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1. Einleitung
1.1 Die Tumortherapie

Krebserkrankungen sind nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste
Todesursache in Deutschland. Nach Schitzungen des Robert-Koch-Instituts erkranken
jéhrlich ca. 400.000 Menschen in Deutschland an Krebs und im Jahr 2003 starben knapp
210.000 an den Folgen bosartiger Tumore.

Die Zellen maligner Tumore vermehren sich unkontrolliert (neoplastisch) und halten sich
nicht an Gewebsgrenzen. Sie brechen in Organe und Gefdf3e ein (Infiltration), besiedeln sie
und wihrend dieses Wachstums zerstdren sie als destruierende Zellen das urspriingliche
Gewebe. Dariiber hinaus lassen sie an anderen Stellen des Organismus Sekundirtumore
(Tochtergeschwulste, Metastasen) entstehen.

Die Behandlung von Krebs ist eines der Hauptanliegen in der modernen Medizin und erfolgt
auf unterschiedlichen Wegen. Die Therapieansitze sind vielfdltig und umfassen chirurgische
Eingriffe (Tumorexstirpation), medikamentdse Verfahren (Chemo-, Hormontherapie) und
strahlentherapeutische Mafnahmen (Radiotherapie). Oftmals werden diese Formen
kombiniert oder sequentiell eingesetzt, um den groBBtmoglichen Erfolg zu gewihrleisten.
Stindiges Bestreben ist es, die bestehenden Verfahren der Tumortherapie zu verbessern, um
die genannten Behandlungsmethoden vertréglicher und wirksamer zu gestalten, sowie neue
Konzepte zu erarbeiten.

Eine erstrebenswerte, aber auch iiber die letzten Jahrzehnte kontrovers diskutierte
Therapiemdglichkeit wire es,'! Tumorerkrankungen mit Hilfe der korpereigenen
Immunabwehr, auf schonende Weise zu behandeln (sog. Immuntherapie). Wegen der hohen
Spezifitit des Immunsystems wiirden so nur maligne Zellen zerstort, gesunde Zellen aber
nicht angetastet.

#14 geoen Ende des 19.

Begonnen haben die Untersuchungen zur Immuntherapie von Krebs!
Jahrhunderts als bei der Behandlung von Krebspatienten mit einer Zubereitung aus
abgetdteten Bakterien (sog. ,,Coley’s Toxin“) eine erstaunliche Heilungsrate beobachtet
werden konnte.!'! Heute versucht man in unterschiedlichen Ansitzen das Immunsystem fiir
eine Therapie zu nutzen. Als Beispiele seien hier aufgefiihrt die Hybridzell-Vakzinierungen,
Hitzeschock-Proteine, T-Zellen mit chimdren Rezeptoren, Immunocytokine, der Einsatz von

[16]

mit Antigen beladenen Dendritischen Zellen, monoklonale Antikdrper, genetisch

modifizierte Tumorzellen.
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Einen groBen Uberblick iiber die Themengebiete der Immunologie und der Immuntherapie

von Krebs geben die Monographien ,,Cancer Immunology* und ,,Cancer Immune Therapy*.
[17,18]

1.2 Das Glycoprotein MUC1 - Struktur und Funktion

Voraussetzung fiir eine gezielte Immuntherapie ist die Identifizierung einer antigenen
Zelloberflachenstruktur, die eine Tumorzelle eindeutig von einer gesunden Zelle
unterscheidet oder auf der Tumorzelle in stark {iberexprimierter Form vorhanden ist. Es sind
einige tumorassoziierte Antigene, wie z.B. die Proteine HER-2/neu, MAGE, EBV oder

1% 200 Das Glycoprotein

MART-1, die fiir Tumorzellen typisch sind, identifiziert worden.!
Mucin 1 (MUC1)*" gehort ebenfalls zu dieser Klasse der tumorassoziierten Antigene.

Mucine® sind hochgradig O-glycosylierte Proteine, die von den meisten Epithelzellen (z.B.
Leber, Pankreas, Nieren, Speicheldriise, Brust, Magen-Darm-Trakt) exprimiert werden. Sie
kommen in Schleimen (lat. mucus Schleim) vor und dienen als hochviskose, gelartige
Schmierstoffe, die die Epithelzellen z.B. des Augapfels, Darmes, Magens oder der Atemwege
vor eindringenden viralen oder bakteriellen Pathogenen, proteolytischen Enzymen, hohen
ionischen Konzentrationen und niedrigem pH-Wert schiitzen. Zur Mucin-Familie zdhlen
bisher 14 Glycoproteine, die entweder membrangebunden oder sezerniert vorliegen. In den
letzten Jahren sind die Aminosduren-Sequenzen von einigen tumorassoziierten

(53] Die Definition und eine Zuordnung zur

[24]

Glycoproteinen (Mucinen) aufgekldrt worden.
MUC-Familie gemél einer cDNA-Klonierung erfolgt dabei nicht immer eindeutig.
Die Mucine liegen in einer gestreckten und volumindsen Form vor und ragen mit 100-500 nm
weit in das Lumen hinein. Dies ist das 5- bis 10fache der Lange anderer bekannter
Oberflachenproteine. Dieses fiir alle Mucine charakteristische Merkmal wird hervorgerufen
durch die prolinreiche Sequenz (20 % des Apoproteins), die hochgradig verzweigten, terminal
sialylierten Glycanseitenketten der Serine und Threonine (50 % des Apoproteins) und die
elektrostatische AbstoBung der Sialinsdurereste. N-Acetylgalactosamin, Fucose, Galactose, N-
Acetylglucosamin =~ und  Neuraminsdure bilden die Hauptbestandteile der
Kohlenhydratseitenketten. Diese O-Saccharidketten (50-80% des Molekulargewichtes des
MUCI1-Glycoproteins) rufen eine immense strukturelle Diversitét hervor.

26]

Neben der sezernierten Form des Glycoproteins MUC1?> existiert auch eine

immunologisch interessante, nicht gewebespezifisch vorkommende, transmembranstiandige
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Form, das sog. Episialin, PAS-O, DF3-Antigen, oder HMFG-Antigen (human milk fat
globale) oder polymorphe epitheliale Mucin (PEM). Die Bezeichnungen werden in der
Literatur gleichbedeutend mit MUC1 verwendet. Die Primirstruktur und die
Domaénenarchitektur des MUC1-Proteins wurden durch Klonierung und Sequenzierung der
vollen Liange der cDNA zuginglich.*” Fiir alle Mucine ist eine unterschiedliche Anzahl von
sich wiederholenden Aminosduresequenzen (Variable number of tandem repeats, VNTR)
kennzeichnend. Im MUCI besteht die sich 30—100mal wiederholende Wiederholungseinheit
der  extrazelluliren @ Doméne aus 20  Aminosduren mit der  Sequenz
(TAPPAHGVTSAPDTRPAPGS),.

Aufgrund dieser schwankenden Anzahl unterliegt MUCI1 einem inhérenten Polymorphismus.
Dariiber hinaus konnen Sequenz-Variationen auftreten, die sich durch den Austausch der
Aminosduren DT—ES, PP—>PQ bzw. PA oder PT in der Wiederholungseinheit bemerkbar
machen.”® Die Relevanz dieser Verinderungen in Bezug auf Krebszellen und beziiglich einer
Immuntherapie ist nicht bekannt.

In der Region der Wiederholungseinheit befinden sich die meisten Glycosylierungsstellen fiir
eine posttranslationale Modifikation mit Zuckermolekiilen im Golgi-Apparat.*”) C-Terminal
schlieBt sich an diese Region eine Linker-Doméne bestehend aus 235 Aminosduren mit finf
Bindungsstellen fiir N-Glycane mit einer proteolytischen Spaltungsstelle, eine kurze
Transmembran-Region (24 Aminosduren) und der C-terminale cytoplasmatische Teil von ca.
69 Aminosduren an.

Nach posttranslationaler Modifikation (Proteolytische Prozessierung des Glycoproteins an der
Spaltungsstelle) ist der extrazelluldre Teil in normalen Zellen und in Krebszellen iiber nicht
kovalente Wechselwirkungen mit dem abgetrennten Transmembranteil assoziiert und bildet

ein Heterodimer an der Zellmembran.?**?

In N-terminaler Richtung zu den
Wiederholungseinheiten schlieB3t sich eine kurze Doméne an, die eine Signalpeptid-Sequenz
enthélt. Neben der bereits erwdhnten Schutzfunktion (Repulsive Barriere) wird insbesondere
dem cytoplasmatischen Teil des MUCI eine Rolle in der Signaltransduktion zugeschrieben.
Dafiir stehen potentielle Tyrosin-Phosphorylierungsstellen fiir eine Bindung mit der Src
Homologie 2-Domine des Adapter-Proteins Grb2 zur Verfiigung.”*! Des weiteren gibt es
Hinweise auf eine mégliche Involvierung des MUCI in die Zell-Zell-Adhision.”*! Eine
cytoplasmatische Domine des MUCI interagiert direkt mit B-Catenin, steht somit mit dem

Cytoskelett in Verbindung und wird reguliert durch eine Glycogensynthase-Kinase.*”!
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808 Lo auf MUC] beschrénkte Sequenz
BB
*ade Wiederholungseinheit
ot Tandem repeat Doméne
288 -EEEE
B0
*ee sete #8%  O<CGlycan
2088
288
*s- Y N-Glycan
sae- 2008
stue O éj\ SEA-Domine
BB (sea urchin sperm protein,
088 sass enterokinase and agrin)
LS aoe
2808 _< Transmembrandoméine
- X «—X Proteolytische

Prozessierungsstelle

E Plasmamembran

L R S

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Doménenarchitektur des Glycoproteins MUCI.

Neben diesen Funktionen konnte gezeigt werden, dass Mucin-Gele biologisch aktive
Molekiile einfangen und zuriickhalten kénnen, um sie dann wieder zu entlassen. Auf diese
Weise konnen inflammatorische Vorginge sowie Reparatur- und Heilungsprozesse initiiert
werden. Zusammenfassend kann man festhalten, dass Mucine stark in die Kontrolle und den

Schutz der molekularen Umgebung von Epithelzelloberflichen involviert sind.”®!

1.3 Das Glycoprotein MUC1 in malignen und benignen Zellen —
ein Vergleich

Das MUCI1-Glycoprotein findet man in fast allen humanen Epithelzell-Adenocarcinoma in

38]

stark iiberexprimierter Form.(*” Die ersten pathologischen Beobachtungen durch

histochemische  Farbetechniken  belegten eine  hohe  Mucin-Produktion  durch
Adenocarcinoma.”” ! Eine entscheidende Rolle spielt das MUC1-Glycoprotein bei der
Tumorprogression und Metastasierung. Eine hohe MUC1-Expression ist dabei kennzeichnend

[41

fiir ein aggressives Stadium der Tumorprogression!*! und wird mit einer schlechten Prognose
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42-45 . .
(42451 Man nimmt an, dass die

und hohem metastasierenden Potential in Verbindung gebracht.
Uberexpression von verindertem MUC1 auf der gesamten Zelloberfliche die Zell-Zell-
Adhiésion destabilisiert und der Krebszelle erlaubt zu wandern, sich aus dem Zellverband
abzuspalten und zu metastasieren.'*”! Ein Aspekt dabei ist, dass durch MUC]1 von Integrinen
vermittelte Zell-Adhasion mit der extrazelluldren Matrix inhibiert wird.!*”!

Im Gegensatz zu gesunden Zellen ist die MUCI-Expression bei Krebszellen des
Epithelialgewebes um bis zu einem Faktor 50 erhoht und erfolgt nun auch auf der
basolateralen Epithelzell-Oberfldache, was zu einem fiir maligne Zellen typischen Verlust der
Polaritat fiihrt.!**! Somit ist das Mucin MUC1 auf der ganzen Oberfliche der Tumorzelle

exprimiert und kann nun durch zirkulierende Zellen wie z.B. Lymphocyten erkannt werden.

Normmale ductuale Epithelzelle Tumorzelle

Basolaterale
Oberflache

Abb. 1.2: Lokalisation des Glycoproteins MUCI auf normalen Epithelzellen und

Tumorepithelzellen.

Ein Charakteristikum der Mucine ist die hohe Anzahl an O-glycosidisch verkniipften, stark
verzweigten Saccharidketten. Bezeichnende Verdnderungen im Glycosylierungsmuster dieser
Seitenketten sind als weiterer wichtiger Unterschied zwischen MUC1-Glycoproteinen auf der

[26.9) In normalen humanen Brustdriisenzellen

gesunden Zelle und der Tumorzelle zu nennen.
folgt auf die Anheftung von N-Acetylgalactosamin (GalNAc) an Serin- oder Threonin-Reste
des Apoproteins im cis-Golgi die Anbindung von Galactose zur Bildung von Core 1, welches
dann als Substrat zur Bildung des Core 2 und weiterer hoch verzweigter Glycanstrukturen

dient.
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Eine fehlerhafte Glycosyltransferaseaktivitit,””! insbesondere eine Erhchung der
Sialyltransferaseaktivitéit[s1] filhrt zu kiirzeren, unverzweigten und hochgradig O-sialylierten
O-Glycanketten, da wihrend der Biosynthese Sialylierungen im allgemeinen

Terminierungsschritte eines Glycan-Core’s sind (s. Schema 1.1).

OH_ oy COOH

HO..
AcHN
oH OH HO HOO
o o-2,6-Sialyltransferase
Thr/Sf—)r—OH —— O
. . AcNH Krebs: Beendigung des
Mucin Protein :
. Saccharid- Aufban AcNH . .
TnAntigen Q cehart us O— Ser/Thr-Mucin Protein
Ser/Thr-Mucin Protein Sialyl Ty Antigen
-1,3-Galactosyltransferase
reduzierte Aktivitit
oM OH oy COOH
OH * o ; P on H o
(CORE 1) o o o-2,3-Sialyltransferase HO. O&&/
Q
H AcHN
Krebs: Beendigung des HO
OH ANH|  Saccharid-Aufbaus OH  AcNH IS
] Q . .
T Antigen \ 2,3 Sialyl T Antigen ISer/Thr—
Ser/Thr-Mucin Protein Mucin
Protein
B-1,6-GlcNAc-Transferase
Normal: Kettenverlédngerung
(@]
OH Ser/Thr-Mucin Protel
m 2,6 Sialyl T Antigen rhEven Froten
H o
AcNH
OH
(CORE 2) OH HO
Q (0] =
komplexe Mucin Strukturen
OH AcNH >

(@]
|
Ser/Thr-Mucin Protein

Schema 1.1: O-Glycosylierung des Mucin-Proteins in benignen und malignen Brust-

Epithelzellen.

Der tumorassoziierte Zustand ist weiterhin durch einen Wechsel der O-Glycosylierungsstellen
gekennzeichnet. Erste Untersuchungen zeigen, dass in normalen Zellen durchschnittlich 2.5
der fiinf potentiellen Stellen glycosyliert sind wohingegen in Krebszellen alle fiinf O-
glycosyliert sein konnen.” Das genaue Glycosylierungsmuster ist nicht bekannt, was fiir

eine Immuntherapie von Bedeutung sein konnte.
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Die verkiirzten, neuen bzw. sonst verborgenen Strukturen, die man als Tx-, Sialyl-Tx (STx)-,
und T-Antigene (Thomsen-Friedenreich-Antigene) bezeichnet, sind nun wegen der verkiirzten
Glycanketten an der Molekiiloberfliche exponiert."* ** Alle drei Antigene sind stark in allen
humanen Krebszellen exprimiert, wobei das STn-Antigen im Falle des Brustkrebs
immunologisch besonders interessant ist, da es in normalem Brustgewebe nicht vorkommt.™¥
Diese tumorassoziierten Antigene wurden mit Hilfe monoklonaler Antikorper
nachgewiesen.”!

Wegen der fehlerhaften Glycosylierung und besonders der kiirzeren Struktur der
Kohlenhydratbausteine sind sonst abgeschirmte Sequenzen (Epitope) des Apoproteins
zuginglich. Diese Epitope sind als immundominant mittels Epitopmapping identifiziert
worden, wobei die Motive PDTRPAP und STAPP als immunologisch relevant angesehen

werden.%!

% O-Glycosid (normal) ’ N-Glycosid

¢ Sialinsdurereste 5/ O-Glycosid (Tumor)

Wiederholungseirihet GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH

Abb. 1.3: MUCI-Struktur in normalen Epithelzellen und Tumorepithelzellen.

7]

Insbesondere die Region APDTRPA wird von monoklonalen Antikérpern,””! normalem

[58] [59]

Serum erkannt. Der SM3-Antikorper erkennt das Epitop

PDTRPAP und bindet spezifisch an maligne Zellen, jedoch findet keine Bindung SM3-

und cytotoxischen T-Zellen

Antikorpers an normale Brust-Epithelzellen statt.®” Es bleibt anzumerken, dass auch

auBlerhalb der Wiederholungseinheit kiirzlich Epitope beschrieben wurden, die T-Zellen

aktivieren koénnen.[®!)



8 1. Einleitung

1.4 Die Erkennung von MUC1 durch das Immunsystem

Das unterglycosylierte MUC1-Protein zeigt immunstimulierende Eigenschaften. So wurde es
als Ligand fiir das intrazellulire Adhésionsmolekiil 1 (ICAM-1) beschrieben und verstérkt
dadurch die Antigen-Prisentation fiir T-Zellen.[®” Dies geschieht moglicherweise durch eine
Interaktion spezieller Kohlenhydrat-Epitope des MUCI mit Lektin.[” Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass MUCI ein Ligand fiir Sialoadhesin ist, ein auf Makrophagen exprimiertes
Adhésionsmolekiil, und damit ist MUCI in die Rekrutierung von Makrophagen involviert ist,
die die Tumorzellen aufnehmen und proteolytisch abbauen.!*

MUCI zeigt aber auch eine immunsuppressive Wirkung, die vermutlich durch mehrere
Mechanismen erfolgt. Zellen, die mit MUCI1 bedeckt sind, adhérieren weniger effizient mit
natiirlichen Killerzellen (NK), von Lymphokin aktivierten Killer-Zellen und cytotoxischen T-
Zellen (CTL) und sind somit resistent gegen eine Tétung durch diese Zellen.[*”]

Das MUCI1-Glycoprotein kann dariiber hinaus einen immunsuppressiven Effekt auf T-Zellen
ausiiben. Aufgrund ihrer multiplen identischen Epitope werden die MUC1-Molekiile MHC-
unrestringiert von CD4'- und CDS8'-Zellen erkannt und quervernetzen dabei deren T-
Zellrezeptoren. Dies fiihrt zu einer funktionellen Inaktivierung (Anergisierung) der T-Zellen.
Dieser Effekt kann jedoch durch die Zugabe von Interleukin 2 (IL 2) oder kleineren
Bruchstiicken des MUC1-Glycoproteins aufgehoben werden.

Das Glycoprotein MUCI1 stellt trotz dieser bisher nicht genau verstandenen und die
Aufklarung seiner Funktion erschwerenden dualen Eigenschaften ein sehr viel versprechendes
Zielmolekiil der Krebs-Immuntherapie dar. Es wurden ndmlich bei Krebspatienten sowohl
humorale als auch zellulire Immunantworten gegen das verdnderte MUCI-
Zelloberflichenmolekiil nachgewiesen.

In Brustkrebspatienten wurden aus Lymphknoten MUCI-spezifische cytotoxische
Lymphocyten isoliert. Diese Lymphocyten erkennen MUCI1 direkt in einem
Haupthistokompatibilitidtskomplex (MHC) unrestringierter Art. Das Epitop, welches in dieser
MUCI1-spezifischen CTL-Antwort erkannt wird, ist vermutlich ein unterglycosyliertes
MUCI1-Rumpfpeptid innerhalb der Wiederholungseinheit, da der monoklonale Antikorper
SM-3, der spezifisch an die tumorassoziierte Mucin-Core-Peptidsequenz PDTRP bindet, die
CTL-Aktivitit blockiert.*®’ Ebenfalls wurde eine MHC-I-restringierte Immunantwort
sowohl beim Menschen!®” % ®* als auch bei der Maus!®® ™! beobachtet.

Cytotoxische T-Zellen, die MUCI1 exprimierende Zelllinien zerstdren, konnten aus

Patientinnen mit Eierstock- und Brustkrebs isoliert werden.”!!
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Nicht nur diese zelluldren, sondern auch humorale Antworten gegeniiber MUC1 wurden bei
Krebspatienten gefunden.”® So konnten bei Erkrankten mit Brust-, Bauchspeicheldriisen- und
Dickdarmkrebs im Serum Immunglobuline des IgM-Isotyps gegen verdndertes MUCI
nachgewiesen werden.”? Ebenfalls konnten in Patientinnen mit benignen und malignen
Brusttumoren zirkulierende Immunkomplexe gegen das Zelloberflichenprotein MUCI
beobachtet werden."”®! Bei Patienten mit einem colorektalen Karzinom wies man MUC1-IgG-
Antikorper nach.!”®! In diesem Zusammenhang diskutiert man eine hohere Uberlebenschance
von Krebskranken in einem frithen Stadium der Erkrankung durch den Einfluss einer

natiirlich vorhandenen Immunantwort gegen MUC1.[7¥

1.5 Das Glycoprotein MUC1 als Zielstruktur -

Immuntherapeutische Strategien

Das Vorhandensein von Immunantworten gegen MUCI1-Strukturen in Krebspatienten deutet
daraufhin, dass solche verdnderten Strukturen des MUCI1-Glycoproteins vom Immunsystem

als nicht eigen erkannt werden konnen.””

Diese vorhandene, allerdings schwache
korpereigene Immunantwort gilt es zu verstirken und andere neue Immunantworten
hervorzurufen, indem man versucht, mit Strukturausschnitten des
Zelloberflichenglycoproteins MUC1 zu vakzinieren.”® Hierbei ist zunichst nicht das Ziel
einer Schutzimpfung, wie bei viralen Impfstoffen oder Impfstoffen gegen Bakterien oder
deren Metaboliten, sondern eine unmittelbare Behandlung. Besonders die Zerstdrung von
Metastasen und  zirkulierenden  Tumorzellen, die durch die herkdmmlichen
Behandlungsmethoden nur schwer zu eliminieren sind, wird hierbei angestrebt.

Es gibt mehrere unterschiedliche Ansétze in der Krebs-Immuntherapie. Die Immunisierung
mit Zellen, z.B. modifizierten B-Zellen oder Dendritische Zellen, die MUC1 exprimieren

[77

konnen, stellt einen der molekulargenetischen Ansatzpunkte dar.””) Durch die Verabreichung

nackter MUCI1-cDNA konnten sowohl humorale Immunantworten als auch eine
Verbesserung der zelluldren Immunantwort erreicht werden.”™ Nach einem anderen Ansatz
wird versucht, mit viralen Vektoren, die die cDNA zur Expression von MUCI enthalten, das

784 Die Verwendung monoklonaler Antikorper gegen MUCT ist

]

Immunsystem zu aktivieren.!

eine weitere Moglichkeit einer Immuntherapie.*®
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Ein anderer intensiv verfolgter Ansatz ist ausschlieBlich auf das verdnderte

(86, 87

Glycosylierungsmuster des MUCI1-Glycoproteins konzentriert. ! Hierzu werden diese

typischen Kohlenhydratstrukturen, z.B. die bereits erwdhnten STn- oder 2,3-STn-Antigene

8. 871 aber auch

aus der Familie der Glycophorine oder die Thomsen-Friedenreich Antigene,!
komplexere Strukturen (bis zu 9 Monosaccharideinheiten) wie z.B. Globo H, Ganglioside
(GM2, GD2, GD3) oder die Lewis’-Struktur und Blutgruppendeterminanten synthetisiert.
Diese Saccharid-Strukturen werden als einzelne Molekiile oder als Cluster an ein
Trigerprotein bzw. an Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinylserin (Pams;Cys)*® gebunden und als
Protein- bzw. Glycolipidkonjugate zur besseren Stimulation des Immunsystems appliziert.>*
86.87] Als Beispiele sind in Abb. 1.4 GM3-Derivate 1, die durch eine reduktive Aminierung an
KLH gebunden sind,"®” sowie Lewis’-Cluster, die iiber einen Maleinimido-Spacer an KLH 2
bzw. an N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cystein (Pam3;Cys) 3

gebunden sind gezeigt. Diese konnten eine IgG- und IgM-Antikérper Produktion ausldsen.””

93]
OH H
HO\/%CE Ho OH
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OH OH 1
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Abb. 1.4: KLH-gebundene N-Acyl-GM3-Derivate 1 und Lewis’-Cluster konjugiert mit KLH
2 und Pam;Cys 3.
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In einer klinischen Vakzinierungsstudie (bis Phase III) wurde intensiv das iiber einen

Linkerarm an KLH gebundene, synthetische Sialyl-Tx-Antigen, welches in DETOX-BSE als

Adjuvans emulgiert ist, untersucht (Theratope®).[®> ¥+ %]
HO o"_i\CH COH
AcHN o)
HO  HO
O
AcNH
O\/\H—@
L —n

Abb. 1.5: Sialyl-Ty-KLH-Konjugat 4.

Durch die verdnderten und verkiirzten Oligosaccharidstrukturen in MUC1-Glycoproteinen
maligner Zellen sind die in normalen Zellen verborgenen Peptidepitope zuginglich. Darum
untersucht man die Vakzinierung mit Peptid-Vakzinen, die insbesondere Sequenzen aus der
MUC -Wiederholungseinheit enthalten. Goydos et al.’® testeten in einer Phase I Studie ein
aus 5 Wiederholungseinheiten bestehendes synthetisches MUCI-Peptid sowie kiirzere
Peptidfragmente unter Verwendung des Bacillus Calmette-Guérin als Adjuvans. Ergebnis
dieser Untersuchung war die Induktion einer erhohten Mucin spezifischen cytotoxischen T-
Zell Antwort.

Ein &dhnliches pentameres MUCI1-Oligopeptid (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH)s wurde in
Kombination mit LelF als Adjuvans Schimpansen appliziert. LelF ist ein aus Leishmania
stammendes Protein, das Antigenprisentierende Zellen und humane periphere
Blutlymphocyten stimuliert. Die Immunisierung erzeugte eine MUCI-spezifische IFN-y
Expression sowie eine cytotoxische T-Zell Antwort. Allerdings konnten keine Antikorper
erzeugt werden. Verabreicht man das Oligopeptid jedoch zusammen mit einer Ol-Wasser-
Emulsion so konnte eine MUC1-spezifische humorale Immunantwort erzeugt werden.””! In
einer anderen Studie wurden Brustkrebspatientinnen mit einer 30 Aminosdure MUCI-
Sequenz (C-VTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTSAPDTRPA) und QS-21 als Adjuvans
immunisiert. Die kovalente Anbindung der Struktur an mit N-Maleinimido-benzoyl-N-
hydroxysuccinimid-ester modifiziertes KLH erfolgte tiber den N-terminalen Cysteinrest. Es
wurden hohe IgM- und IgG-Antikorpertiter gegen das synthetische MUCI-Fragment

nachgewiesen."”™
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Mit einem Konjugat aus dem MUC1-Peptid (GVTSAPDTRPAPGSTA) und KLH sowie dem
DETOX-Adjuvans erreichte man die Bildung von gegen MUCI gerichteten MHCI-

91 Andersson et al. studierten die Wirkung eines

restringierten cytotoxischen T-Zellen.
Konstruktes aus einem die Wiederholungseinheit fiinfmal enthaltenden MUCI1-Peptid und
einem T-Zellepitop aus dem Tetanustoxin. Es konnte hierbei die Bildung von spezifischen

Antikdrpern  beobachtet werden.!'")

Die Immunisierung von Kaninchen mit dem
synthetischen Hexapeptid DTRPAP, welches kovalent angebunden an BSA war, erzeugte
Antikorper, die mit humanen Ovarial- und Brustkrebszellen, aber nicht mit normalen
Brustepithelzellen reagierten.!'*!

Mit einem 24mer aus der humanen MUCI1-Wiederholungseinheit, welches mit Hilfe von
Poly(D,L-Milchsdure-co-Glycolsdure)-Polymerkiigelchen als Pridsentationssystem appliziert
wurde, konnte eine T-Helferzell-Antwort induziert werden.!'*

In einem anderen Ansatz wurde die Vakzin-Formulierung bestehend aus einem 25mer
MUCI1-Wiederholungseinheit Peptid (STAPPAHGVTSAPDTR), welches in Liposomen

(1931 1 vitro konnten damit T-Zellen

eingebaut ist und dem Lipid A als Adjuvans eingesetzt.
erzeugt werden, die cytotoxisch gegen MUCI1 exprimierende Tumorzellen sind. McKenzie et
al. erzeugten mit einem MUC1-Tragerprotein-Konjugat, bestehend aus der Partialsequenz der
MUCI1-Wiederholungseinheit (PAHGVTSAPDTRPAPDSTAP)s, die kovalent an KLH
gebunden ist, eine humorale Immunantwort. Allerdings wurden keine zelluldre Immunantwort
und nur eine schwache Tumorprotektion beobachtet. Bindet man das gleiche Smer MUCI -
Peptid an die oxidierte Form von Mannan, so konnte man in einer Phase I Studie an Patienten
mit Adenocarcinoma eine humorale Antwort (IgG1), proliferierende zelluldre Antworten und
in wenigen Fillen auch CTL-Antworten erhalten.!'**!%!

Ein neues Konzept zur Konstruktion von tumorselektiven Antitumor-Vakzinen kombiniert ein
synthetisches, tumorassoziiertes MUC1-Glycopeptid-Antigen iiber einen flexiblen Spacer mit
einem synthetischen T-Zell-Epitop aus Tetanustoxin zum Konjugat 5. Die Untersuchungen
ergaben, dass durch die MUC1-B-/T-Zellkonstrukte Proliferationen cytotoxischer T-Zellen in

1971 Immunisierungen von

Kulturen peripherer Blutlymphocyten induziert werden koénnen.
Maiusen mit einem dhnlichen Konstrukt (Austausch des Tetanustoxin T-Zell-Epitops gegen
ein Ovalbumin T-Zell-Epitop) konnten eine starke humorale Immunantwort auslosen. Des
weiteren zeigten die generierten Antikorper eine hohe Spezifitit beziiglich des MUCI-

Glycopeptid-Antigens.['*!
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Abb. 1.6: Sialyl-Ty-MUC1-Tetanustoxin-Konjugat 5.
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2. Zielsetzung

Das Glycoprotein MUCI ist in Tumorepithelzellen sonderlich stark {iberexprimiert. Wegen
der vorzeitig einsetzenden Sialylierung, verursacht durch ein veridndertes Enzymmuster in
Tumorzellen, sind dariiber hinaus die O-Glycanketten dieses Membranproteins stark verkiirzt.
Diese verdnderten Saccharidstrukturen werden als tumorassoziierte Antigene bezeichnet.
Durch die Expression dieser verdnderten Saccharide werden zugleich vorher verborgene
Peptidepitope des Glycoprotein-Riickgrates auf der Zelloberfliche der Epithelzellen
zugénglich, die als fremd von den Zellen des Immunsystems erkannt werden konnen. Es
sollen diese beiden strukturellen Besonderheiten verbunden werden, indem die verdnderten
tumorassoziierten Saccharidstrukturen Tn-, STn- und T-Antigen als Glycosylaminosdure-
Festphasenbausteine synthetisiert werden und mit dem Peptidepitop der Wiederholungseinheit
des MUCI in Form von synthetischen Glycopeptiden durch die Anwendung der Glycopeptid-

Festphasensynthese miteinander kombiniert werden.

Q

OH oy A OH
AcH o
OH ho%

Glycosylierte Partialsequenz aus der Wiederholungseinheit des tumorassoziierten MUCL

Abb. 2.1: Die tumorassoziierten Tyn-, Sialyl-Tn- und Thomsen-Friedenreich-(T-)-Antigene

sowie die MUCI1-Zielstruktur zur Entwicklung synthetischer Tumorvakzine.
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Von der Vakzinierung mit einer tumorassoziierten Antigen-Struktur wie der
Wiederholungseinheit des Glycoproteins MUCI erhofft man sich, eine Immunantwort gegen
die Tumorzelle zu erzeugen. Dies wére eine erstrebenswerte, schonende Alternative zu den
etablierten Therapiemoglichkeiten einer Krebserkrankung. Da aber Glycopeptide mit einem
Molekulargewicht von 2-5 kDa im Allgemeinen nicht ausreichend immunogen sind, miissen
diese synthetisierten Glycopeptidstrukturen kovalent an ein Tragerprotein gebunden werden,
um eine Immunantwort auszuldsen. Deshalb soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die
radikalische Thiol-Addition an ein Allylamid fiir eine chemoselektive Biokonjugation
geeignet ist und folglich mit dieser Methode definierte MUCI1-Glycopeptid-Tragerprotein-
Konjugate aufgebaut werden kdnnen.

Zuvor ist es aber dafiir notwendig, Modellaminosduren zu synthetisieren, anhand derer die
Thiol-Addition an Allylamide auf die etwaige Bildung von Nebenprodukten zu untersuchen

und geeignete Reaktionsbedingungen zu entwickeln.

R
R P R HN
H H
R N :
N/H( N + R\N/WOR - R\H/H_(N\/\/WOR
o Ho 8 o o

. —
B = =
2) /\/H

Glycopeptid
Protein wi

Abb. 2.2: Modellreaktion zur radikalischen Thiol-Addition und Syntheseweg zu Glycopeptid-

Protein-Konjugaten.

Der niedrige Glycosylierungsgrad des verdnderten Mucins MUCI hat einen Einfluss auf die
Struktur des Glycoproteins. So wird das MUC1-Glycoprotein in der tumorassoziierten Form
in der immundominanten Region APDTRPAP als knaufartig beschrieben. Es soll versucht
werden diese Struktur durch die Synthese von cyclischen (Glyco)Peptiden nachzuahmen und
zu fixieren. Cyclische Peptide zeigen des weiteren eine im Vergleich zu linearen Peptiden
erhohte enzymatische Stabilitit. Zur Synthese der Cycloglycopeptide soll die
Ringschlussmetathese angewandt werden, was zuvor die Entwicklung der Synthese von fiir

die Peptid-Festphasensynthese geeigneten, olefinischen Aminosdurebausteinen erfordert.
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Abb. 2.3: Olefinische Fmoc-Aminosdure-Festphasenbausteine und cyclische (Glyco)Peptide

mit einer Partialstruktur des tumorassoziierten Glycoproteins MUCI.

Die Bindung zwischen Saccharid und Peptidriickgrat wird im Falle des Mucin-Glycoproteins
wie bei anderen O-Glycoproteinen auch durch eine O-glycosidische Bindung an Serin bzw.
Threonin bewirkt. Ersetzt man diese Verkniipfung durch eine unnatiirliche C-glycosidische
Bindung, so dndert sich die biologische Aktivitit des Glycoproteins vor allem durch einen
verlangsamten Abbau durch entsprechende Glycosidasen. Diese Eigenschaft macht die C-
Glycoside interessant fiir die Entwicklung von Pharmaka, zur Beeinflussung der Zell-
Adhision oder der Zell-Zell-Erkennung oder als Vakzine. Es soll deshalb untersucht werden,
ob ein effizienter Syntheseweg zur Herstellung einer C-Glycosylaminosdure, die das N-
Acetylgalactosamin trigt und in einer Peptid-Festphasensynthese einsetzbar ist, moglich ist.
Dieser Aminosdurebaustein soll auch in der Synthese eines Glycopeptids eingesetzt werden.

AcO OAc
(@]

AcHN

(@)

DN
Loy
o

Abb. 2.4: Fmoc-geschiitzte C-Galactosylaminoséure.
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3. Allgemeiner Tell

3.1 Die Synthese der tumorassoziierten Glycosylaminosauren

3.1.1 Die Synthese des N-Acetylgalactosamin-Threonin- und des N-

Acetylgalactosamin-Serin-Bausteins (Ty-Antigen)

In Krebszellen ist eine charakteristische Verdanderung der Kohlenhydratstruktur zu beobachten,
die auf die verdnderte Aktivitit und Expression von Glycosyl- und Sialyltransferasen
zuriickzufithren  ist."" "' Dije stark verminderte Aktivitit der Core 2 P-1,6-N-
Acetylglycosaminyltransferase fiihrt zu einer Akkumulation der Core 1-Struktur (s. Kapitel
1.3). Die Vorstufe der Core 1-Struktur, das Tn-Antigen, stellt deshalb ein zu synthetisierendes
Zielmolekiill sowie die Ausgangsverbindung fiir den biomimetischen Aufbau weiterer
komplexer tumorassoziierter Antigene dar.

Die Synthese des N-Acetylgalactosamin-Threonin- und des N-Acetylgalactosamin-Serin-
Bausteins erfolgte gemdB einer von B. Liebe erarbeiteten Synthesestrategie.''’ '
Schliisselschritt hierbei ist die Glycosylierung der N- und C-terminal geschiitzten Aminosiure-
Derivate von Threonin bzw. Serin mit einem Galactosylbromid-Derivat.

Zur Herstellung des Galactosylbromid-Derivates 10 wurde in einem ersten Schritt der
Reaktionssequenz D-Galactose peracetyliert. Dies geschah durch die Umsetzung des
Monosaccharids mit Acetanhydrid in Gegenwart katalytischer Mengen Perchlorsdure. Durch
Zugabe von 33%iger Bromwasserstoffsdure in Eisessig iiberfilhrte man die vollstindig
acetylierte Galactose in das anomere Bromid. Die anschlieende Eliminierung des Bromid-Ions
und der Acetoxygruppe in 2-Position erfolgte mit Hilfe von aktiviertem Zinkpulver und N-
Methylimidazol und lieferte das 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 7 in 72 % Ausbeute.

Ein alternatives Protokoll zur Synthese des Galactals 7 ist von S. Koto et al. beschrieben
worden."®! GemiB dieser Vorschrift wurde peracetylierte Galactose mit Acetylbromid und
nachfolgend mit Wasser umgesetzt. Das dadurch entstandene Galactosylbromid-Derivat wurde
nach dem Entfernen des Acetylbromids mit Zinkstaub, der durch die Zugabe von
Kupfer(Il)sulfat aktiviert wurde, in einem Essigsdure/Wasser-Gemisch zur Reaktion gebracht.
Nach der Entfernung des Zinkstaubs durch Filtration und lediglich der Extraktion mit Toluol
erhielt man das 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 7 in hoher Reinheit und hoher Ausbeute.
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1.) Ac,O/HCIO4

3 h, Raumtemp.

HO OH 2.) HBr/HOAc A0 opc 1) AcBr, O, CHCl3 ACO OAC

O& 20 h, Raumtemp. Aco@ 90 min, 0 °C M

H
=
HO OH 3.) 1-Me-Imidazol 2.) Zn, HOAc, H,O AO | OAC
Zn, EtOAc CuSOy, 1h,0°C
6 4h,77°C 72% 7 88 % 8

Schema 3.1: Synthese des 3,4,6-Tri-O-acetylgalactals 7.

In der natiirlich vorkommenden Tn-Antigen-Struktur ist das N-Acetylgalactosamin {iber eine o.-
glycosidische Bindung mit der Aminosdure Serin bzw. Threonin verkniipft, deshalb sollte bei
einer Glycosylierungsreaktion zur chemischen Synthese des Tn-Antigens tiberwiegend das o-
Anomer entstehen. Darum ist es notwendig in der 2-Position der Galactose eine funktionelle
Gruppe zu installieren, die keinen Nachbargruppeneffekt wiahrend der Glycosylierungsreaktion
ausiibt und spéter die Erzeugung einer Aminofunktion ermdglicht. Die Azidogruppe erfiillt
diese beiden Vorraussetzungen. Die Einfithrung der Ns;-Funktion in die 2-Position gelingt durch
das von R. U. Lemieux et al. eingefiihrte Verfahren der Azidonitratisierung,!''*! bei welchem
das 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 7 mit Cer(IV)ammoniumnitrat und Natriumazid bei -28 °C in
absolutem Acetonitril zur Reaktion gebracht wurde und das 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-

desoxy-o/p-D-galactosylnitrat 9 in 37%iger Ausbeute entstand.

AcO AcO . AcO
ohe (NH,),[Ce(NO5)6], NaNj o LiBr, absol. MeCN onc
= absol. MeCN, - 28 °C, 20 h 17 h, Raumterrp.
N; "ONO, Na gy
! 9 37% 10 quant.

Schema 3.2: Azidonitratisierung und Synthese des 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a.-D-

galactosylbromids 10.

In mechanistischen Uberlegungen wird die Addition eines durch Ce*"- und Njs™-Ionen
gebildeten Azidradikals an die Galactal-Doppelbindung diskutiert. Das entstehende
Galactosylradikal 11 wird durch Ce*'-Tonen weiter zum Oxycarboniumion 12 oxidiert, welches

durch die Addition eines Nitrations zum 2-Azido-2-deoxy-o/B-D-galactosylnitrat 9 reagiert.
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AcO OAc AcO OAC AcO OAC AcO OAC
P ) s
N Ns N ONO,
7 1 12 9
Schema 3.3: Moglicher Reaktionsmechanismus der Azidonitratisierung.

Man erhielt nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie ein Anomerengemisch der
Verbindung 9, welches im néichsten Reaktionsschritt mit wasserfreiem Lithiumbromid in
absolutem Acetonitril umgesetzt wurde. Bei dieser nucleophilen Substitution wurde
ausschlieBlich das durch den anomeren Effekt favorisierte a-2-Azido-2-deoxygalactosylbromid
10 gebildet, welches ohne chromatographische Reinigung im ndchsten Reaktionsschritt
eingesetzt wurde.

Als Aminosdure zur Synthese der Tn-Antigen-Derivate wurden die N- und C-terminal
geschiitzten Threonin- bzw. Serin-Derivate Fmoc-Thr-OtBu 16 bzw. Fmoc-Ser-OtBu 17
verwendet, die sich in zwei Stufen aus L-Serin bzw. L-Threonin synthetisieren lassen.!''> ¢

In einem ersten Schritt erfolgte dazu die Blockierung der Aminofunktion durch die Fmoc-
Schutzgruppe."'?  Die Umsetzung von L-Threonin bzw. L-Serin mit N-(9-
Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu) lieferte quantitativ die Verbindungen

Fmoc-Thr-OH 14 bzw. Fmoc-Ser-OH 15.

R
Finoc-OSu, NaHCO, o tertButanol, DCC O)}\m
OH
Hzfi\/EH/ Aceton, Wasser OJJ\H fe) CuCl, CH,Cl, O’ H o O\g

o 24 h, Raumtenp. 60 min, 0 °C

13 14 R =-CH; quant. 16 R=-CH; 73 %
15 R=-H quan. 17R=-H67%
Schema 3.4: Herstellung der C- und N-terminal blockierten Aminosdure-Derivate Fmoc-Thr-
OtBu 16 und Fmoc-Ser-OtBu 17.

Die Veresterung zu den entsprechenden tert-Butylestern erfolgte durch die eher selten
angewandte Reaktion mit O-tert-Butylisoharnstoff, welcher durch Kupfersalzkatalyse (CuCl)
aus N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und tert-Butanol gebildet wird.!""®'?°! Man erhielt

die orthogonal geschiitzten Aminosdure-Derivate 16 und 17 in 73 % bzw. 67 % Ausbeute.
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Bei der Einfiihrung der tert-Butylgruppe ist es notwendig niedrige Temperaturen und kurze
Reaktionszeiten einzuhalten, da sonst als Nebenreaktion die Blockierung der -
Hydroxyfunktion der Aminoséure als tert-Butylether in hohem MaB eintritt.

Die Glycosylierung der Hydroxygruppe an Serin und Threonin mit dem Galactosylbromid 10
erfolgte durch eine Variation der Glycosylierungsmethode nach Koenigs-Knorr.!"!! Hierzu
wurde der Glycosyldonor 10 mit Silbercarbonat und dem Zusatz von wasserfreiem
Silberperchlorat aktiviert und mit dem Serin- bzw. Threonin-Glycosylakzeptor in einem
Lasemittelgemisch aus Toluol und Dichlormethan zur Reaktion gebracht.!'*! Auf dieser Stufe
kann eine Trennung der entstechenden Anomere erfolgen, und man erhielt die reinen o-

Anomere in Ausbeuten von 49 % bzw. 40 %.

oo
Ns

T i O " Ag,C0;, AgClO,, MS 4A O 2 e
A R S
N L O Ho L Toluol/CH,CL,, 26 h, 0 °C O H 5

10 16 R=-CHjy 18 R =-CHj 49 % (o-Anoirer)
17R=-H 19 R =-H 40 % (a-Anomer)

Schema 3.5: Glycosylierung der Glycosylakzeptoren Fmoc-Ser-OtBu 17 und Fmoc-Thr-OtBu
16 mit 2-Azidogalactosylbromid 10.

Im nichsten Reaktionsschritt erfolgte die Reduktion der Azidofunktion unter gleichzeitiger
Acetylierung der neu gebildeten Aminofunktion. Hierzu wurde die Azid-Komponente 18 bzw.
19 mit durch Kupfer(Il)sulfat aktiviertes Zinkpulver in einer Mischung aus Tetrahydrofuran,
Acetanhydrid  und  Essigsdure  (3:2:1) umgesetzt.'*! Man erhielt die 2-
Acetamidoglycosylaminosiduren 20 und 21 in 86%iger und 78%iger Ausbeute. Man kann die
Ausbeute des komplett geschiitzten Tny-Bausteins 20 bzw. 21 um 15 % steigern, wenn man
nach der Glycosylierung keine Anomerentrennung der Azidoglycosylaminosidure 18 bzw. 19
vornimmt, sondern das Anomerengemisch in der Zink vermittelten Reduktion einsetzt. Auf der
Stufe der Acetamidoglycosylaminosiure ist ndmlich eine Trennung der Anomere effektiver

durchzufiuhren.



3. Allgemeiner Teil 21

ACO _OAc

ACO _oac
Q o
O o QR Zn, THF, Ac,0, ACOH O LR
' ok HJ/\’(O\g 1 h, Raumtenp. OJL ng)/o\ﬁ

18 R=-CH; 20 R=-CHj; 86 %
19R=-H 21R=-H78%

Schema 3.6: Reduktion und Acetylierung der 2-Azidofunktion.

Da das Tn-Serin-Derivat 21 als Baustein in der Festphasen-Glycopeptidsynthese eingesetzt
werden sollte, wurde der tert-Butylester mit Trifluoressigsdure unter Zusatz von 1 % Wasser
abgespalten. Auf diese Weise konnte der Tn-Serin-Festphasenbaustein 22 nahezu quantitativ in

Form eines farblosen, amorphen Feststoffes erhalten werden.

AcO  oAc AcO  oAc

o o
ACHN TFA, Wasser AcHN
S B U o 4
O (@]

21 22 90 %

Schema 3.7: Synthese des Tn-Serin-Festphasenbausteins 22.

Der Tn-Threonin-Baustein 20 sollte als Glycosylakzeptor in einer Sialylierungsreaktion zum
Aufbau des STn-Antigens eingesetzt werden. Dazu wurden in einer Zemplén-
Umesterungsreaktion''*" die Acetylgruppen selektiv in Gegenwart der basenlabilen Fmoc-
Gruppe abgespalten. Das Versetzen der methanolischen Reaktionslosung mit 1%iger
methanolischer NaOMe-Losung erfordert ein sorgfiéltiges Einstellen des pH-Wertes, der einen
Wert von 8.5 nicht iibersteigen sollte. Man erzielt eine Ausbeutesteigerung um bis zu 20 %,
wenn man das Rohprodukt der Deacetylierung nach der Neutralisation mit 0.4 Aquivalenten

Fmoc-OSu und N,N’-Diisopropylethylamin (,,Hiinigs Base*, DIPEA) behandelt.
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o o N2
m& AcHN
O ACHN | NaOMe, MeOH, pH=8.5 O o) Q):’(
o L
o*urgo\ﬁ o 6 LT
20

23 83%

Schema 3.8: Zemplén-Umesterung am Tn-Threonin-Derivat 20.

Generell ist anzumerken, dass die Ausbeuten bei den Umsetzungen der Threonin-Derivate im
Vergleich zu den Serin-Derivaten hoher sind und die Aufarbeitungs- und Reinigungsverfahren

besser durchzufiihren sind.

3.1.2 Die Synthese des (2-6)-Sialyl-N-acetylgalactosamin-Threonin-Bausteins
(STn-Antigen)

Das (2-6)-Sialyl-N-acetylgalactosamin, sog. STn-Antigen, stellt im Hinblick auf die
Entwicklung von Tumorvakzinen eine besonders interessante tumorassoziierte Antigenstruktur
dar. Die Sialylierung des in einem frithen Stadium der Glycoproteinbiosynthese vorliegenden
Tn-Antigens (N-Acetylgalactosamin) katalysiert durch die a-2,6-Sialyltransferase fiihrt zu dem
tumorassoziierten Sialyl-Tn-Antigen, das vorwiegend auf Darm-, Magen-, Ovarial- und
Mammakarzinoma zu finden ist."?*"'?®! Mehr als 80% der Krebsarten in der Brust, der Prostata
und den Eierstocken exprimieren das STn-Antigen. Im Gegensatz dazu ist die Expression von
STn-Antigen in normalem Gewebe stark reduziert und beschridnkt sich auf nur wenige
epitheliale Gewebe an sekretorischen Grenzlinien.!"*”) Die Uberexpression des STx-Antigens in
verschiedenen Karzinoma korreliert mit einem aggressiven Phénotyp und einer schlechten
Prognose.[13o]

Analog der Biosynthese soll das (2-6)-Sialyl-N-acetylgalactosamin durch eine Kupplung des
Tn-Antigens mit der Sialinsdure hergestellt werden. Durch eine regio- und stereoselektive
Sialylierung an der primdren 6-Hydroxyfunktion des Tn-Antigen-Bausteines 23 ist dieses STn-

1. [107]

Disaccharid synthetisch zugénglic Sialylierungen stellen aufgrund der strukturellen

Besonderheiten der Neuraminsiure eine synthetische Herausforderung dar.
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Das anomere Zentrum der Sialinsdure liegt als tertidres Kohlenstoffatom vor, welches im
Verlauf der Glycosylierungsreaktion ein Carbeniumion 26 ausbildet. Die Nachbarschaft von
drei Substituenten macht daher das Reaktionszentrum fiir einen nucleophilen Angriff sterisch
schwerer zugénglich. Durch die elektronischen Eigenschaften der Carbonsdureester-Funktion
am anomeren Zentrum wird das Glycosylkation 26 destabilisiert, wodurch der
Neuraminsduredonor zu einer B-Eliminierung unter Ausbildung des Glycals 29 neigen. Aus

diesem GQGrund setzt man die Neuraminsduredonoren in einem Uberschuss zum

Glycosylakzeptor ein.
©
OAC oac OBn /\ OAC oac Ot
S €]
AcOu,,,, /\j_l\ + Me— S\m - ACO,,, 080 + N OEt
ACHN S~ ~OEt oTf AHN S S\ﬂ/
AcO ACG S
24 25 26
hohe Temperatur H
CH;CN -
CHg
C HO-R
1
OAC N © OAc
OAc ) oTf OAc
V@ CEZBn 28
AcO,,,. CO.Bn 27 AcO.,,. Ny o
AcHN k AcHN N oTf
AcO AcO “C
\ HO-R J CHs
OAc OAc
O con OAc r
AcO, AcO,
O OR O Bn
AcHN AcHN R
AcO AcO
o-Glycosid B-Glycosid

Schema 3.9: Reaktionsschema und stereochemische Kontrolle der Sialylierungsreaktion.

Ein weiteres Problem stellt die stereoselektive Bildung der glycosidischen Bindung dar. Das
Fehlen eines nachbargruppenaktiven Substituenten am C3-Atom der Neuraminsdure verlangt
nach Alternativen zur stereochemischen Kontrolle wihrend der Sialylierung.

Die stereochemische Kontrolle von Sialylierungsreaktionen ist durch die geeignete Wahl des
Losemittels und der Temperatur moglich.'*"" **! Bei der Verwendung von Acetonitril als

Losemittel wird die Nitrilgruppe an das intermedidr gebildete Sialylkation koordiniert, wobei
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sowohl ein axiales als auch ein dquatoriales Nitrilium-Konjugat gebildet werden, die beide
miteinander im Gleichgewicht stehen (sog. Nitrileffekt).!'"**'%% Bei tiefen Temperaturen
entsteht in einer kinetisch kontrollierten Reaktion das axiale B-Nitrilium-Konjugat 27 und bei
hoheren Temperaturen das thermodynamisch stabilere, dquatoriale a-Nitrilium-Konjugat 28.
Der anschlieBende Angriff eines Nucleophils fiihrt so je nach Reaktionsbedingungen zu
sterisch einheitlichen Produkten oder zumindest zu einem deutlichen Uberschuss eines
Anomers.

Fiir die Sialylierung von Glycosylakzeptoren gibt es mehrere Neuraminsduredonoren mit

138, 139] oder

unterschiedlichen Austrittsgruppen.!*” Hiufig eingesetzt werden die als Phosphit- |
als Xanthogenat-modifizierten Sialinsdure-Derivate. Ebenso finden 2-Halogeno-Derivate oder
2-Thio-Derivate unter Verwendung der entsprechenden Promotoren (z.B. ZnCl, oder
Dimethyl(methylthio)sulfonium-trifluormethansulfonat ~ (DMTST)) ihren  Einsatz in
Sialylierungsreaktionen.!'*"!

In dieser Arbeit wurde das von A. Marra und P. Sinay eingefiihrte Ethylxanthogenat

1417 als Donor fiir die Sialylierungsreaktion

(Ethoxydithiocarbonat) der N-Acetylneuraminséure,
verwendet. Um einen fiir die Sialylierungsreaktion geeigneten Sialinsdurexanthogenat-Donor
herzustellen, wurden zuerst die Hydroxylfunktionen der N-Acetyl-D-neuraminsdure 30 mit
einer Mischung aus Acetanhydrid und Pyridin (2:1) quantitativ peracetyliert.

Als Schutzgruppe fiir die Séurefunktion in C1-Position der Sialinsdure dient der Benzylester,
der im Gegensatz zum oft eingesetzten Methylester unter milden, neutralen Bedingungen

142 9] Hierfir wurde das bei der Acetylierung entstehende

hydrogenolytisch spaltbar ist.!
Anomerengemisch 31 als Rohprodukt durch Umsetzung mit Césiumcarbonat in einem
Ethanol/Wasser-Gemisch in das entsprechende Cdsiumcarboxylat {iberfiihrt. Dieses reagierte in
der nachfolgenden nucleophilen Substitution mit Benzylbromid im Ld&semittel N,N’-
Dimethylformamid in 74%iger Ausbeute zu dem vollstindig blockierten Sialinsdure-Derivat
32. Der Benzylester 32 wurde drei Tage mit Acetylchlorid, dem einige Tropfen konz. HCI-
Losung zugesetzt wurden, behandelt. Aufgrund des anomeren Effektes bildet sich das B-
Sialinsdurechlorid 33, das ohne weitere Reinigungsschritte mit Kaliumethylxanthogenat in
absolutem Ethanol umgesetzt wurde. In einer Sy2-Reaktion erhielt man das gewliinschte o-
Sialinsdurexanthogenat 24 in 76 % Ausbeute iiber zwei Stufen. Als Nebenprodukt entstand in

geringer Menge das Sialinsdureglycal 29, welches nur schwer sdulenchromatographisch

abgetrennt werden kann, jedoch in der folgenden Sialylierungsreaktion nicht stort.
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OH OAc OAC
OH COOH OAC  COOH 1.) Cs,COs, EFOH/H,O OAC  cooBn
HOW,. Ac,O, Pyridin ACO.,, 15 min, Raumtemp. ACOn...
oH —————— OAC OAc
AcH 20 h, Raumtemp. AcH 2.) BnBr, DMF AcH
HO AcO 90 min, Raumtemp. AcO
30 31 quant. 32 74 %
Q
OAC OBn
OAC_oAC  cooen OAC_oac OAC 2
ACOV. AcCl, H,O A, KSC(S)OE, absol. BOH ~ AOw.. Ao
ACHN 3 d’"e AcH COOE AcH
A Raumtemp. AG 36 h, Raumtenmp. AC
P 76 %
33 24 tiber 2 Stufen

Schema 3.10: Syntheseweg zur Herstellung des Sialinsdurexanthogenats 24.

Fir die Synthese des Sialyl-Tnx-Antigens 34 wurde das Xanthogenat 24 mittels
Methylsulfenyltriflat (MeSOTf) 25 aktiviert. Die Eliminierung der Xanthogenat-Gruppe
erzeugt das zur Glycosylierung fiahige Kation 26. Dieses stark thiophile Reagenz MeSOTT lésst
sich in situ aus Silbertriflat und Methylsulfenylbromid erzeugen. Methylsulfenylbromid ist
durch die Umsetzung dquimolarer Mengen von Brom und Dimethyldisulfid in absolutem 1,2-
Dichlorethan erhéltlich.

Die Sialylierung erfolgte unter Verwendung eines 2.5-fachen Uberschusses des
Neuraminsduredonors 24.'*) Bei einer Temperatur von -65 °C in einer Mischung aus
absolutem Acetonitril und Dichlormethan (2:1) wurde der Reaktionsmischung aus Donor und
Akzeptor zunidchst Silbertriflat zugegeben und dann eine 1.6 M Methylsulfenylbromid-Losung

in absolutem 1,2-Dichlorethan unter Verwendung einer Spritzenpumpe zugetropft.

OAC oac OBn
Ho o HO
Q AcHI Q
H
AcC
AHN P oac NP AcHN
) f, MeSBr, MS 4A
O )L I s)koa Rem )OL
. o N O\g ACHN MeCN, CHCl,, 7 b, -65 °C . o o\ﬁ
) ) ’

N
H
23 24 34 50 %

Schema 3.11: Sialylierung des Galactosamin-Threonin-Derivates 23.
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Aufgrund der grofleren Reaktivitidt und der geringeren sterischen Hinderung der priméren 6-
Hydroxyfunktion des Galactosamin-Derivates 23 verlduft die Reaktion vollstindig
regioselektiv. Das gewiinschte a-Glycosid 34 wurde in einer Ausbeute von 50 % isoliert, und
das Sialinsdureglycal 28 konnte durch eine Chromatographie entfernt werden.

Die Bestimmung der anomeren Konfiguration an der C-2 Position der Neuraminsiure erfolgte
mittels 2-dimensionaler NMR-Spektroskopie, da die iibliche Bestimmung durch Messung der
3J-Kopplungskonstante zwischen H-1 und H-2 bzw. der 'J-Kopplungskonstante zwischen C-1
und H-1 wegen des Vorliegens eines quartdren Kohlenstoffatoms am anomeren Zentrum der
Neuraminsdure nicht durchfiihrbar ist.

In der Literatur findet man empirische Regeln fiir die Zuordnung der anomeren Konfiguration
in peracetylierten Neuraminsdureglycosiden, die auf dem Unterschied in den chemischen
Verschiebungen & und der Differenz der Kopplungskonstanten J beruhen.!' 47!

1) 6H-34q (a-Anomer) > dH-34q (B-Anomer)

2) 0H-4 (a-Anomer) < 6H-4 (B-Anomer)

3) 0H-9a — 6H-9b (a-Anomer) < 6H-9a — dH-9b (B-Anomer)

4) 3JH-7,H-8 (a-Anomer) > *JH-7,H-8 (B-Anomer)

Diese empirischen Regeln sind aber nicht auf alle Verbindungen iibertragbar.

Mit Hilfe eines HMBC-Experimentes kann die anomere Konfiguration durch das
Vorhandensein einer Kopplung der Protonen an C-3 der Neuraminsidure zum Kohlenstoffatom
an C-1 eindeutig bestimmt werden. Aufgrund des Winkels von 180° zwischen dem axialen
Proton an C-3 und dem Carboxylkohlenstoff C-1 im o-Anomer liegt gemill der
Karplusbeziehung eine starke Kopplung zwischen den beiden vor, so dass ein Kreuzpeak im
HMBC-Spektrum vorhanden ist. Im Fall des B-Anomers besteht zwischen dem axialen H-3 und
dem C-1-Kohlenstoffatom eine axial-dquatoriale ~Wechselwirkung, die nach der
Karplusbeziehung nur eine schwache Kopplung hervorruft, die man im HMBC-Spektrum nicht
erkennt. Das dquatoriale Proton an C-3 koppelt sowohl im a- als auch im B-Anomer sehr
schwach mit C-3, sodass ein Kreuzpeak im HMBC-Spektrum nicht in Erscheinung tritt.

Um einen fiir die Peptid-Festphasensynthese geeigneten Glycosylaminosdurebaustein zu
erhalten, wurden in einem néchsten Reaktionsschritt die freien Hydroxylgruppen des
Bausteines 34 mit einer Acetanhydrid/Pyridin-Mischung acetyliert. Der entstandene,
vollstdndig blockierte Aminosdurebaustein 35 neigt bei der Abspaltung der tert-Butylester-
Schutzgruppe weniger zu Nebenreaktionen als der nicht acetylierte STx-Baustein 34. Die C-

terminale tert-Butylester-Gruppe wird in einer Mischung aus Trifluoressigsdure, Anisol und
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Wasser acidolytisch abgespalten. Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung konnte der

Sialyl-Tn-Festphasenbaustein in einer Ausbeute von 95 % erhalten werden.

OAC opc oBn OAC _pc OBn OAC onc OBn
AcO,.. AcOn,.. AOn,..
AcH o AcH AcH
AcO AcO AcO AcO AcO
HO o
Q TFA, H,O, Thioanisol
A(.‘/ZO Pyridin

o x oo fﬁ%@w S o
HTrET v

93 % 36 95 %

Schema 3.12: Acetylierung des Sialyl-Tn-Threonin-Bausteines 34 und Abspaltung der tert-
Butylester-Schutzgruppe.

