1C, SP),
60.1 (3C, 3xP%), 59.1 (1C, V%), 56.8 (1C, T*"), 55.0 (1C, T%), 54.9 (1C, S%), 50.9 (1C, R%),
50.1 (1C, D%), 48.3 (1C, C5), 47.6, 47.3 (2C, 2xA%), 47.5 (1C, C2), 47.4 (3C, 3xP%), 42.2 (1C,
G“), 40.4 (1C, R®), 35.5 (1C, COCH,CH,), 35.1 (1C, D), 30.0 (1C, VP), 29.8 (1C, CH;
(SAc)), 29.0 (3C, 3xPP), 28.1 (1C, S-CH,), 27.6 (1C, RP), 24.5 (3C, 3xP"), 24.0 (1C, R"),
21.9, 20.0, 19.9, 19.8 (4C, 4xCHj3 (Ac)), 18.6 (1C, T7), 18.0 (1C, T*), 18.0, (2C, V"), 15.0
(2C, 2xAP).
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12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-{2-acetamido-3,4-di-O-
acetyl-2-desoxy-6-0O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-a-glycero-
D-galacto-2-nonulo-pyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-
L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (48)
(AcS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—6)-aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgt ausgehend von 150 mg (0.033 mmol) eines mit
Fmoc-Pro vorbeladenen Trityl-Tentagel-Harzes (Beladung: 0.22 mmol/g). Die Kupplung der
ersten acht Aminosduren erfolgt nach dem allgemeinen Syntheseprotokoll (s. S. 167). Die
Kupplung des STn-Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunichst die N-terminale
Fmoc-Schutzgruppe vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein (25) (60 mg,
0.05 mmol, 1.5 eq.) wird mit 24 mg (0.063 mmol) HATU und 9 mg (0.066 mmol) HOAt in
2 ml NMP gelost, mit 14 pl (0.127 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das
Harz wird sechs Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen zwei
Aminoséduren und des Thiollinkers (42) (281 mg, 10 eq.) erfolgt wieder vollautomatisch nach
dem Standardprotokoll. Die Abspaltung vom Harz erfolgt durch zweistiindiges Schiitteln in
einer Losung aus 10 ml TFA, 0.6 ml TIS und 0.6 ml dest. Wasser. Die Losung wird abfiltriert
und das Harz dreimal mit je 3 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden 1. Vak.
auf ca. 2 ml eingeengt und dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene
Peptid wird abzentrifugiert, in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die weitere
Reinigung erfolgt durch semiprédparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 100
Min., Ri= 29.9 Min., A = 214 nm). Neben dem gewliinschten Produkt werden auch 3 mg
(10%) der Abbruchsequenz (48a) (R; = 19.4 Min.) isoliert.

Ausb.: 31 mg (41%); farbloses Lyophilisat ; R, = 26.6 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 60 Min., A =214 nm).

CogH147N17042S (M = 2267.37 g/mol) [2265.96].

ESI-MS (positiv), m/z: 1134.55 ([M+2H]*", ber.: 1134.49).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 2267.9629 (IM+H]", ber.: 2267.9722).

"H-NMR (400 MHz, D,0, DQF-COSY), & [ppm]: 7.33-7.30 (m, 5H H,, (Bn)), 5.28 (d, 1H,
CHy, (Bn), J,» = 11.7 Hz), 5.23 (dd, 1H, H7"*, Ju7>5e> = 8.4 Hz, Ju7 s> = 1.9 Hz), 5.09 (d,
1H, CHayp, (Bn), Jya= 11.7 Hz), 5.18-5.12 (m, 1H, H8""), 4.95-4.90 (m, 2H, H3 {4.93}, HI
{4.94}), 4.89-4.86 (m, 1H, H4), 4.78-4.715 (m, 1H, C4""), 4.59 (t, 1H, D% Jp,pp = 6.7 Hz),
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4.56-4.48 (m, 2H, T {4.54}, R“ {4.52}), 4.43 (d, 3H, A®l,Jaqap = 7.1 Hz), 4.35-4.30 (m,
2H, T {434}, S* {4.34}), 4.30-4.20 (m, 5H, 3xP® {4.28, 425}, A2 {4.27}, V* {4.21}),
421-4.17 (m, 1H, T%), 4.17-4.14 (m, 1H, H9’*,), 4.13-4.06 (m, 4H, A*1 {4.12}, A*2 {4.10},
H6™ {4.11}, TP {4.08}), 4.02 (dd, 1H, H9 "y, Jho-brioa = 12.7 Hz, Juorpus- = 5.1 Hz)), 3.90-
3.72 (m, 4H, H5 {3.88}, G* {3.84, 3.81}, H5** {3.78}), 3.71-3.58 (m, 6H, S" {3.71, 3.66},
COCH,CH, {3.62}, H6, {3.61}), 3.57-3.43 (m, 18H, 3xP° {3.54, 3.48}, 6xCH,0), 3.07 (t,
2H, R®, Jrsry = 7.3 Hz), 2.95 (t, 2H, SCH,, Jem.cimn = 6.2 Hz), 2.84 (dd, 1H, DP,, Jppapps =
16.8 Hz, Jppapa = 6.1 Hz), 2.73 (dd, 1H, DP,, Jppoppa = 17.1 Hz, Jopspe = 6.8 Hz), 2.58 (dd,
1H, H3" s, Tz iqmsrax = 12.7 Hz, Juzoaq ma = 4.4 Hz), 2.42 (t, 2H, COCH,CHy, Jema.cim =
6.0 Hz), 2.23 (s, 3H, CH3 (SAc)), 2.20-2.09 (m, 3H, 3xP",), 2.04, 2.03, 2.01 1.93, 1.90, 1.86,
1.85, 1.77 (8xs, 24H, 8xCH; (Ac)), 1.96-1.86 (m, 7H, VP {1.94}, 3xP" {1.90}), 1.84-1.48(m,
7H, 3xPP, {1.77}, H3”, {1.74}, R® {1.71, 1.62}, R {1.55}), 1.23 (d, 6H, 2xAP, Japae =
7.1 Hz), 1.12 (d, 3H, T", Jppe 1p+ = 6.3 Hz), 1.05 (d, 3H, T", Jp, 13 = 1.7 Hz), 0.86-0.81 (m, 6H,
2x V7).

B3C.NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HSQC), & [ppm]: 200.6 (1C, COS), 175.9, 174.4, 174.2,
174.0, 173.9, 173.6, 173.5, 173.4, 173.2, 172.9, 172.8, 172.5, 172.3, 172.2, 171.3, 171.2,
170.9, 170.8 (22C, 22xC=0), 167.6 (1C, C1"*), 134.8 (1C, Cq (Bn)), 129.3, 128.9 (5C, Cy
(Bn)), 98.9 (1C, C2°%), 98.7 (1C, C1), 77.8 (1C, TF), 71.6 (1C, C6), 69.5, 69.3, 68.8 (5C,
CH,(CH,0CH,),), 69.1 (1C, C4>), 69.0 (1C, C3), 68.3 (1C, CH, (Bn)), 68.1 (1C, C4), 68.0
(1C, C8”"), 67.6 (1C, C5), 67.1 (1C, C7”), 66.8 (1C, T?), 66.4 (1C, COCH,CH,), 63.7 (1C,
C6), 61.9 (1C, C9°*), 61.2 (1C, SP), 60.5, 60.1, 59.4 (3C, 3xP%), 58.9 (1C, V%), 56.6 (1C, T*"),
54.9 (2C, T% S%), 51.0 (1C, R%), 49.9 (1C, D%), 48.5 (1C, C5”°), 47.6, 47.3 (2C, 2xA%), 47.4
(1C, C2), 47.5 (3C, 3xP%, 42.4 (1C, G%), 40.5 (1C, R%, 36.7 (1C, C3”), 35.6 (IC,
COCH,CHb), 34.9 (1C, D), 30.4 (1C, VP), 29.9 (1C, CH; (SAc)), 29.3, 29.2 (3C, 3xPP), 28.3
(1C, S-CH,), 27.4 (1C, RP), 24.6, 24.5 (3C, 3xP"), 23.9 (1C, R"), 21.9, 21.7 (2C, 2xCH;
(NAc)), 20.4, 20.1, 20.0, 19.9 (6C, 6xCH; (OAc)), 18.7 (1C, TY, 18.2 (1C, T"), 17.7, (2C,
V"), 15.1, 15.0 (2C, 2xAP).

12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamid o-4,6-di-O-
acetyl-2-desoxy-3-0-|2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-3-O-{benzyl-(5-acetamido0-4,7,8,9-tetra-

O-acetyl-3,5-didesoxy-o-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-B-p-galacto-
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pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (49)
(AcS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-p6-Bn-Ac,Gal-(1—3)-
aAc,;GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgt ausgehend von 300 mg (0.066 mmol) eines mit
Fmoc-Pro vorbeladenen Trityl-Tentagel-Harzes (Beladung: 0.22 mmol/g). Die Kupplung der
ersten acht Aminosduren erfolgt nach dem allgemeinen Syntheseprotokoll (s. S. 167). Die
Kupplung des (2,3)-ST-Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunéchst die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein
(35) (130 mg, 85.8 umol, 1.3 eq.) wird mit 38 mg (100 umol) HATU und 14 mg (103 umol)
HOAt in 2ml NMP gelost, mit 22 pl (200 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor
iiberfithrt. Das Harz wird sechs Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der
restlichen zwei Aminosduren und des Thiollinkers (42) (280 mg, 10 eq.) erfolgt wieder
vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Die Abspaltung vom Harz erfolgt durch
zweistlindiges Schiitteln in einer Losung aus 10 ml TFA, 0.6 ml TIS und 0.6 ml dest. Wasser.
Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je 3 ml TFA gewaschen. Die vereinigten
Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und dann in 20 ml eiskalten Diethylether
getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in dest. Wasser aufgenommen und
lyophilisiert. Die weitere Reinigung erfolgt durch praparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 100 Min., R;=61.3 Min., A = 214 nm).

Ausb.: 62 mg (36%); farbloses Lyophilisat ; R; = 33.0 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 60 Min., A =214 nm).

Ci15sHi167N17049S (M =2603.71 g/mol) [2692.08].

ESI-MS (positiv), m/z: 2626.2 ([M+Na]", ber.: 2626.1), 2604.2 ([M+H]", ber.: 2604.1),
1313.6 ((M+Na+H]*", ber.: 1313.5).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 2604.0803 ([M+H]", ber.: 2604.0931).

"H-NMR (400 MHz, D,0, DQF-COSY), & [ppm]: 7.30-7.12 (m, 10H H,, (2xBn), 5.33-5.16
(m, 4H, H8”’ {5.30}, H4 {5.27}, H7"* {5.26}, CHy, (Bn-Ester) {5.23}), 5.00-4.86 (m, 3H,
CH,, (Bn-Ester) {4.95}, C4’ {4.91}, H1 {4.88}), 4.83-4.64 (m, 3H, H2’{4.78}, H4”> {4.71},
H1> {4.68}), 4.61 (t, 1H, D% Jpepp= 6.7 Hz), 4.57-4.50 (m, 2H, T** {4.54}, R* {4.53}),
4.49-4.07 (m, 17H, T* {4.48}, A"l {4.45}, CHa,p (Bn-Ether) {4.43, 4.34}, H3* {4.39}, A"2
{435}, S* {4.35}, 3xP" {4.28, 420}, V* {427}, H9*’, {4.27}, T"* {4.23}, H5 {4.20}, H2
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{4.16}, H6” {4.15}, TP {4.09}), 4.05-3.89 (m, 3H, H9"", {3.98}), H6,}, {3.97, 3.91}), 3.87-
3.41 (m, 31H, 2xG* {3.83, 3.81}, H5”* {3.76}, SP {3.71}, 3xP°® {3.68, 3.55, 3.50}, H3 {3.65},
COCH,CH, {3.62}, 6xCH,O {3.47}, H6’ {3.45}, H5’ {3.44}), 3.09 (t, 2H, R®, Jrsg, =
7.3 Hz), 2.95-2.88 (m, 2H, SCH,), 2.85 (dd, 1H, D,, Jppapps = 17.3 Hz, Jppape = 6.6 Hz),
2.77 (dd, 1H, DPy, Jppoppa = 17.3 Hz, Jppope = 6.9 Hz), 2.49-2.37 (m, 3H, H3"’, {2.44},
COCH,CH, {2.42}), 2.24-2.09 (m, 9H, CH; (SAc) {2.18}, 3xPP, {2.16}, CH; (Ac) {2.18}),
2.07-1.68 (m, 12H, V? {1.95} 3xP" {1.90, 1.78}),3xP", {1.77}, R? {1.73, 1.64}), 2.04, 2.00
1.96, 1.92, 1.84, 1.85, 1.79, 1.78, 1.74 (9xs, 27H, 9xCH; (Ac)), 1.60-1.50 (m, 2H, R” {1.56}),
1.48-1.39 (m, 1H, H3"",), 1.25 (d, 6H, 2xAP, Japaq = 7.1 Hz), 1.21-1.13 (m, 3H, T"), 1.06
(d, 3H, T, J1,1p = 6.4 Hz), 0.89-0.81 (m, 6H, 2xV").

3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HSQC), & [ppm]: 201.6 (1C, COS), 178.3, 176.4, 175.9,
175.4, 174.9, 174.4, 173.8, 173.7, 173.3, 173.2, 169.7 (24C, 22xC=0), 167.6 (1C, C1*),
139.9, 136.8 (2C, 2xCq (Bn)), 131.5, 131.2, 131.0, 130.4, 130.3 (10C, C, (Bn)), 100.8 (1C,
C1%), 98.9 (2C, C1, C2), 77.5 (1C, T, 73.5 (1C, C6°*), 72.8 (1C, CH, (Bn-Ether)), 71.4
(1C, C3), 71.3 (1C, C3%), 70.3 (1C, C4), 702 (1C, C5°), 69.4, 69.3, 67.9 (5C,
CH,(CH,0CH,),), 69.6 (2C, C2°, C4>"), 68.6 (1C, CH, (Bn-Ester)), 68.0 (1C, C4), 67.5 (1C,
C8), 67.4 (1C, C5), 67.3 (1C, C6°), 67.2 (1C, C7), 66.8 (1C, TP, 66.3 (1C, COCH,CH,),
63.1 (1C, C6), 61.6 (1C, C9”’), 61.2 (1C, SP), 60.0, 59.1, 58.9 (3C, 3xP%), 58.8 (1C, V%), 56.7
(1C, T*), 54.5 (2C, T% S%), 51.0 (1C, R%), 50.0 (1C, D%), 48.5 (1C, C5”"), 48.4 (1C, C2),
47.7, 47.4 (2C, 2xA%), 47.4, 47.3 (3C, 3xP%), 42.2 (1C, G%), 40.3 (1C, R%), 36.8 (1C, C3™),
35.7 (1C, COCH,CH,), 35.0 (1C, DP), 30.2 (1C, VP), 30.0 (1C, CH3 (SAc)), 29.2, 28.8, 28.7
(3C, 3xPP), 28.2 (1C, S-CH,), 27.4 (1C, RP), 24.5 (3C, 3xP"), 23.9 (1C, R"), 22.3, 21.7 (2C,
2xCH; (NAc)), 20.9 20.7, 20.1, 19.9, 19.8 (8C, 8xCH; (OAc)), 18.7 (1C, T"), 18.3 (1C, T'),
18.4, (2C, V"), 15.2 (2C, 2xAP).

12-Mercapto-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl--L-
threonyl-glycyl-L-histidyl-L-alanyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-L-prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-asparaginsiure (50)
(HS-{OEG}-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr(aGalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-
Thr-Asp-OH)

Eine Losung von 22 mg (10.3 umol) AcS-{OEG}-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-
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Thr(aAc;GalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-OH (46) in 30 ml entgastem Methanol (HPLC-
Grade) wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten 1%igen Losung von
Natriummethanolat in entgastem Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5-10 erreicht ist.
Die Losung wird drei Stunden bei Raumtemp. unter Argon geriihrt und anschlieend durch
Zugabe von Kationaustauscher (Amberlyst 15, stark sauer) neutralisiert. Das Methanol wird i.
Vak. abdestilliert und der Riickstand durch semipriparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) —»
(50:50) in 60 Min., R;= 24.1 Min., A = 214 nm) gereinigt. Um eine oxidative Dimerisierung
zu vermeiden, wird das Produkt nur massenspektrometrisch charakterisiert und gleich weiter
verarbeitet.

Ausb.: 7T mg (35%); farbloses Lyophilisat.

Cs1H133N19035S (M = 1965.09 g/mol) [1963.89].

ESI-MS (positiv), m/z: 1964.9 (IM+H]", ber.: 1964.9), 994.0 ((M+H+Na]*', ber.: 994.0).

Kupplung des MUC4(Tn)-Glycopeptids an BSA (51)

In 2 mL entgastem Phosphat-Puffer (pH=7.0) werden 7 mg (3.56 pmol) HS-{OEG}-Thr-Ser-
Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr(aGalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-OH (50) gelost und
zu einer Losung von 4 mg mit dem Olefin-Linker modifiziertem BSA (39) in 2 ml entgastem
Phosphat-Puffer gegeben. Die Losung wird sechs Stunden in einem Quarzglas unter Argon
mit UV-Licht bestrahlt. Das Konjugat wird durch Dialyse (Spectra/Por® Floatalyzer) gegen
dest. Wasser gereinigt und lyophilisiert.

Ausb.: 5 mg; leicht gelbliches Lyophilisat.

MALDI-MS (positiv), m/z: 76320.0, entspricht 2 Molekiilen Glycopeptid pro Molekiil BSA.

12-Mercapto-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (52)
HS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

Eine Losung von 22 mg (12.5 pmol) AcS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aAc;GalNAc)-Ser-Ala-Pro-
Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH (47) in 20 ml entgastem MeOH wird tropfenweise mit einer
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frisch hergestellten 1%igen Losung von Natriummethanolat in entgastem Methanol versetzt,
bis ein pH-Wert von 9.5-10 erreicht ist. Die Losung wird drei Stunden bei Raumtemp. unter
Argon geriihrt und anschlieBend mit zwei Tropfen Essigsdure neutralisiert. Das Methanol
wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand durch semipriparative HPLC (Luna C18, A/B
(95:5) — (50:50) in 60 Min., R(= 22.7 Min., A= 214 nm) gereinigt. Um eine oxidative
Dimerisierung zu vermeiden, wird das Produkt nur massenspektrometrisch charakterisiert und
gleich weiter verarbeitet.

Ausb.: 12 mg (60%); farbloses Lyophilisat.

Ce6H110N16027S (M = 1591.74 g/mol) [1590.75].

ESI-MS (positiv), m/z: 1635.7 ((M-H+2Na]", ber.: 1635.7), 1613.8 ([M+Na]", ber.: 1613.7),
829.3 ([M-H+3Na]*", ber.: 829.4).

Kupplung des MUC1(Tn)-Glycopeptids an BSA (53)

In 4 mL entgastem Phosphat-Puffer (pH=7.0) werden 11 mg (6.9 umol) HS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH (52) gelost und zu 4 mg mit dem
Olefin-Linker modifiziertem BSA (39) gegeben. Die Losung wird sechs Stunden in einem
Quarzglas unter Argon mit UV-Licht bestrahlt. Das Konjugat wird durch Dialyse
(Spectra/Por® Floatalyzer) gegen dest. Wasser gereinigt und lyophilisiert.

Ausb.: 7 mg; farbloses Lyophilisat.

MALDI-MS (positiv), m/z: 83923.6, entspricht 7-8 Molekiilen Glycopeptid pro Molekiil BSA.

Nachkupplung des MUC1(Tx)-Glycopeptids (53a)

In 3 mL entgastem Phosphat-Puffer (pH=7.0) werden 7 mg (4.4 umol) HS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH (52) geldst und zu 2 mg bereits
beladenem BSA (53) gegeben. Die Losung wird neun Stunden in einem Quarzglas unter
Argon mit UV-Licht bestrahlt. Das Konjugat wird durch Dialyse (Spectra/Por® Floatalyzer)
gegen dest. Wasser gereinigt und lyophilisiert.

Ausb.: 2 mg; farbloses Lyophilisat.
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12-Mercapto-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-[(5-
acetamido-3,5-didesoxy-a-glycero-D-galacto-2-nonulo-pyranosyl)onat]-o-D-
galactopyranosyl}-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (54)
(HS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aNeuNAcCOOH-(2—6)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

1. Hydrierung:  Eine  Losung von 20mg (8.8 umol)  AcS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)-aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)
(48) in 10 ml Methanol (HPLC-grade) wird mit einer Spatelspitze Palladium auf Aktivkohle
(10%) versetzt. Die Suspension wird durch abwechselndes Evakuieren und Spiilen mit Argon
entgast. Die Argonatmosphére wird durch Wasserstoff ersetzt (H,-Ballon) und die Suspension
24 Stunden geriihrt (Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Der Katalysator wird liber
Hyflo abflitriert, wobei mit ca. 50 ml Methanol nachgewaschen wird. Das Methanol wird i.
Vak. abdestilliert, der Riickstand in dest. Wasser aufgenommen und lyophylisiert.

Ausb.: 15 mg (max. 78%); farbloses Lyophilisat; R; = 20.8 Min. (Luna C18, A/B (95:5) —>
(0:100) in 60 Min., A =214 nm).

Co1H141N1704S (M = 2177.25 g/mol) [2175.91].

2. Deacetylierung: Eine Losung des rohen Debenzylierungsprodukts in 20 ml entgastem
Methanol wird tropfenweise mit einer 1%igen Losung von Natriummethanolat in entgastem
Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5 erreicht ist. Die Losung wird 7 Stunden unter
Argon gerlihrt (Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Durch Zugabe von 2 Tropfen
Essigsdure wird die Losung neutralisiert und das Methanol i. Vak. abdestilliert. Die Reinigung
des Riickstands erfolgt durch semipréparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60
Min., Ry=24.1 Min., A =214 nm).

Ausb.: 8 mg (42%, 2 Stufen); farbloses Lyophilisat.

C77H127N17035S (M = 1882.99 g/mol) [1881.84].

ESI-MS (positiv), m/z: 1010.0 ([M-2H+3K+Na]*", ber.: 1009.9), 1002.0 ((M-2H+2K+2Na]*",
ber.: 1001.9), 994.0 ([M-2H+3Na+K]*", ber.: 993.9), 986.0 ((M-2H+4Na]*", ber.: 985.9).
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Kupplung des MUC1(STn)-Glycopeptids an BSA (55)

In 3 mL entgastem Phosphat-Puffer (pH=7.0) werden 8 mg (4.2 umol) HS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aNeuNAcCOOH-(2—6)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH (54)
gelost und zu 3 mg mit dem Olefin-Linker modifiziertem BSA (39) gegeben. Die Losung
wird neun Stunden in einem Quarzglas unter Argon mit UV-Licht bestrahlt. Das Konjugat
wird durch Dialyse (Spectra/Por® Floatalyzer) gegen dest. Wasser gereinigt und lyophilisiert.
Ausb.: 5 mg; farbloses Lyophilisat.

12-Mercapto-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-|3-
O-{(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-3-D-
galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolin (56)
(HS-{OEG}-Gly-Val-Thr(aNeuNAcCOOH-(2—3)-BGal-(1—3)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-
Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH)

1. Hydrierung:  Eine  Losung von 35mg (13.4 umol)  AcS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—3)-f6-Bn-Ac,Gal-(1—3)-aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-OH) (49) in 10 ml Methanol (HPLC-grade) wird mit einer Spatelspitze
Palladium auf Aktivkohle (10%) versetzt. Die Suspension wird durch abwechselndes
Evakuieren und Spiilen mit Argon entgast. Die Argonatmosphédre wird durch Wasserstoff
ersetzt (Hp-Ballon) und die Suspension 48 Stunden geriihrt (Reaktionskontrolle durch
analytische HPLC). Der Katalysator wird tiber Hyflo abflitriert, wobei mit ca. 50 ml Methanol
nachgewaschen wird. Das Methanol wird i. Vak. abdestilliert, der Riickstand in dest. Wasser
aufgenommen und lyophylisiert.

Ausb.: 24 mg (max. 74%); schwach gelbliches Lyophilisat; R =21.7 Min. (Luna C18, A/B
(95:5) — (0:100) in 60 Min., A = 214 nm).

Ci01H155N17049S (M = 2423.46 g/mol) [2421.99].

ESI-MS (positiv), m/z: 1234.6 ((M+2Na]>", ber.: 1234.5).

2. Deacetylierung: Das rohe Debenzylierungsprodukt wird in 15 ml entgaster wissriger

Natriumhydroxidlésung (pH=11.5) gelést und 50 Stunden unter Argon geriihrt
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(Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Durch Zugabe von 3 Tropfen Essigsdure wird
die Losung neutralisiert und anschlieBend lyophilisert. Die Reinigung des Riickstands erfolgt
durch semiprédparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60 Min., R;= 21.1 Min.,
A =214 nm).

Ausb.: 10 mg (36%, 2 Stufen); farbloses Lyophilisat; R¢= 15.7 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A =214 nm).

Cs3H137N17040S (M = 2045.13 g/mol) [2043.89].

Kupplung des MUC1(ST)-Glycopeptids an BSA (57)

In 4 mL entgastem Phosphat-Puffer (pH=7.0) werden 10 mg (4.9 umol) HS-{OEG}-Gly-Val-
Thr(aNeuNAcCOOH-(2—3)-BGal-(1—3)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-
Pro-OH (56) gelost und zu 3.5 mg mit dem Olefin-Linker modifiziertem BSA (39) gegeben.
Die Losung wird neun Stunden in einem Quarzglas unter Argon mit UV-Licht bestrahlt. Das
Konjugat wird durch Dialyse (Spectra/Por® Floatalyzer) gegen dest. Wasser gereinigt und
lyophilisiert.

Ausb.: 6 mg; farbloses Lyophilisat.