3.1.3 Die Synthese des (1-3)-Galactosyl-N-Acetylgalactosamin-Threonin-
Bausteins (T-Antigen)

Das als T-Antigen (Thomsen-Friedenreich-Antigen) bezeichnete Strukturelement wurde 1984
als erstes Krebsantigen beschrieben und liegt tumorspezifisch in Brustgeweben vor.!'*® 1#]
Durch das verdnderte Enzymmuster in Krebszellen kommt es zu einer Anhdufung dieser
Vorlaufer-Struktur Core 1 (GalB1-3GalNAc). Charakteristisch ist, dass dieses Disaccharid
besonders in fortgeschrittenen Tumoren auftritt und die erhdhte Expression wurde in

Speiserdhren-, Brust- und Lungenkarzinoma beschrieben.['* 150152

Die Verbindung 37 ist durch eine Glycosylierung nach R. R. Schmidt!'**!

zuganglich, bei der
der als 4,6-Benzylidenacetal-geschiitzte N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(-2-azido-2-
desoxy-D-galacto-pyranosyl)-L-threonin-tert-butylester als Glycosylakzeptor mit einem

tetraacetylierten Galactosetrichloracetimidat-Glycosyldonor!'*

reagiert. In dem T-Antigen-
Vorldufermolekiil 37 wurde dann die Benzyliden-Schutzgruppe acidolytisch durch Einwirkung
von 80%iger Essigsdure gespalten, was in 89%iger Ausbeute gelang. Die Hydroxylgruppen
wurden durch Umsetzung mit Acetanhydrid und Pyridin (1:2) acetyliert und die Azidofunktion
mit aktiviertem Zinkstaub und einem Gemisch aus Essigsdure und Acetanhydrid in THF
reduziert und die sich bildende Aminofunktion auf diese Weise zugleich acetyliert. Die
Umsetzungen verliefen nahezu quantitativ und beiden Reaktionen folgten zur Aufarbeitung

lediglich nur Extraktionsschritte. Als letzter Schritt wurde der tert-Butylester mit
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Trifluoressigsdure und Thioanisol als Abfangreagenz gespalten und man erhielt nach einer
Reinigung durch Flash-Chromatographie den T-Antigen-Festphasenbaustein 39 in einer
Ausbeute von 66 % tiber drei Stufen.

AO  _oac A0

OAC OAC
% oS8 § °*o M o

1) AcO, Pyridin A0
A@& 14 h, Raurmtenp.

2.) Zn, THF, Ac,O, AcOH

N HOAc (80 %0) O)k 60 min, Raumtemp. )k Dj;r
anwC h, 70°C O\g 3) TFA, H,O, TIS O o
o O\g
39

1 h, Raumtemp.
6%
O ° 89% iiber 3 Stufen
37

Schema 3.13: Synthese des T-Antigen-Festphasenbausteines 39.



3. Allgemeiner Teil 29

3.2 Die Konjugation von Glycopeptiden mit einem Tragerprotein

3.2.1 Immunologische Aspektel™>> %]

Das Immunsystem kann durch zwei verschiedene, jedoch miteinander kommunizierende
Komponenten auf Antigene (Immunogene) reagieren: Die zelluldre Immunantwort vermittelt
durch T-Lymphocyten und die humorale Immunantwort durch sezernierte Antikdrper, die von
B-Lymphocyten produziert werden. Die B-Lymphocyten erkennen Antigene durch
Zelloberflaichen-Immunglobuline, die an diskrete Epitope auf dem Antigen-Molekiil binden,
wobei jede B-Zelle nur ein spezielles Immunglobulin auf der Oberfldche exprimiert, was nur
ein bestimmtes Antigen-Epitop erkennen kann (monoklonal). Die Bindung der antigenen
Determinante der B-Zelle fiihrt zu einer Internalisierung der als nicht eigen erkannten Substanz
durch Rezeptor-vermittelte Endocytose und zu einer sich daran anschlieenden Prozessierung.
Bei der Proteolyse des phagozytierten Antigens entstehen kurze Proteinfragmente, die an
MHC-II-Molekiile gebunden werden und auf der B-Zell-Oberfliche prasentiert werden.
Zirkulierende, antigenspezifische T-Helferzellen binden an diese B-Zelle, wenn sie einen
Rezeptor tragen, der spezifisch den Komplex aus dem abgebauten Protein (antigene
Determinante der T-Zelle) und MHC-II erkennt. Diese Kooperation ist notwendig, denn nur
durch die Bindung des Antigens an die B-Zelle alleine ist dieselbe nicht in der Lage, sich zu
vermehren und Antikorper zu produzieren. Zum einen ist die Bindung der B-Zelle an die T-
Zelle eine notwendige Vorraussetzung zur Antikérperproduktion zum anderen ist die Bindung
aber auch noétig, um die Produktion weiterer kostimulatorischer Signale auszulGsen. Dazu
gehoren die Produktion und Sekretion von Cytokinen wie IL-6 (B-Zell-Differenzierung), IL-2
(Proliferationsinduktion) oder IL-4 (initiale Aktivierung der B-Zellproliferation). Ebenfalls
spielen die Tumornekrosefaktoren oo und 3 bei der B-Zell-Stimulation eine Rolle. Des weiteren
sind andere Interaktionen von Liganden und Rezeptoren auf der B- bzw. T-Zelle, wie z.B.
CD40 und CD40L, CD2 und LFA3 oder B7-Ligand und CD28 fiir die Aktivierung der B-Zelle
von entscheidender Bedeutung. Da die angefiihrten Wechselwirkungen in einem engen
rdumlichen Kontext zwischen B- und T-Zelle erfolgen, spricht man auch von einer
immunologischen Synapse.!'>” %]

Das Zusammenspiel aller kostimulatorischen Signale wihrend der Kooperation zwischen B-
und T-Zelle bewirkt die Proliferation und Differenzierung der B-Zelle, die dann gro3e Mengen

an spezifischen Antikdrpern gegen das Antigen-Epitop sezerniert.
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Abb. 3.1: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer beginnenden T-B-Zell-

Kooperation''®" und schematische Darstellung der T-Zell abhingigen Aktivierung der B-Zelle.

3.2.2 Konjugationsmethoden zur Erzeugung von Antigen-Protein-

Konjugaten

Kleine Molekiile wie kurze Peptide, Pharmaka oder Saccharide mit einem Molekulargewicht
von kleiner als 2-5 kDa binden zwar an Antikorper, aber sind im Allgemeinen nicht
immunogen. Man bezeichnet sie deshalb auch als Haptene (vom Griechischen haptein =
anheften), also als Halbantigene oder unvollstindige Antigene. Um gegen sie eine
Immunantwort zu erzeugen, ist es notwendig diese Haptene an geeignete Tragermolekiile (sog.
Carrier) anzuheften.!'®'%" Als Carrier kommen z.B. Proteine wie Rinderserumalbumin (BSA),

[165]

Ovalbumin oder Hamocyanin der Schliisselloch-Napfschnecke (KLH), ein Polymer oder

ein synthetisches Protein (z.B. Poly-L-Lysin oder verzweigte Lysin-Geriiste, sog. MAP’s

)[166, 167] [168]

(multiple antigenic peptide) zum Einsatz.
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Die Technik der Biokonjugation spielt in den Lebenswissenschaften eine bedeutende Rolle. Die
Methoden zur Konjugation von kleineren Molekiilen aber auch Oligosacchariden oder

Polypeptiden an komplexe Biomakromolekiile finden in der Immobilisierung von Antikdrpern

1161 in der Antikorper-Antikdrper-Konjugation,!'””

[171

oder Enzymen, in den Untersuchungen und

in der Synthese von Neoglycoproteinen,[m’ 173]

[174]

der Inhibierung von Enzymen, als Liganden

in der Affinitdtschromatographie sowie in der Bioanalytik und dort besonders im Kontext

der Proteomanalyse (Proteomics)!'”>""]

ihre Anwendung. Die Herstellung von Hapten-
Proteinkonjugaten ist ebenfalls ein wichtiger Bereich in dem die Biokonjugation vornehmlich
zum Einsatz gelangt. Es gibt eine Vielzahl verschiedenartiger Strategien zur Biokonjugation
von Haptenen mit Proteinen.!'™! Hierbei stellen homo- oder heterobifunktionelle Reagenzien
die kovalente Bindung zwischen Hapten und Protein her.

Zum Einsatz gelangen dabei die etablierten Vorgehensweisen zur Bildung von Amiden aus
Carbonsdure am Hapten (z.B. Saccharid oder Glycopeptid) und freier Aminogruppe am
Tragerprotein mittels Carbodiimiden (z.B. wasserlosliches N-(3-Dimethylaminopropyl)-N°-
ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (EDAC)!'™!  oder den daraus herstellbaren  N-
Hydroxysuccinimidestern sowie die Erzeugung von Aziden aus Estern iiber die Hydrazide.
Auch Glutaraldehyd, Isocyanate bzw. Thioisocyanate (z.B. 4,4°-Diisothiocyanatostilben-2,2¢-
disulfonsdure  Dinatriumsalz  (DIDS))!"®,  Diimidoester  (z.B. Dimethyl-3,3¢-dithio-
bis(propionimidat)dihydrochlorid (DTBP))!"*! werden zur Konjugation eingesetzt. Die
homobifunktionellen Linker sind beziiglich der Kupplungsausbeute duBlerst effektiv, jedoch ist
die Selektivitit der Kupplungsreaktion eher gering, wenn im Hapten mehrere identische
funktionelle Gruppen vorhanden sind. Dieses Problem versucht man mit heterobifunktionellen
Linker-Reagenzien zu umgehen. Als besonders héufig eingesetzte Reagenzien sind hier zu
nennen die Amino-Sulfhydryl-reaktiven Kreuzkupplungsreagenzien N-Succinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)-propionat (SPDP)!'*4 oder m-Maleinimidobenzoeséure-N-

)[185

hydroxysuccinimidester (MBS)!'**! die Amino-Photo-reaktiven Kreuzkupplungsreagenzien,

186 ynd die

wie z.B. 6-(4-Azido-2-nitrophenylamino)hexansiure-N-hydroxy-succinimidester,’
Carbonyl-Sulthydryl-reaktiven Kreuzkupplungsreagenzien, wie z.B. 4-(4-N-

Maleinimidophenyl)butansiure-hydrazid (MPBH).!'*"!
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Die am héufigsten verwendete, weitestgehend selektive Konjugationstechnik ist hierbei die

[188]

Addition einer Thiol-Funktion an die von Keller und Rudinger eingefiihrte Maleinimid-

Gruppierung, die einen sehr reaktiven Thiol-Akzeptor darstellt.

OCHs H

e Phz9 N\D
vl

O—CECH + N3—D [—CU(I)]> ;i\

O\OW\+E€)N—D —'o\ ON‘D

H H

NaCNBH;

QD+ Qz@ ° i D/S\%“*C?H

Schema 3.14: Chemoselektive Ligationsreaktionen zur Modifikation und Konjugation von

Biopolymeren.



3. Allgemeiner Teil 33

Eine andere Mdglichkeit das Problem der geringen Selektivitit der Kupplungsreagenzien zu
16sen, wurde von L. F. Tietze et al. beschrieben. Hierbei wird stufenweise die unterschiedliche
Aminolyse-Reaktivitit des Quadratsdurediethylesters (3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion) zur
Anbindung von pharmakologisch aktiven Molekiilen an Biopolymere ausgenutzt.['*”!

Fiir die Konjugation von Oligosacchariden hat sich die reduktive Aminierung eines Aldehyds,
der in situ durch Ozonolyse aus einem Allyl- oder Pentenylglycosid freigesetzt wird zur
Biokonjugation bewihrt.!""]

Als chemoselektive Ligationsreaktionen, die nicht auf der Reaktion eines Elektrophils mit
einem Nucleophil beruhen sind die [2+3]-dipolare Cycloaddition von Aziden mit Alkinen nach

P91 yund die Sonogashira-

[194]

einem ,,Click-Chemistry“-Protokoll unter Kupfersalzkatalyse[
Reaktion von Alkinen mit Iodarylen als Moglichkeiten fiir eine Biokonjugation zu nennen.
Weitere Konjugationsstrategien beinhalten die Ligation {liber eine modifizierte Staudinger-

Reaktion eines Phosphins (traceless und nontraceless Variante) mit einer Azid-Komponente!'*>

P71 sowie die Diels-Alder-Reaktion zwischen als 2,4-Hexadien-1-ol modifizierten Sacchariden

mit einem durch Maleinimid funktionalisierten Protein.!'*®!

An die Konjugationsstrategie beziiglich der Bildung von Glycopeptid(Hapten)-Protein-
Konjugaten werden mehrere Anforderungen gestellt. Die Ligation sollte chemoselektiv sein, so
dass das Hapten in einer strukturell einheitlichen Form présentiert wird. Dies stellt eine
Herausforderung da, denn Glycopeptide und Protein tragen viele, reaktive funktionelle
Gruppen (-COOH, -NH,, -OH) die in beiden Kupplungspartnern gleichermafen adressierbar
sind. Die Transformation sollte effizient durchfiihrbar sein und der sich ausbildende bzw.
eingesetzte Linker sollte unter physiologischen Bedingungen stabil sein. Dariiber hinaus sollte
die gebildete Linkerstruktur selber nicht immunogen sein und nur geringen Effekt auf die
Konformation der Antigenstruktur ausiiben. Im Falle eines auf der Maleinimidstruktur
beruhenden Linkers wurde eine Hydrolyse ab pH-Werten von 7.5 beobachtet. Ebenfalls wurde
eine starke Antikorperbildung gegen diese Linkerstruktur hervorgerufen, die sogar die
Immunantwort gegen das Hapten vollstandig bzw. stark unterdriickte.!'””! Diese Gefahr besteht
auch bei der Verwendung von aromatischen Linkersystemen und solch artifiziellen Strukturen
wie Tetrazol- oder Quadratsdure-Derivaten. Die chemische Ligation sollte aulerdem in einem
wassrigen Medium durchfithrbar sein, da die meisten Proteine nur in Wasser oder
Pufferlosungen gut 16slich sind bzw. nicht denaturiert werden. Der Linker muss, wenn er
wahrend der Festphasensynthese in das  Glycopeptid eingebaut wird, die
Peptidkupplungsbedingungen  ebenso  tolerieren = wie die  sich  anschliefenden

Schutzgruppenoperationen.
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Wie in dem Schema 3.15 skizziert ist, sollte in dieser Arbeit die Anbindung der
tumorassoziierten Glycopeptide, die als Allylamide modifiziert werden, iiber die radikalische

Addition an ein mit Thiolgruppen belegtes Triagerprotein erfolgen.

COOH
HN R
Tréagerprotein o—| Anker
H
OH o
1.) Glycopeptid-
1) Kupplung Festphasensynthese
Wasser
2.) Schutzgruppenabspaltung 2.) Schutzgruppen-
Operationen

HO .,
AcHN HOOC, /NH2

COOH
(@] s \
u - HO Glu Lys
- y (romms it
H
OoH

Glycopeptid ]—COOH

Radikalische Addition

‘Wasser

OH o COOH

ACHN- HOOG, NH,
/
HOOC, HO Glu Lys
b o o S 3
Tri tei J—[ Glycopeptid ]—OOOH

HO

Schema 3.15: Reaktionsweg zur Herstellung von Glycopeptid-Protein-Konjugaten.

Im Jahre 1905 beschrieb T. Posner?® die ,,2Anti-Markownikoff“-Addition von Thiolen an
ungesittigte Verbindungen.””" ?°*! Diese Reaktion ist eine typische Kettenreaktion und wird

2031z B. Diazoverbindungen) oder durch die Bestrahlung

durch den Zusatz von Radikalstartern
mit energiereicher Strahlung ausgelost. Dabei entstehen zunédchst Alkyl- oder Arylthio-

Radikale, die sich dann in einem zumeist reversiblen Schritt an das ungeséttigte System unter
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Bildung eines C-Radikals anlagern. Dieses Radikal reagiert mit einem Thiol zum Endprodukt
und zu einem neuen Thio-Radikal und pflanzt so die Kette fort. Die Reaktion ist in Wasser und
bei einem neutralen pH-Wert, der die glycosidische Bindung nicht beeintrachtigt, durchfiihrbar.
Des weiteren diirfte der entstehende Thioether aus immunologischer Sicht ein unbedenkliches

Strukturelement sein.

3.2.3 Die Synthese von Allylamidoaminosauren und die Untersuchung der
radikalischen Thiol-Addition

Um zu tberpriifen, ob an den natiirlich vorkommenden Aminosduren Nebenreaktionen
auftreten konnen, wurden diverse Allylamidoaminosduren synthetisiert und diese in einer
radikalischen Thiol-Addition mit Cystein-Derivaten umgesetzt.

Bei der Synthese der Modellverbindungen und dem dafiir notigen Aufbau der
Allylamidbindung wurden vorzugsweise Aminosdure-Derivate verwendet, die als
Aminoschutzgruppe eine Urethan-Funktion trugen. Diese Alkoxycarbonyl-Gruppen zeigen im
Falle von C-terminal aktivierten Aminoséuren eine geringere Tendenz zur Bildung von 5-(4H)-

Oxazolidinonen 40 als die N-Acyl-Schutzgruppen.

2

R, R, o) R OH
" A o HX-R, z —
N N/\n/ R, - _ 8O _— 0
/g o
o R; R,
40

Ry

I X P
R oH  R—NEC=N-R, Re o e
N._O N__O M X °
~ - o)
H
WY by R M R 41
R, R, ~ N/Rz
H H
Base\ HX-R,
o o
R A R i
2 NN Ho X<
Re NH R, H 42 PR
" o
Y}

Schema 3.16: Nebenreaktionen bei der Aminoséure-Aktivierung durch Carbodiimide.
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Diese intermolekulare Nebenreaktion der Oxazolidinon-Bildung fiihrt wie in Schema 3.16
gezeigt zu einer Racemisierung der Aminosdure, wenn die Verbindung 41 im Anschluss

hydrolysiert wird oder in einer Aminolyse die Amidbindung gekniipft wird.

[204

Als Kupplungsreagenzien®™ wurden, ebenfalls zur Reduzierung der Racemisierung und der

geringeren Bildung von Nebenprodukten, bevorzugt Reagenzien des Uronium-Typs, z.B. O-

205]

1H-Benzotriazol-1-yI)-1, 1, 3. 3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU)! unter
( y s s ) y

)12%) als Additiv eingesetzt. Der Mechanismus

Verwendung von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt
der Kupplungsreaktion dieser Verbindungen ist in Schema 3.31 néher erldutert. In Abb. 3.2

sind einige der gebrduchlichsten Kupplungsreagenzien zum Aufbau der Amidbindung gezeigt.

2 oo s
HBTU (O-Form) HBTU (N-Form) TBTU
N PRP N o
Ly @E Ne © Ner
N/ N @ (HON~Z 2
Vo N— \ Br
¢ O~p~N(CHy)2 (HsO)N
\ @ / \ PFG>
N~ (HO)2N N(CHg), °
HATU BOP BroP
CHy
(HC)N
DCC DIC EDAC

'\\l\ N '\3\
©: N HOBt LN HOAt
N N ll\l
OH
Abb. 3.2: Gebrauchliche Kupplungsreagenzien zum Aufbau der Amidbindung.

Verwendet man  Carbodiimide  (z.B.  Dicyclohexylcarbodiimid  (DCC)  oder
Diisopropylcarbodiimid (DIC)) und insbesondere ohne den Zusatz von Additiven, so konnen
unerwiinschte Nebenreaktionen wie die basenkatalytische Acyl-Wanderung vom Isoharnstoff-

O-Atom zum Isoharnstoff-N-Atom auftreten (s. Schema 3.16).
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Der so entstehende N-Acyl-Harnstoff 42 kann nicht mehr in einer Aminolyse zur Reaktion
gebracht werden. Ebenfalls tritt verstidrkt eine Oxazolidinon-Bildung mit resultierender
Racemisierung auf.

Zuerst wurde Glycin, die einfachste proteinogene Aminosaure, untersucht. Die a-CH,-Gruppe
der Aminosidure Glycin kann in Radikalreaktionen iiber ein Glycylradikal-Intermediat
reagieren.*’”! So ist o-Bromoglycin mit NBS in einer Radikalreaktion herstellbar®® und die
Photocyclisierung am a-C-Atom des Glycins in Keto-Dipeptiden ist moglich.”**! Zur
Untersuchung ob diese Position unter den fiir die Biokonjugation gewidhlten Bedingungen der
radikalischen Thiol-Addition angegriffen wird, wurden das N-Boc-Glycin-Derivat 44 und das
N-Acetylglycinallylamid 47 hergestellt. Dazu setzte man N-tert-Butyloxycarbonyl-(Boc)-

21T Glycin mit Allylamin unter Verwendung von 1-Isobutyloxycarbonyl-2-

geschiitztes
isobutyloxy-1,2-dihydrochinolin (IIDQ)"*'"! als Kupplungsreagenz in Dichlormethan als

Losemittel um.

O] (o]
>\O)J\ ”/\[(])/OH . HZN/\/ 1PQ bl %\ O)J\ H/\[(])/ H\/\

20 h, Raumtemp.

43 44 71 %
Schema 3.17: Synthese von N-Boc-Glycinallylamid 44.

Der Mechanismus der I[IDQ vermittelten Amidbindungsbildung ist in Schema 3.18 dargestellt.
Nach dem Entfernen des Chinolins durch Extraktion mit Kaliumhydrogensulfat-Losung
erfolgte die Reinigung des Rohproduktes mittels Sdulenchromatographie und man erhielt

Verbindung 44 in 71%iger Ausbeute.
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QS\J " R)?\OH - i-Butanol O)Nt \Eio - l=<)(J)\O)(J)\O/ﬁ/ * ©\/>
oo <
Rj)\oj)\o/ﬁ/ + R—NH, " Bumnol - CO, R)?\H,R'

Schema 3.18: Kupplungsreaktion mit IIDQ.

Zur Synthese des N-Acetylglycinallylamids 47 wurde die Aminofunktion des Glycinethylester-
hydrochlorids 45 mit Acetanhydrid acetyliert und die Esterfunktion einer Aminolyse mit
Allylamin unterzogen. Man erhielt Verbindung 47 in 77%iger Ausbeute. Eine Reaktion
zwischen N-Acetylglycin und Allylamin konnte nicht erreicht werden, denn sowohl die
Aktivestermethode, die Carbodiimid-Methode als auch die Kupplung mit IIDQ fiihrten nicht zu
dem gewiinschten Produkt 47.

o) = o)
OFt A00, CHC,, NEG3 )J\ OFt HNT )J\ H\/\
HO . HN /\n/ N/\n/ W X
o 16 h, Raumtermp. H o 2h, 50°C H &
45 46 quant. 47 77 %

Schema 3.19: Synthese des N-Acetylglycinallylamids 47.

Beide Glycin-Derivate wurden dann der radikalischen Additionsreaktion mit N-
Acetylcysteinmethylester unterworfen (s. Schema 3.20). Alle durch UV-Licht induzierten
Radikalreaktionen wurden in einem Quarzreagenzglas unter Sauerstoffausschluss in entgastem
Losemittel durchgefiihrt. Unter dem Zusatz des wasserloslichen Radikalstarters 4,4°-Azobis-(4-
cyan-valeriansdure) (ACVA, V-501)12* 212 pestrahlte man die wissrige Reaktionslosung
extern mit einer Quecksilberniederdrucklampe (Wellenldnge A = 254 nm, Leistung: 77 W)
zwischen vier und neun Stunden lang. Die entsprechenden Additionsprodukte 49 und 50
konnten in Ausbeuten von 75 % und 85 % nach einer Reinigung mittels Flash-

Chromatographie erhalten werden.
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Die Untersuchung der Reaktionsmischung konnte die Bildung von a-substituierten Glycin-
Derivaten ausschlieen. Ebenfalls zeigten die Versuche, dass die Reaktion in Wasser als

Losemittel durchfiihrbar ist.

Hooc/\Hj><CN
_N. CoOH
P aing

o
S+ B G momomesnen o p L L
N H“(\[O( 8 h, Raumter. N/\fof I
44 48 49 75%

A
D BN "N o
47 48 50 85%

Schema 3.20: Radikalische Thiol-Addition an die Allylamido-Glycin-Verbindungen 44 und
47.

Generell ist zu bemerken, dass sich als Nebenprodukt der radikalischen Thiol-Addition das
Cystin-Derivat der jeweils eingesetzten Cystein-Verbindung bildet (bis zu 15 %) und die nicht
umgesetzten Edukte zuriickisoliert werden konnen. Setzt man die Thiol-Komponente im
zweifachen Uberschuss ein so kann man die Reaktion zu einem vollstindigen Umsatz der
Allylamido-Verbindung fithren. Im Falle der Biokonjugation an ein Protein ist diese
Reaktionsfithrung nicht moglich, da das Protein als Thiol-Komponente dient und dort eine
moglichst hohe Kupplungsausbeute erzielt werden soll. Um dieser Situation gerecht zu werden,
wurden deshalb die Cystein-Komponenten in den Modelluntersuchungen in max. 1.2 bis 1.3
Aquivalenten eingesetzt. Der Zusatz eines Radikalstarters (5-20 mol%) erhoht die Ausbeute um
ca. 10 % im Vergleich zur Reaktion bei der nur die Bestrahlung mit UV-Licht zum
Reaktionsstart verwendet wird.

Um die Situation in einem Peptid besser nachzuahmen, d.h. das Vorhandensein einer
Amidbindung an der a-Aminofunktion sollte gegeben sein, wurde das Leucylglycin-Dipeptid
53 synthetisiert. Dazu wurde die Allylamid-Funktion im N-Fmoc-geschiitzten Glycin durch die
Kupplung von Allylamin mit Hilfe des Kupplungsreagenzes TBTU, dem Additiv HOBt und
der Base N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) im Losemittel DMF eingefiihrt.
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O i TBTU, HOBt, DIPEA O )OL H
D U L

O o) CH,Cl,, 4 h, Raumtermp. O o)
51

DMF, CH,Cl,, 6 h, Raumtemp.

o o
O H 1.) Morpholin, DMF, 2 h, Raumtermp. H
. ())J\ N/\n/ N\/\ )J\ N N\)J\ N/\/
O "5 2.) Ac-Leu-OH, TBTU, HOB, DIPEA H o 3 H
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)(j)\ /’::/\H \)?\ i _/SHOH hv, ACVA (10 mol%s), MeOH, H,O H\)(])\ H\/\/ s\;'\q/\m
= +
N . } 55 80 %

Schema 3.21: Bildung des Leucylglycin-Dipeptids 53 und Umsetzung zu dem Thioether 55.

Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (s. Schema 3.35) durch das zweistiindige
Einwirken einer 20%igen Morpholin-Losung in DMF wurde die Aminofunktion des
Glycinallylamids mittels des Reagenzienpaares TBTU/HOBt mit N-Acetylleucin zur Reaktion
gebracht (s. Schema 3.20). Nach einer chromatographischen Reinigung an Kieselgel wurde das
Leucinglycylallylamid 53 in 64%iger Ausbeute erhalten. Das Dipeptid 53 konnte dann mit N-
Acetylcystein in einer Radikalreaktion durch Bestrahlung mit UV-Licht umgesetzt werden.
Auch hier trat keine Bildung von Substitutionsprodukten am o-C-Atom des Glycins auf.
Grundsatzlich kann sich bei Radikalreaktionen mit a-Aminoséduren am o-C-Atom ein C-
Radikal ausbilden.”"” Ob iiber diese Radikalzwischenstufe eine Racemisierung erfolgen kann,
galt es als nidchstes zu untersuchen. Dazu wurden als Modellsysteme das N-
Acetylleucinallylamid 57 und das N-Acetylalanin-allylamid 61 synthetisiert. Durch die
Verwendung von Cystein-Derivaten als Thiol-Komponenten erzeugt man bei der radikalischen
Kupplung an die Allylamidoaminosdure ein Diastereomer. Sollte bei der Reaktion eine
Racemisierung auftreten, so kann das Vorliegen von zwei Diastereomeren durch
unterschiedliches chromatographisches und NMR-spektroskopisches Verhalten nachgewiesen
werden.

Die Leucinverbindung 57 wurde durch Kupplung von N-Acetylleucin an Allylamin mittels
IIDQ hergestellt. Bei der zunédchst versuchten Synthese unter Verwendung von TBTU war der

bei der Reaktion entstehende Tetramethylharnstoff nicht vom Produkt abtrennbar.
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Das im darauf folgenden Schritt durch die radikalische Thiol-Addition erhaltene Thioether 58
zeigte in der RP-HPLC-Untersuchung und der NMR-Spektroskopie keinen Hinweis auf die

Bildung von Diastereomeren.

17 h, Raumtemp. H
(@] (@]

56 5 4%

(@]
o o -~ hv, ACVA (8 mol%), MeOH o HN)K
)J\ H\/\ + )J\ E o\ : : )I\ HW o\
A N/\n/ H,0, 9 h, Raumtermp. N
H H

(@] (@) (@] O
57 48 58 60 %

Schema 3.22: Herstellung und Umsetzung des N-Acetylleucin-Derivates 57.

In der Literatur wird zum einen die Moglichkeit einer a-H-Abstraktion™! durch Thiyl-
Radikale beschrieben, zum anderen trat aber in radikalischen Thiol-Additionen an
ungesittigten Aminosduren keine Racemisierung der Aminosdure bedingt durch die
Radikalreaktion auf.*'*!

Zur weiteren und genaueren Untersuchung der Racemisierungsneigung wurde das N-
Acetylalanin-Derivat 61 in beiden enantiomeren Formen synthetisiert. Dies geschah durch die
Aktivierung der als Urethane geschiitzten Alanin-Derivate 59-L und 59-D mittels TBTU, HOBt
und DIPEA im Losemittel Dichlormethan und der Aminolyse des Aktivesters mit Allylamin.
Das Boc-geschiitzte Alaninallylamid 61 wurde im Folgenden mit Trifluoressigsdure und
Wasser als Abfangreagenz behandelt und die freiwerdende Aminofunktion mit Acetanhydrid
acetyliert. Durch diesen Syntheseweg konnte racemisierungsfrei das gut wasserldsliche N-
Acetylalanin-allylamid 61 erzeugt werden, deren a-C-Atom eine elektronische Situation wie in
einem Peptid aufweist. Die Addition von N-Acetylcystein an die n-Doppelbindung erfolgte
durch Bestrahlung mit UV-Licht und unter Verwendung von ACVA als Initiator und lieferte
das Dipeptid 62 in einer Ausbeute von 83 %.
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Schema 3.23: Synthese der D- und L-Alanin-Modellverbindung 61 und nachfolgende Thiol-
Addition zum Thioether 62.

Die Untersuchung mittels der NMR-Spektroskopie zeigte beim Vermessen einer Mischung der
beiden Diastereomere im 'H-Spektrum keine Unterschiede im Vergleich zu dem Spektrum der
einzelnen Diastercomere. Im "’C-Spektrum hingegen trat fiir einige C-Atome eine
Signalverdopplung auf. Eine chromatographische Trennung des Diastereomerengemisches
konnte jedoch weder durch NP-HPLC noch durch RP-HPLC erreicht werden. Deshalb wurde
die Sdure 62 mit Veratrylamin als Arylamid derivatisiert (s. Schema 3.23). Auf diese Weise
konnte die mittels des UV-Detektors der HPLC-Anlage auch in sehr niedriger Konzentration
nachweisbare Verbindung 63 erhalten werden, deren Diastereomerenmischung nun durch
analytische = NP-HPLC  erfolgreich  aufgetrennt werden konnte. Anhand  der
chromatographischen und spektroskopischen Untersuchungen kann die Bildung von Racematen
unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen wihrend der Thiol-Additionsreaktion
ausgeschlossen werden. Mit dem N-Acetylalanin-allylamid 61 konnte auch gezeigt werden,
dass die Radikalreaktion in Pufferlosungen (NaOAc/HOAc (pH = 5) und NaH,PO, (pH = 7.5))
grundsitzlich moglich ist, was fiir die Anwendung in der Proteinmodifikation von Bedeutung

ist.
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Da die Wiederholungseinheit der MUC1-Sequenz die Aminosduren Histidin und Arginin
enthilt, wurde deren FEinsetzbarkeit in der radikalischen Thiol-Addition untersucht. Das
Arginylhistidin-allylamid 67 (s. Schema 3.23) konnte durch die Anbindung von Allylamin an
die orthogonal Fmoc- und Trityl(Trt)-geschiitzte!'> *'®  Histidin  mittels  des
Aktivesterverfahrens erhalten werden. Dann wurde die Fmoc-Gruppe basisch abgespalten
durch das Behandeln mit 20%iger Morpholin-Lésung in DMF und anschlieend ohne weitere
Reinigungsschritte das Fmoc- und Mtr-geschiitzte Arginin-Derivat mittels TBTU, HOBt und
DIPEA in DMF angekuppelt. Im Anschluss erfolgten eine weitere Fmoc-Abspaltung und die
Acetylierung der Aminogruppe mit Acetanhydrid, der sich dann eine Reinigung durch Flash-

Chromatographie anschloss.
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Schema 3.24: Synthese und Umsetzung des Allyl-modifizierten Arginylhistidin-Dipeptids 67.

Eine Mischung aus Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan (TIS) und Wasser bewirkte die
acidolytische Abspaltung der Mtr- und der Tritylschutzgruppe. In Schema 3.24 ist der
Syntheseweg zum Dipeptid aufgezeigt, welches in einer Ausbeute von 31 % iiber 6 Stufen
erhalten wurde. Die sehr polare Verbindung ging einer analytischen RP-HPLC-Analyse zu

folge eine Reaktion mit der Thiol-Komponente N-Acetylcysteinmethylester ein.
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Der Umsatz betrug ca. 60 %. Die Bildung von Nebenprodukten auBler der Disulfid-Bildung
zeigte die HPLC-MS-Analyse nicht. Eine priparative Trennung konnte wegen des Fehlens
einer priparativen Sdule mit dem entsprechenden Saulenmaterial nicht durchgefiihrt werden.

Aus diesem Grund erfolgte die Synthese der Allyl-modifizierten Histidin-Verbindung 69. Im
Fmoc- und Trityl-geschiitzten Histidin-allylamid 65 wurde die Fmoc-Gruppe gegen eine
Acetylgruppe ausgetauscht und die Tritylschutzgruppe mit TFA unter Zusatz von TIS und

Wasser entfernt.

1.) Morpholin, DMF H
|/ 2.) Ac,O, Pyridin |
O o N 3 h, Raumtermp. o N
H H
. O)J\ N~ 3.) TFA, TIS, H,O (38:2.5:1) )J\ N~
H S 1 h, Raumtemp. H o
O 65 69 66

H 6/90
| h> . % o
o N o S 1.) hv, H,0, ACVA (10 mol%) | ﬁ N)J\
)J\ H\/\ * )J\ : Qa_ sh Ra : i N )
N = N 2.) TosCl, EtsN, CHCl, N N\/\/S\)\(O\
H (@] (@)
70

%

14 h, Raumternp.
45%

Schema 3.25: Synthese des Allylamidohistidins 69 und Thiol-Kupplung zum Histidin-Derivat
70.

Die radikalische Kupplungsreaktion mit dem N-Acetylcysteinmethylester verlief mit einem
hohen Umsatz (s. Schema 3.25). Aber auch dieses Produkt war zu polar, was eine
chromatographische Trennung an Kieselgel und den vorhandenen RP-HPLC-Séulen nicht
ermoglichte. Erst die Uberfilhrung der Verbindung mit Toluolsulfonsidurechlorid in das
entsprechende Sulfonamid 70 erbrachte eine chromatographisch zu reinigende Verbindung in
mittlerer Ausbeute.

Die Synthese der analogen Arginin-Modellsubstanz 72 erfolgte, was die Bildung der
Amidbindung und die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppe anbetrifft, unter nahezu
identischen Bedingungen wie bei der Herstellung des Histidin-Derivates 69. Lediglich die
Fmoc-Gruppe wurde nicht gegen eine Acetylgruppe ausgetauscht, da das Acetyl-geschiitzte

Substrat kein sinnvolles chromatographisches Verhalten zeigte.
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Die Umsetzung mit N-Acetylcysteinmethylester lieferte den Argininthioether 73 in einer
Ausbeute von 48 % nach der Reinigung durch préparative RP-HPLC.

H P &
N\ = N__NH,
7 1) N s
H o o NH - CFsCOOH
TBTU, HOBt, DIPEA O)J\ H
~X
DMEF, 4 h, Raurntenp. . N I o
2.) TFA, TIS, Wasser (38:1:1) O
2 h, Raumtenmp. 72 80 %
2Hd -
3&% % - CF,COOH
o He g
VA 044 (25 mol%)
MeOH, H,O
HWO\ H e, OJ\ N\/\/i\)\ﬂ/o\
24 h, 46°C
48 48 %

Schema 3.26: Herstellung des Argininallylamids 72 und Einsatz in der radikalischen Thiol-
Addition.

Eine alternative Initiierung der Radikalreaktion zur Bestrahlung mit UV-Licht, was die SH-
Bindung homolytisch spaltet sowie die Photolyse des Radikalstarters bewirkt, bietet die
Thermolyse des Radikalstarters durch Wairmeeinwirkung. Dabei ist eine niedrige
Zerfallstemperatur im Hinblick auf die Verwendung von sensiblen Verbindungen und
Proteinen ebenso wichtig wie die Wasserloslichkeit des Initiators. Der Radikalstarter 2,2°-
Azobis-[2-(2-imidazolin-2-yl)propan]dihydrochlorid (VA-044) erfiillt beide Kriterien.”'” Die
Halbwertzeit des Zerfalls bei 44 °C in Wasser betrdgt 10 Stunden. Mit diesem Radikalstarter
wurde die Thiol-Addition am Arginin-Derivat 72 durchgefiihrt.

Die Bestrahlung mit UV-Licht konnte bei aromatischen Aminosiduren und sensiblen
Aminosduren wie Tryptophan zu Nebenreaktionen und uneinheitlichen Produkten fiihren.
Deshalb wurde die Modellverbindung 75 durch Kupplung von N-Acetyltryptophan mit
Allylamin mit TBTU und HOBt als Aktivierungsreagenzien synthetisiert, wobei die NH-
Funktion des Indolringes wiahrend der Amidbindungsbildung nicht blockiert werden musste.
Die Bestrahlung einer Mischung von N-Acetyltryptophan-allyamid 76 und Cysteinmethylester
48 lieferte das Tryptophan-Additionsprodukt 76 in 49 % Ausbeute. Wobei sich im HPLC-
Chromatogramm (UV-Detektor) die Bildung von ca. 10-15 % an Nebenprodukten zeigte.
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Die Wiederholung der Reaktion mit VA-044 als Radikalstarter lieferte den gewliinschten

Tryptophan-Thioether in 71%iger Ausbeute.

. NH
o TBTU, HOBt, DIPEA
)J\ OH + HZN \/\
H DMF, 2 h, Raumtemp.

74 76 %

o NH sH a) hv, ACVA (15 mol%o)
o) N ., O i< H,0, MeOH, 8 h, Raumtenmp.
Ho L H b) VA 044 (25 mol%)
o H,O, MeOH, 24 h, 46 °C
75 48 a) 49 %
b) 71 %

Schema 3.27: Synthese des Tryptophan-Modellsystems 75 und Addition von N-
Acetylcysteinmethylester.

Die radikalische Thiol-Addition ist auch an die Allylesterfunktion moglich. Der
Dipeptidallylester 77 konnte durch die Bestrahlung mit UV-Licht in Gegenwart von N-
Acetylcystein und des Radikalstarters ACVA trotz des Vorhandenseins der nicht vollig

[218, 219]

photostabilen Cbz-Schutzgruppe in das Tripeptid 78 mit einer Ausbeute von 55 %

uberfiihrt werden.

4 h, Raumtemp.
e

SH ACVA (20 mol%)
(e} o o -
H <
OJJ\N/&\AO/\/ + )J\N/'\"/OH hv, H ©AO)J\N/$\)LO/\/\S OH
Y ;
(@] (@]
7 54

55%

Schema 3.28: Umsetzung des Dipeptidallylester 77 mit N-Acetylcystein.

Interessant wire es, diese Konjugationsmethode fiir die Markierung von Proteinen oder
Peptiden mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit Biotin zu nutzen. In einer solchen Markierung
wire die Dansylverbindung 81 einsetzbar. Dieses Substrat erhdlt man durch die Reaktion von

[220]

Glycylglycin mit Dansylchlorid unter Schotten-Baumann-Bedingungen“~™ und nachfolgender

TBTU-vermittelten Kupplung des Allylamins.
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Die Addition an den Cysteinmethylester 48 gelang sowohl durch Bestrahlung mit UV-Licht
(Ausbeute ca. 30 %) als auch durch die Initiierung der Radikalreaktion mit dem

warmeempfindlichen Initiator VA-044.
N
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Schema 3.29: Herstellung des Dansylglycylglycinallylamids 81 und Addition an N-
Acetylcysteinmethylester.

Die Derivatisierung von Enzymen, Peptide oder Proteinen mit Biotin (Vitamin H) ermoglicht
aufgrund der hochaffinen Bindung des Biotins an das Glycoprotein Avidin ein breites
Spektrum biochemischer Nachweisverfahren z.B. Lokalisation von markierten Proteinen oder

(221, 2221 Ein  einfaches

Immunoassays sowie Isolations- und Reinigungsoperationen.
Biotinylierungsreagenz wire Verbindung 84, die durch die Umsetzung der Carboxylfunktion
im Biotinmolekiil mit Allylamin unter Verwendung von EDAC erhiltlich ist. Die niedrige
Ausbeute der Additionsreaktion an den N-Acetylcysteinmethylester ist auf Verluste wihrend
der Reinigung durch die Flash-Chromatographie zuriickzufiihren, da das Biotin-Derivat 85 zur
Gelbildung™ neigte und in dem zur Chromatographie geeigneten Losemittelgemisch nur

schwer 16slich war.
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N 3 (@) ofl\N K (0]
M o N H
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Schema 3.30: Herstellung des Allylamidobiotins 84 und radikalische Thiol-Addition.



48 3. Allgemeiner Teil

3.3 Die Synthese von als Allylamide modifizierten Glycopeptiden
3.3.1 Die Peptidsynthese an fester Phase

Die Synthese von Peptiden und Glycopeptiden dient zur Bestitigung einer vorgeschlagenen
Primérstruktur, dem Design von bioaktiven Peptiden, zur Identifikation der strukturellen
Parameter ihrer biologischen Aktivitdt, sowie zur Herstellung pharmakologisch aktiver Peptide

[224, 225

und Proteine. I Die Synthese der (Glyco)Peptide kann in Losung oder an der festen Phase

erfolgen. Nach der von R. B. Merrifield 1963 entwickelten Peptid-Festphasensynthese!#*2*"]
(Nobelpreis 1984) wird die erste Aminosdure iiber ihre Carboxylgruppe an ein unldsliches,
filtrierbares Polymer gebunden, das mechanisch stabil und chemisch inert ist.**#*! Polystyrol
quervernetzt mit 1-2% Divinylbenzol bzw. TentaGel® (Polystyrol-Harz mit aufgepfropften
Polyethylenglycoleinheiten ~ (10-20)) kommen vornehmlich zum Einsatz.®?  Die
Quelleigenschaften des Harzes sind ein entscheidender Faktor fiir eine erfolgreiche Synthese.
Geeignete Losemittel sind Dichlormethan, DMF, NMP und THF. Polare Ldsemittel wie

Methanol oder sogar Wasser kénnen bei TentaGel® analogen Harzen zum Einsatz gelangen.>>

2% Die Beladungsdichte des Harzes mit der Startaminosiure liegt im Allgemeinen in einem
Bereich von 0.2 bis 0.5 mmol pro Gramm Harz. Ein Ankersystem stellt die Verbindung von

(237} om C-Terminus her wird dann die Peptidkette

Tragerpolymer zu der Startaminosdure her.
sukzessiv aufgebaut. Die N-terminale Schutzgruppe der Startaminosdure wird selektiv entfernt
und die Bindung mit einer neuen Aminosdure unter Einsatz eines geeigneten
Kupplungsreagenzes gekniipft. Dabei miissen der Anker und die Aminosdureseitenketten-
Schutzgruppen gegeniiber den Bedingungen der N-terminalen Deblockierung sowie der
Aminosdurekupplung inert sein. Der Wahl der Kupplungsbedingungen (s. Kapitel 3.3.2)
kommt eine grofle Bedeutung zu, denn eine nahezu quantitative und von Nebenreaktionen (z.B.
Racemisierung, Umlagerungen) freie Umsetzung der Kupplungspartner ist die Vorraussetzung
fiir den Erhalt eines homogenen Endproduktes. Ebenso hat die Auswahl und Optimierung der
Seitenkettenschutzgruppen einen grofen Einfluss auf den Verlauf der Synthese. Fiir die Peptid-

Festphasensynthese etablierten sich zwei Schutzgruppenstrategien. Bei der Boc-Strategie!**™

91 wird als tempordre Schutzgruppe der Aminofunktion die tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-
Gruppe eingesetzt und die Seitenketten der Aminosdure sind in der Regel mit hydrogenolytisch

(2401 wird

oder Fluorwasserstoffsaure spaltbaren Schutzgruppen versehen. In der Fmoc-Strategie
die Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe als temporire Aminoschutzgruppe verwendet,
und zur Blockierung der Seitenketten kommen vornehmlich acidolytisch spaltbare

Schutzgruppen zum Einsatz.
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Die zwei Reaktionsschritte, N-terminale Deblockierung der am Harz gebundenen Aminoséure
und Kupplung einer weiteren, temporédr blockierten Aminosdure, werden solange wiederholt bis
die gewlinschte Aminosiuresequenz erreicht ist. Als letzter Schritt erfolgt die Abspaltung des
Peptids vom Trager durch Spaltung der Bindung zwischen C-terminaler Aminosdure und
Ankergruppierung. Dabei kommen séiurelabile (z.B. Wang, SASRIN, Barlos),**'?*!
basenlabile,***! fluoridspaltbare (z.B. PTMSEL),**! allylische (z.B. HYCRON)* 27 sowie

[248. 2991 Ankersysteme zum Einsatz. Das Prinzip der Merrifield-Synthese ist in Abb.

photolabile
3.3 verdeutlicht.

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen in einem hohen Reaktionsumsatz, der durch einen
Uberschuss der zu kuppelnden Komponenten und aller zur Kupplung notwendigen Reagenzien
erreicht wird. Dieser Uberschuss ist durch einfaches Filtrieren und Waschen vom
polymergebundenen Peptid abzutrennen. Das Verfahren erhoht die Solvatation und vermindert
die Aggregation der Zwischenprodukte. Als weiteres entfallen die miihsamen
Reinigungsoperationen sowie die Isolierung der Zwischenprodukte, die bei einer Synthese in

Losung nach den einzelnen Syntheseschritten nétig sind. Die einfache Durchfiihrung der

Reaktionen erlaubt eine Automatisierung.

O Polymerer Trager (z.B. Polystyrol/Divinylbenzaol)

XO EinfUhrung einer geeigneten Ankergruppierung
H @]
y— N—Xaa—u—o Anknupfung der N-geschitzten Startaminoséure

O
|—|2N—Xaa—u—o Selektive Abspaltung der N-Schutzgruppe
H o @)
v—N—xaa—— N—Xaa—u—o Kupplung der nachsten N-geschiitzten Aminoséure

O O
Y{ “—XanL}H—Xaa—”— O n-fache Wiederholung der letzten beiden Schritte
n+1

H (@) (@) Abldsung vom Trager (eventuell: dabei auch Abspaltung
YN— H—Xaa OH der N-terminalen- und Seitenkettenschutzgruppen)
n+1
Xaa= Aminoséure Y= a-Aminoschutzgruppe

Abb. 3.3: Allgemeines Schema einer Peptid-Festphasensynthese nach Merrifield.
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3.3.2 Kupplungsreagenzien in der Peptidsynthese®

Die Aktivierung der Carbonsdure kann durch Uberfithren in Séaureanhydride,***! Azide,**
Sdurehalogenide By oder durch  Carbodiimide  (N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)*** oder N,N“-Diisopropylcarbodiimid (DIC)) erfolgen. Bei

(2500 (besonders  Fluoride!

der Wahl des Kupplungsreagenzes sind besonders die Neigung zur Racemisierung sowie die
Stabilitdit und Aktivitit der aktivierten Carbonsdure zu bedenken. Die wichtigsten
Kupplungsreagenzien sind bereits in Abb. 3.2 dargestellt.

Zur Festphasensynthese der (Glyco)Peptide in dieser Arbeit wurde die -effektivere
Aktivestermethode  angewandt. Die  Carbonsdure wird in  situ  mittels eines

(2542551 o der die in

Aktivierungsreagenzes (Oniumsalze)”), im Allgemeinen Phosphoniumsalze
dieser Arbeit verwendeten Uroniumsalze (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat ~ (HATU),!*®’  O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-tetrafluoroborat  (TBTU)?*  und  2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU)*”), auf sehr schonende Weise in einen
Aktivester iberfilhrt. Ob die Kupplungsreagenzien als Uroniumsalze (O-Form) oder als
Guanidinium-Salze (N-Form) vorliegen (s. Abb. 3.2), hingt von den Bedingungen wéhrend
ihrer Herstellung ab. Die Uroniumsalz-Form, die sich in Losung unter basischen Bedingungen
in den Guanidinium-Typ umlagert, ist die reaktivere der beiden Reagenzien.**™

Zur Vermeidung von Nebenreaktionen und zur Verminderung der Racemisierung werden
diesen Kupplungsreagenzien die Additive 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)**” und 7-Aza-1-

hydroxybenzotriazol (HOAt)[259]

zugesetzt. Der sich bildende Aktivester zeigt zwar eine
niedrigere Reaktivitidt im Vergleich zu den primér entstehenden O-Isoacylharnstoffen ist aber
dennoch so reaktiv, dass eine sehr schnelle Amidbindungsbildung eintritt. Aulerdem bleibt er
iiber eine ldngere Zeit ohne die Bildung von Nebenprodukten in Losung stabil, was bei sterisch
anspruchsvollen Kupplungen ein Vorteil ist. Der HOAt-Aktivester ist dem HOBt-Aktivester
beziiglich der Reaktionsgeschwindigkeit und der Unterdriickung der Racemisierung iiberlegen.
Zum einen ist HOAt eine stirkere Siure (pKs ~ 3.28) als HOBt (pK; = 4.60), und es ist somit
bei der Substitution durch die Aminofunktion eine bessere Abgangsgruppe. Dabei hat das
Stickstoffatom im HOAt noch eine weitere Funktion.

Wie in Schema 3.31 gezeigt, koordiniert dieser wéhrend der Aminolyse {iiber eine

intermolekulare Wasserstoffbriicke das angreifende Amin und sorgt somit fiir eine

Vororientierung, die der Racemisierung entgegenwirkt.
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Das Reagenzienpaar HATU/HOAt wird bei anspruchsvollen Kupplungsreaktionen eingesetzt,
wie z.B. von Saccharid-Festphasenbausteinen. Als Base wird N,N’-Diisopropylethylamin
(,,Hiinigs Base®, DIPEA) eingesetzt, das aufgrund der sterisch anspruchsvollen Isopropylreste
kaum Racemisierung der zu kuppelnden Carbonsidure-Komponente auslost. Die Base dient zur
Deprotonierung der Amino- und Carboxylfunktion sowie der aciden OH-Gruppen des HOAt
bzw. HOBt. Die Aminosdurekupplung findet in einem neutralen bis leicht sauren

Reaktionsmilieu statt.
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Schema 3.31: Reaktionsmechanismus der Aktivestermethode.
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3.3.3 Die Synthesestrategie und das allgemeine Protokoll zur automatisierten

Festphasensynthese der MUC1-Glycopeptide

Als feste Phase wurde in dieser Arbeit ein sdurelabiles HMPB-BHA-Harz verwendet, das aus
Polystyrol als polymeren Trager besteht und mit Benzhydrylamid (BHA) modifiziert ist (s.
Schema 3.36).2°* 2! Es quillt in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) und Dichlormethan gut, was
fiir eine effiziente Reaktion wichtig ist. Dieses BHA-Polystyrol-Harz ist mit 4-Hydroxymethyl-
3-methoxyphenoxybutansdure (HMPB) funktionalisiert, die als Ankersystem dient. Das
Ankersystem gehért zur Klasse der SASRIN(Super acid sensitive resin)-Harze,**! die durch
Behandlung mit 1%iger Trifluoressigsdure das Peptid freisetzen. Der Abspaltvorgang kann
hierbei innerhalb kiirzester Zeit (wenige Minuten) erfolgen. Neutralisiert man die
Abspaltlosung direkt im Anschluss an die Abspaltung, dann sollten die gidngigen séurelabilen
Schutzgruppen der Aminoséureseitenkettenfunktionen unangetastet bleiben. Das Ankersystem
sollte deshalb die Synthese von geschiitzten Glycopeptiden ermdglichen, die in
Synthesestrategien mit Fragmentkondensationen oder anderen Umsetzungen mit vollig
blockierten Aminosdureseitenketten eingesetzt werden konnen.

Bei der Peptid-Festphasensynthese kann insbesondere auf der Stufe des am Anker gebundenen
Dipeptids eine unerwiinschte intramolekulare Aminolyse der Esterbindung unter Bildung eines

Diketopiperazins auftreten, so dass das Peptid vom polymeren Triger abgeldst wird.!26% 2%

O

(0]
R’ R
(oG L .
HN HN\[H\ N
R
>\(NH2 o}
O

R"

Schema 3.32: Diketopiperazinbildung.

Startaminosiduren wie Glycin oder Prolin begiinstigen diese Nebenreaktion. Aber auch D-
Aminosduren und N-Alkyl-Aminosduren im entsprechenden Dipeptid fordern die
Diketopiperazinbildung. Als besonders gefdhrdet gelten die Strukturelemente Pro-Gly-Anker,
Pro-Pro-Anker und Tyr-Pro-Anker. Mit zunehmend volumindser Seitenkette der Aminosduren
nimmt die Diketopiperazinbildung jedoch ab. Ebenfalls kdnnen sterisch anspruchsvolle

Ankersysteme diese Nebenreaktion unterdriicken.
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Um eine Diketopiperazinbildung zu vermeiden, wurde zur Synthese der prolinreichen MUCI1
Sequenz Alanin als Startaminosdure am sterisch nicht anspruchsvollen HMPB-Anker
ausgewdihlt. Mit dieser Startaminosdure trat kein Ausbeuteverlust wiahrend der Peptidsynthesen
durch Diketopiperazinbildung auf.

In der immundominanten Region der Wiederholungseinheit der MUCI-Sequenz ist die
Aminosdure Asparaginsdure enthalten. Die Cyclisierung der Asparaginséure zum Succinimid
mit nachfolgender Offnung des Rings zum o- bzw. ungewiinschten B-Aspartylpeptid ist eine
weitere mogliche Nebenreaktion wéhrend der Peptidsynthese. Das Auftreten dieser

(264 Durch den Schutz der B-Carboxylfunktion als sterisch

Nebenreaktion ist sequenzabhéingig.
gehinderten tert-Butylester kann diese Nebenreaktion wéihrend der Peptidsynthese nach der
Fmoc-Strategie unterdriickt werden.**” Jedoch bleibt die Gefahr einer Aspartimidumlagerung
bei einer der folgenden Schutzgruppenabspaltung (acidolytisch oder basisch) am Peptid oder

am Saccharid bestehen.

O R o R
H H H ) .
~N N)\”/ N, H\&)\”/ N.,, H0 o-Aspartyl-Peptid
N <
or © - HOR 5 o
O

— wo B

N N I
H H &
[3-Aspartyl-Peptid

Schema 3.33: Aspartimidumlagerung.

Des weiteren beinhaltet die MUCI1-Sequenz Arginin. Die Guanidinogruppe des Arginins ist
besonders nucleophil und kann im Kupplungsschritt leicht acyliert werden. Durch die
Abspaltung eines 2-Iminoimidazolidins kann aus dem Acylierungsprodukt ein Ornithin-Derivat
entstehen. Aktiviert man die Carboxylgruppe eines Argininbausteins als Aktivester, so kann
eine intramolekulare Lactambildung eintreten. Die Guanidinofunktion wird hierbei auf die zu
acylierende Aminogruppe iibertragen, was zu einem Abbruch der wachsenden Peptidkette fiihrt
(s. Schema 3.34). Durch Verwendung einer Sulfonylschutzgruppe wie z.B. 2,2,5,7,8-
Pentamethylchroman-6-sulfonyl-(Pmc)-, der  2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl-(Pbf)- oder 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl-(Mtr)-Gruppe kann die
Nucleophilie der Guanidinogruppe ausreichend herabgesetzt werden und die eben genannte

Nebenreaktion zuriickgedringt werden.[2¢6-2%%
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R
R . R
R NHR
N _NHR N _N .
g Fmoc. L N \H/I\NHFmoc R
N~ ~COX o Bas
NH H NHR e + l-jN\ c
N
H o H o o
R
N _NHR
FmocHN
X \i:NJLNHR
x .
o

Schema 3.34: §-Lactambildung in carboxyaktivierten Arginin-Derivaten und Ornithin-Bildung

in Arginin-Derivaten.

Die Abspaltung dieser Schutzgruppen erfolgt acidolytisch. Die Labilitdt der Pmc-Schutzgruppe
ist mit der eines tert-Butylesters vergleichbar. Vergleicht man die Mtr- und die Pmc-
Schutzgruppe so ist die Mtr-Schutzgruppe bedeutend siurestabiler.” Die zur vollstindigen
Abspaltung der Schutzgruppe notige Zeit ist von den verwendeten Abfangreagenzien
abhingig.*®! Das Risiko der Threonin- und Serin-Sulfonierung wihrend der Abspaltung der
Sulfonylschutzgruppen kann durch die Verwendung von passenden Abfangreagenzien
minimiert werden.”?”"’

Zur Glycopeptid-Festphasensynthese sollen die Fmoc-blockierten und bereits glycosylierten
Aminoséuren-Festphasenbausteine in die Peptidsequenz eingebaut werden. Deshalb ist bei den
Nachfolgen Kupplungsreaktionen und Schutzgruppenmanipulationen zu bedenken, dass die O-
glycosidische Bindung als acetalische Struktur sdurelabil ist und in die Hydroxyaminosiure
sowie ein Glycosylkation zerfallen kann oder aber eine Anomerisierung auftreten kann.”’" Bei
Baseneinwirkung besteht die Mdoglichkeit einer P-Eliminierung des Saccharids, was zur
Ausbildung einer a-Aminoacrylsdurestruktur fiihrt.1?% 27!

Sédmtliche Peptide und Glycopeptide in dieser Arbeit wurden nach der Fmoc-Strategie
aufgebaut und fiir die automatisierte Synthese stand ein ABI-433-A Peptidsynthesizer der
Firma Applied Biosystems zur Verfiigung. Wahrend der Synthese wird fiir jede zu kuppelnde
Aminoséure dergleiche Synthesezyklus durchlaufen.

Die Fmoc-Gruppe wurde mit einer 20%igen Losung von Piperidin in NMP in drei bis vier

Zyklen von je drei Minuten abgespalten. Die Priifung der Vollstandigkeit der Fmoc-Abspaltung
erfolgte durch Messung der UV-Absorption des entstehenden Dibenzofulven-Piperidin-
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Adduktes. Es erfolgt eine Wiederholung der Abspaltung, solange nicht ein bestimmter

Schwellenwert der UV-Absorption unterschritten wird.
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H

&
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-0 ’
Schema 3.35: Mechanismus der Abspaltung der Fmoc-Gruppe.

2741 tert-

Die Fmoc-Aminosduren mit den sédurelabilen Schutzgruppen tert-Butylester,
Butylether,[275 ' Mtr, Pmc und Boc wurden in vier- bzw. zehnfachem Uberschuss beziiglich der
Startaminosdure eingesetzt. Die Kupplung erfolgte bei Raumtemperatur mit den
Kupplungsreagenzien HBTU, HOBt und DIPEA in einer Mischung aus DMF und NMP (1:1)
in einem Aquimolaren Verhiltnis (DIPEA: 2 Aquivalente) zur eingesetzten Aminosiure-Menge.
Die Kupplungszeiten lagen bei 20-30 Minuten pro Aminosdurekupplung. Die Kupplung der
Glycosylaminosduren wurde mit den reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU/HOAt und mit
einer ldngeren Kupplungszeit durchgefiihrt. Nach jeder Kupplungsreaktion wurden die
iiberschiissigen Reagenzien durch Waschen mit NMP entfernt, und die nicht umgesetzten
Aminofunktionen wurden mit einer Mischung aus Acetanhydrid, DIPEA und HOBt in NMP
acetyliert, um die Bildung von Fehlsequenzen zu vermeiden und Deletionssequenzen besser
abtrennen zu konnen. Nach abgeschlossener Synthese wurde das Harz intensiv im Synthesizer
mit NMP und dann mit Dichlormethan gewaschen.

Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte mit einer 1%igen Trifluoressigsdure-Losung in
Dichlormethan in einem Festphasenreaktor.”’®! Das Harz wurde vier Minuten mit der
Abspaltlosung behandelt, und der Abspaltvorgang wurde vier- bis fiinfmal wiederholt. Durch
die sofortige Neutralisation mittels einer dquimolaren Menge an 10%iger methanolischer
Pyridin-Losung betrigt die Verweildauer der Glycopeptide mit den sdurelabilen Schutzgruppen
in der verdiinnten Trifluoressigsdure-Losung gerade die fiir die Abspaltung vom Harz

notwendige Zeit. Die Reinigung erfolgte nach dem Verdampfen der Losemittel und der
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Aufnahme in Dichlormethan durch intensives Waschen mit Wasser und 0.5%iger Essigsdure

bzw. 0.1%iger Trifluoressigsdure und einer sich anschlieenden Lyophilisation.

3.3.4 Die Synthese der als Allylamide modifizierten Glycopeptide mit einer

Partialsequenz aus der Wiederholungseinheit des Glycoproteins MUC1

MUCI1 aus biologischen Isolaten von Tumorgewebe ist stets mikroheterogen und enthilt
Strukturen, die auf Tumorzellen vorkommen und solche, die auch auf gesunden Zellen zu
finden sind. Deshalb bieten nur gereinigte und strukturell definierte, d.h. synthetische
Glycopeptid-Antigene, die Moglichkeit einer selektiveren Aktivierung des Immunsystems
gegen Glycoproteinstrukturen, die auf Tumorzellen, nicht aber auf normalen Zellen vor-
kommen. Die Verwendung von definierten Vakzinen erlaubt auBlerdem die systematische
Analyse der durch Vakzine induzierten Immunitét in Bezug auf die klinische Reaktion. Auch
sind synthetische Antigene im Prinzip in groferer Menge erhéltlich. Ein weiterer Aspekt ist,
dass durch die Synthese von Glycopeptiden im Gegensatz zur Verwendung von nur
saccharidischen Strukturen als Vakzine der tatséchlichen Struktur des MUC1-Glycoproteins
auf der Tumorepithelzelle besser Rechnung getragen wird.