5 Experimenteller Teil 181

5.4 Synthese der dendrimeren Glycopeptide (MAPs)
5.4.1 Synthese des festphasengebundenen, tetrameren Lysin-Cores

N*N°-Bis(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-lysin (58)
(Fmoc-Lys(Fmoc)-OH) foon

et N e
In einer Mischung aus 80 ml Wasser und 80 ml 1,4-Dioxan werden 1.50 g (8.2 mmol)
L-Lysin-monohydrochlorid und 3.30 g (31.0 mmol) Natriumcarbonat geldst. Die Losung wird
im Eisbad gekiihlt. Man gibt nun langsam unter Riithren 6.90 g (20.5 mmol) Fmoc-OSu,
suspendiert in 25 ml Aceton hinzu. Die Suspension wird zwei Stunden bei 0°C und
anschlieBend 18 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Dioxan und Aceton werden i. Vak.
abdestilliert und die wissrige Reaktionslosung anschlieBend mit konz. HCl auf pH=1
angesduert. Das ausgefallene Rohprodukt wird abfiltriert und mit je 25ml IM HCI,
Dichlormethan und Diethylether gewaschen. Der Feststoff wird in ca. 150 ml Diethylether
suspendiert und 30 Minuten unter kraftigem Riihren refluxiert. Das Produkt wird noch heil3
abfiltriert und 1. Vak. getrocknet.
Ausb.: 3.51 g (73%); farbloser, amorpher Feststoff; Schmp. 132-134 °C; [05]23 = -7.5° (c=

1.00, DMF).
C36HasN206 (M = 590.67 g/mol) [590.24].

ESI-MS (positiv), m/z: 1203.7 ([2M+Na]’, ber.: 1203.5), 613.3 ((M+Na]", ber.: 613.2).
"H-NMR (200 MHz, DMSO), & [ppm]: 12.57 (s, 1H, COOH), 7.88 (d, 4H, 2xH4-, 2xH5-
Fmoc, Jya,u3 = Jus,ue = 7.6 Hz), 7.75-7.61 (m, 4H, 2xH1-, 2xH8-Fmoc), 7.41 (t, 4H, 2xH3-,
2xH6-Fmoc, Jus,nyms = Juensmy = 7.4 Hz), 7.32 (t, 4H, 2xH2-, 2xH7-Fmoc, Jmpim =
Jurnems = 7.3 Hz), 4.32-4.16 (m, 6H, 2xCH, (Fmoc), 2xCH (Fmoc)), 3.96-3.86 (m, 1H, K%),
3.02-2.93 (m, 2H, K®), 1.76-1.52 (m, 2H, K), 1.46-1.26 (m, 4H, K°, K").

BC-NMR (75.5 MHz, BB, DEPT, DMSO), & [ppm]: 144.1 (4C, 2xC1a-, 2xC8a-Fmoc), 140.8
(4C, 2xC4a-, 2xC5a-Fmoc), 127.7 (4C, 2xC3-, 2xC6-Fmoc), 127.4, 127.2 (4C, 2xC2-, 2xC7-
Fmoc), 125.4, 125.3 (4C, 2xC1-, 2xC8-Fmoc), 121.5, 120.1 (4C, 2xC4-, 2xC5-Fmoc), 65.3
(2C, 2xCH, (Fmoc)), 54.8 (1C, K%), 46.9 (2C, 2xCH (Fmoc)), 29.3 (1C, K%, 25.3 (1C, KP),
22.6 (1C, K").

(Das Signal von K* ist durch DMSO verdeckt.)
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Anbindung an die feste Phase (59)

Tentagel-PHB-{Fmoc-Lys(Fmoc)} O""" / Fmoc
Lys
AN

Fmoc

500 mg mit dem PHB-Linker funktionalisiertes Tentagel-Harz (Rapp Tentagel S PHB,
S30013; Beladung 0.24 mmol/g, 0.12 mmol) werden im Merrifield-Festphasenreaktor in 5 ml
DMF 1 Stunde vorgequollen. 710 mg (1.2 mmol, 10 eq.) N*, N°-Di(9H-fluoren-9-yl-methoxy-
carbonyl)-L-lysin (59) werden in 4 ml DMF gelost und unter Eiskiihlung mit 90 pL
(0.61 mmol, 5eq.) N, N’-Diisopropyl-carbodiimid (DIC) versetzt. Es wird 1 Stunde bei 0°C
geriihrt, anschlieBend wird die Losung des symmetrischen Anhydrids zum Harz gegeben.
Nach Zugabe von 2 mg (0.01 mmol, 0.1 eq.) N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) in 0.5 ml
DMF wird 20 Stunden geschiittelt. Die Reaktionslosung wird abfiltriert, anschlieBend erfolgt
eine Nachkupplung mit dem halben Ansatz iiber fiinf Stunden. Es wird filtriert und dreimal
mit je 5 ml DMF gewaschen. Zum Blockieren nicht umgesetzter Hydroxylfunktionen wird
das Harz 20 Minuten in einer Mischung aus 6 ml Pyridin und 3 ml Acetanhydrid geschiittelt.
Es wird filtriert und nacheinander viermal mit je 5 ml DMF und insgesamt sechsmal
wechselweise mit je 5 ml Dichlormethan und 5 ml Methanol gewaschen. AbschlieBend wird
siebenmal mit je 5 ml Diethylether gewaschen und das Harz i. Hochvak. getrocknet. Es
werden 505 mg Harz erhalten, das laut photometrischer Bestimmung (s. S. 125) eine Fmoc-
Beladung von 0.432 mmol/g aufweist (entspricht 0.216 mmol Fmoc-Lys(Fmoc)-OH pro g,
Kupplungsausbeute 90%).

Fmoc

Lys<
Kupplung einer zweiten Lage Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (60) Lys< Emoc
mocC

Tentagel-PHB-{Lys-[Fmoc-Lys(Fmoc)],} Lys/
Fmoc

480 mg mit Fmoc-Lys(Fmoc) beladenes Tentagel-Harz (59, Beladung 0.432 mmol/g,
0.21 mmol) werden im Merrifield-Festphasenreaktor in 5 ml DMF 30 Minuten vorgequollen.
Die Fmoc-Schutzgruppen werden durch einstiindiges Schiitteln in 10 ml DMF/Morpholin 1:1
abgespalten. Das Harz wird anschlieBend fiinfmal mit je 10 ml DMF gewaschen. 1.22 g
(2.07 mmol, 10 eq.) N* N°-Bis(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-lysin (58) werden in
10 ml DMF gelost und nacheinander mit 317 mg (2.07 mmol) HOBt, 703 uL (4.14 mmol)
DIPEA und 665 mg (2.07 mmol) TBTU versetzt. Die Kupplungslésung wird zum Harz
gegeben, und es wird 18 Stunden geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz mit

viermal je 5 ml DMF gewaschen. Zur Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen wird
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das Harz 20 Minuten in einer Mischung aus 6 ml Pyridin und 3 ml Acetanhydrid geschiittelt.
Es wird filtriert und nacheinander flinfmal mit je 5 ml DMF und insgesamt sechsmal
wechselweise mit je 5 ml Dichlormethan und 5 ml Methanol gewaschen. AbschlieBend wird
sechsmal mit je 5 ml Diethylether gewaschen und das Harz i. Hochvak. getrocknet. Es werden
490 mg Harz erhalten, das laut photometrischer Bestimmung (s. S. 125) eine Fmoc-Beladung
von 0.827 mmol/g aufweist (entspricht 0.413 mmol [Fmoc-Lys(Fmoc)], pro g,
Kupplungsausbeute 96%).

542 Synthese der dendrimeren Glycopeptide

N* N°-Bis-{N*,N*-bis-[ N-acetyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o.-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-aspartyl-]-L-lysyl-}-L-lysin (61)
{[Ac-Thr(aAc;GalNAc)-Asp|.Lys},Lys-OH

In 5ml DMF werden 120 mg (60) (Beladung 0.207 mmol/g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, entspricht
0.827 mmol/g Fmoc) eine Stunde vorgequollen. Dann werden die Fmoc-Gruppen durch
einstiindiges Schiitteln in 6 ml DMF/Morpholin (1:1) abgespalten. Das Harz wird fiinfmal mit
je 5 ml DMF gewaschen. Eine Losung von 340 mg (0.827 mmol, 10 eq.) Fmoc-Asp(/Bu) in
4 ml DMF wird nacheinander mit 130 mg (0.849 mmol) HOBtxH,O, 280 pl (1.63 mol)
DIPEA und 345 mg (0.834 mmol) HCTU versetzt, 5 Minuten geriihrt und dann zum Harz
gegeben. Das Harz wird in der Kupplungsldsung 5 Stunden geschiittelt. Die Losung wird
abfiltriert und das Harz viermal mit je 4 ml DMF gewaschen. Es folgt ein Capping mit 6 ml
Pyridin/Acetanhydrid {iber 20 Minuten. Das Harz wird wieder viermal mit je 4 ml DMF
gewaschen und anschliefend eine Stunde in 6 ml DMF/Morpholin (1:1) geschiittelt. Nach
viermaligem Waschen mit je 4 ml DMF, gibt man eine Losung von 220 mg (0.328 mmol, 4
eq.) (9), 138 mg HATU (0.363 mmol), 50 mg HOAt (0.367 mmol) und 123 pl (0.718 mmol)
DIPEA zu und schiittelt 12 Stunden. Die Kupplungslosung wird abfiltriert, es folgen ein
Wasch-, ein Capping-, ein Wasch-, ein Fmoc-Abspaltungs und schlieflich noch ein
Waschschritt (s.0.). Das Peptid wird durch zweistlindiges Schiitteln des Harzes in einer
Mischung aus 5 ml TFA, 0.3 ml dest. Wasser und 0.3 ml TIS vom Harz abgespalten. Das
Harz wird noch dreimal mit je 5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i.
Vak. von der TFA befreit und der Riickstand dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das
Rohprodukt wird in wenig Acetonitril gelost und in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das
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ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die
weitere Reinigung erfolgt durch semipriparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in
60 Min., R;=14.9 Min., A =210 nm).

Ausb.: 32 mg (56%); farbloses Lyophilisat; R, = 19.2 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 30 Min., A =210 nm).

Ci14H170N 13060 (M = 2752.65 g/mol) [2751.08].

ESI-MS (positiv), m/z: 2791.2 ([IM+K]", ber.: 2791.0), 2775.2 ([M+Na]", ber.: 2775.1),
1399.1 ([M+2Na]*", ber.: 1399.0).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 5.41 (d, 4H, 4xH4, Jusnz = 2.8 Hz), 5.16 (dd, 4H,
4xH3, Juzps = 10.5 Hz, Juzm = 2.9 Hz,), 5.03 (d, 4H, 4xH1, Juim = 3.2 Hz), 4.76-4.71 (m,
2H, 2xD%), 4.66 (t, 2H, 2xD® Jp,pp = 6.8 Hz), 4.55-4.51 (m, 4H, 4xT%), 4.47-4.23 (m, 4H,
4xH5), 4.38-4.26 (m, 11H, 4xTP {4.31}, 4xH2 {4.35}, 1xK* {4.31}), 4.24-4.09 (m, 10H,
4xH6,p {4.20,4.17}, 2xK* {4.20, 4.11}), 3.27-3.02 (m, 6H, 3xK?), 2.98-2.72 (m, 8H, 4xDP),
2.19, 2.09, 2.07, 2.06, 1.97 (5xs, 20x3H, 20xCH; (Ac)), 1.83-1.63 (m, 6H, 3xKP), 1.56-1.43
(m, 6H, 3xK®), 1.41-1.23 (m, 6H, 3xK"), 1.28 (d, 4x3H, 4xT", J1,1p = 6.3 Hz).

I3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC): & [ppm]: 174.5, 173.7, 173.5, 173.3, 173.2, 172.9,
171.2 (35C, 35xC=0); 101.3 (4C, 4xC1), 79.1 (4C, 4xTP), 71.6 (4C, 4xC3), 70.7 (4C, 4xC4),
69.5 (4C, 4xC5), 65.2 (4C, 4xC6), 59.9 (4C, 4xT%), 56.7, 56.3, 55.2 (3C, 3xK%), 52.8, 52.5
(4C, 4xD%), 50.1 (4C, 4xC2), 41.7 (3C, 3xK?), 38.3 (4C, 4xDP), 33.2 (3C, 3xKP), 30.5 (3C,
3xK?®), 24.8 (3C, 3xK"), 24.6, 24.2, 22.7 (20C, 20xCHj3 (Ac)), 20.3 (4C, 4xT").

N*N°-Bis-{/V*,N-bis-[ V-acetyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-L-aspartyl]-L-lysyl}-L-lysin (62)
{[Ac-Thr(aGalNAc)-Asp|,Lys},Lys-OH

Eine Losung von 27 mg (9.8 umol) {[Ac-Thr(aAcs;GalNAc)-Asp],Lys}.Lys-OH (61) in
10 ml Methanol (HPLC-grade) wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten, 1%igen
Losung von Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9-9.5 erreicht ist.
Die Losung wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt (Reaktionskontrolle durch analytische
HPLC) und anschlieBend mit drei Tropfen Essigsdure neutralisiert. Das Methanol wird 1. Vak.

abdestilliert, der Riickstand in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Reinigung



5 Experimenteller Teil 185

erfolgt durch semipréiparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 100 Min., R;=
20.7 Min., A = 214 nm).

Ausb.: 22 mg (quant); farbloses Lyophilisat; R = 8.9 Min. (Luna C18, A/B (95: 5) — (0:100)
in 30 Min., A = 214 nm), R,= 16.7 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60 Min., A =
214 nm).

CooH146N 13045 (M = 2248.21 g/mol) [2246.95].

ESI-MS (positiv), m/z: 1146.9 ([IM+2Na]*", ber.: 1147.0), 1135.9 (IM+H+Na]*", ber.: 1136.0),
1124.9 (IM+2H]*", ber.: 1125.0).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 4.92, 4.88 (2xd, 4H, 4xH1, Jy 1 = 3.8 Hz),
4.71-4.65 (2xt, 4H, 4xD%, Jpqpp = 6.9 Hz), 4.46 (d, 4H, 4xT%, J1o1p = 3.2 Hz), 4.31-4.09 (m,
7H, 4xTP {4.22}, 3xK* {4.30, 4.21, 4.11}), 4.09 (dd, 4H 4xH2, Jiouz = 11.0 Hz, Jiopm =
3.2 Hz), 4.00-3.96 (m, 4H, 4xH5), 3.95- 3.92 (m, 4H, 4xH4), 3.85- 3.80 (m 4H, 4xH3), 3.72-
3.69 (m, 8H, 4xH6,), 3.24-3.03 (m, 6H, 3xK), 2.94-2.73 (m, 8H, 4xDF), 2.08, 2.07, 2.02
(3xs, 24H, 8xCHs (Ac)), 1.86-1.64 (m, 6H, 3xKP), 1.52-1.43 (m, 6H, 3xK®), 1.37-1.25 (m,
6H, 3xK"), 1.24 (d, 12H, 4xT", I3, 15 = 6.3 Hz).

B3C-NMR (100.6 MHz, D,O, BB, HMQC): & [ppm]: 175.3, 174.6, 174.4, 174.0, 173.6, 171.4,
171.2 (23C, 23xC=0), 99.2 (4C, 4xC1), 75.7 (4C, 4xTP), 72.0 (4C, 4xC5), 69.0 (4C, 4xC4),
68.5 (4C, 4xC3), 61.8 (4C, 4xC6), 58.5 (4C, 4xT%), 54.8, 54.2, 53.1 (3C, 3xK%), 50.8, 50.5
(4C, 4xD%), 50.3 (4C, 4xC2), 39.6 (3C, 3xK?), 36.2 (4C, 4xDP), 30.8 (3C, 3xKP), 28.3 (3C,
3xK®), 22.2,22.0, 21.6 (11C, 8xCH; (Ac), 3xK7), 18.6 (4C, 4xT").

N*N°-Bis-{/V*,N°-bis-[ V-acetyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl-L-threonyl-L-
glycyl-L-histidyl-L-alanyl-L-threonyl-L-prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-
aspartyl]-L-lysyl}-L-lysin (63)
{[Ac-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp]|,Lys},Lys-
OH

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 120 mg (Beladung
0.207 mmol/g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, entspricht 0.827 mmol/g Fmoc) des mit dem tetrameren
Lysin-Core beladenen Harzes (60) nach dem allgemeinen Syntheseprotokoll (S. 167). Nach
Kupplung der letzten Aminoséure wird die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der

N-Terminus mit Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger
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Entfernung der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor {iberfiihrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS
und 0.9 ml dest. Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je
5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und
dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in
dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die weitere Reinigung erfolgt durch préparative
HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 100. Min., R;=41.9 Min., A =214 nm).

Ausb.: 56 mg (40%); farbloses Lyophilisat; R = 16.7 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 60 Min., A =214 nm).

Ca82H454N730108 (M = 6665.09 g/mol) [6661.24].

MALDI-MS (positiv), m/z: 6726.0 ((M-H+K+Na]", ber.: 6725.2).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 8.60 (s, 4H, 4xH?), 7.26 (s, 4H, 4xH®), 4.76-4.63
(m, 8H, 4xD® {4.71}, 4xH" {4.70}), 4.59-4.29 (m, 48H, 16xT® {4.54}, 4xL* {4.54}, 12xS*
{448}, 8xP* {4.41}, 8xA"™ {4.33}), 4.27-4.08 (m, 23H, 4xV*{4.09}, 16xT" {4.08},
3xK*{4.26, 4.14, 4.11}), 3.92-3.79 (m, 40H, 4xG* {3.90}, 12xSP {3.85}, 4xP’, {3.81}),
3.73-3.56 (m, 4H, 4xP%), 3.26 (dd, 4H, 4xH",, Jupanps = 15.5 Hz, Jupanie = 5.3 Hz), 3.22-3.07
(m, 10H, 4xHPy, 3xK?), 2.98-2.77 (m, 8H, 4xDP), 2.31-2.19 (m, 8H, 4xP",), 2.06 (s, 4x3H,
4xCHj; (Ac)), 2.08-1.92 (m, 20H, 4xV® {2.05}, 4xP" {1.98}), 1.91-1.80 (m, 14H, 4xPP,,
3xKP), 1.75-1.64 (m, 4H, 4xL"), 1.58-1.43 (m, 14H, 4xL", 3xK®), 1.38-1.32 (m, 30H, 8xAP
{1.38}, 3xK" {1.34}), 1.23 (d, 12H, 4xT"), 1.21-1.14 (m, 36H, 12xT"), 0.97-0.86 (m, 48H,
4xV7" {0.92}, 4xL° {0.89}).

I3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 175.1, 174.6, 173.6, 172.3, 172.1, 171.8,
171.5, 170.9, 169.9, 163.0 (75C, 75xC=0), 133.3 (4C, 4xH"), 128.2 (4C, 4xH"), 117.3 (4C,
4xH®), 66.9, 66.8 (16C, 16xTP), 60.9, 60.7 (12C, 12xSP), 60.1, 59.1, 59.0 (8C, 8xP%), 59.7
(4C, 4xV?), 56.9 (16C, 16xT%), 56.4, 55.4 (3C, 3xK%), 55.4, 55.3 (12C, 12xS%), 51.9 (4C,
4xH%), 50.1 (4C, 4xL%), 50.0, 49.8 (8C, 8xA%), 49.5 (4C, 4xD%), 48.3, 47.6 (8C, 8xP%), 42.3
(4C, 4xG%), 41.6 (3C, 3xK®), 38.8 (4C, 4xLP), 36.4 (4C, 4xDP), 30.4 (3C, 3xK®), 29.8 (4C,
4xVP), 29.3, 29.2 (8C, 8xPP), 27.0 (3C, 3xKP), 26.3 (4C, 4xHP), 24.5 (8C, 8xP"), 24.2 (4C,
4x1Y), 22.3,20.5 (8C, 8xL?), 21.6 (4C, 4xCHjs (Ac)), 18.6, 18.5 (16C, 16xT"), 18.3, 17.6 (8C,
8xV7), 16.4, 16.2 (8C, 8xAP).
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N*N°-Bis-{V*,N°-bis-[ V-acetyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl-L-threonyl-L-
glycyl-L-histidyl-L-alanyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonyl-L-prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-aspartyl]-L-lysyl}-
L-lysin (64)
{[Ac-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr(aAc;GalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-
Asp]:Lys};Lys-OH

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 125 mg (Beladung
0.207 mmol/g Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, entspricht 0.827 mmol/g Fmoc) des mit dem tetrameren
Lysin-Core beladenen Harzes (60). Die Kupplung der ersten fiinf Aminosduren erfolgt nach
dem allgemeinen Syntheseprotokoll (S. 167). Die Kupplung des Tn-Bausteins erfolgt
halbautomatisch. Hierzu wird zundchst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Harz
abgespalten. Der Glycosylaminosiurebaustein (270 mg, 0.40 mmol, 4 eq.) wird mit 168 mg
(0.44 mmol) HATU, 60 mg (0.44 mmol) HOAt und 97 pl (0.88 mmol) NMM aktiviert und in
den Reaktor {iiberfithrt. Das Harz wird drei Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die
Kupplung der restlichen neun Aminosduren erfolgt wieder vollautomatisch nach dem
Standardprotokoll. Nach Kupplung der letzten Aminoséure wird die N-terminale Fmoc-
Gruppe abgespalten und der N-Terminus mit Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung
vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wird
das Harz in einen Merrifield-Festphasenreaktor {iberfiihrt und zwei Stunden in einer Losung
aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS und 0.9 ml dest. Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert
und das Harz noch dreimal mit je 5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden 1.
Vak. auf ca. 2ml eingeengt und dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das
ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die
weitere Reinigung erfolgt durch préparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60.
Min., R;=46.0 Min., A =214 nm).

Ausb.: 139 mg (68%); farbloses Lyophilisat; R = 12.7 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 30 Min., A = 214 nm); Ry= 21.1 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60 Min., A =
214 nm).

Cs33H530N520140 (M = 7982.39 g/mol) [7977.69].

ESI-MS (positiv), m/z: 2493.3 (IM+3H]", ber.: 2493.2), 1870.2 (IM+4H]*", ber.: 1870.2).
"H-NMR (400 MHz, D,0O, COSY), & [ppm]: 8.64 (s, 4H, 4xH®), 7.27 (s, 4H, 4><H5), 5.43-5.40
(m, 4H, 4xH4), 5.27-5.25 (m, 4H, 4xH3), 5.24-5.21 (m, 4H, 4xHI1), 4.82-4.65 (m, 12H,
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4xT™* {476}, 4xD* {4.67}, 4xH* {4.71}), 4.53-4.39 (m, 28H, 12xS“ {4.54, 4.49}, 4xHS5
{4.50}, 4xA" {4.49}, 8xP* {4.48, 4.42}), 4.38-4.09 (m, 55H, 12xT% {4.50}, 4xL" {4.36},
4xTP* {432}, 4xA% {432}, 4xH2 {4.28}, 3xK*{4.28, 4.15}, 4xH6,, {4.25, 4.17}, 12xT"
{4.20}, 4xV* {4.15}), 3.94-3.80 (m, 30H, 4xG" {3.92}, 4xP° {3.90}, 12xS" {3.83}), 3.78-
3.56 (m, 12H, 8xP® {3.76, 3.69, 3.63}), 3.30 (dd, 4H, 4xH",, Jugaupo = 15.5 Hz, Jupasie =
5.2 Hz), 3.20-3.08 (m, 10H, 4xHPy {3.13}, 3xK® {3.16}), 2.98-2.77 (m, 8H, 4xDP), 2.34-2.17
(m, 8H, 4xPP, {2.30, 2.24}), 2.21, 2.07, 2.06, 1.97, 1.92 (5xs, 5x12H, 20xCH; (Ac)), 2.11-
1.80 (m, 20H, 4xV® {2.06}, 4xP? {2.09, 2.02}, 8xPP, {1.87, 1.83}), 1.79-1.43 (m, 24H, 3xK"
{1.78, 170}, 4xLY {1.64}, 4xLP {1.55}), 3xK® {1.48}), 1.41 (d, 4H, 4xAP, Jo,ap = 2.7 Hz),
1.39 (d, 4H, 4xAP, Jaeap= 2.7 Hz), 1.35 (d, 4H, 4xT", Jp,1p = 6.2 Hz), 1.32-1.26 (m, 6H,
3xKY), 1.21-1.15 (m, 36H, 12xT"), 1.01-0.86 (m, 48H, 4xV" {0.91}, 4xL° {0.89}).

3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 175.1, 174.9, 174.6, 174.0, 173.7, 173.6,
173.3, 173.2, 172.3, 171.9, 171.0, 170.9, 169.7, 162.9 (91C, 91xC=0), 133.3 (4C, 4xH"),
128.6 (4C, 4xH"), 117.2 (4C, 4xH®), 98.6 (4C, 4xC1), 75.5 (4C, 4xTP"), 69.7 (4C, 4xC3),
68.4 (4C, 4xC4), 67.2 (4C, 4xC5), 67.0, 66.9, 66.8 (12C, 12xTP), 62.6 (4C, 4xC6), 60.9, 60.7
(12C, 12xSP), 60.1 (8C, 8xP%), 59.8 (4C, 4xV*), 59.7, 59.6, 59.5 (12C, 12xT%), 55.6, 55.4
(12C, 12x8%), 55.3 (4C, 4xT*), 54.2, 53.6 (3C, 3xK*), 51.9 (4C, 4xH%), 50.2 (4C, 4xL%),
50.1, 49.6 (8C, 8xA%), 50.1 (4C, 4xD%), 47.9 (4C, 4xC2), 48.1, 47.8, 47.7 (8C, 8xP®), 42.6
(4C, 4xG%), 39.7 (4C, 4xLP), 39.1 (3C, 3xK®), 35.4 (4C, 4xDP), 30.6 (3C, 3xKP), 29.9 (4C,
4xVP), 29.4, 29.2 (8C, 8xPP), 27.8 (3C, 3xK?®), 26.3 (4C, 4xHP), 24.7, 24.3 (8C, 8xP"), 24.2
(4C, 4xLY), 22.3 (8C, 8xL®), 22.2 (3C, 3xK"), 21.9, 21.7, 20.2, 20.1 (20C, 20xCHj3 (Ac)), 18.7
(16C, 16xT"), 18.6 (4C, 4xT""), 18.4, 17.6 (8C, 8xV"), 16.4, 16.2 (8C, 8xAP).

N® N°-Bis-{NV*,N°-bis-| N-acetyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl-L-threonyl-L-
glycyl-L-histidyl-L-alanyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-
prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-aspartyl]|-L-lysyl}-L-lysin (65)
{[Ac-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr(aGalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-
Asp]:Lys},Lys-OH

Eine Losung von 56mg (0.13 umol) {[Ac-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-
Thr(aAcs;GalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp],Lys },Lys-OH (64) in 50 ml Methanol (HPLC-

grade) wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten, 1%igen Losung von
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Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9-9.5 erreicht ist. Die Losung
wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt, wobei das Peptid teilweise ausfillt, und
anschlieBend mit zwei Tropfen Essigsdure neutralisiert. Das Methanol wird i. Vak.
abdestilliert, der Riickstand in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Reinigung
erfolgt durch semipréiparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 80 Min., R;=
26.3 Min., A =214 nm).

Ausb.: 35 mg (67%); farbloses Lyophilisat; R = 17.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 60 Min., A =214 nm).

C314H506Ng20128 (M = 7477.85 g/mol) [7473.56].

ESI-MS (positiv), m/z: 2493.3 (IM+3H]*", ber.: 2493.2), 1870.2 ([M+4H]"", ber.: 1870.2).
"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 8.61 (s, 4H, 4xH®), 7.28 (s, 4H, 4xH®), 5.04 (d,
4H, 4xH1, Juim =3.5 Hz), 4.79-4.63 (m, 12H, 4xD* {4.69}, 4xH" {4.72}, 4xT** {4.70}),
4.56-4.40 (m, 28H, 12xS* {4.49}, 4xA” {4.46}, 8xP* {4.45}, 4xL" {4.42}), 4.38-4.31 (m,
16H, 4xA* {4.35}, 12xT* {4.34}), 4.30-4.10 (m, 23H, 3xK*{4.29, 4.16}, 4xTP* {425},
12xTP {4.20}, 4xV* {4.12}), 4.09-4.01 (m, 8H, 4xH2 {4.09}, 4xH5 {4.05}), 3.96 (d, 4H,
4xH4, Juans = 2.5Hz), 3.94-3.83 (m, 40H, 4xG* {3.93}, 12xSP {3.88}, 4xH3 {3.88},
4xP®, {3.87}), 3.78-3.55 (m, 16H, 4xH6,;, {3.76}, 4xP% {3.74, 3.62}), 3.29 (dd, 4H, 4xHP,,
Tupaspy = 15.5 Hz, Jupanie = 5.3 Hz), 3.21-3.09 (m, 10H, 4xHP, {3.13}, 3xK® {3.18}), 2.99-
2.77 (m, 8H, 4xDP), 2.32-2.18 (m, 8H, 4xP",), 2.06 (s, 4x3H, 4xCH; (Ac)), 2.08-1.92 (m,
20H, 4xVP {2.05}, 4xP" {1.98}), 1.91-1.80 (m, 14H, 4xPP,, 3xKP), 1.75-1.64 (m, 4H, 4xL"),
1.58-1.43 (m, 14H, 4xLP, 3xK®%), 1.38-1.32 (m, 30H, 8xAP {1.38}, 3xK" {1.34}), 1.23 (d,
12H, 4xT"), 1.21-1.14 (m, 36H, 12xT"), 0.97-0.86 (m, 48H, 4xV" {0.92}, 4xL° {0.89}).
I3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 175.1, 174.8, 174.6, 173.3, 172.3, 172.1,
171.5, 171.5, 171.2, 171.0, 170.9, 169.5 (79C, 79xC=0), 133.3 (4C, 4xH®), 128.2 (4C, 4xH"),
117.2 (4C, 4xH®), 98.5 (4C, 4xC1), 74.7 (4C, 4xT""), 71.2 (4C, 4xC5), 68.7 (4C, 4xC3), 68.5
(4C, 4xC4), 66.9, 66.8, 66.7 (12C, 12xTP), 61.2 (4C, 4xC6), 60.9, 60.8 (12C, 12xSP), 60.1,
59.7 (8C, 8xP%), 59.7 (4C, 4xV¥), 59.6, 59.1 (3C,3xK%), 59.2, 59.1, 58.9, 58.8 (12C, 12xT%),
55.6 (4H, 4xT*"), 55.5, 55.3 (12C, 12xS%), 51.9 (4C, 4xH*), 50.3 (4C, 4xL%), 49.9, 49.7 (8C,
8xA%), 49.8 (4C, 4xC2), 49.5 (4C, 4xD%), 47.9, 47.8 (8C, 8xP®), 42.4 (4C, 4xG%), 39.3 (4C,
4xLP), 39.0 (3C, 3xK®), 35.3 (4C, 4xDP), 30.4 (3C, 3xKP), 29.9 (4C, 4xVP), 29.3, 29.2 (8C,
8xPP), 27.6 (3C, 3xK®), 26.3 (4C, 4xHP), 24.6, 24.4 (8C, 8xPY), 24.2 (4C, 4xL"), 22.4, 21.3
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(8C, 8xL%), 22.1, 21.6 (8C, 8xCHj3 (Ac)), 18.6 (12C, 12xT"), 18.5 (4C, 4xT"), 18.3, 17.7 (8C,
8xV7), 16.4, 16.2 (8C, 8xAP).
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5.5 Synthese von Konjugaten aus Glycopeptid und T-Zell-Epitop
5.5.1 Synthese von ivDde-Lys(Fmoc)-OH und Anbindung ans Harz

N°-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-lysin (67)* .
(H-Lys(Fmoc)-OH) . /\/\k”/cm

1.1 g (6.02 mmol) L-Lysin-monohydrochlorid und 200 mg Natriumhydroxid werden in 10 ml
Wasser gelost. Man gibt 0.8 g (3.20 mmol) Kupfersulfat-Pentahydrat in10 ml Wasser zu und
rihrt die tief-dunkelblaue Losung 30 Minuten. AnschlieBend wird die Losung auf 0 °C
gekiihlt und man tropft 1.60 g (6.19 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-chlorid
(Fmoc-Cl), gelost in 5 ml Dioxan, iiber 5 Minuten zu. Die Reaktionsmischung wird noch
15 Minuten im Eisbad und anschlieBend 3 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Der ausgefallene
Feststoff wird abfiltriert, nacheinander mit je 20 ml kaltem Wasser, Ethanol und Essigester
gewaschen und i. Vak. getrocknet. Das hellblaue Rohprodukt wird in 100 ml Wasser
suspendiert, mit 2.5 g Ethylendiamin-tetraessigsdure (EDTA) versetzt und bei 80 °C eine
Stunde geriihrt. Nach Abkiihlen wird der Feststoff abfiltriert und mit je 50 ml kaltem Wasser
und Ethanol gewaschen. Das Produkt wird i. Vak. getrocknet. Es ist ausreichend rein fiir die
weitere Umsetzung.

Ausb.: 1.62 g (73%); farbloser, amorpher Feststoff.

C21H24N204 (M = 368.43 g/mol) [368.17].

ESI-MS (positiv), m/z: 737.4 ([2M+H]", ber.: 737.4), 369.2 ((M+H]", ber.: 369.2).

"H-NMR (300 MHz, DMSO), & [ppm]: 7.87 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J.u3 = Jus,ue = 7.0 Hz),
7.73-7.58 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Ju3,n2m4 = Jue,nsm7 = 7.1 Hz),
7.31 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Ju2,u34 = Ju7,u6 = 7.1 Hz), 4.33-4.08 (m, 4H, CH, (Fmoc), CH
(Fmoc), K%), 3.03-2.87 (m, 2H, K®), 1.77-1.47 (m, 4H, K®, K®), 1.45-1.13 (m, 2H, K").

2-(1-Hydroxy-3-methyl-butyliden)-5,5-dimethyl-cyclohexan-1,3-dion (68)
(ivDde-OH)*%

Eine Losung von 5.0 g (35.7 mmol) Dimedon in 70 ml DMF/Dichlormethan 2:5 ;

wird nacheinander mit 4.0 ml (36.2 mmol) Isovaleriansdure, 6.9 g (36.0 mmol) N-
Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid (EDC) und 4.4 g (36.0 mmol)
N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) versetzt und 24 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die
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Reaktionsmischung wird mit 300 ml Dichlormethan verdiinnt und mit je zweimal mit 100 ml
Wasser, 5%iger Zitronensédure- und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird
liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungmittel i. Vak entfernt. Das so erhaltene
Produkt ist rein genug fiir die weitere Umsetzung.

Ausb.: 6.20 g (78%); gelbe Fliissigkeit; R¢= 0.75 (CH,Cl,/MeOH 20:1).

Ci3Hz0N203 (M =224.30 g/mol) [224.14].

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 13.94 (s, 1H, OH (Enol)), 2.86 (d, 2H, -CH-CH>-,
Jema.cn = 6.6 Hz), 2.49 (s, 2H, CO-CHy), 2.30 (s, 2H, CO-CHa), 2.08 (sep, 1H, CH, Jcm,cus =
7.0 Hz),1.02 (s, 6H, 2xCHj; (Dimedon)), 0.91 (d, 6H, CH(CHs)2, Jcns,ca = 7.0 Hz).

N*-[1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)-3-methylbutyl]-V°-(9 H-fluoren-9-yl-

NH(ivDDe)

methoxycarbonyl)-L-lysin (69)
FmocHN /\/\\\\\\\\\-k”/OH

(ivDde-Lys(Fmoc)-OH)

Zu einer Losung von 2.60 g (11.6 mmol) 2-(1-Hydroxy-3-methyl-butyliden)-5,5-dimethyl-
cyclohexan-1,3-dion (68) in 50 ml Ethanol gibt man 2.30 g (6.2 mmol) fein pulversisiertes
N°~(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-lysin  (67). Die Suspension wird mit 50 uL
Trifluoressigsdure versetzt und 80 Stunden unter Riickfluss gekocht. Die noch heifle
Reaktionsmischung wird filtriert und das Filtrat i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird in
300 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit je 100 ml 5%iger Zitronensdurelosung
gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel  befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (CH/EE
1:1-5EE—SEE/MeOH 4:1) gereinigt.

Ausb.: 1.62 g (45%); farbloser, amorpher Feststoff, Ry= 0.20 (EE/AcOH 100:1); R,=

45.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60 Min., & = 214 nm); [a ]}, = 7.4° (c = 1.00,
CHCL).
C34H4N>,06 (M = 574.71 g/mol) [574.30].

ESI-MS (positiv), m/z: 575.2 ((M+H]", ber.: 575.3).

"H-NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 14.11, 14.00 (2xd (Konformere), 1H, NH (Enamin),
Innka = 7.5 Hz), 8.81 (bs, 1H COOH), 7.73 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Ju4,u3 = Jus,ue = 7.5 Hz),
7.60-7.49 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.36 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Ju3,n2m4 = Jue,nsmr = 7.4 Hz),
7.27 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Ju,n1m3 = Juz.nems = 7.3 Hz), 5.11 (s, 1H, NH (Urethan)), 4.50-
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433 (m, 3H, CH, (Fmoc), K%). 4.22-4.13 (m, 1H, CH (Fmoc)), 3.20-2.77 (m, 4H, K%,
=C-CH,-), 2.38 (s, 4H, 2xCH, (Dimedon)), 1.99-1.84 (m, 4H, CH(CHs),, KP, K%,), 1.59-1.38
(m, 3H, K%, K), 1.01-0.88 (m, 12H, CH(CHs),, C(CHs),).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCl3, BB), & [ppm]: 198.6 (2C, 2x C=0 (Keton)), 176.6, 175.4 (2C,
COOH, =C-NH), 156.6 (1C, C=0 (Urethan)), 143.9 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-,
C5a-Fmoc), 127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.0 (2C, C2-,C7-Fmoc), 125.0 (2C, C1-, C8-
Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 107.3 (1C, CO-C-CO), 66.7 (1C, CH, (Fmoc)), 56.3 (1C,
K%), 52.6 (2C, 2xCO-CH,-), 47.2 (1C, CH (Fmoc)), 40.5 (1C, K®), 37.9 (1C, CH(CH3),), 32.8
(1C, K®), 30.0, 29.3 (3C, K", =C-CH,), 28.2 (2C, C(CHa),), 22.6, 22.4 (3C, K', CH(CH3),),
14.2 (1C, C(CHs),)..

Anbindung an die feste Phase (70)
Tentagel-PHB-{ivDde-Lys(Fmoc)}

500 mg mit dem PHB-Linker funktionalisiertes Tentagel-Harz (Rapp Tentagel R PHB,
S30013; Beladung 0.21 mmol/g, 0.105 mmol) werden im Merrifield-Festphasenreaktor in
5ml DMF 1 Stunde vorgequollen. 575 mg (1.0 mmol, 9.5 eq.) N%-[1-(4,4-Dimethyl-2,6-
dioxocyclohex-1-yliden)-3-methylbutyl]-N°~(9 H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-lysin  (69)
werden in 4 ml DMF gel6st und unter Eiskiihlung mit 78 uL (0.53 mmol) N, N’-Diisopropyl-
carbodiimid (DIC) versetzt. Es wird 35 Minuten bei 0°C geriihrt, anschlieBend wird die
Losung des symmetrischen Anhydrids zum Harz gegeben. Nach Zugabe von 1.3 mg
(0.01 mmol, 0.1 eq.) DMAP in 0.5ml DMF wird 20 Stunden geschiittelt. Die
Reaktionslosung wird abfiltriert, anschlieBend erfolgt eine Nachkupplung mit dem halben
Ansatz iiber fiinf Stunden. Es wird filtriert und dreimal mit je 5 ml DMF gewaschen. Zum
Blockieren nicht umgesetzter Hydroxylfunktionen wird das Harz 20 Minuten in einer
Mischung aus 4 ml Pyridin und 1.5 ml Acetanhydrid geschiittelt. Es wird filtriert und
nacheinander viermal mit je 4 ml DMF und insgesamt sechsmal wechselweise mit je 4 ml
Dichlormethan und 4 ml Methanol gewaschen. AbschlieBend wird siebenmal mit je 4 ml
Diethylether gewaschen und das Harz i. Hochvak. getrocknet. Es werden 510 mg Harz
erhalten, das laut photometrischer Bestimmung (s. S. 125) eine Fmoc-Beladung von

0.21 mmol/g aufweist (Kupplungsausbeute quant.).
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55.2 Synthese eines Fmoc-geschitzten Ethylenglykol-Spacers

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecansiure-tert-butylester (71)***

(N3-{OEG}-COOBu) Jg/\ M

Eine Losung von 2.40 g (6.73 mmol) 12-Methansulfonyl-4,7,10-trioxa-dodecansaure-zert-
butylester (40) in 15 mL DMF wird mit 0.90 g (13.84 mmol) Natriumazid versetzt und
60 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Das DMF wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand in
50 ml Diethylether aufgenommen. Die Etherphase wird mit 30 ml ges. NaHCO;-Losung
gewaschen und die wissrige Phase anschlieBend dreimal mit je 15 ml Ether extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und 1. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (CH/EE 3:1) gereinigt.
Ausb.: 1.45 g (71%); farbloses Ol; Ry = 0.43 (EE/CH 3:1).

Ci13H25N305 (M = 303.36 g/mol) [303.18].

'H-NMR (300 MHz, CDCL), & [ppm]: 3.67 (t, 2H, CO-CH,- CHo-, Jer.cx> = 6.5 Hz), 3.64-
3.57 (m, 10H, 5xOCH,), 3.35 (t, 2H, N-CH»-, Jcmo.cmz = 5.1Hz), 2.46 (t, 2H, CO-CHs-,
JCHZ,CHz =6.6 HZ). 1.41 (S, 9H, CH; (tBu)).

12-Amino-4,7,10-trioxa-decansiure-zert-butylester (7 2)23 4

(H;N-{OEG}-COO7Bu) %/\M

1.45 g (4.8 mmol) 12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecanséure-tert-butylester (71) werden in 20 ml
Isopropanol geldst. Nach mehrmaligem Evakuieren und Begasen mit Argon wird aus 500 mg
Ni/Al-Legierung frisch hergestellter, neutral gewaschener Raney-Nickel zugegeben. Nach
erneutem Evakuieren und Begasen mit Argon wird die Argon-Atmosphére durch Wasserstoff
ersetzt (Hp-Ballon). Man riihrt 20 Stunden bei Raumtemp. und filtriert den Katalysator
anschlieBend tiber Hyflo ab. Das Filtrat wird i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit und das
Produkt i. Hochvak. getrocknet. Es ist ausreichend rein.

Ausb.: 1.15 g (87%); farblose Fliissigkeit.

Ci3H27NOs (M = 277.36 g/mol) [277.19].

ESI-MS (positiv), m/z: 278.2 ((M+H]", ber.: 278.2).
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N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-amido-4,7,10-trioxadecansiure-zer-butylester
(73)!18

(FmocNH-{OEG}-COO7Bu) e
Eine Losung von 3.45 g (12.4 mmol) 12-Amino-4,7,10-trioxa-decanséure-tert-butylester (72)
in 100 ml Aceton/Wasser 1:1 wird mit 1.05 g NaHCO; (12.5 mmol) versetzt. Man gibt
portionsweise 4.30 g (12.8 mmol) Fmoc-OSu zu und riihrt anschlieBend bei Raumtemp.
6 Stunden. Die Losung wird mit 1M HCI auf einen pH-Wert von 6 gebracht und das Aceton i.
Vak. abdestilliert. Das Produkt wird aus der wissrigen Phase mit 4x50 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit je 100 ml 5%iger Zitronensdure-
und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das erhaltene Ol wird durch Flashchromatographie (CH/EE 4:1)
gereinigt.

Ausb.: 4.60 g (74%); gelbliches Ol; Ry = 0.43 (EE/PE 3:1).

Ca3H37NO7 (M = 499.60 g/mol) [499.26].

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.74 (d, 2H, H4-, H5- Fmoc, Jusus = Jusus = 7.5 Hz),
7.58 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jusuy = 7.4 Hz), 7.37 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus moms =
Jnensmr = 7.0 Hz), 7.29 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Jumims = Ju7nems = 7.4 Hz), 5.40 (bs, 1H,
NH-Fmoc), 4.38 (d, 2H, CH;, (Fmoc), Jemo.cn = 6.9 Hz) 4.20 (t, 1H, CH (Fmoc), Jcucmz =
6.8 Hz), 3.67 (t, 2H, N-CH,-CHa, Jcm2.cn2 = 6.6 Hz), 3.63-3.48 (m, 10H, 5xOCH,), 3.37 (bs,
2H, N-CHy-), 2.46 (t, 2H, CO-CHz-, Jena,ciz = 6.6 Hz). 1.41 (s, 9H, CHj3 (/Bu)).

B3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;, BB), & [ppm]: 170.9 (1C, C=0O (Ester)), 156.5 (1C, C=0O
(Urethan)), 144.0 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 126.7 (2C, C3-, Cé6-
Fmoc), 127.0 (2C, C2-,C7-Fmoc), 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 119.9 (2C, C4-, C5-Fmoc),
80.5 (1C, Cq (tBu)), 70.5, 70.3, 70.0 (4C, 4xOCH»), 66.9, 66.6 (2C, CO-CH»-CH,-, CH,
(Fmoc)), 47.3 (2C, N-CH;-, CH (Fmoc)), 36.2 (1C, CO-CH>-), 28.1 (3C, (CH3 (¢Bu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-amido-4,7,10-trioxadecansiure (7 4)'"*

(FmocNH-{OEG}-COOH) \é/\ M

Eine Losung von 1.71 g (3.4 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-
trioxadecanséure-tert-butylester (73) in 2 ml Dichlormethan wird mit 10 ml Trifluoressigsdure

versetzt und zwei Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit 40 ml
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Toluol verdiinnt, i. Vak eingeengt und der Riickstand dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert.
Das Produkt wird durch Flashchromatographie an Kieselgel (EE/AcOH 200:1) gereinigt. Zum
Entfernen der Essigsdure wird das Produkt anschlieend viermal mit Toluol kodestilliert.
Ausb.: 1.52 g (quant.); farbloses, hochviskoses Ol; R¢=0.16 (EE/AcOH 200:1).

C24H29NO7 (M = 443.49 g/mol) [443.19].

ESI-MS (positiv), m/z: 466.3 ([M+Na]", ber.: 466.2).

TH.NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.74 (d, 2H, H4-, H5- Fmoc, Jyams = Jusue = 7.5 Hz),
7.61-7.53 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Ju3 noms = Juensmy = 7.3 Hz),
7.29 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Junims = Juznems = 7.3 Hz), 6.74 (bs, 1H, NH), 5.50 (bs, 1H.
COOH), 4.36-4.37 (m, 2H, CH; (Fmoc)) 4.26-4.16 (m, 1H, CH (Fmoc)), 3.72 (t, 2H,
N-CH,-CHa, Jcnz,cmz = 6.0 Hz), 3.66-3.53 (m, 10H, 5xOCH,), 3.45-3.28 (m, 2H, N-CH,-),
2.58 (t, 2H, CO-CHa-, Jema.cn2 = 5.8 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 174.8 (1C, COOH), 156.3 (1C, C=O (Urethan)),
143.9 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.0
(2C, C2-,C7-Fmoc), 125.0 (2C, Cl1-, C8-Fmoc), 119.9 (2C, C4-, C5-Fmoc), 77.2 (1C,
N-CH,.CH,), 70.5, 70.4, 70.1 (4C, 4xOCH,), 66.3 (2C, CO-CH,-CH,-, CH, (Fmoc)), 47.2
(2C, N-CH;-, CH (Fmoc)), 34.8 (1C, CO-CH;-).

55.3 Synthese der Konjugate aus Glycopeptid und T-Zell-Epitop

N*-[N-Acetyl-L-threonyl-L-seryl-L-seryl-L-alanyl-L-seryl-L-threonyl-glycyl-L-histidyl-L-
alanyl-L-threonyl-L-prolyl-L-leucyl-L-prolyl-L-valyl-L-threonyl-L-aspartyl-amido-4,7,10-
trioxa-dodecanoyl]-N°-[ V-Acetyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-
seryl-L-valyl]-L-lysin (75)
(N*-[Ac-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-Thr-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-{OEG}]-
N°-[Ac-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 240 mg (Beladung
0.21 mmol/g; 0.05 mmol) des mit ivDde-Lys(Fmoc) beladenen Harzes (70). Die Kupplung
der sieben Aminosduren der Sequenz aus Tetanus-Toxin erfolgt nach dem allgemeinen
Syntheseprotokoll (s. 167). Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten und der
N-Terminus mit Cappingreagenz acetyliert. Zur Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
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Kupplung des Oligoethylenglykol-Spacers wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt. Das Harz wird zunédchst 30 Minuten in 5 ml DMF vorgequollen.
Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch flinfmaliges jeweils flinfminiitiges
Schiitteln in 3 ml einer 2%igen Losung von Hydrazin-Hydrat (100%, 64% Hydrazin) in DMF.
Die Abspaltungslosungen werden jeweils abfiltriert und das Harz viermal mit je 3 ml DMF
gewaschen. Nach dem abschlieBenden Waschschritt wird zur Anbindung des Spacers eine
Loésung von 350 mg (0.79 mmol) (74), 108 mg (0.79 mmol) HOAt und 300 mg (0.79 mmol)
HATU in 3 ml DMF mit 173 pl (1.57 mmol) NMM versetzt und zum Harz gegeben. Das
Harz wird 8 Stunden in dieser Losung geschiittelt und dann viermal mit je 5 ml DMF
gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit 3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 tiber 10 Minuten.
Das Harz wird viermal mit je 5 ml DMF und dreimal mit je 5 ml Dichlormethan gewaschen
und 1. Vak. getrocknet. Die weitere Kupplung der aus 16 Aminosduren bestehenden MUC4-
Sequenz erfolgt wieder vollautomatisch im Synthesizer nach dem Standardprotokoll. Nach
Kupplung der letzten Aminosdure wird die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der
N-Terminus mit Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger
Entfernung der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz in den Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS
und 0.9 ml dest. Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je
5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und
dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, in
dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die weitere Reinigung erfolgt durch préaparative
HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 100 Min., R; = 64.2 Min., A = 214 nm).

Ausb.: 65 mg (46%); farbloses Lyophilisat; R = 12.4 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100)
in 30 Min., A = 214 nm), R;= 35.6 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60 Min., A =
214 nm).

Ci26H190N28044 (M = 2801.02 g/mol) [2799.35].

ESI-MS (positiv), m/z: 2823.5 ([M+Na]", ber.: 2823.3), 1412.3 ([M+H+Na]*", ber.: 1412.2),
949.2 (IM+H+2Na]*", ber.: 949.1).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 8.60 (s, 1H, H?), 7.32-7.25 (m, 6H, H® {7.26},
Fa), 7.02 (dd, 4H, 2xY°, Jysyea= 13.2 Hz, Jysyer = 8.5 Hz), 6.76 (dd, 4H, 2xY®, Jyeysa =
8.3 Hz, Jyevsy = 5.5 Hz), 4.92-4.67 (m, 2H, H* {4.72}, D* {4.70}), 4.61-4.29 (m, 18H, 5xS*
(447, F* + 2xY* {437, 431}, 2xA* {436}, 3xP* {439}, 3xT® {4.34},
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L {4.55}, K*{4.30}), 4.28-4.17 (m, 3H, 3xTP {4.22}), 4.14 (d, 1H, V*1, Jyeyp = 7.5 Hz),
4.07 (d, 1H, V*2, Jyevp = 7.3 Hz), 3.95-3.80 (m, 4H, G* {3.92}, 3xP°, {3.82}), 3.76 (t, 2H,
CO-CHy-CHy-, Jemcmz = 6.1 Hz), 3.71-3.54 (m, 25H, 5xSP {3.67}, (OCH,CH,)s, 3xP%
{3.59}), 3.41-3.04 (m, 7H, H? {3.27, 3.12}, K® {3.16}, FP, + 2xYP, {3.07}), 2.99-2.76 (m,
5H, DP {2.85}, FP, + 2xYP, {2.83}), 2.56 (t, 2H, 2H, CO-CH,-CHa-, Jcm.crz = 5.4 Hz), 2.31-
2.19 (m, 3H, 3xPP, {2.25}), 2.08, 1.93 (2xs, 2x3H, 2xCH; (Ac)), 2.13-1.78 (m, 13H, 2xV"
{2.06}, 3xP" {1.99}, 3xPPy {1.88}, KP {1.85}), 1.61-1.44 (m, 5H, LY {1.70}, L? {1.56}), K°®
{1.51}), 1.40 (d, 4H, 4xAP, Jauap= 7.3 Hz), 1.36 (d, 4H, 4xAP, Jaoap = 7.2 Hz), 1.35-1.28
(m, 2H, K), 1.27-1.14 (m, 9H, 3xT"), 0.99-0.85 (m, 48H, 2xV" {0.93}, L° {0.91}).