Die fiir diese Arbeit ausgewihlte Zielsequenz beinhaltet die immundominante Region
APDTRPAP und stellt eine Partialsequenz aus der Domidne der Wiederholungseinheit des
Glycoproteins MUCI1 dar. Die Glycopeptid-Festphasensynthese erfolgt nach dem in Kapitel
3.3.3 beschriebenen Protokoll. Zur Synthese des mit Tn-Antigen glycosylierten MUCI-
Glycopeptids 91 wird zundchst mit Fmoc-Alanin beladenes HMPB-BHA-Polystyrol-Harz 86
durch automatisierte Kupplung der Fmoc-geschiitzten Aminosduren in ein mit dem
Undecapeptid beladenes Polymer iiberfiihrt. Die Ansatzgrofle betrug 0.1 mmol an mit Fmoc-
Alanin beladenem Harz. Nach der Entfernung der aminoterminalen Fmoc-Schutzgruppe,
werden 1.6 Aquivalente des Tx-Serin-Bausteins in einer Lésung aus HATU, HOAt und DIPEA
in NMP sechs Stunden lang manuell gekuppelt. Danach folgen der Cappingschritt und die
automatisierte Peptidsynthese der restlichen drei Aminosduren und des Spacer-Molekiils 87,

dessen Synthese im Folgenden erldutert wird.
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Fmoc-AS-OH:

1. Fmoc-Thr(tBu)-OH
2. Fmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fmoc-Gly-OH

4. Fmoc-Pro-OH

5. Frmoc-Ala-OH

6. Fmoc-Pro-OH

7. Fmoc-Arg(Pmc)-OH
8. Fmoc-Thr(tBu)-OH
9. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
10. Fmoc-Pro-OH

11. Frmoc-Ala-OH

13. Frmoc-Thr(tBu)-OH
14. Fmoc-Val-OH
15. Fmoc-Gly-OH

o
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15x
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Q= Copoly(styrol-DVB (1%))

Automatisierte Festphasensynthese:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidin/NMP (20 %0), 3x 3 min
1. Aminosaurekupplung:
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
NMP/DMF (1:1), 20 min

1. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

Manuelle Kupplung der Glycosylaminosdure:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min

1I. Kupplung der Glycosylaminoséure:
1.6 Aquiv. Fimoc-Ser(c-Gal Ac;NAC)-OH 22,
HATU, HOAt, DIPEA, DMF/NMP (1:1), 6 h

TI. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

Schema 3.36: Festphasensynthese des am Harz gebundenen Tn-Glycohexadecapeptids 88
ausgehend von Fmoc-L-Ala-HMPB-BHA-Harz 86.
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Die Allylfunktion und nicht die Thiol-Funktion sollte in einem Spacer-Molekiil in das
Glycopeptid eingefiihrt werden, um bei den notwendigen Schutzgruppenmanipulationen und
den Reinigungsoperationen mittels RP-HPLC eine Dimerisierung der Sulthydrylgruppen und
damit einen Ausbeuteverlust an dem komplexen Glycopeptid zu umgehen.

Die Einfiihrung der olefinischen Bindung ist grundsitzlich durch die Kupplung von Allylamin
in Losung an die C-terminale Carboxylfunktion der Glycopeptide analog zur Synthese der
Allylamido-Modellaminoséduren mdglich. Dennoch bietet die Einfilhrung der Allylamid-
Funktion wihrend der Peptid-Festphasensynthese die bereits in Kapitel 3.3.1 genannten
Vorteile einer Synthese an der festen Phase. Um die Allylfunktion in der Peptid-
Festphasensynthese einfiihren zu kdnnen, wurde die Mono-N-Allylamidobernsteinsdure 87 als
Festphasensynthesebaustein synthetisiert. Dazu wurde Bernsteinsduremonomethylesterchlorid
89 mit einem Aquivalent Allylamin in Gegenwart von Triethylamin in einer Aminolyse
umgesetzt und der Allylamidobernsteinsduremethylester 90 anschlieBend mit wassriger
Lithiumhydroxid-Losung in THF verseift. Nach der Reinigung durch Fliissig-Fliissig-
Extraktion wurde das gewlinschte Produkt in einer Ausbeute von 81 % tiiber zwei Stufen
erhalten. Das Spacer-Molekiil 87 kann wunter den Kupplungsbedingungen der
Aktivestermethode (TBTU, HOBt, DIPEA) in der Festphasen-Peptidsynthese problemlos in
das Glycopeptid eingefiihrt werden.

=
o N~ N o o
q o H 1 M LiOH, THF “
“QOM CH,Cl,, Ft;N E:M e 2 h, Raumt e
oo, El3 emp.
o 3h.0°C o) O
89 20 87 81 % iiber 2 Stufen

Schema 3.37: Herstellung der Mono-N-Allylamidobernsteinsdure 87.

Die Abspaltung des geschiitzten Glycopeptids gemdll der allgemeinen Arbeitsvorschrift (s.
Kapitel 3.3.3) mit 1%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan vom polymeren Triger gelang
selektiv  unter Erhalt aller sdurelabilen Seitenketten-Schutzgruppen. Das  Tx-
Glycohexadecapeptid konnte in hoher Ausbeute nach dem Entfernen des Pyridinium-
Trifluoracetats durch Extraktion mit 0.5%iger Essigsdure bzw. 0.1%iger Trifluoressigsdure und

Wasser erhalten werden.
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Um das Glycopeptid in einer Biokonjugation einzusetzen, musste es noch deblockiert werden.
Die vollstindige Abspaltung aller séurelabilen Schutzgruppen erfolgte innerhalb von zwei
Stunden mit Trifluoressigsdure und dem Zusatz von Thioanisol sowie Wasser als
Kationenabfangreagenzien. Die Aufarbeitung erfolgte durch digerieren mit Pentan und
Diethylether. Dadurch konnten das Thioanisol und das Abspaltungsprodukt der Pmc-
Schutzgruppe zu einem sehr hohen Anteil entfernt werden. Die Abspaltung der Pmc-
Schutzgruppe verlief also unter den gewidhlten Reaktionsbedingungen glatt. Die Deacetylierung
der Galactosamineinheit erfolgte durch eine Zemplén-Umesterungsreaktion in absolutem
Methanol bei einem pH-Wert von 8.5-9, der durch Zutropfen einer 1%igen Natriummethanolat-
Losung eingestellt wurde. Nach der Neutralisation mit verdiinnter Trifluoressigsdure erfolgte
die Reinigung des Rohproduktes durch préparative RP-HPLC. Auf diese Weise erhielt man das
komplett deblockierte Ty-Hexadecapeptid 91 in einer Ausbeute von 43 % tiber 35 Stufen.

H o O o [e)
ANMQWN\)LN N A J}(@(H\)LN H\)LNJKNJ}(@(H\)OLN%H\)? %(o a_
o O~ 0 X Hpo o 3 Ho xS Ho o DTN
ACNH Fo \L " ©
O7< NH O )V
d HNJ\H’(‘S") Q
AO O 88

1.) CH,Cl,, TFA (1 %), 3x 4 min, Raumtemp.
2.) TFA, Thioanisol, H,O (25:0.9:0.9)

2 h, Raumtemp.
3.) NaOMe, absol. MeOH, pH=28.5-9

12 h, Raumternp.
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Schema 3.38: Acidolytische Abspaltung vom polymeren Trager und Deblockierung zum Tx-
Glycohexadecapeptid 91.
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6 OEQ%“@WH o

86 O Q = Copoly(styrol-DVB (1%)

Fmoc-AS-OH:

1. Fmoc-Thr(tBu)-OH
2. Fmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fmoc-Gly-OH

Automatisierte Festphasensynthese:
4. Fmoc-Pro-OH -

5. Fmoc-Ala-OH 1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
6. Fmoc-Pro-OH 15x Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min

7. Fmoc-Arg(Pme)-OH 1I. Aminoséurekupplung:

8. Fmoc-Thr(tBu)-OH 10 Aquiv. Finoc-AS-OH, HBTU, HOBY, DIPEA
9. Finoc-Asp(OtBu)-OH NMP/DMF (1:1), 20 min

10. Fmoc-Pro-OH 1. Acetylierung (Capping):

11. Fmoc-Ala-OH 0.5 M Ac,0O, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

12. Fimoc-Ser(tBu)-OH

13.
OAc OAC
&/ OAC Manuelle Kupplung der Glycosylaminosiure:
AcH 1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):

Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min

(@]
N
Q
O i j;( OH 1. Kupplung der Glycosylaminosaure:

1x
39 o H 1.25 Aquiv. Fomoc-Thr(B-Ac,Gal-(1-3)-
(©) o-Ac,GalNAc)-OH 39
HATU, HOAt, DIPEA, DME/NMP (1:1), 6 h
III. Acetylierung (Capping):
14. Fmoc-Val-OH 0.5 M A0, 0.125 MDIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

15. Fmoc-Gly-OH

Schema 3.39: Festphasensynthese des polymergebundenen T-Antigen-Glycohexadecapeptids
92.
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Die automatisierte Peptid-Festphasensynthese des T-Antigen enthaltenden Hexadecapeptids 93
erfolgte nach dem allgemeinen Protokoll der Peptid-Festphasensynthese in analoger Weise zur
Synthese des Tn-Glycohexadecapeptid 91 in einem 0.1 mmol Ansatz. Dabei wurde der
Threonin-T-Antigen-Baustein eine Position spéter als das Tn-Antigen in der Peptidsynthese
eingesetzt. Antikdrperbindungsstudien mit dem monoklonalen Antikdrper C595, der gegen die
Sequenz RPAP des Epitops der MUCI-Wiederholungseinheit zeigten, dass durch eine

d.*”"! Die manuelle Kupplung

Glycosylierung an dieser Stelle der Bindungseffekt verstirkt wir
von 1.25 Aquivalenten der T-Antigen-Glycosylaminosiure 29 erfolgte wieder unter
Verwendung der Reagenzien HATU und HOAt. Bei der Synthese konnte im UV-
Abspaltungsprotokoll nach der Kupplung des Saccharid-Bausteins kein Abfall der UV-
Absorption beobachtet werden, was trotz des geringen Uberschusses an Glycosylaminosiure
auf eine vollstdndige Kupplung derselben hindeutete und sich in einer Ausbeute von 39 % iiber
35 Stufen widerspiegelte.

Nach der Abspaltung vom Harz erfolgte die acidolytische Spaltung der tert-Butyl- und der
Pmc-Schutzgruppen durch Einwirkung von Trifluoressigsdure mit den Abfangreagenzien
Thioanisol und Wasser sowie die Deacetylierung mit methanolischer Natriummethanolat-
Losung (pH = 9) am Saccharid. Nach der Reinigung mittels préparativer RP-HPLC konnte das
zur Konjugation einsetzbare Glycopeptid als farbloses Lyophilisat erhalten werden. Die

korrekte Struktur der Glycopeptide 91 und 93 konnte durch massenspektrometrische sowie

zweidimensionale NMR-spektroskopische Untersuchungen belegt werden.
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1.) CH,Cl,, TFA (1 %), 3x 4 min, Raumtemp.
2.) TFA, Thioanisol, H>O (25:0.9:0.9)

2 h, Raumtemp.
3.) NaOMe, absol. MeOH, pH=9
13 h, Raumtermp.
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ot © 9 o€ Al ° © Ao o
HO NH
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93 39 % iber 35 Stufen

Schema 3.40: Abspaltung vom Harz und Deblockierung zum T-Antigen-Glycohexadecapeptid
93.

Die Synthese des Glycohexadecapeptids 101 mit der STn-Antigen-Struktur erforderte eine
Abwandlung bei der Einfiihrung des olefinischen Spacer-Molekiils. Zundchst wurde das STn-
Glycopeptid mit dem Allylspacer 87 in analoger Weise zu den bisher durchgefiihrten Synthesen
durch eine automatisierte Peptid-Festphasensynthese aufgebaut, was in 89%iger Ausbeute auch

gelang.



3. Allgemeiner Teil

63

%

(L

86

Fmoc-AS-OH:

1. Frnoc-Thr(tBu)-OH
2. Fmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fmoc-Gly-OH

4. Frmoc-Pro-OH

5. Fmoc-Ala-OH

6. Fmoc-Pro-OH

7. Fimoc-Arg(Pme)-OH
8. Frmoc-Thr(tBu)-OH
9. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
10. Frmoc-Pro-OH

11. Fioc-Ala-OH

12. Fmoc-Ser(tBu)-OH

13.
OAC oac COOBN  OAc
AcOu,, (@]
%%i&g‘
AcO AcHN
Q
[ g

&~ i

14. Fmoc-Val-OH
15. Fmoc-Gly-OH

o
16. \/\NJK/WOH 87
H
o
OAC opc  COOBN ?Ac
AcOi, o O Q
AcHN Act
AcO AcHN

gty

OH

15x

H
N

Q —Copoly(styrol-DVB (1%))

Automatisierte Festphasensynthese:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidin, NMP (20 %), 3x 3 min

II. Aminosaurekupplung:
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBY, DIPEA
NMP/DMF (1:1), 20 min

1I. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,O, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

Manuelle Kupplung der Glycosylaminosaure:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidin, NMP (20 %), 3x 3 min

1. Kupplung der Glycosylaminosaure:
1.25 Aquiv. Froc-Thr(o-NeuAc,NAcCOOBNn-(2-6)-
a-GalAc,NAc)-OH 36
HATU, HOAt, DIPEA, DMF/NMP (1:1), 6 h

1I. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 MHOBt, NMP

Schema 3.41: Festphasensynthese des Harz-gebundenen STn-Antigen-Glycohexadecapeptids

94.
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Die Deblockierung des Glycopeptids 94 erforderte dann die Abspaltung der Benzylester-
Schutzgruppe, die wegen ihrer milderen Abspaltbedingungen im Vergleich zu der sonst
eingesetzten Methylester-Schutzgruppe ausgewihlt wurde. In der Literatur ist die Abspaltung
von Benzylester- und Benzylether-Schutzgruppen in Gegenwart von leicht reduzierbaren
Gruppen durch die Verwendung von Palladium(Il)acetat und Triethylsilan in Dichlormethan

beschrieben.”®!

CH,Cl,, TFA (1 %), 3x 4 min, Raumtemp.

Pd(OAC),, TES, BN

OAC opc COOH  OAc CH,Cl,, 30 min, Raumtemp.
I
AcO,,, o o Q
AcHN
AC AcHN \#
H H\)(i H O H oH o O H O QL o
Hac/\/N\ﬂ/\)LN/\"/Ni N N\)J\NJ\'(Q"/N\)LN N\/U\N—)LN/H‘/ N\)L /[”/H\)J\
N :H : N N o
O _~ H o o =_H H H O
Q O/\O o

Schema 3.42: Abspaltung vom polymeren Triager und Versuch der selektiven Debenzylierung

im STn-Glycohexadecapeptid 95.

Diese Methode konnte nicht auf Verbindung 94 iibertragen werden, denn die
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analyse zeigten nur das Vorliegen des
Glycopeptids 95 an bei der der Benzylester vollstindig abgespalten war, aber auch die
Doppelbindung reduziert wurde.
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Um dieses Problem zu 16sen und zur Zielverbindung 101 zu gelangen, wurde daraufhin das
Glycopeptid 98 hergestellt. Bei diesem ist der N-Terminus mit der von L. Zervas entwickelten
Benzyloxycarbonyl-(Cbz)-Schutzgruppe””! blockiert. Die Glycopeptid-Festphasensynthese

wurde an 0.1 Fmoc-L-Alanin-HMPB-BHA-Harz

mmol 86 nach der

Synthesevorschrift durchgefiihrt. Dabei kamen 1.25 Aquivalente des STx-Threonin-Bausteins

allgemeinen

und die Reagenzienkombination HATU/HOAt sowie als letzte Aminosdure in der iterativen

Synthesesequenz Cbz-geschiitztes Glycin zum Einsatz.

0 OTNQL “@
() M
Finoc-AS-OH: Q  =Copoly(styrol-DVB (1%)

1. Fmoc-Thr(tBu)-OH

2. Fmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fmoc-Gly-OH

4. Fmoc-Pro-OH

5. Fmoc-Ala-OH

6. Fmoc-Pro-OH

7. Frmoc-Arg(Pme)-OH
8. Fmoc-Thr(tBu)-OH
9. Fimoc-Asp(OtBu)-OH
10. Fmoc-Pro-OH

11. Fmoc-Ala-OH

12. Fmoc-Ser(tBu)-OH

OAcopc COOBNn OAc

%®
- e

14. Fmoc-Val-OH
15. Cbz-Gly-OH

O onc  COOBN OAc

m%%

e R

Automatisierte Festphasensynthese:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidi/NMP (20 %), 3x 3 min

1. Aminosaurekupplung:
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
NMP/DMF (1:1), 20 min

1I. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

Manuelle Kupplung der Glycosylaminosaure:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min

1I. Kupplung der Glycosylaminoséure:
1.25 Aquiv. Frmoc-Thr(c-NeuAc,NACCOOBn-(2-6)-
a-GalAc,NAc)-OH 36
HATU, HOAt, DIPEA, DMF/NMP (1:1), 6 h

1. Acetylierung (Capping):
0.5 MAc,0, 0.125 MDIPEA, 0.015 MHOBt, NMP

Abspaltung vom polymeren Tréger:
CH,CL,, TFA (1 %)
3x 4 min, Raumtemp.

:K/;Hoo H & - H
hl “a

Schema 3.43: Synthese des N-terminal Cbz-geschiitzten STn-Glycohexadecapeptids 98.

98 74 %iber 31 Stufen
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Nach der acidolytischen Abspaltung vom Harz konnte das vollstindig blockierte
Glycohexadecapeptid 98 als farbloses Lyophilisat in 74%iger Ausbeute (31 Stufen) erhalten
werden. Die gut in Dichlormethan 16sliche Verbindung wurde dann den milden
Reaktionsbedingungen einer katalytischen Transferhydrierung unterworfen, die mit

Triethylsilan als Wasserstoff-Donor durchgefiihrt wurde.
OAC _opc  COOBN IQOC
ACOn,.. o
m%@&j
AcO AcHN \L
L A8 QTR S (8 g
Y N N N H
TOTANYY k” gin b LC L" ONJHLW?LH*(“
Q \7;0 \ ° o o

N NH O
oty
HO %

Pd(OAc),, TES, NEt;, CH,Cl,

0 3 h, Raunmtemp.
ACO,,, o Q
AcHN

o TBTU, HOBt, DIPEA, DMF
87 7 h, Rauntenp.

AC AcHN \IL
o H O o o © o o (}L
(@] 3: o H

Schema 3.44: Hydrogenolytische Abspaltung der Benzylester- und der Cbz-Schutzgruppe im
STn-Antigen-Glycohexadecapeptid und Kupplung des Allylamido-bernsteinsdure-Spacers 87.
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Dabei ist zu bemerken, dass die vollstindige Abspaltung der Cbz- und der Benzylester-
Schutzgruppe an diesem komplexen Molekiil ohne die Bildung von Nebenprodukten und
innerhalb von drei Stunden ablief. Die Aufarbeitung erfolgte durch Waschen der
Reaktionslosung mit Ammoniumchlorid-Losung sowie durch die Filtration iiber eine RP-
Kieselgel-Kartusche, durch zweimalige Kodestillation mit Toluol und finaler Lyophilisation.
Das N-terminale deblockierte Glycopeptid 99 wurde dann mit dem Bernsteinsdure-Spacer 87 in
Losung gekuppelt. Dazu wurde das Spacer-Molekiil 87 mit TBTU/HOBt in DMF voraktiviert
und dann im zweifachen Uberschuss zum Glycopeptid gegeben. Nach der Reinigung durch

préaparative RP-HPLC wurde das Allylamido-Glycopeptid 100 erhalten.

1.) TFA, Thioanisol, FLO (25:0.9:0.9)

2 h, Raumtermp.
OH oy  COOH OH 2.) NaOMe, absol. MeOH, pH=9
|
HOu,,, o o 13h,Raurrte1rp.
AcHN
HO AcHN
o o OH
H H H O v 9 H O o) ) oH
/\/NNNWN\;)L:K/N% J}(@(N\)LETN\)LNA %( N\)k n\)L
o Ho/_\Hoz\mo oéHo:K/-:”oo H CN TNy
OH \7;0 \I © A ©
HO ;\H
HN™ NR 101 64 % (iiber 2 Stufen)

Schema 3.45: Abspaltung der sdurelabilen und basenlabilen Schutzgruppen im STy-Antigen-
Glycohexadecapeptids 100.

Von diesem Allyl-modifizierten Glycopeptid 100 konnten dann anschlieBend die
Acetylgruppen durch Umesterung (NaOMe, MeOH, pH = 9) und die séurelabilen
Schutzgruppen acidolytisch (TFA, Thioanisol, Wasser) wie bei den vorhergehenden
Glycopeptidsynthesen entfernt werden, sodass schlieBlich das STn-Glycohexadecapeptid in
einer Ausbeute von 64 % erhalten werden konnte. Die Reinigung der Substanz erfolgte mit

Hilfe der praparativen RP-HPLC.
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3.4 Die Herstellung der Glycopeptid-Tragerprotein-Konjugate

Um mogliche sterische Hinderungen bei der Kupplung von Glycopeptiden an das Trégerprotein
zu vermeiden und eine bessere Prasentation der Haptene auf dem Triagerprotein zu erzeugen,
soll das Tréagerprotein mit einem Thiol-Ethylenglycolspacer modifiziert werden. Auflerdem ist
die hydrophile Eigenschaft des Spacers im Hinblick auf die Kupplung von hydrophoben
Haptenen interessant.

In einer Michael-Addition wird Diethylenglycol mit Acrylsdure-tert-butylester zur Reaktion
gebracht. In dem nédchsten Schritt wird aus der Hydroxygruppe mit Mesylchlorid und
Triethylamin quantitativ das Methansulfonat 105 gebildet. Die Fluchtgruppe wird in einer
nucleophilen Substitution mit Natriumazid in DMF durch die Azidogruppe ersetzt. Die darauf
folgende Reduktion des Azido-Derivates 106 erfolgte mit Wasserstoff und Raney-Nickel in
Isopropanol. Der Aminoethylenglycol-Baustein 107 stand dann fiir die Bildung eines Amids
mit der Thiol-Carbonsdure 108 zur Verfiigung. Thiole neigen in Gegenwart von Sauerstoff zur
Bildung von Disulfiden. Um dies zu verhindern, wurde das Thiol mit einer Acetylgruppe. Die
Idee dabei war es, die Schutzgruppe erst kurz vor der radikalischen Kupplung des Glycopeptids
mit dem Protein abzuspalten. Dafiir darf die Schutzgruppe zum einen die Wasserloslichkeit der
Verbindung nicht stark erniedrigen und zum anderen sollte sie in einem wissrigen Medium
unter milden Bedingungen abspaltbar sein, die das Trigerprotein nicht angreifen. In der
Affinitdtschromatographie werden Proteine iiber ihre Carboxylgruppe als Thiolester an mit
Thiolgruppen modifizierte Agarose gebunden und dann nach der Reinigung wieder mit 1 M
NH,OH-Lésung eluiert.”*” Bereits von I. M. Klotz et al. ist diese milde Abspaltung mit 0.05
M Hydroxylamin-Losung und der damit verbundene Einsatz im Gebiet der Protein-

Modifikation beschrieben worden.!?*"!
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L
A MsCl
o) o
OB THE, Na CH,Cl, EGN QP M
102+ ——— O oy ———————————— S O OtBu
36 h, Raumtemp. 4 h, Raumtermp.
HO/\/O\/\OH 104 77% 105 quant.
103

o) o)
NaN,, DMF Ra-Ni, iPrOH, H,
AM/VO\/\MQm - - MNO\AMQ& - @ - HZN/\/O\/\M

14h, 60°C 10 h, Raumtemp.
105 106 52% 107 81 %
0 0 ? “D?I‘?éA,“BMIU
1 h, Raumtemp.
108
107 109 64%

AS/\)LN/\/O\/\O/\AO/Q A, Waseer is/\)iHN/\/o\/\o/\)im

1 h, Raumtemp.
110  quant.

Schema 3.46: Synthese des S-Acetylthioethylenglycol-Spacers 110.

Thiolester sind gegeniiber Nucleophilen reaktiver als die entsprechenden Ester. Die S-Acetyl-
Schutzgruppe ist durch Amine wie z.B. 2-Methoxyethylamin abspaltbar.**?! Trotz etwaiger
Nebenreaktionen (Acetylierung der Aminofunktion oder Abspaltung der Schutzgruppe) konnte
die Reaktion der S-Acetyl-3-mercaptopropionsdure 108 mit dem Aminoethylenglycol 107 unter
Voraktivierung mit TBTU/HOBt und einem Uberschuss an zu kuppelnder Carbonsiure in
64%iger Ausbeute durchgefiihrt werden. Die Behandlung dieser Verbindung mit
Trifluoressigsdure fithrte zu der in Modifizierungen von Proteinen einsetzbaren (12-(S-Acetyl-
3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansaure 110.

Als Trégerprotein wurde Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumine) ausgewaihlt.
Dieses Protein besteht aus 582 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von etwa 66700
g/mol. In der Aminosiuresequenz befinden sich 59 Lysin-Molekiile. Mit der freien N-
terminalen Aminofunktion liegen im BSA 60 freie Aminogruppen vor, wobei allerdings nur
etwa 30 auf der AuBlenseite des Proteins liegend fiir eine Reaktion theoretisch zur Verfiigung
stehen. Die Anbindung des Glycolspacers 110 erfolgte bei Raumtemperatur im wiéssrigen
Milieu bei einem schwach sauren pH-Wert. Als Kupplungsreagenz wurde das wasserlosliche
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (EDAC) mit 0.1 Aquivalenten
an HOBt als Zusatz verwendet.”® Die Reinigung des modifizierten Proteins erfolgte durch

Dialyse gegen Wasser.
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o a) EDAC, HOBt, H,O
+ 110 12 h, Raumtemp. H
H o
b) 1.) DMF, EDAC, HOSu, Nw/\/o\ﬁo/ij(\/&{
o

15 min, Raumtemp. o
2.) H,O, 6 h, Raumtemp. 11
NH

Schema 3.47: Modifikation des Rinderserumalbumins (BSA) mit dem S-
Acetylthioethylenglycol-Spacer 110.

Zur Charakterisierung von Protein-Hapten-Konjugaten kann die matrixassistierte
Laserdesorptions/ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Massenspektrometrie herangezogen
werden.”® Mit Hilfe dieser Methode konnte ein durchschnittliches Molekulargewicht von
73639 g/mol des Spacer modifizierten Proteins 111 nachgewiesen werden, was somit eine
Beladungsdichte von 24 Spacer-Molekiilen pro BSA-Molekiil bedeutet. Andert man die
Reaktionsfithrung, indem man durch die Umsetzung des Diethylenglycolspacers 110 mit
EDAC und N-Hydroxysuccinimid im Losemittel DMF den Aktivester vorbildet und diese
Mischung dann zur wéssrigen Protein-Losung gibt, ist es mdglich die Beladungsdichte auf 46
Spacer-Molekiile pro Protein-Molekiil (Molekulargewicht: 80936 g/mol) zu steigern. Dabei
bleibt die Wasserloslichkeit des Proteins erhalten.

Zur Abspaltung der S-Acetylgruppen wurde das gefriergetrocknete, modifizierte BSA 111 in
0.075 M Hydroxylamin-Losung geldst und nach einstlindigem, leichtem Riihren entfernt man
die Hydroxylamin-Losung durch die Dialyse gegen Wasser. Das nun mit freien Thiol-Gruppen
belegte BSA-Protein wurde zusammen mit dem T-Antigen-Glycopeptid 93 in entgastem
Wasser gelost und unter Verwendung von 31 mol% ACVA sechs Stunden bestrahlt. Das
Glycopeptid und der Radikalstarter wurden anschlieend durch eine erschopfende Dialyse

gegen destilliertes Wasser entfernt.

46
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H H o 1.) 0.075 MNH,OH, 1 h, Raumtenp.
NY\/O\/\O/\/NY\/S\f 2.) ACVA (31 mol%), Wasser, hv, 8 h, Raumtermp.
() o 46
111
oH OH o
Hog& 2
HO ACHN
g PPN P @( ﬂp J @T (%he
N N N JY
TWD/\/O\AO/\/NWOK\/ o H O_~u H N"ﬁr M N : NJ\(OH

NH
N N 112

Schema 3.48: Synthese des T-Antigen-Glycopeptid-Protein-Konjugates 112 durch eine
radikalische Thiol-Addition.

Bei den massenspektrometrischen Untersuchungen konnte eine starke Intensitéitsabnahme beim
Vermessen des modifizierten BSA 111 im Vergleich zu reinem BSA festgestellt werden. Bei
den Glycopeptid-Konjugaten 112, 113 und 114 schreitet der Intensitdtsverlust weiter fort,
sodass keine aussagekréftigen und eindeutigen MALDI-Massenspektren erhalten wurden. Auch
Optimierungsversuche bei der fiir die MALDI-Massenspektrometrie besonders entscheidenden
Probenpridparation  wie die  Wahl der Matrix (z.B.  Sinapinsdure, 2-(4-
Hydroxyphenylazo)benzoeséure, a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure, Ferulasdure, 2,5-
Dihydroxybenzoesdure), Variation der Losemittel (Acetonitril, Wasser, Methanol,
Ameisensdure) sowie deren Konzentrationsverhéltnis, Kristallisierungstechniken (Dried-
droplet, Overlayer, Sandwich) und Additiven (Trifluoressigsdure, Natriumformiat) zeigten
keinen Einfluss auf die Aufnahme der Massenspektren.**

Eine andere Moglichkeit zur Beladungsbestimmung ist, das Saccharid im Glycopeptid mit
Phenol/Schwefelsdure-Reagenz kolorimetrisch nachzuweisen.”®! Exemplarisch wurde diese
Untersuchung am Neoglycoprotein 112 durchgefiihrt. Durch das Erstellen einer Kalibriergerade
mit D-Galactose konnte eine Beladung von 9 Molekiilen des Glycopeptids 93 pro Molekiil BSA
festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die Abspaltung der Schutzgruppe und die

Additionsreaktion in einer Ausbeute von 20 % tber zwei Stufen ablaufen.
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Beziiglich der Beladungsdichte bleibt anzumerken, dass in der Literatur bekannten
Immunisierungsversuchen gezeigt wurde, dass eine optimale Peptiddichte in einem Bereich
von 5 bis 20 Molekiilen pro BSA-Carrierprotein-Molekiil liegt.!'**!

Mit der radikalischen Thiol-Addition konnte also eine selektive Verkniipfung eines komplexen
tumorassoziierten MUC1-Glycopeptids mit einem Trigerprotein erreicht werden. Die Bindung
des Glycopeptid-Antigens iliber nur eine Position sollte es ermdglichen, dass potentiell die
gesamte Glycopeptidkette mit den B-Zell-Rezeptoren in Wechselwirkung treten kann. Auf
dieselbe Weise wurden auch das synthetisierte Tn-Glycohexadecapeptid 91 und das STx-

Glycohexadecapeptid 101 an das Triagerprotein BSA gekuppelt.

H o H O H O HoYH o o H o (OH R =
/\/NNN/\WNJN NI @YNJL N A K QTN\A /ng o = o
N Y N 7 N N A OH
© HO/\HO\OHJEOHO\K/HJH&O Ho}h o ©oH
o OoH
| o - 101 OH on COO
Py OH
HO..
@ NN R'= AN o Q
Ho AcHN
R=-H
" " o 1.) 0.075 MNH,OH, 1 h, Raumterp.
NWO\/\O/\/ Nj(\/S\f 2.) ACVA (31 mol%y), Wasser, hv, 8 h, Raumtenp.
o o n
111
0L B K2 O R R IR 20 e (%h g
N o~ N S~ N Y NN Qm” N @wwﬁ
o~ : N Y N N A oH
fv fv o H OAHO S HoOo o HO\\//HOO Hoﬂio'_,'_'N/gg
o
HO NH
HNANHZ

HOu... (o]
113 R= 4 _ 114: Ri= ““@Lo&jﬂ R= —H

Schema 3.49: Synthese der MUCI1-Glycopeptid-Protein-Konjugate 113 und 114 ausgehend
von dem Tn-Glycohexadecapeptid 91 bzw. STx-Glycohexadecapeptid 101.
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3.5 Die Synthese von cyclischen (Glyco)Peptiden mit einer
Partialstruktur aus der Wiederholungseinheit des

tumorassoziierten MUC1

3.5.1 Synthese von Allylether- und Allylglycin-Aminosaurebausteinen

Fiir die Entwicklung von synthetischen Tumorvakzinen ist es notwendig, die Struktur des auf
Krebszellen vorhandenen Antigens so genau wie mdglich nachzubilden, um eine selektive
Immunantwort zu erzeugen.

Die Sekundérstruktur der Wiederholungseinheit des Glycoproteins MUCI1 ist beschreibbar als
eine stabformige Struktur mit knaufartigen Motiven, die man als Polyprolin-B-Turn-Helices

[287

bezeichnen kann.”®”! Die PDTRP-Sequenz bildet darin die Spitze eines ,hervorstehenden

Knaufes®, der exponiert ist und eine stabile Turnstruktur bildet. Diese immundominante Region
erreicht ihre stabile Konformation im Fall von synthetischen Peptiden mit zwei oder mehr

[288]

Wiederholungseinheiten. Bei mehreren Wiederholungseinheiten wird vermutlich die

Stabilitit erhht und die Prisentation dieses Strukturelementes begiinstigt.!** 2*"!

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen in Losung an glycosylierten Partialstrukturen aus
der Wiederholungseinheit des MUC1 deuten auf das Vorliegen eines Turns in der
immunologisch relevanten Region PDTRPAP hin. Die Art des Turns (Typ I B-, Typ II -,

inverser y-Turn, etc.) ist aber vermutlich aufgrund einer konformationellen Heterogenitdt der
[291,292]

synthetisierten, kurzen MUC1-Fragmente nicht eindeutig zu bestimmen.

Abb. 3.4: Die knaufartige Struktur der Wiederholungseinheit des tumorassoziierten MUCI.

Daher schien es wiinschenswert zu sein, die knaufartige Struktur der Wiederholungseinheit des
MUCI-Proteins in einem kurzen Peptidsegment zu fixieren. In kurzen Peptiden geht sonst
diese natiirliche Form durch ein konformatives Gleichgewicht mit der gestreckten Form

verloren.
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Eine Moglichkeit, dieses Ziel zu erreichen, besteht darin, die Struktur in einem cyclischen
Peptid festzuhalten. Ein weiterer Aspekt ist, dass die proteolytische Stabilitét der cyclischen
Peptide im Serum im Vergleich zu linearen Peptiden erhoht ist. Cyclische Epitop-Mimetika
konnen als Immunogene Verwendung finden, um die Bildung von Antikérpern auszuldsen, die
mit dem Zielprotein kreuzreagieren. Ebenfalls konnen sie als Antigene zur Charakterisierung
von Epitopen, die von Antikérpern erkannt werden, eingesetzt werden.[**”!

Cyclisierungen von Peptiden erreicht man in der Regel durch die Amidbindungsbildung am C-
und N-Terminus (backbone to backbone cyclization), die Bildung einer Lactambriicke durch
Verkniipfung zwischen Asparagin-/Glutaminsdure- und Lysinseitenketten oder die Bildung

294297) Eine weitere Moglichkeit ist in der Cyclisierung

einer intramolekularen Disulfidbriicke.!
durch eine Ringschlussmetathese (RCM) gegeben. Zur letzteren Vorgehensweise sind Arbeiten
von R. H. Grubbs et al.??*3% ynd T. D. Clark et al.*°" erschienen, die Sekundarstrukturen in

Peptiden fixieren konnten. Als weitere Beispiele sind der ,,Rolling Loop Scan®,*"* **! die

3% oder die Synthese von cyclischen Peptidantibiotika- oder

Synthese von Turn-Mimetika!
Peptidhormon-Mimetika®*” zu nennen.

Die Cyclisierung der (Glyco)Peptide sollte in dieser Arbeit durch eine Ringschlussmetathese
(RCM) vollzogen werden. Die dafiir nétige olefinische Bindung sollte in Form eines Fmoc-
Serinallylethers und eines Fmoc-Allylglycin-Festphasenbausteins in das Peptid eingefiigt
werden.

Zur Herstellung des Serin-allylethers 116 erfolgte die Veretherung der Hydroxygruppe des N-
Boc-geschiitzten Serins mit einem Aquivalent Allylbromid und zwei Aquivalenten an
Natriumhydrid in DMF.?%! Nach einer Reaktionszeit von drei Stunden erhilt man Verbindung
116 in quantitativer Ausbeute. Um das als Allylether modifizierte Boc-Serin 116 in einen in der
Fmoc-Strategie einsetzbaren Aminosdurebaustein zu iiberfithren, muss die N-terminale Boc-
Schutzgruppe gegen die Fmoc-Schutzgruppe ausgetauscht werden. Die Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonylgruppe erfolgte quantitativ mit wéssriger Trifluoressigsdure (TFA/Wasser

95:5). Das entstehende Serintrifluoracetat konnte nach Lyophilisieren ohne weitere

Reinigungsschritte in der nachsten Reaktionsstufe eingesetzt werden.
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Schema 3.50: Umsetzung von N-Boc-geschiitzten Serin 115 mit Allylbromid und Uberfiihrung
des Serinallylethers 116 in den Fmoc-geschiitzten Peptid-Festphasenbaustein 117.

Im nachfolgenden Schritt wurde die freie Aminogruppe durch Umsetzung mit N-(9-
Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimid (Fmoc-OSu) und Natriumhydrogencarbonat in
einem Aceton/Wasser-Gemisch blockiert. Die Verwendung von Fmoc-OSu anstelle von
Chlorameisenséure-(9-fluorenylmethyl)-ester (Fmoc-CIl) minimiert das Risiko der Aktivierung
der Carboxylfunktion, womit die Amidbindungsbildung als Nebenreaktion unterbleibt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung erhielt man den einsetzbaren Serin-allylether 117 in
79%iger Ausbeute.

Eine andere Moglichkeit zur Einfiihrung der Doppelbindung ist in der unnatiirlichen
Aminosdure Allylglycin gegeben, die allerdings enantiomerenrein und mit dem richtigen
Schutzgruppenmuster versehen sein muss.

Es gibt mehrere Methoden zur stereoselektiven Alkylierung von Glycin, z.B. {iber Bis-

(308 B9 und Oxazinone.”'”! Es sollte in dieser

lactimether,Bm] Imidazolidinone, 1 Oxazolidinone
Arbeit ein Weg entwickelt werden, der ein Allylglycin-Derivat fiir die Peptid-
Festphasensynthese nach der Fmoc-Strategie auf moglichst einfache Weise ermdglicht.
Schliisselschritt sollte hierbei die Claisen-Umlagerung eines Alkylesterenolates sein. !4

Ausgangmaterial zur Synthese des Fmoc-geschiitzten Allylglycins 126 ist der Glycinallylester
119. Zur Veresterung wurde das Cisiumcarboxylat des tert-Butyloxycarbonylglycins mit
Allylbromid in DMF umgesetzt. Die erhohte Reaktivitit des Cdsiumsalzes ist sowohl auf
dessen Ldoslichkeit als auch auf die fehlende Ionenpaarbildung mit den Anionen

zurickzufiihren.
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Der in 93%iger Ausbeute erhaltene Allylester 119 wurde dann einer Claisen-Ireland-

Umlagerung”"”

unterzogen. Dabei ist die Wahl der N-terminalen Schutzgruppe des
Glycinesters wichtig, denn diese muss unter den Bedingungen der Claisen-Umlagerung stabil
sein und im Anschluss in hoher Ausbeute in eine Fmoc-Schutzgruppe tliberfiihrbar sein. Der N-
Boc-Allylester 119  wurde  zundchst —mit  frisch  hergestelltem  erzeugten
Lithiumisopropylcyclohexylamid in ein  Esterenolat iberfilhrt, um dann  mit
Trimethylsilylchlorid in einen Silylenolester iiberfiihrt zu werden.’'®! Dessen [3,3]-sigmatrope
Umlagerung in das racemische Boc-Allylglycin 120 erbrachte eine Ausbeute von 66 %. Ebenso
wie bei der Bildung des Allylesters 119 lieB sich das Produkt durch einfache

Extraktionsschritte in hoher Reinheit isolieren.

1.) MeOH, Cs,(C0Os, 30 min, Raumtenp.
2.) DMF, 5 h, Raumtemp.

%oiwm b e %oiuﬁrw

118 119 93 %
o 1.) Isopropylcyclohexylamin, nBulLi o |
> THF, 15 min, -78 °C
O\/\ OH
O)J\ HN/\H/ h 2.) TMSCI, 10 min, -78 °C >\O)J\ N
O 60 min, 65 °C e}
MeOH
119 120 66 %

Schema 3.51: Bildung des Glycinallylesters 119 und Claisen-Ireland-Umlagerung zum
Allylglycin 120.

Es wurde zunichst versucht, das Enantiomerengemisch durch Bildung eines Dipeptids in
Diastereomere zu iiberfiihren und diese dann chromatographisch zu trennen. Die Umsetzung
des racemischen N-Boc-geschiitzten Allylglycins 120 mit L-Alanin gelang mit TBTU/HOB als

Kupplungsreagenzien in hoher Ausbeute.
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wkr"” | |
o 121 EDAC, HOBt 1.) TFA, Wasser O o
NMM e O Ih, _ n R
* S ve— W\Md(“%“* e ‘AH A
o = O o
122

‘ DMF, Wasser
o Ih ; 2.) Fmoc-OSu, NaHCO;
}\ O)k OH
H

Aceton, H,O
Schema 3.52: Kupplung des Boc-L/D-Allylglycins 120 an L-Alanin und Uberfiihrung in das

16 h, Raumtemp. 123 41 %tiber 3 Stufen

Fmoc-geschiitzte Dipeptid 123.

Allerdings konnte die erfolgreiche Trennung der N-Boc-geschiitzten Diastereomere 122 mittels
der RP-HPLC im analytischen Mafistab nicht auf die pridparative RP-HPLC iibertragen werden.
Ebenso ist der Fmoc-geschiitzte Baustein 123, der durch Behandlung des Substrats 122 mit
TFA und nachfolgender Reaktion mit Fmoc-OSu zugénglich ist, nicht durch préparative RP-
HPLC auftrennbar. Jedoch kann es moglich sein, dass bei der Verwendung einer anderen
Aminoséure als Alanin zur Bildung des Allylglycin-Dipeptids eine Trennung im préiparativen
Malistab zu erzielen ist. Dies wiirde dann die Synthese von Diastereomeren reinen Fmoc-
geschiitzten Allylglycin-Dipeptiden fiir die Peptid-Festphasensynthese in 5 Stufen ermoglichen.
Die Trennung der Enantiomere der Allylglycin-Komponente 120 sollte auch iiber eine
enzymatische Reaktion moglich sein. Um eine stereoselektive enzymatische Esterhydrolyse
durchfiihren zu kénnen, musste zundchst die mit der sdurelabilen Boc-Schutzgruppe geschiitzte
Aminosiure 120 unter milden Bedingungen in einen Ethylester tiberfiihrt werden. Dies geschah
durch die  Reaktion des racemischen  N-Boc-geschiitzten  Allylglycins  mit

Chlorameisenséureethylester.”'” 3'*]

Die katalytische Zersetzung des sich intermedidr
bildenden gemischten Anhydrides mittels 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) fiihrte auf
milde Art und ohne die Bildung schwer abzutrennender Nebenprodukte bzw. Reagenzien zum
N-Boc-geschiitzten Ethylester 124 in einer Ausbeute von 73 %.

Der Aminoséureethylester 124 wurde einer Protease-katalysierten enantioselektiven Hydrolyse
unterzogen.”'” Hierzu wurde der N-Boc-Allylglycin-ethylester in Phosphatpuffer (pH = 8, 0.1
M) aufgenommen und mit o-Chymotrypsin bei 37 °C 40 Stunden reagieren lassen. Durch

einfache Extraktionsschritte konnte das Ester-Carbonsdure-Gemisch getrennt und das

gewiinschte Boc-(S)-Allylglycin-Derivat 125 in 74%iger Ausbeute erhalten werden.
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(@) O (@)
>\ O)J\ S )]\O/\ CH,Cl, Et3N, DMAP >\ O)}\ o
H 2 h, Raumtemp. H
O (@)
120 124 73 %

40h, 37°C

| | |
(@] o-Chymotrypsin o o
>\OJ\ Hmﬁy(o\/ Ho0, NaFhPO,, pH=8.0 >\O)J\ &OH ’ >\o)L o~
O
124 125

74 % 124

Schema 3.53: Veresterung des (R,S)-Boc-Allylglycins 120 und enantioselektive Hydrolyse des
Ethylesters 124.

Von dem Boc-geschiitzten Allylglycin 125 wurde mit 95%iger wéssriger Trifluoressigsdure die
Boc-Gruppe entfernt und in das Produkt mit Fmoc-OSu in einer Dioxan/Wasser-Mischung und
Natriumhydrogencarbonat als Base die Fmoc-Gruppe eingefiihrt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung fiel der Allylglycin-Baustein 126 in einer

Gesamtausbeute von 78 % an.

| |
o 1.) TEA, Wasser, 1 h, Rauntenp. O o
}\ O)]\ N/</O_| > . O)l\ N OH
H o 2.) Finoc-OSu, NaHCO, H o
125 & .

Dioxan/Wasser

16 h, Raumtermp. 78 % uiber 2 Stufen

Schema 3.54: Fertigstellung des Fmoc-Allylglycin-Bausteins 126.

Die Enantiomerenreinheit der Verbindung 126 wurde durch Uberfiihren einer geringen
Probenmenge an (S)-Fmoc-Allylglycin in das Dipeptid 123 und anschlieBende RP-HPLC-
Analyse des entstehenden Diastereomers iiberpriift. Dabei wurde analog zur Synthese der
Verbindung 123 vorgegangen (s. Schema 3.52).

Somit konnte ausgehend von Boc-geschiitztem Glycin in 6 Stufen in einer Gesamtausbeute von

26 % der Peptid-Festphasenbaustein 126 synthetisiert werden.
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3.5.2 Die Ringschlussmetathese

Bei der Olefinmetathese kommt es formal zu einem iibergangsmetallkatalysierten Austausch
von Alkylidenresten zwischen zwei Alkenen (griechisch ,meta” = Austausch; griechisch
»thesis“ = Position). Die Metathesereaktion durchldauft dabei eine Serie von sich
wiederholenden = Reaktionsschritten, in  denen  Metallcarben-Zwischenstufen  die
Schliisselspezies bilden. Zunéchst erfolgt die Addition eines Metallcarbenkomplexes an eine C-
C-Doppelbindung zu einem Metallacyclobutan-Intermediat. Eine sich anschlielende Retro-
[2+2]-Cycloaddition (Cycloreversion) ldsst unter Abspaltung von Ethen eine neue
Metallcarben-Spezies entstehen. Diese bildet in einer erneuten [2+2]-Cycloaddition mit einem
weiteren Olefin ein neues Metallacyclobutan-Derivat, welches wiederum in einer
Cycloreversion zerfillt und das gewiinschte Metatheseprodukt freisetzt. Der regenerierte
Metallcarbenkomplex tritt wieder in den Zyklus ein, um weiteres Olefin umzusetzen. Es bleibt
anzumerken, dass jeder dieser Schritte reversibel ist. Ebenfalls sollte erwdhnt werden, dass die
in Metathesen eingesetzten Komplexe genau genommen eher Initiatoren als Katalysatoren sind,

da sie im Allgemeinen nach der Reaktion nicht unverdndert zuriickgewonnen werden kénnen.

LM=
[2+2] Cycloaddition
Cycloreversion _ \
L,

i

ML,

K — M J Cycloreversion
[2+2] Cycloaddition <
CoH,

Schema 3.55: Katalysezyklus der Olefinmetathese.
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Schema 3.55 zeigt den allgemein akzeptierten Mechanismus der Olefinmetathese, der erstmals
1971 von Y. Chauvin und J. L. Hérisson vorgeschlagen wurde."*") Die Experimente der
Gruppen C. P. Casey™, T. J. Katz'** und R. H. GrubbsP? **¥ stitzen diesen
mechanistischen Vorschlag. Die Bildung eines Metallacyclobutans und der Austausch der
Alkylidenreste in der Metathesereaktion wurden durch den Einsatz von ‘C-markierten

[

Olefinen bewiesen.*”>**”) Die Existenz eines Rutheniumcyclobutans bei der Verwendung des

Grubbs-Katalysators der zweiten Generation konnte NMR-spektroskopisch nachgewiesen
werden.?*!

Die Entwicklung von stabilen, definierten Katalysatoren schuf vollig neue Moglichkeiten fiir
die Anwendung der Olefinmetathese in der organischen Synthese. Abbildung 3.5 zeigt drei
hiufig verwendete und kommerziell erhiltliche Metathesekatalysatoren. Ein entscheidender
Schritt hin zur praktischen Anwendung der Olefinmetathese gelang 1976 mit der Entwicklung
wohldefinierter Wolframcarben-Einkomponenteninitiatoren (z.B. [Ph,C=W(CO)s]), die im
Vergleich zu den allerersten Metathesereaktionen ohne den Zusatz von Coaktivatoren die
Alkenmetathese auslsen konnen.*?* Das Katalysatordesign wurde stark vorangetrieben,
um leicht zugdngliche Katalysatorsysteme zu erhalten, die eine hohe Aktivitit mit
ausgezeichneter Toleranz gegeniiber funktionellen Gruppen verbinden sollten. Hierbei
konzentrierte man sich vorwiegend auf das Abstimmen der Katalysatorreaktivitit durch die
Modifikation der zusétzlichen Liganden am Metallzentrum, welches in einer Vielzahl der
Katalysatorsysteme die Metalle Ruthenium bzw. Molybdén enthélt. So erhoht der Austausch

336, 337

eines der Phosphanliganden im Grubbs-Komplex der 1. Generation 127 ] gegen einen N-

heterocyclischen Carbenliganden®**>*"! die katalytische Aktivitit, die thermische Stabilitit und

die Toleranz des Komplexes gegeniiber funktionellen Gruppen. Der Katalysator der 2.

341]

Generation 128"*!! vermittelt Metathesen mit besonders hoher Aktivitit, die in einigen Fillen

342]

sogar derjenigen des von R. R. Schrock entwickelten Katalysators 129°*?! nahe kommt. Der

Katalysator 128 ist aber gegeniiber funktionellen Gruppen viel toleranter und thermisch stabiler
als die Initiatorsysteme 127 und 129. Trotz dieser Fortschritte geht die Suche nach noch

effizienteren und selektiveren Metathesekatalysatoren unvermindert weiter.***’
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127 128 129
Abb. 3.5: Haufig verwendete Katalysatoren der Alkenmetathese.

Es gibt eine Reihe von interessanten Varianten und Erweiterungen der urspriinglichen
Metathesereaktion wie die ROMPP*!, Enin,**! Alkin-*! sowie die Kreuzmetathese (CM)P*7,
Die meistgenutzte Metathesereaktion in der organischen Synthese ist die Ringschlussmetathese
(RCM). Dabei werden intramolekular zwei Doppelbindungen verkniipft. Die Bildung von
Ethylen ist die Triebkraft dieser Reaktion. Die breite Akzeptanz dieser Reaktion in
verschiedenen Bereichen der Chemie ist vor allem in der Anwendung der RCM bei der
Synthese bedeutender Naturstoffe begriindet.***! Als Beispiele fiir Makrozyklisierungen in der
Totalsynthese seien aufgefiihrt die Synthese von Woodrosin LP*! Epothilon CP*” und

Manzamin A.*!

3.5.3 Synthese der cyclischen (Glyco)Peptide

Zunichst sollte untersucht werden, ob ein cyclisches Peptid mit einer MUC]1-Partialsequenz in
dieser GroBe und mit einer Vielzahl an funktionellen Gruppen durch einen Ringschluss
aufzubauen ist. Das Allylserin-Derivat 117 sollte so in die Peptidsequenz eingebaut werden,
dass ein nicht zu groBer Zyklus entsteht, die immundominante Region sich aber im Zyklus
befindet. Dazu wurde ausgehend von mit Fmoc-L-Alanin beladenem Harz 86 das
Heptadecapeptid 131 nach dem allgemeinen Protokoll der Peptid-Festphasensynthese
aufgebaut. Die Allylserin-Komponente 117 wurde wie die anderen Fmoc-Aminosduren in
einem Uberschuss von vier Aquivalenten eingesetzt. In einer Ausbeute von 90 % konnte das
bis auf den C-Terminus vollig geschiitzte Heptadecapeptid 131 durch acidolytische Spaltung

des sehr sdureempfindlichen SASRIN-Ankers vom Harz gelost und isoliert werden.
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o
O O = Copoly(styrol-DVB (1%))

1. Frmoc-Thr(tBu)-OH
2. Frmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fimoc-Gly-OH

4. Fimoc-Pro-OH Autoetisierte Festphasensynthese:
5. Finoc-Ser(All)-OH 117

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
6. Fmoc-Ala-OH

& Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min
7. Frmoc-Pro-OH
16x .

8. Fmoc-Arg(Mir)-OH 1. Aminosaurekupplung:

4 Aquiv. Frmoc-AS-OH, HBTU, HOB, DIPEA

9. Frmoc-Thr(tBu)-OH NMP/DMF (1:1), 20 min

10. Frmoc-Asp(OtBu)-OH
11. Fomoc-Pro-OH . Acetylierung (Capping):

0.5 M Ac,O, 0.125 MDIPEA, 0.015 M HOBt, NMP
12. Fmoc-Ala-OH
13. Frnoc-Ser(All)-OH 117
14. Frmoc-Ser(tBu)-OH
15. Frmoc-Thr(tBu)-OH
16. Finoc-Val-OH

CH,Cl,, TFA (1 %)
3x 4 min, Raumtemp.

¥ Y 2
SR 2 L 2L H LS RS Bk 2L R,
© A, © 3, © © (>=o o ik/ o L/ o Mo ¢
A N A bl 3 7

.S Q
HN™ NG h 131 90 %

Schema 3.56: Festphasensynthese des Harz-gebundenen Heptadecapeptids 130 und

acidolytische Spaltung vom Harz.
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Das sehr gut in Dichlormethan losliche, geschiitzte Heptadecapeptid 131 wurde in
Dichlormethan mit 20 mol% des Grubbs-Katalysators der 1. Generation (Benzyliden-
bis(tricyclohexylphosphin)dichlororuthenium) 127 erhitzt. Nach 11 Stunden wurde nochmals
die gleiche Menge an Katalysator zugegeben und weitere 12 Stunden erwédrmt. Die
Konzentration der Reaktionslosung betrug 3 mmol/mL, um durch die gegebene Verdiinnung
den intramolekularen Ringschluss zu begiinstigen. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte
durch Chromatographie mittels priparative RP-HPLC unter isokratischen Bedingungen. Es
konnte in einer 52%igen Ausbeute das cyclische Peptid 132 isoliert werden. Die Verbindung
wurde massenspektrometrisch und mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopie untersucht.
Charakteristisch ist die Verdnderung der olefinischen Signale im Vergleich zu denen des
Edukts Der typische Signalsatz allylischer Gruppierungen geht in ein Signal einer symmetrisch
1,2-disubstituierten olefinischen Doppelbindung iiber. Im Massenspektrum kann der Verlust
einer Ethylen-Masseneinheit verzeichnet werden. Die NMR-Spektren zeigen teilweise
Signalverdopplung sowie eine Verbreiterung der Signale, was auf das Vorliegen eines E/Z-
Isomeren-Gemisches sowie molekiildynamische Effekte der cyclischen  Struktur
zuriickzufithren sein diirfte. Die Vermessung der NMR-Spektren bei unterschiedlichen
Temperaturen fithrte zu keiner entscheidenden Verdnderung der Linienform, weshalb das
cis/trans-Verhiltnis im Molekiil 132 nicht zu bestimmen war. Fiir die Ermittlung des cis/trans-
Verhéltnisses durch analytische RP-HPLC war das chromatographische Verhalten beider
Isomere zu dhnlich.

Die Reduktion der Doppelbindung im Cyclopeptid 132 sollte aufgrund der Erfahrungen der
Benzylester-Abspaltung im STn-Glycopeptid 95 mittels Palladium(Il)acetat und Triethylsilan
erfolgen. Bemerkenswerterweise wurde die Doppelbindung unter diesen Reaktionsbedingungen
der katalytischen Transferhydrierung selbst bei einem drastischen Reagenzieniiberschuss nicht
reduziert. Eine Literatursuche ergab, dass Substrate mit disubstituierten Doppelbindungen mit
Triethoxysilan und Pd(OAc), in einem THF/Wasser-Gemisch erst nach Zusatz von

32 Der Einsatz von

Propiolsduremethylester zum Alkan reduziert werden konnten.
Triethoxysilan ldsst aber Polymere entstehen, deren Abtrennung vom Peptid sicher erschwert
ware und mit Ausbeuteverlusten verbunden wire. Deshalb wurde untersucht, ob bei der

gegebenen Prozedur Triethoxysilan durch Triethylsilan ersetzt werden kann.
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Schema 3.57: Ringschlussmetathese am Allylether tragenden Heptadecapeptid 131 unter
Verwendung des Grubbs-Katalysators der 1. Generation 127 und Reduktion der

(@]
ﬁ % L ﬁ
HN N’g O\
H 131

Grubbs-Katalysator (1. Generation) 127
\ 2x 20 mol%,

‘S/ZL/&(Q(NHJY \)LMNAWN IN
e,
%bkf )KIYJIY o

Pd(OAC),, Bt;SiH, THF, H,O
\ Propiolsduremethylester, 24 h, Raumtemp.

L, )iﬁm A Tt Ir
e =4
F %QJTT”ETC?*IE( »

Doppelbindung.
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Die palladiumkatalysierte Reduktion mit Triethylsilan in einem THF/Wasser-Gemisch bei
Zusatz von Propiolsduremethylester fithrte schlieBlich zum gewlinschten cyclisierten
Heptadecapeptid 132. Nach préiparativer RP-HPLC konnte das reduzierte, geschiitzte
Cycloheptadecapeptid 133 in einer Ausbeute von 61 % als farbloses Lyophilisat erhalten

werden.

133

TFA, Thioanisol, Wasser (25:0.9:0.9)
2 h, Raumtemp.

" ){WQ(NJYN\)LMNWNJL e
? s
%QJT L )Kf T )i e

Schema 3.58: Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen am Cycloheptadecapeptid 133.

48 %

Durch die Einwirkung von Trifluoressigsdure auf das cyclische Heptadecapeptid 133 in
Gegenwart der Abfangreagenzien Thioanisol und Wasser konnten die sdurelabilen
Schutzgruppen Mtr, tBu-Ether und tBu-Ester abgespalten werden. Das vollstindig deblockierte
cyclische MUCI-Heptadecapeptid 134 wurde nach préparativer RP-HPLC in 48%iger
Ausbeute isoliert.

Es ist also grundsétzlich moglich, ein cyclisches Peptid mit der an funktionellen Gruppen
reichen Partialsequenz des MUC]1 zu synthetisieren, wobei der Zyklus aus neun Aminosiuren
besteht und 33 Atome beinhaltet. Aus diesem Grund wurde als ndchstes unternommen, ein
cyclisches Glycopeptid mit der Tn-Antigen-Struktur aufzubauen. Dazu wurde die gleiche
Sequenz und den gleichen Positionen der O-Allylserine wie im Cyclopeptid 134 aufgebaut. An
die Startaminosdure Fmoc-L-Alanin am HMPB-BHA-Harz 86 wurden die Fmoc-geschiitzten
Aminoséurebausteine ebenso wie der Fmoc-geschiitzte Serinallylether 117 im Uberschuss von
vier Aquivalenten nach der Aktivestermethode gekuppelt. Das 2-Acetamido-galactopyranosyl-

serin 22 wurde in geringem Uberschuss eingesetzt.
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Auch diese Glycopeptidsynthese verlief gemid3 dem Abspaltprotokoll ohne Probleme und
lieferte das gewiinschte acyclische Tn-Glycoheptadecapeptid 136 in hoher Ausbeute (s.
Schema 3.60). Die Reinheit der Verbindung ist bemerkenswert hoch, wie das HPLC-
Chromatogramm des Rohproduktes 136 in Abb. 3.6 belegt.

mAU

Zeit (min)

Abb. 3.6: HPLC-Chromatogramm des Rohproduktes 136.

Dieses in den Seitenketten vollig blockierte olefinische Glycopeptid sollte dann einer
Ringschlussmetathese unterzogen werden. Die Verwendung des Grubbs-Katalysators der 1.
Generation 127 flihrte aber kaum zur Cyclisierung des Molekiils 136. Es gelang jedoch durch
Einsatz des Grubbs-Katalysators der 2. Generation (Benzyliden[1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-
2-imidazolidinyliden]dichloro-(tricyclohexylphosphin)ruthenium)  die  Cyclisierung  zu
Verbindung 137 zu erreichen. Dabei wurde der Katalysator wieder in zwei Portionen (zweimal
20 mol%) zugegeben und die Reaktionsmischung insgesamt 24 Stunden auf 40 °C erwirmt (s.
Schema 3.61). In Abb. 3.7 ist ein Ausschnitt des HSQC-NMR-Spektrums des cyclischen Ty-
Glycoheptadecapeptids wiedergegeben, in dem die fiir das Molekiil charakteristischen Signale

markiert sind.
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Abb. 3.7: Ausschnitt aus dem HSQC-NMR-Spektrum des cyclischen Ty-
Glycoheptadecapeptids 137.
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ST I,
Oi%fiowﬂ

86 O Q = Copoly(styrol-DVB(1%))

Fmoc-AS-OH:

1. Fmoc-Thr(tBu)-OH
2. Fioc-Ser(tBu)-OH
3. Fimnoc-Gly-OH

4. Fmoc-Pro-OH

5. Frmoc-Ser(All)-OH 117 Automatisierte Festphasensynthese:

6. Fmoc-Ala-OH 1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):

7. Fmoc-Pro-OH 15x Piperidin/NMP (20 %6), 3x 3 min

8. Frmoc-Arg(Pme)-OH IL. Aminosaurekupplung:

9. Fmoc-Thr(tBu)-OH 4 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
10. Fmoc-Asp(OtBu)-OH NMP/DMF (1:1), 20 min

11. Frmoo-Pro-OH I Acetylierung (Capping):
12. Fmoc-Ala-OH 0.5 M Ac,O, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

13. Fmoc-Ser(All)-OH 117

inosaUre:
ACO Manuelle Kupplung der Glycosylaminosdure:
A@&' 22 1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
o o ;
ACHN i Piperidin, NMP (20 %), 3x 3 min

O (o] 1. Glycosylaminoséurekupplung:
IS N OH 1.35 Aquiv. Frmoc-Ser(o-GalAc;NAG)-OH 22
(SR HATU, HOAt, DIPEA, DMF/NMP (1:1), 6 h

(@]
O 1I1. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

15. Frmoo-Thr(tBu)-OH
16. Fmoc-Val-OH

OAc
o
Ac
AcHN
O 24 2L -
o ) e ) H O O H O O ) ) o )
IR NJNJY N, NJMNHN\%NJNWNJN N O
H = H < H H 2 > H 2 > H < H : H
© Aq ° 3, o o ¥o le) ik/ \ok/ o LMo N

Schema 3.59: Festphasensynthese des Harz-gebundenen Ty-Heptadecapeptids 135 unter
Verwendung von Fmoc-L-Ala-HMPB-BHA-Harz 86.
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HO 135
CH,Cl,, TFA (1 %)
OAC Sac 3x 4 min, Raumtemp.

Grubbs-Katalysator (2. Generation) 128
2x 20 mol%
CH,(l,, 24 h, 40 °C

N o o OO/ S
NH
T//{ i
o & L
H%O H Yo g y 137 47 %
N)H/ N N~ N
> IS
A o o
ACNH
o
AO “OAc

Schema 3.60: Abspaltung des vollstandig geschiitzten Tn-Glycoheptadecapeptids 136 vom
Harz und die Synthese des cyclischen Tn-Glycoheptadecapeptids 137  durch

Ringschlussmetathese.
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Die Ausbeute an Produkt betrug nach préaparativer RP-HPLC 47 %. Die Verbindung wurde
massenspektrometrisch  und  durch  zweidimensionale = NMR-Spektroskopie  sowie
hochaufgeloste Massenspektrometrie charakterisiert. Das E/Z-Verhidltnis war durch NMR-
Spektroskopie aufgrund der Signalverbreiterung wiederum nicht zu bestimmen.

Die Doppelbindung konnte unter den am Cyclopeptid 132 erprobten Reaktionsbedingungen
(Pd(OAc),, TES, H,O, THF, Propiolsduremethylester) reduziert werden. Um Ausbeuteverluste
zu vermeiden, wurde das reduzierte geschiitzte Cycloglycopeptid ohne eine
chromatographische Reinigung durch RP-HPLC weiter umgesetzt. So erfolgte die Abspaltung
der sdurelabilen Schutzgruppen unter den bereits erprobten acidolytischen Bedingungen (TFA,
Thioanisol, ~Wasser). Die kontrollierte =~ Zemplén-Umesterung in  methanolischer
Natriummethanolat-Losung  lieferte  schlieBlich  das  komplexe  cyclische  Tn-
Glycoheptadecapeptid 138, welches nach Reinigung durch préparative RP-HPLC in 38 %

Ausbeute uber drei Stufen erhalten werden konnte.

137

1.) Pd(OACc),, Et3SiH, THF, H,O, Propiolsiduremethylester
24 h, Raumtemp.

2.) TFA, Thioanisol, Wasser (25:0.9:0.9), 2 h, Raumtemp.

3.) NaOMe, absol. MeOH, pH = 8.5-9, 10 h, Raumtemp.

HZNF NH

NH
HO
H O © ! L O
o QN/NH N\./“\N\.)J\NAH/N.JJ\N N\.)J\OH
‘S/LN o /_ k/: H o : H o H
H © © o NoH
NH K//
o Q H 138 38%
D}N N)OH/H = 7 HO\/O ; fiber 3 Stufen
o ?fHJT TN TN
g ° o
ACNH

(@)
HO OH

Schema 3.61: Reduktion der Doppelbindung, Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen und
Zemplén-Umesterung am cyclischen Tn-Glycoheptadecapeptid 137.
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Fmoc-AS-OH:

1. Frnoc-Thr(tBu)-OH
2. Fmoc-Ser(tBu)-OH
3. Fmoc-Gly-OH

4. Fmoc-Pro-OH

5. Fmoc-AllGly-OH 126
6. Fmoc-Ala-OH

0§ T
B,

O = Copoly(styrol-DVB (1%))

Automatisierte Festphasensynthese:

1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
Piperidi/NMP (20 %), 3x 3 min

13x
7. Fmoc-Pro-OH 11 Aminosaurekupplung:
8. Fmoc-Arg(Pmc)-OH 10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA
9. Frnoc-Thr(tBu)-OH NMP/DMF (1:1), 20 min
10. Fmoc-Asp(OtBu)-OH II. Acetylierung (Capping):
11. Fmoc-Pro-OH 0.5 M Ac,0O, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP
12. Fmoc-Ala-OH
13. Fmoc-AllGly-OH 126 Manuelle Kupplung der Glycosylaminoséure
14. Fmoc-Ser(tBu)-OH und der Allylglycinaminosgure:
OACoac COOBN OAc 1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
3x Piperidin/NMP (20 %), 3x 3 min

36 o)L”OH

(o]

16. Frmoc-Val-OH

1II. Kupplung der Glycosylaminoséure
und der Allylglycinaminoséure:
1.3 Aquiv. Frmoc-Thr(o-NeuAc,NAcCOOBn-(2-6)-
o-GalAc,NAc)-OH 36 oder
3 Aquiv. Fmoc-AllGly-OH 126
HATU, HOAt, DIPEA, DMF/NMP (1:1), 6 h

1. Acetylierung (Capping):
0.5 M Ac,0O, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP

CH,Cl,, TFA (1 %)
3x 4 min, Raumtemp.

AcO ACHN
Q ‘ o ‘ o
b © ) b © o b © b © u O
AR R X N¢ RUK RUK, NﬁNJYOH
o H . Ho = ("o o o Ho o H o A H o
/\o A

Schema 3.62: Festphasensynthese des Allylglycin enthaltenden STn-Glycoheptadecapeptids
140 an Fmoc-L-Ala-HMPB-BHA-Harz 86 und acidolytische Abspaltung vom polymeren
Trager.



92 3. Allgemeiner Teil

In einer weiterfilhrenden Synthese sollte ein cyclisches Glycopeptid hergestellt werden,
welches das STn-Antigen als Disaccharid-Komponente trigt. AuBerdem sollte in dieser
Verbindung die Allylserin-Struktur gegen eine Allylglycin-Struktur ausgetauscht werden. Die
Position der olefinischen Aminosdure innerhalb der Peptidsequenz wurde dabei aber nicht
verdndert.

Die Glycopeptid-Festphasensynthese erfolgte an mit Fmoc-L-Alanin beladenem HMPB-BHA-
Harz 86 geméf dem allgemeinen Protokoll der Glycopeptid-Festphasensynthese. Die Kupplung
der STx-Glycosylaminosidure 36 konnte nur mit 1.3 Aquivalenten an diesem kostbaren
Baustein durchgefiihrt werden. Die Anbindung des Fmoc-Allylglycins 126 erfolgte mit einem
Uberschuss von 3 Aquivalenten. Fiir beide Kupplungsreaktionen wurde das aktivere
Reagenzienpaar HATU/HOALt eingesetzt. Das die beiden Allylglycine enthaltende Glycopeptid
konnte nach der acidolytischen Abspaltung vom polymeren Triger in einer Ausbeute von 85 %
erhalten werden. Zur Cyclisierung wurde das Glycopeptid in Dichlormethan gelost, innerhalb
von 24 Stunden zweimal mit je 20 mol% des Grubbs Katalysators der 2. Generation versetzt
und auf 40 °C erwdrmt. Die Reinigung des Produktes gelang durch préparative RP-HPLC. Das
STx-tragende Cycloglycoheptadecapeptid 141 wurde in einer Ausbeute von 39 % erhalten.

Aus dem cyclischen STn-Glycoheptadecapeptid 141 wurde zundchst die Benzylester-
Schutzgruppe durch eine heterogenkatalytische Transferhydrierung mittels Palladium(IT)acetat
und Triethylsilan in Dichlormethan abgespalten. Unter den gewédhlten Reaktionsbedingungen
trat praktisch keine Reduktion der Doppelbindung im Molekiil ein. Nur ein geringer Anteil an
reduzierter Verbindung wurde massenspektrometrisch nachgewiesen. Die sédurelabilen
Schutzgruppen wurden mit TFA, Thioanisol und Wasser analog zur Abspaltung aus dem Tx-
Cycloglycopeptid 137 entfernt. Zur Reinigung geniigten lediglich das Entfernen aller fliichtigen
Bestandteile, Digerieren mit Pentan bzw. Diethylether sowie eine Lyophilisierung. Die O-
Acetylgruppen des STn-Saccharidteils wurden durch Umesterung mit katalytischen Mengen
Natriummethanolat in Methanol abgespalten. Die Hydrierung der Doppelbindung des
vollstindig deblockierten cyclischen Glycopeptids erfolgte unter Katalyse von Palladium auf
Aktivkohle (10 %) sowie Palladium(II)acetat im Losemittelgemisch Methanol/Wasser und dem
Zusatz von Propiolsduremethylester. Als Reduktionsmittel diente Triethylsilan. Die
Reaktionszeit betrug zwei Tage. Nach der Reinigung durch préparative RP-HPLC wurde das
vollstindig deblockierte, cyclische STn-Glycoheptadecapeptid 142 in 44%iger Ausbeute iiber

drei Stufen erhalten.
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AcO,. Q
AcHN Ny Mg 3
AcC AcHN A/ NH O %/

Grubbs-Katalysator (2. Generation) 128
2x 20 mol%
4 CH,Cl,, 24 h, 40 °C

o ¥

o]

h ©
N
o

141 39%
) Tj\
)\\ 1.) Pd(OAc),, Et3SiH, CHyCl,, EtsN, 14 h, Raumtemp.
/ O NP 2.) TFA, Thioanisol, Wasser (25:0.9:0.9), 2 h, Raumternp.

NH 3.) NaOMe, absol. MeOH, pH =9, 13 h, Raumtemp.

4.) Pd-C (10 %), Pd(OAC),, Et3SiH, MeOH, Wasser

© Propiolsduremethylester, 29 h, Raumtemp.
NF NH
0"0 g(Q(Nlj\ﬂ/ QLN%N/YN\A K(

HO

142 44 % iber 3 Stufen

Schema 3.63: Ringschlussmetathese am Allylglycine enthaltenden STn-Glycoheptadecapeptid
und die Vollendung der Synthese des cyclischen STn-Glycoheptadecapeptids 142.
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3.6 Synthese eines Konjugates aus einer Partialsequenz des MUCL1
mit einem C-Glycosid-Analogon des Ty-Antigens und einem
Tetanustoxin-Epitop

3.6.1 Stereoselektive Synthese des Allyl-a-C-glycosides des N-

Acetylgalactosamins

Glycoproteine  iiben  in  biologischen = Systemen als  Enzyme,  Hormone,
Zelloberflichenmolekiile, Transport- und Rezeptorproteine wichtige Funktionen aus. Der
Saccharidanteil beeinflusst die Konformation, die Faltung, die Loslichkeit oder die Ladung der
Proteine. Er spielt insbesondere im biologischen Erkennungsprozess (Zell-Zell- und Zell-

[353, 354

Molekiilerkennung) 1'2B. bei der selektiven Aufnahme von Serumkomponenten in die

Zelle, bei Infektionen, bei der Krebsentstehung sowie bei Metastasierung und Immunreaktionen

13533571 Glycoproteine iibernchmen weiterhin wichtige Funktionen in der

eine groBe Rolle.
Regulierung des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Zelladhdsion. Im
Zelloberflichenmolekiill MUC1 ist wie bei allen Mucin-Glycoproteinen die Saccharid-
Komponente  O-glycosidisch an  Serin bzw. Threonin  gebunden. Die N-
Acetylgalactosamin(Ty)-Struktur, die die Grundstruktur der komplexen MUC1-Glycoprotein-
Saccharide darstellt, ist wie bereits erldutert wurde von grof3er biologischer Bedeutung.

Die O-glycosidische Bindung ist nicht besonders stabil gegen basische und saure
Reaktionsbedingungen. Dies setzt wohliiberlegte Synthesestrategien beim Aufbau von
saccharidischen Strukturen und Glycopeptiden voraus. Im Hinblick auf pharmakologische
Anwendungen der O-Glycoside ist die in vivo-Stabilitit und damit die biologische Halbwertzeit
ein besonders wichtiger Aspekt. Um dem enzymatischen Abbau durch Glycosidasen
entgegenzuwirken, versucht man das O-Atom der O-glycosidischen Bindung gegen ein S-Atom
oder eine Methylengruppe auszutauschen.***2%! C-Glycoside koénnen deshalb auch als

[361, 362

Enzyminhibitoren wirken. I Das Interesse am Aufbau C-glycosidischer Molekiile ist hoch,

und eine Vielzahl von Methoden ist etabliert, die eine C-C-Bindungsbildung am anomeren C-

Atom des Saccharids ermdglichen.*%-3%4]

Bei einigen Verfahren zur Herstellung von C-glycosidisch verkniipften Saccharid-Derivaten ist

Ubertragung jedoch auf Aminozucker, die in der C-2 Position eine Aminofunktion tragen,

365]

schwierig. C-verkniipfte Aminoglycoside sind iiber Oxim-Intermediate”® zuginglich. Die

Synthese von C-Galactosamin-Derivaten gehen meist von Galactal-Intermediaten aus, die dann

67] 368]

iiber Azido-Chlorierungen”® oder Azido-Selenierungen*”! mit acetylenischen,!
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. 369 . 370-373
olefinischen®®! oder anderen Derivaten! ]

umgesetzt werden. C-glycosidisch verkniipfte
N-Acylglycosamin-Derivate sind auch durch eine Keck-Allylierung zuginglich.”?’* Es sind
aber bisher nur wenige Syntheserouten zu C-glycosidischen 2-Glycosamin-Aminosiuren
beschrieben worden, %% 7% 37¢]

N-Acetylgalactosamin ist eine teure Verbindung ebenso wie die Galactal-Edukte fiir die oben
genannten Verfahren zur Herstellung von C-Glycosylgalactosamin-Derivaten. Deshalb ist es
sinnvoll, einen effizienten Syntheseweg flir die Herstellung einer Galactosamin tragenden
Aminosdure entwickeln. Glucosamin stellt ein alternatives Ausgangsmaterial fiir die Synthese
einer solchen Aminosédure dar. Zunéchst sollte an diesem die C-glycosidische Bindung gebildet
werden, wonach der Baustein einer Isomerisierung an C4 unter Bildung des C-glycosidischen
Galactosamins unterzogen werden sollte.

Ausgehend von D-Glucosaminhydrochlorid lieB sich das 3-(2'-Acetamido-3',4",6-tri-O-acetyl-
2'-desoxy-a-D-glucopyranosyl)-1-propen 146 in einer literaturbekannten dreistufigen Synthese

377381 Dazu wurde das D-Glucosaminhydrochlorid mit einer stéchiometrischen

gewinnen.
Menge Natriummethanolat in Methanol deprotoniert und die methanolische Ldsung des
Glucosamins wurde direkt mit Acetanhydrid versetzt. Man erhélt das N-Acetyl-D-glucosamin
144. AnschlieBend wurden die Hydroxygruppen mit Acetylchlorid acetyliert. Der bei der
Reaktion entstehende Chlorwasserstoff reagiert mit der anomeren Funktion zum
Glucosylchlorid 145. Die Einfiihrung der Allylfunktion in das 2-Acetamido-glucosylchlorid
145 durch radikalische Allylierung®®® **2 mit Allyltributylstannan in Gegenwart von AIBN in
absolutem und entgastem Toluol bei 85 °C. Auf diese Weise wurde stereoselektiv das o-
Anomer in 52 % nach sdulenchromatographischer Reinigung erhalten. Die NMR-

spektroskopische Untersuchung zeigte einen Anteil von ca. 9 % [-Anomer, das

chromatographisch nicht abgetrennt werden konnte.



96 3. Allgemeiner Teil

OH 1.) NaOMe, MeOH OH AcCl, 15h OAC
HOs NH, OH  2) AcO, MeOH AcHN OH AcHN
3 h, Raumtemp. a
143 144 86% 145 60%

OAc Sn(nBu
o) N ( D3 OACO
AcHN AIBN, Toluol
a 85°C, 15h AcHN

|
145 146 52%

Schema 3.64: Synthese des 3-(2'-Acetamido-3',4',6-tri-O-acetyl-2'-desoxy-o.-D-
glucopyranosyl)-1-propens 146.

Da aber das C-Glycosid des Galactosamins hergestellt werden sollte, musste die Konfiguration
an C4 invertiert werden. Diese Epimerisierung erfolgte nach L. Cipolla et al., wobei eine
Acylgruppen-Wanderung im basischen Medium ausgenutzt wird.”® ** Das 2’-Acetamido-
glucopyranosyl-1-propen 146 wurde zunichst unter Zemplén-Bedingungen deacetyliert und das
entstehende Triol mit Pivalinsdurechlorid selektiv in 3- und 6-Position geschiitzt. Das 3,6-O-
pivaloylierte Glucosamin-Derivat 147 reagierte mit Trifluoressigsdureanhydrid in Pyridin und
Dichlormethan (2:1) bei 0 °C zum entsprechenden 4-O-Triflat. Nach vollstdndiger Umsetzung,
fiir die eventuell Reagenz nachgegeben werden musste (diinnschichtchromatographische
Kontrolle), erfolgte die Epimerisierung durch Zugabe von Wasser. Nach 17 Stunden konnte das
2’-Acetamido-galactopyranosyl-1-propen 148 in einer Ausbeute von 78 9% nach einer
chromatographischen Reinigung erhalten werden. Laut dem NMR-Spektrum enthielt das
Epimerisierungsprodukt nur die 4,6-dipivaloylierte Verbindung 148. Folglich musste die

Epimerisierung durch Wanderung des Pivalinsdure-Restes erfolgt sein.
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OAc 1.) NaOMe, MeOH, pH=9 OPy)
Q 3 h, Raumtemp. P
AcHN 2)) PivCl, Pyridin, CH,Cl, AcHN
\ 15h,4°C |
146 147 80 %
tiber 2 Stufen
_ PivO . ACO
H % . o 1.) NaOMe, MeOH, pH= 10 AL,
. 1.) T£,0, Pyridin, CH,Cl, 16 h, Raumtemp.
AcHN 2.) H,O, 17 h, Raumtenp. ACHN 2.) AcyO, Pyridin AcHN
| ‘ 10 h, Raumtermp. ‘
85 %
147 148 57-78 % 149
° tiber 2 Stufen

Schema 3.65: Epimerisierung der C-glycosidischen 2-Acetamido-glucose 146 in die C-
glycosidische 2-Acetamido-Galactose 148.

Die Pivaloylgruppen der Verbindung 148 wurden durch Zemplén-Umesterung bei pH-Wert 10
abgespalten und das resultierende deblockierte C-glycosidische Monosaccharid wurde mit
Acetanhydrid und Pyridin acetyliert. Sowohl im 'H- als auch im "*C-NMR-Spektrum sind
einige Signale der Acetyl- sowie Pivaloyl-geschiitzten Verbindungen 148 bzw. 149 verbreitert.
Dies deutet darauf hin, dass das C-Glycosid in unterschiedlichen Konformationen vorliegt und
die eindeutige sesselformige *C,-Konformation, die im Falle eines O-Glycosids gegeben ist,
nicht allein vorherrschend ist.

Durch ein homonukleares Entkopplungsexperiment konnte = NMR-spektroskopisch
sichergestellt werden, dass die Protonen an Position C1 und C2, ebenso wie die Protonen an C3
und C4 eine cis-1,2 bzw. cis-3,4 Konformation einnehmen. Die Protonen an Position C3 und
C2 befinden sich aber in trans-2,3 Konformation. Die vicinalen Kopplungskonstanten fiir diese
Protonenpaare im Ring betragen 3J(H1, H2) = 5 Hz, *J(H2, H3) = 10 Hz und *J(H4, H3) = 3.3
Hz. Dies bestitigt die a-anomere Konfiguration an C1 und das Vorliegen eines Galactose-
Derivates.

Durch die Kombination der Synthese des 2’-Acetamido-glucopyranosyl-1-propens 146 mit der
erfolgreichen Epimerisierungsreaktion am Glucose-Derivat 147 gelangt man auf kurzem und
ergiebigem Weg zum pivaloylierten 3-(2'-Acetamido-3',4',6-tri-O-acetyl-2'-desoxy-a.-D-
glucopyranosyl)-1-propen 148. Diese Synthesestrategie wurde im Laufe dieser Arbeiten

kiirzlich von R. N. Ben et al. verdffentlicht.[*%!
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3.6.2 Die Synthese eines C-glycosidischen N-Acetylgalactosylaminosaure-

Festphasenbausteins.

Die Anbindung der Propenylgalactosamineinheit 149 sollte durch eine B-Alkyl-Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung mit einem Halogenvinyl-Aminosdurebaustein 153 erfolgen. Die
Synthese von Brom-didehydroalanin 153 erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von D.

Danion et al.,!*%¢

wobei darin das Schutzgruppenmuster verdndert wurde, um spéter einen
Zugang zu einem in der Peptid-Festphasensynthese einsetzbaren C-
Glycosylaminosdurebaustein zu ermdglichen. Boc-Serin 150 wurde mittels tert-Butanol,
Dicyclohexylcarbodiimid und katalytischen Mengen Kupfer(I)chlorid in den entsprechenden
tert-Butylester {iberfiihrt, was analog zur Herstellung des Fmoc-Aminosdurebausteins 16
geschah.[lzo] Um das Didehydroalanin-Derivat 152 herzustellen, wurde 151 mit
Methansulfonsdurechlorid und Triethylamin in das Mesylat iiberfiihrt. Dann erfolgte [3-
Eliminierung unter Verwendung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als Base. Man
erhielt das Eliminierungsprodukt 152 nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer
Ausbeute von 92 % tiber 2 Stufen. Das Acrylsdure-Derivat 152 wurde mit N-Bromsuccinimid
in Dichlormethan in den gewiinschten [-Brom-enaminoester 153 umgewandelt. Die
Konfigurationsbestimmung erfolgte mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. Geméal3 der Literatur
kann man eine Unterscheidung der E-/Z-Isomere iiber die vicinale *Jc y-Kopplungskonstante
des Carbonyl-Kohlenstoffs und des vinylischen Protons vornehmen, denn es wurde gefunden,
dass in dhnlichen Verbindungen wie 153 das Z-Isomer eine Kopplungskonstante 3JC,H =5 Hz
und das E-Isomer eine Kopplungskonstante “Jcy = 11 Hz aufweist.’*” ***! In den NMR-
Spektren der Verbindung 153 zeigt sich keine Signalverdopplung und die Kopplungskonstante

betragt 3 Jcn =4 Hz, was auf das Vorliegen des reinen Z-Isomers 153 hindeutet.

2)) DBU, CH,Cl,

3 h, Raumtenp.
151 79 % h. e 152 929%

Al\o)?\ME,O(HOH tert-Butanol, DCC, 90 min AL Oj\ M[;Hk 1)2/5%211;33:1113 AL Oj)\ RAH(OX
H & CuCl, CHyCl, 0°C H & H G
150

L v V.

2) Et3N, CI‘12C12’ 3h, Raurrtenrp.

152 153 78%

Schema 3.66: Synthese der -Brom-vinyl-Aminoséure 153.
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Die B-Alkyl-Suzuki-Miyaura-Reaktion unterscheidet sich von anderen Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplungen dadurch, dass ein Alkylboran (anstelle eines Vinyl- oder Arylborans) mit
einem Aryl- oder Vinylhalogenid, -triflat oder -enolphosphat umgesetzt wird.”*” Die Reaktion
wurde 1986 von A. Suzuki und N. Miyaura vorgestellt und erfolgt in Gegenwart einer Base und
eines Pd(0)-Katalysators unter Einbeziehung eines sp’-Kohlenstoffatoms in den

%] Man geht beim Katalysezyklus von einer Abfolge von oxidativer

[391]

Kupplungsprozess.

Addition, Transmetallierung und reduktiver Eliminierung aus.

RI—X
R—R?
PdO

reduktive
Eliminierung oxidative Addition

R—Pd'—R? R—PpPd'—X

Transmetallierung
-X OR3-
(RH,BOR® R?B(R%),

Schema 3.67: Allgemeiner Katalysezyklus der Suzuki-Miyaura-Reaktion.

Organometallverbindungen, die an einem sp’-C-Atom metalliert sind und iiber
Wasserstoffatome in der -Position verfiigen, neigen in Kupplungsreaktionen auf der Stufe des
Alkyl-Palladium-Komplexes zur B-Hydrid-Eliminierung.**”’ Man versucht, diese B-Hydrid-
Eliminierung durch Bevorzugung der reduktiven Eliminierung mittels einer geeigneten Wahl
des Katalysatorsystems zu unterdriicken. Der Bis(diphenylphosphanyl)ferrocen(dppf)-Ligand
hat sich in vielen B-Alkyl-Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplungen als erfolgreich erwiesen. Man
nimmt an, dass dieser zweizdhnige Ligand die Bevorzugung der reduktiven Eliminierung durch
Erzwingen einer Cis-Geometrie zwischen den Vinyl- und Alkylgruppen im quadratisch-
planaren Pd(II)-Komplex unterstiitzt. Ebenfalls beeinflusst der Bisswinkel die Geschwindigkeit
der reduktiven Eliminierung. Ein grofer Chelatbindungswinkel zwingt die beiden zu
kuppelnden Alkylgruppen am Pd(II)-Zentrum ndher zueinander und unterstiitzt damit die

reduktive Eliminierung gegeniiber der Hybrid-Eliminierung.**
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Zur Nutzung dieser Kreuzkupplung wurde das 2’-Acetamido-galactopyranosyl-1-propen 148 in
einer Hydroborierungsreaktion mit 9-BBN in absolutem THF zur Reaktion gebracht. Zu dieser
Reaktionslosung wurden dann bei Raumtemperatur DMF, 3 M K;PO4-Losung, das
Vinylbromid 153 und der Palladium-Katalysator [PdCly(dppf)CH.CL] gegeben.””™ Die
Kupplung konnte auch in Gegenwart der sterisch anspruchsvollen tert-Butylester und Boc-
Schutzgruppe erfolgreich  durchgefiihrt werden. Trotz Reinigung mittels Flash-
Chromatographie enthielt man das Kreuzkupplungsprodukt allerdings verunreinigt mit ca. 15
% Boran-haltigen Komponenten. Die Reduktion des Kupplungsproduktes konnte dennoch
entweder durch heterogen-katalysierte Reduktion mittels Pd(OH), auf Aktivkohle (10 %) in
Ethylacetat und dem Zusatz von Essigsdure oder durch die homogen-katalytische Hydrierung
mit dem Wilkinson Katalysator [RhCI(PPh;3);] in Methanol erreicht werden. Die Reduktion

erforderte vier Tage, war aber ohne Wasserstoff-Uberdruck erreichbar.

PivO

PivO ORIV
O .
PVO v
AcHN R
a) PA(OH),/C, MeOH
148 | AcHN Raumtemp ACHN
1.)9-BBN, THF, 0°C, 2 h HOAc, 4. .
N b) [RhCI(PPhs)5], MeOH
2) [PACL(dppCH,CL, ), o 4d, Raumtenp. NG
DA 3MIGPO, N o T
22 h, Raumtermp. H o OW< A

Br
N O)(L /\Jﬁ( O
N oj< 46%
I 154 155
153

tber 3 Stufen

Schema 3.68: B-Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung des Aminosdure-Vinylbromids 153 mit dem
2’-Acetamido-galactopyranosyl-1-propens 148 und Reduktion der ungeséttigten Aminosédure

154.

Durch Siaulenchromatographie gelang die Trennung der beiden Diastereomere sowie des
reduzierten Produktes 155 und der nicht umgesetzten olefinischen Verbindung 154 nicht.
Jedoch konnte die Verbindung 155 von der nicht reduzierten Verbindung 154 mit Hilfe der
priparativen RP-HPLC getrennt werden. Dabei wurden zwei Isomere der reduzierten
Verbindung 155 erhalten. Einer HMBC-spektroskopischen NMR-Untersuchung zufolge
handelt es sich um das gewiinschte an Position C4 und C6 pivaloylierte reduzierte
Kupplungsprodukte sowie das an Position C3 und C6 pivaloylierte Kupplungsprodukt, das
offensichtlich wéhrend der Suzuki-Miyaura-Kupplung im basischen Milieu durch

Acylgruppen-Wanderung entstanden ist.
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Die  Abspaltung der Pivaloylgruppen gelang durch eine  Zemplén-Reaktion
(Natriummethanolat, Methanol) bei pH = 10. Zunichst wurde nahezu selektiv eine der
Pivaloylgruppen innerhalb von drei Stunden gespalten. Die Entfernung der zweiten
Pivaloylgruppe bedurfte hingegen einer Reaktionszeit von 16 Stunden. An die Freisetzung
schloss sich die Acetylierung der Hydroxygruppen mit Acetanhydrid und Pyridin (2:1) an. Um
den Baustein in einer Peptid-Festphasensynthese einzusetzen zu kénnen, wurden die Boc- und
die tert-Butylester-Schutzgruppe im Aminosdure-Derivat 156 mittels Trifluoressigsdure und
einem Zusatz von Wasser quantitativ abgespalten. Die Aminofunktion wurde danach mit
Fmoc-OSu und Natriumhydrogencarbonat in einem Dioxan/Wasser-Gemisch blockiert. Diese
Deblockierungs-/Blockierungssequenz  verlief glatt und lieferte die gewiinschte C-
Galactosylaminosdure 157 in einer Ausbeute von 44 % iiber vier Stufen. Die Verbindung
wurde als Racemat hergestellt, nicht zuletzt auch um Referenzsubstanzen fiir spitere
enantioselektive Reduktionen zur Verfiigung zu haben und die Bedingungen fiir eine optimale
Trennung der Enantiomerentiiberschiisse ausarbeiten zu konnen. Es konnte allerdings mit den
zur Verfligung stehenden chromatographischen Mitteln selbst im analytischen Maf3stab keine
Trennung der Verbindungen 155, 156 und 157 sowie der Zwischenprodukte erreicht werden.
Im Falle der Endverbindung 157 konnte durch analytische RP-HPLC lediglich eine

Teiltrennung der Diastereomere erzielt werden.

PivO ORV le)
Ac
1.) NaOMe, absol. MeOH 1.) TFA, H,O oy
pH= 10, 16 h, Raumtenmp. 2 h, Raumtemp.
2) A0, Pyridin 2.) Fmoc-OSu, NaHCO

LA im . A ﬁr‘*ﬁ Hon, 5 gy

157 44%
155 156 uber 4 Stufen

Schema 3.69: Synthese des C-glycosidischen Ty-Analogons 157.
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3.6.3 Die Synthese des MUC1-Tetanustoxin-Konjugates

Die C-Glycosylaminosdure 157 wurde in eine Partialsequenz der MUC1-Wiederholungseinheit
eingebaut. Mit der Synthese des Glycopeptid-Konjugates 160 sollte ein weiteres Konzept zur
Induktion einer Immunantwort und der Herstellung einer Tumorvakzine verwirklicht werden.
In fritheren Studien war gezeigt worden, dass durch die Konjugation eines kaum immunogenen
B-Zell-Epitops an Ty-Zell-Epitope deren Immunogenitit gesteigert werden konnte.** ¥
Solche Konjugate bezeichnet man als Heterotope. Mit einem Konstrukt aus einem MUCI-
Peptidepitop bestehend aus fiinf Wiederholungseinheiten und einem Ty-Zell-Epitop des
humanen Tetanustoxin konnte eine schwache in vitro Immunantwort induziert werden.!'"”
Starke Immunantworten konnten mit einem Konjugat aus dem MUCI1-Epitop (SAPDTRPA)
und einem universellen Malaria-Ty-Zell-Epitop erreicht werden.”*® Das Konstrukt aus einem
MUCI-Sialylglycopeptid und einem Ovalbumin T-Zell-Epitop loste die Bildung von
hochspezifischen Antikérpern aus.'® Vor diesem Hintergrund wurde das Konjugat 160
aufgebaut, welches eine Partialsequenz (**'TKIYSYFPSVI®') des Tetanustoxins enthilt.
Dieser Teil entstammt einer Teilsequenz, die als universelles T-Zell-Epitop identifiziert wurde,
da sie in der Lage ist, mit vielen unterschiedlichen HLA-Allelen zu interagieren.””! Zunichst
erfolgte die Peptid-Festphasensynthese des MUC1-Glycopeptids an Fmoc-L-Ala-HMPB-BHA-
Harz 86 nach dem in Kapitel 3.3.3 beschriebenen Protokoll unter Verwendung der
Kupplungsreagenzien HBTU, HOBt sowie DIPEA und den Losemitteln DMF und NMP.

Zur manuellen Kupplung der C-Glycoaminosiure 157 fanden HATU und HOAt Anwendung.
Die Anbindung der nachfolgenden Aminoséuren zum Aufbau der Tetanustoxin-Partialsequenz
sowie des Fmoc-geschiitzten Diethylenglycolspacers 159 erfolgte wieder unter den
Standardkupplungsbedingungen der allgemeinen Arbeitsvorschrift. Der Diethylenglycolspacer

159 wurde in das Glycopeptid eingebaut, um einer gegenseitigen konformationellen

Beeinflussung zwischen Ty-Zell-Eptitop und MUC1-B-Zellepitop entgegenzuwirken.
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Fmoc-AS-OFL Automatisierte Festphasensynthese:
1. Frnoe-Thr(tBu)-OH 13. Frmoc-Thr(tBu)-OH
2. Frroc-Ser(tBu)-OH 14. Frioc-Val-OH L Ei;";'n?“!“er“”g ((Zg‘uo/c)Agga'nﬂ‘g)
dlI]‘I I H 0),
3. Frnoe-Gly-OH 15. Frmoc-Gly-OH
4, Frmoe-Pro-OH 16. Frmoe-NH(CH,CH,0),CH,CH,COOH 1L Aminosaurekupplung:
5. Froe-Ala-OH 17. Froe-Tle-OH 26x 10 AC/IEKAFFE‘:T)‘E% gﬁ HBTU, HOBt, DIFEA
6. Frmoo-Pro-OH 18. Fimoc-Val-OH ’
7. Frmoc-Arg(Pne)-OH 19. Fmoc-Ser(tBu)-OH TII. Acetylierung (Capping):
0.5 MAG,0, 0.125 MDIPEA, 0.0
8. Fmoc-Thr(tBu)-OH 20. Fimoc-Pro-OH A0, EA, 0.015 MHOB:, NMP
9. Froc-Asp(OtBu)-OH ~ 21. Fimoc-Phe-OH
10. Frmoc-Pro-OH 22. Fmoc-Tyr(tBu)-OH
11. Frmoc-Ala-OH 23. Fmoc-Ser(tBu)-OH Manuelle Kupplung der Glycosylaminosiure:
12. 24. Fimoo-Tyr(tBu)-OH
1. Deblockierung (Fmoc-Abspaltung):
AO _oac 25. Fnoc-lle-OH Piperidin, NMP (20%), 3x 3 min
S 26. Fimoo-Lys(Boc)-OH
27. Frnoe-Thr(tBu)-OH 1L GIygosyIaminoséurekupplung:
AcHN Ix 1.3 Aquiv. Verbindung 157
HATU, HOAt, DIPEA, DME/NVP (1:1), 6 h
O o
. L OH 157 1. Acetylierung (Capping):
O o N 0.5 MAG,0, 0.125 M DIPEA, 0.015 M HOBt, NMP
o
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Schema 3.70: C-Glycopeptid-Festphasensynthese eines Konjugates aus der Partialsequenz der
Wiederholungseinheit des MUC1 verkniipft mit dem C-Glycosid-Analogon des Tn-Antigens

157 und einem Tetanustoxin-Epitop.
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Die Synthese des Spacers ist in Schema 3.71 gezeigt. Sie begann mit der Blockierung der
Aminofunktion des Aminodiethylenglycolcarbonsiure-tert-butylester 107, dessen Herstellung
bereits in Kapitel 3.4 erldutert wurde, mit Fmoc-OSu und Natriumhydrogencarbonat in einem
Aceton/Wasser-Gemisch. Dieser Umsetzung schloss sich die sdurekatalysierte Spaltung des
tert-Butylesters an. Den fiir die Peptid-Festphasensynthese einsetzbaren Diethylenglycolspacer
159 erhielt man in 66%iger Ausbeute.

1.) Fmoc-OSu, NaHCO,

o ‘Wasser, Aceton O o o
HZN/\/O\/\O/\)J\O/Q 16 h, Raumtemp. . O)J\N/\/O\/\O/\)J\OH
2.) TFA, Wasser "
107 1'h, Raumtermp. 159 66% iiber 2 Stufen

Schema 3.71: Synthese der Fmoc-geschiitzten Diethylenglycolcarbonsdure 159.

Das Glycopeptidkonjugat wurde vom polymeren Triager mit 1%iger Trifluoressigsdure in
Dichlormethan abgelost, direkt gefolgt von der acidolytischen Abspaltung (TFA, Thioanisol,
Wasser) der tert-Butylether-, Boc-, tert-Butylester- sowie der Pmc-Schutzgruppen.
Abschliefend wurden durch Zemplén-Umesterung (pH = 8.5-9) die Acetylschutzgruppen
entfernt. Nach Reinigung durch praparative HPLC wurde das vollstindig deblockierte
Konjugat 160 in einer Ausbeute von 9 % tiiber 57 Stufen (bezogen auf die Beladung mit

Startaminosdure) erhalten (s. Schema 3.71).
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1.) CHyCly, TFA (1 %), 3x 4 min, Raumtemp.
2.) TFA, Thioanisol, H,O (25:0.9:0.9)

2 h, Raumtemp.
3.) NaOMe, absol. MeOH, pH = 8.5-9
12 h, Raumtemp.
o OHo
H o) %) H © O o OH
N A );H N H H O
N EAN N\)LH N\_)LN_)kN N N\)LNJ\<O
o7 0 Ho o o} ( Ho o HO T N
Q \1 “OH OH
NHAC E\H
oM HN™ " NH,

S HO
HQ
N T2 4 Y o Q
Y Hi’“ ' N 9 %iiber 57 Stufen

Schema 3.72: Abspaltung des Glycopeptid-Konjugates vom polymeren Trager und
vollstdndige Deblockierung zum MUCI1-Tetanustoxin-Konjugates 160.
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4. Zusammenfassung

Die Entwicklung von Tumorvakzinen ist erstrebenswert, wenn man die Nachteile der
alternativen, Therapiemdglichkeiten einer Krebserkrankung bedenkt. Auf epithelialen
Tumorzellen sind charakteristische Verdnderungen der Zelloberflichenglycoproteine
festgestellt  worden.  Darum  sind  Glycopeptidfragmente  dieser  verdnderten
Zelloberflichenmolekiile als tumorassoziierte Antigene zur Unterscheidung von normalen
und malignen Zellen von grofBem Interesse. Das membranstindige Glycoprotein MUCI ist
auf epithelialen Tumorzellen stark {iberexprimiert. Es zeigt ein charakteristisch verdndertes
Glycosylierungsmuster, wobei die Saccharidketten stark verkiirzt und mit Sialinsdureresten
versehen sind. Diese tumorassoziierten Saccharid-Epitope sowie wegen der kurzen
Saccharide nun zugingliche Epitope des Proteinriickgrates konnen vom Immunsystem
erkannt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb synthetische Glycopeptide
hergestellt, in denen die tumorassoziierten Saccharidantigene mit Partialsequenzen aus der

Wiederholungseinheit des Glycoproteins MUC1 kombiniert wurden.

HO

R S
| | |

s ML WU S GN. -
ASO o7 o ' H x ACO%
AcH Q o Br

AcO

24 16 R=-CH, 10

| N

Ty JI( 3 R

TyAntigen 22 ST\-Antigen 36 T-Antigen 39

o

Abb. 4.1: Synthese Fmoc-geschiitzter tumorassoziierter Glycosylaminosdure-Bausteine 22, 36

und 49 fiir die Festphasensynthese.
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Dafiir erfolgte zuerst die Synthese der glycosylierten Fmoc-geschiitzten Aminosduren des Tx-
22, des STn- 36 und des T-Antigens 39. Wiéhrend deren Synthese wurden die O-
glycosidischen Bindungen zu den orthogonal geschiitzten Hydroxyaminosduren 16 bzw. 17
nach Koenigs-Knorr mit dem Azidogalactosylbromid 10 und zum anderen durch Sialylierung
mit dem Sialinsdurexanthogenat 24 als Glycosyldonor gebildet. Durch Peptid-
Festphasensynthese an einem mit Alanin beladenem HMPB-BHA-Harz 86 wurden die
MUCI1-Glycohexadecapeptide 91, 93 und 101 nach der Fmoc-Strategie aufgebaut.

O H\)Cﬁ o~
N
O O\g : O/\©\o/\/\n/H
O

O = Copoly(styrol-DVB (1%))

86
Peptid-Festphasensynthese
Einbau der Glycosylaminoséuren
Schutzgruppenoperationen
(@) OHO
H H H O H ©O H O () OH
H O
/\/NTW/\)L N A N N H O
= N/\l(l)/ ; |[>|| \)I\N N\i)J\N \)LN_)J\N N\)LN N\)LNJ\H/OH
o H O “oH o o 3 _H o H o o H o - n
\>=O \ “~on O
HO NH
HN NH, 91
HO

H > H oY%y o HOoYH o o H
o

/\/N\”/\)J\ N\)LI’r H H O

A e e e e
\O_|—| (@) (@] ¥O (@] 1 H O (@) H o/_\g_||_| o
HO NH
HN//I\NHZ

OH oH COOH  oH OoH - OH

R= HOu... o (@) (0] Q
AcHN 101 93

HO AcHN HO ACHN

Abb. 4.2: Glycopeptid-Festphasensynthese der mit Allylamid funktionalisierten MUCI-
Glycohexadecapeptide 91, 93 und 101.
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Diese synthetischen Glycopeptidantigene mussten nun an immunogene Trager, wie z.B.
Tragerproteine, gebunden werden, denn im Allgemeinen sind (Glyco)Peptide mit einem
Molekulargewicht unter 2-5 kDa nicht immunogen. Um die Anbindung eines vollstindig
deblockierten, strukturell definierten Glycopeptids an ein Protein zu einem definierten
Neoglycoprotein zu erreichen, wurde als neuer Weg die radikalische Addition eines auf dem
Tragerprotein fixierten Thiols an ein Allylamid des Glycopeptidantigens untersucht. In
Modellstudien an Allylamiden von verschiedenen Aminoséure- und Peptid-Derivaten wurde

diese radikalische Thiol-Addition iiberpriift.

o
O 69 © o ©
OMe
o CHg O CHip o CHan NH H\/©/0Me
§\OJLN OH - . )J\N/K'(N\/% —_— )LN}\IrN\/\/ N
H H H o o

(@]
o ~NH o \H NH o \H NH HNJ]\
PP T — A AR T A A Rees A el
H o) H (@) H (@] (@]

oj)\Hmdo'* — &LH#H\/\ — &&H\/\/S\)\go\
O © O ° 5 O 73

Abb. 4.3: Auswahl an synthetisierten Modellaminosduren und Thioethern zur Untersuchung

der radikalischen Thiol-Addition an Allylamide.

An diese Modellpeptid-allylamide wurden Cystein-Derivate unter Bestrahlung mit UV-Licht
oder Thermolyse eines bei moderater Temperatur aktivierbaren Radikalstarters addiert. Die
Bildung der Thioether erfolgte in zufrieden stellenden bis hohen Ausbeuten. Nebenreaktionen

traten selbst an sensiblen Aminosiuren nicht ein.
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o
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—_— N\/\ 87
(o] o

o) o o)

110

Abb. 4.4: Spacer-Molekiile 87 und 110 fiir die Thiol-Olefin-Addition.

Zur Ubertragung dieser Konjugierung auf Proteine wurde Rinderserumalbumin (BSA) mit
dem S-Acetyl-geschiitzten Thioldiethylenglycolcarbonsiure-Spacer 110 modifiziert, der
selbst mehrstufig aus Diethylenglycol gewonnen worden war. Die synthetischen Glycopeptide

wurden zum Abschluss der Festphasensynthese mit dem Allylamidobernsteinsaure-Spacer 87

versehen.
HeoQ “ﬁ H O HOITOHOO Woo (O o
A N NI R N%MNJYQN%N&N%NJYO”
o H OAH O SgHo o H o {° HO o Ho LN
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Abb. 4.5: Konjugate von mit Allylamid-Gruppen modifizierten Glycopeptiden aus der
Wiederholungseinheit  des  tumorassoziierten =~ MUCI-Glycoproteins  mit  Thiol-

funktionalisiertem BSA.
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Nach der Abspaltung der S-Acetyl-Schutzgruppe von den aufgepfropften Thiolgruppen am
BSA-Molekiil konnten die Glycopeptid-Haptene photolytisch bzw. radikalisch zu den
Protein-Konjugaten 112, 113 und 114 verkniipft werden.

Die tumorassoziierte Form des MUC1-Glycoproteins bildet in der Wiederholungseinheit eine
Turn-Struktur aus, die als knaufartig beschrieben wird. Dieses Strukturelement sollte nun in
synthetischen Ausschnitten aus der Doméne der MUCI-Wiederholungseinheit durch
Cyclisierung fixiert werden. Die cyclischen (Glyco)Peptide, die die immundominante
PDTRP-Sequenz einschlieBen, wurden unter Einsatz der Ringschlussmetathese gewonnen.
Dazu bedurfte es zunédchst der Synthese von mit Allylgruppen ausgestatteten und fiir die
Peptid-Festphasensynthese geeigneten Aminosdurebausteinen. So konnte der Fmoc-

geschiitzte Serin-allylether 117 ausgehend von N-Boc-Serin erhalten werden.

%\O)iHN/E'O;OH 9\0)01\ N/\H/OH

\ s

Peptid-Festphasensynthese
l Einbau der Glycosylaminoséuren und der olefinischen Aminoséuren

Abspaltung vom polymeren Trager

ACON%\ | R HNYHOW
AcH 'S o
AC AcHN | A/ NH O %/
o ‘ S
WN\)?N Hﬁ,«d’(“ﬁ ONEHJ?N/{(QW“\)OLNQQWH\)?N%H\)?N#OH 140
oA HogHo = LV HOoOAHO o Ho o H o A H o
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I

Abb.  4.6: Synthese von mit Allyl-Seitengruppen  ausgestatteten = MUCI-
Glycoheptadecapeptide 131, 136 und 140.
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Zur Herstellung des Fmoc-geschiitzten Allylglycins 126 wurde N-Boc-Glycin-allylester {iber
eine Claisen-Umlagerung und eine enantioselektive enzymatische Esterhydrolyse in den L-
Allylglycin-Baustein 126 {iberfiihrt. Mit diesen Soll-Verkniipfungselementen wurden an der
Festphase die linearen (Glyco)Peptide aufgebaut. Zur Cyclisierung wurden die
Glycoheptadecapeptide 131, 136 und 140 unter Verwendung des Grubbs-Katalysators der 1.
bzw. 2. Generation der Metathese-Reaktion unterworfen. Die im Cyclus entstandene
Doppelbindung konnte durch katalytische Transferhydrierung reduziert werden. Die
schlussendliche Abspaltung aller Schutzgruppen lieferte die cyclischen MUCI-
Glycoheptadecapeptide 134, 138 und 142.

FeN N
NH
L 8 %
OoH, Q{NH N\)LMN/YNQKH
N o o © g H
NH /
Hi o (@] H qj o HC{/ o
N : H
OH%JH/ EAH Ny N
e}
AcNH
134: R=—H 138: R= 4

Abb. 47: Die iber Ringschlussmetathese erhaltenen cyclischen MUCI-
Glycoheptadecapeptide 134, 138 und 142.

N-Acetyl-a-D-galactosamin bildet die fundamentale Verkniipfungsstruktur in biologisch
relevanten Mucin-Glycoproteinen. Fiir eine pharmakologische Anwendung von Ausschnitten
dieser Glycoproteine z.B. als Tumorvakzine ist die ausreichende Stabilitit von deren O-
glycosidischer Bindung gegen enzymatischen Abbau von besonderer Bedeutung. Daher sollte
der Austausch des am C1 des Saccharids gebundenen Sauerstoffatoms gegen eine
Methylengruppe in O-Glycopeptiden angestrebt werden, um diese zentrale Verkniipfung zu
stabilisieren. Zur Gewinnung eines C-glycosidischen Tn-Glycopeptid wurde die C-
glycosidisch verkniipfte N-Acetylgalactosamin-Aminosdure 157 hergestellt, die als Fmoc-

Aminoséure-Derivat fiir die Festphasensynthese geeignet wére.
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Deren Synthese gelang ausgehend von D-Glucosamin, das iiber eine radikalische
Allylierungsreaktion in das 1-Propenyl-N-acetylglucosamin-Derivat 146 iiberfiihrt wurde. Die
Umwandlung der Glucose-Form in das Galactosamin-C-Glycosid 148 erfolgte durch eine
Konfigurationsumkehr an C4 iiber eine Acyl-Umlagerung. Die Verkniipfung des C-Allyl-
Monosaccharids mit der Aminosdure geschah durch B-Alkyl-Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung
an die Brom-vinyl-Aminosdure 153. Dieses Dehydroalanin-Derivat 153 war in einer
vierstufigen Synthese aus N-Boc-Serin erzeugt worden. Nachfolgend wurde durch Hydrierung
der Doppelbindung und Schutzgruppenoperationen die Synthese des C-glycosidischen
Glycoaminosdure 157 vollendet. Dieses Fmoc-geschiitzte Ty-Antigen-Analogon wurde in die
Festphasensynthese eingesetzt und so in die MUCI-Partialsequenz eingebaut. An dieses
Glycopeptid wurde in Fortfithrung der Festphasensynthese ein universelles Ty-Zell-Epitop
aus dem Tetanustoxin tiber einen Diethylenglycolspacer angebunden. Nach der
Schutzgruppenabspaltung konnte das C-glycosidische MUCI-Tetanustoxin-Konjugat 160

erhalten werden.
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Abb.  48:  C-glycosidischer =~ Aminosdure-Festphasenbaustein 157  und  das
MUC1/Tetanustoxin-Glycopeptid-Konjugat 160.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und Messgerate

Diinnschichtchromatographie:

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden auf Aluminium-Fertigplatten der
Fa. Merck angefertigt, die mit Kieselgel 60 F,4s beschichtet sind. Die Detektion der
Verbindungen erfolgte mit Hilfe einer der folgenden Methoden:

e UV-Licht der Wellenldnge A = 254 nm.

e Jod-Kristalle in einer DC-Entwicklungskammer.

e Losung von 320 mg Tolidin, 2 g KI, und 60 mL Eisessig in 940 mL Wasser (nach
vorheriger Chlorierung in einer DC-Entwicklungskammer mittels wéssriger NaOCl-
Losung (13 %) und halbkonz. HCI-Losung).

e Ninhydrin-Spriithreagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 mL Eisessig, 500
mL Methanol; Entwicklung durch Warmeeinwirkung).

e Seebach-Reagenz (1.0 g Cer(IV)-sulfat-tetrahydrat, 2.5 g Molybdatophosphorsdure in
einer Mischung aus 94 mL dest. Wasser und 6 mL konz. Schwefelsdure; Entwicklung
durch Wérmeeinwirkung).

e Zuckerreagenz (Eine Mischung aus gleichen Teilen Zuckerreagenz I (Mischung aus
50 mL Ethanol und 2.7 mL konz. Schwefelsdure) und Zuckerreagenz II (Mischung aus
0.1 mL p-Methoxyphenol und 50 mL FEthanol; Entwicklung durch

Wirmeeinwirkung)).

Siulenchromatographie:

Saulenchromatographische Reinigungen wurden nach dem Verfahren der Flash-
Chromatographie™® an Kieselgel der Fa. MP Biomedicals (PartikelgroBe 32-63 pm)
durchgefiihrt. Die Siulendimensionen (HO0he x Durchmesser) sowie die verwendeten
Laufmittelgemische (angegeben in Volumenverhiltnissen (z.B. Cyclohexan/Ethylacetat 1:1))

sind bei den einzelnen Verbindungen aufgefiihrt.
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Elementaranalysen:

Elementaranalysen wurden vom Mikroanalytischen Labor des Institutes flir Organische

Chemie an der Johannes Gutenberg-Universitdt in Mainz durchgefiihrt.

Drehwerte:

Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter 241 bei den
Wellenlédngen A = 546 nm und A = 578 nm in einer 10 cm langen Polarimeterzelle gemessen
und auf die Natrium-D-Linie (A = 589 nm) extrapoliert. Die Konzentration in g pro 100 mL

und das verwendete Losemittel sind bei den Drehwerten angegeben.

Schmelzpunkte:

Die Schmelzpunkte wurden mit einer Umlaufapparatur nach Dr. Tottoli der Fa. Biichi

bestimmt und sind unkorrigiert.

NMR-Spektroskopie:
Die Messungen von 300 MHz-'H- und 75.5 MHz-">C-NMR-Spektren wurden an einem
Bruker AC-300-Spektrometer vorgenommen. Die 400 MHz-'H- und 100.6 MHz-">C-NMR-

Spektren wurden an einem Bruker AM-400-Spektrometer und einem Bruker AV-400-
Spektrometer aufgenommen. Die Messungen der 600 MHz-'H- und 150.9 MHz-">C-NMR-
Spektren erfolgten an einem Bruker DRX-600-Spektrometer. Die chemischen
Verschiebungen sind relativ zu den Signalen der Losemittel CDCl; (‘'H, & = 7.26; °C, & =
77.16), DMSO-ds (‘H, & = 2.50; °C, & = 39.52), MeOH-d, ('H, & = 3.31; 1°C, § = 49.00), D,0O
('H, 8 = 4.79), Benzol-ds ('"H, 8 = 7.16; 1°C, & = 128.06) und Aceton-ds ('H, & =2.05; °C, & =
29.84) angegeben.

Massenspektrometrie:

Die Feld-Desorptions-Massenspektren wurden bei 20 kV Beschleunigungsspannung mit
einem MAT-95-Spektrometer der Fa. Finnigan gemessen.

MALDI-TOF Massenspektren wurden mit einem Axima-CFR Gerit der Fa. Kratos, Eppstein
aufgenommen. Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxy-benzoesdure (dhb) verwendet. Die
angegebenen Messwerte geben den Schwerpunkt der Einhiillenden aller Isotopenpeaks an.

ESI-Massenspektren wurden auf folgenden Gerdten aufgenommen:
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Gerat 1: Navigator 1-Instrument (Fa. ThermoQuestElectron) unter Verwendung von
Acetonitril/Wasser 70:30 bei einer Flussrate von 0.75 mL/min, einer Cone Voltage von 25 V
bzw. 70 V und einem Stickstoffstrom von ca. 300 L/h aufgenommen.

Zur Probeninjektion wurde ein Basic-Marathon Autosampler (Fa. Spark) mit einer 20 pL-
Probenschleife (Probenkonzentration 0.1 g/L) und ein HPLC-Pumpensystem (Fa. Knauer) mit
einem nachgeschalteten Flussteiler (Splitverhéltnis etwa 10:1) verwendet.

Gerat 2: Micromass-Q-TOF-Ultima 3-Massenspektrometer der Fa. Waters. An diesem Gerét
wurden die HR-MS-Messungen durchgefiihrt.

Eine Losung von Natriumformiat diente als interne Referenz bzw. beim Einsatz eines
,LockSpray-Interface” dienten Natriumformiat oder Nal/Csl in Wasser/Isopropanol
Gemischen als externe Referenz. Je nach Substanz wurde ein Gemisch von Acetonitril und

Wasser oder Methanol und Wasser zur Probeninjektion verwendet.

RP-HPLC-Chromatogramme:
Analytische RP-HPLC wurde mit einer Knauer Wellchrom MaxiStar K1000-Pumpe mit 10

mL Edelstahlpumpenkopf und Niederdruckgradientenausbausatz, Knauer 4-Kanal-Degasser,
einer analytischen Mischkammer und einem Knauer Diodenarraydetektor DAD K-2800
durchgefiihrt. Es wurde eine Flussrate von 1 mL/min verwendet. Als mobile Phase wurden
Wasser/MeCN-Gemische (A: Wasser; B: Acetonitril bzw. C: 0.1 % TFA in Wasser; D: 0.1 %

TFA in Acetonitril) verwendet und als Trennsdulen kamen zum Einsatz:

e Sédule A: Eurospher C18 / 7um, 250 x 4.00 mm (Fa. Knauer).

e Siule B: Luna® C1 8(2) / 5um, 1004, 250 x 4.60 mm (Fa. Phenomenex)
e Siule C: Jupiter™ C18 / 5um, 300A, 250 x 4.60 mm (Fa. Phenomenex).
e Séule D: Aqua™ C18/ 5um, 2004, 250 x 4.60 mm (Fa. Phenomenex).

Praparative RP-HPLC wurde mit zwei Knauer Wellchrom MiniStar K500-Pumpen (jeweils
mit 50 mL Edelstahlpumpenkopf) in Hochdruckgradientenschaltung, einer priparativen
Mischkammer und einem Knauer ,,Variable Wavelength Monitor* als UV-Detektor
durchgefiihrt. Im Allgemeinen wurde 25 mL/min als Flussrate eingestellt (Anderungen sind
bei den jeweiligen Verbindungen aufgefiihrt). Die zur Detektion verwendete Wellenldnge ist

ebenfalls bei den jeweiligen Verbindungen vermerkt.
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Als mobile Phase wurden Wasser/MeCN-Gemische (A: Wasser; B: Acetonitril bzw. C: 0.1 %

TFA in Wasser; D: 0.1 % TFA in Acetonitril) verwendet. Als Trennsdulen wurden eingesetzt:

e Séaule E: Eurospher100 C18 / 7um, 250 x 40 mm (Fa. Knauer).
e Saule F: Luna® C18(2)/ 10pm, 250 x 50.0 mm (Fa. Phenomenex)

Semipraparative RP-HPLC wurde mit den Pumpen der priparativen RP-HPLC durchgefiihrt,
wobei aber niedrigere Flussraten eingestellt wurden (i. a. 15 mL/min). Die Detektion erfolgte
mit dem Detektor der pridparativen RP-HPLC. Die verwendete Wellenldnge ist bei den
jeweiligen Verbindungen aufgefiihrt. Als Eluenten wurden Wasser/MeCN-Gemische

verwendet.

e Siule G: Jupiter C18/ 5um, 300A, 250 x 20 mm (Fa. Phenomenex).
e Séule H: Luna® C18(2) / 10um, 250 x 21.20 mm (Fa. Phenomenex)

Die verwendeten Gradienten sind bei den Verbindungen angegeben. Bei allen RP-HPLC-
Analysen wurden die Losemittel vor Gebrauch 20 Minuten im Ultraschallbad entgast. Das
Wasser wurde einem Simplicity-185-Wasseraufbereitungssystem der Fa. Millipore

entnommen. Acetonitril wurde in HPLC-Qualitit bei der Fa. FischerScientific erworben.

Losemittel:
Absolute Losemittel (Acetonitril, 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan, Methanol, Ethanol, THF,

1399 destilliert und frisch eingesetzt.

Toluol) wurden nach den iiblichen Verfahren getrocknet,
Absolutes DMF wurde in Septenflaschen iiber Molekularsieb von der Fa. Fluka bezogen.
DMF p.a. (aminfrei, zur Peptidsynthese) wurde von der Fa. Roth bezogen. Die fiir
chromatographische Trennungen verwendeten Losemittel Ethylacetat, Cyclohexan, Methanol,
Ethanol und Dichlormethan wurden vor Gebrauch destilliert.

Losemittel wurden durch 15-miniitiges Einstellen in ein Ultraschallbad unter Argon-
Atmosphdre und durch drei folgende pump-freeze-Zyklen entgast. Bei grof3en

Losemittelmengen wurde mehrere Stunden ein Stickstoff- bzw. Argongasstrom durch die

Losemittel geleitet.
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5.2 Versuche zu Kapitel 3.1.1

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal™3 400-402] )

Methode a):

Zu einer Suspension von 0.50 g (2.78 mmol) D-Galactose in 300 mL Acetanhydrid und 1.1
mL Perchlorsdure (60 %ig) gibt man portionsweise unter gelegentlicher Kiihlung 34.0 g (191
mmol) D-Galactose. Man riihrt die Reaktionslosung 3 h bei Raumtemp. und tropft dann
innerhalb von 40 min 155 mL Bromwasserstoffsdure in Eisessig (33%ig) bei Raumtemp. zu.
Nach 20-stiindigem Riihren bei Raumtemp. wird mit 300 mL Chloroform verdiinnt. Man
gieB3t die Reaktionslosung auf 200 g Eis und trennt die wéssrige Phase ab. Zur organischen
Phase werden 200 mL  Eiswasser gegeben und man neutralisiert mit
Natriumhydrogencarbonat. Die organische Phase wird flinfmal mit je 100 mL ges. NaHCOs-
Lsg. und einmal mit 100 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trockenen liber MgSO4
wird das Losemittel i. Vak. abgedampft. Das Rohprodukt (79.0 g) wird direkt fiir den
nichsten Syntheseschritt eingesetzt.

130.0 g (1.99 mol) Zink-Staub werden in 2 N HCIl aufgeschlammt, mit dest. Wasser
gewaschen und mit Diethylether getrocknet. Diesen aktivierten Zink-Staub suspendiert man
in 700 mL Ethylacetat und 15.4 mL (195 mmol) 1-Methylimidazol und erhitzt zum Sieden.
Man tropft zu der Suspension innerhalb von 2.5 h 79.0 g (192 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-
D-galactosylbromid geldst in 230 mL Ethylacetat. Die Reaktionsmischung wird weitere 90
min zum Sieden erhitzt. Man verdiinnt mit 300 mL Ethylacetat, filtriert iiber ,,Hyflo-
Supercel ™ und wischt das Filtrat einmal mit 150 mL 2 N HCI und zweimal mit je 200 mL
NaHCOs;-Lsg. Man trocknet iiber MgSO4 und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der
Riickstand wird an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5 cm)
im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (4:1) gereinigt.

Ausbeute: 37.8 g (72 %); Re (AcsGal) = 0.71 (CH,Cl/EtOAc 5:1), Re (AcsGalBr) = 0.72
(CH,Cl/EtOAc 5:1).
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Methode b):

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von AcsGal 8 (23.4 g, 61 mmol), 71 mL Chloroform und
23.5 mL (39.0 g, 317 mmol) Acetylbromid gibt man bei 0 °C tropfenweise unter gutem
Riihren 3.9 mL (218 mol) Wasser. Man ldsst auf Raumtemp. erwdrmen und rithrt 90 min.
Dann entfernt man die Losemittel i. Vak. und koevaporiert viermal mit je 150 mL Toluol.