B3C-NMR (100.6 MHz, D,O, BB, HMQC), & [ppm]: 175.7, 175.1, 174.6, 174.0, 173.9, 173.8,
173.6, 173.2, 172.7, 172.5, 172.3, 171.9, 171.7, 171.5, 171.1, 171.0 (28C, 28xC=0), 133.3
(1C, H%, 130.3 (4C, 2xY?®), 129.2, 128.5 (5C, Fap), 115.2 (4C, 2xY?), 128.6 (1C, H"), 117.3
(1C, H%, 69.5, 69.4, 69.3, 68.6 (6C, (CH,CH,0)3), 66.9, 66.8 (3C, 3xT"), 66.5 (1C,
CO-CH,-CH>-), 61.0, 60.9, 60.7 (5C, 5xSP), 60.3, 60.1 (3C, 3xP%), 59.5 (2C, 2xV%), 58.9,
58.7 (13C, 3xT%), 56.8 (3C, 2xY®, F%), 55.5, 55.2 (5C, 5xS%), 54.7 (1C, K%), 52.1 (1C, H%),
50.1 (4C, 4xL%), 50.0 (1C, D%), 49.8, 49.5 (8C, 8xA%), 47.9, 47.6 (3C, 3xP?), 42.3 (1C, G%),
38.9 (1C, K®), 38.8 (1C, L), 36.6 (3C, 2xYP, FP), 36.1 (1C, DP), 35.4 (1C, CO-CH,-CH,-),
30.1 (1C, KP), 29.8 (2C, 2xVP), 29.2 (3C, 3xPP), 27.5 (1C, K®), 26.2 (1C, HP), 24.4 (3C,
3xPY), 24.1 (1C, L"), 22.4, 20.4 (2C, L?), 22.2 (1C, K"), 21.6, 21.2 (2C, 2xCHj3 (Ac)), 18.6,
18.4 (4C, 4xT"), 18.3, 17.6 (4C, 2xV"), 16.3, 16.2 (2C, 2xAP).

N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl--L-threonyl-
L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-N°-[ V-Acetyl-L-
lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-valyl]-L-
lysin (76)
(V*-[Ac-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]-V°-[Ac-Lys-Ile-
Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val-Ile-Ser]|-Lys-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 215 mg (Beladung
0.21 mmol/g; 0.045 mmol) des mit ivDde-Lys(Fmoc) beladenen Harzes (70). Die Kupplung
der elf Aminosduren der Sequenz aus Tetanus-Toxin erfolgt nach dem allgemeinen

Syntheseprotokoll (s. 167). Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten und der



5 Experimenteller Teil 199

N-Terminus mit Cappingreagenz acetyliert. Zur Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
Kupplung des Oligoethylenglykol-Spacers wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt. Das Harz wird zunéchst 30 Minuten in 5 ml DMF vorgequollen.
Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch flinfmaliges jeweils flinfminiitiges
Schiitteln in 3 ml einer 2%igen Losung von Hydrazin-Hydrat (100%, 64% Hydrazin) in DMF.
Die Abspaltungslosungen werden jeweils abfiltriert und das Harz viermal mit je 3 ml DMF
gewaschen. Nach dem abschlieBenden Waschschritt wird zur Anbindung des Spacers eine
Losung von 200 mg (0.45 mmol) (74), 62 mg (0.46 mmol) HOAt und 172 mg (0.45 mmol)
HATU in 3 ml DMF mit 100 pl (0.91 mmol) NMM versetzt und zum Harz gegeben. Das
Harz wird 8 Stunden in dieser Losung geschiittelt und dann viermal mit je 5 ml DMF
gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit 3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 {iber 10 Minuten.
Das Harz wird viermal mit je 5 ml DMF und dreimal mit je 5 ml Dichlormethan gewaschen
und 1. Vak. getrocknet. Die weitere Kupplung der aus 12 Aminosduren bestehenden MUCI -
Sequenz erfolgt vollautomatisch im Synthesizer nach dem Standardprotokoll. Nach Kupplung
der letzten Aminosdure wird die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der N-Terminus
mit Capping-Reagenz acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung
der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz wieder in den Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS
und 0.9 ml dest. Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je
5 ml TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und
dann in 20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert.
Da es sowohl in Wasser, Methanol, Acetonitril DMF und DMSO nur wenig 16slich ist, war
eine Reinigung durch priparative HPLC nicht moglich.

Ausb.: 112 mg (roh, max. 87%); farbloses Lyophilisat; R; = 13.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 30 Min., A = 214 nm); Ry = 22.4 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60
Min., A =214 nm).

Ci32H206N30041 (M = 2869.22 g/mol) [2867.50].

ESI-MS (positiv), m/z: 2869.5 (IM+H]", ber.: 2869.5), 1457.3 ([M+2Na]*", ber.: 1457.3),
1446.3 (IM+H+Na]*", ber.: 1446.3), 1435.3 (IM+2H]*", ber.: 1435.3).



200 5 Experimenteller Teil

N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o.-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-N°*-[ N-Acetyl-L-asparagyl-L-
seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-
L-seryl-L-valyl]-L-lysin (77)
(N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aAc;GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]- V-
[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 330 mg (Beladung
0.15 mmol/g; 0.05 mmol) des mit ivDde-Lys(Fmoc) beladenen Harzes (70). Die Kupplung
der zwoOlf Aminosduren der Sequenz aus Tetanus-Toxin erfolgt nach dem allgemeinen
Syntheseprotokoll (s. 167). Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten und der
N-Terminus mit Cappingreagenz acetyliert. Zur Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
Kupplung des Oligoethylenglykol-Spacers wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt. Das Harz wird zunédchst 30 Minuten in 5 ml DMF vorgequollen.
Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch flinfmaliges jeweils flinfminiitiges
Schiitteln in 3 ml einer 2%igen Losung von Hydrazin-Hydrat (100%, 64% Hydrazin) in DMF.
Die Abspaltungslosungen werden jeweils abfiltriert und das Harz viermal mit je 3 ml DMF
gewaschen. Nach dem abschlieBenden Waschschritt wird zur Anbindung des Spacers eine
Loésung von 220 mg (0.50 mmol) (74), 68 mg (0.50 mmol) HOAt und 190 mg (0.50 mmol)
HATU in 4 ml DMF mit 110 pl (1.00 mmol) NMM versetzt und zum Harz gegeben. Das
Harz wird 8 Stunden in dieser Losung geschiittelt und dann viermal mit je 5 ml DMF
gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit 3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 tiber 10 Minuten.
Das Harz wird viermal mit je 5 ml DMF und dreimal mit je 5 ml Dichlormethan gewaschen
und i. Vak. getrocknet. Die weitere Kupplung der MUCI1-Sequenz bis Ser(4) erfolgt
vollautomatisch im Synthesizer nach dem Standardprotokoll. Die Kupplung des Tn-Bausteins
erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunéchst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Harz
abgespalten. Der Glycosylaminosiurebaustein (300 mg, 0.45 mmol, 9 eq.) wird mit 187 mg
(0.49 mmol) HATU und 67 mg (0.49 mmol) HOAt in 2ml NMP gelost, mit 108 pl
(0.98 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das Harz wird vier Stunden in
dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen zwei Aminosduren erfolgt
vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Nach Kupplung der letzten Aminoséure wird
die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der N-Terminus mit Capping-Reagenz

acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen



5 Experimenteller Teil 201

Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz wieder in den Merrifield-Festphasenreaktor
iiberfiithrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS und 0.9 ml dest.
Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je 5 ml TFA
gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und dann in
20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert. Es ldsst
sich nur in einer groeren Menge (ca. 25 ml) Wasser aufnehmen. Eine Reinigung durch
praparative HPLC ist daher nicht moglich.

Ausb.: 97 mg (roh, max. 59%); farbloses Lyophilisat; R;= 21.7 Min. (Luna C18, A/C (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A = 214 nm), R; = 39.3 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60
Min., A =214 nm).

Ci4sH227N3305, (M = 3300.58 g/mol) [3298.61].

ESI-MS (positiv), m/z: 1672.9 ((M+2Na]*", ber.: 1672.8), 1661.9 ((M+H+Na]*", ber.: 1661.8),
1650.9 ((M+2H]*", ber.: 11650.8), 1108.3 ((M+2H+Na]*", ber.: 1108.2).

N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-
L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-
amido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-N°-[ N-Acetyl-L-asparagyl-L-seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-
isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-valyl]-L-lysin (78)
(N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]|-N°-
[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-OH)

Eine Lésung von 50 mg (roh, max. 15.15 pmol) N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aAc;GalNAc)-Ser-Ala-
Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG} ]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-
Ser-Val]-Lys-OH (77) in 25 ml Methanol (HPLC-grade) wird tropfenweise mit einer frisch
hergestellten, 1%igen Losung von Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert
von 9-9.5 erreicht ist. Die Losung wird 24 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und dann durch
Zugabe von lonenaustauscher (Amberlyst 15, stark sauer) neutralisiert. Der Austauscher wird
abfiltriert, mit Methanol nachgewaschen und das Filtrat i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit.
Der Riickstand wird durch Gelpermeationschromatographie (Sephadex LH20, MeOH/H,O
1:1) und anschlieende semipréaparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60 Min.,
R{=24.8 Min., A = 214 nm)
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Ausb.: 21 mg (26%, bezogen auf die Anfangsbeladung des Harzes und die Gesamtausbeute an
rohem Peptid (77), 56 Stufen); farbloses Lyophilisat; R; = 33.6 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (50:50) in 60 Min., A = 214 nm), R;= 20.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60
Min., A =214 nm).

Ci142H221N33049 (M = 3174.47 g/mol) [3172.58].

ESI-MS (positiv), m/z: 1598.9 (IM+H+Na]*", ber.: 1598.8), 1587.9 (IM+2H]*", ber.: 1587.8),
1073.6 ([M+H+2Na]*", ber.: 1073.5), 1066.3 ([M+2H+Na]*", ber.: 1066.2).

"H-NMR (400 MHz, D,O, COSY), & [ppm]: 7.27-7.06 (m, 5H, F,,), 7.00-6.84 (m, 4H, 2xY°),
6.71-6.56 (m, 4H, 2xY*), 4.81-4.55 (m, 6H, H1 {4.79}, F* {4.67}, 2xY* {4.67}, N* {4.59},
D® {4.58}), 4.53-4.02 (m, 23H, T*" {4.50}, R® {4.50}, A*1 {4.43}, A“2 {4.36} H4 {435},
4xS* {433}, 4xP™ {426}, 2xK* {4.24}, 2xT* {4.20}, T%" {4.19}, 2xV* {4.18}, I* {4.11},
2xTP {4.06}), 4.00-3.39 (m, 37H, H2 {3.94}, G* {3.79}, H5 {3.75}, H3 {3.73}, 4xSP {3.71,
3.61}, H6 {3.70, 3.60}, 4xP° {3.67, 3.52}, CO-CH,-CH,- {3.64}, (OCH,CH,)3), 3.12-2.95
(m, 12H, 2xY? {3.11, 3.03}, F® {3.11, 3.03}, 2xK® {3.09, 3.04}, R® {3.07}), 2.89-2.56 (m,
4H, NP {2.85, 2.74}, DP {2.70, 2.59}, 2.48-2.36 (bs, 2H, CO-CH,-CH,-), 2.25-2.03 (m, 4H,
4xPP)), 1.99-1.66 (m, 20H, 2xVP {1.95}, 4xP" {1.89}, 2xKP {1.82, 1.72}, 4xPP, {1.77}, RP
{1.77}), 1.89 (s, 6H, 2xCHj3 (Ac)), 1.64-1.44 (m, 3H, IP {1.60}, R" {1.50}), 1.42-1.32 (m, 4H,
2xK®), 1.29-1.16 (m, 11H, 2xK" {1.25}, 2xAP {1.24}, I {1.19}), 1.12 (d, 3H, T", Jppe1qs =
5.7 Hz), 1.08-0.98 (m, 6H, 2xT" {1.04}), 0.87-0.72 (m, 12H, 2xV" {0.83}), 0.70-0.58 (m, 6H,
I° {0.65}, I"” {0.64}).

3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HMQC), & [ppm]: 176.4, 175.8, 175.7, 174.7, 173.9, 173.7,
173.4, 173.1, 172.9, 172.0, 171.4, 171.1, 170.7, 170.5 (30C, 30xC=0), 98.9 (1C, C1), 76.7
(1C, TP, 69.6, 69.5, 69.4, 69.3 (6C, (CH,CH,0)3), 68.0 (2C, C3, C5), 66.8 (2C, 2xTP), 66.5
(1C, CO-CH,-CH,-), 61.1 (4C, 4xSP), 61.0 (1C, C6), 60.5 (2C, 2xT%), 60.2 (6C, 4xP%, 2xK%),
59.4 (1C, 1%), 59.2 (2C, 2xV%), 56.8 (1C, T), 54.9 (4C, 4xS*), 54.8 (1C, C4), 51.0 (1C, R%),
50.2 (1C, N%), 50.1 (1C, D%), 49.5 (1C, C2), 47.6, 47.4 (2C, 2xA"), 47.6 (4C, 4xP®), 42.2 (1C,
G%), 40.1 (1C, R®), 38.7 (2C, 2xK"), 36.2 (1C, D), 35.8 (1C, 1P), 35.5 (1C, CO-CH,-CH,-),
34.8 (1C, NP), 30.4 (2C, 2xK?®), 29.9 (4C, 2xVP, 2xKP), 29.3 (1C, RP), 29.2 (4C, 4xPP), 24.4
(4C, 4xP"), 23.9 (1C, R"), 22.3 (2C, 2xK"), 22.2 (1C, I"), 21.5 (2C, 2xCHj3 (Ac)), 18.6 (2C,
2xT"), 18.1 (1C, T), 17.9, (4C, 2xV"), 15.1 (2C, 2xAP), 14.5 (2C, 1", ).



5 Experimenteller Teil 203

N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-{2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-4,7,10-trioxa-
dodecanoyl]-N°-[ V-Acetyl-L-asparagyl-L-seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-
seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-valyl]-L-lysin (79)
(N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aAcyNeuNAcCOOBn-(2—6)-a.Ac,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-
Lys-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 300 mg (Beladung
0.15 mmol/g; 0.045 mmol) des mit ivDde-Lys(Fmoc) beladenen Harzes (70). Die Kupplung
der zwolf Aminosduren der Sequenz aus Tetanus-Toxin erfolgt nach dem allgemeinen
Syntheseprotokoll (S. 167). Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten und der
N-Terminus mit Cappingreagenz acetyliert. Zur Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
Kupplung des Oligoethylenglykol-Spacers wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor tiiberfiihrt. Das Harz wird zunichst 30 Minuten in 10 ml DMF
vorgequollen. Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch fiinfmaliges jeweils
fiinfminiitiges Schiitteln in 4 ml einer 2%igen Losung von Hydrazin-Hydrat (100%, 64%
Hydrazin) in DMF. Die Abspaltungslésungen werden jeweils abfiltriert und das Harz fiinfmal
mit je 4 ml DMF gewaschen. Nach dem abschlieBenden Waschschritt wird zur Anbindung
des Spacers eine Losung von 217 mg (0.49 mmol) (74), 67 mg (0.49 mmol) HOAt und
187 mg (0.49 mmol) HATU in 4 ml DMF mit 108 ul (1.98 mmol) NMM versetzt und zum
Harz gegeben. Das Harz wird 8 Stunden in dieser Losung geschiittelt und dann viermal mit je
4 ml DMF gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit 3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 {iber
10 Minuten. Das Harz wird fiinfmal mit je 4 ml DMF und fiinfmal mit je 4 ml Dichlormethan
gewaschen und i. Vak. getrocknet. Die weitere Kupplung der MUC1-Sequenz bis Ser(4)
erfolgt vollautomatisch im Synthesizer nach dem Standardprotokoll. Die Kupplung des STx-
Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunéchst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe
vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein (25) (220 mg, 0.187 mmol, 4 eq.)
wird mit 73 mg (0.19 mmol) HATU und 26 mg (0.19 mmol) HOAt in 2 ml NMP gelost, mit
42 ul (0.38 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das Harz wird vier Stunden
in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen zwei Aminosduren erfolgt

vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Nach Kupplung der letzten Aminoséure wird
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die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der N-Terminus mit Capping-Reagenz
acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz wieder in den Merrifield-Festphasenreaktor
tiberfithrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS und 0.9 ml dest.
Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je 5 ml TFA
gewaschen. Die vereinigten Losungen werden 1. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und dann in
20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert. Es ldsst
sich nur in einer groBeren Menge (ca. 20 ml) Wasser aufnehmen. Eine Reinigung durch
praparative HPLC ist daher nicht moglich.

Ausb.: 96 mg (roh, max. 56%); farbloses Lyophilisat; R = 23.3 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A = 214 nm), R;= 42.9 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60
Min., A =214 nm).

Ci172H256N34063 (M = 3808.1 g/mol) [3805.8].

ESI-MS (positiv), m/z: 1904.6 (IM+2HT*", ber.: 1904.4).

N*|N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-0-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-o.-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-
4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-/V:-[ N-Acetyl-L-asparagyl-L-seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-
isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-valyl]-L-lysin (80)
(V*-[Ac-Gly-Val-Thr(aNeuNAcCOOH-(2—6)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-
Pro-Ala-Pro-{OEG}]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-
OH)

1. Hydrierung: Eine Losung von 40mg (roh, max. 10.5umol) N*-[Ac-Gly-Val-
Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)-aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-

{OEG}]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-OH) (79) in 15 ml
Methanol (HPLC-grade) wird mit einer Spatelspitze Pd/C (10%) versetzt und duch
mehrmaliges Anlegen eines Vakuums und Beliiften mit Argon entgast. Die Argonatmosphére
wird durch Wasserstoff ersetzt (Ballon mit H>-Gas) und die Suspension 24 Stunden geriihrt
(Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Der Katalysator wird liber Hyflo abfiltriert,
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wobei mit reichlich Methanol nachgespiilt wird. Das Filtrat wird i. Vak. eingeengt, der
Riickstand in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Ausb.: 37 mg; farbloses Lyophilisat; R; = 21.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60
Min., A =214 nm).

Ci65H250N34063 (M = 3717.94 g/mol) [3715.74].

ESI-MS (positiv), m/z: 1870.4 ((M+H+Na]*", ber.: 1870.4), 1859.4 (IM+2H]*", ber.: 1859.4).

2. Deacetylierung: Eine Losung von 37 mg des rohen Debenzylierungsproduktes in 30 ml
Methanol (HPLC-grade) wird tropfenweise mit einer frisch hergestellten 1%igen Losung von
Natriummethanolat in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5 erreicht ist. Die Losung
wird 18 Stunden unter Argon geriihrt. Da die massenspektrometrische Analyse der
Reaktionsmischung eine unvollstindige Deacetylierung zeigt, wird der pH-Wert durch
weitere Zugabe von Natriummethanolat-Losung auf 10.5 erhoht und weitere 20 Stunden
geriihrt. Da die Deacetylierung laut analytischer HPLC und massenspektrometrischer Analyse
immer noch unvollstindig ist, wird die Reaktionslosung mit 2 Tropfen Essigsdure neutralisiert
und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in verdiinnter wissriger
Natriumhydroxid-Losung (pH= 11.5) gelost und 30 Stunden geriihrt. Nachdem nun in der
HPLC-Analyse die Bildung eines einheitlichen Produktes zu beobachten ist, wird mit
2 Tropfen Essigsdure neutralisiert und lyophilisiert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt
durch semipréparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (0:50) in 60 Min., R;=29.4 Min., A =
214 nm)

Ausb: 7.5 mg (12%, bezogen auf die Anfangsbeladung des Harzes und die Gesamtausbeute an
rohem Peptid (79), 57 Stufen); farbloses Lyophilisat; R;= 19.4 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A =214 nm).

Ci53H233N34057 (M = 3465.72 g/mol) [3464.68].

MALDI-MS (positiv), m/z: 3465.9 ([M+H]", ber.: 3466.7), 3525.4 ([M-H+Na+K]", ber.:
3525.6)

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 7.28-7.09 (m, 5H, F.), 6.95 (d, 2H, 2xY°1,
Jvsye = 7.8 Hz), 6.90 (d, 2H, Y2, Jysy: = 8.1 Hz), 6.65 (d, 4H, Y*, Jyeys = 8.0 Hz), 4.81 (d,
1H, H1, Ju 1 = 6.3 Hz), 4.81 (d, 1H, H1, Jy m = 3.9 Hz), 4.70-4.56 (m, 2H, N* {4.67}, D”
{4.60}), 4.55-4.49 (m, 2H, R“ {4.53}, T*" {4.52}), 4.48-4.41 (m, 2H, A"l {4.45}, S {4.44}),
4.40-4.07 (m, 21H, 3xS* {4.39, 436}, F*+ 2xY* {4.38, 432}, A2 {4.36}, 4xP* {4.28,
423}, V*1 {4.24}, 2xT* {4.21, 4.19}, 4xK®* {4.19, 4.15}, T* {4.17}, 2xTP {4.11}), 4.00-
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3.92 (m, 4H, I* {3.99}, H5 {3.98}, H2 {3.96}, V°2 {3.95}), 3.86-3.63 (m, 22H, H4 {3.85},
G* {3.86,3.78}, H6, {3.80}, 4xSP {3.79, 3.74, 3.63}, H7>* {3.75}, H9**, {3.74}, H3 {3.73},
H5 {3.70}, CO-CH,-CH,- {3.65},4xP% {3.68}), 3.61-3.38 (m, 21H, H6> {3.60}, H4"
{3.57}, (OCH,CH,); {3.57-3.51}, H9”y {3.51}, H6y, {3.50}, H8 {3.45}, 4xP%, {3.53, 3.48,
3.39}), 3.33-3.18 (m, 2H, K%,1), 3.14-2.94 (m, 6H, K51 {3.09}, R® {3.08}, FP, + 2xYP,
{2.97}), 2.89-2.54 (m, 9H, FPy + 2xYPy {2.82}, K*2 {2.81}, N® {2.80}, DP {2.71, 2.64}), 2.58
(dd, 1H, H3 g, Juy squsvax = 12.6 Hz, Juyrsqua» = 4.7 Hz), 2.49 (t, 2H, 2H, CO-CH,-CH,-,
Jemo.ciz = 5.4 Hz), 2.23-2.08 (m, 4H, 4xP",), 2.00-1.68 (m, 17H, 2xV® {1.97}, 4xP" {1.89},
4xPP, {1.78}, 2xKP, {1.73}, RP, {1.71}), 1.93, 1.91 (2xs, 12H, 4xCH; (NHAc)), 1.66-1.46
(m, 11H, I {1.64}, 2xKP, {1.62}, RP, {1.60}, H3"", {1.57}, 2xK" {1.55}, R {1.52}), 1.43-
1.34 (m, 4H, 2xK°), 1.28-1.22 (m, 8H, 2xAP {125}, I {1.24}), 1.17 (d, 3H, T", Jpyx 1ox =
6.3 Hz), 1.09-1.04 (m, 6H, 2xT"), 0.86-0.78 (m, 12H, 2xV" {0.84}), 0.71-0.63 (m, 6H, I°
{0.69}, I"” {0.67}).

BC.NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HSQC), & [ppm]: 174.9, 174.7, 174.3, 1742, 174.1, 174.0,
173.8, 173.6, 173.4, 1732, 173.1, 173.0, 172.8, 171.8, 171.4, 171.2, 170.7, 169.3 (33C,
33xC=0), 154.5 (1C, R®), 130.4 (4C, 2xY®), 129.2, 128.5, 126.8 (5C, Fu), 115.1 (4C, 2xY°?),
100.0 (1C, €2°%), 99.1 (1C, C1), 77.2 (1C, TP%), 72.3 (1C, C6™), 71.5 (1C, C7*), 69.8 (1C,
C5), 69.5, 69.3 (6C, (CH,CH,0)s3), 68.4 (1C, C4), 68.0 (1C, C3), 67.9 (1C, C4>), 67.8 (1C,
C8"), 66.8 (2C, 2xTP), 66.4 (1C, CO-CH,-CH,-), 63.7 (1C, C9*), 62.5 (1C, C6), 61.3, 60.9,
60.7 (4C, 4xSP), 60.5, 60.2 (4C, 4xP%), 59.5 (1C, V*(1)), 59.1 (2C, 2xT%), 57.8 (1C, I%), 56.9
(1C, T*), 55.5, 55.4 (3C, 2xY%, F%), 54.9 (1C, V*(2)), 54.7, 54.6 (4C, 4xS%), 53.3, 52.8 (2C,
2xK%), 52.2 (1C, N%), 51.5 (1C, C5°%), 51.0 (1C, R%), 50.2 (1C, D%), 49.4 (1C, C2), 47.6 (1C,
A%(1)), 47.7 (4C, 4xP®), 47.2 (1C, A%(2)), 42.2 (1C, G%), 40.4 (1C, R®), 39.7 (1C, C3°"), 38.9
(1C, NP), 38.6 (1C, K%1)), 36.5 (3C, 2xYP, FP), 36.1 (1C, DP), 35.8 (1C, I"), 35.4 (1C,
CO-CH,-CH,-), 34.9 (1C, K¥(2)), 30.0 (1C, RP), 29.9 (4C, 2xVP, 29.2 (4C, 4xPP), 27.6 (2C,
2xK®), 27.4 (2C, 2xKP), 26.0 (1C, RY), 24.4 (4C, 4xP"), 23.9 (2C, 2xK"), 22.1 (1C, I"), 21.7
(4C, 4xCH; (NHAC)), 18.6 (2C, 2xT"), 18.1 (1C, T"), 17.8 (4C, 2xV"), 15.2, 15.1 (2C, 2xAP),
14.4 (1C, 1) 9.6 (1C, I%).
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N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[2,4-di-O-
acetyl-6-O-benzyl-3-0-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-o.-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}--D-galactopyranosyl]-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-/V*-[N-Acetyl-L-asparagyl-L-
seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-
L-seryl-L-valyl]-L-lysin (81)
(N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aAcsNeuNAcCOOBn-(2—3)-B6-Bn-Ac,;Gal-(1—3)-aAc,GalNAc)-
Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]|-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-
Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-Lys-OH)

Die automatisierte Peptidsynthese im Synthesizer erfolgt ausgehend von 280 mg (Beladung
0.22 mmol/g; 0.06 mmol) des mit ivDde-Lys(Fmoc) beladenen Harzes (70). Die Kupplung
der zwolf Aminosduren der Sequenz aus Tetanus-Toxin erfolgt nach dem allgemeinen
Syntheseprotokoll (S. 167). Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wird abgespalten und der
N-Terminus mit Cappingreagenz acetyliert. Zur Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe und
Kupplung des Oligoethylenglykol-Spacers wird das Harz in einen Merrifield-
Festphasenreaktor iiberfiihrt. Das Harz wird zundchst 30 Minuten in 5 ml DMF vorgequollen.
Die Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe erfolgt durch flinfmaliges jeweils fiinfminiitiges
Schiitteln in 4 ml einer 2%igen Losung von Hydrazin-Hydrat (100%, 64% Hydrazin) in DMF.
Die Abspaltungslosungen werden jeweils abfiltriert und das Harz fiinfmal mit je 4 ml DMF
gewaschen. Nach dem abschlieBenden Waschschritt wird zur Anbindung des Spacers eine
Losung von 215 mg (0.48 mmol) (84), 66 mg (0.48 mmol) HOAt und 183 mg (0.48 mmol)
HATU in 4 ml DMF mit 106 ul (0.96 mmol) NMM versetzt und zum Harz gegeben. Das
Harz wird 8 Stunden in dieser Losung geschiittelt und dann viermal mit je 4 ml DMF
gewaschen. Es folgt ein Cappingschritt mit 3 ml Pyridin/Acetanhydrid 2:1 {iber 10 Minuten.
Das Harz wird fiinfmal mit je 4 ml DMF und fiinfmal mit je 4 ml Dichlormethan gewaschen
und i. Vak. getrocknet. Die weitere Kupplung der MUCI-Sequenz bis Ser(4) erfolgt
vollautomatisch im Synthesizer nach dem Standardprotokoll. Die Kupplung des (2,3)-ST-
Bausteins erfolgt halbautomatisch. Hierzu wird zunichst die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe
vom Harz abgespalten. Der Glycosylaminosdurebaustein (35) (220 mg, 0.15 mmol, 2.4 eq.)
wird mit 70 mg (0.18 mmol) HATU und 25 mg (0.18 mmol) HOAt in 2 ml NMP gelost, mit
40 ul (0.36 mmol) NMM aktiviert und in den Reaktor iiberfiihrt. Das Harz wird sechs

Stunden in dieser Losung geschiittelt. Die Kupplung der restlichen zwei Aminosauren erfolgt
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vollautomatisch nach dem Standardprotokoll. Nach Kupplung der letzten Aminoséure wird
die N-terminale Fmoc-Gruppe abgespalten und der N-Terminus mit Capping-Reagenz
acetyliert. Zur Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz wieder in den Merrifield-Festphasenreaktor
iiberfiihrt und zwei Stunden in einer Losung aus 15 ml TFA, 0.9 ml TIS und 0.9 ml dest.
Wasser geschiittelt. Die Losung wird abfiltriert und das Harz dreimal mit je 5 ml TFA
gewaschen. Die vereinigten Losungen werden i. Vak. auf ca. 2 ml eingeengt und dann in
20 ml eiskalten Diethylether getropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert. Es ldsst
sich nur in einer groeren Menge (ca. 20 ml) Wasser aufnehmen. Eine Reinigung durch
praparative HPLC ist daher nicht moglich.