Das zuriickgebliebene Ol wird in 188 mL Eisessig aufgenommen und die Lésung auf 0 °C
gekiihlt. Zu der Losung gibt man bei 0 °C 188 mL Wasser, 23 g (352 mmol) Zink-Staub
sowie 2.27 g (9.21 mmol) Kupfersulfat-Pentahydrat und riihrt bei dieser Temperatur 1 h. Man
filtriert iiber ,Hyflo-Supercel®™ ab und extrahiert viermal mit je 250 mL Toluol. Die
vereinigten Toluol-Phasen werden dreimal mit je 200 mL Wasser und zweimal mit je 350 mL
ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen, mit NaSOs getrocknet und das Toluol am
Rotationsverdampfer entfernt. Die Substanz fdllt in geniigender Reinheit fiir den
nachfolgenden Reaktionsschritt an.

Ausbeute: 14.7 g (88 %); hellgelbes Ol; R¢= 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

Ci2H607 MW: 272.25 EM: 272.0896.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.40 (dd, 1H, H-1, J = 1.84 Hz, J = 6.25 Hz); 5.49 (m,
1H, H-3); 5.36 (m, 1H, H-4); 4.66 (m, 1H, H-2); 4.25 (m, 1H, H-5); 4.16 (m, 2H, H-6); 2.06
(s, 3H, CH; OAc); 2.02 (s, 3H, CH3 OAc); 1.96 (s, 3H, CH; OAc).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 170.46, 170.17, 170.04 (3C, 3x C=0 OAc);
145.35 (1C, C-1); 98.79 (1C, C-2); 72.75 (1C, C-5); 63.84 (1C, C-3); 63.69 (1C, C-4); 61.86
(1C, C-6); 20.72, 20.66, 20.57 (3C, 3x CH;3 OAc).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/B-D-galactosylnitrat™* “%°  (9)

Eine Suspension von 156.6 g (290 mmol) trockenem Cerammoniumnitrat in 300 mL absol.
Acetonitril wird auf -28 °C abgekiihlt und mit 9.3 g (140 mmol) trockenem Natriumazid
versetzt. Man tropft dann eine Losung von 15.1 g (92 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 7 in
200 mL absol. Acetonitril hinzu und riihrt 20 h bei -28 °C unter Argon. Anschlieend versetzt
man die intensiv gelb gefarbte Suspension mit 500 mL kaltem Diethylether und 400 mL
Eiswasser. Man schiittelt und trennt die Phasen. Die organische Phase wird zweimal mit je
400 mL Eiswasser, einmal mit 400 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit ges. NaCl-Lsg.

gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. eingeengt.
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Das Rohprodukt wird chromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm,
Durchmesser = 5.5 cm) im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (48:10) gereinigt.
Ausbeute: 7.7 g (37 %); farbloses Ol; R¢= 0.39 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1).

Ci2Hi6N4sOjp MW: 376.28 EM: 376.0866.

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactosylbromid™* 4% (10)

In 90 mL absol. Acetonitril werden 9.16 g (24.4 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-
o/B-D-galactosylnitrat 9 gelost und zu einer intensiv geriihrten Suspension von 10.6 g (122
mmol) trockenem Lithiumbromid in 90 mL absol. Acetonitril gegeben. Man ldsst 17 h unter
Argon bei Raumtemp. rithren und verdiinnt dann mit 500 mL Dichlormethan. Die organische
Phase wird zweimal mit je 100 mL Wasser gewaschen, mit MgSO,4 getrocknet und i. Vak.

eingedampft. Man erhilt ein gelbes Ol, das sofort in der nichsten Synthesestufe eingesetzt

wird.

Ausbeute: 9.6 g (quant.); gelbliches Ol; Ry= 0.39 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).
C12H6N30O7Br MW: 394.18 EM: 393.0172.
N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonint*® 4% (14)

(Fmoc-Thr-OH)

In 800 mL Aceton/Wasser (1:1) werden 20.0 g (168 mmol) L-Threonin und 14.1 g (168
mmol) Natriumhydrogencarbonat gelost. Unter Riithren gibt man 56.6 g (168 mmol) N-(9-
Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu) portionsweise zu. Man riihrt die
Reaktionsmischung 24 h bei Raumtemp. und stellt dann mit konz. HCI auf pH = 2 ein. Das
Aceton wird i. Vak. entfernt und das Produkt mit insgesamt 700 mL Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird dreimal mit je 200 mL 1 N HCI und zweimal mit je 200
mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Man trocknet liber MgSO,4 und entfernt das Losemittel i.
Vakuum.

Ausbeute: 57.0 g (quant.); farbloser, amorpher Feststoff, Ry = 042
(CH,Cl,/MeOH/HOACc/H,0 90:10:1:1).

CioH;gNOs  MW: 341.36 EM: 341.1263.
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300 MHz-'H-NMR (CDCls): &(ppm): 7.69 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 6.99 Hz); 7.57 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 7.04 Hz); 7.42-7.21 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc); 6.11 (sp, 1H, NH
Urethan); 4.54-4.30 (m, 3H, a-CH Thr, CH,-Fmoc, B-CH Thr); 4.14 (m, 1H, H9-Fmoc); 2.13
(d, 3H, y-CH; Thr, J = 6.27 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCl3; BB): 8(ppm): 174.54 (1C, -COOH), 157.26 (1C, C=O Urethan);
143.80, 143.53 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.25 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 128.21 (2C, C3-, C6-
Fmoc); 127.73 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.20, 125.11 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.97 (2C, C4-,
C5-Fmoc); 59.11 (1C, a-CH Thr); 67.98, 67.46 (2C, CH,-Fmoc, B-CH Thr); 47.60 (1C, C9-
Fmoc); 19.37 (1C, y-CHj3 Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-serin*¢ 4% (15)
(Fmoc-Ser-OH)

Die Reaktion wurde gemél der Vorschrift zur Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxycarbonyl-L-threonin 14 durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: L-Serin: 20.0 g (190 mmol); Natriumhydrogencarbonat: 16.0 g (190
mmol); N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu): 64.2 g (190 mmol).
Ausbeute: 62.0 g (quant.); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.59 (EtOAc/HOAc (10:1)).
CigH17NOs  MW: 327.33 EM: 327.1107.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): (ppm): 7.88 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.73 (d,
2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.44-7.30 (m, 5H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, NH Urethan);
4.29-4.22 (m, 3H, a-CH Ser, CH,-Fmoc); 4.04 (m, 1H, H9-Fmoc); 3.66 (d, 2H, B-CH; Ser, J
=4.77 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB): §(ppm): 172.30 (1C, -COOH); 156.20 (1C, C=0O
Urethan); 143.95 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 140.85 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.76 (2C, C3-, C6-
Fmoc); 127.20 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.41 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.21 (2C, C4-, C5-
Fmoc); 65.84 (1C, CH,-Fmoc); 61.49 (1C, B-CH; Ser); 56.81 (1C, a-CH Ser); 46.76 (1C, C9-

Fmoc).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylesteri*?> 4% (16)
(Fmoc-Thr-OtBu)

Unter einer Argonatmosphére und Lichtausschluss werden 23.5 g (318 mmol) tert-Butanol,
50.3 g (244 mmol) N,N*‘-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und eine katalytische Menge CuCl
(750 mg, 6.57 mmol) 5 Tage bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt das griin-schwarze
Reaktionsgemisch mit 150 mL absol. Dichlormethan und tropft 25.0 g (73 mmol) Fmoc-Thr-
OH 14, die in 100 mL absol. Dichlormethan gelost sind, unter Eiskiihlung hinzu. Man ldsst
die Reaktionslosung innerhalb von 1 h auf Raumtemp. kommen und riihrt dabei unter
Lichtausschluss sowie unter Argon. Die Reaktionsmischung kiihlt man wieder auf 0 °C ab.
Der ausgefallene N,N‘-Dicyclohexylharnstoff wird mittels ,,Hyﬂo-Supercel®“ abfiltriert und
der Filterkuchen fiinfmal mit je 100 mL kaltem Dichlormethan gewaschen. Das dunkelgriine
Filtrat wird dreimal mit je 200 mL ges. NaHCOs-Lsg. und dreimal mit je 100 mL ges. NaCl-
Lsg. intensiv gewaschen. Man extrahiert die wéssrigen Phasen einmal mit 150 mL
Dichlormethan und trocknet die vereinigten organischen Phasen liber MgSQO4. Das Losemittel
wird i. Vak. verdampft und der briaunliche, viskose Riickstand durch Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lénge = 30.0 cm, Durchmesser = 10.0 cm) im
Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (4:1) — (2:1) gereinigt.

Ausbeute: 21.1 g (73 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = -10.8° (¢ = 1.00, CHCl;),
[a]p”¥(Lit.)!"?” = -9.5° (¢ = 1.05, CHCl3); R¢ = 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

Cy3HyyNOs  MW: 397.46 EM: 397.1889.
ESI-MS (m/z) = 420.1 ((M+Na]"), Ber.: 420.4; 364.0 ((M+Na-C4Hsg]"), Ber.: 364.2.
Ber.: C 69.50 H 6.85 N 3.52
Gef.: C 69.58 H6.72 N 3.55

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.59 (d, 2H,
HI1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.29 (t, 2H, H2-, H7-
Fmoc, ] = 7.53 Hz); 5.55 (d, 1H, NH Urethan, J = 8.46 Hz); 4.39 (d, 2H, CH,-Fmoc, J = 7.35
Hz); 4.29-4.20 (m, 3H, H9-Fmoc, B-CH Thr, a-CH Thr); 1.47 (s, 9H, 3 x CHj tBu-Ester);
1.22 (d, 3H, y-CH; Thr, J = 5.88 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCl3; BB): &(ppm): 170.23 (1C, C=0 tBu-Ester); 156.01 (1C, C=0
Urethan); 143.75 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.30 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.70 (2C, C3-, C6-
Fmoc); 127.07 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.11 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.97 (2C, C4-, C5-
Fmoc); 82.63 (1C, Cquari-tBu-Ester); 68.28 (1C, B-CH Thr); 67.18 (1C, CH,-Fmoc); 59.57
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(1C, a-CH Thr); 47.17 (1C, C9-Fmoc); 28.01 (3C, 3x CHj tBu-Ester); 19.91 (1C, y-CHj;
Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-serin-tert-butylester™® 44 (17)
(Fmoc-Ser-OtBu)

Die Reaktion wurde gemil der Vorschrift zur Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester 16 durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: Fmoc-Ser-OH 15: 25.0 g (76 mmol); tert-Butanol: 24.5 g (331 mmol);
N,N“-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC): 52.5 g (254 mmol); Kupfer(I)chlorid: 735 mg (7.43
mmol).

Ausbeute: 19.7 g (67 %); farbloser, amorpher Feststoff: [a]p™ = +5.4° (¢ = 1.00, CHCI3),
[o]p?(Lit.)* = +6.7° (¢ = 1.00, CHCLs); R¢=0.37 (Cyclohexan/Aceton 2:1).

C»HysNOs  MW: 383.44 EM: 383.1733.

ESI-MS (m/z) = 422.3 ([M+K]"), Ber.: 422.4; 406.4 ((M+Na]"), Ber.: 406.4; 350.3 ([M+Na-
C4Hg]), Ber.: 350.3.

Ber.: C 68.91 H 6.57 N 3.65

Gef.: C 68.86 H 6.47 N 3.69

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.58 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 7.04 Hz); 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.31 Hz); 7.29 (t, 2H, H2-, H7-
Fmoc, J = 7.55 Hz); 5.73 (d, 1H, NH Urethan, J = 5.88 Hz); 4.39 (d, 2H, CH,-Fmoc, J = 6.99
Hz); 4.31 (m, 1H, a-CH Ser); 4.20 (t, 1H, H9-Fmoc, J = 6.97 Hz); 3.91 (s, 2H, B-CH,; Ser);
1.47 (s, 9H, 3 x CHj; tBu-Ester).

75.5 MHz-C-NMR (CDCl3; BB): &(ppm): 169.56 (1C, C=0 tBu-Ester); 156.35 (1C, C=0
Urethan); 143.84, 143.74 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.31, 141.28 (2C, C4a-, C4b-Fmoc);
127.71 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.08 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.09 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.98
(2C, C4-, C5-Fmoc); 82.81 (1C, Cquart-tBu-Ester); 67.16 (1C, CH»-Fmoc); 63.61 (1C, B-CH,
Ser); 56.65 (1C, a-CH Ser); 47.14 (1C, C9-Fmoc); 28.00 (3C, 3x CHj; tBu-Ester).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonin-tert-butylester? (18)
(Fmoc-Thr(a-GalAc;N3)-OtBu)

In einer Mischung aus 84 mL absol. Toluol und 72 mL absol. Dichlormethan werden 10.15 g
(25.55 mmol) Fmoc-Thr-OtBu 16 mit 30 g gepulvertem Molekularsiecb 4A 30 min bei
Raumtemp. unter Argon geriihrt. Man kiihlt die Suspension auf 0 °C ab und gibt 9.50 g (34.45
mmol) Silbercarbonat und 1.05 g (5.07 mmol) Silberperchlorat (Entfernen des Kristallwassers
durch dreimalige Kodestillation mit je 35 mL absol. Toluol) hinzu. Nach 30 min Riihren unter
Argon und unter Lichtausschluss werden unter Eiskiihlung 11.08 g (28.10 mmol) 3,4,6-Tri-O-
acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactosylbromid 10 geldst in 100 mL absol. Toluol und 100
mL absol. Dichlormethan innerhalb von 30 min zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 26 h
unter Argon und unter Lichtausschluss bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt mit 400 mL
Dichlormethan, filtriert iiber ,,Hyflo-Supercel® ab und wischt das Filtrat zweimal mit je 200
mL ges. NaHCOs-Lsg. und zweimal mit je 200 mL ges. NaCl-Lsg. Die organische Phase wird
iiber MgSO, getrocknet und das Losemittel i. Vak. abdestilliert. Das Rohprodukt wird an
Kieselgel (Sadulendimensionen: Ldnge = 30.0 cm, Durchmesser = 10.0 cm) im
Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (4:1) — (2:1) mittels Flash-Chromatographie
gereinigt.

Ausbeute: a-Anomer 8.88 g (49 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = +77.8° (c = 1.00,
CHCls), Lit.: +79.8° (¢ = 1.00, CHCL;)""**; R¢= 0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1); Re= 0.67
(Toluol/Ethylacetat 4:2).

C3sH4oN4O12 MW: 710.73 EM: 710.2799.

ESI-MS (m/z) = 749.3 (IM+K]"), Ber.: 749.7; 733.4 ([M+Na]"), Ber.: 733.7; 693.3 ([M+K-
C4H;g]), Ber.: 693.6; 677.2 ([M+Na-C4Hg]"), Ber.: 677.6.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): &(ppm): 7.75 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.71 Hz); 7.61 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 6.99 Hz); 7.39-7.24 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc); 7.40-7.27 (m, 2H, H2-, H7-
Fmoc); 5.63 (d, 1H, NH Urethan, J = 9.18 Hz); 5.45 (d, 1H, H4-Gal, J = 2.19 Hz); 5.32 (dd,
1H, H3-Gal, J = 11.20 Hz, J = 3.40 Hz); 5.09 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.30 Hz); 4.44-4.26 (m, 6H,
H5-, H6a-, H6b-Gal, H9-Fmoc, a-CH Thr, 3-CH Thr); 4.08 (m, 2H, CH,-Fmoc); 3.61 (dd,
1H, H2-Gal, J = 11.02 Hz, J = 3.69 Hz); 2.16 (s, 3H, CH3 OAc); 2.06 (s, 3H, CH; OAc); 2.03
(s, 3H, CH;3; OAc); 1.49 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.33 (d, 3H, y-CH3 Thr, J = 6.66 Hz).
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75.5 MHz-"*C-NMR (CDCl3; BB, DEPT): &(ppm): 170.31, 169.95, 169.81, 169.17 (4C, 3x
C=0 OAc, 1x C=0 tBu-Ester); 156.80 (1C, C=0 Urethan); 143.86 (2C, C8a-, C9a-Fmoc);
141.25 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.67 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.08 (2C, C2-, C7-Fmoc);
125.26 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.94, 119.91 (2C, C4-, C5-Fmoc); 99.23 (1C, C1-Gal); 82.87
(1C, Cgquart-tBu-Ester); 76.39 (1C, B-CH Thr (im Losemittelsignal)); 68.01, 67.49, 67.04 (4C,
C3-, C4-, C5-Gal, CH,-Fmoc); 61.89 (1C, C6-Gal); 59.23 (1C, a-CH Thr); 57.67 (1C, C2-
Gal); 47.11 (1C, C9-Fmoc); 27.97 (3C, 3x CHj3 tBu-Ester); 20.64 (3C, 3x CH3 OAc); 18.94
(1C, y-CHs; Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a.-D-
galacto-pyranosyl)-L-serin-tert-butylester (29)
(Fmoc-Ser(a-GalAcs;N3)-OtBu)

Die Glycosylierungsreaktion wurde analog der Vorschrift zur Synthese von N-(9H-Fluoren-9-
yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-
threonin-tert-butylester 18 durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: Fmoc-Ser-OtBu 17: 10.35 g (27.00 mmol); Silbercarbonat: 8.18 g
(29.67 mmol); Silberperchlorat: 0.91 g (4.36 mmol); 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o.-
D-galactosylbromid 10: 9.63 g (24.43 mmol).

Ausbeute: o-Anomer 6.84 g (40 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = +121.5° (¢ =
1.00, CHCls), [al]p**(Lit.)**!= +124.0° (c = 1.00, CHCls); R = 0.24 (Cyclohexan/Ethylacetat
3:1), R¢=0.69 (Toluol/Ethylacetat 4:2).

C34H4oN4O12 MW: 696.70 EM: 696.2643.

ESI-MS (m/z) = 735.5 ((IM+K]"), Ber.: 735.7; 719.6 ([M+Na]"), Ber.: 719.7; 663.4 ([M+Na-
C4Hg]"), Ber.: 663.6.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.71 Hz); 7.61 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 6.96 Hz); 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.29 (t, 2H, H2-, H7-
Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.85 (d, 1H, NH Urethan, J = 8.10 Hz); 5.42 (d, 1H, H4-Gal, J = 2.58
Hz); 5.28 (dd, 1H, H3-Gal, J = 3.3 Hz, J = 11.40 Hz); 4.93 (d, 1H, HI-Gal, J = 3.66 Hz);
4.43-3.93 (m, 9H, CH,-Fmoc, H9-Fmoc, B-CH; Ser, a-CH Ser, H5-, H6-Gal); 3.64 (dd, 1H,
H2-Gal, ] =3.69,J =11.35 Hz); 2.13 (s, 3H, CH3 Ac); 2.04 (s, 3H, CH; Ac); 1.96 (s, 3H, CH;3;
Ac); 1.49 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester).
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75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): &(ppm): 170.37, 169.92, 169.68, 168.46 (4C, 3x
C=0 OAc, 1x C=0 tBu-Ester); 155.84 (1C, C=0 Urethan); 143.84, 143.80 (2C, C8a-, C9a-
Fmoc); 141.27 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.70 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.07 (2C, C2-, C7-
Fmoc); 125.14 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.95 (2C, C4-, C5-Fmoc); 99.21 (1C, C1-Gal); 83.10
(1C, Cgquar-tBu-Ester); 70.00 (1C, B-CH, Ser); 68.01, 67.49, 67.24, 67.18 (4C, CH,-Fmoc,
C3-, C4-, C5-Gal); 61.68 (1C, C6-Gal); 57.50, 54.92 (2C, a-CH Ser, C2-Gal); 47.08 (1C, C9-
Fmoc); 27.94 (3C, 3x CHj; tBu-Ester); 20.60 (3C, 3x CHj3 Ac).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a.-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylestert?® (20)
(Fmoc-Thr(a-GalAc;NAc)-OtBu)

Zu einer Losung von 3.00 g (4.22 mmol) Fmoc-Thr(a-GalAc;N3)-OtBu 18 in 175 mL einer
Mischung aus THF, Acetanhydrid und Essigsdure (3:2:1) werden 5.00 g (76.49 mmol) Zink-
Staub gegeben, der durch Aufschldmmen in 80 mL einer verd. CuSOy4-Lsg. (2.48 g (9.96
mmol) Kupfersulfat-Pentahydrat in 80 mL Wasser) aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit
Diethylether getrocknet wird. Man rithrt 60 min bei Raumtemp. Anschliefend wird die
Reaktionsmischung durch Zugabe von 300 mL THF verdiinnt und iiber ,,Hyflo-Supercel ™
filtriert. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 80 mL Toluol
kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 350 mL Dichlormethan geldst und dreimal mit je 80 mL
ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 100 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen
der organischen Phase liber MgSO4 wird das Losemittel i. Vak. entfernt. Man reinigt das
Rohprodukt an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im
Laufmittelgemisch Ethylacetat/Cyclohexan (3:2).

Ausbeute: 2.64 g (86 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = +65.1° (¢ = 1.00, CHCL),
[a]p”*(Lit.)!"** = +63.4° (c = 1.00, CHCL;); R¢ = 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2); Ry= 0.32
(Toluol/Ethylacetat 1:2).

C37HyN2013 MW: 726.77 EM: 726.3000.
ESI-MS (m/z) = 693.3 ([M+Na-C4Hg]"), Ber.: 693.7; 749.6 ((M+Na]"), Ber.: 749.7.
Ber.: C61.15 H 6.38 N 3.85

Gef.: C61.07 H 6.34 N 3.90
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300 MHz-'H-NMR (CDCls): &(ppm): 7.76 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.62 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 6.99 Hz); 7.39-7.31 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc); 5.92 (d, 1H, NH
GalNHAc, J = 9.93 Hz); 5.44 (d, 1H, NH Urethan, J = 9.18 Hz); 5.37 (s, 1H, H4-Gal); 5.09
(dd, 1H, H3-Gal, J=2.94 Hz, J = 11.40 Hz); 4.87 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.30 Hz); 4.62 (m, 1H,
H2-Gal); 4.45 (m, 2H, CH,-Fmoc); 4.43-4.05 (m, 6H, H9-Fmoc, H6a-, H6b-, H5-Gal, 3-CH
Thr, a-CH Thr); 2.15 (s, 3H, CH; NHAc); 2.02 (s, 3H, CH3 OAc); 1.99 (s, 6H, 2x CH3; OAc);
1.44 (s, 9H, 3x CH;tBu-Ester); 1.31 (d, 3H, y-CH3 Thr, J = 6.24 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): &(ppm): 170.85 (1C, C=0 Amid); 170.32, 170.28,
170.26, 169.95 (4C, 3x C=0 OAc, 1x C=0 tBu-Ester); 156.40 (1C, C=0 Urethan); 143.71
(2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.31 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.76 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.10
(2C, C2-, C7-Fmoc); 125.11, 125.05 (2C, Cl1-, C8-Fmoc); 120.03, 120.00 (2C, C4-, C5-
Fmoc); 99.95 (1C, Cl-Gal); 83.26 (1C, Cgquar-tBu-Ester); 77.06 (1C, B-CH Thr (im
Losemittelsignal)); 68.75, 67.37 (4C, CH,-Fmoc, C3-, C4-, C5-Gal); 62.11 (1C, C6-Gal);
58.89 (1C, a-CH Thr); 47.29, 47.17 (2C, C9-Fmoc, C2-Gal); 28.10 (3C, 3x CHj; tBu-Ester);
23.28 (1C, CH3; NHACc); 20.76, 20.66 (3C, 3x CH3 OAc); 18.50 (1C, y-CHj3 Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a.-D-
galactopyranosyl)-L-serin-tert-butylester (21)
(Fmoc-Ser(a-GalAc;NAc)-OtBu)

Die Reaktion wurde analog der Vorschrift zur Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonin-tert-butylester 20 durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: Fmoc-Ser(a-GalAc;N3)-OtBu 19: 4.00 g (5.74 mmol); Zink-Staub: 4.10
g (62.72 mmol); 170 mL THF/HOAc/Ac,0 (3:1:2).

Ausbeute: 3.15 g (78 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = +61.2° (¢ = 1.00, CHCI3),
[a]p”’(Lit.) ! = +59.5° (¢ = 1.00, CHCl;); R¢= 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3); ); Ry =
0.27 (Toluol/Ethylacetat 4:2).

Ci6HaaN2O13 MW: 712.74 EM: 712.2843.

FD-MS (m/z) = 713.6 ((M+H]"), Ber.: 713.7.
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300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.59 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.38 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.28 (t, 2H, H2-, H7-
Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.71 (d, 1H, NH GalNHAc, J = 7.74 Hz); 5.65 (d, 1H, NH Urethan, J =
9.18 Hz); 5.35 (d, 1H, H4-Gal, J = 2.94 Hz); 5.10 (dd, 1H, H3-Gal, J = 2.94 Hz, J = 11.40
Hz); 4.82 (d, 1H, HI-Gal, J = 3.66 Hz); 4.56 (m, 1H, H2-Gal); 4.41 (m, 3H, o-CH Ser, CH,-
Fmoc); 4.23 (m, 9H, H9-Fmoc); 4.13-4.00 (m, 5H, B-CH, Ser, H5-, H6a-, H6b-Gal); 2.14 (s,
3H, CH; NHACc); 1.97 (s, 6H, 2x CH; OAc); 1.84 (s, 3H, CH; OAc); 1.47 (s, 9H, 3x CH; tBu-
Ester).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): §(ppm): 170.13, 169.96, 168.88, 168.51 (4C, 3x
C=0 OAc, 1x C=0 tBu-Ester); 155.76 (1C, C=0 Urethan); 143.74 (2C, C8a-, C9a-Fmoc);
141.28 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.77, 127.73 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.10 (2C, C2-, C7-
Fmoc); 125.12, 125.10 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.01, 119.95 (2C, C4-, C5-Fmoc); 98.84 (1C,
C1-Gal); 83.09 (1C, Cquart-tBu-Ester); 69.41 (1C, B-CH, Ser); 68.24, 67.31 (3C, C3-, C4-,
C5-Gal); 67.24 (1C, CHz-Fmoc); 61.89 (1C, C6-Gal); 54.82 (1C, a-CH Ser); 47.56 (1C, C2-
Gal); 47.08 (1C, C9-Fmoc); 27.94 (3C, 3x CH; tBu-Ester); 23.31 (1C, 1x CH3; NHACc); 20.75,
20.64, 20.61 (3C, 3x CH; OAc).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a.-D-
galactopyranosyl)-L-serin  (22)
(Fmoc-Ser(a-GalAc;NAc)-OH)

Es werden 2.50 g (3.51 mmol) Fmoc-Ser(a-GalAc;NAc)-OtBu 21 in einer Mischung aus 95
mL Trifluoressigsdure und 5 mL Wasser gelost. Man riihrt 3 h unter Argon bei Raumtemp.
Die fliichtigen Bestandteile werden i. Vak. entfernt und der Riickstand wird zweimal mit je
150 mL Toluol kodestilliert. Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOAc (50:0.5:0.5).

Ausbeute: 2.07 g (90 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p> = +88.9° (¢ = 1.00, CHCLy),
[a]p 2 (Lit.[**Y) = +90.7° (¢ = 1.00, CHCl3); R¢= 0.17 (CH,Cl/EtOH/HOAc 50:2:0.5).
C3H3eN2013 MW: 656.63 EM: 656.2217.

ESI-MS (m/z) = 657.5 ((M+H]"), Ber.: 657.2; 679.4 ((M+Na]"), Ber.: 679.2; 695.3 (IM+K]"),
Ber.: 695.2.
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300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.57 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.49 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 6.24 Hz); 7.37 (d, 1H, NH GalNHAc, J = 7.38 Hz); 7.34-7.20 (m, 4H, H2-
, H3-, H6-, H7-Fmoc); 6.14 (sp, 1H, NH Urethan); 5.42 (sp, 1H, H4-Gal); 5.14 (d, 1H, H3-
Gal, J] = 9.57 Hz); 4.93 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.33 Hz); 4.52-4.29 (m, 4H, CH,-Fmoc, a-CH
Ser, H2-Gal); 4.21-3.89 (m, 6H, B-CH, Ser, H6a-, H6b-, H-5-Gal, H9-Fmoc); 2.13 (s, 3H,
CHj Ac); 2.04 (s, 3H, CH3; NHACc); 1.96 (s, 9H, 3x CH3 Ac).

75.5 MHz-**C-NMR (CDCls; BB, DEPT): &(ppm): 173.15, 171.56, 171.06, 170.68, 170.28
(5C, 3x C=0 OAc, 1x C=0 NHAc, 1x -COOH); 155.99 (1C, C=0O Urethan); 143.66 (2C,
C8a-, C9a-Fmoc); 141.27 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.80 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.10, 126.37
(2C, C2-, C7-Fmoc); 125.02 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.04, 119.80 (2C, C4-, C5-Fmoc); 98.76
(1C, C1-Gal); 69.65 (1C, B-CH; Ser); 68.09, 67.12 (3C, C3-, C4-, C5-Gal); 67.19 (1C, CH»-
Fmoc); 61.93 (1C, C6-Gal); 54.63 (1C, a-CH Ser); 47.99 (1C, C2-Gal); 47.08 (1C, C9-
Fmoc); 22.37 (1C, CH3z NHAc); 20.67, 20.63 (3C, 3x CH3 OAc).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-
L-threonin-tert-butylester**! (23)
(Fmoc-Thr(a-GalNAc)-OtBu)

Man I6st 2.20 g (3.03 mmol) Fmoc-Thr(a-GalAcsNAc)-OtBu 20 in 150 mL absol. Methanol.
Die Losung wird unter stindiger Kontrolle des pH-Wertes tropfenweise mit einer frisch
hergestellten 1%-igen methanolischen Natriummethanolat-Losung versetzt, bis ein pH-Wert
von pH = 8.5 erreicht ist (Auftropfen der Reaktionslosung auf ein mit dest. Wasser
angefeuchtetes pH-Papier (Merck pH-Skala 7-14)). Es wird 10 h geriihrt, wobei der pH-Wert
anfinglich in Abstdnden von 20 min kontrolliert und gegebenenfalls nachreguliert wird. In
gleichen Abstdnden erfolgt die DC-Kontrolle. Man neutralisiert mit wenigen Tropfen
Eisessig, entfernt das Losemittel i. Vak. und kodestilliert zweimal mit je 60 mL Toluol. Man
16st die Verbindung in 60 mL Acetonitril und gibt 256 mg (0.76 mmol) Fmoc-OSu und 98 mg
(36 mmol) DIPEA und riihrt 6 h bei Raumtemp. Nach dem Entfernen des Losemittels i. Vak.
reinigt man die Verbindung sdulenchromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen:
Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOH (50:4).
Ausbeute: 1.82 g (83 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p™ = +43.3° (¢ = 1.00, CHCI3),
[a]p”*(Lit.)!"*? = +40.2° (¢ = 1.00, CHCl3); R¢=0.12 (CH,CL/EtOH 50:4).
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C31H40N2019 MW: 600.66 EM: 600.2683.

ESI-MS (m/z) = 567.5 ([M+Na-C4Hg]"), Ber.: 567.2; 623.5 ([M+Na]"), Ber.: 623.3; 1223.9
([2M+Na]"), Ber.: 1223.5.

300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.73 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.58 (d, 2H,
H1-, H8-Fmoc, J = 6.96 Hz); 7.37 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.26 (t, 2H, H2-, H7-
Fmoc, J = 7.35 Hz); 6.84 (d, 1H, NH GalNHAc, J = 7.74 Hz); 5.77 (sp, 1H, NH Urethan);
4.85 (d, 1H, H1-Gal, J =2.94 Hz); 4.40 (m, 2H, CH,-Fmoc); 4.31-4.22 (m, 3H, H2-Gal, B-CH
Thr, H9-Fmoc); 4.12 (m, 1H, a-CH Thr); 4.04 (sp, 1H, H4-Gal); 3.95-3.70 (m, 4H, H3-, H5-,
Hé6a-, H6b-Gal); 2.09 (s, 3H, CH3s NHACc); 1.42 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.27 (d, 3H, y-CHj3
Thr, J = 5.88 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): §(ppm): 173.66, 170.91 (2C, 1x C=0 NHAc, Ix
C=0 tBu-Ester); 156.50 (1C, C=0 Urethan); 143.74, 143.68 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.30
(2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.76 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.07 (2C, C2-, C7-Fmoc); 124.99 (2C,
Cl-, C8-Fmoc); 119.98 (2C, C4-, C5-Fmoc); 99.60 (1C, C1-Gal); 82.25 (1C, Cguar-tBu-
Ester); 76.43 (1C, B-CH Thr (im Ldsemittelsignal)); 70.74, 70.08, 69.51 (3C, C3-, C4-, C5-
Gal); 67.21 (1C, CHy-Fmoc); 62.49 (1C, C6-Gal); 59.00 (1C, a-CH Thr); 50.76 (1C, C2-
Gal); 47.17 (1C, C9-Fmoc); 28.06 (3C, 3x CH; tBu-Ester); 22.96 (1C, CH3 NHAc); 18.89
(1C, y-CH3; Thr).
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5.3 Versuche zu Kapitel 3.1.2

5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a,B-D-galactonon-2-
ulopyranosonat”! (31)
(a,B-NeuAcsNAcCOOH)

Man suspendiert 15.0 g (48.5 mmol) N-Acetylneuraminsdure 30 in 225 mL Pyridin und
versetzt unter Eiskithlung mit 113 mL Acetanhydrid. Die Suspension wird 20 h unter Argon
bei Raumtemp. geriihrt. Man entfernt die Acetanhydrid-Pyridin-Mischung i. Hochvak.,
kodestilliert zweimal mit 200 mL Toluol und nimmt den verbleibenden Riickstand in 600 mL
Dichlormethan auf. Man wischt die organische Phase einmal mit 200 mL 1 M KHSOy-Lsg.,
trocknet iiber MgSO,4 und entfernt das Losemittel 1. Vakuum.

Ausbeute: 25.0 g (quant.); farbloser, amorpher Feststoff; R¢= 0.38 (CH,Cl,/EtOAc 5:1).
C21H»NO1s MW: 519.45 EM: 519.1588.

Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a.,-D-galactonon-2-
ulopyranosonat!®”! (32)
(a,B-AcsNeuNAcCOOBnN)

Man 16st 25.00 g (48.5 mmol) a,-AcsNeuNAcCOOH 31 in 200 mL Ethanol und versetzt die
Losung unter starkem Riihren portionsweise mit einer Losung von 7.66 g (23.5 mmol)
Césiumcarbonat geldst in 10 mL Wasser. Nach Abklingen der Gasentwicklung riithrt man die
Reaktionsmischung 15 min bei Raumtemp. und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Dann
kodestilliert man dreimal mit je 200 mL Toluol. Das verbleibende Ol nimmt man in 150 mL
DMF auf und tropft 14.9 g (87.3 mmol) Benzylbromid langsam bei Raumtemp. zu. Man riihrt
90 min bei Raumtemp. und entfernt dann das Losemittel i. Hochvak. und kodestilliert dreimal
mit je 200 mL Toluol. Man nimmt den Riickstand in 600 mL Ethylacetat auf und wéscht die
organische Phase zweimal mit je 200 mL dest. Wasser und einmal mit 150 mL ges. NaCl-Lsg.
Man trocknet iiber MgSO, und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der Riickstand wird
chromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5

cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOAc (50:0.2) — (50:1.5) gereinigt.
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Ausbeute: 22.0 g (74 %); farbloser, amorpher Feststoff; Re=0.14 (CH,CL/EtOAc 50:1).
C28H35N014 MW: 609.58 EM: 609.2058.

O-Ethyl-S-(benzyl-[5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-
galacto-non-2-ulopyranosyl)onat]dithiocarbonat™4" 14! (24)
(a-AcsNeuNAcCOOBn-Xan)

o,B-NeuAcsNAcCOOBn 32 (11.0 g, 18 mmol) wird in 50 mL auf 0 °C gekiihltem
Acetylchlorid gelost. Zu dieser Losung gibt man 10 Tropfen konz. HCI-Lsg. und riihrt die
Reaktionsmischung 3 d bei Raumtemp. unter Argon. Man entfernt das Acetylchlorid i. Vak.
und koevaporiert dreimal mit je 100 mL Toluol. Das zuriickbleibende Ol wird ohne weitere
Charakterisierung direkt in 290 mL absol. Ethanol gelost und mit 4.9 g (30.6 mmol)
Kaliumxanthogenat versetzt. Man riihrt 36 h unter Lichtausschluss und unter einer
Argonatmosphdre bei Raumtemp. Die Reaktionsmischung wird mit 600 mL Dichlormethan
verdiinnt und dreimal mit je 100 mL ges. NaHCOs-Lsg. gewaschen. Man trocknet iiber
MgSO4 und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch
an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lénge = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5 cm) im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:1) — (50:4) gereinigt.

Ausbeute: 9.23 g (76 % iiber 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.41
(CH,Cl,/MeOH 50:4).

CH37NO13S, MW: 671.73 EM: 671.1706.

ESI-MS (m/z) = 572.5 ([M-CS,0Et+Na]"), Ber.: 572.2; 694.3 ([M+Na]"), Ber.: 694.2.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.39-7.26 (m, 5H, 5x CHyrom, Bn-Ester); 5.39-5.22 (3H,
H7-, H8-Sial, NH Amid); 5.20 (s, 2H, CH,-Bn-Ester); 4.81 (dd, 1H, H4-Sial, ] = 11.40 Hz, J
=4.77 Hz); 4.54 (dd, 1H, H6-Sial, J = 10.65 Hz, J = 1.84 Hz); 4.35 (m, 2H, -CH,CH3); 4.29
(m, 1H, -CHaHg9-Sial); 4.19 (m, 1H, -CHAHg9-Sial); 4.05 (1H, HS5-Sial); 2.64 (dd, 1H,
H3;q-Sial, J = 12.76 Hz, J = 4.80 Hz); 2.13-1.81 (m, 16H, 4x CH3; OAc, CH3; NHAc, H3-
Sial); 1.26 (t, 3H, -CH,CHs, J = 6.97 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): &(ppm): 207.02 (1C, C=S); 170.70, 170.48, 170.16,
170.08, 170.02 (5C, 4x C=0 OAc, C=0 NHAc); 167.82 (1C, C1-Sial); 134.86 (1C, Cipso-Bn-
Ester); 128.75, 128.58, 127.97 (5C, 5x CHaom. Bn-Ester); 86.51 (1C, C2-Sial); 75.23, 70.51,
68.76, 67.82 (4C, C4-, C6-, C7-, C8-Sial); 70.61, 67.95 (2C, CH,-Bn, -CH,CH3);
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62.02 (1C, C9-Sial); 49.16 (1C, C5-Sial); 37.09 (1C, C3-Sial); 23.13 (1C, CH; NHAc); 21.03,
20.76, 20.73, 20.66 (4C, 4x CH; OAc); 13.00 (1C, -CH,CHs).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester*?? 142! (34)

(Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBN-(2-6)-a-GalNAc)-OtBu)

Herstellung der Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in 1,2-Dichlorethan):

Man 16st 709 pL (753 mg, 7.99 mmol) Dimethyldisulfid in 10 mL absol. 1,2-Dichlorethan.
Die Losung versetzt man unter Lichtausschluss und unter einer Argonatmosphére mit 410 pL
(1.276 g, 7.99 mmol) Brom. Die Losung wird 16 h unter Lichtausschluss und unter Argon bei
Raumtemp. gertihrt.

Sialylierungsreaktion:

Eine Losung von 724 mg (1.205 mmol) Fmoc-Thr(a-GalNAc)-OtBu 23 und 2.06 g (3.07
mmol) a-AcsNeuNAcCOOBnXan 24 in einem Gemisch aus 36 mL absol. Acetonitril und 18
mL absol. Dichlormethan wird zusammen mit 4 g aktiviertem Molekularsieb (4 A) unter
Argon 45 min geriihrt. AnschlieBend werden 786 mg (3.07 mmol) trockenes Silbertriflat
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird auf -65 °C abgekiihlt. Uber einen Zeitraum von 45
min werden mittels einer Spritzenpumpe 1.93 mL (3.07 mmol) einer auf 0 °C gekiihlten 1.6
M Losung von Methylsulfenylbromid in absol. 1,2-Dichlorethan zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird 7 h bei -65 °C geriihrt und anschlieBend mit 429 pL (311 mg, 2.4
mmol) N,N’-Diisopropylethylamin neutralisiert. Man riihrt weitere 15 min bei dieser
Temperatur und ldsst dann langsam auf 10 °C kommen. Es wird mit 200 mL Dichlormethan
verdiinnt und man filtriert {iber ,,Hyﬂo-Superce1®“. Abschlieend entfernt man das Losemittel
i. Vak. und das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Linge = 26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch
EtOAc/EtOH (20:1) gereinigt.

Ausbeute: 693 mg (50 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® =+10.27° (¢ = 1.00, CHCl3),
[a]p”*(Lit.) "= +6.27° (c = 1.00, CHCLs); R¢=0.21 (EtOAC/EtOH 20:1).

Cs7H71N302 MW: 1150.18 EM: 1149.4529.

ESI-MS (m/z) = 1116.4 ((M+Na-C4Hg]"), Ber.: 1116.2; 1172.6 ((M+Na]"), Ber.: 1172.2.
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400 MHz-'H-NMR (MeOH-d,; *H-'H-COSY): 8(ppm): 7.86-7.82 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc);
7.75-7.63 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.50-7.30 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, 5x CHarom-
Bn-Ester); 4.47-5.34 (m, 2H, H7-, H8-Sial); 5.30 (m, 2H, CH,-Bn-Ester); 4.91 (m, 1H, H4-
Sial (im Wassersignal)); 4.79 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.88 Hz); 4.63 (dd, 1H, CHaHg-Fmoc, J =
6.28 Hz, ] = 10.96 Hz); 4.53 (dd, 1H, CHaHg-Fmoc, J = 6.28 Hz, J = 10.96 Hz); 4.38-4.20
(m, 5H, B-CH Thr, H2-Gal, H6-, H9a-Sial, H9-Fmoc); 4.18-4.10 (m, 2H, H9b-Sial, a-CH
Thr); 4.02 (m, 1H, H5-Sial); 3.94 (dd, 1H, H6a-Gal, J = 7.04 Hz, J = 10.20 Hz); 3.80 (m, 1H,
H5-Gal); 3.66 (sp, 1H, H4-Gal); 3.58 (dd, 1H, H3-Gal, J =2.72 Hz, ] = 10.96 Hz); 3.51 (dd,
1H, H6b-Gal, J = 4.68 Hz, J = 10.16 Hz); 2.73 (dd, 1H, H3;y-Sial, J = 4.68 Hz, ] = 12.50 Hz);
2.18,2.12, 2.04, 2.03, 2.01 (s, 15H, 4x CH3 OAc, 1x CH3s NHACc); 1.88 (m, 4H, H3, -Sial, 1x
CH; NHACc); 1.48 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.20 (d, 3H, y-CHj; Thr, J = 6.24 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (MeOH-d,; BB, HMQC, HMBC): 8(ppm): 173.73, 173.53, 172.41,
171.95, 171.74, 171.50, 171.09, 168.86 (8C, 4x C=0 OAc, 2x C=0 NHAc, 1x C=0 Bn-Ester,
Ix C=0 tBu-Ester); 159.17 (1C, C=0 Urethan); 145.40, 145.15 (2C, C8a-, C9a-Fmoc);
142.71 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 136.69 (1C, Cquar-Bn-Ester); 132.41, 129.81, 129.72, 128.85,
128.23 (9C, C3-, C6-, C2-, C7-Fmoc, 5x CHyom-Bn-Ester); 126.15, 126.06 (2C, C1-, C8-
Fmoc); 121.03 (2C, C4-, C5-Fmoc); 100.76 (1C, C1-Gal); 100.08 (1C, C2-Sial); 83.45 (1C,
Cguar.-tBu-Ester); 76.68 (1C, B-CH Thr); 73.48 (1C, C6-Sial); 71.31 (1C, C3-Gal); 70.74,
70.36 (2C, C7-Sial, C5-Gal); 70.16 (1C, C4-Sial); 69.93 (1C, C4-Gal); 68.87, 68.76, 67.60
(3C, CHz-Fmoc, CH,-Bn-Ester, C8-Sial); 65.50 (1C, C6-Gal); 63.44 (1C, C9-Sial); 60.86
(1C, a-CH Thr); 50.85 (1C, C2-Gal); 50.11 (1C, C5-Sial); 48.50 (1C, C9-Fmoc (im
Losemittelsignal)); 38.75 (1C, C3-Sial); 28.41 (3C, 3x CHj3 tBu-Ester); 23.25, 22.71 (2C, 2x
CH; NHACc); 21.30, 20.89, 20.72, 19.81 (4C, 4x CH; OAc); 18.73 (1C, y-CHj3 Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (35)
(Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBnN-(2-6)-a-GalAc,NAc)-OtBu)

In 40 mL Pyridin werden 800 mg (0.696 mmol) Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a.-
GalNAc)-OtBu 34 gelost und bei 0 °C mit 20 mL Acetanhydrid versetzt. Die

Reaktionsmischung wird 16 h bei Raumtemp. unter Argon gertihrt.
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Man entfernt die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert zweimal mit je 70 mL
Toluol. Der gelbe Riickstand wird an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 26.0 cm,
Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch Dichlormethan/Ethanol (50:0.8) — (50:2)
gereinigt.

Ausbeute: 803 mg (93 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = +26.3° (¢ = 1.00, CHCL),
[a]p”*(Lit.)!"**= +28.8° (¢ = 1.00, CHCls); R¢= 0.23 (CH,Cl/EtOH 50:2).

Ce1H75N3024 MW: 1234.25 EM: 1233.4741

ESI-MS (m/z) = 1234.48([M+H]"), Ber.: 1234.47; 1265.45 ((M+Na]"), Ber.: 1265.47.

400 MHz-"H-NMR (MeOH-dy): 8(ppm): 7.86-7.83 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc); 7.75-7.71 (m, 2H,
H1-, H8-Fmoc); 7.48-7.31 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, 5x CH,om-Bn-Ester); 5.48 (d,
1H, H1-Gal, J = 4.32 Hz); 5.43-5.36 (m, 3H, H7-, H8-Sial, -CHaHg-Bn-Ester); 5.24-5.21 (m,
2H, H4-Gal, -CHAHg-Bn-Ester); 4.98 (dd, 1H, H3-Gal, J = 3.12 Hz, J = 11.32 Hz); 4.87 (m,
1H, H4-Sial); 4.70 (dd, 1H, CHaHg-Fmoc, J = 6.04 Hz, J = 10.76 Hz); 4.52 (dd, 1H, CHAHg-
Fmoc, J = 5.86 Hz, ] = 10.94 Hz); 4.41 (dd, 1H, H2-Gal, J = 3.90 Hz, J = 11.34 Hz); 4.34-
4.23 (m, 4H, H6-, H9a-Sial, H9-Fmoc, B-CH Thr); 4.16-3.95 (m, 4H, H9b-Sial, a-CH Thr,
H5-Sial, H5-Gal); 3.85 (dd, 1H, H6a-Gal, J = 7.42 Hz, J = 10.18 Hz); 3.15 (dd, 1H, H6b-Gal,
J =4.30 Hz, J = 10.15 Hz); 2.69 (dd, 1H, H3;,-Sial, J = 4.50 Hz, J = 12.70 Hz); 2.15, 2.13,
2.04, 2.03, 1.99, 1.96 (s, 21H, 6x CH; OAc, 1x CH; NHACc); 1.89-1.85 (m, 4H, H3,-Sial, 1x
CH; NHACc); 1.47 (s, 9H, 3x CHj3 tBu-Ester); 1.20 (d, 3H, y-CH3 Thr, J = 6.64 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (MeOH-d,; BB): &(ppm): 173.53, 173.36, 172.30, 172.18, 171.92,
171.74, 171.59, 171.42, 170.98, 168.68 (10C, 6x C=0 OAc, 2x C=0 NHAc, 1x C=0O Bn-
Ester, 1x C=0 tBu-Ester); 159.11 (1C, C=0 Urethan); 145.41, 145.14 (2C, C8a-, C9a-Fmoc);
142.77 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 136.62 (1C, Cquar-Bn-Ester); 130.00, 129.88, 128.87, 128.27,
128.23 (9C, C3-, C6-, C2-, C7-Fmoc, 5x CHyom-Bn-Ester); 126.15, 125.97 (2C, C1-, C8-
Fmoc); 121.09, 121.01 (2C, C4-, C5-Fmoc); 100.57 (1C, C1-Gal); 99.91 (1C, C2-Sial); 83.57
(1C, Cquari-tBu-Ester); 77.32 (1C, B-CH Thr); 73.42 (1C, C6-Sial); 70.65 (1C, C3-Gal);
69.98, 69.36, 69.25, 69.08 (4C, C7-Sial, C5-Gal, C4-Sial, C4-Gal); 68.96, 68.61, 67.46 (3C,
CH,-Fmoc, CH;-Bn-Ester, C8-Sial); 65.14 (1C, C6-Gal); 63.59 (1C, C9-Sial); 60.76 (1C, a-
CH Thr); 5035 (1C, C2-Gal); 50.17 (1C, C5-Sial); 47.80 (1C, C9-Fmoc (im
Losemittelsignal)); 38.83 (1C, C3-Sial); 28.38 (3C, 3x CHj3 tBu-Ester); 23.02, 22.69 (2C, 2x
CH; NHACc); 21.25, 20.95, 20.70 (6C, 6x CH3 OAc); 19.70 (1C, y-CH; Thr).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin (36)
(Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBN-(2-6)-a-GalAc,NAc)-OH)

In einer Mischung aus 10 mL TFA, 10 mL Dichlormethan und 0.5 mL Anisol werden 400 mg
(0.324 mmol) Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc;NAc)-OtBu 35 4 h bei
Raumtemp. geriihrt. Man entfernt die Trifluoressigsdure i. Vak. und koevaporiert zweimal mit
je 40 mL Toluol. Man reinigt den verbleibenden Riickstand durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Lidnge = 26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im
Laufmittelgemisch CH,CL,/EtOH/HOAc (50:1:0.5) — (50:4:0.5).

Ausbeute: 364 mg (95 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = +33.5° (¢ = 1.00, MeOH),
[a]p”*(Lit.)!"*! = 4+29.1° (¢ = 1.00, MeOH); R¢= 0.10 (CH,CL/EtOH/HOAc 50:3:0.5), R,=
27.15 min (Saule A, Gradient: 40 % D nach 70 % D in 45 min).

Cs7He7N3024 MW: 1178.15 EM: 1177.4115.

ESI-MS (m/z) = 1200.6 ((M+Na]"), Ber.: 1200.4.

300 MHz-"H-NMR (MeOH-dy): 8(ppm): 7.86-7.83 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc); 7.75-7.71 (m, 2H,
H1-, H8-Fmoc); 7.46-7.32 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, 5x CHgom-Bn-Ester); 5.46-5.34
(m, 3H, H7-, H8-Sial, -CHaHp-Bn-Ester); 5.26-5.17 (m, 2H, H4-Gal, -CHAHg-Bn-Ester);
4.99 (dd, 1H, H3-Gal, J = 3.12 Hz, J = 11.63 Hz); 4.88 (m, 2H, H4-Sial, H1-Gal); 4.70 (dd,
1H, CHaHg-Fmoc, J = 6.06 Hz, J = 10.86 Hz); 4.52 (dd, 1H, CHsHg-Fmoc, J = 5.88 Hz, J =
10.65 Hz); 4.45-4.19 (m, 6H, H6-, H9a-Sial, H9-Fmoc, H2-Gal, 3-CH Thr, a-CH Thr); 4.11
(m, 1H, H9b-Sial); 4.05-3.97 (m, 2H, H5-Sial, H5-Gal); 3.85 (m, 1H, H6a-Gal); 3.16 (dd, 1H,
H6b-Gal, J = 4.23 Hz, J = 10.11 Hz); 2.68 (dd, 1H, H3;,-Sial, J = 4.23 Hz, J = 12.64 Hz);
2.14, 2.13, 2.03, 1.99, 1.96 (s, 21H, 6x CH3 OAc, 1x CH; NHAc); 1.90-1.83 (m, 4H, H3-
Sial, 1x CH; NHAc); 1.22 (d, 3H, y-CH3 Thr, J = 6.24 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): &(ppm): 172.93, 170.80, 170.62, 170.37, 170.32,
170.14, 169.68, 167.27 (10C, 6x C=0 OAc, 2x C=0 NHAc, 1x C=0 Bn-Ester, 1x -COOH);
156.63 (1C, C=0 Urethan); 143.80, 143.60 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.28 (2C, C4a-, C4b-
Fmoc); 134.69 (1C, Cquari-Bn-Ester); 129.02, 128.96, 128.82, 128.61, 128.21, 127.76, 127.14
(9C, C3-, C6-, C2-, C7-Fmoc, 5x CHyom-Bn-Ester); 125.27, 125.12 (2C, C1-, C8-Fmoc);
120.01, 119.97 (2C, C4-, C5-Fmoc); 99.60 (1C, C1-Gal); 98.60 (1C, C2-Sial); 77.21 (1C, B-
CH Thr); 72.57, 68.97, 68.87, 68.37, 68.21, 68.09, 67.89, 67.49, 67.15 (9C, C3-, C4-, C5-Gal,
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C4-, Co6-, C7-, C8-Sial, CH,-Fmoc (67.15), CH,-Bn-Ester (67.89)); 63.82 (1C, C6-Gal); 62.35
(1C, C9-Sial); 58.62 (1C, a-CH Thr); 49.20 (1C, C5-Sial); 47.24, 46.99 (2C, C9-Fmoc, C2-
Gal); 37.64 (1C, C3-Sial); 23.14, 22.92 (2C, 2x CHs; NHAc); 21.44, 21.00, 20.79, 20.74,
20.70, 20.64 (6C, 6x CH; OAc); 18.22 (1C, y-CHj; Thr).

5.4 Versuche zu Kapitel 3.1.3

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-azido-2-desoxy-3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
B-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (38)
(Fmoc-Thr(B-AcsGal-(1-3)-a-GalN3)-OtBu)

In 25 mL 80%iger Essigsdure 16st man 768 mg (0.766 mmol) Fmoc-Thr(p-AcsGal-(1-3)-a-
4,6—an—GalN3)—OtBu[154] 37 und erwidrmt die Reaktionsmischung 90 min auf 75 °C.
Anschlieffend entfernt man die Essigséure i. Hochvak. und kodestilliert zweimal mit 60 mL
Toluol. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen:
Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,CIl,/MeOH (50:0.5) —
(50:1) gereinigt.

Ausbeute: 622 mg (89 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p™® = +52.08° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.09 (CH,Cl,/MeOH 50:1).

C43Hs4N4O13 MW: 91491 EM: 914.3433.

ESI-MS (m/z) = 881.4 ((M+Na-tBu]"), Ber.: 881.3; 937.6 ((M+Na]"), Ber.: 937.3.

HR-MS (m/z) = 937.3347 ([M+Na]"), Ber.: 937.3331.

400 MHz-"H-NMR (CDCl3; *H-'H-COSY): 8(ppm): 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.60 Hz);
7.63 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.24 Hz); 7.41 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.20 Hz); 7.32 (t,
2H, H2-, H7-Fmoc, J = 7.44 Hz); 5.70 (d, 1H, NH Urethan, J = 9.56 Hz); 5.42 (dd, 1H, H4-
Gal, ] =3.40 Hz, J = 0.90 Hz); 5.31 (dd, 1H, H2-Gal, J = 10.36 Hz, ] = 7.90 Hz); 4.88 (d, 1H,
H1-GalNAc, J = 3.72 Hz); 5.04 (dd, 1H, H3-Gal, J = 10.52, Hz, J = 3.50 Hz); 4.76 (d, 1H,
H1-Gal, J = 7.80 Hz); 4.50-4.44 (m, 2H, CHaHg-Fmoc, B-CH Thr); 4.35-4.09 (m, 6H,
CHaHg-Fmoc (4.33), H9-Fmoc (4.26), H4-GalNAc (4.22), o-CH Thr (4.30), H6a-GalNAc
(4.19), H6b-GalNACc (4.12)); 4.04 (dd, 1H, H3-GalNAc, J = 10.66 Hz, J = 3.00 Hz); 3.99-3.92
(m, 3H, H5-GalNAc, H5-, H6a-Gal); 3.83 (m, 1H, H6b-Gal); 3.58 (dd, 1H, H2-GalNAc,
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J=10.56 Hz, J = 3.72 Hz); 2.18, 2.11, 2.06, 2.01 (s, 12H, 4x CH; OAc); 1.51 (s, 9H, 3x CH3
tBu-Ester); 1.34 (d, 3H, y-CH; Thr, J = 6.24 Hz).

100.6 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, HSQC): &(ppm): 170.44, 170.11, 170.07, 169.58, 169.21
(5C, 4x C=0 OAc, C=0 tBu-Ester); 156.78 (1C, C=0 Urethan); 143.92, 143.75 (2C, C8a-,
C9a-Fmoc); 141.30 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.76 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.09, 127.03 (2C,
C2-, C7-Fmoc); 125.24, 124.20 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.03, 120.00 (2C, C4-, C5-Fmoc);
101.91 (1C, C1-Gal); 99.22 (1C, C1-GalN3); 82.98 (1C, Cquar-tBu-Ester); 77.82 (1C, C3-
GalN3); 75.85 (1C, B-CH Thr); 71.37 (1C, C5-GalN3); 70.66 (1C, C3-Gal); 69.62 (1C, C5-
Gal); 69.24 (1C, C4-GalNs); 68.34 (1C, C2-Gal); 67.31 (1C, CHz-Fmoc); 66.96 (1C, C4-Gal);
62.69 (1C, C6-Gal); 61.59 (1C, C6-GalN3); 59.03 (1C, a-CH Thr); 58.55 (1C, C2-GalN3);
47.17 (1C, C9-Fmoc); 28.01 (3C, 3x CHj tBu-Ester); 20.67, 20.65, 20.61, 20.55 (4C, 4x CH;3
OAc); 19.06 (1C, y-CH; Thr).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-
[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin (39)
(Fmoc-Thr(B-AcsGal-(1-3)-a-GalAc,NAc)-OH)

Es werden 602 mg (0.658 mmol) Fmoc-Thr(B-AcsGal-(1-3)-0-GalN3)-OtBu 38 mit 70 mL
einer Acetanhydrid/Pyridin-Mischung (1:2) versetzt und 14 h bei Raumtemp. unter Argon
geriihrt. Danach entfernt man die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert dreimal
mit je 70 mL Toluol. Den Riickstand nimmt man in 80 mL Dichlormethan auf und wascht
zweimal mit je 15 mL ges. NaHCOs-Lsg. und zweimal mit je 15 mL 1 M KHSO4-Lsg. Man
trocknet tiber MgSO,4 und entfernt das Dichlormethan i. Vakuum. Zu dem Riickstand gibt
man 40 mL einer THF/Acetanhydrid/Essigsdure-Mischung (3:2:1) und 1.25 g (19.12 mmol)
Zinkstaub, der durch Aufschlimmen in 20 mL einer verd. CuSOy-Lsg. (2.48 g, 9.96 mmol
CuSO45H>0 in 80 mL Wasser) aktiviert, mit Wasser gewaschen und mit Diethylether
getrocknet wird. Man riihrt 60 min bei Raumtemp. Anschliefend wird die Reaktionsmischung
durch Zugabe von 100 mL THF verdiinnt und iiber ,,Hyflo-Supercel® filtriert. Das
Losemittel wird 1. Hochvak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 80 mL Toluol
kodestilliert. Das Rohprodukt wird in 100 mL Dichlormethan geldst und dreimal mit je 45 mL
ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 45 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach dem Trockenen

der organischen Phase iiber MgSO,4 wird das Losemittel i. Vak. entfernt. Den verbleibenden
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Feststoff 16st man in 40 mL einer Mischung aus TFA, Wasser und TIS (38:1.5:0.5) und riihrt
bei Raumtemp. 1 h unter Argon. AnschlieBend entfernt man das TFA-Gemisch i. Vak. und
kodestilliert zweimal mit je 50 mL Toluol. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Liange = 20.0 cm, Durchmesser = 2.6 cm) im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOAc (50:0.5:0.5) — (50:1:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 416 mg (66 % iiber 3 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = +59.78° (c =
1.00, CH,CL), [a]p™(Lit.1**)) = +63.08° (¢ = 1.00, CH,CL); RgAcetylierung) = 0.57
(Cyclohexan/Ethylacetat 2:3), R{NHAc) = 0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:3), Ry = 0.28
(CH,Cl,/MeOH/HOACc 50:2:0.5).

C4sHsaN2021 MW: 958.91 EM: 958.3219.

ESI-MS (m/z) = 959.5 ((M+H]"), Ber.: 959.3; 981.6 ((M+Na]"), Ber.: 981.3.

Ber.: C 56.36 H 5.68 N 2.92

Gef.: C 56.18 H5.70 N 2.88

400 MHz-'H-NMR (CDCls; *H-'H-COSY): 8(ppm): 7.78 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.44 Hz);
7.63 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.04 Hz); 7.42 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.00 Hz); 7.32 (t,
2H, H2-, H7-Fmoc, J = 7.04 Hz); 6.07 (d, 1H, NH Amid, J = 9.00 Hz); 5.55 (d, IH, NH
Urethan, J = 7.80 Hz); 5.38 (d, 1H, H4-Gal oder H4-GalNAc, J = 2.64 Hz); 5.36 (d, 1H, H4-
Gal oder H4-GalNAc, J = 2.49 Hz); 5.08 (m, 1H, H2-Gal); 5.01 (d, 1H, HI-GalNAc, J = 3.32
Hz); 5.04 (dd, 1H, H3-Gal, J = 10.36, Hz, J = 3.20 Hz); 4.58 (d, 1H, H1-Gal, J = 7.60 Hz);
4.53-4.51 (m, 2H, CH,-Fmoc); 4.45-4.39 (m, 3H, H3-, H2-GalNAc, a-CH Thr); 4.23 (m, 1H,
H9-Fmoc); 4.19-4.08 (m, 3H, H6a-GalNAc, B-CH Thr, H6a-Gal); 4.04-3.98 (m, 2H, H6b-
Gal, H6b-GalNAc); 3.89-3.80 (m, 2H, H5-GalNAc, H5-Gal); 2.36 (s, 3H, CH; NHACc); 2.16,
2.13,2.07,2.03, 2.01, 2.00 (s, 18H, 6x CH3 OAc); 1.30 (d, 3H, y-CH; Thr, J = 6.04 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (CDCls; BB, HSQC): &(ppm): 173.19 (1C, -COOH); 170.61, 170.50,
170.33, 170.10, 169.99, 169.69 (7C, 6x C=0 OAc, C=0 NHAc); 156.63 (1C, C=0 Urethan);
143.78, 143.61 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.35 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.84 (2C, C3-, C6-
Fmoc); 127.20, 127.12 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.30, 124.94 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.21,
120.08 (2C, C4-, C5-Fmoc); 100.38 (1C, C1-Gal); 99.63 (1C, C1-GalNAc); 77.23 (1C, C3-
GalNAc (im Losemittelsignal)); 72.63, 70.87 (2C, C5-GalNAc, C5-Gal); 70.67 (1C, C3-Gal);
68.86, 68.63, 67.78 (3C, B-CH Thr, C4-GalNAc oder C4-Gal, C2-Gal); 66.95 (1C, CH»-
Fmoc); 66.76 (1C, C4-Gal oder C4-GalNAc); 62.86, 61.10 (2C, C6-Gal, C6-GalNAc); 58.48
(1C, a-CH Thr); 49.12 (1C, C2-GalNAc); 47.25 (1C, C9-Fmoc); 22.79 (1C, CH3; NHAc);
20.71, 20.67, 20.62, 20.57, 20.52, 20.11 (6C, 6x CH3 OAc); 18.29 (1C, y-CHj3 Thr).
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5.5 Versuche zu Kapitel 3.2.3

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition:

Methode a)

Man 16st in dem entsprechenden, entgasten Losemittel die Thiol-Komponente und die
Allylfunktion tragende Komponente sowie den Radikalstarter 4,4°-Azobis-(4-cyan-
valeriansdure) (ACVA, V-501) in einem Quarz-Reagenzglas (NS 14.5 Schliff, Durchmesser:
2 cm bzw. 1.4 cm, Linge: 19 cm bzw. 8 cm). Unter Argon bestrahlt man extern die
Reaktionslosung mittels einer Quecksilberniederdrucklampe (Wellenldnge: A = 254 nm,
Leistung: 77 W). Nach beendeter Reaktion entfernt man das Losemittel i. Vak. bzw.
lyophilisiert die Reaktionslosung.

Methode b)

Man lost in dem entsprechenden, entgasten Losemittel die Thiol-Komponente und die
Allylfunktion tragende Komponente sowie den Radikalstarter 2,2°-Azobis-[2-(2-imidazolin-
2-yl)propan]dihydrochlorid (VA-044) (Fa. Wako Chemicals GmbH) und erwédrmt die
Reaktionsmischung 24 h auf 46 °C unter Argon. Nach beendeter Reaktion entfernt man das

Losemittel i. Vak. bzw. lyophilisiert die Reaktionsldsung.

N-tert-Butyloxycarbonylglycin-allylamid (44)
(Boc-Gly-NHALII)

1.00 g (5.71 mmol) Boc-Gly-OH 43 und 427 pL (326 mg, 5.71 mmol) Allylamin werden in
70 mL absol. Dichlormethan gelost. Dann werden 1.73 g (5.71 mmol) I[IDQ geldst in 4 mL
absol. Dichlormethan zugegeben. Man riihrt die Reaktionsmischung 20 h unter Argon. Man
verdiinnt mit 50 mL Dichlormethan und wischt je einmal mit 40 mL 1 M KHSO4-Lsg., 50
mL ges. NaHCOs-Lsg. und 40 mL ges. NaCl-Lsg. Die wissrigen Phasen werden mit je 40 mL
Dichlormethan reextrahiert. Man entfernt das Ldsemittel i. Vak. und reinigt den Riickstand
chromatographisch an Kiesegel (Séulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6
cm) im Laufmittelgemisch Cyclohexan/ Ethylacetat (1:1).

Ausbeute: 868 mg (71 %); farbloses, viskoses Ol; R¢=0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1).
CioHi1sN2O3; MW: 214.26 EM: 214.1317.
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ESI-MS (m/z) = 137.1 ([M-Boc+Na]"), Ber.: 137.1; 159.1 ([M-Boc+2Na]"), Ber.: 159.1;
237.2 ([M+Na]"), Ber.: 237.2; 253.1 ([M+K]"), Ber.: 253.1; 278.3 ([M+Na+MeCN]"), Ber.:
278.4; (429.3 ([2M+H]"), Ber.: 429.3; 451.4 ([2M+Na]"), Ber.: 451.3.

HR-MS (m/z) = 237.1209 ([M+Na]"), Ber.: 237.1215.

Ber.: C 56.06 H 8.47 N 13.07

Gef.: C 56.20 H 8.59 N 13.11

300 MHz-"H-NMR (CDCls): d(ppm): 6.50 (sp, 1H, NH Amid); 5.77 (m, 1H, -CH,-CH=CH,);
5.37 (sv, 1H, NH Urethan); 5.11 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.87 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.77
(d, 2H, a-CH, Gly, J = 5.49 Hz); 1.40 (s, 9H, 3x CH; Boc).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): &(ppm): 169.39 (1C, C=0 Amid); 156.11 (1C, C=0
Urethan); 133.81 (1C, -CH,-CH=CHy); 116.34 (1C, -CH,-CH=CH,); 80.27 (1C, Cquari-Boc);
44.38 (1C, a-CH, Gly); 41.69 (1C, -CH,-CH=CH,); 28.27 (3C, 3x CH3 Boc).

N-Acetylglycin-allylamid  (47)
(Ac-Gly-NHALII)

11.30 g (109.6 mmol) Glycinethylester-hydrochlorid 45 werden in 200 mL absol.
Dichlormethan gelost, mit 25.1 mL (18.07 g, 178.6 mmol) Triethylamin versetzt und auf 0 °C
abgekiihlt. Man tropft dann 7.82 mL (8.60 g, 109.6 mmol) Acetylchlorid hinzu, lasst auf
Raumtemp. erwdrmen und riihrt die Reaktionsmischung 16 h unter Argon. Dann entfernt man
die Losemittel i. Vak. und kodestilliert dreimal mit je 200 mL Toluol. Der gelbe Riickstand
wird in 200 mL Ethylacetat aufgenommen und einmal mit 200 mL 1 M KHSO4-Lsg. und
einmal mit 200 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die wisserigen Phasen werden mit 100 mL
Ethylacetat zurlickextrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSQO4
getrocknet und das Losemittel i. Vak. verdampft. Das Produkt der Acetylierung (2.00 g, 13.78
mmol) wird in 12 mL Allylamin 2 h bei 50 °C unter Argon geriihrt. Anschliefend entfernt
man die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 20 mL Toluol.
Man reinigt den Riickstand chromatographisch an Kieselgel (Séulendimensionen: Lange =

30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOH (50:4).
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Ausbeute: 1.64 g (77 %); farbloser, amorpher Feststoff; RgEster) = 0.11
(Cyclohexan/Ethylacetat 1:1), R¢=0.15 (CH,CIL,/EtOH 50:4).
C7H12N202 MW: 156.18 EM: 156.0899.

ESI-MS (m/z) = 157.1 ([M+H]), Ber.. 157.1; 179.1 ([M+Na]’), Ber.: 179.1; 335.2
([2M+Na]"), Ber.: 335.2.

Ber.: C53.83 H7.74 N 17.94

Gef.: C 54.02 H 7.70 N 17.84

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.97 (s, 1H, NH Amid); 5.77 (m, 1H, -CH,-CH=CH,);
5.11 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 3.91 (d, 2H, a-CH, Gly, J = 5.16 Hz); 3.82 (t, 2H, -CH-
CH=CH,,J = 5.75 Hz); 1.99 (s, 3H, CH3 Ac).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 171.03, 169.06 (2C, C=0 Amid); 133.64 (1C, -
CH,-CH=CH,); 116.39 (1C, -CH,-CH=CH,); 43.41 (1C, a-CH, Gly); 41.85 (1C, -CH,-
CH=CH,); 22.86 (1C, CH3 NHAc).

N-Acetyl-S-[3-(N-tert-butyloxycarbonyl-glycylamido)propyl]-L-cystein-methylester (49)

Die Synthese erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-tert-Butyloxycarbonylglycin-allylamid 44: 50 mg (0.233 mmol); N-
Acetyl-L-cystein-methylester: 50 mg (0.280 mmol); ACVA: 10 mg (15 mol%); 4.5 mL
MeOH; 8 h.

Die Reinigung erfolgte durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen:
Liange = 26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:1) —
(50:3).

Ausbeute: 68 mg (75 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -7.94° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.18 (CH,Cl,/MeOH 50:3), Ry= 14.06 min (SauleLUNA/Gradient: 5 % B nach 100 % B
in 20 min).

Ci6H20N306S MW: 391.48 EM: 391.1777.

ESI-MS (m/z) = 314.2 ([M-Boc+Na]"), Ber.: 314.1; 414.2 ([M+Na]"), Ber.: 414.2; 430.2
(IM+K]"), Ber.: 430.2.

HR-MS (m/z) = 414.1673 ((M+Na]"), Ber.: 414.1675.
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300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.63 (m, 2H, 2x NH Amid); 5.47 (t, IH, NH Urethan, J
= 5.70 Hz); 4.77 (m, 1H a-CH Cys); 3.75 (m, 5H, CH30-, a-CH, Gly); 3.31 (m, 2H, -NH-
CH,-CH,-CH,-S-CHs-); 2.94 (dd, 1H, B-CHaHg Cys, J = 13.98 Hz, J = 5.88 Hz); 2.84 (dd,
1H, B-CHaHg Cys, J = 13.98 Hz, J = 5.88 Hz); 2.57 (m, 1H, -NH-CH,-CH,-CH-S-CH>-);
2.03 (s, 3H, CH; NHAc); 1.74 (m, 2H, -NH-CH»-CH»-CH,-S-CHx-); 1.41 (s, 9H, 3x CH;,
Boc).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 171.43, 170.25, 169.84 (3C, C=O Ester, 2x C=0
Amid); 156.11 (1C, C=0O Urethan); 80.12 (1C, Cqur-Boc); 52.68, 51.69 (2C, a-CH Ciys,
CH;0-); 44.37 (1C, a-CH; Gly); 37.94 (1C, -NH-CH,-); 34.45 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-
CH»-); 29.67, 28.76 (2C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 28.30 (3C, 3x CH3 Boc); 23.04 (1C,
CH; NHAC).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-glycylamido)propyl]-L-cystein-methylester  (50)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A und B).

Eingesetzte Mengen (Methode A): N-Acetylglycin-allylamid 47: 50 mg (0.320 mmol); N-
Acetyl-L-cystein-methylester: 142 mg (0.800 mmol); ACVA: 14 mg (15 mol%); 6 mL
Wasser; 8 h.

Eingesetzte Mengen (Methode B): N-Acetylglycin-allylamid 47: 50 mg (0.320 mmol); N-
Acetyl-L-cystein-methylester: 68 mg (0.384 mmol); VA-044: 21 mg (20 mol%); 5 mL
Wasser.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,CIL,/EtOH (50:2) — (50:5).
Ausbeute: Methode A: 91 mg (85 %), Methode B: 80 mg (75 %); farbloser, amorpher
Feststoff; [a]p> = -20.50° (¢ = 1.00, MeOH); Ry = 0.10 (CH,CL/EtOH 50:5).

C13H23N305S MW: 333.40 EM: 333.1358.
ESI-MS (m/z) = 334.2 ((M+H]"), Ber.: 334.1; 356.2 ((M+Na]"), Ber.: 356.1.
Ber.: C 46.83 H 6.95 N 12.60 S 9.62

Gef.: C46.74 H 6.88 N 12.58 S9.61
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300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.74 (m, 1H, -NH-CH,-); 6.31 (m, 1H, -NH-CH,-); 6.54
(d, 1H, -NH-CH-, J = 7.71 Hz); 4.79 (m, 1H a-CH Cys); 3.90 (m, 1H, a-CH; Gly); 3.75 (s,
3H, CH30-); 3.34 (m, 2H, -NH-CH>-CH,-CH,-S-CH»-); 2.95 (dd, 1H, B-CHaHg Cys, J =
14.15 Hz, J = 6.30 Hz); 2.84 (dd, 1H, B-CHaHg Cys, J = 14.15 Hz, J = 6.40 Hz); 2.57 (m, 1H,
-NH-CH;-CH,-CH2-S-CH»-); 2.05 (s, 3H, CH3z NHAc); 2.02 (s, 3H, CH3 NHAc); 1.76 (m,
2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 171.14, 170.47, 170.09, 169.13 (4C, C=O Ester,
3x C=0 Amid); 52.12, 51.57 (2C, a-CH Cys, CH;0-); 42.88, 37.56 (2C, a-CH; Gly, -NH-
CH,-); 33.68 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 29.28, 28.47 (2C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-
CHa»-); 22.59, 22.56 (2C, 2x CH; NHAC).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-glycin-allylamid
(Fmoc-Gly-NHALII) (52)

In 50 mL Dichlormethan werden 1.25 g (4.21 mmol) Fmoc-Gly-OH 51, 636 mg (4.21 mmol)
HOBt (12 % Wasser), 1.44 mL (1.09 g, 8.42 mmol) DIPEA und 1.59 g (4.21 mmol) TBTU
gelost und 15 min unter Argon bei Raumtemp. geriihrt. Zu der gelben Reaktionsmischung
werden dann 316 pL (240 mg, 4.21 mmol) Allylamin geldst in 4 mL Dichlormethan langsam
zugetropft. Man rithrt 4 h unter Argon bei Raumtemp. Das Losemittel wird i. Hochvak.
entfernt und das verbleibende gelbe Ol in 100 mL Dichlormethan aufgenommen. Man wischt
zweimal mit je 40 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 30 mL ges. NaCl-Lsg., trocknet
tiber MgSO4 und entfernt das Dichlormethan i. Vakuum. Man reinigt den Riickstand
chromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOACc (50:0.5:0.5) — (50:1.5:0.5).

Ausbeute: 2.64 g (90 %); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.46 (CH,Cl,/MeOH/HOAc
50:2:0.5).

C0H20N203  MW: 336.38 EM: 336.1474.

ESI-MS (m/z) = 359.2 ([M+Na]"), Ber.:. 359.2; 375.2 ([M+K]"), Ber.: 375.2; 695.4
([2M+Na]"), Ber.: 695.3.
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Ber.: C71.41 H 5.99 N 8.33

Gef.: C71.57 H5.92 N 8.25

300 MHz-'H-NMR (CDCls): d(ppm): 7.71 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.71 Hz); 7.54 (d, 2H,
HI1-, H8-Fmoc, J = 6.99 Hz); 7.38-7.20 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc); 6.71 (s, I|H, NH
Amid), 6.05 (s, 1H, NH Urethan); 5.76 (m, 1H, -CH,-CH=CH;); 5.06 (m, 2H, -CH;-
CH=CHy); 4.36 (d, 2H, CH»-Fmoc, J = 6.99 Hz); 4.16 (m, 1H, H9-Fmoc); 3.87-3.80 (m, 4H, -
CH,-CH=CH,, a-CH; Gly).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls, BB): 8(ppm): 169.17 (1C, C=0O Amid); 156.84 (1C, C=0O
Urethan); 143.71 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.27 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 133.72 (1C, -CH;-
CH=CH,); 127.77 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.09 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.02 (2C, Cl1-, C8-
Fmoc); 120.01 (2C, C4-, C5-Fmoc); 116.46 (1C, -CH,-CH=CH;); 67.13 (1C, CH,-Fmoc);
47.06 (1C, C9-Fmoc); 44.50 (1C, a-CH; Gly); 41.85 (1C, -CH,-CH=CH»).

N-Acetyl-L-leucyl-glycin-allylamid (53)
(Ac-Leu-Gly-NHALII)

Das Glycin-Derivat Fmoc-Gly-NHAII 52 (2.58 g, 3.74 mmol) wird in 90 mL einer 20%igen
Morpholin-DMF-Lsg. gelost und 2 h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Man entfernt das
DMF-Morpholin-Gemisch i. Hochvak. und kodestilliert viermal mit 80 mL Toluol. Der
Riickstand wird in 20 mL Dichlormethan geldst und zu einer Losung aus 728 mg (4.21 mmol)
N-Acetyl-L-leucin, 636 mg (4.21 mmol) HOBt (12 % Wasser), 1.44 mL (1.09 g, 8.42 mmol)
DIPEA und 1.35 g (4.21 mmol) TBTU gelost in 20 mL DMF gegeben. Man riihrt die
Reaktionsmischung 6 h bei Raumtemp. und verdiinnt anschlieBend mit 90 mL Dichlormethan
und wischt die organische Phase zweimal mit je 70 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 70
mL 1 M KHSOs-Lsg. Die wissrigen Phasen werden einmal mit je 35 mL Dichlormethan
zuriickextrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber MgSO,
entfernt man das Losemittel i. Vak. und der Riickstand wird durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:0.7) — (50:1.1) gereinigt.

Ausbeute: 644 mg (64 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p”> = +0.49° (¢ = 0.50, MeOH);
R¢=0.16 (CH,Clo,/MeOH 50:1).

Ci3H23N3O03  MW: 269.34 EM: 269.1739.
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ESI-MS (m/z) = 292.3 ([M+Na]"), Ber.: 292.2; 308.2 ([M+K]"), Ber.: 308.2; 561.5
([2M+Na]"), Ber.: 561.4; 577.4 ([2M+K]"), Ber.: 577.4.

HR-MS (m/z) = 292.1627 ([M+Na]"), Ber.: 292.1637.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 8.24 (t, 1H, NH Amid, J = 5.49 Hz); 8.08 (d, 1H,
NHAc, J = 7.35 Hz); 7.80 (m, 1H, NH Amid); 5.74 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.06 (m, 2H, -
CH,-CH=CHy); 4.18 (m, 1H, a-CH Leu); 3.76 (m, 4H, -CH,-CH=CH,, a-CH, Gly); 1.83 (s,
3H, CH3; NHACc); 1.57 (m, 1H, y-CH Leu); 1.44 (m, 2H 3-CH; Leu); 0.88 (d, 3H, 6-CHj3 Leu,
J = 6.24 Hz); 0.83 (d, 3H, 8-CH; Leu, J = 6.24 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (DMSO-dg; BB): 8(ppm): 172.72, 169.90, 168.63 (3C, 3x C=0 Amid);
135.11 (1C, -CH,-CH=CH,); 115.13 (1C, -CH,-CH=CH,); 51.65 (1C, a-CH Leu); 42.20 (1C,
a-CH; Gly), 40.50 (2C, -CH,-CH=CH,, B-CH; Leu (im Ldsemittelsignal)); 24.27 (1C, y-CH
Leu); 23.03 (1C, 8-CHj; Leu); 22.56 (1C, CH; NHAc); 21.75 (1C, 8-CH; Leu).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L-leucyl-glycylamido)propyl]-L-cystein (55)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Acetyl-L-leucyl-glycin-allylamid 53: 50 mg (0.186 mmol); N-Acetyl-
L-cystein: 38 mg (0.232 mmol); ACVA: 5 mg (10 mol%); 4.5 mL MeOH/Wasser (4:0.5); 7 h.
Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=20.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOAc (50:4:0.5) —
(50:8:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 64 mg (80 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -14.82° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.16 (CH,Cl/MeOH/HOACc (50:8:0.5)), R;= 9.47 min (Sdule B, Gradient: 5 % B nach
100 % B in 15 min).

CisH3:N4O6S MW: 432.53 EM: 432.2043.

ESI-MS (negativ) (m/z) = 431.4 ((M-HY), Ber.: 431.2; 453.4 ((M+Na-HY’), Ber.: 453.2; 469.3
(IM+K-H]J), Ber.: 469.2.

HR-MS (m/z) =477.1767 ((M+2Na-H]"), Ber.: 477.1760.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 8.46 (s, 1H, NH Amid); 8.32 (m, 1H, NH Amid);
7.76 (m, 1H, NH Amid); 4.16 (m, 2H a-CH Cys, a-CH Leu); 3.48 (s, 2H, a-CH, Gly (im
Wassersignal)); 3.10 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH;-S-CH>-); 2.90 (m, 1H, B-CHaHg Cys);
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2.71 (m, 1H, B-CHxHg Cys); 2.49 (2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 1.84 (s, 6H, 2x CHs
NHAc); 1.59 (m, 3H, p-CH, Leu, y-CH Leu); 1.43 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 0.86
(d, 3H, 5-CH; Leu, ] = 6.27 Hz); 0.81 (d, 3H, 5-CH; Leu, J = 6.24 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB, DEPT): 8(ppm): 174.94, 172.76, 170.02, 168.99, 168.90
(5C, -COOH, 4x C=0 Amid); 53.89, 51.77 (2C, a-CH Cys, o-CH Leu); 42.29 (1C, a-CH,
Gly); 40.49 (1C, B-CH, Leu); 37.69 (1C, -NH-CH,-); 34.14 (1C,-NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-
); 28.96, 28.76 (2C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 24.28 (1C, y-CH Leu); 23.04 (1C, 5-CHs
Leu); 22.91 (1C, CH; NHAc); 22.58 (1C, CH; NHAc); 21.71 (1C, 5-CH; Leu).

N-Acetyl-L-leucin-allylamid (57)
(Ac-Leu-NHAII)

Man 16st 500 mg (2.89 mmol) Ac-Leu-OH 56 in 18 mL MeCN (1:5). Zu der Lésung gibt man
217 uL (165 mg, 2.89 mmol) Allylamin und 894 mg (2.95 mmol) IIDQ. Man ldsst 17 h unter
Argon bei Raumtemp. rithren. Die Losung wird mit Essigsdure neutralisiert und i. Vak.
konzentriert. Man nimmt den Riickstand in 200 mL Dichlormethan/Ethylacetat (1:1) auf und
wascht zweimal mit 40 mL 1 M HCI-Lsg., einmal mit 60 mL NaHCOs;-Lsg. und einmal mit
50 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Man extrahiert die wéssrigen Phasen mit je 30 mL
Dichlormethan zuriick, trocknet die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO, und
verdampft das Losemittel 1. Vakuum. Der Riickstand wird chromatographisch an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Lidnge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch
CH,CI,/EtOH (50:1) gereinigt.

Ausbeute: 392 mg (64 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p®” = -35.50° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.33 (CH,CIl,/EtOH 50:3).

Ci11H20N20, MW: 212.29 EM: 212.1525.

ESI-MS (m/z) = 235.1 ([M+Na]"), Ber.. 235.2; 251.1 ([M+K]"), Ber.: 251.2; 463.3
([2M+K]"), Ber.: 463.3.

HR-MS (m/z) = 235.1422 ([M+Na]"), Ber.: 235.1422.

Ber.: C62.23 H9.50 N 13.20

Gef.: C61.97 H9.41 N 13.17

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.16 (m, 1H, NH Amid); 6.96 (m, 1H, NH Amid); 5.74
(m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.10 (m, 2H, -CH,-CH=CH); 4.21 (m, 1H, a-CH Leu);
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3.81 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 1.93 (s, 3H, CH; NHAc); 1.59 (m, 3H, B-CH, Leu, y-CH Leu);
0.89 (m, 6H, 2x 8-CH; Leu).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 172.42, 170.35 (2C, 2x C=0 Amid); 133.82 (1C, -
CH,-CH=CH),); 116.18 (1C, -CH,-CH=CHy,); 51.78 (1C, a-CH Leu); 41.75, 41.33 (2C, -
CH,-CH=CH,, B-CH, Leu); 24.76 (1C, y-CH Leu); 22.77 (1C, 3-CH; Leu); 22.97 (1C, CH;
NHAc); 22.29 (1C, 3-CH; Leu).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L-leucylamido)propyl]-L-cystein-methylester (58)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Acetyl-L-leucin-allylamid 57: 50 mg (0.236 mmol); N-Acetyl-L-
cystein-methylester: 50 mg (0.283 mmol); ACVA: 5 mg (7.6 mol%), 4.5 mL MeOH/Wasser
(4:0.5); 9 h.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:2).

Ausbeute: 55 mg (60 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -32.68° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.13 (CH,Cl,/MeOH 50:2), Ri=9.75 min (Saule B, Gradient: 15 % B nach 100 % B in
20 min).

C17H31N305S MW: 389.51 EM: 389.1984.

ESI-MS (m/z) = 412.4 ([M+Na]"), Ber.: 412.2; 428.3 (IM+K]"), Ber.: 428.2.

HR-MS (m/z) = 412.1895 ([M+Na]"), Ber.: 412.1882.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 8.37 (d, 1H, NH Amid, J = 8.10 Hz); 7.94 (m, 2H, 2x
NH Amid); 4.41 (m, 1H, a-CH Cys oder a-CH Leu); 4.19 (m, 1H, a-CH Cys oder a-CH
Leu); 3.62 (s, 3H, CH3;0-); 3.07 (m, 2H, -NH-CH-CH,-CH,-S-CH,-); 2.83 (dd, 1H, B-
CHaHg Cys, J = 13.98 Hz, ] = 5.52 Hz); 2.71 (dd, 1H, B-CHaHg Cys, J = 13.59 Hz, J = 5.49
Hz); 2.49 (2H, -NH-CH,-CH,-CH-S-CH-); 1.85 (s, 3H, CH3; NHAc); 1.81 (s, 3H, CH;
NHACc); 1.57 (m, 3H, B-CH; Leu, y-CH Leu); 1.38 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 0.85
(d, 3H, 5-CH; Leu, J = 6.24 Hz); 0.81 (d, 3H, 5-CH; Leu, J = 6.60 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB): 8(ppm): 172.22, 171.40, 169.53, 169.20 (4C, C=0
Ester, C=0 Amid, 2x C=0 NHAc); 52.14, 51.17 (3C, a-CH Cys, a-CH Leu, -OMe); 41.16
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(1C, B-CH; Leu); 37.55 (1C, -NH-CH,-); 32.73 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 29.05,
29.00 (2C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 24.37 (1C, y-CH Leu); 22.97 (1C, 8-CH; Leu);
22.58,22.37 (2C, 2x CH; NHAc); 21.81 (1C, 8-CHs Leu).

N-tert-Butyloxycarbonyl-D/L-alanin-allylamid  (60-L)
(Boc-Ala-NHAII)

Man 16st 800 mg (4.23 mmol) Boc-Ala-OH 59-L in 50 mL Dichlormethan und gibt 704 mg
(4.65 mmol) HOBt, 1.49 g (4.65 mmol) TBTU und 1.67 mL (1.26 g, 9.72 mmol) DIPEA
hinzu. Nach 15miniitigem Riihren bei Raumtemp. tropft man 316 pL (241 mg, 4.23 mmol)
Allylamin geldst in 3 mL Dichlormethan hinzu. Man riihrt 2 h bei Raumtemp. unter Argon.
Danach verdiinnt man mit 150 mL Dichlormethan, wischt zweimal mit je 70 mL ges.
NaHCOs-Lsg., einmal mit 70 mL ges. NaCl-Lsg. und trocknet iiber MgSO,4. Das Losemittel
entfernt man i. Vak. und reinigt den Riickstand chromatographisch an Kieselgel
(Séulendimensionen: Lidnge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch
CH,Cl,/EtOH (50:0.9).

Ausbeute: 859 mg (89 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> (L-Form)=-17.44° (¢ = 1.00,
MeOH); R¢=0.31 (CH,CIL/EtOH 50:2).

C11H0N,O3  MW: 228.29 EM: 228.1474.

300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.48 (s, 1H, NH Amid); 5.74 (m, 1H, -CH,-CH=CH,);
5.10 (m, 3H, -CH,-CH=CH,, NH Urethan); 4.17 (m, 1H, a-CH Ala); 3.83 (m, 2H, -CH,-
CH=CH,); 1.40 (s, 9H, 3 x CH3 Boc); 1.33 (d, 3H, B-CHs, ] = 6.99 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): &(ppm): 172.54 (1C, C=0 Amid); 155.52 (1C, C=0O
Urethan); 133.91 (1C, -CH,-CH=CH,,); 116.16 (1C, -CH,-CH=CHy,); 80.09 (1C, Cquar.-Boc);
50.07 (1C, a-CH Ala); 41.67 (1C, -CH,-CH=CH,); 28.30 (3C, 3x CH3 Boc); 18.44 (1C, B-
CH; Ala).
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N-Acetyl-L/D-alanin-allylamid (61-L) und (61-D)
(Ac-Ala-NHAII)

Man 16st 810 mg (3.56 mmol) Boc-L/D-Ala-NHAII 60 in 50 mL TFA/Wasser-Gemisch (48:2)
und rithrt 1 h bei Raumtemp. Danach verdiinnt man mit 50 mL Toluol und entfernt die
fliichtigen Bestandteile i. Vakuum. Man kodestilliert zweimal mit je 80 mL Toluol und
versetzt den verbleibenden Riickstand mit 30 mL einer auf 0 ©°C gekiihlten
Acetanhydrid/Pyridin-Mischung  (1:2). Nach einstiindigem Riihren entfernt man die
Acetanhydrid/Pyridin-Mischung i. Hochvak. und kodestilliert einmal mit 90 mL Toluol. Der
hellgelbe Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel (Sédulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:2) gereinigt.
Ausbeute: 489 mg (81 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p”® (D-Form) = +24.00° (¢ =
0.65, MeOH), [a]p> (L-Form) = -41.15° (¢ = 0.77, MeOH); R¢= 0.18 (CH,Cl,/MeOH 50:3).
CsHisN,O,  MW: 170.21 EM: 170.1055.

ESI-MS (m/z) = 171.1 ((M+H]"), Ber.: 171.1; 193.1 ([M+Na]"), Ber.: 193.1; 209.1 ((IM+K]"),
Ber.: 209.1; 234.1 ((M+Na+MeCN]"), Ber.: 234.1.

Ber.: C 56.45 H 8.29 N 16.46

Gef.: C 56.39 H 8.20 N 16.47

300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.24 (s, 1H, CH,-NH Amid); 6.85 (d, 1H, NH Amid, J =
7.35 Hz); 5.76 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.09 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.54 (m, 1H, a-CH
Ala); 3.80 (m, 2H, -CH»-CH=CH,); 1.94 (s, 3H, CH3 Ac); 1.33 (d, 3H, B-CH3, J = 6.96 Hz).
75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 172.58, 170.26 (2C, 2x C=0 Amid); 133.73 (1C, -
CH,-CH=CH,,); 116.19 (1C, -CH,-CH=CH,); 48.78 (1C, a-CH Ala); 41.78 (1C, -CH,-
CH=CH,); 23.02 (1C, CH3 NHACc); 18.50 (1C, B-CH; Ala).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L/D-alanylamido)propyl]-L-cystein  (62-L) und (62-D)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Acetyl-D/L-alanin-allylamid 61: 50 mg (0.294 mmol); N-Acetyl-L-
cystein: 55 mg (0.338 mmol); ACVA: 8 mg (10 mol%); 4 mL Wasser/MeOH (1:1); 9 h.
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Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOACc¢ (40:10:0.5).
Ausbeute: 81 mg (83 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> (D-Form) = +10.21° (¢ = 1.00,
MeOH); R¢= 0.15 (CH,Cl,/MeOH/HOACc 40:10:0.5), R;=34.67 min (Sédule D, isokratisch: 3
% D).

Ci3H23N30sS MW: 333.40 EM: 333.1358.

ESI-MS (m/z) = 356.2 ([M+Na]"), Ber.: 356.1; 372.2 ([M+K]"), Ber.: 372.1; 711.4
([2M+2Na-H]"), Ber.: 711.3.

HR-MS (m/z) = 356.1253 ([M+Na]"), Ber.: 356.1256.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 8.29 (d, 1H, NH Amid, J = 7.71 Hz); 8.04 (s, 1H,
CH,-NH Amid); 7.65 (d, 1H, NH Amid, J = 6.63 Hz); 4.17 (m, 2H, a-CH Cys, a-CH Ala);
3.06 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 2.90 (m, 1H, B-CHaHg Cys); 2.69 (m, 1H, B-
CHaHg Cys); 2.46 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH>-); 1.83 (s, 3H, CH3; NHAc); 1.81 (s,
3H, CH3; NHAc); 1.58 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH»-); 1.15 (d, 3H, B-CH; Ala, J = 6.96
Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-dg; BB, DEPT): &(ppm): 174.44 (1C, -COOH); 172.51 (1C,
C=0 Amid); 169.14, 168.84 (2C, 2x C=0 NHAc); 53.89 (1C, a-CH Cys); 48.41 (1C, a-CH
Ala); 37.63 (1C, -NH-CH»-); 34.44 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 28.94, 28.81 (2C, -
NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-, B-CH; Cys); 22.95 (1C, CH; NHAc); 22.67 (1C, CH3 NHAc);
18.55 (1C, B-CH; Ala).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L/D-alanylamido)propyl]-L-cystein-(3,4-dimethoxy-benzyl)-amid
(63-L) und (63-D)

Man 16st 40 mg (0.12 mmol) N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L/D-alanylamido)propyl]-L-cystein 62
in 3 mL DMF. Zu dieser Losung gibt man 19 mg (0.12 mmol) HOBt, 43 pL (0.24 mmol)
DIPEA und 41 mg (0.12 mmol) TBTU und riihrt 5 min bei Raumtemp. Dann tropft man 21
mg (0.126 mmol) Veratrylamin geldst in 500 uL DMF hinzu und riihrt 2 h. Dann verdiinnt
man mit 40 mL Ethylacetat und wischt die Verbindung einmal mit 10 mL ges. NaHCOs-Lsg.
und einmal mit 10 mL 1 M KHSOj4-Lsg. und trocknet iiber MgSO4. Die Verbindung wird
mittels priparativer RP-HPLC gereinigt.
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Ausbeute: 33 mg (57 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p> (L-Form) = +13.67° (c = 0.50,
CHCI/MeOH (1:1)); R¢ (D-Form) = 0.54 (CHCl;/MeOH 5:1), Ry (L-Form) = 0.46
(CHCI3/MeOH 5:1) DC-Platte mit Konzentrierungszone, R;= 10.90 (Siule B, Gradient: 5 %
B nach 100 % B in 20 min), R;= 15.10-16.20 min (S&ule H, Gradient: 5 % B nach 100 % B in
30 min, Fluss: 10 mL, 220 nm).

NP-HPLC-Siule: Nucleosil 50; 5 pm, 250 x 4.00 mm, isokratisch (14 % EtOH, CHCls, Fluss:
2 mL/min), R;(D-Form) = 3.38 min, R; (L-Form) = 4.60 min.

CH34N406S MW: 482.59 EM: 482.2199.

ESI-MS (m/z) = 483.3 ([M+H]"), Ber.: 483.2; 505.3 ([M+Na]"), Ber.: 505.2; 521.3 (IM+K]"),
Ber.: 521.2; 987.6 ([2M+Na]"), Ber.: 987.4.

HR-MS (m/z) = 483.2277 ((M+H]"), Ber.: 483.2276.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 8.56 (m, 1H, -CH,-NH-); 8.16 (d, 1H, NHAc, J =
8.07 Hz); 7.99 (d, 1H, NHAc, J = 7.20 Hz); 7.86 (m, 1H, -CH,-NH-); 6.85 (m, 2H, H2, H6);
6.76 (d, 1H, H5, J = 8.07 Hz); 4.40 (m, 1H, a-CH Cys oder a-CH Ala); 4.22-4.14 (m, 3H, a-
CH Cys oder a-CH Ala, -CH,-Veratrylamin); 3.71 (s, 3H, -OMe); 3.70 (s, 3H, -OMe); 3.08
(m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH»-); 2.90 (dd, 1H, B-CHaHp Cys, J = 13.23 Hz, ] = 6.24
Hz); 2.69 (m, 1H, B-CHaHp Cys, J = 13.23 Hz, J = 6.24 Hz); 2.48 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-
CH32-S-CH»- (im Losemittelsignal)); 1.84 (s, 3H, CH; NHAc); 1.80 (s, 3H, CH3; NHAc); 1.61
(m, 2H, -NH-CH,-CH-CH,-S-CH»-); 1.15 (d, 3H, B-CH; Ala, J = 6.99 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB): &(ppm): 172.40, 170.32, 169.38, 169.05 (4C, 2x C=0
Amid, 2x C=0 NHAc); 148.71, 147.75 (2C, C3, C4); 131.68 (1C, Cl); 119.16 (1C, C6);
111.73 (1C, C5); 111.07 (1C, C2); 55.66, 55.47 (2C, 2x -OMe); 52.64, 48.29 (2C, a-CH
Cys, a-CH Ala); 41.87 (1C, -CH,-Veratrylamin); 37.61 (1C, -NH-CH,-); 33.46 (1C, -NH-
CH,-CH,-CH,-S-CH»-); 29.02, 28.72 (2C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-, B-CH; Cys); 22.64
(2C, 2x CH3 NHACc); 18.46 (1C, B-CH; Ala).

N-Acetyl-N'-(4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl)-L-arginyl-N"™-trityl-L-histidin-
allylamid (66)
(Ac-Arg(Mtr)-His(Trt)-NHALII)

Man 16st 3.00 g (4.841 mmol) Fmoc-His(Trt)-OH 64 in 40 mL DMF und versetzt die Losung
nacheinander mit 1.55 g (4.841 mmol) TBTU, 747 mg (4.841 mmol) HOBt, 1.69 mL (1.28 g,
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9.68 mmol) DIPEA. Man ldsst 10 min bei Raumtemp. rithren und tropft dann 364 pL (276
mg, 4.841 mmol) Allylamin in I mL DMF zu und ldsst die Reaktionsmischung weitere 4 h
bei Raumtemp. unter Argon rithren. Dann entfernt man die fliichtigen Bestandteile i.
Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 80 mL Toluol. Man nimmt den Riickstand in 200
mL Dichlormethan auf und wischt zweimal mit je 50 mL ges. NaHCOs-Lsg. und trocknet die
organische Phase iiber MgSO,s. Nach dem Verdampfen des Losemittels nimmt man den
Riickstand in 70 mL einer 20%igen Morpholin-Lsg. in DMF auf und lésst 2 h bei Raumtemp.
rihren. AnschlieBend verdampft man das Morpholin/DMF-Gemisch i. Hochvak. und
kodestilliert dreimal mit je 90 mL Toluol. Der Riickstand wird in 30 mL DMF aufgenommen
und zu einer Losung von 2.95 g (4.841 mmol) Fmoc-Arg(Mtr)-OH, 1.55 g (4.841 mmol)
TBTU, 747 mg (4.841 mmol) HOBt, 1.69 mL (1.28 g, 9.68 mmol) DIPEA in 40 mL DMF
getropft. Man lésst 4 h bei Raumtemp. unter Argon rithren und entfernt dann das Losemittel i.
Hochvak. Nach der Aufnahme des Riickstandes in 200 mL Dichlormethan wiascht man die
organische Phase dreimal mit je 70 mL ges. NaHCOs-Lsg., trocknet die organische Phase
tiber MgSO, und verdampft das Losemittel i. Vakuum. Den Riickstand 16st man in 70 mL
einer 20%igen Morpholin-Lsg. in DMF und lésst 2 h bei Raumtemp. rithren. Danach entfernt
man das Losemittel i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 90 mL Toluol. Der
verbleibende Riickstand wird bei 0 °C mit 60 mL einer 0 °C kalten Pyridin/Acetanhydrid-
Mischung (2:1) versetzt und 3 h bei Raumtemp. geriihrt. Man entfernt die fliichtigen
Bestandteile i. Hochvak., nimmt den Riickstand in 200 mL Dichlormethan auf und wéscht
zweimal mit je 70 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 70 mL 1 M KHSO4-Lsg. Man
trocknet iiber MgSO4 und verdampft das Losemittel 1. Vakuum. Die Reinigung erfolgt durch
Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser =
5.5 cm) im Laufmittelgemisch (CH,Cl,/MeOH (50:3).

Ausbeute: 1.62 g (39 % iiber 5 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = +4.11° (¢ =
1.00, CHCl3); R¢=0.15 (CH,Cl,/MeOH 50:3).

Ca46Hs4NgO6S MW: 847.04 EM: 846.3887.

ESI-MS (m/z) = 847.3 ([M+H]"), Ber.: 847.4; 869.2 ([M+Na]"), Ber.: 869.4; 885.1 ([M+K]"),
Ber.: 885.4.

HR-MS (m/z) = 869.3764 ([M+Na]"), Ber.: 869.3785.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): §(ppm): 8.40 (d, 1H, NH Amid); 7.30-7.20 (m, 12H, 6x CHorno
Trt, 6X CHpeta Trt); 7.04-7.01 (m, 6H, 3x CHpara Trt, CHarom. His, 2x NH Amid); 6.63 (s, 1H,
CH Mtr oder CHyrom, His); 6.47 (s, 1H, CH Mtr oder CHyrom. His); 6.40 (s, 2H, 2x NH Arg);
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5.64 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 4.95 (m, 2H, -CH,-CH=CH); 4.57 (m, 1H, o-CH His oder a-
CH Arg); 4.26 (m, 1H, a-CH His oder a-CH Arg); 3.77 (s, 3H, -OMe); 3.67 (m, 2H, -CH>-
CH=CH,); 3.16 (m, 2H, 5-CH; Arg); 3.03 (dd, 2H, B-CHaHp His, J = 14.50 Hz, J = 4.80 Hz);
2.85 (dd, 2H, B-CHaHg His, J = 14.70 Hz, J = 5.88 Hz); 2.62 (s, 3H, C¢-CH3-Mtr); 2.55 (s,
3H, C,-CH;3-Mtr); 2.15 (s, 3H, CH; NHAc); 1.88 (s, 3H, C;-CH;3-Mtr); 1.76-1.24 (m, 4H, B-
CH; Arg, y-CH; Arg).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls3; BB): &(ppm): 172.01, 171.88, 171.16 (3C, 3x C=0 Amid);
158.34, 156.62 (2C, C4-Mtr, C=NH Arg); 142.07 (3C, 3x Cipso Trt); 138.50, 138.30, 136.46,
136.05, 133.79, 133.57 (6C, C2-, C5-His, Cl1-, C2-, C6-Mtr, -CH,-CH=CHy); 129.64, 128.12
(15C, 6x Corno-Trt, 6X Crea-Trt, 3x Cpara-Trt); 124.72 (1C, C4-His); 119.89 (1C, C3-Mtr);
115.64 (1C, -CH,-CH=CH,); 111.67 (1C, C5-Mtr); 75.46 (1C, Cquar.-Trt); 55.40 (1C, -OMe);
54.15, 53.85 (2C, a-CH Arg, a-CH His); 41.73 (1C, 8-CH; Arg); 29.31, 28.79 (2C, B-CH»
His, B-CH, Arg); 25.41 (1C, y-CH, Arg); 22.84 (1C, CH3; NHACc); 18.86 (1C, C¢-CH3-Mtr);
18.37 (1C, C,-CH3-Mtr); 11.94 (1C, C5-CH3-Mtr).

N-Acetyl-L-arginyl-L-histidin-allylamid (67)
(Ac-Arg-His-NHAII)

Man 16st 1.5 g (1.77 mmol) Ac-Arg(Mtr)-His(Trt)-NHAIl 66 in 46 mL eines
TFA/TIS/Wasser-Gemisches (40:3:3) und riihrt 150 min bei Raumtemp. Dann verdiinnt man
mit 80 mL Toluol, entfernt alle fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. Man kodestilliert zweimal
mit je 80 mL Toluol und verteilt den Riickstand zwischen 100 mL Wasser und 50 mL
Diethylether. Man extrahiert dreimal mit je 50 mL Ether und zweimal mit einem
Diethylether/Dichlormethan-Gemisch. AbschlieBend lyophilisiert man die wissrige Phase.
Ausbeute: 627 mg (90 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = -9.00° (¢ = 1.00, MeOH);
Ri=7.58 min (Sdule D, Gradient: 0 % D nach 7 % D in 15 min).

C17H2sNsO3  MW: 392.46 EM: 392.2284.

ESI-MS (m/z) = 393.3 ((M+H]"), Ber.: 393.2; 415.3 ((M+Na]"), Ber.: 415.2.

HR-MS (m/z) = 415.2191 ([M+Na]"), Ber.: 415.2182.

300 MHz-'H-NMR (MeOH-d,): S(ppm): 8.81 (s, 1H, CHyrom, His); 7.43 (s, 1H, CHyrom, His);
5.85 (m, 1H, -CH,-CH=CH;); 5.15 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 4.74 (m, 1H, a-CH His oder a-
CH Arg); 4.24 (m, 1H, a-CH His oder a.-CH Arg); 3.85 (m, 2H, -CH,-CH=CH,);
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3.35-3.20 (m, 4H, B-CH; His, 6-CH; Arg (teilweise im Losemittelsignal)), 2.07 (s, 3H, CHj3;
NHACc); 1.78 (sb, 2H, B-CH, Arg); 1.66 (sp, y-CH, Arg).

75.5 MHz-*C-NMR (MeOH-d,; BB): 8(ppm): 174.72, 174.28, 171.87 (3C, 3x C=0 Amid);
158.69 (1C, C=NH Arg); 135.12 (1C, -CH,-CH=CH,); 134.94 (1C, C2 His); 131.36 (1C, C5
His); 118.61 (1C, C4 His); 116.44 (1C, -CH,-CH=CH,); 55.34, 54.06 (2C, a-CH His, a-CH
Arg); 42.85, 41.86 (2C, -CH,-CH=CH,, 8-CH, Arg); 29.52, 27.75 (2C, B-CH;, Arg, B-CH,
His); 26.24 (1C, y-CH, Arg); 22.64 (1C, CH; NHACc).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L-arginyl-L-histidinylamido)propyl]-L-cystein-methylester (68)

Die Synthese erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Acetyl-L-arginyl-L-histidin-allylamid 67: 45 mg (0.089 mmol); N-
Acetyl-L-cystein-methylester: 22 mg (0.124 mmol); ACVA: 5 mg (20 mol%); 4 mL Wasser;
8 h.

Umsatz: ca. 50-60 %; R;=21.87 min (Sdule D, Gradient: 0 % D nach 7 % D in 15 min und
dann 7 % D nach 100 % D in 45 min).

C23H39NoO6S MW: 569.68 EM: 569.2744.

ESI-MS (m/z) = 285.67 ([IM+2H]*"/2), Ber.: 285.64; 570.35 ((IM+H]"), Ber.: 570.27.

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-N"-trityl-L-histidin-allylamid (65)
(Fmoc-His(Trt)-NHAII)

Die Aminosdure Fmoc-His(Trt)-OH 64 (4.0 g, 6.46 mmol) wird in 50 mL DMF gelost. Zu der
Losung gibt man 977 mg (6.46 mmol) HOBt, 2.07 g (6.46 mmol) TBTU und 2.21 mL (1.67 g,
12.92 mmol) DIPEA und ldsst 15 min bei Raumtemp. unter Argon rithren. Dann tropft man
369 mg (483 uL, 6.47 mmol) Allylamin gelost in 5 mL DMF hinzu und lésst die
Reaktionsmischung 4 h bei Raumtemp. und unter Argon riihren. AnschlieBend entfernt man
das DMF i. Hochvak. und nimmt den Riickstand in 350 mL Dichlormethan auf. Man wéscht
zweimal mit je 100 mL ges. NaHCO;-Lsg. sowie einmal mit 100 mL ges. NaCl-Lsg., trocknet
tiber MgSO4 und verdampft das Losemittel i. Vakuum. Die chromatographische Reinigung
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erfolgt an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5 cm) im
Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:2).

Ausbeute: 3.73 g (88 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -7.17° (¢ = 1.00, DMSO);
R¢=0.27 (CH,Cl,/MeOH 50:2).

C43H3sN4O; MW: 658.79 EM: 658.2944.

ESI-MS (m/z) = 659.4 ((M+H]"), Ber.: 659.3; 681.4 ((M+Na]"), Ber.: 681.3.

HR-MS (m/z) = 681.2817 ([M+Na]"), Ber.: 681.2842.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 8.06 (t, 1H, -NH-CH,-, J = 5.49 Hz); 7.87 (d, 2H,
2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.67 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.49 (d, 1H, NH Urethan);
7.42-6.95 (m, 20H, 15x CHyrom. Trt, H3-, H6-, H2-, H7-Fmoc, e-CH His); 6.69 (s, 1H, 3-CH
His); 5.70 (m, 1H, -CH,CH=CH;); 4.98 (m, 2H, -CH,CH=CH>); 4.25 (m, 1H, a-CH His);
4.20-4.00 (m, 3H, H9-, CH,-Fmoc); 3.65 (sp, 2H, -CH,CH=CH,); 2.87 (dd, 1H, B-CHaHgp
His, J = 14.00 Hz, J = 5.52 Hz); 2.74 (dd, 1H, B-CHaHg His, J = 14.70 Hz, J = 5.12 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB, DEPT): &(ppm): 171.13 (1C, C=0 Amid); 155.84 (1C,
C=0 Urethan); 143.93, 143.84 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 142.41 (3C, 3x Ciys Trt); 140.82,
140.79 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 137.70 (1C, C2 His); 137.93 (1C, C5 His); 135.22 (1C, -CHa-
CH=CH;); 129.36, 128.19, 128.04, 127.74, 127.16, 125.45, 125.37 (21C, 6X Comno Trt, 6X
Cmeta Trt, C3-, C6-, C2-, C7-, Cl-, C8-Fmoc, 3x Cpaa Trt); 120.20 (2C, C4-, C5-Fmoc);
118.91 (1C, C4 His); 115.00 (1C, -CH,-CH=CH,); 65.81 (1C, CH,-Fmoc); 54.90 (1C, a-CH
His); 46.76 (1C, C9-Fmoc); 40.94 (1C, -CH,-CH=CH,); 31.23 (1C, B-CH, His).

N-Acetyl-L-histidin-allylamid (69)
(Ac-His-NHAII)

Man versetzt 2.10 g (3.19 mmol) Fmoc-His(Trt)-NHAIl 65 mit 60 mL einer Mischung aus
DMF und Morpholin (8:2) und riithrt 90 min bei Raumtemp. Die fliichtigen Bestandteile
werden 1. Hochvak. entfernt und man kodestilliert dreimal mit je 100 mL Toluol.
AnschlieBend 16st man den Riickstand in 30 mL Acetanhydrid/Pyridin (1:2) bei 0 °C und
rihrt 3 h bei Raumtemp. unter Argon. Das Acetanhydrid/Pyridin-Gemisch wird dann 1.
Hochvak. entfernt und man kodestilliert dreimal mit je 90 mL Toluol. Der Riickstand wird in
250 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 90 mL 1 M KHSOs-Lsg. und
einmal mit 90 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSQO4
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getrocknet und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Den Riickstand 16st man in 60 mL einer
TFA/TIS/H,O-Mischung (38:2.5:1) und rithrt 1 h bei Raumtemp. unter Argon. Dann
kodestilliert man dreimal mit je 50 mL Toluol. Die Reinigung erfolgt durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (5:1) — CH,Cl,/MeOH/NEt; (5:3:0.01).

Ausbeute: 506 mg (66 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = -5.23° (¢ = 1.00, MeOH);
Ri(Acetylierung) = 0.09 (CH,Cl,/MeOH/AcOH 70:2:1), R¢ = 0.22 (CH,Cl,/MeOH 5:1), R =
7.23 min (Sdule D, 0 % D nach 7 % D in 15 min).

CiiHiN4O, MW: 236.27 EM: 236.1273.

ESI-MS (m/z) = 237.1 ((M+H]"), Ber.: 237.1; 259.1 ([M+Na]"), Ber.: 259.1; 275.0 ((M+K]"),
Ber.: 275.1; 300.0 ([M+Na+MeCN]+), Ber.: 300.2; 495.0 ([2M+Na]+), Ber.: 495.3; 511.1
([2M+K]"), Ber.: 511.3.

HR-MS (m/z) = 259.1153 ([M+Na]"), Ber.: 259.1171.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): d(ppm): 10.79 (s, 1H, NH His); 8.05 (m, 2H, 2x NH Amid);
7.54 (s, 1H, e-CH His); 6.76 (s, 1H, 6-CH His); 5.72 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 4.98 (m, 2H, -
CH,-CH=CHy); 4.43 (m, 1H, a-CH His); 3.64 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 2.88 (dd, B-CHaHg
His, J = 14.70 Hz, ] = 5.49 Hz); 2.73 (dd, B-CHaHg His, J = 14.70 Hz, J = 5.49 Hz); 1.81 (s,
3H, NHACc).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB): 8(ppm): 171.15, 169.23 (2C, 2x C=0 Amid); 135.23,
134.62, 133.36 (3C, -CH,-CH=CH,, C2 His, C5 His); 117.13 (1C, C4 His); 114.86 (1C, -
CH,-CH=CH,); 52.98 (1C, a-CH His); 40.86 (1C, -CH,-CH=CH,); 29.75 (1C, B-CH; His);
22.74 (1C, CH3; NHAc).

N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-N"™-tosyl-L-histidinylamido)propyl]-L-cystein-methylester (70)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Acetyl-L-histidin-allylamid 69: 45 mg (0.191 mmol); N-Acetyl-L-
cystein-methylester: 41 mg (0.229 mmol); ACVA: 6 mg (10 mol%), 3.5 mL Wasser; 8 h.

Das Rohprodukt der Radikalreaktion wird in 2 mL einer Chloroform/Methanol-Mischung
(2:1) aufgenommen und mit 80 mg (0.420 mmol) Tosylchlorid sowie 114 uL (86 mg, 0.666

mmol) DIPEA versetzt. Man riihrt die Reaktionsmischung 14 h und entfernt im Anschluss die
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fliichtigen Bestandteile i. Vakuum. Die Reinigung des 0Oligen Riickstandes erfolgt durch
Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 26.0 cm, Durchmesser =
2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:2).

Ausbeute: 49 mg (45 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -5.81° (¢ = 0.74, MeOH);
R¢=0.11 (CH,CI/MeOH 50:2), R;=9.28 min (Saule B, 35 % B nach 100 % B in 15 min).
C24H33N505S; MW: 567.67 EM: 567.1821.

ESI-MS (m/z) = 590.3 ([M+Na]"), Ber.: 590.2; 606.3 (M+K]"), Ber.: 606.2.

HR-MS (m/z) = 568.1885 ([M+H]"), Ber.: 568.1900.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 8.36 (d, 1H, NH Amid, J = 8.07 Hz); 8.23 (s, 1H, -
CH His); 7.98 (d, 1H, NH Amid, J = 8.07 Hz); 7.94-7.88 (m, 3H, -NH-CH>-, 2x CHgrom, T0S);
7.47 (d, 2H, 2x CHyrom, Tos, J = 8.16 Hz); 7.31 (s, 1H, 6-CH His); 4.40 (m, 2H, a-CH Cys, a-
CH His); 3.62 (s, 3H, CH30-); 3.00 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH»-S-CHy-); 2.86-2.57 (m, 4H,
B-CH; Cys, B-CH; His); 2.45-2.31 (m, 5H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH;-, -CH3 Tos); 1.84 (s,
3H, CH3; NHAc); 1.71 (s, 3H, CH3; NHACc); 1.51 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-).

75.5 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB, DEPT): &(ppm): 171.42, 170.79, 169.53, 169.17 (4C, 1x
C=0 Ester, 1x C=0 Amid, 2x C=0 NHAc); 146.39 (1C, H3C-Cjps Tos); 141.06 (1C, -O,S-
Cipso Tos); 136.70 (1C, C2 His); 134.54 (1C, CS His); 130.66 (2C, C3 Tos, C5 Tos); 127.25
(2C, C2 Tos, C6 Tos); 114.62 (1C, C4 His); 52.14, 51.96 (3C, a-CH Cys, a-CH His, CH;0-
); 37.57 (1C, -NH-CH;-); 32.73 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 30.81, 28.97, 28.87 (3C, -
NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-, 3-CH; His, B-CH, Cys); 22.52 (1C, CH3; NHAc); 22.37 (1C, CH;
NHACc); 21.23 (1C, CH3 Tos).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-arginin-allylamid ~ (72)
(Fmoc-Arg-NHAII)

In 20 mL DMF I6st man 1.30 g (2.00 mmol) Fmoc-Arg(Pbf)-NHAII 71 und man versetzt die
Losung mit 303 mg (2.00 mmol) HOBt, 686 pL (4.00 mmol) DIPEA und 644 mg (2.00
mmol) TBTU und riihrt 10 min bei Raumtemp. unter Argon. Dann tropft man langsam 150
uL (115 mg, 2.00 mmol) Allylamin geldst in 1 mL DMF zu und riihrt 4 h bei Raumtemp.
unter Argon. Danach entfernt man das Losemittel i. Hochvak. und nimmt den o6ligen
Riickstand in 100 mL Dichlormethan auf und wéscht einmal mit 30 mL Wasser, zweimal mit

je 30 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 30 mL 1 M KHSOy-Lsg. Man trocknet die
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organische Phase liber MgSO4 und verdampft das Losemittel i. Vakuum. Der Riickstand wird
in einer Mischung aus Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und Wasser (38:1:1) geldst und 2
h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Anschlieend entfernt man das Losemittel i. Vak. und
kodestilliert dreimal mit je 40 mL Toluol. Dann digeriert man den Riickstand fiinfmal mit je
20 mL Pentan und je 20 mL Diethylether. AbschlieBend fillt man das Produkt aus
Dichlormethan mit Diethylether aus.

Ausbeute: 700 mg (80 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = -4.97° (¢ = 1.00, MeOH);
Rf= 0.25 (CH,Cl,/MeOH/HOACc 5:1.3:0.05), R;= 18.32 min (S&ule B, Gradient: 15 % D
nach 90 % D in 35 min).

C2H2oNsO; MW: 435.52 EM: 435.2270.

ESI-MS (m/z) = 436.3 ((M+H]"), Ber.: 436.2.

HR-MS (m/z) = 436.2353 ((M+H]"), Ber.: 436.2348.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-d): 8(ppm): 8.29 (t, 1H, NH Amid, J = 5.50 Hz); 7.87 (d, 2H,
H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.72 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.51 (m, 1H, NH Urethan); 7.41
(t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.31 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.76 (m, 1H, -
CH,-CH=CH,); 5.09 (m, 2H, -CH,-CH=CH)); 4.25 (m, 3H, a-CH Arg, CH;-Fmoc); 3.98 (m,
1H, H9-Fmoc); 3.39 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.07 (m, 2H, 8-CH; Arg); 1.70-1.35 (m, 4H, B-
CH; Arg, y-CH; Arg).

75.5 MHz-"*C-NMR (MeOH-d,; BB): &(ppm): 174.37 (1C, C=0 Amid); 158.60 (2C, C=0
Urethan, C=NH Arg); 145.32, 145.17 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 142.64 (2C, C4a-, C4b-Fmoc);
135.24 (1C, -CH,-CH=CH;); 128.83 (2C, C3-, C6-Fmoc); 128.20 (2C, C2-, C7-Fmoc);
126.19 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.96 (2C, C4-, C5-Fmoc); 116.31 (1C, -CH,-CH=CH,); 67.92
(1C, CH,-Fmoc); 56.13 (1C, a-CH Arg); 49.00 (1C, C9-Fmoc (im Losemittelsignal)); 42.70,
41.96 (2C, B-CH; Arg, -CH,-CH=CH,); 30.40 (1C, 5-CH; Arg); 26.42 (1C, y-CH; Arg).
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N-Acetyl-S-[3-(N-(9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-arginylamido)propyl]-L-cystein-
methylester (73)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode B).

Eingesetzte Mengen: N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-arginin-allylamid 72: 50 mg
(0.091 mmol); N-Acetyl-L-cystein-methylester: 24 mg (0.137 mmol); VA-044: 8 mg (25
mol%); 4 mL Wasser/MeOH (1:1).

Die Reinigung erfolgt durch préparative RP-HPLC.

Ausbeute: 32 mg (48 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -21.61° (c = 0.67, MeOH);
R = 18.40 min (Saule B, Gradient: 15 % D nach 90 % D in 35 min), R; = 38.5-43.5 min
(Sdule F, Gradient: 15 % D nach 90 % D in 85 min, Fluss: 25 mL, 216 nm).

C30H40N6O6S MW: 612.74 EM: 612.2730

ESI-MS (m/z) = 613.5 ((M+H]"), Ber.: 613.3.

HR-MS (m/z) = 613.2825 ([M+H]"), Ber.: 613.2808.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 8.40 (d, 1H, NH Amid, J = 7.74 Hz); 7.98 (t, 1H, -
CH,-NH- Amid, J = 5.30 Hz); 7.87 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.72 (m, 3H, H1-,
H8-Fmoc, NH Urethan oder NH Amid); 7.51 (d, 1H, NH Urethan oder NH Amid, J = 8.07
Hz); 7.41 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.31 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, J = 7.35 Hz); 4.42
(m, 1H, a-CH Cys oder a-CH Arg); 4.29-20 (m, 3H, CH,-Fmoc, a-CH Cys oder a-CH Arg);
3.91 (m, 1H, H9-Fmoc); 3.70 (m, 2H, 6-CH, Arg); 3.61 (s, 3H, -OMe); 3.12-3.00 (m, 4H, -
NH-CH,-CH,-CH,-S-CH»-, -NH-CH,-CH,-CH2-S-CH;-); 2.83 (d, 1H, B-CHaHgp Cys, J =
13.59 Hz, J = 5.50 Hz); 2.73 (d, 1H, B-CHaHg Cys, J = 13.59 Hz, J = 8.46 Hz); 1.85 (s, 3H,
CH; NHACc); 1.65-1.40 (m, 6H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-, B-CH, Arg, y-CH, Arg).

75.5 MHz-"*C-NMR (MeOH-d,; BB, DEPT): 8(ppm): 174.54 (1C, -COOMe); 173.37, 172.68
(2C, C=0O Amid, C=0O NHAc); 158.65, 158.48 (2C, C=0O Urethan, C=NH Arg); 145.35,
145.17 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 142.65 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 128.84 (2C, C3-, C6-Fmoc);
128.20 (2C, C2-, C7-Fmoc); 126.16 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.99 (2C, C4-, C5-Fmoc); 67.87
(1C, CH,-Fmoc); 56.17, 53.69 (2C, a-CH Cys, a-CH Arg); 52.92 (1C, -OMe); 48.46 (1C,
C9-Fmoc); 41.93 (1C, 6-CH; Arg); 39.25 (1C, -NH-CH>-); 34.26 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-
CH,-); 30.28, 30.10 (3C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH>-, B-CH, Cys, B-CH, Arg); 26.46 (1C, y-
CH; Arg); 22.39 (1C, CH3; NHAc).
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N-Acetyl-L-tryptophan-allylamid (75)
(Ac-Trp-NHALII)

1.00 g (4.06 mmol) Ac-Trp-OH 74, 615 g (4.06 mmol) HOBt, 1.30 g (4.06 mmol) TBTU und
695 uL (525 mg, 123 mmol) DIPEA werden in 50 mL DMF gelost. Zu der Lésung tropft man
304 uL (232 mg, 4.06 mmol) Allylamin geldst in 3 mL DMF. Man riihrt 2 h bei Raumtemp.
unter Argon. Man entfernt das Losemittel i. Hochvak. und nimmt den gelblichen Riickstand in
150 mL Dichlormethan auf. Die organische Phase wadscht man zweimal mit je 70 mL ges.
NaHCOs-Lsg., einmal mit 70 mL ges. NaCl-Lsg. und trocknet iiber MgSO,4. Das Losemittel
entfernt man i. Vak. und reinigt den Riickstand chromatographisch an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Lidnge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch
CH,Cl,/MeOH (50:2) — CH,Cl,/MeOH/NEt; (50:3:0.1).