Ausb.: 145 mg (roh, max. 58%); farbloses Lyophilisat; R; = 29.5 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A =214 nm).

Ci39H276N340790 (M = 4144.40 g/mol) [4141.91].

ESI-MS (positiv), m/z: 2083.9 ([M+H+Na]*", ber.: 2084.0), 2072.9 (IM+2H]*", ber.: 2073.0),
1389.6 ([M+2H+Na]*", ber.: 1389.6).

N*-[N-Acetyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3-0-{(5-acetamido-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-f-p-galactopyranosyl]-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-amido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl]-/V*-[N-Acetyl-L-asparagyl-L-
seryl-L-threonyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-
L-seryl-L-valyl]-L-lysin (82)
(N*-[Ac-Gly-Val-Thr(aNeuNAcCOOH-(2—3)-fGal-(1—3)-aGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-{OEG}]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-
Val]-Lys-OH)

1. Hydrierung: Eine Losung von 100mg (roh, max. 24.1 umol) N®-[Ac-Gly-Val-
Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—3)-f6-Bn-Ac,Gal-(1—3)-aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro- {OEG} ]-N°-[Ac-Asn-Ser-Thr-Lys-Ile-Tyr-Ser-Tyr-Phe-Pro-Ser-Val]-
Lys-OH) (81) in 15 ml Methanol (HPLC-grade) wird mit einer Spatelspitze Pd/C (10%)
versetzt und duch mehrmaliges Anlegen eines Vakuums und Beliiften mit Argon entgast. Die

Argonatmosphdre wird durch Wasserstoff ersetzt (Ballon mit H,-Gas) und die Suspension



5 Experimenteller Teil 209

90 Stunden geriihrt (Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Der Katalysator wird iiber
Hyflo abfiltriert, wobei mit reichlich Methanol nachgespiilt wird. Das Filtrat wird 1. Vak.
eingeengt, der Riickstand in dest. Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Ausb.: 62 mg; farbloses Lyophilisat; R;= 21.9 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 60
Min., A =214 nm).

C175H264N34070 (M = 3964.15 g/mol) [3963.82].

ESI-MS (positiv), m/z: 1322.0 ((M+3HT*", ber.: 1321.9).

2. Deacetylierung: 62 mg des rohen Debenzylierungsproduktes werden in verdiinnter
wiassriger  Natriumhydroxid-Losung (pH=11.5) gelést und 48 Stunden  geriihrt
(Reaktionskontrolle durch analytische HPLC). Nachdem das Edukt vollstindig umgesetzt ist,
wird mit 2 Tropfen Essigsdure neutralisiert und dann lyophilisiert. Der Riickstand wird in
10 ml dest. Wasser aufgenommen und unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation
abgetrennt. Das nach erneuter Lyophilisation erhaltene Rohproduktes wird durch priaparative
HPLC (Luna C18, A/B (5) — (5) in 60 Min., R =47.4 Min., A = 214 nm) und anschlieBende
semipriparative HPLC (Luna C18, A/B (95:5) — (50:50) in 60 Min., Ri= 30.1 Min., A =
214 nm) gereinigt.

Ausb: 17 mg (11 %, bezogen auf die Anfangsbeladung des Harzes und die Gesamtausbeute an
rohem Peptid (81), 57 Stufen); farbloses Lyophilisat; R; = 20.1 Min. (Luna C18, A/B (95:5)
— (0:100) in 60 Min., A =214 nm).

Ci159H248N34062 (M = 3627.86 g/mol) [3625.73].

ESI-MS (positiv), m/z: 1836.0 ((M+2Na]*", ber.: 1836.4), 1814.9 (IM+2H]*", ber.: 1814.4).
MALDI-MS (positiv), m/z: 3672.0 ([M-H+2Na]’, ber.: 3671.7), 3629.6 ([M+H]", ber.:
3628.7).

"H-NMR (400 MHz, D,0, COSY), & [ppm]: 7.31-7.07 (m, 5H, F.), 6.94 (d, 2H, 2xY°1,
Jysve = 8.3 Hz), 6.89 (d, 2H, Y2, Jys.y: = 8.5 Hz), 6.63 (d, 4H, Y*, Jyeys = 8.4 Hz), 4.82 (d,
1H, H1, Juim = 3.5 Hz), 4.78 (s, 1H, HI"), 4.76-4.56 (m, 2H, Na. {4.66}, D* {4.60}), 4.53-
447 (m, 2H, R* {4.52}, T* {4.51}), 4.46-4.40 (m, 2H, A*1 {4.43}, S* {4.44}), 4.38-4.01 (m,
22H, 3xS* {4.38, 4.33}, F*, 2xY“ {4.37, 429}, A“2 {436}, 4xP* {4.27, 421}, V1 {4.24},
2xT® {4.20}, 2xK* {4.20, 4.15}, T* {421}, H2’ {4.11}, 2xT" {4.09}, H2 {4.06}, H5
{4.05},), 4.00-3.87 (m, 6H, I* {3.98}, H4 {3.97}, V*2 {3.94}, H7’ {3.93}, H3’ {3.93}, H3
{3.92}), 3.86-3.25 (m, 46H, G* {3.84, 3.78}, H4>* {3.79}, 4xSP {3.74, 3.61}, H6, {3.72},
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H6™ {3.78}, H4> {3.76}, H5 {3.72}, H9*’, {3.71}, CO-CH,-CH,- {3.65},4xP°% {3.68}),
H6® {3.63-3.55}, (OCH,CH,); {3.55-3.44}, H9’’, {3.54}, H5’ {3.54}, H2’ {3.53}, H6,
{3.52}, H8”’ {3.48}, K51 {3.45-3.30}, 4xP% {3.53, 3.44, 3.38}), 3.24-2.91 (m,6H, K51
{3.19-3.10}, R® {3.07}, FP, + 2xYP, {2.98}), 2.88-2.51 (m, 10H, FP, + 2xY®, {2.80}, K*2
(2.82}, NP {2.79}, DP {2.72, 2.64},. H3’s, {2.60}), 2.43 (t, 2H, 2H, CO-CH,-CH,-,
Jem.cz = 5.6 Hz), 2.20-2.05 (m, 4H, 4xPP,), 1.98-1.66 (m, 15H, 2xVP {1.96}, 4xP" {1.88},
4xPP, {1.78}, RP, {1.73}), 1.91, 1.89, 1.88, 1.87 (4xs, 12H, 4xCH; (NHAC)), 1.65-1.44 (m,
9H, I’ {1.63}, R, {1.59}, H3"", {1.67}, 2xK¥ {1.55}, R" {1.51}), 1.43-1.32 (m, 4H, 2xK?®),
1.26-1.18 (m, 8H, 2xAP {1.24}, I" {1.25}), 1.13 (d, 3H, T", Jp,s 1o+ = 6.3 Hz), 1.08-0.98 (m,
6H, 2xT"), 0.86-0.73 (m, 12H, 2xV" {0.83}), 0.70-0.60 (m, 6H, I° {0.68}, I"" {0.67}).
3C-NMR (100.6 MHz, D,0, BB, HSQC), & [ppm]: 174.5, 173.9, 173.8, 173.7, 173.0, 172.9,
172.8, 172.7, 172.6, 171.0 (33C, 33xC=0), 155.0 (1C, R%), 130.4 (4C, 2xY®), 129.2, 128.4,
126.9 (5C, Fyy), 115.1 (4C, 2xY®), 101.4 (1C, C2’), 99.2 (1C, C1°), 99.0 (1C, C1), 77.3 (1C,
C3),76.8 (1C, T"), 75.8 (1C, C3°), 71.5 (1C, C6>), 71.4 (1C, C4°), 71.1 (1C, C57), 70.8 (1C,
C7°%), 70.3 (1C, C2°), 69.5, 69.4, 69.1 (6C, (CH,CH,0)3), 68.5, 68.4 (2C, C5, C8’), 67.3
(1C, C4”), 66.8 (2C, 2xTP), 66.7 (1C, C4), 66.6 (1C, CO-CH,-CH,-), 62.7 (1C, C9**), 61.9,
61.7, 61.6 (2C, C6, C6), 61.1, 60.8 (4C, 4xSP), 60.4, 60.2 (4C, 4xP%), 59.6 (1C, V*(1)), 59.1
(2C, 2xT%), 58.0 (1C, 1%), 56.8 (1C, T*), 55.9, 55.8 (3C, 2xY*®, F%), 55.2, 54.8 (4C, 4xS%),
54.9 (1C, V*(2)), 53.3, 52.6 (2C, 2xK%), 52.4 (1C, N%), 51.4 (1C, C5”"), 50.9 (1C, R%), 50.1
(1C, D%), 48.1 (1C, C2), 47.7 (1C, A%(1)), 47.5 (4C, 4xP°), 47.4 (1C, A*(2)), 42.1 (1C, G%),
40.5 (1C, R®), 39.5 (1C, C3), 38.8 (1C, NP), 38.7 (1C, K%(1)), 36.5 (3C, 2xY", F%), 36.1 (1C,
D), 35.9 (1C, I’), 35.7 (1C, CO-CH,-CH,-), 34.9 (1C, K%(2)), 30.3 (1C, RP), 29.9 (4C, 2x V",
29.2 (4C, 4xPP), 27.3 (2C, 2xK?®), 26.0 (1C, RY), 24.4 (4C, 4xP"), 24.0 (2C, 2xK"), 22.0 (1C,
1), 22.0, 21.6 (4C, 4xCH; (NHAc)), 18.7 (2C, 2xT"), 18.2 (1C, T"), 17.9 (4C, 2xV"), 15.1
(2C, 2xAP), 14.6 (1C, 1), 9.7 (1C, V).
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5.6 Synthese von Pam3;Cys-Konjugaten

5.6.1 Synthese von Pam;Cys-OH
L-Cystin-di-fert-butylester (83)** o .

1BuO oI N OB
(H'Cys-OtBll)z )% H{

In 45.0 g 70%iger Perchlorsdure werden 15.0g (62.4 mmol) L-Cystin unter Eiskiihlung gelost.
Man gibt 350 ml Essigsdure-tert-butylester hinzu und rithrt die Mischung bei Raumtemp. in
einem gut verschlossenen Kolben. Nach ca. einer Stunde hat sich eine homogene Losung
gebildet. Diese wird weitere 48 Stunden bei Raumtemp. geriihrt, wobei ein farbloser
Niederschlag ausfillt. Die Mischung wird 24 Stunden bei -4 °C aufbewahrt, anschlieBend
wird der Feststoff abfiltriert und mit kaltem Diethylether gewaschen. Das so erhaltene
Perchlorat wird in etwas Wasser aufgeschldmmt und vorsichtig mit ges. NaHCOs-Ldsung
versetzt, bis ein pH-Wert von 8 erreicht ist. AnschlieBend wird dreimal mit je 200 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 150 ml ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Man erhilt ein leicht gelbliches Ol, das ohne weitere Reinigung im
nichsten Schritt eingesetzt wird.

Ausb.: 16.4 g (75%); leicht gelbliches Ol.

C14H2sN204S; (M = 352.51 g/mol) [352.15].

'H-NMR (300 MHz, DMSO), & [ppm]: 3.47 (t, 2H, 2xC%, Jco.cp = 6.4 Hz); 3.00-2.84 (m, 4H,
2xCP), 1.87 (bs, 4H, 2xNH,), 1.41 (s, 18H, CH; (2x/Bu)).

N,N’-Bis(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-cystin-di-zer-butylester (84)**
(Fmoc-Cys-O7Bu), 0 NHFmoc
80 I N Oteu

In 80 ml absol. THF werden 8.4 g (23.8 mmol) L-Cystin-di-tert-

butylester (83) und 22.0 g (58.9 mmol) Fmoc-OSu geldst. Man gibt langsam 5.5 ml (5.1 g;
50.1 mmol) N-Methylmorpholin, gelst in 5 ml absol. THF, zu und riihrt fiinf Stunden unter
Argon. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
200 ml Ethylacetat aufgenommen. Man wischt zweimal mit je 50 ml 5%iger Zitronensdure-

Losung, trocknet liber Magnesiumsulfat und destilliert das Losungsmittel i. Vak. ab. Der
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Riickstand wird aus 300 ml Dichlormethan/Methanol 1:4 umkristallisiert. Der ausgefallene
Feststoff wird abfiltriert, mit zert-Butanol/Isopropanol 1:1 gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausb.: 16.4 g (86%); farbloser, amorpher Feststoff; Re= 0.72 (EE/PE 3:1); Schmp.: 148-
150 °C.

CaaH4gN203S; (M = 796.99 g/mol) [796.29].

TH.NMR (300 MHz, CDCls), 6 [ppm]: 7.72 (d, 4H, 2xH4-, 2xH5-Fmoc, Jusns = Jusne =
7.7 Hz), 7.56 (d, 4H, 2xH1-, 2xH8-Fmoc, Jui n2 = Jusny = 7.7 Hz), 7.39(t, 4H, 2xH3-, 2xH6-
Fmoc, Jusnoms = Jnensmz = 8.5 Hz), 7.29(t, 4H, 2xH2-, 2xH7-Fmoc, Jmnims = Juznems =
7.4 Hz), 5.70 (d, 2H, 2xNH, Jxn,co = 7.4 Hz), 4.54-4.52 (m, 2H, 2xC%), 4.35 (d, 4H, 2xCH,
(Fmoc), Jen,cu = 7.4 Hz), 4.24-4.16 (m, 2H, 2xCH (Fmoc), 3.19-3.15 (m, 4H, 2><CB), 1.46 (s,
18H, CHj (2x7Bu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-S-[2,3-dihydroxy-(2RS)-propyl]-(R)-cystein-tert-
butylester (85)** 8

In 40 ml entgastem Dichlormethan werden 3.60 g (4.52 mmol) i o
N,N’-Di-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-L-cystin-di-tert-butylester (84) gelost und mit
2.10 g (32.10 mmol) Zinkstaub versetzt. Unter kriaftigem Riihren werden 15 ml einer
Mischung von MeOH, konz. HCI und konz. H,SO4 (100:7:1) zugegeben. Nach 20 Minuten
werden 3.40 g (45.9 mmol) Glycidol zugegeben, und es wird bei 40 °C iiber 4.5 Stunden
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird anschlieend i. Vak. auf halbes Volumen eingeengt und
mit 5ml 5%iger KHSO4-Losung versetzt. Die Mischung wird 20 Stunden bei -4 °C
aufbewahrt und dann iiber Hyflo filtriert. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wassrige Phase dreimal mit je 20 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden dreimal mit je 20 ml ges. NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und i. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Das so erhaltene Ol wird im Feinvakuum getrocknet und ohne
weitere Reinigung weiterverarbeitet.

Ausb.: 4.28 g ( quant.); farbloses, hochviskoses Ol; Ry = 0.37 (EE/PE 3:1).
C25H31NOgS (M =473.58 g/mol) [473.19].

IH-NMR (300 MHZ, CDC13), 0 [ppm] 7.75 (d, ZH, H4-, HS-Fmoc, JH4,H3 = JHS,HG =74 HZ),
7.59 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Jyim = Jusny = 7.4 Hz), 7.39(t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus moms =
JH6,H5/H7 =74 HZ), 730(t, 2H, H2—, H7—F1’IlOC, JH2,H1/H3 = JH7,H6/H8 =174 HZ), 5.85-5.65 (m,
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1H, NH), 4.57-4.30 (m, 3H, C% CH, (Fmoc)), 4.21 (t, 1H, CH (Fmoc), Jeu.ci2 = 7.0 Hz),
3.83-3.66 (m, 1H, CH (Glyceryl)), 3.66-3.43 (m, 2H, OCH, (Glyceryl)), 3.05-2.83 (m, 2H,
CP), 2.82-2.70 (m, 1H, SCHy, (Glyceryl)), 2.69-2.53 (m, 1H, SCHa, (Glyceryl)),1.47 (s, 9H,
CH; (1Bu)).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 143.8 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-,
C5a-Fmoc), 127.7 (2C, C3-, C6-Fmoc), 127.1, (2C, C2-, C7-Fmoc) 125.1 (2C, Cl-, C8-
Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 83.2 (1C, Cq (Bu)), 70.5, 70.3 (1C, CH (Glyceryl))", 67.2
(1C, CH, (Fmoc)), 65.2, 65.1 (1C, CH, (Glyceryl))", 54.5 (1C, C%), 47.1 (1C, CH (Fmoc)),
36.8,36.7 (1C, CP)", 35.9, 35.8 (1C, SCH, (Glyceryl))", 28.0 (3C, CHs (1Bu)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise (*) Signalverdopplung auf.

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-
cystein-zert-butylester (86)** i

In 75 ml absol. THF werden 3.00 g (6.33 mmol) N-(9H-Fluoren-9- o o
yl-methoxycarbonyl)-S-[2,3-dihydroxy-(2RS)-propyl]-(R)-cystein-tert-butylester (85) geldst.
Man gibt 5.40 g (20.67 mmol) Palmitinsdure, 4.0 ml DIC (25.83 mmol) und 0.3 g DMAP
(2.60 mmol) zu und riihrt die Reaktionsmischung fiinf Stunden unter Argon. Nach Zugabe
von 3 ml Essigsdure wird die Losung i. Vak. vom Losungsmittel befreit und der Riickstand
aus Dichlormethan/Methanol 20:1 umkristallisiert.

Ausb.: 5.91 g (98%); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.81 (EE/PE 3:1); Schmp.: 43-44 °C,
Lit.:*** Schmp.: 38-42 °C.

Cs7HgiNOsS (M = 950.40 g/mol) [949.65].

TH-NMR (300 MHz, CDCly), 6 [ppm]: 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusn3 = Jusne = 7.7 Hz),
7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jusuz = 7.0 Hz), 7.38(t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus noma =
Juensmr = 7.4 Hz), 7.29(t, 2H, H2-, H7-Fmoc, Junims = Jurnems = 7.4 Hz), 5.67-5.64 (m,
1H, NH), 5.17-5.11 (m, 1H, CH (Glyceryl), 4.48-4.42 (m, 1H, C*), 4.37-4.11 (m, 5H, CH,
(Fmoc), CH (Fmoc), OCH, (Glyceryl)), 3.05-3.01 (m, 2H, CP), 2.75 (d, 2H, SCH, (Glyceryl),
Jemz.cn = 6.3 Hz), 2.32-2.24 (m, 6H, 3xaCH; (Pam)), 1.58-1.53 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.47
(s, 9H, CHj (1Bu)), 1.23 (bs, 48H, 2x(CHz);2 (Pam)), 0.86 (t, 6H, 2xCHj3 (Pam), Jcus,cin2 =
6.6 Hz).
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BC.NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 173.3, 173.0 (3C, 3xC=0), 156.1 (1C, C=0
(Urethan)), 143.8 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 127.7 (2C, C3-, Cé6-
Fmoc), 127.1, (2C, C2-, C7-Fmoc) 125.2 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc),
83.0 (1C, Cq (rBu)), 70.3, 70.0 (1C, CH (Glyceryl))', 67.2 (1C, CH, (Fmoc)), 63.4 (1C, CH,
(Glyceryl)), 54.3, 53.7 (1C, C*%)", 47.1 (1C, CH (Fmoc)), 35.4 (1C, CP), 34.3, 34.2, 34.1, 31.9,
29.7, 29.6, 29.1, 29.2, 29.0, 24.9, 22.7 (28C, 28xCH, (Pam), 33.3, 33.2 (1C, SCH;
(Glyceryl))’, 28.0 (3C, CH; (1Bu)), 14.1 (3C, 3xCHj (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise (*) Signalverdopplung auf.

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RrS)-propyl]-(R)-cystein-tert-butylester (87)***

(Pam3;Cys-O7Bu)
e
In 10 ml DMF/Morpholin (1:1) werden 881 mg (0.93 mmol) N- Opam Nipam
(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cystein-zert-
butylester (86) gelost und zwei Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Es wird 1. Vak. eingeengt
und der Riickstand dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das freie Amin wird in 15 ml
Dichlormethan/DMF 5:2 aufgenommen. Die Losung wird mit 420 mg (1.64 mmol)
Palmitinsdure, 222 mg (1.64 mmol) HOBtxH,O und 208 mg (1.64 mmol) Diisopropyl-
carbodiimid (DIC) versetzt und 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Es wird mit 20 ml
Dichlormethan verdiinnt und je dreimal mit 20 ml Wasser, ges. NaHCOs-Losung und wieder
Wasser ausgeschiittelt. Die organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungmittel 1. Vak. entfernt. Der so erhaltene gelbliche Feststoff wird durch
Umkristallisation aus 20 ml Chloroform/Methanol 20:1 bei -20 °C gereinigt.
Ausb.: 805 mg (90%); farbloser, amorpher Feststoff; Schmp.: 59 °C.
CsgHi11NO7S (M = 966.57 g/mol) [965.81].

FD-MS, m/z: 966.9 ((IM+H]", ber.: 966.8)

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 6.34-6.28 (m, 1H, NH), 5.13-5.10 (m, 1H, CH
(Glyceryl), 4.68-4.71 (m, 1H, C%), 4.33-4.27 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 4.14-4.08 (m,1H,
OCHa, (Glyceryl)), 3.04-2.95 (m,2H, CP), 2.71 (d, 2H, SCH, (Glyceryl), Jem.cu = 6.6 Hz),
2.32-2.20 (m, 6H, 3xaCH, (Pam)), 1.70-1.50 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.46 (s, 9H, CHj3
(1Bu)), 1.23 (bs, 72H, 3x(CHy)2 (Pam)), 0.86 (t, 9H, 3xCH3 (Pam), Jcus cu2 = 6.2 Hz).
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BC.NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 173.0, 172.9, 169.7 (4C, 4xC=0), 82.8 (1C, C,
(1Bu)), 70.3, 70.0 (1C, CH (Glyceryl))', 63.5 (1C, OCH, (Glyceryl)), 52.5 (1C, C%), 35.2 (1C,
C), 36.5,34.3,34.1, 32.9, 31.9, 29.7, 29.5, 29.3, 24.9, 22.7 (42C, 3x(CH,)14 (Pam), 33.2 (1C,
SCH; (Glyceryl)), 28.0 (3C, CH; (tBu)), 14.1 (3C, 3xCH3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise () Signalverdopplung auf,

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2Rs)-propyl]-(R)-cystein (88)***

(Pam;Cys-OH) 0
In 10 mL Dichlormethan werden 4.26 g (4.41 mmol) N-Palmitoyl- o o
S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cystein-tert-butylester (87) gelost, mit 2.0 mL
Anisol und 50 mL Trifluoressigsdure versetzt und 90 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Die
Losung wird mit 60 mL Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird noch
dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert. Das Produkt wird durch Umkristallisation aus
Petrolether/Chloroform 16:1 bei -20 °C gereinigt.

Ausb.: 3.66 g (91%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry= 0.43 (EE/AcOH 100:1); Schmp.:
62 °C.

CsaH103NO7S (M = 910.46 g/mol) [909.75].

'"H-NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 6.60-6.58 (m, 1H, NH), 5.21-5.08 (m, 1H, CH
(Glyceryl), 4.83-4.67 (m, 1H, C%), 4.41-4.27 (m, 1H, OCH,, (Glyceryl)), 4.19-4.05 (m,1H,
OCHy, (Glyceryl)), 3.18-2.97 (m, 2H, CP), 2.72 (d, 2H, SCH, (Glyceryl), Jcm.cn = 6.0 Hz),
2.32-2.20 (m, 6H, 3xaCH, (Pam)), 1.68-1.52 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.22 (bs, 72H,
3x(CH2)12 (Pam)), 0.86 (t, 9H, 3xCHj3 (Pam), Jcus cmz = 6.6 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;, BB), & [ppm]: 173.4, 173.6, 173.5, 172.6 (4C, 4xC=0), 70.2,
70.1 (1C, CH (Glyceryl))', 63.7 (1C, CH, (Glyceryl)), 52.1, 51.9 (1C, C%)’, 36.3 (1C, CP,
36.2, 34.3, 34.1, 32.9, 31.9, 29.7, 29.5, 29.3, 25.5, 24.9, 22.7 (42C, 3x(CH,)4 (Pam), 33.8
(1C, SCH, (Glyceryl)), 14.1 (3C, 3xCH3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise (*) Signalverdopplung auf.
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5.6.2 Versuche zur direkten Verknupfung

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-benzyl-seryl-12-amido-4,7,10-trioxa-
decansiure-fert-butylester (89) o8 .
(Fmoc-Ser(Bn)-{OEG}-COOBu) %MM
In 10 ml Dichlormethan werden 1.50 g (3.59 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-
O-benzyl-serin (Fmoc-Ser(Bn)-OH) gelost. Die Losung wird im Eisbad gekiihlt und mit
560 mg (3.66 mmol) HOBtxH,O und 700mg (3.66 mmol) EDC versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 15 Minuten bei 0 °C geriihrt und anschlieBend mit 1.15g
(3.58 mmol) (72) in 10 ml Dichlormethan versetzt. Die Losung wird 20 Stunden unter
langsamem Aufwirmen auf Raumtemp. geriihrt. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und
der Riickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen. Die org. Phase zweimal mit je 20 ml
Wasser und dann nacheinander mit je 15 ml 5%iger Zitronensdure-, ges. NaHCO;- und ges.
NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel i.
Vak. abdestilliert. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (EE/CH 1:3—53:1)
gereinigt.