Ausbeute: 885 mg (76 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = +6.72° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.20 (CH,Cl,/MeOH 50:2).

Ci6H19N3O, MW: 285.34 EM: 285.1477.

ESI-MS (m/z) = 308.3 ([M+Na]"), Ber.. 308.2; 324.1 ([M+K]"), Ber.: 324.2; 3492
([M+Na+MeCN]"), Ber.: 349.2; 365.1 ([M+K+MeCN]"), Ber.: 365.2.

HR-MS (m/z) = 308.1367 ((M+Na]"), Ber.: 308.1375.

Ber.: C67.35 H6.71 N 14.73

Gef.: C67.31 H 6.75 N 14.60

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 10.79 (s, 1H, NH Trp); 8.15 (t, 1H, -NH-CH,-, J =
5.50 Hz); 8.70 (d, 1H, NH Amid, J = 8.07 Hz); 7.59 (d, 1H, CH C4 oder C7 Trp, J = 7.74
Hz); 7.31 (d, 1H, CH C4 oder C7 Trp, J = 8.07 Hz); 7.12 (m, 1H, CH C2 Trp); 7.05 (t, 1H,
CH C5 oder C6 Trp, J = 7.32 Hz); 6.96 (t, 1H, CH CS5 oder C6 Trp, J = 7.32 Hz); 5.71 (m,
1H, -CH,-CH=CH,); 5.02 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.51 (m, 1H, a-CH Trp); 3.67 (m, 2H, -
CH,-CH=CH,); 3.07 (dd, 1H, B-CHaHg Trp, J = 14.50 Hz, J = 5.30 Hz); 2.90 (dd, 1H, B-
CHaHg Trp, J =14.70 Hz, J = 5.50 Hz); 1.77 (s, 3H, CH3 NHACc).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-dg; BB): 8(ppm): 171.64, 169.17 (2C, 2x C=0 Amid); 136.16
(1C, C8 Trp); 135.25 (1C, -CH,-CH=CH;); 127.43 (1C, C9 Trp); 123.61 (1C, C2 Trp);
120.93 (1C, C4 Trp); 118.61, 118.26 (2C, CS5, C6 Trp); 115.04 (1C, -CH,-CH=CH,); 111.36
(1C, C7 Trp); 110.39 (1C, C3 Trp); 53.64 (1C, a-CH Trp); 40.95 (1C, -CH,-CH=CH,); 28.15
(1C, B-CH; Trp); 22.70 (1C, CH3 NHAC).
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N-Acetyl-S-[3-(N-acetyl-L-tryptophanylamido)propyl]-L-cystein-methylester (76)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A und B).

Eingesetzte Mengen (Methode A): N-Acetyl-L-tryptophan-allylamid 75: 50 mg (0.175 mmol);
N-Acetyl-L-cystein-methylester: 37 mg (0.210 mmol); ACVA: 7 mg (15 mol%); 4 mL
Wasser/MeOH (1:1); 8 h.

Eingesetzte Mengen (Methode B): N-Acetyl-L-tryptophan-allylamid 75: 50 mg (0.175 mmol);
N-Acetyl-L-cystein-methylester: 46 mg (0.263 mmol); VA-044: 14 mg (25 mol%); 4 mL
Wasser/MeOH (2:1).

Die Reinigung erfolgt durch préaparative RP-HPLC.

Ausbeute: Methode A: 40 mg (49 %), Methode B: 57 mg (71 %); farbloser, amorpher
Feststoft; [a]D25 =-4.60° (¢ = 0.67, MeOH); R;= 0.39 (CH,Cl,/MeOH 50:4), R;= 8.13 min
(Sdule B, Gradient: 25 % B nach 60 % B in 15 min); R; = 24.49-28.65 min (Siule F,
isokratisch: 35 % B, 278 nm).

CnH30N4OsS MW: 462.56 EM: 462.1937.

ESI-MS (m/z) = 485.6 ((M+Na]"), Ber.: 485.2; 501.5 ((M+K]"), Ber.: 501.2.

HR-MS (m/z) = 485.1823 ([M+Na]"), Ber.: 485.1835.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 10.79 (s, 1H, NH Trp); 8.37 (d, 1H, NH Amid, J =
8.07 Hz); 8.02 (d, 1H, NH Amid, J = 8.10 Hz); 7.96 (t, 1H, -NH-CH;-, J = 5.49 Hz); 7.57 (d,
1H, CH C4 oder C7 Trp, J = 7.71 Hz); 7.30 (d, 1H, CH C4 oder C7 Trp, J = 7.71 Hz); 7.09
(m, 1H, CH C2 Trp); 7.04 (t, 1H, CH C5 oder C6 Trp, J = 7.71 Hz); 6.95 (t, 1H, CH C5 oder
C6 Trp, J =7.35 Hz); 4.42 (m, 2H, a-CH Cys, a-CH Trp); 3.62 (s, 3H, CH30-); 3.03 (m, 3H,
-NH-CH,-CH,-CH»-S-CH;-, B-CHaHp Trp); 2.91-2.75 (m, 2H, B-CHaHg Cys, B-CHaHsg
Trp); 2.71 (dd, 1H, B-CHaHg Cys, J = 13.59 Hz, J = 5.49 Hz); 2.37 (m, 2H, -NH-CH,-CH;-
CH,-S-CH»-); 1.85 (s, 3H, CH3 NHAc); 1.77 (s, 3H, CH; NHAc); 1.54 (m, 2H, -NH-CH,-
CH,-CH,-S-CH>-).

75.5 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB): 8(ppm): 171.69, 171.42, 169.54, 169.15 (4C, 1x C=0
Ester, 1x C=O Amid, 2x C=0 NHAc); 136.15 (1C, C8 Trp); 127.41 (1C, C9 Trp); 123.55
(1C, C2 Trp); 120.93 (1C, C4 Trp); 118.58, 118.26 (2C, C5, C6 Trp); 111.34 (1C, C7 Trp);
110.37 (1C, C3 Trp); 52.14, 51.17 (3C, a-CH Cys, a-CH Trp, CH30-); 37.63 (1C, -NH-
CH,); 32.72 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH;-); 28.96, 29.91, 28.12 (3C, -NH-CH,-CH,-CH>-
S-CH,-, B-CH; Trp, B-CH; Cys); 22.68 (1C, CH3 NHAc); 22.38 (1C, CH3; NHAC).
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N-Acetyl-S-[3-(N-benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-alanylamido)propyl]-L-cystein
(78)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: N-Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-alanin-allylester 77: 60 mg
(0.146 mmol); N-Acetyl-L-cystein: 33 mg (0.204 mmol); ACVA: 8 mg (20 mol%); 3.5 mL
MeOH/Wasser (4:1); 4 h.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOAc¢ (50:2:0.5).
Ausbeute: 46 mg (55 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -15.58° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢ = 0.08 (CH,Cl,/MeOH/HOACc 50:2:0.5), R; = 9.40 min (Sdule B, Gradient: 40 % B nach
100 % B in 15 min).

C3H35N305S MW: 573.66 EM: 573.2145.

ESI-MS (negativ) (m/z) = 572.04 ([M-HJ’), Ber.: 572.66.

HR-MS (m/z) = 596.2014 ([M+Na]"), Ber.: 596.2043.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 8.51 (d, 1H, NH Amid, J = 6.99 Hz); 8.23 (d, 1H,
NH Amid, J = 8.07 Hz); 7.49 (d, 1H, NH Urethan, J = 8.82 Hz); 7.31-7.16 (m, 10H, 5Hrom,
Phe, SHaom. Cbz); 4.91 (s, 2H, CH,-Cbz); 4.40-4.25 (m, 3H, a-CH Cys, a-CH Ala, a-CH
Phe); 4.07 (m, 2H, -COO-CH3-); 3.01-2.52 (m, 6H, B-CH; Phe, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH>-);
1.84-1.77 (m, SH, CH3 NHAc, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 1.30 (d, 3H, B-CH; Ala, J = 7.35
Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (DMSO-dg; BB, DEPT): &(ppm): 172.55, 172.31, 171.79, 169.44 (4C, -
COOH, C=0O Amid, C=0O NHAc, C=0 Ester); 155.96 (1C, C=0 Urethan); 138.24, 137.13
(2C, Cipso Phe, Cipso Cbz); 129.30, 128.37, 128.13, 127.76, 127.53, 126.35 (10C, 5x CHarom.
Phe, 5x CHgrom. Cbz); 65.28, 63.15 (2C, CH,-Cbz, -COO-CH,-); 55.91, 52.14, 47.86 (3C, o-
CH Cys, a-CH Ala, a-CH Phe); 37.51 (1C, B-CH, Phe); 32.85 (1C, -O-CH,-CH,-CH,-S-
CH»-); 28.19, 27.94 (2C, -O-CH,-CH,-CH,-S-CHx»-); 22.44 (1C, CH3 NHACc); 16.96 (1C, B-
CH; Ala).
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N-(5-Dimethylamino-naphthalin-1-sulfonyl)-glycylglycin-allylamid (82)

In 15 mL dest. Wasser werden 490 mg (3.71 mmol) Glycylglycin zusammen mit 512 mg
(3.71 mmol) Kaliumcarbonat gelost. Zu dieser Losung tropft man 1.00 g (3.71 mmol)
Dansylchlorid (5-Dimethylamino-naphthalin-1-sulfochlorid, DNSCI) geldst in 10 mL DMF.
Die Reaktionsmischung wird 16 h bei Raumtemp. geriihrt. Man versetzt mit 60 mL Wasser
und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 18 mL DMF aufgenommen, und man gibt
nacheinander 561 mg (3.71 mmol) HOBt, 1.27 mL (958 mg, 7.42 mmol) DIPEA und 1.19 g
(3.71 mmol) TBTU hinzu. Man riihrt 5 min bei Raumtemp. unter Argon und tropft
anschlieBend 300 pL (229 mg, 4.02 mmol) Allylamin geldst in 2 mL DMF hinzu. Die
Reaktionslosung wird 5 h unter Argon bei Raumtemp. geriihrt. Das Losemittel wird i.
Hochvak. entfernt und der Riickstand in 150 mL Dichlormethan aufgenommen. Man wéscht
je einmal mit 40 mL ges. NaHCOs-Lsg. und 40 mL ges. NaCl-Lsg. Die organische Phase
wird liber MgSOj getrocknet und das Dichlormethan i. Vak. verdampft. Die Reinigung erfolgt
mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Léinge = 30.0 cm,
Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:1) — (50:3).

Ausbeute: 770 mg (51 %); gelber, amorpher Feststoff; Ry=0.51 (CH,Cl,/MeOH 50:5).
Ci9H24N404S MW: 404.48 EM: 404.1518.

ESI-MS (m/z) = 427.1 ([M+Na]"), Ber.: 427.1; 468.2 ([M+Na+MeCN]"), Ber.: 468.2; 831.1
([2M+Na]"), Ber.: 831.3.

FD-MS (m/z) = 404.7 (IM]"), Ber.: 404.2.

Ber.: C56.42 H 5.98 N 13.85 S7.93

Gef.: C 56.40 H 5.99 N 13.86 S 7.97

300 MHz-'H-NMR (DMSO): 8(ppm): 8.45 (d, 1H, CHurom, Dansyl, J = 8.46 Hz); 8.29 (m, 2H,
1x oder 2x CHgom Dansyl oder -NH-CH;-, J = 7.71 Hz); 8.10 (m, 2H, 1x oder 2x CHgrom,
Dansyl oder -NH-CH;-); 7.92 (t, 1H, -NH-CH,-, J = 5.16 Hz); 7.59 (m, 2H, 1x oder 2x
CHgrom. Dansyl oder 1x oder 2x -NH-CH;-); 7.24 (d, 1H, CHyom, Dansyl, J = 7.71 Hz); 5.74
(m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.07 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 3.69 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.62
(d, 2H, a-CH; Gly, J = 5.88 Hz); 3.49 (d, 2H, a-CH, Gly, J = 5.88 Hz); 2.81 (s, 6H, -N-
(CHs)2).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO; BB, DEPT): &(ppm): 168.35, 168.15 (2C, 2x C=0 Amid);
151.45 (1C, C-5 Dansyl); 135.79 (1C, C-1 Dansyl); 135.14 (1C, -CH,-CH=CH,,); 129.63
(1C, C-4 Dansyl); 129.17 (2C, C-4a, C-8a Dansyl); 128.37, 128.03 (2C, C-3, C-7 Dansyl);
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123.64 (1C, C-2 Dansyl); 119.30 (1C, C-8 Dansyl); 115.27 (1C, C-6 Dansyl); 115.24 (1C, -
CH,-CH=CH,); 45.25 (1C, -CH,-CH=CH,); 45.18 (2C, -N-(CHs),); 42.11 (1C, a-CH; Gly);
40.86 (1C, a-CH; Gly).

N-Acetyl-S-[3-(N-(5-dimethylamino-naphthalin-1-sulfonyl)-glycylglycylamido)propyl]-L-
cystein-methylester (82)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode B).

Eingesetzte Mengen: N-(5-Dimethylamino-naphthalin-1-sulfonyl)-glycylglycin-allylamid 81:
45 mg (0.111 mmol); N-Acetyl-L-cystein-methylester: 28 mg (0.155 mmol); VA-044: 9 mg
(25 mol%); MeOH/Wasser (2:1).

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge
=26.0 cm, Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH (50:1) — (50:2).
Ausbeute: 43 mg (67 %); gelber, amorpher Feststoff; [a]p”> = -9.50° (¢ = 1.00, MeOH); Ry =
0.13 (CH,Cl/MeOH 50:2), R;= 11.19 min (Siule B, Gradient: 10 % B nach 100 % B in 15
min).

C25H35N505S, MW: 581.71 EM: 581.1978.

ESI-MS (m/z) = 582.1 ([M+H]"), Ber.: 582.2; 604.2 ([M+Na]"), Ber.: 604.2; 620.2 ((M+K]"),
Ber.: 620.2.

HR-MS (m/z) = 604.1869 ([M+Na]"), Ber.: 604.1876.

300 MHz-*H-NMR (DMSO): &(ppm): 8.45 (d, 1H, CHurom, Dansyl, J = 8.46 Hz); 8.37 (d, 1H,
NHAc, J = 7.71 Hz); 8.29 (m, 2H, 1x oder 2x CHgyom. Dansyl oder -NH-CH,-); 8.10 (m, 2H,
1x oder 2x CHyom Dansyl oder -NH-CH,-); 7.77 (t, 1H, -NH-CH,-, J = 5.16 Hz); 7.58 (m,
2H, 1x oder 2x CHgrom, Dansyl oder 1x oder 2x -NH-CH,-); 7.24 (d, 1H, CHyrom. Dansyl, J =
7.71 Hz); 4.41 (m, 1H, o-CH Cys); 3.61 (s, 3H, CH30-); 3.57 (m, 2H, a-CH, Gly); 3.48 (sb,
2H, a-CH; Gly); 3.09 (m, 2H, NH-CH3-); 2.88 (m, 1H, B-CHaHg); 2.81 (s, 6H, -N-CHs);
2.88 (dd, 1H, B-CHaHg, J = 13.80 Hz, J = 8.25 Hz); 2.48 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-
(im Losemittelsignal)); 1.84 (s, 3H, CH3 NHAc); 1.60 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH>-).
75.5 MHz-*C-NMR (DMSO; BB, DEPT): 8(ppm): 171.40, 169.54, 168.45, 168.14 (4C, 3x
C=0 Amid, 1x C=0 Ester); 151.45 (1C, C-5 Dansyl); 135.71 (1C, C-1 Dansyl); 129.65 (1C,
C-4 Dansyl); 129.15 (2C, C-4a, C-8a Dansyl); 128.39, 128.03 (2C, C-3, C-7 Dansyl);
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123.63 (1C, C-2 Dansyl); 119.27 (1C, C-8 Dansyl); 115.27 (1C, C-6 Dansyl); 52.14 (2C, a-
CH Cys, CH;0-); 45.24 (1C, a-CH, Gly); 45.18 (2C, -N-(CHs),); 42.11 (1C, a-CH, Gly);
37.60 (1C, -NH-CH,-); 32.64 (1C, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CHa-); 29.03, 28.94 (2C, -NH-CH,-
CH,-CH,-S-CH,-); 22.38 (1C, CH;, NHAc).

Biotin-allylamid (84)

Man 16st 500 mg (2.05 mmol) Biotin in 20 mL DMF und gibt 432 mg (2.25 mmol) EDAC,
310 mg (2.05 mmol) HOBt und 226 pL (207 mg, 2.05 mmol) NMM. Man ldsst dann 10 min
bei Raumtemp. rithren und gibt dann 129 mg (2.05 mmol) Allylamin dazu. Man riihrt die
Reaktionsmischung 20 h unter Argon bei Raumtemp. Dann entfernt man alle fliichtigen
Bestandteile i. Hochvak. Man digeriert die Losung mehrmals mit Dichlormethan, Ethylacetat,
Dioxan/Wasser (5:1) und Diethylether.

Ausbeute: 494 mg (85 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = +37.28° (¢ = 1.00, DMSO);
R¢ = 0.23 (CH,Cl,/MeOH/HOACc 50:3:0.5), Ri= 16.75 min (Sédule C, Gradient: 5 % D nach
50 % D in 30 min).

Ci3H21N30,8 MW: 283.39 EM: 283.1354.

ESI-MS (m/z) = 306.1 ([M+Na]"), Ber.: 306.1; 589.3 ([2M+Na]"), Ber.: 589.2.

HR-MS (m/z) = 284.1440 ([M+Na]"), Ber.: 284.1432.

300 MHz-"H-NMR (DMSO-ds): 8(ppm): 7.94 (t, 1H, -NH-CH,-, J = 5.52 Hz); 6.45 (s, 1H, -
CO-NH-CH-CH-); 6.38 (s, 1H, -CO-NH-CH-CH-); 5.75 (m, 1H, -CH,-CH=CH>); 5.06 (m,
2H, -CH,-CH=CHy); 4.29 (m, 1H, -CO-NH-CH-CH,-); 4.12 (m, 1H, -CO-NH-CH-CH-);
3.66 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.09 (m, 1H, -CO-NH-CH-CH-); 2.80 (dd, 1H, -CO-NH-CH-
CHaHg-, J =5.15 Hz, J = 12.50 Hz); 2.56 (d, 1H, -CO-NH-CH-CHaHg-, J = 12.51 Hz); 2.08
(t, 2H, -CH,-CH,-CH,-CH3-CO-, J = 7.36 Hz); 1.46 (m, 4H, -CH»-CH,-CH,-CH,-CO-); 1.28
(m, 2H, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-).

75.5 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB): 8(ppm): 174.64 (1C, C=0O Amid); 162.88 (1C, -NH-
CO-NH-); 135.67 (1C, -CH,-CH=CH,); 114.98 (1C, -CH,-CH=CH,); 61.17 (1C, -CO-NH-
CH-CH-); 59.17 (1C, -CO-NH-CH-CH;-); 55.53 (1C, -CO-NH-CH-CH-); 40.86 (1C, -NH-
CHb»-); 35.22 (1C, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-); 28.34, 28.15 (2C, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-);
25.41 (1C, -CH,-CH;,-CH,-CH,-CO-).



166 5. Experimenteller Teil

N-Acetyl-S-[3-(biotinylamido)propyl]-L-cystein-methylester (85)

Die Synthese erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur radikalischen Addition
(Methode A).

Eingesetzte Mengen: Biotin-allylamid 84: 40 mg (0.141 mmol); N-Acetyl-L-cystein-
methylester: 35 mg (0.197 mmol); ACVA: 6 mg (15 mol%); 3 mL Wasser/MeOH (1:1); 8 h.
Die Reinigung erfolgt durch préparative RP-HPLC.

Ausbeute: 20 mg (31 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = +22.34° (¢ = 0.50,
H,O/MeCN (1:1)); R;=15.35 min (Saule C, Gradient: 5 % D nach 50 % D in 30 min), R;=
8.89-12.70 min (Sédule G, Gradient: 5 % D nach 20 % D in 30 min, Fluss: 10 mL, 205 nm).
Ci19H3:N405S, MW: 460.61 EM: 460.1814.

ESI-MS (m/z) = 483.2 ([M+Na]"), Ber.: 483.2; 943.4 ([2M+Na]"), Ber.: 943 4.

HR-MS (m/z) = 483.1725 ([M+Na]"), Ber.: 483.1712.

400 MHz-*H-NMR (DMSO-ds, *H-'H-COSY): &(ppm): 8.37 (d, 1H, NHAc, J = 6.63 Hz); 7.78
(t, 1H, -NH-CH»-, J = 5.67 Hz); 6.41 (s, 1H, -CO-NH-CH-CH-); 6.35 (s, 1H, -CO-NH-CH-
CH;-); 4.42 (m, 1H, a-CH Cys); 4.29 (m, 1H, -CO-NH-CH-CH,-); 4.11 (m, 1H, -CO-NH-
CH-CH-); 3.60 (s, 3H, -OMe); 3.12-3.04 (m, 3H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH,-, -CO-NH-CH-
CH-); 2.87-2.77 (m, 2H, B-CHaHg Cys, -CO-NH-CH-CHaH3g-); 2.72 (dd, 1H, B-CHaHg Cys,
J=8.21 Hz, J = 13.70 Hz); 2.56 (d, 1H, -CO-NH-CH-CHsHsg-, J = 12.12 Hz); 2.46 (m, 2H, -
NH-CH,-CH,-CH3-S-CHx»-); 2.03 (t, 2H, -CH,-CH,-CH,-CH2-CO-, J = 7.44 Hz); 1.84 (s, 3H,
CH; NHAc); 1.60 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-S-CH»-); 1.49 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-CH,-
CO-); 1.29 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-).

100.6 MHz-*C-NMR (DMSO-dg; BB, HMQC): §(ppm): 171.96, 171.29 (1C, C=0 Amid,
C=0 NHAc); 169.36 (1C, -COOMe); 162.68 (1C, -NH-CO-NH-); 61.01 (1C, -CO-NH-CH-
CH-); 59.17 (1C, -CO-NH-CH-CH»-); 37.39 (1C, -NH-CH,-); 35.18 (1C, -CH,-CH,-CH»-
CH,-CO-); 32.57 (1C, B-CH; Cys); 29.05 (1C, -NH-CH,-CH,-CH»-S-CH,-); 28.96 (1C, -NH-
CH,-CH,-CH,-S-CH,-); 28.19 (1C, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-); 28.00 (1C, -CH,-CH,-CH,-
CH,-CO-); 25.26 (1C, -CH,-CH,-CH,-CH,-CO-); 22.24 (1C, CH; NHAc).
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5.6 Versuche zu Kapitel 3.3.4

Mono-N-allylamido-bernsteinsaure (87)

In 200 mL absol. Dichlormethan  werden 20 g (0.133 mmol)
Bernsteinsduremonomethylesterchlorid 89 geldst. Unter Feuchtigkeitsausschluss werden 7.58
2 (0.133 mmol, 9.97 mL) Allylamin und 13.46 g (0.133 mmol, 18.54 mL) Triethylamin gelost
in 50 mL absol. Dichlormethan bei 0 °C zugetropft. Man riihrt 3 h bei Raumtemp. unter
Argon. Anschlieend verdiinnt man die Reaktionsmischung mit 150 mL Dichlormethan und
wischt die organische Phase zweimal mit je 100 mL 1 M KHSO4-Lsg. Man trocknet iiber
MgSO4 und verdampft das Losemittel i. Vakuum.

Der Riickstand wird in 70 mL THF gelost und man gibt 10 mL 1 N LiOH-Lsg. hinzu.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Man fiigt 250 mL
Wasser hinzu und schiittelt einmal mit 200 mL Diethylether. Man stellt dann mit KHSO4
einen pH = 2 ein und extrahiert die wéssrige Phase dreimal mit 150 mL Essigester. Man
trocknet tiber MgSOs und verdampft das Dichlormethan i. Vakuum. Die Allylamido-
carbonsdure verbleibt als farbloser Feststoff in hoher Reinheit.

Ausbeute: 17.0 g (81 % itber 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; RgEster) = 0.42
(CH,Cl,/MeOH 50:3), RqSéure) = 0.39 (CH,Cl,/MeOH/AcOH 50:5:0.5).

C;H NOs  MW: 157.17 EM: 157.0739.

ESI-MS (negativ) (m/z) = 156.1 ((M-H]), Ber.: 156.2; 313.2 ([2M-H]), Ber.: 350.3.
Ber.: C 53.49 H7.05 N 8.91

Gef.: C 53.51 H7.03 N 8.92

300 MHz-'H-NMR (Aceton-ds): 8(ppm): 7.34 (sp, 1H, NH Amid); 5.81 (m, 1H, -CH,-
CH=CHy,); 5.20-5.00 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.80 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 2.60 (m, 2H, -
CONH-CH,-CH2-COOH); 2.50 (m, 2H, -CONH-CH,-CH,-COOH).

75.5 MHz-"*C-NMR (Aceton-dg; BB): &(ppm): 174.04, 172.23 (2C, -COOH, C=0 Amid);
136.02 (1C, -CH,-CH=CH,); 115.48 (1C, -CH,-CH=CH,); 42.19 (1C, -CH,-CH=CH>); 30.99
(1C,  -CONH-CH,-CH,-COOH);  29.68 (IC, -CONH-CH,-CH,-COOH  (im

Losemittelsignal)).
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Festphasensynthese der Peptide und

Glycopeptide:

a) Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe und Kupplung der Aminosauren:

Die Peptide und Glycopeptide wurden unter Anwendung eines Perkin-Elmer (Applied
Biosystems ABI 433 A) Peptidsynthesizers hergestellt.

Als Harz wird 4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxy)-butansdure(HMPB)-
Benzylhydrylamid(BHA)-Polystyrol-Harz ~ beladen = mit  Fmoc-L-Alanin 86  als
Startaminosdure eingesetzt. Das Harz wird in einem mit Papierfiltern verschlossenen Reaktor
vorgelegt. Die exakten Mengen sind bei den Daten der einzelnen Verbindungen aufgefiihrt.
Die Fmoc-Abspaltungen werden in drei bis vier Zyklen von je drei Minuten mit einer
20%igen Lsg. von Piperidin in N-Methylpyrrolidon (NMP) vorgenommen. Nach jeder
Abspaltung wird die UV-Absorption der Abspaltlosung bei einer Wellenldnge von A = 301
nm bestimmt. Andert sich der Wert der gemessenen Absorption um mehr als 10 % im
Vergleich zum vorherigen Messwert wird ein weiterer Abspaltzyklus durchgefiihrt.

Die Kupplungen werden mit je 1 mmol Fmoc-L-Aminosiure, HBTU, HOBt und 10 Aquiv.
DIPEA in 4 mL DMF/NMP (1:1) (entspricht vier Aquivalenten beziiglich 0.25 mmol an mit
Aminosiure beladenem Harz bzw. zehn Aquivalenten beziiglich 0.1 mmol an mit Aminosiure
beladenem Harz) innerhalb von 20 Minuten durchgefiihrt. Das Entfernen {iberschiissiger
Reagenzien erfolgt durch Waschen mit NMP.

Die Kupplung der Saccharid-Bausteine erfolgt manuell. Dazu werden in einer Kartusche der
Saccharid-Baustein, HOAt, HATU und N-Methylmorpholin bzw. DIPEA in 2 mL NMP
gemischt, drei Minuten geschiittelt und zum Harz in den Reaktor gegeben. Man spiilt mit 2-4
mL NMP/DMF (1:1) die Kartusche nach. Die Reaktionszeit sowie die eingesetzten Mengen
sind bei den einzelnen Verbindungen aufgefiihrt.

Nach jeder Kupplung wird mit einer Mischung aus Ac,O (190 uL)/DIPEA (90 uL)/HOBt (8
mg) in 4 mL NMP ein Cappingschritt durchgefiihrt.

Nach abgeschlossener Synthese wird das Harz im Synthesizer ausgiebig mit NMP und
CH,Cl, gewaschen.



5. Experimenteller Teil 169

b) Abspaltung vom polymeren Trager:’!

Man iiberfiihrt das Harz zur Abspaltung vom polymeren Triger in einen Festphasenreaktor
(100 mL-Kolben mit Fritte und Schliffhahn am Boden) und trocknet es i. Hochvak. Dann
versetzt man das Harz mit 20 mL einer 1%igen Lsg. von Trifluoressigsdure in CH,Cl, (2.61
mmol TFA) und schiittelt vier Minuten bei Raumtemp. Man saugt ab, versetzt das Harz mit
20 mL CH,Cl; und schiittelt weitere drei Minuten. Das Filtrat flieft in einen Kolben, in dem
2.1 mL einer 10%igen Lésung von Pyridin in MeOH (2.61 mmol Pyridin) vorgelegt sind.
Dieser Abspaltvorgang wird insgesamt viermal (0.1 mmol Ansatz) bzw. fiinfmal (0.25 mmol
Ansatz) durchgefiihrt. Abschlieend wird das Harz mit 20 mL MeOH gewaschen.

Man vereinigt die Peptid enthaltenden Losungen aus den Abspaltvorgéingen (DC-Kontrolle)
und verdampft das MeOH/CH,Cl-Gemisch bei 35 °C i. Vakuum. Der verbleibende
Riickstand wird in 60 mL Dichlormethan geldst. Dann wéscht man die organische Phase
viermal mit je 20 mL 0.5%iger Essigsdure bzw. 0.1%iger Trifluoressigsdure und zweimal mit
je 20 mL Wasser. Anschlielend entfernt man das Dichlormethan i. Vak., nimmt in 40 mL

Wasser auf (Anlosen in 2 mL MeCN) und lyophilisiert abschlieend.

Mono-N-allylamido-succinyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o.-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (91)
(AIIHN-COCH,CH,CO-Gly-Val-Thr-Ser(a-GalNAc)-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser-Thr-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 196 mg (0.10 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosidure wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 105 mg (0.160 mmol) Fmoc-Ser(a-GalAcsNAc)-OH 22, 64
mg (0.168 mmol) HATU, 23 mg (0.168 mmol) HOAt, 57 uL (43 mg, 0.337 mmol) DIPEA in
2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung
werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert, das Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on
gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die Ankniipfung der

verbleibenden Aminosduren sowie des Spacers 87 erfolgt wieder nach dem allgemeinen
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Kupplungsprotokoll statt. Nach der Kupplung des Spacers 87 entfillt die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in N-Methylpyrrolidin-2-on sowie der Acetylierungsschritt. Die Abspaltung des Glycopeptids
vom Harz findet gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Zur Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen 16st man das Glycopeptid in 25 mL einer
Trifluoressigsdure/Anisol/Wasser-Mischung (25:0.9:0.9) und rithrt 2 h bei Raumtemp.
Danach verdiinnt man mit 20 mL Toluol und entfernt die Losemittel i. Vakuum. Es wird
anschlieend dreimal mit je 15 mL Toluol kodestilliert. Man digeriert den zuriickbleibenden
Riickstand dreimal mit je 10 mL n-Pentan und viermal mit je 12 mL Diethylether. Der
farblose, amorphe Feststoff wird in 25 mL absol. MeOH aufgenommen und mit einer 1%igen
NaOMe-Lsg. in absol. MeOH auf pH = 8.5-9 eingestellt. Man riihrt die Reaktionslésung 12 h
bei Raumtemp. unter Argon. Dann neutralisiert man mit Trifluoressigsdure (5 % in MeOH)
und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der resultierende Feststoff wird mittels praparativer
RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 78 mg (43 % tiber 35 Stufen); farbloser, amorpher Feststoft; [a]p® = -83.43° (¢ =
0.75, H,0); R{=14.17 min (Sdule C, Gradient: 5 % D nach 50 % D in 30 min), R;= 16.46-
24.04 min (Saule G, Gradient: 5 % D nach 40 % D in 85 min).

C76H123N2103; MW: 1826.91 g/mol EM: 1825.8694

ESI-MS (m/z) = 935.91 ([M+2Na]**/2), Ber.: 935.94; 946.90 ([M+3Na-H]*"/2), Ber.: 946.94;
1849.85 ([M+Na]"), Ber.: 1849.87; 1871.83 ((M+2Na-H]"), Ber.: 1871.87.

HR-MS (m/z) = 1826.8761 ([M+H]"), Ber.:. 1826.8772; 1827.8779 ([M+H]"), Ber.:
1827.8805; 1828.8833 ([M+H]"), Ber.: 1828.8839.

400 MHz-"H-NMR (D,0; *H-'"H-COSY): 8(ppm): 5.69 (m, 1H, -CH,-CH=CHb); 5.00 (m, 2H,
-CH,-CH=CHy); 4.73 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.72 Hz); 4.60 (m, 1H, a-CH Asp); 4.53-4.38 (m,
5H, a-CH Arg, 2x a-CH Ala, a-CH Ser, a-CH Serr, (4.40)); 4.28-4.17 (m, 7H, 1x a-CH Ala,
3x a-CH Pro, 3x a-CH Thr); 4.13-4.00 (m, 5H, a-CH Val (4.06), 3x B-CH Thr, H2-Gal
(4.03)); 3.90-3.34 (m, 21H, H3-, H4-, H5-, H6a- (3.79), H6b-Gal (3.66), 2x a-CH; Gly, 3x 6-
CHaHg Pro (3.68), 3x 6-CHaHg Pro (3.52), B-CH, Ser, B-CHaHp Ser (3.77), B-CHaHg Ser
(3.60), CH,-CH=CH, (3.64)); 3.07 (m, 2H, 6-CH, Arg); 2.83 (dd, 1H, B-CHaHgp Asp, J =
6.44 Hz, J = 17.00 Hz); 2.74 (dd, 1H, B-CHaHg Asp, J = 6.84 Hz, ] = 17.00 Hz); 2.46 (m, 4H,
-CH2-CH3-); 2.20-2.08 (m, 3H, 3x B-CHaHg Pro); 2.01-1.69 (m, 14H, CH3; NHAc (1.89), B-
CH Val (1.98), B-CHaHp Arg (1.74), 3x y-CH; Pro (1.89), 3x B-CHaHg Pro (1.79)); 1.65-
1.49 (m, 3H, B-CHaHg Arg (1.63), y-CH, Arg (1.59)); 1.29 (d, 3H, 1x B-CH3 Ala, J=7.10



5. Experimenteller Teil 171

Hz); 1.25-1.22 (m, 6H, 2x 3-CH3 Ala); 1.10-1.02 (m, 9H, 3x y-CH; Thr); 0.81 (d, 3H, 1x vy-
CHj; Val, J = 6.96 Hz); 0.78 (d, 3H, 1x y-CH; Val, J = 6.84 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (D,0O; BB, HSQC): &(ppm): 174.45, 174.29, 173.96, 173.94, 173.77,
173.44, 173.07, 172.55, 172.50, 172.30, 171.95, 171.63, 171.55, 171.33, 171.26, 171.18,
171.10, 171.05, 170.30, 163.09, 162.74 (20C, 2x -COOH, 1x C=0O GalNHAc, 17x C=0
Amid: 3x Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 2x Gly, 3x Pro, 1x Arg, 2x -CH,-CH,-CO);
156.64 (1C, C=NH Arg); 133.53 (1C, -CH,-CH=CH,); 115.28 (1C, -CH,-CH=CH,); 97.67
(1C, C1-Gal); 71.20, 68.37, 67.70 (3C, C3-, C4-, C5-Gal); 66.95 (3C, 3x B-CH Thr); 66.71
(1C, C6-Gal); 61.10, 60.76, 60.38 (3C, 2x B-CH, Ser, 1x a-CH Pro); 60.26, 60.03 (2C, 2x a-
CH Pro); 59.43 (1C, a-CH Val); 58.87 (3C, 3x a-CH Thr); 55.58 (1C, a-CH Serr,); 53.02,
51.09 (2C, a-CH Arg, a-CH Ser); 50.04 (1C, a-CH Asp); 49.59 (1C, C2-Gal); 48.77 (1C, 1x
o-CH Ala); 47.85, 47.73, 47.60 (5C, 2x a-CH Ala, 3x 6-CH; Pro); 42.39 (2C, 2x a-CH;
Gly); 41.42 (1C, -CH,-CH=CH,); 40.47 (1C, 5-CH;, Arg); 35.06 (1C, B-CH, Asp); 30.74,
30.70 (2C, -CH,-CH»-); 29.98 (1C, B-CH Val); 29.30, 29.27, 29.16 (3C, 3x B-CH, Pro);
27.44 (1C, B-CH; Arg); 24.70, 24.59 (3C, 3x y-CH; Pro); 23.94 (1C, y-CH, Arg); 22.04 (1C,
CH; NHAc); 18.82, 18.68, 18.65, 18.34, 17.61 (5C, 3x y-CH3 Thr, 2x y-CHj; Val); 16.11,
15.46, 15.06 (3C, 3x 3-CHj; Ala).

Mono-N-allylamido-succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[B-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-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-
alanin (93)
(AIIHN-COCH,CH,CO-Gly-Val-Thr(p-Gal-(1-3)-a-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-
Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 196 mg (0.10 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosdure wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 120 mg (0.125 mmol) Fmoc-Thr(B-AcsGal-(1-3)-a-
GalAc,;NAc)-OH 39, 17 mg (0.125 mmol) HOAt, 43 puL (32 mg, 0.250 mmol) DIPEA, 48 mg



172 5. Experimenteller Teil

(0.125 mmol) HATU in 2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach
Beendigung der Kupplung werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz
wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz
versetzt. Die Ankniipfung der letzten Aminosduren sowie des Spacers 87 erfolgt wieder nach
dem allgemeinen Kupplungsprotokoll. Nach der Kupplung des Spacers 87 entfillt die
Abspaltung Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Ldsung
von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on sowie der Acetylierungsschritt. Die Abspaltung des
Glycopeptids vom Harz findet gemil3 der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Zur Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen 16st man das Glycopeptid in 20 mL einer
Trifluoressigsdure/Anisol/Wasser-Mischung (25:0.9:0.9) und riihrt 2 h bei Raumtemp. unter
Argon. Danach verdiinnt man mit 15 mL Toluol und entfernt die Losemittel i. Vakuum. Es
wird anschlieBend dreimal mit je 20 mL Toluol kodestilliert. Man digeriert den
zuriickbleibenden Riickstand dreimal mit je 10 mL n-Pentan und viermal mit je 12 mL
Diethylether. Der farblose, amorphe Feststoff wird in 25 mL absol. MeOH aufgenommen und
mit einer 1%igen NaOMe-Lsg. in absol. MeOH auf pH = 9 eingestellt. Man riihrt die
Reaktionslosung 13 h bei Raumtemp. unter Argon. Dann neutralisiert man mit
Trifluoressigsdure (5 % in MeOH) und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der resultierende
Feststoff wird mittels préparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 77 mg (39 % tiber 35 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p> = -67.88° (¢ =
0.50, H,0); R{=9.83 min (Sdule C, Gradient: 5 % D nach 100 % D in 20 min), R;= 16.68-
27.87 min (Sdule G, Gradient: 5 % D nach 100 % D in 70 min, 216 nm).

Cs2H133N21036 MW: 1989.05 g/mol EM: 1987.9222

ESI-MS (m/z) = 1006.50 ([M+H+Na]*"/2), Ber.: 1006.46; 1017.49 ([M+2Na]*'/2), Ber.:
1017.45; 1028.48 ([M+3Na-H]*'/2), Ber.: 1028.44; 2032.95 ([M+2Na-H]"), Ber.: 2032.89.
HR-MS (m/z) = 1988.9291 ([M+H]"), Ber.: 1988.9300; 1989.9310([M+H]"), Ber.:
1989.9334; 1990.9310 ([M+H]"), Ber.: 1990.9367.

400 MHz-"H-NMR (D,0; 'H-'"H-COSY): 8(ppm): 5.70 (m, 1H, -CH,-CH=CHs); 5.01 (m, 2H,
-CH,-CH=CH)); 4.82 (d, 1H, H1-GalNAc, J = 3.84 Hz); 4.59 (m, 1H, a-CH Asp); 4.55-4.03
(m, 18H, a-CH Arg (4.53), o-CH Thrr (4.52), 3x a-CH Ala (4.45, 4.37, 4.22), 2x a-CH Ser
(4.41, 4.34), 3x a-CH Pro (4.28), 2x a-CH Thr (4.10, 4.25), o-CH Val (4.19), 2x B-CH Thr
(4.11), B-CH Thry (4.22), H2-GalNAc (4.07), H1-Gal (4.32)); 3.96-3.90 (m, 2H, H4- oder
H5-GalNAc oder -Gal (3.94), H3-GalNAc (3.91)); 3.89-3.82 (4H, 2x a-CH, Gly); 3.81-3.59
(m, 14H, H4- oder H5-GalNAc oder -Gal (3.78), H6-Gal, H6-GalNAc, 3x 6-CHaHp Pro
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(3.70), 2x B-CH; Ser, -CH,-CH=CHj, (3.66)); 3.58-3.44 (m, 5H, 3x 8-CHaHg Pro (3.54), H3-
Gal (3.48), H4- oder H5-GalNAc oder -Gal (3.51)); 3.37 (m, 1H, H2-Gal); 3.08 (m, 2H, o-
CH, Arg); 2.80 (m, 2H, B-CH;, Asp); 2.47 (m, 4H, -CH,-CHj-); 2.24-2.07 (m, 3H, 3x -
CHaHp Pro); 2.01-1.67 (m, 14H, CH3; NHACc (1.89), B-CH Val (1.97), B-CHaHp Arg (1.72),
3x y-CH; Pro (1.93), 3x B-CHHg Pro (1.80)); 1.65-1.48 (m, 3H, B-CHAHg Arg (1.64), y-CH,
Arg (1.56)); 1.31-1.21 (m, 9H, 3x B-CHj3 Ala); 1.15-1.05 (m, 9H, 3x y-CHj; Thr); 0.83 (m, 6H,
2x y-CH3 Val).

100.6 MHz-*C-NMR (D,0; BB, HSQC): &(ppm): 176.74, 175.39, 174.90, 174.47, 174.12,
173.97, 173.85, 173.64, 173.47, 173.09, 172.54, 171.96, 171.57, 171.50, 171.45, 171.36,
171.24, 170.70, 163.16, 162.81 (20C, 2x -COOH, 1x C=0 GalNHAc, 17x C=0 Amid: 3x
Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 2x Gly, 3x Pro, 1x Arg, 2x -CH,-CH,-CO-); 156.65 (1C,
C=NH Arg); 133.55 (1C, -CH,-CH=CH,); 115.28 (1C, -CH,-CH=CH,); 104.60 (1C, C1-
Gal); 99.13 (1C, C1-GalNAc); 77.02, 77.09 (2C, B-CH Thrr, C3-GalNAc); 74.95 (1C, C4-
oder C5-GalNAc oder -Gal); 72.45 (1C, C3-Gal); 70.91 (1C, C4- oder C5-GalNAc oder -
Gal); 70.54 (1C, C2-Gal); 68.87 (1C, C2-GalNAc); 68.54 (1C, C4- oder C5-GalNAc oder -
Gal); 66.96 (2C, 2x B-CH Thr); 61.38, 61.29, 61.12, 60.98, 60.77, 60.52, 60.05 (7C, 2x B-
CH; Ser, 3x a-CH Pro, C6-Gal, C6-GalNAc); 59.37, 58.87 (2C, a-CH Val, 1x a-CH Thr);
56.94 (1C, a-CH Thrr); 55.59, 54.96 (2C, 2x a-CH Ser); 51.09 (1C, a-CH Arg); 50.15 (1C,
ao-CH Asp); 48.91 (1C, 1x a-CH Ala); 47.86, 47.74, 47.60 (6C, 2x a-CH Ala, 3x 3-CH; Pro,
1x a-CH Thr); 42.37 (2C, 2x a-CH; Gly); 41.42 (1C, -CH,-CH=CH,); 40.48 (1C, 5-CH;
Arg); 35.06 (1C, B-CH, Asp); 30.76, 30.71 (2C, -CH,-CH>-); 30.07 (1C, B-CH Val); 29.31,
29.16 (3C, 3x B-CH, Pro); 27.43 (1C, B-CH, Arg); 24.71, 24.61 (3C, 3x y-CH; Pro); 23.95
(1C, y-CH; Arg); 22.27 (1C, CH3; NHACc); 18.80, 18.68, 18.46, 18.35, 17.85 (5C, 3x y-CHs
Thr, 2x y-CHj Val); 16.18, 15.21, 15.06 (3C, 3x B-CHj3 Ala).
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Mono-N-allylamido-succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-
O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-
2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-
butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (95)
(AITHN-COCH,CH,CO-Gly-Val-Thr(a-AcsaNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ser(tBu)-
Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 196 mg (0.10 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosdure wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 147 mg (0.125 mmol) Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-
6)-a-GalAc;NAc)-OH 36, 18 mg (0.131 mmol) HOAt, 50 mg (0.131 mmol) HATU, 45 pL
(34 mg, 0.263 mmol) DIPEA in 2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt.
Nach Beendigung der Kupplung werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das
Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz
versetzt. Die Ankniipfung der verbleibenden Aminosduren sowie des Spacers 87 erfolgt
wieder nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll statt. Nach der Kupplung des Spacers 87
entfillt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer
20%igen Losung von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on sowie der Acetylierungsschritt.
Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz findet gemél der allgemeinen Arbeitsvorschrift
statt.

Ausbeute: 269 mg (89 %); farbloser, amorpher Feststoff; R = 22.13 min (Sédule B, Gradient:
50 % D nach 75 % D in 40 min).

C140H216N22048S MW: 3007.40 g/mol EM: 3005.4858

ESI-MS (m/z) = 1526.23 ((M+2Na]*"/2), Ber.: 1526.23; 3029.44 ([IM+Na]"), Ber.: 3029.49.
400 MHz-'H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): 8(ppm): 8.21 (d, 1H, NH Asp, J = 7.08 Hz);
8.16 (m, 1H, 1x NH Gly); 8.03 (m, 3H, 1x NH Gly, 2x NH Thr); 8.01-7.89 (m, 7H, 2x NH
Ser, NH Arg, NH Val, -NH-CH,-CH=CH,, 1x NH Ala, NH Thrsr,); 7.72 (d, 1H, SialNHAc, J
= 9.35 Hz); 7.63 (d, 1H, 1x NH Ala, J = 8.30 Hz); 7.40-7.33 (m, 5H, 5x CHgom-Bn-Ester);
7.20 (d, 1H, 1x NH Ala, ] = 7.73 Hz); 7.14 (d, 1H, GalNHAc, ] =9.01 Hz);
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6.37 (sp, 1H, NH-Arg); 5.75 (m, 1H, -CH,-CH=CHy); 5.20-5.10 (m, 2H, H3-Gal (5.15), H6-
Sial (5.18)); 5.22 (s, 2H, CH,-Bn-Ester); 5.02-4.97 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.91 (m, 1H, H4-
Gal); 4.86 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.06 Hz); 4.69 (m, 1H, H4-Sial); 4.61-4.09 (m, 17H, a-CH Asp
(4.56), o-CH Val (4.48), a-CH Thrsty, 2x a-CH Ala (4.41, 4.38), 2x a-CH Thr (4.49), 1x a-
CH Ser (4.36), 3x a-CH Pro (4.28), 1x a-CH Ser (4.29), 1x a-CH Ala (4.23), a-CH Arg
(4.23), H9a-(4.12), H8-Sial (4.19), H2-Gal (4.15), B-CH Thrsr, (4.19)); 4.08-3.82 (m, 6H, H5-
Gal, H5- (3.84), H7- (4.02), H9b-Sial (3.95), 2x B-CH Thr (3.92)); 3.79-3.63 (m, 7H, 2x a-
CH, Gly (3.73), H6a-Gal (3.71), -CH,-CH=CH, (3.64)); 3.62-3.27 (m, 10H, 3x 4-CH; Pro
(3.50), 2x B-CH; Ser (3.40)); 3.10-2.95 (m, 3H, H6b-Gal (3.05), 5-CH, Arg (3.00)); 2.69 (m,
1H, B-CHaHg Asp); 2.57 (m, 2H, CH,-4-Pmc); 2.52-2.38 (m, 8H, CH3-5-Pmc (2.46), CH3-7-
Pmc (2.45), B-CHaHg Asp (2.42), H3;4-Sial (2.52)); 2.34 (s, 4H, -CH,-CH»-); 2.10-1.78 (m,
44H, 3x B-CHaHg Pro (1.96), 3x B-CHaHg Pro (1.83), 3x y-CHaHgp Pro (1.91), 3x y-CHAHg
Pro (1.81), B-CH Val (1.96), 6x CH3; OAc (2.01, 1.92, 1.85), CH; NHAc (1.81), CH3-8-Pmc
(2.01), 2x CH3-2-Pmc); 1.75 (m, 3H, CH,-3-Pmc, J = 6.80 Hz, B-CHaHp Arg); 1.70-1.59 (m,
4H, B-CHaHg Arg (1.63), CH3 NHAc (1.65)); 1.58 (m, 1H, H3,,-Sial); 1.42 (m, 2H, y-CH;
Arg); 1.34 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.27 (d, 3H, 1x B-CHj3 Ala, J = 7.23 Hz); 1.25-1.02 (m,
45H, 12x CH; tBu-Ether (1.24, 1.10, 1.05), 2x B-CHs Ala (1.17), y-CHs Thrsry); 1.00 (d, 3H,
1x y-CHs Thr, J = 6.32 Hz); 0.94 (d, 3H, 1x y-CH; Thr, J = 6.41 Hz); 0.87 (d, 3H, 1x y-CHj3
Val, J =6.74 Hz); 0.81 (d, 3H, 1x y-CH; Val, ] = 6.58 Hz).

100.6 MHz-**C-NMR (DMSO-ds; HSQC): 8(ppm): 135.38 (1C, -CH,-CH=CH,); 115.00 (1C,
-CH,-CH=CH,); 98.45 (1C, C1-Gal); 75.68 (1C, B-CH Thrst,); 71.77 (1C, C5-Gal); 68.96
(1C, C4-Sial); 68.65, 66.99, 66.97 (8C, a-CH Thrst,, C4-, C3-Gal, C6-, C7-, C8-Sial, 2x f3-
CH Thr); 62.80 (1C, C6-Gal); 61.91 (1C, C9-Sial); 61.64 (2C, 2x B-CH; Ser); 59.22, 57.16,
57.20 (7C, 3x a-CH Pro, 3x a-CH Ala, a-CH Arg); 53.15, 53.01 (2C, 2x a-CH Ser); 49.61
(1C, a-CH Val); 49.28 (1C, a-CH Asp); 47.55, 47.01, 46.30, 46.14 (7C, 3x 6-CH; Pro, C2-
Gal, 2x a-CH Thr, C5-Sial); 42.01 (2C, 2x a-CH, Gly); 40.77 (1C, -CH,-CH=CH,); 39.97
(1C, 8-CH; Arg (im Losemittelsignal)); 37.92 (1C, C3-Sial); 37.00 (1C, B-CH, Asp); 32.00
(1C, CH,-3-Pmc); 30.68 (5C, -CH,-CH»-, 2x CH3-2-Pmc, B-CH Val); 29.58 (3C, 3x 3-CH,
Pro); 28.89 (1C, B-CH; Arg); 27.84, 27.51, 26.98, 26.32 (17C, 12x CHj; tBu-Ether, 3x CHj3
tBu-Ester); 24.72, 24.52 (4C, y-CH;, Arg, 3x y-CH; Pro); 22.87, 22.59 (2C, 2x CH; NHAc);
20.64, 20.59, 20.54 (7C, CH;-4-Pmc, 6x CH3 OAc); 19.10, 19.04 (3C, 3x y-CH3; Thr);
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18.93, 18.15, 18.04 (3C, 2x y-CHj3 Val, CH3-5-Pmc); 17.54 (1C, B-CHjs Ala); 17.04 (1C, CHs-
7-Pmc); 16.85 (2C, 2x -CH; Ala); 11.86 (1C, CH3-8-Pmc).

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-
butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (98)
(Cbz-Gly-Val-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ser(tBu)-Ala-Pro-
Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 490 mg (0.10 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosidure wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 147 mg (0.125 mmol) Fmoc-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-
6)-a-GalAc,;NAc)-OH 36, 18 mg (0.131 mmol) HOAt, 50 mg (0.131 mmol) HATU, 45 uL
(34 mg, 0.263 mmol) DIPEA in 2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt.
Nach Beendigung der Kupplung werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das
Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz
versetzt. Die Ankniipfung der verbleibenden Aminosduren erfolgt wieder nach dem
allgemeinen Kupplungsprotokoll statt. Nach der Kupplung der letzten Aminosédure entfallt die
Abspaltung Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Ldsung
von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on sowie der Acetylierungsschritt. Die Abspaltung des
Glycopeptids vom Harz findet gemil3 der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Ausbeute: 553 mg (74 % iiber 31 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -41.99° (¢ =
1.00, MeOH); R;= 14.54 min (Séule B, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 20 min).
Ci41H213N21045S MW: 3002.38 g/mol EM: 3000.4593

ESI-MS (m/z) = 1512.75 ([M+H+Na]*"/2), Ber.: 1512.75; 1523.74 ([M+2Na]*'/2), Ber.:
1523.72; 3002.47 (IM+H]"), Ber.: 3002.47; 3024.44 ([M+Na]"), Ber.: 3024.45.

HR-MS (m/z) = 3023.4526 ([M+Na]), Ber.: 3023.4490; 3024.4470 ([M+Na]’), Ber.:
3024.4524; 3025.4473 ([M+Na]"), Ber.: 3025.4557.
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400 MHz-'H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): &(ppm): 8.21 (d, 1H, NH Asp, J = 7.60 Hz);
8.09-7.90 (m, 6H, NH Val, NH Gly, NH Arg, 2x NH Thr, 1x NH Ala); 7.86-7.79 (m, 3H, 2x
NH Ser, 1x NH Thr); 7.73 (d, 1H, NH SialNHAc, J = 9.36 Hz); 7.64 (d, 1H, 1x NH Ala, J =
8.20 Hz); 7.46 (t, 1H, NH Urethan, J = 6.44 Hz); 7.37-7.29 (m, 10H, 5x CH_;om-Bn-Ester, 5x
CHarom-Cbz); 7.21 (d, 1H, 1x NH Ala, J = 7.86 Hz); 7.10 (d, 1H, NH GalNHAc, J =9.16 Hz);
6.40 (sp, 1H, NH-Arg); 5.25-5.18 (m, 3H, CH,-Bn-Ester, H3-Gal (5.19)); 5.16 (m, 1H, H4-
Gal); 5.09 (m, 1H, H6-Sial); 5.01 (s, 2H, CH»-Cbz); 4.93 (m, 1H, a-CH Thrsry); 4.88 (d, 1H,
HI1-Gal, J =2.96 Hz); 4.70 (m, 1H, H4-Sial); 4.58-4.42 (m, 6H, a-CH Asp (4.53), a-CH Val,
a-CH Ala, 2x a-CH Thr (4.60), a-CH Arg (4.45)); 4.37 (m, 1H, o-CH Ser); 4.33-4.12 (m,
9H, 3x a-CH Pro, 2x a-CH Ala (4.21), H9a-Sial (4.14), H2-Gal (4.13), B-CH Thrsr, (4.20),
o-CH Ser (4.32); 4.06-4.03 (m, 2H, H5-Gal, H8-Sial); 3.98-3.84 (m, 6H, H5- (3.92), H7-
(3.85), H9b-Sial (3.97), H3-Gal (3.95), B-CH Thr; (3.93), B-CH Thr, (3.87)); 3.79-3.65 (m,
5H, 2x a-CH; Gly, H6a-Gal (3.71)); 3.63-3.43 (m, 10H, 2x B-CH; Ser, 3x 6-CH, Pro); 3.10-
2.99 (m, 3H, 0-CH, Arg, H6b-Gal (3.07)); 2.71 (m, 1H, B-CHaHg Asp); 2.60-2.54 (m, 3H,
CHz-4-Pmc (2.57), H3jq-Sial (2.52)); 2.52-2.43 (m, 7H, CH3-5-Pmc (2.46), CH;3-7-Pmc
(2.45), B-CHaHg Asp); 2.07-1.74 (m, 44H, 3x B-CHaHg Pro (1.98, 1.76), 3x 3-CHaHg Pro
(1.85, 1.66), 3x y-CHaHp Pro (1.92), 3x y-CHsHg Pro (1.83), B-CHaHp Arg (1.95), B-CH
Val (1.94), 6x CH; OAc, CH3; NHACc (1.82), CH3-8-Pmc (2.01), 2x CH3-2-Pmc (1.91, 1.93));
1.75 (t, 2H, CH-3-Pmc, J = 6.60 Hz); 1.66 (m, 5H, B-CHaHg Arg, H3,-Sial (1.61), CH;
NHAc); 1.42 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.35 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.27 (d, 3H, B-CH; Ala, J
=7.04 Hz); 1.12-1.06 (m, 45H, 12x CH3; tBu-Ether, 2x B-CHj3 Ala, y-CHj; Thrst, (1.09)); 1.01
(d, 3H, y-CHj3 Thry, J = 6.24 Hz); 0.94 (d, 3H, y-CHs Thr, J = 6.24 Hz); 0.88 (d, 3H, y-CH;
Val, J =6.64 Hz); 0.81 (d, 3H, y-CH3 Val, J = 6.64 Hz).

100.6 MHz-"*C-NMR (DMSO-dg; BB, HSQC, HMBC): 8(ppm): 174.12 (1C, -COOH); 172.49,
172.38, 172.00, 171.87, 171.39, 171.02, 170.94, 170.40, 170.34, 170.23, 170.10, 169.91,
169.82, 169.61, 169.35, 169.27, 167.22 (24C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x C=0 Bn-Ester, 1x C=0
GalNHAc, 1x C=0 SialNHAc, 6x C=0 OAc, 14x C=0 Amid: 3x Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x
Val, 2x Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x Arg); 157.33, 156.41 (2C, C=NH Arg, C=0 Urethan); 152.78
(1C, C8a-Pmc); 137.52 (1C, Cquart-Cbz); 135.47 (1C, Cquare-Bn-Ester); 134.99 (1C, C5-Pmc);
134.54 (1C, C6-Pmc); 129.00, 128.92, 128.88, 128.79, 128.46, 128.30, 128.22, 128.10 (11C,
5x CHyrom -Bn-Ester, 5x CHyrom-Cbz, C7-Pmc); 123.11 (1C, 4a-Pmc); 118.17 (1C, C8-Pmc);
98.85, 98.53 (2C, C1-Gal, C2-Sial); 80.65 (1C, Cguari-tBu-Ester); 76.16 (1C, B-CH Thrsry);
74.23,74.05, 73.89, 73.60, 73.40 (5C, 4x Cguar.-tBu-Ether, C2-Pmc); 72.26 (1C, C5-Gal);
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69.47 (1C, C6-Sial); 69.16 (1C, C4-Sial); 67.87, 67.81, 67.41, 67.30 (8C, a-CH Thrsry,, C4-,
C3-Gal, CH,-Bn-Ester, C7-, C8-Sial, 2x B-CH Thr); 65.85 (1C, CH»-Cbz); 63.40 (1C, C6-
Gal); 62.35, 62.16 (3C, C9-Sial, 2x B-CH; Ser); 60.01, 59.63, 59.45, 57.80, 57.38, 56.55,
56.35 (7C, 3x a-CH Pro, 3x a-CH Ala, a-CH Arg); 53.61, 53.44 (2C, 2x a-CH Ser); 50.15
(1C, a-CH Val); 49.69 (1C, a-CH Asp); 48.05 (1C, C5-Sial); 47.26, 47.02, 46.77 (3C, 3x o-
CH; Pro); 46.63, 46.58 (3C, C2-Gal, 2x a-CH Thr); 43.83, 42.34 (2C, 2x a-CH; Gly); 40.27
(1C, 86-CH; Arg (im Losemittelsignal)); 38.02 (1C, C3-Sial); 37.16 (1C, B-CH, Asp); 32.60
(1C, CH,-3-Pmc); 31.61 (3C, 2x CH3-2-Pmc, 3-CH Val); 29.59, 29.30 (4C, 3x B-CH, Pro, B-
CH, Arg); 28.49, 28.43, 28.33, 28.08, 27.62, 27.55, 26.90, 26.87 (15C, 12x CHj; tBu-Ether,
3x CHj tBu-Ester); 25.11, 24.88, 24.81, 24.70 (4C, y-CH, Arg, 3x y-CH, Pro); 23.27, 23.04
(2C, 2x CH3 NHAc); 21.27, 21.24, 21.12, 21.08, 21.02, 20.94, 20.72 (7C, CH-4-Pmc, 6x
CH; OAc); 19.60, 19.51 (3C, 3x y-CHj; Thr); 18.74, 18.64, 18.55 (3C, 2x y-CHj; Val, CHs-5-
Pmc); 18.12 (1C, B-CHs Ala); 17.56 (1C, CH3-7-Pmc); 17.30, 17.18 (2C, 2x B-CH; Ala);
12.38 (1C, CH;3-8-Pmc).

Glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-o.-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-
aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-
alanin (99)
(H-Gly-Val-Thr(a-AcsNeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ser(tBu)-Ala-Pro-Asp(OtBu)-
Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Eine Losung von 10.0 mg (0.045 mmol) Pd(OAc),, 0.25 mL (1.6 mmol) Triethylsilan und
Triethylamin (22 pL, 0.157 pumol) in 4 mL absol. Dichlormethan rithrt man 10 min unter
Argon bei Raumtemp. Diese Suspension gibt man mittels einer Spritze zu der Losung des
Glycopeptids 98 330 mg (0.110 mmol) in 6 mL Dichlormethan. Man riihrt die
Reaktionsmischung 3 h unter Argon bei Raumtemp. und verdiinnt dann mit 40 mL
Dichlormethan. Die organische Phase wird dreimal mit 10 mL ges. NH4Cl-Lsg. gewaschen

und die organische Phase mit Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wird i. Vak. verdampft.
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Man nimmt den Riickstand in MeOH auf, filtriert iiber eine RP-Kieselgel-Kartusche und
wascht mit 50 mL MeOH nach. Das Losemittel wird i. Vak. entfernt, der Riickstand zweimal
mit Toluol kodestilliert und der verbleibende Riickstand in Methanol angelost und
lyophilisiert. Die Verbindung kann ohne weitere Reinigungsoperationen im nédchsten
Syntheseschritt eingesetzt werden.