Ausb.: 2.17 g (84%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; R¢= 0.33 (EE/PE 3:1).

C33H4sN209 (M = 676.80 g/mol) [676.34].

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.57 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusns = Jusue = 7.5 Hz),
7.50 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jusuy = 7.4 Hz), 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus mms =
Jnensmr = 7.3 Hz), 7.33-7.27 (m, 7H, H2-, H7-Fmoc, H,: (Bn)), 6.81 (bs, 1H, Ser-NH- CH,),
5.76 (bs, 1H, NH (Urethan)), 4.56-4.53 (m, 2H, CH, (Bn)), 4.43-4.30 (m, 3H, S CH,
(Fmoc)), 4.20 (t, 1H, CH (Fmoc), Jcu,cuz = 6.9 Hz), 3.90-3.83 (m, 1H, Sﬁa), 3.65 (t, 2H,
-CH,CH,COO?Bu, Jempci = 6.6 Hz), 3.54-3.46 (m, 13H, SPy, -(CH,CH,0)s-), 2.45 (t, 2H,
-CH,COO?Bu, Jem,cz = 6.6 Hz), 1.41 (s, 9H, CH; (1Bu)).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 170.9, 169.8 (2C, 2xC=0), 156.0 (1C, C=0
(Urethan), 143.8, 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 137.5 (1C, Cq
(Bn)), 129.0, 128.5, 127.9 (5C, C4 (Bn)), 127.8, 127.7 (2C, C3, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-,
C7-Fmoc), 125.3, 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 80.5 (1C, Cq (1Bu)),
73.4 (1C, CH, (Bn)), 70.5, 70.4, 70.3, 69.6 (8C, SP, (CH,CH,0);CH,-), 66.9 (1C, CH,
(Fmoc)), 54.3 (1C, S%), 472 (1C, CH (Fmoc), 39.5 (1C, -CH,-NH-), 36.2 (IC,
-CH,COO1Bu), 28.1 (3C, CH; (1Bu).
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N-Palmitoyl-$-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-12-
amido-4,7,10-trioxa-decansiure-ter-butylester (90)

(Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-COO7Bu) 0 g‘/ o

~ H\é/\oMmBu
Eine Losung von 2.10g (2.91 mmol) ° 3

(Fmoc-Ser(Bn)-{OEG}-COO7Bu) (89) in 30 ml DMF:Morpholin 1:1 wird 90 Minuten bei

N
H

OPam NHPam

Raumtemp. geriihrt. Die Losung wird mit 50 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt. Der
Riickstand wird noch viermal mit Toluol kodestilliert und anschlieBend i. Hochvak.
getrocknet. Eine Losung von 2.55 g (2.80 mmol) N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-
propyl]-(R)-cystein (88) in einer Mischung aus 20 ml Dichlormethan und 5 ml DMF wird
nacheinander mit 460 mg (3.00 mmol) HOBtxH,0, 965 mg (3.01 mmol) TBTU und 1.03 ml
(6.01 mmol) DIPEA versetzt und 10 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Das vorher dargestellte
freie Amin, gelost in 20 ml Dichlormethan und 5 ml DMF, wird zugegeben und die
Reaktionsmischung 18 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Es wird mit 100 ml Dichlormethan
verdiinnt und nacheinander mit je 20 ml ges. NaHCOs-, 5%iger Zitronensdure- und ges.
NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und 1. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie
(CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 5:1) gereinigt.

Ausb.: 2.27 g (60%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.38 (CH,Cl,/MeOH 20:1).
C77H139N3013S (M = 1347.00 g/mol) [1346.00].

ESI-MS (positiv), m/z: 1369.4 ((M+Na]", ber.: 1369.0).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.33-7.15 (m, 6H, C,: (Bn), NH (C oder S)), 7.05-6.90
(m, 1H, -CH,NH-Ser), 6.55-6.45 (m, 1H, NH (C oder S)), 5.16-5.03 (m, 1H, CH (Glyceryl)),
4.56-4.44 (m, 4H, CH, (Bn), C*, S%), 4.33-4.23 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 4.13-4.04 (m, 1H,
OCHa, (Glyceryl)), 3.90-3.81 (m, 1H, SP,), 3.64 (t, 2H, -CH,CH,COO?Bu), 3.59-3.45 (m,
11H, SP, , -(CH,0CH,),CH,-), 3.45-3.35 (m, 2H, -CH,-NH-Ser), 2.92-2.83 (m, 2H, CP), 2.74-
2.67 (m, 2H, -SCH,- (Glyceryl)), 2.44 (t, 2H, -CH,COO?Bu, Jcnacnz = 6.5 Hz), 2.30-2.20 (m,
2H, aCH, (NHPam)), 2.20-2.12 (m, 4H, 2xaCH, (OPam)), 1.61-1.48 (m, 6H, 3xBCH,
(Pam)), 1.39 (s, 9H, CH; (1Bu)), 1.25 (bs, 72H, 3x(CH;);, (Pam)), 0.83 (t, 9H, 3xCH; (Pam),
Jems.cmz = 6.7 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;, BB, DEPT), & [ppm]: 173.3, 170.8, 170.3, 170.1, 169.4, 169.2
(6C, 6xC=0), 137.5 (1C, Cq (Bn)), 128.4, 127.8, 127.6 (5C, C4 (Bn)), 80.5 (1C, Cq (1Bu)),
73.3 (1C, CH, (Bn)), 70.5, 70.4, 70.3, 70.1, 69.5, 69.4 (8C, S’, CH (Glyceryl),
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-(CH,CH,0)5-), 66.8 (1C, -CH,CH,COOBu), 63.6, 63.5 (1C, OCH, (Glyceryl))’, 53.0, 52.3,
52.0 (2C, C% S%°, 39.5 (1C, -CH,-NHBoc), 36.3 (2C, 2xaCH, (OPam)), 362 (IC,
-CH,COO?Bu), 34.3 (1C, CP), 34.0 (1C, aCH, (NHPam)), 31.9 (1C, -SCH,- (Glyceryl)), 28.0
(3C, CH; (fBu)), 25.5 (1C, BCH, (NHPam)), 24.9, 24.8 (2C, 2xBCH, (OPam)), 32.1, 29.7,
29.529.3,29.1, 22.6 (36C, 3x(CHy)14 (Pam)), 14.1 (3C, 3xCH; (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise ) Signalverdopplung auf.

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-12-

amido-4,7,10-trioxa-decansiure (91)

(Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-COOH) N\ﬁ)g %( e~ M

Eine Losung von 40 mg Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-COO7Bu (90) in 1 ml Dichlormethan wird
mit 2.5 ml Trifluoressigsdure versetzt und eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Die Losung
wird mit 10 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird noch zweimal mit
Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Produktes erfolgt durch Flashchromatographie
(CH,Cl1,/MeOH/AcOH 100:10:1).

Ausb.: 38 mg (99%); farbloser amorpher Feststoff; Re= 0.49 (CH,Cl,/MeOH/AcOH
100:10:1).

C73H131N3013S (M = 1290.9 g/mol) [1289.9].

ESI-MS (positiv), m/z: 1313.0 ((M+Na]", ber.: 1312.9).

"H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY), & [ppm]: 7.63-7.56 (m, 1H, NH (S), 7.33-7.13 (m, 5H,
Car (Bn)), 6.86-6.73 (m, 1H, -CH,NH-Ser), 6.65-6.61 (m, 1H, NH (C)), 5.17-5.13 (m, 1H, CH
(Glyceryl)), 4.74-4.69 (m, 1H, S%), 4.67-4.62 (m, 1H, C%), 4.52 (s, 2H, CH; (Bn)), 4.36-4.25
(m, 1H, OCHa, (Glyceryl)), 4.17-4.07 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 3.96-3.86 (m, 1H, S%,),
3.74-3.69 (m, 2H, -CH,-CH,-COOH), 3.67-3.62 (m, 1H, SP,), 3.77-3.40 (m, 10H,
-CHy(CH,0CH,),-), 3.39-3.33 (m,2H, Ser-NH-CH»-), 3.00-2.84 (m, 2H, C"), 2.79-2.73 (m,
1H, -SCHp,- (Glyceryl)), 2.72-2.66 (m, 1H, -SCHa- (Glyceryl)), 2.58-2.50 (m, 2H,
-CH,COO1Bu), 2.30-2.26 (m, 2H, aoCH, (NHPam)), 2.21-2.16 (m, 4H, aCH, (OPam)), 1.63-
1.50 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.22 (bs, 72H, 3x(CH>);> (Pam)), 0.84 (t, 9H, 3xCH; (Pam),
Jems.cm2 = 6.7 Hz).

I3C-NMR (100.6 MHz, CDCl;, BB, HMQC), & [ppm]: 173.4, 170.6 (6C, 6xC=0), 137.5 (1C,
Cq (Bn)), 128.4, 127.8, 127.7 (5C, Cyi (Bn)), 73.3 (1C, CH; (Bn)), 70.6, 70.4, 70.3, 70.2, 70.1,
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69.6, 69.4 (8C, S, CH (Glyceryl), -(CH,CH,0)3-), 66.5 (1C, -CH,CH,COO?Bu), 63.6, 63.5
(1C, OCH, (Glyceryl))', 53.4, 52.8, 52.0 (2C, C%, S%)", 39.7 (1C, -CH,-NHBoc), 36.4, 36.3
(2C, 2xaCH, (OPam)), 35.0 (1C, -CH,COO?Bu), 34.3 (1C, C%), 34.1 (1C, aCH, (NHPam)),
31.2 (1C, -SCH,- (Glyceryl)), 25.5 (1C, BCH, (NHPam)), 24.9, 24.8 (2C, 2xBCH, (OPam)),
32.9,29.7,29.529.3,29.1, 22.7 (36C, 3x(CHs)14 (Pam)), 14.1 (3C, 3xCH; (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise () Signalverdopplung auf,

N-(tert-Butyloxycarbonyl)aminoethyloxyethyloxyethylamin (92)
(BocNH-{OEG}-NH,) NN
In 80 ml 1,4-Dioxan werden 18 ml (18.2 g, 120 mmol) Aminoethyloxyethyloxyethylamin
gelost. Uber einen Zeitraum von vier Stunden wird eine Losung von 4.37 g (20 mmol) Di-
tert-butyl-dicarbonat (Boc,O) in 30 ml Dioxan zugetropft und die entstehende Suspension
anschlieBend noch 15 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Das Dioxan wird 1. Vak. abdestilliert
und der Riickstand in 40 ml Wasser aufgenommen. Das Produkt wird viermal mit je 50 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden dreimal mit je 30 ml ges.
NaCl-Losung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel
befreit. Das so erhaltene Ol ist nach Trocknung i. Hochvak. rein genug fiir die weitere
Umsetzung.

Ausb.: 4.90 g (99%); leicht gelbliches Ol.

Ci11H24N204 (M = 248.32 g/mol) [248.17].

'H-NMR (300 MHz, CDCl;), § [ppm]: 5.15 (bs, 1H, NH), 3.58-3.51 (m, 4H, -OCH,CH,0-),
3.50-3.42 (m, 4H, 2x-NCH,CH,-0O-), 3.28 (d, 2H, -CH,NH-, Jcuaonn = 4.8 Hz), 2.87 (t, 2H,
—Cﬂz—NHz, JCH2CH2 =5.0 HZ), 2.35 (S, 2H, NHz), 1.40 (S, 9H, CH3 (ZBU))

N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl-O-benzyl-serin-[N’-(tert-butyloxycarbonyl)-
aminoethyloxyethyloxyethyl]amid (93)

/OBn
(Fmoc-Ser(Bn)-{OEG}-NHBoc) JTA%VY\

In 30 ml Dichlormethan werden 3.40 g (8.14 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-
O-benzyl-serin (Fmoc-Ser(Bn)-OH) gelost. Die Losung wird im Eisbad gekiihlt und mit
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1.25 g (8.16 mmol) HOBtxH,O und 1.56 g (8.16 mmol) N-Ethyl-N’-(3-dimethylamino-
propyl)-carbodiimid-hydrochlorid (EDC) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 15 Minuten
bei 0°C  gerihrt und  anschlieBend mit 2.0g (8.05mmol)  N-(tert-
Butyloxycarbonyl)aminoethyloxyethyloxyethylamin (92) in 10 ml Dichlormethan versetzt.
Die Losung wird 30 Minuten bei 0 °C geriihrt, dann wird das Eisbad entfernt und es wird
noch weitere 24 Stunden geriihrt. Die Reaktionsmischung wird zweimal mit je 20 ml Wasser
und dann nacheinander mit je 15 ml 5%iger Zitronensiure-, ges. NaHCOs- und ges. NaCl-
Losung gewaschen. Die org. Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (EE/CH 3:1) gereinigt.
Ausb.: 4.20 g (80%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.24 (EE/PE 3:1).

C36H4sN30g (M = 647.76 g/mol) [647.32].

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jusus = Jusus = 7.5 Hz),
7.57 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juin2 = Jusn7 = 7.5 Hz), 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus noma =
Juensm7 = 7.3 Hz), 7.33-7.25 (m, 7H, H2-, H7-Fmoc, H,; (Bn)), 6.79 (bs, 1H, Ser-NH- CH),
5.74 (bs, 1H, NH (Urethan)), 5.00 (bs, 1H, NH (Boc), 4.57-4.50 (m, 2H, CH, (Bn)), 4.42-4.30
(m, 3H, S* CH, (Fmoc)), 4.19 (t, 1H, CH (Fmoc), Jen,cz2 = 6.9 Hz), 3.92-3.84 (m, 1H, SP,),
3.61-3.39 (m, 11H, SP,, -(CH,CH,0),-CH,), 3.24 (t, 2H, -CH,-NHBoc, Jcm,ciz = 5.1 Hz),
1.41 (s, 9H, CH3; (1Bu)).

B3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;, BB, DEPT), & [ppm]: 169.9 (1C, C=0), 156.1 (2C, 2xC=0
(Urethan), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.3 (2C, C4a-, C5a-Fmoc), 137.4 (1C, Cq4 (Bn)),
129.0, 128.5, 128.2 (5C, C4 (Bn)), 127.7 (2C, C3, C6-Fmoc), 127.1 (2C, C2-, C7-Fmoc),
125.1 (2C, Cl1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc), 79.4 (1C, Cq4 (1Bu)), 73.4 (1C, shy,
70.1, 69.9, 69.7 (6C, CH; (Bn), (CH,CH,0),CH,-), 67.2 (1C, CH, (Fmoc)), 54.3 (1C, S%),
47.1 (1C, CH (Fmoc), 39.5 (1C, -CH,-NH-), 28.4 (3C, CH; (1Bu).

N-Palmitoyl-S-|2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-8-
amido-3,6-dioxa-1-/N-(tert-butyloxycarbonyl)-amino-octan

(94) Z/osn .
(Pam;3;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-NHBoc) BOCHN%/\O%\/nﬁ(\N)SMN\S/hT/\OPQm

Eine Losung von 1.80g (2.78 mmol) Fmoc-Ser(Bn)-{OEG}-NHBoc (93) in 20 ml
DMF:Morpholin (1:1) wird eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Die Losung wird mit 50 ml
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Toluol verdiinnt und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird noch viermal mit Toluol
kodestilliert und anschlieBend i. Hochvak. getrocknet. Eine Losung von 2.45 g (2.69 mmol)
Pam3;Cys-OH (88) in einer Mischung aus 10 ml Dichlormethan und 2 ml DMF wird
nacheinander mit 430 mg (2.80 mmol) HOBtxH,O, 900 mg (2.80 mmol) TBTU und 950 pl
(5.60 mmol) DIPEA versetzt und 15 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Das vorher dargestellte
freie Amin, gelost in 10 ml Dichlormethan und 2 ml DMF, wird zugegeben und die
Reaktionsmischung 3.5 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Es wird mit 50 ml Dichlormethan
verdiinnt und nacheinander mit je 10 ml ges. NaHCOs-, 5%iger Zitronensdure- und ges.
NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak.
vom Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie
(CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 5:1) gereinigt.

Ausb.: 1.80 g (51%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.73 (CH,Cl,/MeOH 10:1); R¢= 0.33
(CH,Cly/MeOH 20:1).

C75sH136N4012S (M = 1317.97 g/mol) [1316.99].

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.34-7.16 (m, 6H, C, (Bn), NH (C oder S)), 6.98-6.87
(m, 1H, -CH,NH-Ser), 6.56-6.40 (m, 1H, NH (C oder S), 5.21-5.13 (m, 1H, CH (Glyceryl),
5.13-5.01 (m, 1H, NH (Urethan)), 4.60-4.44 (m, 4H, CH, (Bn), C%, S%), 4.36-4.25 (m, 1H,
OCH,, (Glyceryl)), 4.15-4.06 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 3.95-3.87 (m, 1H, S",), 3.63-3.54
(m, 1H, SP,), 3.54-3.48 (m, 8H, -(CH,OCH,),-), 3.48-3.38 (m, 2H, -CH,-NH-Ser), 3.30-3.15
(bs, 2H, -CH,-NHBoc), 2.94-2.86 (m, 2H, CP), 2.78-2.67 (m, 2H, -SCH,- (Glyceryl)), 2.27 (t,
2H, aCH,; (NHPam), Jcma,cn2 = 7.3 Hz), 2.23-2.15 (m, 4H, 2xaCH; (OPam)), 1.62-1.50 (m,
6H, 3xBCH; (Pam)), 1.40 (s, 9H, CH; (1Bu)), 1.24 (bs, 72H, 3x(CH;)> (Pam)), 0.84 (t, 9H,
3xCHj3 (Pam), Jens cn2 = 6.7 Hz).

B3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB), & [ppm]: 173.4, 173.3, 169.3 (5C, 5xC=0), 156.1 (1C,
C=0 (Urethan), 137.5 (1C, Cq (Bn)), 128.4, 127.8, 127.7, 127.6 (5C, C, (Bn)), 79.3 (1C, Cq
(1Bu)), 73.4 (1C, SP), 70.2, 70.1, 69.5, 69.3 (8C, CH, (Bn), CH (Glyceryl), (CH,CH,0);-),
63.6, 63.5 (1C, OCH, (Glyceryl)), 53.1, 52.9, 52.1 (2C, C*% S%)", 39.5 (1C, -CH,-NHBoc),
36.4 (2C, 2xaCH, (OPam)), 34.3 (1C, CP), 34.1 (1C, aCH, (NHPam)), 31.9 (1C, -SCH,-
(Glyceryl)), 28.4 (3C, CH; (tBu)), 25.5 (1C, BCH, (NHPam)), 25.4 (2C, 2xBCH; (OPam)),
31.9,29.7,29.3, 29.1, 28.4, 22.7 (36C, 3x(CHz)14 (Pam)), 14.1 (3C, 3xCHj3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise ) Signalverdopplung auf.
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N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-8-
amido-3,6-dioxa-1-amino-octan,

g/OBn o
. . 3 H f
Trifluoressigsiauresalz (95) HZN\Q/\"%\/NWK\” )S\s /%T/\Opam
H
: [¢]

(Pam3;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-NH,xTFA) KHpam OPam

Eine Losung von 500 mg (0.38 mmol) Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-NHBoc (94) in 2 ml
Dichlormethan wird mit 4 ml TFA versetzt und eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Die
Losung wird mit 20 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wird dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert und dann in wenig Dichlormethan
aufgenommen. Die Losung wird in 20 ml eiskaltes Methanol getropft und der ausgefallene
Niederschlag abzentrifugiert. Das Produkt wird nochmals durch Aufschlimmen in Methanol
und Abzentrifugieren gereinigt und anschlieBend i. Vak. getrocknet.

Ausb.: 445 mg (88 %); farbloser, amorpher Feststoff.

C72H120F3N401,S (M = 1331.87 g/mol) [1330.93].

ESI-MS (positiv), m/z: 1218.5 ((M-TFA+H]", ber.: 1217.9).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.99-7.67 (m, 1H, NH (C oder S)), 7.63-7.50 (m, 1H,
NH (C oder S)), 7.41-7.20 (m, 5H, C, (Bn)), 7.13-6.92 (m, 1H, -CH,NH-Ser), 6.02-5.78 (m,
2H, NH,), 5.21-5.06 (m, 1H, CH (Glyceryl), 4.62-4.43 (m, 4H, CH, (Bn), C% S%), 4.40-4.24
(m, 1H, OCH,, (Glyceryl)), 4.15-3.99 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 3.98-3.87 (m, 1H, S%,),
3.73-3.48 (m, 11H, - CHy(CH,OCH,),-, SP,), 3.47-3.37 (m, 2H, -CH,-NH-Ser), 3.09-2.85 (m,
2H, CP), 2.76-2.65 (m, 2H, -SCH,- (Glyceryl)), 2.34-2.17 (m, 6H, 3xa.CH, (Pam)), 1.64-1.48
(m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.23 (bs, 72H, 3x(CHa);» (Pam)), 0.85 (t, 9H, 3xCH; (Pam),
Jews.cmr = 6.7 Hz).

BC_NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 173.5, 171.9, 170.1 (5C, 5xC=0), 137.3 (1C, C,
(Bn)), 128.5, 128.0, 127.8 (5C, C,; (Bn)), 73.4 (1C, SP), 70.1, 69.9, 69.5 69.2 (8C, CH, (Bn),
CH (Glyceryl), (CH,CH,0)s-), 63.7, 63.5 (1C, OCH, (Glyceryl))", 54.3, 53.8 (2C, C%, S%),
36.1 (2C, 2xaCH, (OPam)), 34.3 (1C, CP), 34.0 (1C, aCH, (NHPam)), 31.9 (1C, -SCH,-
(Glyceryl)), 25.6 (1C, BCH, (NHPam)), 24.8 (2C, 2xBCH, (OPam)), 29.7, 29.5, 29.3, 29.1,
22.7 (36C, 3x(CH,)14 (Pam)), 14.1 (3C, 3xCH; (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise () Signalverdopplung auf,
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0-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-threonin-

benzylester (96) AcOOAc

QO
(H-Thr(aAc3;GalNAc)-OBn) ACONmmms
Eine Losung von 500 mg (0.66 mmol) Fmoc-Thr(Ty)-OBn (8) in 3 ml szj;‘/ "

Dichlormethan wird mit 6 ml Morpholin versetzt und zwei Stunden bei °

Raumtemp. geriihrt. Dichlormethan und Mopholin werden i. Vak. abdestilliert und der
Riickstand noch dreimal mit Toluol kodestilliert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt
durch Flachchromatographie (CH,Cl,—~>CH,Cl,/MeOH 10:1).

Ausb.: 352 mg (quant.); farbloser Feststoff; Ry = 0.49 (CH,Cl,/MeOH 10:1).

CysH34N20; (M = 538.54 g/mol) [538.22].

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.39-7.30 (m, 5H, H, (Bn)), 6.12 (bs, 1H, NH
(GalNAc)), 5.34 (d, 1H, H4, Jusus = 2.6 Hz), 5.17 (d, 1H, CHy, (Bn), J.p = 11.8 Hz), 5.10-
5.03 (m, 2H, CHy, (Bn), H3), 4.78 (d, 1H, HI, Ju1m = 3.7 Hz), 4.50 (dd, 1H, H2, Jyim =
3.7 Hz, Jip. w3 = 8.6 Hz), 4.24-4.19 (m, 1H, TP), 4.06-4.03 (m, 3H, H5, H6,y), 3.47 (bs, 1H,
T%), 2.13, 2.00, 1.96, 1.94 (4xs, 12H, 4xCH; (Ac), 1.35 (d, 3H, T", Jp,1p. = 6.2 Hz)

BCNMR (75.5 MHz, CDCls, BB), § [ppm]: 170.9, 170.3 (5C, 5xC=0), 134.8 (1C, C, (Bn)),
128.8, 128.6, 120.7 (5C, Ca (Bn)), 100.0 (1C, C1), 77.9 (1C, T, 68.6, 67.4, 67.2 (4C, C3,
C4, C5, CH, (Bn)), 62.1 (1C, C6), 59.1 (1C, T%), 47.6 (1C, C2), 23.1 (1C, CH; (NHAc)),
20.7,20.6 (3C, 3xCH3 (OAc), 18.3 (1C, T").

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-12-
amido-4,7,10-trioxa-decanoyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-benzylester (97)

(Pam3;Cys-Ser(Bn)-{OEG}- pe0 O
Thr(aAc3GalNAc)-OBn) &

Eine Losung von 40 mg (74.3 umol) /\A ﬁ)k /;‘/ %A M j;\/

Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-COOH (91) in 3 ml Dichlormethan/DMF 5:1 wird nacheinander
mit 12 mg (78.4 umol) HOBtxH,0, 24 mg (74.7 pmol) TBTU und 25 pl (146 pmol) DIPEA
versetzt und fiinf Minuten gerithrt. Eine Losung von 85mg (65.9 umol) H-
Thr(aAc3;GalNAc)-OBn (96) in 1.5 ml DMF/Dichlormethan 2:1 wird zugegeben und die
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Reaktionslosung 20 Stunden bei Raumtemp. gertihrt. Die Losung wird mit 50 ml
Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit je 10 ml 5%iger Citronensdure-, ges. NaHCO3
und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in 15 ml Dichlormethan geldst, auf
-20 °C gekiihlt und mit 50 ml eiskaltem Methanol versetzt. Der ausgefallene Niederschlag
wird abzentrifugiert, in Methanol aufgeschlimmt und nochmals abzentrifugiert. Das Produkt
wird i. Vak. getrocknet.

Ausb.: 89 mg (75%); farbloser, amorpher Feststoff; Rs=0.55 (CH,Cl,/MeOH 10:1).
CogH63N5023S (M = 1811.43 g/mol) [1810.15].

ESI-MS (positiv), m/z: 1834.4 ((M+Na]", ber.: 1834.1).

"H-NMR (400 MHz, CDCls;, COSY), & [ppm]: 7.37-7.22 (m, 11H, H, (Bn), S* oder C*
{7.29}), 7.20-7.18 (m, 1H, NH(Thr)), 7.03-7.00 (m, 1H, -CH,NH-), 654-6.50 (bs, 1H, S“ oder
C%), 6.12 (bs, 1H, NH (GalNAc)), 5.35-5.31 (m, 1H, H4), 5.19-5.10 (m, 3H, CH (Glyceryl)
{5.14}, CH, (Bn-Ester) {5.13, 5.04}), 5.07-4.99 (m, 1H, H3), 4.81 (d, 1H, HI, Jyim =
3.6 Hz), 4.70 (d, 1H, T%, J1o,1p = 8.8 Hz), 4.60-4.45 (m, 5H, S* {4.54}, C* {4.52}, H2 {4.49},
CH, (Bn-Ether) {4.49}), 4.36-3.97 (m, 6H, OCH,, (Glyceryl) {4.30}, T® {4.20}, H5 {4.16},
{4.30}, OCHy, (Glyceryl) {4.10}, H6,}, {4.03}), 3.91-3.87 (m, 1H, SP,), 3.73-3.70 (m, 2H,
-COCH,CH,-), 3.62-3.49 (m, 11H, SP, {3.56}, -(CH,OCH,),CH,-), 3.44-3.41 (m, 2H,
NH-CH,-), 2.92-2.89 (m, 2H, CP), 2.74-2.70 (m, 2H, -SCH,- (Glyceryl)), 2.55-2.51 (m, 2H,
-COCHy»-), 2.29-2.25 (m, 4H, 2xaCH; (OPam)), 2.21-2.18 (m, 2H, aCH, (NHPam)), 2.12,
1.99, 1.94, 1.92 (4xs, 12H, 4xCH3 (Ac)), 1.55 (bs, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.21 (bs, 39H,
3x(CHy)12 (Pam), T%), 0.83 (t, 9H, 3xCHj3 (Pam), Jcus.cnz = 7.1 Hz).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, BB, HMQC), & [ppm]: 173.5, 173.3, 171.8, 170.3 (11C,
11xC=0), 137.5, 134.5 (2C, Cq (2xBn)), 128.8, 128.6, 128.4, 127.8, 127.6 (12C, C, (2xBn)),
99.0 (1C, C1), 76.7 (1C, T%), 73.5 (1C, CH, (Bn-Ether)), 70.4, 70.3, 69.5, 69.4 (4C, -(CH,
CH,0),-), 70.0 (1C, CH (Glyceryl)), 69.5 (1C, SP), 68.6 (1C, C3), 67.7 (1C, CH, (Bn-Ester)),
67.5 (1C, C4), 67.3 (1C, CO-CH,CH>-), 67.2 (1C, C5), 63.5 (1C, OCH; (Glyceryl)), 62.4 (1C,
C6), 56.5 (1C, T%, 53.2 (2C, C% S%), 47.5 (1C, C2), 39.6 (1C, -CH,NH-), 36.8 (1C,
CO-CH,-), 36.4, 34.2 (3C, 3xaCH, (Pam)), 34.4 (1C, CP), 32.7 (1C, -SCH,- (Glyceryl)),
29.7, 29.5 29.3, 29.1, 20.6 (36C, 3x(CH>)1> (Pam)), 25.5, 24.8 (3C, 3xBCH, (Pam)), 23.2,
20.8, 20.7 (4C, 4xCHj; (Ac)), 18.4 (1C, T"), 14.1 (3C, 3xCHj; (Pam)).
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N-|N-(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-o.-
D-galactopyranosyl)-L-threonyl], N°-| N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-
propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl]-3,6-dioxa-1,8-diamino-octan (98)
(Fmoc-Thr((aAc;GalNAc)-{OEG}- aco O

Ser(Bn)-CysPamj3)

Eine Losung von 50 mg (74.6 pumol) P HNjiH/ wéA %v w/{ )%A /\A

Fmoc-Thr(aAcs;GalNAc)-OH (9) in 2 ml DMF wird nacheinander mit 14 mg (91.4 umol)
HOBtxH,O, 50 ul (294.5 umol) DIPEA und 28 mg (87.2 umol) TBTU versetzt und
10 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Eine Losung von 110 mg (93.7 mmol) Pam;Cys-Ser(Bn)-
{OEG}-NH;xTFA in 3 ml Dichlormethan wird mit 17 ul (100 umol) DIPEA versetzt und zur
aktivierten Carbonsdure gegeben. Die Reaktionsmischung wird 20 Stunden bei Raumtemp.
geriihrt und dann mit 40 ml Dichlormethan verdiinnt. Es wird nacheinander mit je 10 ml
5%iger Citronensdure-, ges. NaHCOs- und ges. NaCl-Losung gewaschen und {iber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand
durch Flashchromatographie (CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 20:1) gereinigt.

Ausb.: 120 mg (86%); leicht gelblicher Feststoff; Re=0.19 (CH,Cl,/MeOH 20:1.
CocH158N6O22S (M = 1780.37 g/mol) [1779.11].

ESI-MS (positiv), m/z: 1893.5 ((M+Na]", ber.: 1893.5), 958.2 ((M+2Na]*", ber.: 958.1).
'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY), & [ppm]: 7.72 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juams = Jus.pe =
7.4 Hz), 7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Juim = Jugn7 = 7.0 Hz), 7.38-7.31 (m, 2H, H3-, H6-
Fmoc), 7.30-7.17 (m, 7H, H2-, H7-Fmoc, H,; (Bn)), 7.50, 7.06 (2xbs, 2H, 2x-CH,NH-), 7.30,
6.82, 6.60 (3xbs, 3H, 3xNH (C, S, T)), 5.95 (d, 1H, NH (GaINAc), Ixum = 7.4 Hz), 5.38-5.36
(m, 1H, H4), 5.13-5.07 (m, 1H, CH (Glyceryl), 5.06 (dd, 1H, H3, Juzm = 10.2 Hz, Jyz s =
2.4 Hz), 4.89-4.86 (m, 1H, H1), 4.55-4.17 (m, 11H, S*, C* {4.53, 4.52}, H2 {4.52}, CH, (Bn)
{4.46}, T* {4.35}, CH, (Fmoc) {4.33}, OCH,, (Glyceryl) {4.28}, H5 {4.23}, CH (Fmoc)
{4.21}), 4.13-4.10 (m, 4H, T" {4.08}, OCH,, (Glyceryl) {4.07}, H6,}, {4.04}), 3.92-3.88 (m,
1H, SP)), 3.61-3.51 (m, 1H, SPy), 3.50-3.39 (m, 12H, -CH,(CH,OCH,),CH,-), 2.98-2.79 (m,
2H, CP), 2.65 (bs, 2H, -SCH,- (Glyceryl)), 2.25 (t, 4H, 2xaCH;, (OPam), Jcmacm: = 7.0 Hz),
2.17 (t, 2H, aCH, (NHPam), Jemcrn: = 7.0 Hz), 2.10, 1.99, 1.98, 1.95 (4xs, 12H, 4xCHj;
(Ac)), 1.60-1.50 (bs, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.22 (bs, 75H, 3x(CH,);, (Pam), T"), 0.83 (t, 9H,
3xCH3 (Pam), Jeys.cua = 7.0 Hz).
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C.NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB, DEPT), & [ppm]: 173.4, 173.3, 170.5, 170.3, 169.6, 169.5
(10C, 10xC=0), 156.8 (1C, C=0 (Urethan)), 143.7 (2C, Cla-, C8a-Fmoc), 141.2 (2C, C4a-,
C5a-Fmoc), 137.4 (1C, C4 (Bn)), 128.4, 127.8, 127.6 (5C, Cix (Bn)), 127.7 (2C, C3, C6-
Fmoc), 127.1 (2C, C2-,C7-Fmoc), 125.1 (2C, C1-, C8-Fmoc), 120.0 (2C, C4-, C5-Fmoc),
100.4 (1C, Cl), 784 (1C, T, 73.5 (1C, CH, (Bn)), 70.5, 70.4, 69.4, 69.0 (4C,
-(CH,0CH,),-), 70.1 (1C, CH (Glyceryl)), 69.5 (1C, SP), 69.1 (1C, C3), 67.6 (1C, CH,
(Fmoc)), 67.5 (1C, C4), 67.2 (1C, C5), 63.6 (1C, OCH; (Glyceryl)), 62.1 (1C, C6), 58.5 (1C,
T, 53.3 (2C, C%, S%), 47.5 (1C, C2), 47.1 (1C, CH (Fmoc), 39.5 (2C, 2x-CH,NH-), 36.2,
34.2 (3C, 3xaCH, (Pam)), 34.0 (1C, CP), 33.2 (1C, -SCH,- (Glyceryl)), 29.7, 29.3 29.1, 24.9,
24.8, 22.6, 20.6 (36C, 3x(CH,)i2 (Pam)), 25.0 (3C, 3xBCH;, (Pam)), 23.1, 20.8, 20.7 (4C,
4xCHj3 (Ac)), 18.4 (1C, T"), 14.1 (3C, 3xCHj3 (Pam)).

N-[N-(N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl-
12-amido-4,7,10-trioxa-decanoyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl], N’-[ N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-
(R)-cysteinyl-O-benzyl-seryl]-3,6-dioxa-1,8-diamino-octan (99)
(Pam;3;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-Thr(aAc3;GalNAc)-{OEG}-Ser(Bn)-CysPam3)

Eine Losung von ] %
ssmg @l oA S

Fmoc-Thr(aAcs;GalNAc)-{OEG}-Ser(Bn)-CysPam; (98) in 2 ml Dichlormethan wird mit
2 ml Morpholin versetzt und eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt. Dichlormethan und
Morpholin werden i. Vak. abdestilliert und der Riickstand noch viermal mit Toluol
kodestilliert. Durch flashchromatographische Reinigung (CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 10:1, R¢=
0.41 (CH,CIl/MeOH 10:1)) wird das freie Amin erhalten. Es wird ohne Charakterisierung
direkt weiter umgesetzt. Dazu werden 20 mg (15.5 umol) Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-COOH
(91) in 1.5 ml Dichlormethan/DMF 2:1 gelost, mit 4 mg (26.1 umol) HOBtxH,0O, 9 ul
(53.0 umol) DIPEA und 8 mg (25.0 umol) TBTU versetzt und 10 Minuten geriihrt. Eine
Losung des freien Amins in 1 ml Dichlormethan wird zugegeben und weitere 18 Stunden bei
Raumtemp. geriihrt. Die Losung wird i. Vak. auf ca. 1 ml eingeengt und in 15 ml eiskaltes
Methanol getropft. Der Niederschlag wird abfiltriert und durch Flashchromatographie
(CH,Cl,—>CH,CI,/MeOH 10:1) gereinigt.
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Ausb.: 46 mg (75 %); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.45 (CH,Cl,/MeOH 10:1).
C161H283N903282 (M =2921.14 g/mol) [291902]

ESI-MS (positiv), m/z: 2943.4 ([M+Na]", ber.: 2943.0), 1483.7 (IM+2Na]*, ber.: 1483.0).
"H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY), & [ppm]: 7.31-7.26 (m, 10H, H,: (2xBn)), 7.13 (bs, 3H,
3x-CH,NH-), 7.50, 6.83, 6.62 (3xbs, 5H, S*, C% NH(Thr)), 5.36-5.32 (m, 1H, H4), 5.19-5.01
(m, 3H, CH (Glyceryl) {5.13}, H3 {5.04}), 4.92-4.88 (m, 1H, H1), 4.72-4.44 (m, 9H, C*
{4.59}, S* {4.55}, H2 {4.52}, CH, (Bn) {4.50}), 4.38-4.19 (m, 4H, T* {4.31}, OCHa,
(Glyceryl) {4.29}, H5 {4.22}), 4.16-3.99 (m, 5H, T" {4.10}, OCHa, (Glyceryl) {4.10}, H6,
{4.04}), 3.90-3.86 (m, 2H, 2xSP,), 3.73-3.70 (m, 2H, -COCH,CH,-), 3.62-3.59 (m, 2H,
2xSPy), 3.55-3.43 (m, 9H, -(CH,OCH,)-), 3.42-3.40 (m, 6H, 3xNH-CH,-), 2.92-2.90 (m, 4H,
2xCP), 2.72-2.70 (m, 4H, 2x-SCH,- (Glyceryl)), 2.57-2.52 (m, 2H, -COCH,-), 2.30-2.26 (m,
8H, 4xaCH; (OPam)), 2.23-2.20 (m, 5H, 2xaCH, (NHPam)), 2.12, 2.03, 1.99, 1.93 (4xs,
12H, 4xCHj; (Ac)), 1.56 (bs, 12H, 6xBCH, (Pam)), 1.22 (bs, 75H, 6x(CH,);, (Pam), T"), 0.85
(t, 18H, 6xCHj; (Pam), Jcps cm2 = 6.7 Hz).

3C-NMR (100.6 MHz, CDCls, BB, HMQC), & [ppm]: 173.5, 170.7, 170.4, 170.3, 166.9 (16C,
16xC=0), 137.6 (2C, Cq4 (2xBn)), 128.4, 127.6 (10C, C, (2xBn)), 100.3 (1C, C1), 78.0 (1C,
TP), 73.4 (2C, CH, (2xBn)), 70.4, 70.2, 70.1, 69.6, 69.4 (7C, (CH,CH,0)-), 70.2 (2C, 2xCH
(Glyceryl)), 69.5 (2C, 2xSP), 69.2 (1C, C3), 67.5 (1C, C4), 67.3 (1C, C5), 67.2 (1C,
CO-CH,CH,-), 63.6 (2C, 2xOCH, (Glyceryl)), 62.2 (1C, C6), 56.9 (1C, T%), 53.2 (4C, 2xC",
2xS%), 47.6 (1C, C2), 39.5 (3C, 3x-CH,NH-), 36.9 (1C, CO-CH,-), 36.2, 34.3 (6C, 6xa.CH,
(Pam)), 34.3 (2C, 2xCP), 33.1 (2C, 2x-SCHa- (Glyceryl)), 29.5 29.3, 29.2, 25.6, 20.5 (72C,
6x(CHz)12 (Pam)), 25.1 (6C, 6xpCH, (Pam)), 22.9, 20.8, 20.7 (4C, 4xCHj3 (Ac)), 18.6 (1C,
TY), 14.1 (6C, 6xCH3 (Pam)).

Versuche zur Schutzgruppenabspaltung:

(1): Eine Losung von 25 mg (13.8 mmol) Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-Thr(aAc3;GalNAc)-OBn
(97) in 2ml CH,Cl,/MeOH (1:1) wird durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit
Argon vom Sauerstoff befreit. Es wird eine Spatelspitze Pd/C (10%) zugegeben und nach
erneutem Evakuieren wird die Argon-Atmosphdre durch Wasserstoff ersetzt (H»-Ballon).

Man 146t drei Stunden bei Raumtemp. riihren (Reaktionskontrolle durch DC). AnschlieBend
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wird der Katalysator liber einen Spritzenfilter abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in 5ml MeOH/CH,Cl, 3:2 gelost und
tropfenweise mit einer frisch hergestellten 1%igen Losung von Natriummethanolat in
Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5 erreicht ist. Bereits nach kurzer Zeit zeigt die
diinnschichtchromatographische Kontrolle eine Vielzahl von Produkten an. Die
massenspektrometrische Analyse der Reaktionsmischung ergibt, dass die Palmitinsdureester
groBtenteils gespalten wurden. Das gewiinschte Produkt (100) kann nicht nachgewiesen

werden.

(2): Eine Wiederholung der obigen Vorgehensweise bei einem niedrigeren pH-Wert von 8.5

fiihrt ebenfalls schon nach kurzer Zeit zur Spaltung der Palmitinséureester.

(3): Eine Losung von 10mg (3.4 mmol) Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-Thr(aAc;GalNAc)-
{OEG}-Ser(Bn)-CysPam; (99) in 2ml CH,Cl,/MeOH (1:1) wird durch mehrmaliges
Evakuieren und Begasen mit Argon vom Sauerstoff befreit. Es wird eine Spatelspitze Pd/C
(10%) zugegeben und nach erneutem Evakuieren wird die Argon-Atmosphédre durch
Wasserstoff ersetzt (H,-Ballon). Man 148t drei Stunden bei Raumtemp. riihren
(Reaktionskontrolle durch DC). Anschlieend wird der Katalysator {iber einen Spritzenfilter
abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in 2 ml
Toluol gelost und mit 1 ml einer wissrigen NaOH-Losung (pH=9.0) versetzt. Das
Zweiphasengemisch wird 3 Stunden kriftig geriihrt. Die massenspektrometrische Kontrolle

des Reaktionsgemischs zeigt erneut die Spaltung der Palmitinséureester.

(4): Eine Losung von 10mg (3.4 mmol) Pam;Cys-Ser(Bn)-{OEG}-Thr(aAcsGalNAc)-
{OEG}-Ser(Bn)-CysPam; (99) in 3ml CH,Cl/MeOH 1:1 wird durch mehrmaliges
Evakuieren und Begasen mit Argon vom Sauerstoff befreit. Es wird eine Spatelspitze Pd/C
(10%) zugegeben und nach erneutem Evakuieren wird die Argon-Atmosphére durch
Wasserstoff ersetzt (H»-Ballon). Man 148t drei Stunden bei Raumtemp. riihren
(Reaktionskontrolle durch DC). Anschlieend wird der Katalysator {iber einen Spritzenfilter
abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Der Riickstand wird in 2 ml
CH,Cl, gelost und mit 4 ml Methanol versetzt, welches zuvor 8 Wochen {iber aktiviertem
Molsieb (4A, Kugeln) aufbewahrt wurde. Nach 48-stiindigem Riihren bei Raumtemp. ist

diinnschichtchromatographisch keinerlei Reaktion erkennbar.
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5.6.3 Mitogen-Konjugate durch Thiol-Olefin-Verknipfung

N-tert-Butyloxycarbonyl-2-(2-hydroxyethoxy)aminoethan (101)

(BocNH-{OEG}-OH) .
SV

Eine Losung von 2.50 g (23.8 mmol) 2-(2-Aminoethoxy)ethanol in 20 ml Chloroform wird

langsam mit 5.20 g (23.8 mmol) Di-tert-butyldicarbonat (Boc;O) in 20 ml Chloroform

versetzt und 90 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wird zweimal mit je

15 ml Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel

befreit. Das Produkt wird i. Hochvak. getrocknet.

Ausb.: 4.75 g (98%); farbloses, hochviskoses Ol.

CoH9NO4 (M = 205.25 g/mol) [205.13].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),  [ppm]: 3.69 (t, 2H, HO-CHa-, Jomp.ciz = 4.5 Hz), 3.55-3.48
(m, 4H, -CH,OCH,-), 3.28 (t, 2H, -CH,NH- , Jom.cnz = 5.1 Hz), 1.40 (s, 9H, CH; (/Bu)).

N-tert-Butyloxycarbonyl-2-(2-maleinimidoethoxy)aminoethan (102)
(BocNH-{OEG}-Mal) S

Bocn” N ~" |
Eine Losung von 2.30 g (8.77 mmol) Triphenylphosphin in 50 ml

THF wird auf -78°C gekiihlt. Man tropft langsam 1.80ml (9.08 m;nol)
Diisopropylazodicarboxylat zu und riihrt 10 Minuten. AnschlieBend werden 2.00 g
(9.76 mmol) N-tert-Butyloxycarbonyl-2-(2-hydroxyethoxy)aminoethan (101) in 1 ml THF
zugetropft. Nach flinfminiitigem Riihren gibt man eine Ldsung von 860 mg (8.86 mmol)
Maleinimid und 390 mg (4.42 mmol) Neopentylalkohol in 2 ml THF zu und riihrt weitere
5 Minuten. Das Kéltebad wird entfernt und die Reaktionsmischung weitere 16 Stunden unter
langsamem Aufwirmen auf Raumtemp. geriihrt. Die rot-violette Losung wird i. Vak. vom
Losungsmittel befreit und der Riickstand in 200 ml Dichlormethan aufgenommen. Es wird mit
je 40 ml Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Dichlormethan wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand durch Flashchromatographie
(CH/EE 3:1) gereinigt.

Ausb.: 1.25g (50%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; R¢= 0.51 (EE/PE 3:1).

Ci3H20N205 (M = 284.31 g/mol) [284.14].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 5 [ppm]: 6.68 (s, 2H. H (Mal)), 4.82 (bs, 1H, NH), 3.69 (t, 2H,
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Mal-CH>-, Jema.cm2 = 5.7 Hz), 3.56 (t, 2H, -CH,0-, Jema.cme = 5.4 Hz), 3.46 (t, 2H, -CH,0O-,
Jema.cm2 = 5.1 Hz), 3.26-3.18 (m, 2H, -CH,NH-), 1.40 (s, 9H, CHj3 (/Bu)).

N-Palmitoyl-$-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-O-tert-butyl-serin-tert-
butylester (103)

(Pam;Cys-Ser(fBu)-O7Bu) pamo/\r“\s/ﬁ)LN/;‘/‘B"O

NHPam

Eine Losung von 700 mg (0.77 mmol) Pam;Cys-OH (88) in 4 ml Dichlormethan wird mit
125 mg (0.81 mmol) HOBt und 155 mg (0.81 mmol) EDC versetzt. Es wird 25 Minuten bei
Raumtemp. geriihrt und anschliefend eine Losung von 200 mg (0.79 mmol) O-fert-Butyl-
Serin-fert-butylester-hydrochlorid H-Ser(OfBu)-OrBuxHCI und 135 ul (0.79 mmol) DIPEA
in 1.5 ml DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 20 Stunden bei Raumtemp. geriihrt
und dann mit 80 ml Dichlormethan verdiinnt. Die Losung wird nacheinander mit je 20 ml
5%iger Zitronensdure-, ges. NaHCOs;- und ges. NaCl-Losung gewaschen, ber
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in
30 ml Methanol aufgenommen und drei Stunden bei 4 °C aufbewahrt. Der Niederschlag wird
abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und i. Vak. getrocknet.

Ausb.: 720 mg (84%); farbloser, amorpher Feststoff.

CesH124N209S (M = 1109.75 g/mol) [1108.9].

FD-MS, m/z: 1109.8 (M", ber.:1109.8).

"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.10-6.98 (m, 1H, NH (Ser)), 6.52-6.41 (m, 1H, NH
(Cys)), 5.24-5.07 (m, 1H, CH (Glyceryl), 4.70-4.46 (m, 2H, C*, S%), 4.38-4.26 (m, 1H, OCHy,
(Glyceryl)), 4.19-4.07 (m,1H, OCHy, (Glyceryl)), 3.80-3.70 (m, 1H, S%,), 3.54-3.44 (m, 1H,
SPy), 3.03-2.68 (m, 4H, C*, SCH, (Glyceryl)), 2.36-2.14 (m, 6H, 3xa.CH, (Pam)), 1.66-1.52
(m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.44 (s, 9H, CH; (fBu-Ester)), 1.23 (bs, 72H, 3x(CH,);, (Pam)), 1.12
(s, 9H, CHj; (1Bu-Ether)), 0.85 (t, 9H, 3xCH3 (Pam), Jcus.cn2 = 6.7 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 173.3, 173.2, 173.1, 168.8 (5C, 5xC=0), 81.9
(2C, 2xCq (Bu), 70.1, 69.9 (1C, CH (Glyceryl))’, 63.6 (1C, -OCH,- (Glyceryl)), 61.9 (1C,
SP), 53.6, 53.4 (1C, S%)’, 52.5, 51.9 (1C, C%)’, 35.3 (1C, CP), 36.5, 34.3, 34.1, 32.2, 31.9, 29.7,
29.6,29.5, 29.3, 29.1, 25.6, 24.9, 22.7 (42C, 3x(CH,)14 (Pam), 33.2 (1C, -SCH,- (Glyceryl)),
28.0,27.3 (6C, CH; (1Bu)), 14.1 (3C, 3xCH3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise () Signalverdopplung auf,
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N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-serin (104)**

(Pam;3;Cys-Ser(OH)-OH) on
F‘arno/\rﬂq\s/ﬁ)k N/g‘/OH

Eine Losung von 700 mg (0.63 mmol) Pam;Cys-Ser(¢Bu)- OPam Ripam

OBu (103) in 0.5ml Chloroform wird mit 0.3 ml Triisopropylsilan und 10 ml
Trifluoressigsdure versetzt und 1.5 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung
wird mit 20 ml Toluol verdiinnt, i. Vak. von den Losungsmitteln befreit und noch dreimal mit
Toluol kodestilliert. Der Riickstand wird in wenig Dichlormethan aufgenommen und mit
30 ml Methanol versetzt. Nach dreistiindigem Stehen bei 4 °C wird der Niederschlag
abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und i. Vak. getrocknet.

Ausb.: 620 mg (99%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff.

Cs7H10sN209S (M = 997.54 g/mol) [996.78].

"H-NMR (300 MHz, CDCl5), & [ppm]: 7.72 (bs, 1H, NH (Ser)), 6.94 (bs, 1H, NH (Cys)), 5.70
(bs, 1H, OH), 5.21-5.09 (m, 1H, CH (Glyceryl), 4.85-4.68 (m, 1H, C%), 4.66-4.56 (m, 1H, S%),
4.39-4.26 (m, 1H, OCH,, (Glyceryl)), 4.18-4.01 (m,1H, OCHa, (Glyceryl)), 3.95-3.83 (m, 1H,
SP.), 3.67-3.47 (m, 1H, SPy), 3.03-2.82 (m, 2H, CP), 2.80-2.64 (m, 2H, SCH, (Glyceryl)),
2.35-2.20 (m, 6H, 3xaCH; (Pam)), 1.68-1.49 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.23 (bs, 72H,
3x(CHz)12 (Pam)), 0.85 (t, 9H, 3xCHj3 (Pam), Jcus cmz = 6.7 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 174.7, 173.6, 172.4, 172.1, 170.4 (5C,
5xC=0), 70.3, 70.2 (1C, CH (Glyceryl))", 63.8, 63.7 (1C, -OCH,- (Glyceryl))", 62.6 (1C, SP),
54.7 (1C, S%), 52.4, 51.9 (1C, C%", 35.3 (1C, CP), 36.4, 34.3, 34.0, 31.9, 29.7, 29.5, 29.3,
29.1, 25.5, 24.9, 22.7 (42C, 3x(CHa)14 (Pam), 32.7, 32.2 (1C, -SCH,- (Glyceryl))", 14.1 (3C,
3xCHj3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise (*) Signalverdopplung auf.

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-seryl-amido-2-(2-

maleinimidooxy)ethan (105)

(Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}-Mal) N\%%%ki}

NHPam

Eine Losung von 130 mg (0.46 mmol) BocNH-{OEG}-Mal (102) in 2 ml Dichlormethan wird
auf 0 °C abgekiihlt. Man gibt 2 ml Trifluoressigsidure zu und rithrt 1.5 Stunden im Eisbad. Die

Reaktionslosung wird mit 20 ml Toluol verdiinnt. Die Losungsmittel werden i. Vak.



232 5 Experimenteller Teil

abdestilliert, der Riickstand dreimal 1. Vak. mit Toluol kodestilliert und anschlieBend 1.
Hochvak. getrocknet. Eine Losung von 300 mg (0.30 mmol) Pam;Cys-Ser(OH)-OH (104) in
6 ml Dichlormethan/DMF 2:1 wird nacheinander mit 56 mg (0.36 mmol) HOBt, 122 ul
(0.71 mmol) DIPEA und 116 mg (0.36 mmol) TBTU versetzt und 10 Minuten bei Raumtemp.
geriihrt. Anschlieend wird eine Losung des vorher dargestellten freien Amins und 180 ul
(1.05 mmol) DIPEA in 1 ml DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 18 Stunden bei
Raumtemp. geriihrt. Das Dichlormethan wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand mit
20 ml kaltem Acetonitril versetzt. Nach vierstiindigem Stehen bei —20°C wird der
Niederschlag abfiltriert und mit eiskaltem Acetonitril gewaschen. Die weitere Reinigung des
Produktes erfolgt durch Flashchromatographie (CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 20:1).

Ausb.: 234 mg (67%); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.23 (CH,Cl,/MeOH 20:1).
CesH118N4O11S (M = 1163.72 g/mol) [1162.85].

ESI-MS (positiv), m/z: 1185.9 (([M+Na]", ber.: 1885.8).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 7.52-7.39 (m, 1H, NH (Ser)), 7.08-6.90 (bs, 1H, NH
(Cys)), 6.72 (s, 2H, H (Mal)), 6.66-6.55 (m, 1H, NH--CH,-), 5.22-5.06 (m, 1H, CH
(Glyceryl)), 4.68-4.53 (m, 1H, C%), 4.51-4.42 (m, 1H, S%), 4.38-4.24 (m, 1H, OCHba,
(Glyceryl)), 4.16-3.96 (m, 2H, OCHa, (Glyceryl), SP,), 3.76-3.62 (m, 3H, S, Mal-CH,-),
3.62-3.38 (m, 4H, -CH,OCH,), 3.36-3.22 (m, 2H, -CH,NH-), 3.00-2.87 (m, 2H, C"), 2.78-
2.66 (m, 2H, SCH, (Glyceryl)), 2.34-2.16 (m, 6H, 3xaCH, (Pam)), 1.66-1.47 (m, 6H,
3xBCH; (Pam)), 1.22 (bs, 72H, 3x(CHy)1> (Pam)), 0.84 (t, 9H, 3xCH;s (Pam), Jcps.cm =
6.7 Hz).

I3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 171.0, 170.7, 170.2, 170.1 (7C, 7xC=0),
134.2 (2C, -C=C-), 70.2 (1C, CH (Glyceryl)), 68.9, 68.0 (2C, -CH,OCH,-), 63.7, 63.6 (1C,
-OCH,- (Glyceryl))', 62.6 (1C, SP), 54.5 (1C, S%), 52.9, 52.4 (1C, C%)’, 39.3, 37.3 (2C,
2xN-CH,-), 36.3 (1C, CP), 36.4, 34.3, 34.0, 29.7, 29.3, 25.5, 24.9, 24.8, 22.7 (42C, 3x(CHy) 4
(Pam)), 31.9 (1C, -SCH,- (Glyceryl)), 14.1 (3C, 3xCH3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise ) Signalverdopplung auf.

N-tert-Butyloxycarbonyl-2-(2-allyloxyethoxy)aminoethan (106)
(BocNH-{OEG}-CH,CH=CH,) NG N N\

Eine Losung von 2.0 g (9.8 mmol) BocNH-{OEG}-OH (101) in 10 ml DMF wird auf 0 °C
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abgekiihlt und portionsweise mit 1.5 g Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineraldl,
37.5 mmol) versetzt. Nach Abklingen der Gasentwicklung wird noch 20 Minuten geriihrt.
Man gibt langsam 3.3 ml (38.1 mmol) Allylbromid zu und riithrt die Mischung unter
langsamem Aufwirmen auf Raumtemp. noch 20 Stunden. Die Reaktionslosung wird mit
150 ml Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit 3x30 ml Wasser und 30 ml ges. NaCl-
Losung. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wird durch Flashchromatographie (CH/EE 1:1) gereinigt.
Ausb.: 1.30 g (54%); leicht gelbliches Ol; R¢= 0.61 (EE/PE 3:1).

C12H23NO4 (M = 245.32 g/mol) [245.16].

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 5.95-5.80 (m, 1H, =CH-), 5.28-5.10 (m, 2H. =CH,),
5.10-4.94 (m, 1H, NH), 3.98 (ddd, 1H, H,C=CH-CH,-, Jero.cu = 5.7 Hz, Jemp~crz =2.9 Hz,
Jem—cra = 1.6 Hz), 3.61-3.45 (m, 6H, CH,OCH,CHb,), 3.31-3.23 (m, 2H, N-CH,).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 155.9 (1C, C=0 (Urethan)), 134.6 (1C, =CH-),
117.2 (1C, =CH,), 79.0 (1C, C4 (Bu), 72.2 (1C, H,C=CH-CH,-), 70.2, 69.7, 69.3 (3C,
CH,OCH,CH,), 40.3 (1C, N-CH,), 28.3 (3C, CH3 (1Bu)).

N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-seryl-amido-2-
(allyloxyethyloxy)-ethan (107)

Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}}-CH,CH=CH; N\%L,( TN TN

NHPam o

Eine Losung von 244 mg (1.00 mmol) BocNH-{OEG}-CH,CH=CH, (106) in 2 ml
Chloroform wird mit 2 ml Trifluoressigsdure versetzt und 45 Minuten bei Raumtemp. gertihrt.
Die Reaktionsmischung wird mit 15 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. von den Losungsmitteln
befreit. AnschlieBend wird dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert und dann i. Hochvak.
getrocknet. Eine Losung von 500 mg (0.50 mmol) (Pam3;Cys-Ser(OH)-OH) (104) in 7 ml
Chloroform/DMF 5:2 wird nacheinander mit 80 mg (0.52 mmol) HOBt, 165 mg (0.51 mmol)
TBTU sowie 175 ul (1.03 mmol) DIPEA versetzt und 5 Minuten bei Raumtemp. geriihrt.
AnschlieBend wird eine Losung des vorher dargestellten freien Amins und 180 pl
(1.06 mmol) DIPEA in 2 ml Dichlormethan zugegeben. Die Reaktionsmischung wird
16 Stunden bei Raumtemp. geriihrt und dann mit 50 ml Dichlormethan verdiinnt. Es wird

nacheinander mit je 2x20 ml 5%iger Zitronensdure-, ges. NaHCOs- sowie ges. NaCl-Losung
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gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wird durch Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH 30:1) gereinigt.

Ausb.: 394 mg (70%); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; Rs=0.12 (CH,Cl,/MeOH 20:1).
CeaH121N3010S (M = 1124.72 g/mol) [1123.88].

ESI-MS (positiv), m/z: 1146.9 ([M+Na]", ber.: 1146.9).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, BB), & [ppm]: 155.9 (1C, C=0 (Urethan)), 134.6 (1C, =CH-),
117.2 (1C, =CH,), 79.0 (1C, C4 (Bu), 72.2 (1C, H,C=CH-CH,-), 70.2, 69.7, 69.3 (3C,
CH,0OCH,CH)), 40.3 (1C, N-CH>), 28.3 (3C, CH; (1Bu)).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY), & [ppm]: 7.45-7.30 (m, 1H, NH (Ser)), 7.11-6.90 (bs,
1H, NH (Cys)), 6.67-6.49 (m, 1H, NH--CH,-), 5.94-5.82 (m, 1H, H,C=CH-), 5.30-5.14 (m,
2H, H,C=CH-), 5.13-5.05 (m, 1H, CH (Glyceryl)), 4.64-4.48 (m, 1H, C%), 4.46-4.38 (m, 1H,
S%), 4.37-4.25 (m, 1H, OCH,, (Glyceryl)), 4.15-3.96 (m, 4H, OCH,, (Glyceryl), S,
H,C=CH-CH,-), 3.76-3.72 (m, 1H, S";), 3.69-3.50 (m, 6H, CH,OCH,CHy), 3.47-3.39 (m, 2H,
-CH,NH-), 2.98-2.87 (m, 2H, CP), 2.78-2.67 (m, 2H, SCH, (Glyceryl)), 2.34-2.25 (m, 4H,
2xaCH; (OPam)), 2.24-2.18 (m, 2H, aCH, (NHPam)), 1.65-1.52 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)),
1.22 (bs, 72H, 3x(CH,);, (Pam)), 0.85 (t, 9H, 3xCH; (Pam), Jcps cpa = 6.8 Hz).

BC.NMR (100.6 MHz, CDCl;, BB, HMQC), & [ppm]: 173.8, 173.4, 170.5, 170.2 (5C,
5xC=0), 134.4 (1C, =CH-), 117.6 (1C, =CH,), 72.2 (1C, H,C=CH-CH,-), 70.2, 70.1, 69.3
(4C, CH,OCH,CH,, CH (Glyceryl)), 63.7, 63.5 (1C, -OCH,- (Glyceryl)), 62.6, 62.5 (1C,
SPY, 54.6, 54.5 (1C, S%)’, 52.9, 52.4 (1C, C%)’, 49.2, 38.6 (1C, N-CH,)", 36.3, 36.2 (1C, CP)",
36.4,34.3, 34.1,29.7, 29.3, 29.1, 25.5, 24.9, 24.8 (42C, 3x(CHy) 4 (Pam)), 31.9 (1C, -SCH,-
(Glyceryl)), 14.1 (3C, 3xCHj3 (Pam)).

Durch das Vorliegen zweier Diastereomere tritt teilweise ) Signalverdopplung auf.

N-{12-[2-(Pyridin-2-yl)disulfanyl]-4,7,10-trioxa-dodecanoyl}-O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-

O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L- AcO PAC .
threonin-benzylester (108) Ao
(Pyridyl-S-S-{OEG}-Thr(aAc;GalNAc)-OBn) .

o)
CN>—S—S OBn
— - \
¢ o

2-yl)disulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecansdure (44) in 5 ml DMF wird nacheinander mit 32 mg
(0.21 mmol) HOBtxH,0, 68 ul (0.40 mmol) DIPEA und 65 mg (0.20 mmol) TBTU versetzt

Eine Losung von 63 mg (0.20 mmol) 12-(2-(Pyridin-
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und 10 Minuten geriihrt. Die Losung des Aktivesters wird zu 105 mg (0.20 mmol)
H-Thr(aAc3;GalNAc)-OBn (96) in 5 ml DMF gegeben und 18 Stunden bei Raumtemp.
geriihrt. Das DMF wird i. Vak abdestilliert, der Riickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen
und nacheinander mit je 10 ml 5%iger Citronensdure-, ges. NaHCOs- und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom
Losungsmittel ~ befreit. ~ Der  Riickstand ~ wird  durch  Flashchromatographie
(CH,Cl,—>CH,CI,/MeOH 10:1) gereinigt.

Ausb.: 150 mg (86%); leicht gelbliches, hochviskoses Ol; Ry = 0.37 (CH,Cl,/MeOH 10:1).
C39Hs53N3045S; (M = 867.98 g/mol) [867.29].

"H-NMR (300 MHz, CDCl5), & [ppm]: 8.49 (d, 1H, H6 (Pyr), Jusns = 4.5 Hz), 7.81 (d, 1H, H3
(Pyr), Jusma= 8.0 Hz), 7.71 (ddd, 1H, H4 (Pyr), Juyaps = 8.0 Hz, Jysps = 7.8 Hz, Juape =
1.6 Hz), 7.38-7.26 (m, 5H, H, (Bn)), 7.21-7.10 (m, 1H, H5 (Pyr)), 6.09 (d, 1H, NH (Thr),
Inate = 9.1 Hz), 5.73 (d, 1H, NH (GalNAc), Jnumz = 9.8 Hz), 5.33 (d, 1H, H4, Jusnz =
3.0 Hz), 5.15 (d, 1H, CHz, (Bn), J,p = 11.9 Hz), 5.07-5.04 (m, 1H, H3), 5.04 (d, 1H, CHy,
(Bn), J.», = 12.0 Hz), 4.81 (d, 1H, H1, Jyi1m = 3.7 Hz), 4.71 (dd, 1H, T% Jrenu= 9.0 Hz,
Jro, 18 = 2.4 Hz), 4.50 (ddd, 1H, H2, Jio 3 = 11.3 Hz, Jyonu = 9.7 Hz, Juomi = 3.7 Hz,), 4.24-
4.12 (m, 2H, H5, T%), 4.06-4.00 (m, 2H, H6,), 3.79-3.53 (m, 12H, (CH,CH,0)3), 2.98 (t, 2H,
-CH>CH,CO, Hcma.cmz = 6.3 Hz), 2.59 (t, 2H, -CH>CO, Hemacme = 5.9 Hz), 2.14, 1.99, 1.95,
1.93 (4xs, 12H, 4xCHj3 (Ac)), 1.24 (d, 3H, T, J1,1p = 6.5 Hz).

N-(12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-
desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-threonin-zert-butylester AcO QA

Q

(109) Ao

O,
(AcS-{OEG}-Thr(Ac;GalNAc)-OfBu) %/\ M )i’(
3 H 0

Eine Losung von 150 mg (0.21 mmol) (18) in 2 ml DMF wird

mit 2 ml Morpholin versetzt und 2 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Die Losungsmittel
werden 1. Vak. abdestilliert, der Riickstand noch viermal mit Toluol kodestilliert und i.
Hochvak. getrocknet. Eine Losung von 75 mg (0.27 mmol) (42) in 2ml DMF wird
nacheinander mit 55 mg (0.36 mmol) HOBt, 120 ul (0.71 mmol) DIPEA und 110 mg
(0.34 mmol) TBTU versetzt und 10 Minuten bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird eine
Losung des freien Amins in 6 ml DMF/Dichlormethan (1:1) zugegeben 16 Stunden gertihrt.
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Die Reaktionsmischung wird mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt, mit je 10 ml ges. NaHCO;-,
5%iger Zitronensdure- und ges. NaCl-Losung gewaschen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet
und i. Vak. vom Lodsungsmittel befreit. Die Reinigung des Produktes erfolgt durch
Flashchromatographie (CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 10:1).

Ausb.: 115 mg (73%);gelbliches Ol; Ry= 0.43 (CH,Cl,/MeOH 10:1); Ry= 0.08 (EE/AcOH
100:1).

Ci33Hs4N2016S (M = 766.85 g/mol) [766.32].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm]: 6.98 (d, 1H, NH (Thr), Jnite = 9.9 Hz), 6.17 (d, 1H,
NH (GalNAc), Inim = 9.8 Hz), 5.33 (d, 1H, H4, Jysns = 3.0 Hz), 5.03 (dd, 1H, H3, Jys =
11.4 Hz, Jis4 = 3.2 Hz), 4.87 (d, 1H, H1, Jiy1m = 3.7 Hz), 4.71 (dd, 1H, T% Jronn = 9.0 Hz,
Jrorp = 2.4 Hz), 4.58 (ddd, 1H, H2, Juops = 11.4 Hz, Jion = 9.7 Hz, Juonr = 3.7 Hz), 4.54-
449 (m, 1H, H5), 4.22-4.01 (m, 4H, T% T*, H6,y), 3.77 (t, 2H, -CH,CH,CO, Hcpocrn =
5.8 Hz), 3.66-3.52 (m, 10H, -(CH,CH,0),CH,-), 3.04 (t, 2H, -S-CHas-, Jom.ciz = 6.5 Hz),
2.54 (t, 2H, -CH,CO, Jemp.cme = 5.9 Hz), 2.30 (s, 3H, CH; (SAc)), 2.11, 2.00, 1.97, 1.93 (4xs,
12H, 4xCH; (Ac)), 1.42 (s, 9H, CH; (Bu)), 1.17 (d, 3H, T, Jr,1 = 6.1 Hz).

N-{12-[2-(Pyridin-2-yl)disulfanyl]-4,7,10-trioxa-dodecanoyl}-O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-

O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L- Aco OAG

threonin AcO 2
AcHN

(Pyridyl-S-S-{OEG}-Thr(aAc;GalNAc)-OH) o

O
_ 0 y
Eine Losung von 70mg Thiopyridyl-{OEG}- : o

Thr(Tx)-OBn (81 pmol) (108) in 3 ml Methanol wird miteiner Spatelspitze Pd auf Aktivkohle
(10%Pd) versehen. Durch wiederholtes Evakuieren und Spiilen mit Argon wird die
Suspension vom Sauerstoff befreit. Das Argon wird durch Wasserstoff ersetzt (H,-Ballon)
und die Losung 6 Stunden bai Raumtemp. geriihrt. Diinnschichtchromatographische Kontrolle
sowie massenspektroskopische Analyse zeigen, dass die Disulfidbindung teilweise schon vor

dem Benzylester gespalten wird.
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N-(12-Acetylsulfanyl-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin (110) AcQOAC

Q

(AcS-{OEG}-Thr(aAc;GalNAc)-OH) RO

Man 16st 125 mg (0.163 mmol) AcS-{OEG}-Thr(Ac;GalNAc)- %AOMH:QA/

OrBu (109) in 3 ml Trifluoressigsdure und riihrt die Losung bei Raumtemp. eine Stunde. Die
Reaktionsmischung wird mit 15 ml Toluol verdiinnt und i. Vak. von den Ldsungsmitteln
befreit. Der Riickstand wird dreimal i. Vak. mit Toluol kodestilliert und anschlieBend durch
Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH 10:1) gereinigt.

Ausb.: 115 mg (quant.); leicht gelblicher, amorpher Feststoff; Ry= 0.33 (CH,Cl,/MeOH
2.5:1); Rg=15.6 Min. (Luna C18, A/B (95:5) — (0:100) in 30 Min., A =235 nm).
Ca9H46N2016S (M = 710.74 g/mol) [710.26].

ESI-MS (negativ), m/z: 709.1 ([M-H], ber.: 709.2).

'H-NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 7.18 (d, 1H, NH (Thr), Jxite = 8.4 Hz), 6.51 (d, 1H,
NH (GalNAc), Jnume = 8.9 Hz), 5.34 (d, 1H, H4, Jyans = 2.7 Hz), 5.08 (d, 1H, H1, Jy1m =
3.0 Hz), 5.03 (dd, 1H, H3, Ju34 = 3.6 Hz), 4.66 (dd, 1H, H2, Jionu = 8.8 Hz, Jion1 = 2.3 Hz),
4.51-4.02 (m, 5H, T% TP, H5, H6,}), 3.83-3.73 (m, 2H, -CH,CH,CO), 3.69-3.52 (m, 10H,
-(CH,CH;0),CH;-), 3.06 (t, 2H, -S-CH>-, Jemo.cn2 = 6.6 Hz), 2.62-2.55 (m, 2H, -CH,CO),
2.31 (s, 3H, CH; (SAc)), 2.13, 2.04, 2.01, 1.95 (4xs, 12H, 4xCHj3 (Ac)), 1.27 und 1.19 (d, 3H,
T', Jr,1p = 6.4 Hz (Konformere)).

Konjugation des Tx-Bausteins mit dem Mitogenbaustein (105)

(Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}-Mal-S-Thr(Ty)) (111)

Eine Losung von 20 mg (28 umol) AcS-{OEG}-Thr(Tx)-OH (110) in 5 ml entgastem
Methanol wird tropfenweise mit einer 1%igen Losung von Natriummethanolat in entgastem
Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5-10 erreicht ist. Die Losung wird unter Argon
90 Minuten bei Raumtemp. geriihrt und dann durch Zugabe von Kationenaustauscher (IR-
120, stark sauer) neutralisiert. Die Losung des deblockierten Glycosylaminosdurebausteins
wird vom Austauscher abfiltriert und zu 20 mg (17 umol) Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}-Mal
(105) in 2 ml entgastem Dichlormethan gegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 Stunden
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unter Argon geriihrt und dann i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (CH,Cl,—>CH,Cl,/MeOH 5:2—CH,Cl,/MeOH/AcOH 5:4:1) gereinigt.
Ausb.: 25 mg (85%); farbloser amorpher Feststoff; Ry = 0.79 (CH,Cl,/MeOH/AcOH 5:4:1).
Cs6Hi56N6023S, (M = 1706.32 g/mol) [1705.07].

ESI-MS (positiv), m/z: 1728.1 ((M+Na]", ber.: 1728.1).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3/MeOD, COSY), & [ppm]: 5.12-5.00 (m, 1H, CH (Glyceryl), 4.82
(d, 1H, H1, Jy1 1 = 3.5 Hz), 4.57-4.53 (m, 1H, T%), 4.52-4.40 (m, 1H, C%), 4.37-4.30 (m, 1H,
S%), 4.29-4.20 (m, 2H, OCH,, (Glyceryl) {4.25}, TP {4.22)), 4.11 (dd, 1H, H2, J 3=
10.8 Hz, Juom1 = 3.5 Hz), 4.08-4.00 (m, 1H, OCHy, (Glyceryl)), 3.96-3.87 (m, 1H, H3), 3.87-
3.37 (m, 26H, SP, {3.82}, H5 {3.75}, SPy {3.67}, H6, {3.67}, -CH,CH,CO {3.64}, 2xN-CH,
{3.61}, Mal-CH {3.53}, H6,, {3.51}, CH,0), 3.36-3.10 m(1H, Mal-CH,, {3.31}, H4 {3.27},
Mal-CHy, {3.22}), 3.09-2.99 (m, 1H, -SCH,,), 2.96-2.86 (m, 1H, C,), 2.84-2.73 (m, 2H, CP,
{2.78}, -SCHa, {2.77}), 2.69-2.62 (m, 2H, SCH, (Glyceryl)), 2.48 (t, 2H, -CH,CO, Jern.cr =
5.9 Hz), 2.27-2.11 (m, 6H, 2xaCH, (OPam) {2.21}, aCH, (NHPam) {2.14}), 1.93 (s, 3H,
CH; (NHAc)), 1.56-1.44 (m, 6H, 3xBCH, (Pam)), 1.15 (bs, 75H, 3x(CH,)1» (Pam), T"),0.77
(t, 9H, 3xCHj3 (Pam), Jcus cme = 6.8 Hz).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, BB, DEPT), & [ppm]: 173.7, 172.2, 172.1 (10C, 10xC=0), 99.4
(1C, Cl1), 81.0 (1C, Mal-CH), 76.0 (1C, TP), 70.5 (1C, -CH,CH,CO), 70.4 (1C, C5), 70.3,
70.2, 68.9 (7C, 7xCH,0), 70.0 (1C, CH (Glyceryl)), 69.3 (1C, C3), 67.3 (1C, C6), 63.7 (1C,
-OCH,- (Glyceryl)), 61.9 (1C, SP), 56.0 (1C, T%), 55.1 (1C, S%), 52.6 (1C, C%), 50.1 (1C, C2),
49.2 (1C, C4), 39.6 (2C, 2xN-CH,-), 39.3 (1C, Mal-S-CH,), 36.6 (1C, -CH,CO), 36.2 (1C,
aCH, (NPam)), 34.2 (2C, 2xaCH, (OPam)), 34.0 (1C, CP), 32.4 (1C, -SCH,- (Glyceryl)),
31.1 (1C, Mal-CHy), 29.6, 29.4, 25.5, 25.0, 22.7 (39C, 3x(CHy);3 (Pam)), 22.6 (1C, CH;
(NHAc)), 18.3 (1C, T"), 14.1 (3C, 3xCH; (Pam)).

Konjugation des Muc4(Tx)-Glycopeptids mit dem Mitogenbaustein (105)
(Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}-Mal-S-Muc4(Ty)) (112)

Eine Losung von 5mg (2.5 umol) HS-{OEG}-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-
Thr(aGalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-OH (50) in einer Mischung aus 2 ml Methanol und
1 ml Chloroform wird mit 2 mg (1.7 pmol) Pam;Cys-Ser(OH)-{OEG}-Mal (105) in 2 ml

Chloroform / 1 ml Methanol (alle Losungsmittel entgast) versetzt und unter Argon 40 Stunden
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geriihrt. Die Reaktionsmischung wird i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Durch Waschen des
Riickstandes mit Wasser lassen sich Reste des Thiols groBtenteils entfernen.

Ausb.: 4 mg (max. 75%); farbloser amorpher Feststoff.

Ci46H251N23046S, (M = 3128.81 g/mol) [3126.75].

ESI-MS (positiv), m/z: 1619.0 ((M+2MeOH+2Na]*", ber.: 1618.9).
MALDI-MS (positiv), m/z: 3151.1 ((M+Na]’, ber.: 3150.7), 3129.7 ((M+H]", ber.: 3128.8).

Konjugation des Muc4(Tn)-Glycopeptids mit dem Mitogenbaustein (107)
(Pam3Cys-Ser(OH)-{OEG}-S-Muc4(Ty)) (113)

Eine Losung von 16 mg (8.1 umol) HS-{OEG}-Thr-Ser-Ser-Ala-Ser-Thr-Gly-His-Ala-
Thr(aGalNAc)-Pro-Leu-Pro-Val-Thr-Asp-OH (50) in einer Mischung aus 2 ml Methanol und
I ml Chloroform wird mit 4 mg (3.6 umol) Pam3;Cys-Ser(OH)-{OEG}-CH=CH, (107) in
2 ml Chloroform / 1 ml Methanol (alle Losungsmittel entgast) versetzt und unter Argon
8 Stunden mit UV-Licht bestrahlt. Die Reaktionsmischung wird i. Vak. vom Ldsungsmittel
befreit. Durch Waschen des Riickstandes mit Wasser lassen sich Reste des Thiols groBtenteils
entfernen.

Ausb.: 9 mg (max. 80 %); leicht gelblicher amorpher Feststoff.

C145H254N22045S, (M = 3089.82 g/mol) [3087.77].

MALDI-MS (positiv), m/z: 3127.3 ((M+K]", ber.: 3127.7).
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