Ausbeute: 306 mg (quant.); farbloser, amorpher Feststoff; R;= 18.21 min (Saule B, Gradient:
50 % D nach 75 % D in 40 min).

Ci126H201N21046S MW: 2778.12 g/mol EM: 2776.3755

ESI-MS (m/z) = 2778.43 ([M+H]"), Ber.: 2778.39; 2800.43 ([M+Na]"), Ber.: 2800.37.

Mono-N-allylamido-succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-
O-[(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-
butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (100)
(AIIHN-COCH,CH,CO-Gly-Val-Thr(a-AcsNeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ser(tBu)-
Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Man 16st 35 mg (0.222 mmol) Mono-N-Allylamidobernsteinséure 87 in 1.5 mL DMF und gibt
nacheinander 30 mg (0.222 mmol) HOBt, 76 pL (57 mg, 0.74 mmol) DIPEA und 71 mg
(0.222 mmol) TBTU hinzu. Man ldsst die Reaktionsmischung 15 min unter Argon bei
Raumtemp. rithren und tropft diese dann zu der Losung des Glycopeptids 99 306 mg (0.110
mmol) in 3 mL DMF. Die Losung rithrt man 7 h bei Raumtemp. unter Argon und entfernt im
Anschluss die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. Man nimmt den Riickstand in 40 mL
Dichlormethan auf und wiéscht die organische Phase zweimal mit je 10 mL ges. NaHCO:s-
Lsg. und einmal mit 1 M KHSO4-Lsg. Nach dem Entfernen des Losemittels i. Vak. reinigt
man die Verbindung mittels praparative RP-HPLC.

Ausbeute: 224 mg (69 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -41.20° (¢ = 0.65, MeOH);
R; = 18.21 min (Saule B, Gradient: 50 % D nach 75 % D in 40 min), R; = 32.40-33.80 min
(Séule F, Gradient: 50 % D nach 75 % D in 120 min, 214 nm).
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Ci33H210N22045S MW: 2917.27 g/mol EM: 2915.4389

HR-MS (m/z) = 1502.6943 ([M+4Na-2H]*"/2), Ber.: 1502.6913; 1503.6957([M+4Na-
2H]*"/2), Ber.: 1503.6946; 1503.1941 ([M+4Na-2H]**/2), Ber.: 1503.1929.

400 MHz-'H-NMR (DMSO-ds; *H-'H-COSY): 8(ppm): 8.21 (m, 1H, NH Asp); 8.14 (m, 1H,
1x NH Gly); 8.09-8.05 (m, 3H, 1x NH Gly, 2x NH Thr); 8.00-7.90 (m, 7H, 2x NH Ser, NH
Arg, NH Val, -NH-CH,-CH=CH,, 1x NH Ala, NH Thrsr,); 7.76 (m, 1H, SiaNHAc); 7.63 (d,
1H, 1x NH Ala, J] =8.20 Hz); 7.21 (m, 1H, 1x NH Ala); 7.15 (d, 1H, GaINHAc, J = 9.56 Hz);
6.39 (s, 1H, NH-Arg); 5.75 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.26-5.20 (m, 2H, H3-Gal (5.23), H6-
Sial (5.22)); 5.18-4.99 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.95 (m, 1H, H4-Gal); 4.95 (m, 1H, a-CH
Thrstn); 4.88 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.22 Hz); 4.69 (m, 1H, H4-Sial); 4.59-4.33 (m, 7H, a-CH
Asp (4.56), a-CH Val (4.48), 2x a-CH Ala (4.44, 4.39), 2x a-CH Thr (4.54, 4.46), 1x a-CH
Ser (4.37)); 4.32-4.10 (m, 11H, 3x a-CH Pro (4.27), 1x a-CH Ser (4.29), 1x a-CH Ala (4.24),
o-CH Arg (4.26), H9a-Sial (4.11), H2-Gal (4.16), B-CH Thrst, (4.23), H8-Sial (4.16)); 4.05
(m, 1H, H5-Gal); 3.99-3.80 (m, 5H, H5- (3.85), H7- (3.93), H9b-Sial (3.96), 2x B-CH Thr
(3.97-3.84)); 3.79-3.60 (m, 7H, 2x a-CH, Gly (3.74), H6a-Gal (3.72), -CH,-CH=CH, (3.66));
3.61-3.35 (m, 10H, 3x 8-CHaHg Pro (3.61), 3x 6-CHsHg Pro (3.51), 2x B-CHaHg Ser (3.48),
2x B-CHaHg Ser (3.41)); 3.18 (m, 1H, H6b-Gal); 3.02 (sb, 2H, 3-CH, Arg); 2.69 (m, 1H, B-
CHaHg Asp); 2.64 (m, 4H, -CH»-CH»-); 2.57 (m, 2H, CH»-4-Pmc); 2.52-2.40 (m, 8H, CH3-5-
Pmc (2.46), CH3-7-Pmc (2.45), B-CHaHg Asp (2.43), H3;4-Sial (2.43)); 2.10-1.80 (m, 44H,
3x B-CHaHg Pro (1.99), 3x B-CHaHg Pro (1.84), 3x y-CHaHg Pro (1.92), 3x y-CHaHg Pro
(1.82), B-CHaHp Arg (1.76), B-CH Val (1.98), 6x CH3; OAc (2.07, 2.00, 1.92, 1.89, 1.84),
CH; NHAc (1.82), CH3-8-Pmc (2.01), 2x CH3-2-Pmc (1.98)); 1.76 (t, 2H, CH,-3-Pmc, J =
6.80 Hz); 1.70-1.60 (m, 4H, B-CHaHg Arg (1.69), CH3; NHACc); 1.55 (m, 1H, H3,-Sial); 1.42
(m, 2H, y-CH; Arg); 1.35 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.27 (d, 3H, 1x B-CHj; Ala, J = 7.20 Hz);
1.20-1.06 (m, 45H, 12x CH; tBu-Ether, 2x 3-CH; Ala, y-CHj Thrst, (1.14)); 1.01 (d, 3H, y-
CH; Thr, J = 6.28 Hz); 0.95 (d, 3H, y-CH3 Thr, J = 6.08 Hz); 0.88 (d, 3H, y-CH;3 Val, ] = 6.64
Hz); 0.82 (d, 3H, y-CH3 Val, J = 6.64 Hz).

100.6 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB, HSQC, HMBC): &(ppm): 177.79, 174.12 (2C, 2x -
COOH); 174.11, 172.38, 172.35, 171.99, 171.90, 171.61, 171.39, 171.02, 170.90, 170.45,
170.36, 170.23, 170.11, 169.95, 169.81, 169.61, 169.50, 169.42, 169.36, 169.27, 169.05 (26C,
1x C=0 tBu-Ester, 1x C=0 GalNHAc, 1x C=0 SialNHAc, 6x C=0 OAc, 17x C=0 Amid: 3x
Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 2x Gly, 3x Pro, 1x Arg, 2x -CH,-CH,-CO-); 158.54 (1C,
C=NH Arg); 152.80 (1C, C8a-Pmc); 135.85 (1C, -CH,-CH=CH,); 135.00 (1C, C5-Pmc);
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134.55 (1C, C6-Pmc); 128.26 (1C, C7-Pmc); 123.12 (1C, 4a-Pmc); 118.18 (1C, C8-Pmc);
115.43 (1C, -CH,-CH=CH,); 98.92, 98.63 (2C, C1-Gal, C2-Sial); 80.65 (1C, Cquar.-tBu-
Ester); 76.13 (1C, B-CH Thrsry); 74.23, 74.05, 73.90, 73.59, 73.39 (5C, 4x Cguar.-tBu-Ether,
C2-Pmc); 71.86 (1C, C5-Gal); 69.72 (1C, C6-Sial); 69.11 (1C, C4-Sial); 68.27, 67.55, 67.41,
67.30 (7C, a-CH Thrsr,, C4-, C3-Gal, C7-, C8-Sial, 2x B-CH Thr); 63.20 (1C, C6-Gal);
62.41, 62.17 (3C, C9-Sial, 2x B-CH, Ser); 60.00, 59.62, 59.44, 57.80, 57.66, 57.30, 56.59
(7C, 3x a-CH Pro, 3x a-CH Ala, a-CH Arg); 53.61, 53.44 (2C, 2x a-CH Ser); 50.15 (1C, a-
CH Val); 49.68 (1C, a-CH Asp); 48.23 (1C, C5-Sial); 47.26, 47.01, 46.79, 46.62 (6C, 3x d-
CH, Pro, C2-Gal, 2x a-CH Thr); 42.47, 42.32 (2C, 2x a-CH, Gly); 41.28 (1C, -CHa-
CH=CH,); 40.30 (1C, 8-CH; Arg (im Losemittelsignal)); 38.25 (1C, C3-Sial); 37.15 (1C, B-
CH, Asp); 32.59 (1C, CH,-3-Pmc); 31.18, 31.06, 31.01 (3C, 2x CH3-2-Pmc, B-CH Val);
29.58,29.32 (4C, 3x B-CH,; Pro, B-CH, Arg); 28.51, 28.49, 28.32, 28.08, 27.81, 27.60, 27.54,
26.90, 26.87 (17C, 12x CHj; tBu-Ether, 3x CH3 tBu-Ester, -CH,-CH,-); 25.11, 24.87, 24.82,
24.70 (4C, y-CH; Arg, 3x y-CH, Pro); 23.27, 23.01 (2C, 2x CH3; NHAc); 21.30, 21.24, 21.15,
21.04, 20.97, 20.85 (7C, CH»-4-Pmc, 6x CH3 OAc); 19.64, 19.51, 19.47 (3C, 3x y-CH; Thr);
18.87, 18.70, 18.64 (3C, 2x y-CH3 Val, CH;3-5-Pmc); 18.10 (1C, B-CHjs Ala); 17.56 (1C, CHs-
7-Pmc); 17.33, 17.18 (2C, 2x B-CHj3 Ala); 12.38 (1C, CH3-8-Pmc).

Mono-N-allylamido-succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-O-[(5-acetamido-
3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a.-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (101)
(AIITHN-COCH,CH,CO-Gly-Val-Thr(a-NeuNAcCOOH-(2-6)-a-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH)

Man I6st 120 mg (0.041 mmol) des Glycopeptids 100 in 20 mL einer
TFA/Thioanisol/Wasser-Mischung (25:0.9:0.9) und riihrt 2 h unter Argon bei Raumtemp.
Dann verdiinnt man mit 15 mL Toluol, entfernt die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und
kodestilliert dreimal mit je 20 mL Toluol. Dann digeriert man je viermal mit je 8 mL Pentan
und Diethylether. Der verbleibende Feststoff wird lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 50
mL absol. Methanol geldst und mit einer 1%igen NaOMe-Lsg. stellt man einen pH-Wert von

9 ein. Die Losung rithrt man 13 h bei Raumtemp. unter Argon. Dann neutralisiert man mit
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Trifluoressigsdure (5 % in MeOH) und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Der resultierende
Feststoff wird mittels préparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 56 mg (64 % iiber 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = -49.37° (c =
1.00, H,O); R{=11.59 min (Saule C, Gradient: 5 % D nach 40 % D in 20 min), R,= 18.32-
22.82 min (Saule G, Gradient: 5 % D nach 37 % D in 60 min, Fluss: 15 mL, 216 nm).
Cs7H140N22039 MW: 2118.17 g/mol EM: 2116.9648

ESI-MS (m/z) = 1071.07 ((M+Na+H]*"/2), Ber.: 1070.99; 2119.14 (IM+H]"), Ber.: 2118.97.
HR-MS (m/z) = 2118.9705 ([M+H]"), Ber.. 2118.9760; 2117.9707 ([M+H]"), Ber.:
2117.9726; 2119.9807 (IM+H]"), Ber.: 2119.9793.

400 MHz-'H-NMR (D,0; *H-'H-COSY): 8(ppm): 5.69 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 4.99 (m, 2H,
-CH,-CH=CHy); 4.80 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.72 Hz); 4.58 (m, 1H, a-CH Asp); 4.53-4.50 (m,
2H, a-CH Thrgst,, a-CH Arg); 4.45 (m, 1H, 1x a-CH Ala); 4.39 (m, 1H, 1x a-CH Ser); 4.35-
4.31 (m, 2H, 1x a-CH Ser (4.33), 1x a-CH Ala (4.35)); 4.30-4.21 (m, 6H, 3x a-CH Pro
(4.26), a-CH Ala (4.24), 1x a-CH Thr (4.28)); 4.20-4.05 (m, 4H, o-CH Val (4.15), 1x a-CH
Thr (4.18), 2x B-CH Thr, B-CH Thrst, (4.14)); 3.99-3.89 (m, 2H, H5- (3.95), H2-Gal (3.92));
3.87-3.76 (m, 6H, 2x a-CH, Gly, Hé6a- (3.82), H4-Gal (3.83)); 3.75-3.67 (m, 10H, 3x &-
CHaHg Pro (3.68), H3-Gal (3.71), 1x B-CH; Ser, 1x B-CHaHgp Ser, H5-(3.73), H6- (3.72),
H9a-Sial (3.72)); 3.66-3.62 (m, 4H, 1x B-CHaHg Ser, -CH,-CH=CH,, H8-Sial); 3.61-3.39 (m,
6H, 3x 3-CHaHg Pro, H6b-Gal (3.52), H4- (3.57), H9b-Sial (3.50)); 3.42 (m, 1H, H7-Sial);
3.07 (m, 2H, 3-CH; Arg); 2.83 (dd, 1H, B-CHaHg Asp, J = 6.34 Hz, J = 17.10 Hz); 2.76 (dd,
1H, B-CHaHg Asp, J = 6.94 Hz, J = 17.10 Hz); 2.54 (dd, 1H, H3;,-Sial, J = 4.50 Hz, J =
12.52 Hz); 2.46 (sp, 4H, -CH2-CH3-); 2.23-2.08 (m, 3H, 3x B-CHaHp Pro); 2.01-1.61 (m,
17H, 2x CH3; NHAc, B-CH Val (1.95), B-CHaHp Arg (1.71), 3x y-CH;, Pro (1.89), 3x B-
CHaHg Pro (1.79)); 1.63-1.47 (m, 4H, H3,-Sial (1.61), B-CHaHg Arg (1.61), y-CH, Arg
(1.54)); 1.29-1.22 (m, 9H, 3x B-CHj3 Ala); 1.15 (d, 3H, 1x y-CH3 Thr, J = 6.24 Hz); 1.09-1.04
(m, 6H, 2x y-CHj3 Thr); 0.83 (d, 3H, 1x y-CH3 Val, J = 5.28 Hz); 0.80 (d, 3H, 1x y-CH;3 Val, J
=5.48 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (D,0; BB, HSQC, HMBC): §(ppm): 176.14, 176.09, 175.39, 174.89,
174.46, 174.02, 173.94, 173.80, 173.64, 173.47, 173.14, 173.08, 172.03, 171.95, 171.63,
171.56,171.47, 171.33, 171.29, 171.25, 171.18, 170.69 (22C, 3x -COOH, 1x C=0 GalNHAc,
I1x C=0 SialNHAc, 17x C=0 Amid: 3x Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 2x Gly, 3x Pro,
Ix Arg, 2x -CH,-CH,-CO); 156.64 (1C, C=NH Arg); 133.55 (1C, -CH,-CH=CH;); 115.28
(1C, -CH,-CH=CH>); 99.33, 99.17 (2C, C1-Gal, C2-Sial); 77.43 (1C, B-CH Thrsty);
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72.67 (1C, C8-Sial); 71.16 (1C, C6-Sial); 69.85 (1C, C5-Gal); 68.58 (1C, C4-Gal); 68.24,
68.08 (2C, C3-Gal, C7-Sial); 67.68 (1C, C4-Sial); 67.01, 66.95 (2C, 2x $-CH Thr); 63.93
(1C, C6-Gal); 62.77 (1C, C9-Sial); 61.41, 61.10 (2C, 2x B-CH; Ser); 60.76, 60.57, 60.03 (3C,
3x a-CH Pro); 59.39 (1C, a-CH Val); 58.87, 58.85 (2C, 2x a-CH Thr); 56.99 (1C, a-CH
Arg); 55.58, 54.91 (2C, 2x a-CH Ser); 51.71 (1C, C5-Sial); 51.08 (1C, a-CH Thrsy,); 50.14
(1C, a-CH Asp); 49.50 (1C, C2-Gal); 48.67 (1C, 1x o-CH Ala); 47.85, 47.74, 47.60 (5C, 2x
o-CH Ala, 3x 5-CH; Pro); 42.38 (2C, 2x a-CH; Gly); 41.42 (1C, -CH,-CH=CH,); 40.49 (1C,
0-CH, Arg); 39.47 (1C, C3-Sial); 34.85 (1C, B-CH, Asp); 30.77, 30.74 (2C, -CH,-CH,-);
30.01 (1C, B-CH Val); 29.30, 29.26, 29.16 (3C, 3x B-CH, Pro); 27.43 (1C, B-CH, Arg);
24.70, 24.60 (3C, 3x y-CH; Pro); 23.97 (1C, y-CH, Arg); 22.20, 22.00 (2C, 2x CH3; NHAc);
18.80, 18.69, 18.42 (3C, 3x y-CH; Thr); 17.73 (2C, 2x y-CH; Val); 16.15, 15.11 (3C, 3x -
CH; Ala).
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5.7 Versuche zu Kapitel 3.4

9-Hydroxy-4,7-dioxa-nonansaure-tert-butylester®  (104)
(HO(CHQCHQO)QCHQCHQCOOIBU)

Zu einer Losung von 57.80 mL (33.97 g, 0.32 mol) Diethylenglycol in 200 mL absol. THF
gibt man 100 mg (4.35 mmol) Natrium. AnschlieBend setzt man 14.60 mL (16.26 g, 0.13
mol) Acrylsdure-tert-butylester gelost in 30 mL absol. THF zu und ldsst 36 h bei Raumtemp.
unter Argon rithren. Die Losung wird mit 1 M HCI neutralisiert und das Losemittel i. Vak.
abdestilliert. Der viskose, 6lige Riickstand wird in 100 mL ges. NaCl-Lsg. aufgenommen. Die
wissrige Phase extrahiert man fiinfmal mit je 70 mL Ethylacetat. Das Ethylacetat wird i. Vak.
entfernt und das Produkt i. Hochvak. von Losemittelresten befreit.

Ausbeute: 23.0 g (77 %); farbloses, Ol; Ry = 0.46 (Ethylacetat).

Ci11H220s MW: 234.29 EM: 234.1467.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 3.67-3.59 (m, 10H, 5x -CH,0-); 2.43 (t, 2H, -CH,-
COOtBu, J = 6.27 Hz); 1.36 (s, 9H, 3x CH; tBu-Ester).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 170.85 (1C, C=0O Ester); 80.61 (1C, Cauart tBu-
Ester); 72.43 (1C, HO-CH,-CH»-); 70.43, 70.28, 70.19 (3C, 3x -CH,0-); 66.76 (1C, -CH,-
CH,-COOtBu); 61.51 (1C, HO—-CH;-); 36.08 (1C, -CH,-COOtBu); 28.03 (3C, 3x CHj3 tBu-
Ester).

9-Azido-4,7-dioxa-nonansaure-tert-butylester (106)
(N3(CHQCH20)2CH2CH2COOtBu)

Man 16st 23.66 g (101.0 mmol) HO(CH,CH,0),CH,CH,COOtBu 104 in 137 mL absol.
Dichlormethan und versetzt mit 34.19 mL (24.81 g, 254.0 mmol) Triethylamin. Bei 0 °C
werden langsam 16.20 mL (23.98 g, 215.0 mmol) Methansulfonylchlorid zugetropft. Nach 4
h wird von ausgefallenem Triethylaminhydrochlorid abfiltriert. Man wéscht den Filterkuchen
mit 300 mL CH,Cl, nach. AnschlieBend wird das Filtrat zweimal mit je 100 mL Eiswasser
und 300 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Man trocknet iiber MgSO4 und entfernt das
Losemittel i. Vakuum. Der Riickstand wird in 140 mL DMF gelost und mit 40.34 g (625.1
mmol) Natriumazid im Uberschuss versetzt. Man riihrt die Suspension 14 h unter Argon bei

60 °C. Das DMF wird danach i. Hochvak. entfernt und dreimal mit je 200 mL Toluol
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kodestilliert. Der Riickstand wird in 200 mL Wasser aufgenommen. Die wéssrige Phase wird
fiinfmal mit je 100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
tiber MgSO, getrocknet. Der nach dem Abdestillieren des Losemittels verbleibende, gelbe
Riickstand (nur die Halfte!) wird durch Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Séulendimensionen: Lénge = 30.0 cm, Durchmesser = 10.0 cm) im Laufmittelgemisch
Petrolether/Ethylacetat (2:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.81 g (52 %); farbloses Ol; R{Mesylat) = 0.63 (Ethylacetat), R{Azid) = 0.24
(Petrolether/Ethylacetat 2:1).

C11H21N304 MW: 259.30 EM: 259.1532.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 3.70-3.57 (m, 8H, 4x -CH,0-); 3.34 (t, 2H, N3-CHo-, J
= 5.13 Hz); 2.47 (t, 2H, -CH»-COOtBu, J] = 6.24 Hz); 1.41 (s, 9H, 3x CH; tBu-Ester).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 170.83 (1C, C=0O Ester); 80.46 (1C, Caquart tBu-
Ester); 70.58, 70.38, 69.99 (3C, 3x -CH,0-); 66.92 (1C, -CH,-CH,-COOtBu); 50.66 (1C, N3—
CHb»-); 36.23 (1C, -CH,-COOtBu); 28.04 (3C, 3x CH; tBu-Ester).

9-Amino-4,7-dioxa-nonansaure-tert-butylester (107)
(NH,(CH,CH,0),CH,CH,COOtBu)

13.2 g Nickel-Aluminium-Legierung werden in einem 1L-Erlenmeyerkolben in 350 mL dest.
Wasser suspendiert. Dann werden ca. 20 g festes NaOH ohne Kiihlen so schnell zugegeben,
dass die Losung gerade nicht iiberschiumt. Wenn bei weiterer NaOH-Zugabe keine Reaktion
mehr stattfindet, 14sst man 10 Minuten stehen und hilt 30 Minuten auf dem Wasserbad bei 70
°C. Anschlieend wird die iiberstehende wéssrige Phase dekantiert und der schwammige
Riickstand mit dest. Wasser mehrmals gewaschen (pH = 8.0). Man wéscht dann nochmals
zweimal mit je 150 mL Isopropanol und spiilt das Raney-Nickel mit 80 mL Isopropanol in
den Reaktionskolben in dem 13.5 g (57.86 mmol) 10-Azido-4,7-dioxa-nonansdure-tert-
butylester 106 in 80 mL entgastem Isopropanol vorgelegt sind. Man leitet bei Raumtemp. 10
h mittels einer Kaniile Wasserstoff durch die Losung. Der Katalysator wird iiber ,,Hyflo-

1®‘6

Supercel * abfiltriert und zweimal mit je 200 mL Isopropanol nachgewaschen. Man entfernt

das Losemittel i. Vak. und das farblose Ol wird ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.
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Ausbeute: 9.86 g (81 %); farbloses Ol.

C11H23NO4 MW: 233.31 EM: 233.1627.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): §(ppm): 3.64 (t, 2H, -CH,-CH,-COOtBu, J = 6.27 Hz); 3.53 (s,
4H, 2x -CH,0-); 3.42 (t, 2H, NH,-CH,-CH,-, J = 5.13 Hz); 2.78 (t, 2H, NH,-CH,-, ] = 5.16
Hz); 2.43 (t, 2H, -CH2-COOtBu, J = 6.24 Hz); 1.37 (s, 9H, 3x CH; tBu-Ester); 1.21 (sp, 2H,
NH>).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 170.80 (1C, C=0O Ester); 80.42 (1C, Cauart.-tBu-
Ester); 73.42 (1C, NH,-CH,-CH,-); 70.26, 70.16 (2C, 2x -CH,0-); 66.82 (1C, -CH,-CH»-
COOtBu); 41.75 (1C, NH,-CH>-); 36.19 (1C, -CH,-COOtBu); 28.01 (3C, 3x CH; tBu-Ester).

(12-(S-Acetyl-3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansaure-tert-butylester  (109)

1.33 g (9.00 mmol) S-Acetyl-3-mercaptopropionsdure 108 werden in 50 mL. DMF gelost.
Man gibt nacheinander 1.38 g (9.00 mmol) HOBt, 3.08 mL (2.33 g, 18.00 mmol) DIPEA und
341 mg (9.00 mmol) HBTU zu und ldsst 5 min bei Raumtemp. unter Argon rithren. Dann
tropft man 2.00 g (8.57 mmol) NH,(CH,CH,0),CH,CH,COOtBu 107 geldst in 15 mL DMF
zu und ldsst die Reaktionsmischung 1 h unter Argon bei Raumtemp. rithren. Die Lésung wird
i. Hochvak. von DMF befreit und das gelbe Ol durch Flash-Chromatographie im
Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (5:1) — (1:3) an Kieselgel (Sédulendimensionen:
Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.00 g (64 %); hellgelbes Ol; Ry = 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2).

Ci6H20NO6S MW: 363.47 EM: 363.1716.

Analytische Daten: s. Diplomarbeit S. Wittrock.!*!"!

(12-(S-Acetyl-3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansaure ~ (110)

2.00 g (5.50 mmol) (12-(S-Acetyl-3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansdure-tert-
butylester 109 werden in 40 mL Trifluoressigsdure und 2 mL Wasser gelost und bei
Raumtemp. geriihrt. Nach 2 h wird die Reaktionsmischung durch Zufiigen von 60 mL Toluol
verdiinnt und die Losemittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird dreimal mit je 60 mL

Toluol kodestilliert.
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Ausbeute: 1.69 g (quant.); leichtgelblicher, wachsartiger Feststoff; Ry = 0.43
(CH2Clo/MeOH/AcOH/H,0 90:10:1:1).

C12H21NO6S MW: 307.36 EM: 307.1090.

ESI-MS (m/z) = 308.2 ((M+H]"), Ber.: 308.1; 330.1 ((M+Na]"), Ber.: 330.1.

300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.58 (s, IH, NH Amid); 3.76 (t, 2H, -CH,-CH,-COOH,
J = 5.88 Hz); 3.64-3.59 (m, 4H, 2x -CH;0-); 3.54 (t, 2H, -S-CH,-CH,-CO-, J = 4.80 Hz);
3.45 (m, 2H, -NH-CH,-CH3-); 3.10 (m, 2H, -NH-CH>-); 2.61 (t, 2H, -S-CH,-CH,-CO- oder -
CH,-COOH, J = 5.52 Hz); 2.54 (t, 2H, -S-CH,-CH,-CO- oder -CH,-COOH, J = 6.99 Hz);
2.32 (s, 3H, CH; SAc).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): 8(ppm): 197.39 (1C, C=O Thioester); 174.62 (1C, -
COOH); 171.52 (1C, C=0 Amid); 70.08, 69.81, 69.62 (3C, 3x -CH,0-); 66.14 (1C, -CHa-
CH,-COOH); 43.39 (1C, -NH-CH;-); 39.36 (1C, -S-CH,-CH,-CO-); 35.96 (1C, -CH,-
COOH); 30.62 (1C, CH3 SAc); 25.24 (1C, -S-CH,-CH,-CO-).

[(12-(S-[3-(N-propylamido-(succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[B-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-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-
alanin))]-3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonanylamido]-BSA (112)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur radikalischen Biokonjugation:

Zu 100 mg (1.499 pumol) BSA in 7 mL dest. Wasser gibt man 92 mg (0.300 mmol) (12-(S-
Acetyl-3-mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansdure 110, 58 mg (0.300 mmol) EDAC
und 8 mg (0.060 mmol) HOBt. Durch den Zusatz von 5%iger NaHCOs-Lsg. erhoht man den
pH-Wert auf 6.5. Man riihrt 12 h gelinde bei Raumtemp.

Molekulargewicht: 73639 g/mol, 23 Spacer-Molekiile pro BSA-Molekiil.

Alternative Reaktionsfihrung: Man 16st 153 mg (0.50 mmol) (12-(S-Acetyl-3-
mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonansdure 110 und 58 mg (0.50 mmol) N-
Hydroxysuccinimid in 1.5 mL DMF. Dann gibt man 115 mg (0.600 mmol) EDAC hinzu und
lasst 15 min bei Raumtemp. rithren. Die Losung gibt man dann zu 100 mg (1.499 pmol) BSA
in 7 mL dest. Wasser und riihrt langsam 6 h.

Molekulargewicht: 80936 g/mol, 46 Spacer-Molekiile pro BSA-Molekiil.
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Die Protein-Losung wird dann in einen Cellulose-Dialysierschlauch (Ausschlussgrenze
(MWCO) 25000, Durchmesser 10 mm, Volumen 10 mL, Spectra/Por” Float A Lyzer, Fa.
Roth) tiberfiihrt und 10 h gegen 5 L dest. Wasser dialysiert (Wechsel des Wassers alle zwei
Stunden, insgesamt 5 Wechsel). Danach wird die Losung gefriergetrocknet.

30 mg des Lyophilisats werden in 10 mL entgaster 0.075 M Hydroxylamin-Lsg. unter Argon
eine Stunde langsam geriihrt. Dann dialysiert man 8 h gegen 5 L dest. Wasser (2 Wechsel).
Wiéhrend dieser Dialyse stromt stindig Stickstoff durch die Dialysier-Losung. Anschlie3end
erfolgt eine Gefriertrocknung. Das Lyophilisat (20 mg, 0.2532 umol) wird in 5 mL entgastem
Wasser geldst. Dazu gibt man dann 23 mg (11.646 umol) des Glycopeptids 93 sowie 1 mg
(31 mol%) ACVA. Unter Argon bestrahlt man unter Riihren die Reaktionslosung mittels der
Quecksilberniederdrucklampe 8 h lang. Danach wird die Losung 48 h gegen 5 L dest. Wasser
dialysiert (Wechsel des Wassers alle zwei Stunden, insgesamt 10 Wechsel), und abschlieSend
wird lyophilisiert.

Ausbeute: 13.6 mg, leichtgelbliches Lyophilisat.

Bestimmung der Beladungsdichte des Neoglycoproteins 112:1%!

Erstellung der Kalibriergerade:

49.34 mg Galactose werden in 100 mL dest. Wasser geldst. Zur Herstellung der Stammldsung
werden 10 mL dieser Losung mit dest. Wasser auf 100 mL aufgefiillt.

Die Stammldsung wird dann wie folgt verdiinnt:

0 mL Stammldsung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 0 pg Extinktion: 0.025
1 mL Stammldsung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 9.87 ug  Extinktion: 0.079
2 mL Stammlosung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 19.74 ng  Extinktion: 0.147
3 mL Stammldsung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 29.60 ng Extinktion: 0.220
4 mL Stammldésung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 39.47 ug Extinktion: 0.307
5 mL Stammloésung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 49.34 ug  Extinktion: 0.405
6 mL Stammldsung auf 10 mL Konzentration pro 2 mL: 59.21 ug Extinktion: 0.469

Je 2 mL dieser Kalibrierlosung werden mit 50 pL einer 80%igen Losung von Phenol in
Wasser versetzt und intensiv durchmischt. Zu dieser Losung werden bei 0 °C 5 mL konz.
Schwefelsdure mittels einer Vollpipette gegeben (Starke Erwérmung!). Nach 10 min werden
die bereits gelblich verfarbten Losungen griindlich geschiittelt und weitere 30 min

stehengelassen. AnschlieBend wird die Extinktion der Losungen bei einer Wellenldnge von
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A =490 nm in einer 1 cm-Quarzkiivette gegen eine Referenzprobe (2 mL dest. Wasser)
gemessen.

Zur Ermittlung des Kohlenhydratgehaltes werden 1.49 mg des Neoglycoproteins 112 in 2 mL
dest. Wasser geldst und die Absorption gemil der obigen Vorschrift gegen eine Blindprobe
(2.01 mg modifiziertes Protein 111, 2 mL dest. Wasser, 5 mL konz. Schwefelsédure und 50 pL
Phenol-Lsg.) bestimmt. Durch lineare Regression ergibt sich folgende Eichgerade: y =
7.7592:107x + 6.2911-107; R? = 0.994; y ist die Extinktion und x die Konzentration in
pug/2mL.

Messwert fiir Neoglycoprotein 112: 1.49 mg pro 2 mL Extinktion: 0.246

Daraus ergibt sich eine Beladung von 0.1715 pmol Glycopeptid 93 pro 1.49 mg modifiziertes
BSA 111. Dies entspricht einer mittleren Beladung von 9 Molekiilen des Glycopeptids 93 pro
Molekiil BSA.

[(12-(S-[3-(N-propylamido-(succinyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin))]-3-
mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonanylamido]-BSA (113)

Die Synthese erfolgte analog zur Herstellung des Neoglycoproteins 112.

Eingesetzte Mengen: Deacetyliertes BSA: 20 mg (0.2532 pmol); Glycopeptid 91: 21.3 mg
(11.646 pumol); ACVA: 1 mg (31 mol%); 5 mL Wasser.

Ausbeute: 9 mg, leichtgelbliches Lyophilisat.

[(12-(S-[3-(N-propylamido-(succinyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-6-O-[(5-
acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a.-D-
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin))]-3-
mercaptopropionyl)amido)-4,7-dioxa-nonanylamido]-BSA (114)

Die Synthese erfolgte analog zur Herstellung des Neoglycoproteins 112.
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Eingesetzte Mengen: Deacetyliertes BSA: 20 mg (0.2532 umol); Glycopeptid 101: 24.7 mg
(11.646 umol); ACVA: 1 mg (31 mol%); 5 mL Wasser.
Ausbeute: 14 mg, leichtgelbliches Lyophilisat.

5.8 Versuche zu Kapitel 3.5.1

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-O-allyl-L-serin°! (116)
(Boc-Ser(All)-OH)

Es werden 15.0 g (73.1 mmol) Boc-Ser-OH 115 in 30 mL absol. DMF gel6st und auf 0 °C
abgekiihlt. Zu dieser Losung wird langsam eine Losung von 6.43 g (160.8 mmol)
Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineraldl) in 300 mL absol. DMF gegeben.
AnschlieBend werden 6.2 mL Allylbromid (8.84 g, 73.1 mmol) langsam zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird 3 h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Man entfernt das DMF 1.
Hochvak. und kodestilliert viermal mit je 150 mL mit Toluol. Der Riickstand wird in 300 mL
Wasser aufgenommen und die wéssrige Phase dreimal mit je 300 mL Diethylether
gewaschen. Die wissrige Phase wird gefriergetrocknet. Die Verbindung wird ohne weitere
Reinigung in der néchsten Reaktionsstufe eingesetzt.

Zur Analyse werden 300 mg des Lyophilisats in Wasser aufgenommen und mit Essigsdure
auf pH 4 eingestellt. Man extrahiert zweimal mit je 40 mL CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber MgSOy getrocknet und das Losemittel 1. Vak. entfernt.
Ausbeute: 17.9 g (quant.); [a]p> = +21.62° (¢ = 0.89, CHCl;);

CiiHigNOs  MW: 245.27 EM: 245.1263.

ESI-MS (m/z) = 268.4 ((M+Na]"), Ber.: 268.1; 290.3 ([M+2Na]"), Ber.: 290.1.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): & (ppm): 5.75-5.90 (m, 1H, -O-CH,-CH=CH,); 5.41 (d, 1H, NH
Urethan, J = 8.43 Hz); 5.10-5.30 (m, 2H, -O-CH,-CH=CHy,); 4.41-4.44 (m, 1H, a-CH Ser);
3.98 (d, 2H, -O-CH,-CH=CH,, J = 5.51 Hz); 3.61-3.89 (m, 2H, B-CH, Ser); 1.42 (s, 9H 3x
CH; Boc).

755 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): & (ppm): 175.30 (1C, -COOH); 155.73 (1C, C=0O
Urethan); 133.85 (1C, -O-CH,-CH=CH,); 117.70 (1C, -O-CH,-CH=CH,); 80.30 (1C, Cguart.-
Boc); 72.34 (1C, -O-CH,-CH=CH,); 69.57 (1C, B-CH, Ser); 53.77 (1C, a-CH Ser); 28.26
(3C, 3x CH3 Boc).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-allyl-L-serin (117)
(Fmoc-Ser(OAll)-OH)

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-O-allyl-L-serin 116 (17.0 g, 69.3 mmol) werden in 60 mL TFA
und 1 mL Wasser gelost und 95 min bei Raumtemp. geriihrt. Die Trifluoressigsdure wird 1i.
Vak. entfernt, und man kodestilliert viermal mit je 200 mL Toluol. Der Riickstand wird in 250
mL Aceton/Wasser (1:1) aufgenommen und nacheinander mit 12.26 g (146.0 mmol) NaHCO;
und 23.6 g (70.0 mmol) N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu)
versetzt. Man riihrt 65 h bei Raumtemp. Die Reaktionsmischung wird mit 1 N HCI auf pH 2
eingestellt und zweimal mit je 300 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird
je einmal mit 200 mL Wasser und mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Man trocknet iiber MgSO4
und entfernt das Dichlormethan 1. Vakuum. Der gelbliche Riickstand wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser =
5.5 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOAc/AcOH (50:4:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 20.2 g, (79 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p® = +21.54° (¢ = 1.00, MeOH);
R¢=0.11 (CH,CL/EtOAc/AcOH 50:4:0.5).

CyH2)NOs  MW: 367.40 EM: 367.1420.

ESI-MS (m/z) = 390.1 ([M+Na]), Ber.: 390.1; 757.3 ([2M+Na]’), Ber.: 757.3; 1124.6
([3M+Na]"), Ber.: 1124.4.

Ber.: C 68.65 H5.76 N 3.81

Gef.: C 68.60 H 5.66 N 3.91

300 MHz-'H-NMR (DMSO-ds): & (ppm): 12.80 (s,, 1H, COOH); 7.88 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc,
J=17.74 Hz); 7.80-7.55 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.10-7.50 (m, SH, H2-, H3-, H6-, H7- Fmoc,
NH Urethan); 5.79-5.91 (m, 1H, -O-CH,-CH=CH,); 5.12-5.28 (m, 2H, -O-CH,-CH=CHy);
4.15-4.35 (m, 3H, CH;-Fmoc, a-CH Ser); 3.94 (m, 1H, H9-Fmoc); 3.55-3.75 (m, 4H, -O-
CH,-CH=CH,, B-CH; Ser).

75.5 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB): & (ppm): 171.79 (1C, -COOH); 156.16 (Urethan C=0);
143.93 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 140.81 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 135.00 (1C, -O-CH-
CH=CH,); 127.75 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.18 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.43 (2C, Cl-, C8-
Fmoc); 120.20 (2C, C4-, C5-Fmoc); 116.81 (1C, -O-CH,-CH=CH,); 71.22 (1C, -O-CH,-
CH=CH,); 69.14 (1C, CHz-Fmoc); 65.88 (1C, B-CH; Ser); 54.34 (1C, a-CH Ser); 46.73 (1C,
C9-Fmoc).
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N-(tert-Butyloxycarbonyl)-glycin-O-allylester (119)
(Boc-Gly-OAll)

Man 16st 12.00 g (68.50 mmol) Boc-Gly-OH 118 in 100 mL Methanol und gibt 11.16 g
(34.25 mmol) Césiumcarbonat hinzu. Man ldsst 15 min bei Raumtemp. rithren und entfernt
das Losemittel i. Vakuum. Das viskose Ol wird in 100 mL DMF geldst, und man tropft 18.96
mL (13.26 g, 109.61 mmol) Allylbromid hinzu. Die Reaktionsmischung wird 3 h bei
Raumtemp. geriihrt. Man entfernt das DMF 1. Hochvak. und kodestilliert viermal mit je 100
mL Toluol. AnschlieBend nimmt man den Riickstand in 300 mL Dichlormethan auf und
wischt die organische Phase viermal mit je 100 mL Wasser sowie zweimal mit je 90 mL ges.
NaCl-Lsg. Man trocknet iiber MgSO4 und entfernt das Losemittel i. Vakuum. Das Produkt
kann in der nichsten Reaktionsstufe ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.

Ausbeute: 13.75 g (93 %); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.43 (CH,Cl,/MeOH 50:0.5).
CioHi7NOs  MW: 215.25 EM: 215.1158.

ESI-MS (m/z) = 238.0 ([M+Na]"), Ber.: 238.1; 254.0 ([M+K]"), Ber.: 254.2; 453.2
([2M+Na]"), Ber.: 453.3.

Ber.: C 55.80 H 7.96 N 6.51

Gef.: C 55.77 H 7.96 N 6.58

300 MHz-'H-NMR (CDCls): &(ppm): 5.85 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.25 (m, 2H, -CH,-
CH=CHy); 5.06 (s, 1H, NH Urethan); 4.59 (m, 2H, -CH,-CH=CH,); 3.89 (d, 2H, a-CH; Gly,
J=4.24 Hz); 1.40 (s, 9H, 3x CH; Boc).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): &(ppm): 170.04 (1C, C=0O Ester); 155.69 (1C, C=0O
Urethan); 131.55 (1C, -CH,-CH=CH,); 118.76 (1C, -CH,-CH=CH,); 79.91 (1C, Cgquar.-Boc);
65.77 (1C, -CH,-CH=CH,); 42.39 (1C, a-CH; Gly); 28.24 (3C, 3x CH3 Boc).
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2-(N-(tert-Butyloxycarbonyl))-amino-4-pentensaure!®! (120)
(Boc-(R,S)-AlIGly-OH)

Zu einer Losung von 5.70 mL (4.79 g, 33.90 mmol) [sopropylcyclohexylamin in 98 mL absol.
THF werden bei 0 °C 18 mL (28.8 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Ldsung in Hexan gegeben.
Nach 10 min kiihlt man die Losung auf -78 °C ab und tropft 3.00 g (13.94 mmol) N-(tert-
Butyloxycarbonyl)-glycin-O-allylester 119 geldst in 15 mL absol. THF innerhalb von drei
Minuten zu. Man riihrt 15 min unter Argon, gibt 3.75 mL (3.22 g, 29.65 mmol)
Trimethylsilylchlorid hinzu und riithrt weitere 10 min. Dann 14sst man innerhalb von 20 min
auf Raumtemp. kommen. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei 65 °C geriihrt und
anschlieBend mit 75 mL MeOH versetzt und 15 min geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit
250 mL Diethylether verdiinnt und viermal mit je 90 mL 0.3 N NaOH extrahiert. Die
vereinigten wassrigen Phasen werden zweimal mit 100 mL Diethylether gewaschen,
anschlieBend mit 1 M KHSO4-Lsg. auf pH = 3 eingestellt und mit NaCl gesittigt. Man
extrahiert dreimal mit je 100 mL Dichlormethan, einmal mit 100 mL Ethylacetat und trocknet
die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO,. Das Produkt wird durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOAc/AcOH (50:4:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 1.99 g (66 %); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.16 (CH,Cl/EtOAc/AcOH

50:4:0.5).

CioH17NOs  MW: 215.25 EM: 215.1158.
ESI-MS (negativ) (m/z) = 214.1 ((M-H]"), Ber.: 214.1.
Ber.: C 55.80 H 7.96 N 6.51
Gef.: C55.83 H 7.84 N 6.53

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.25 (s, 1H, NH Urethan); 5.69 (m, 1H, -CH,-
CH=CH,); 5.09 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.36 (d, 1H, a-CH, J = 5.88 Hz); 2.51 (m, 2H, -
CH,-CH=CH,); 1.40 (s, 9H, 3x CH;3 Boc).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCl;; BB, DEPT): &(ppm): 176.25 (1C, -COOH); 155.48 (1C, C=0
Urethan); 132.13 (1C, -CH,-CH=CHy); 119.28 (1C, -CH,-CH=CH,); 80.21 (1C, Cquart-Boc);
52.72 (1C, a-CH); 36.40 (1C, -CH,-CH=CHy); 28.24 (3C, 3x CH; Boc).



194 5. Experimenteller Teil

(S)-N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-(R,S)-allylglycyl-L-alanin (123)
(Fmoc-(R,S)-AllGly-L-Ala-OH)

Man 16st 1.23 g (5.71 mmol) rac-Boc-AllGly-OH 120 in 20 mL DMF und gibt 872 mg (5.71
mmol) HOBt, 1.84 g (5.71 mmol) TBTU und 691 pL (560 mg, 11.42 mmol) NMM hinzu.
Man riihrt 10 min, gibt 560 mg (6.29 mmol) L-Alanin, geldst in 5 mL Wasser, versetzt mit
381 uL (308 mg, 11.42 mmol) NMM, hinzu und lisst 9 h riihren. AnschlieBend entfernt man
das Losemittel i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 80 mL Toluol. Die Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe und die Einfithrung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt analog zur Synthese
von Fmoc-L-Ser(OAll)-OH 117. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/AcOH (50:1:0.5).

Ausbeute: 959 mg (41 % iiber 3 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p> (Fmoc-L-
AllGly-L-Ala-OH) = -13.98° (¢ = 1.00, MeOH); R¢ = 0.28 (CH,Cl,/MeOH/AcOH 50:2:0.5),
R¢ (Fmoc-L-AllGly-L-Ala-OH) = 70.03 min (Sdule B, isokratisch 35 % D, Fluss: 2 mL/min).
Cp3HuN2Os  MW: 408.45 EM: 408.1685.

ESI-MS (m/z) = 409.2 ([M+H]"), Ber.: 409.2; 431.3 ([M+Na]"), Ber.: 431.2; 447.3 (IM+K] ",
Ber.: 447.2.

300 MHz-'H-NMR (DMSO-dg): 8(ppm): 12.57 (sp, 1H, -COOH); 8.23 (d, 1H, NH Amid, J =
7.35 Hz); 7.87 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.74 Hz); 7.71 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz);
7.48 (d, 1H, NH Urethan, J = 8.46 Hz); 7.41 (t, 2H, H3-, H7-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.31 (t, 2H,
H2-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.75 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.05 (m, 2H, -CH,-CH=CH));
4.28-4.06 (m, 5SH, H9-, CH,-Fmoc, a-CH Ala, a-CH AllGly); 2.30 (m, 2H, -CH,-CH=CH,);
1.27 (d, 3H, B-CH; Ala, J = 6.00 Hz).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, DEPT): 8(ppm): 174.11 (1C, C=0 Ester); 171.24 (1C, C=0
Amid); 155.93 (1C, C=0 Urethan); 143.99, 143.89 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 140.82 (2C, C4a-,
C4b-Fmoc); 134.54 (1C, -CH,-CH=CH,); 127.74 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.17 (2C, C2-, C7-
Fmoc); 12545 (2C, Cl-, C8-Fmoc); 120.21 (2C, C4-, C5-Fmoc); 117.59 (1C, -CH,-
CH=CH,); 65.75 (1C, CH,-Fmoc); 54.07 (1C, C9-Fmoc); 47.59, 46.75 (2C, a-CH AllGly, a-
CH Ala); 36.40 (1C, -CH,-CH=CH,); 17.25 (1C, B-CH; Ala).
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2-(N-(tert-Butyloxycarbonyl))-amino-4-pentensaureethylester®*®! (124)
(Boc-(R,S)-AlIGly-OEt)

Man 16st 3.50 g (16.27 mmol) (R,S)-N-Boc-Allylglycin 120 und 2.52 mL (1.83 g, 18.06
mmol) Triethylamin in 45 mL Dichlormethan und gibt bei 0 °C 1.66 mL (1.89 g, 17.41 mmol)
Chlorameisensiureethylester hinzu. Die Reaktionslosung wird 5 min bei 0 °C geriihrt und mit
196 mg (1.60 mmol) DMAP versetzt. Man riihrt 4 h bei 0 °C, lasst auf Raumtemp. erwadrmen,
rihrt weitere 2 h und verdiinnt mit 100 mL Dichlormethan. Man wischt die organische Phase
je einmal mit 50 mL ges. NaHCOs-Lsg., 50 mL 1 M KHSOj4-Lsg. und 50 mL ges. NaCl-Lsg.
Die wissrigen Phasen werden mit 20 mL Dichlormethan extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet. Der 6lige Riickstand wird durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 36.0 cm, Durchmesser = 3.0
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/Cyclohexan/EtOAc (30:30:0.9) gereinigt.

Ausbeute: 2.89 g (73 %); farbloses, zédhes Ol Ry = 0.28 (CH,Cl,/Cyclohexan/EtOAc
30:30:1.5).

CioHaINOs MW: 243.30 EM: 243.1471.

ESI-MS (m/z) = 266.1 ((M+Na]"), Ber.: 266.2.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 5.66 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.08 (m, 2H, -CH,-
CH=CHy;); 5.01 (m, 1H, NH Urethan); 4.32 (m, 2H, a-CH); 4.15 (m, 2H, -O-CH,-CH3); 2.47
(m, 2H, -CH,-CH=CH,); 1.41(s, 9H, 3x CH3 Boc); 1.25 (t, 3H, -O-CH,-CHs, J = 7.17 Hz).
75.5 MHz-"*C-NMR (CDCl3; BB, DEPT): §(ppm): 172.00 (1C, C=0 Ester); 155.18 (1C, C=0
Urethan); 132.32 (1C, -CH,-CH=CH,); 119.00 (1C, -CH,-CH=CH,); 79.79 (1C, Cquar.-Boc);
61.27 (1C, -O-CH,-CH3); 52.89 (1C, a-CH); 36.82 (1C, -CH,-CH=CHy,); 28.27 (3C, 3x CHj;
Boc); 14.19 (1C, -O-CH,-CH3).

(S)-2-(N-(tert-Butyloxycarbonyl))-amino-4-pentensaure!®! (125)
(Boc-(S)-AlIGly-OH)

Der racemische 2-(N-(tert-Butyloxycarbonyl))-amino-4-pentensdureethylester 124 (5.00 g
(20.55 mmol) wird in 300 mL 0.1 M Na-Phosphatpuffer (pH 8) emulgiert. Zu dieser
Emulsion gibt man 70 mg a-Chymotrypsin aus Rinderpankreas (27270 Fluka) gelost in 20
mL 0.1 M Na-Phosphatpufter (pH 8). Man riihrt bei 37 °C 40 h und reguliert den pH-Wert
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mittels 0.5 N Natronlauge. Nicht umgesetzten Ester gewinnt man durch mehrmalige
Extraktion der wissrigen Phase mit Ethylacetat (viermal mit je 100 mL) zuriick. Die wissrige
Phase wird mit 1 M KHSO4-Lsg. auf pH 3 eingestellt und sechsmal mit je 100 mL Ethylacetat
extrahiert. Man trocknet mit MgSO, und verdampft das Losemittel 1. Vakuum. Das Produkt
wird ohne weitere Reinigung in der ndchsten Reaktionsstufe eingesetzt.

Ausbeute: 1.64 g (74 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p™* = +10.8° (¢ = 0.50, MeOH),
[a]p”®(Lit.*") = 4+9.5° (¢ = 0.50 in MeOH); R¢=0.16 (CH,CL/EtOAc/AcOH 50:4:0.5).

Ber.: C 55.80 H 7.96 N 6.51
Gef.: C 55.67 H 7.83 N 6.43

NMR-Daten: siche Verbindung 120.

(S)-N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-amino-4-pentensaure (126)
(Fmoc-(S)-AllGly-OH)

In 50 mL einer TFA/Wasser-Mischung (5:0.15) werden 2.66 g (0.012 mmol) (S)-2-(N-(tert-
Butyloxycarbonyl))-amino-4-pentensdure 125 geldst und 90 min bei Raumtemp. unter Argon
geriihrt. Man entfernt die Trifluoressigsdure i. Vak., kodestilliert zweimal mit je 60 mL
Toluol und lyophilisiert den Riickstand. Das Lyophilisat wird in 30 mL Wasser aufgenommen
und mit 2.63 g (0.031 mmol) Natriumhydrogencarbonat versetzt. Dann gibt man 4.81 g
(0.0143 mmol) Fmoc-OSu in 60 mL Dioxan hinzu und riihrt die Reaktionsmischung 16 h bei
Raumtemp. AnschlieBend stellt man mit 1 M KHSO4-Lsg. einen pH-Wert von 3 ein, entfernt
das Dioxan i. Vak. und extrahiert viermal mit je 60 mL Ethylacetat. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und das Losemittel i. Vak. verdampft.
Der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel (Séulendimensionen: Léinge =
30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOAc/AcOH (50:0.5:0.5)
gereinigt.

Ausbeute: 3.15 g (78 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o.]p> = +14.66° (¢ = 1.00, CHCls);
R¢=0.17 (CH,Cl/EtOAc/AcOH 50:0.5:0.5).

CyH19)NOs MW: 337.37 EM: 337.1314.

ESI-MS (m/z) = 360.1 ((M+Na]"), Ber.: 360.1; 697.3 ([2M+Na]"), Ber.: 697.3.
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Ber.: C71.20 H 5.68 N 4.15

Gef.: C71.04 H5.62 N 4.20

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): 8(ppm): 9.81 (s, 1H, -COOH); 7.74 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J =
7.35 Hz); 7.58 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.41-7.24 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35
Hz); 7.32-7.27 (t, 2H, H2-, H7-Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.71 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.31 (d,
1H, NH Urethan, J = 8.10 Hz); 5.15 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 4.53-4.39 (m, 3H, CH,-Fmoc,
a-CH); 4.21 (t, 1H, H9-Fmoc, J = 6.99 Hz); 2.60 (m, 2H, -CH,-CH=CH,).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): §(ppm): 176.49 (1C, -COOH); 155.93 (1C, C=0O Urethan);
143.77, 143.65 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.31 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 131.73 (1C, -CHz-
CH=CH,); 127.74 (2C, C3-, C6-Fmoc); 127.07 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.06 (2C, C1-, C8-
Fmoc); 120.00, 119.79 (3C, C4-, C5-Fmoc, -CH,-CH=CH,); 67.21 (1C, CH;-Fmoc); 53.08
(1C, a-CH); 47.09 (1C, C9-Fmoc); 36.34 (1C, -CH,-CH=CH,).

5.9 Versuche zu Kapitel 3.5.3

N-Acetyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-allyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(4-methoxy-2,3,6-
trimethylbenzolsulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-O-allyl-L-seryl-L-prolyl-glycyl-O-
tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (131)
(Ac-Val-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Ser(All)-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Mtr)-Pro-Ala-
Ser(All)-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 490 mg (0.25 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz findet
acidolytisch nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Ausbeute: 511 mg (90 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p>> = -43.64° (¢ = 0.98, MeOH);
R¢=7.69 min (Sdule B, Gradient: 65 % D nach 100 % D in 13 min).

Ci07H178N20031S MW: 2272.74 EM: 2271.2688

MALDI-MS (m/z) = 2274.2 ((M+H]"), Ber.: 2274.3; 2296.1 ([M+Na]"), Ber.: 2296.3; 2312.3
([M+K]"), Ber.: 2312.2; 2318.0 ((M+2Na-H]"), Ber.: 2318.3.
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HR-MS (m/z) = 2294.2566 ([M+Na]"), Ber.: 2294.2585; 2295.2576 ([M+Na]"), Ber.:
2295.2619; 2296.2646 ([M+Na]"), Ber.: 2296.2652.

400 MHz-'"H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): & (ppm): 8.23 (d, 1H, NH Asp, J = 7.44 Hz);
8.12 (d, 1H, NH Ala, J = 7.04 Hz); 8.05-7.79 (m, 8H, NH Arg, NH Ser; (8.00), NH Ser; ynq 3
(7.84), NH Ala, 2x NH Thr, NH Gly); 7.67-7.58 (m, 3H, NH Val, NH Ser, (7.56), NH Thr);
7.18 (d, 1H, NH Ala, J = 7.84 Hz); 6.66 (s, 1H, CHgyrom); 6.38 (sp, 1H, NH-Arg); 5.87-5.75
(m, 2H, 2x -O-CH,-CH=CHy); 5.24, 5.19 (m, je 1H, 2x -O-CH,-CH=CHaHp); 5.12, 5.09 (m,
je 1H, 2x -O-CH,-CH=CHaHg); 4.69 (m, 1H, a-CH Ser;); 4.59-4.52 (m, 2H, a-CH Asp, a-
CH Ala); 4.51-4.42 (m, 2H, o-CH Arg, a-CH Ser; (4.45); 4.41-4.33 (m, 2H, o-CH Ser; und
o-CH Sery); 4.32-4.17 (m, 9H, a-CH Val (4.26), 3x a-CH Thr, 2x a-CH Ala (4.22, 4.18), 3x
ao-CH Pro); 3.98-3.84 (m, 7H, 3x B-CH Thr, 2x -O-CH,-CH=CH,); 3.76 (s, 3H, -OMe); 3.71
(d, 2H, a-CH; Gly, J = 4.68 Hz); 3.66-3.56 (m, 4H, 3x 6-CHaHgp Pro, 1x B-CHaHg Ser
(3.60)); 3.57-3.46 (m, 7H, 3x 3-CHsHg Pro, 1x B-CHaHg Ser; (3.49) 3x B-CHaHgp Serz34
(3.49)); 3.45-3.38 (m, 3H, 3x B-CHaHg Sers34 (3.43)); 3.00 (sp, 2H, 8-CH; Arg); 2.69 (dd,
1H, B-CHaHg Asp, J = 6.68 Hz, J = 16.40 Hz); 2.58 (s, 3H, C¢-CH3-Mtr); 2.50 (s, 3H, Cs-
CH;s-Mtr (im Losemittelsignal)); 2.42 (dd, 1H, B-CHaHg Asp, J = 6.64 Hz, ] = 16.44 Hz);
2.02-1.93 (m, 7H, B-CH Val (1.97), 3x B-CHaHg-Pro, C;-CH3-Mtr); 1.92-1.71 (m, 13H, 3x -
CHaHg Pro, 3x y-CH; Pro, B-CHaHgp Arg (1.82), CH; NHAc (1.89)); 1.63 (sb, 1H, B-CHaHg
Arg); 1.42 (m, 2H, y-CH; Arg); 1.35 (s, 9H, 3x CH; tBu-Ester); 1.27 (d, 3H, -CH; Ala, J =
7.04 Hz); 1.19-1.04 (m, 61H, 15x CHj tBu-Ether, 2x B-CH; Ala); 1.03-0.97 (m, 6H, 2x y-CHj3
Thr); 0.94 (m, 3H, y-CH3 Thr); 0.84 (d, 3H, y-CH; Val, J = 7.04 Hz); 0.82 (d, 3H, y-CH; Val,
J=7.04 Hz).

100.6 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; HMQC): & (ppm): 173.55 (1C, -COOH); 172.04, 171.46,
171.07, 170.95, 169.90, 169.69, 169.40, 169.26, 169.22, 168.97, 168.79, 168.61, 168.40,
168.24 (18C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x NHAc, 16x C=0O Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp, 1x Val,
3x Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x Arg); 157.33 (1C, C=NH Arg); 156.04 (1C, C4-Mtr); 137.50 (1C,
Ci-Mtr); 135.47 (1C, Cy-Mtr); 134.77, 134.73 (3C, 2x -O-CH,-CH=CH,, Cs-Mtr); 123.39
(1C, Cs-Mtr); 116.57, 116.36 (2C, 2x -O-CH,-CH=CH,); 111.57 (1C, Cs-Mtr); 80.09 (1C,
Cguar-tBu-Ester); 73.91, 73.67, 73.52, 73.02, 72.88 (5C, 5x Cquar-tBu-Ether); 71.14, 70.99
(2C, 2x -O-CH,-CH=CH,); 69.48, 68.99 (2C, 2x B-CH; Ser); 66.83, 66.59 (3C, 3x B-CH
Thr); 61.71, 61.60 (2C, 2x B-CH; Ser); 59.57 (1C, a-CH Val); 59.25, 58.89, 57.75, 57.25,
57.12, 56.79 (6C, 3x a-CH Pro, 3x a-CH Thr); 55.34 (1C, -OCH3); 53.10, 52.95, 52.43,
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50.44 (4C, 4x a-CH Ser); 49.15 (1C, a-CH Arg); 47.83 (1C, a-CH Asp); 47.49, 46.77,
46.35, 46.11 (6C, 3x a-CH Ala, 3x 8-CH, Pro); 41.71 (1C, a-CH; Gly); 39.89 (1C, 3-CH,
Arg (im Losemittelsignal)); 36.60 (1C, B-CH, Asp); 30.00, 29.03 (4C, B-CH, Arg, 3x B-CH,
Pro); 27.92, 27.85, 27.77, 27.53, 26.98 (18C, 15x CHj; tBu-Ether, 3x CH; tBu-Ester); 24.60
(1C, y-CH, Arg); 24.16 (3C, 3x y-CH, Pro); 23.54 (1C, B-CH Val); 22.31 (2C, Cs-CHs-Mtr.
CH; NHAc); 19.17 (1C, y-CH; Val); 18.94, 18.85, 18.34 (3C, 3x y-CHj3 Thr); 17.88 (2C, y-
CHj; Val, Co-CH3-Mtr); 17.55, 16.97 (3C, 3x B-CHs Ala); 11.63 (1C, C3-CHs-Mtr).

N?-(N-Acetyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl)-[C},N*-cyclo-(L-
alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(4-methoxy-2,3,6-
trimethylbenzolsulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,11-diamino-6,7-didehydro-4,9-
dioxa-dodecan-1,12-dioyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-
alanin (132)

Das Peptid 131 (50 mg, 0.022 mmol, 3 mM) wird in 7 mL entgastem absol. Dichlormethan
gelost. Dann gibt man 20 mol% (4 mg) Grubbs-Katalysator 1. Generation (Benzyliden-
bis(tricyclohexylphosphin)dichlororuthenium) unter Argon hinzu und erwérmt unter Argon
11 h unter Riickfluss. Danach gibt man nochmals diegleiche Menge an Katalysator hinzu und
erwiarmt weitere 12 h unter Argon und Riickfluss. AnschlieBend entfernt man das Losemittel
1. Vak. und reinigt die Verbindung mittels priaparativer HPLC.

Ausbeute: 26 mg (52 %); farbloser, amorpher Feststoff; R = 17.52 min (Sdule A,
isokratisch: 60 % D), R;=20.80-24.12 min (Saule E, isokratisch: 60 % D, Fluss: 25 mL, 213
nm).

Ci0sH174N20031S MW: 2244.69 EM: 2243.2375

ESI-MS (m/z) = 2245.30 ([M+H]"), Ber.: 2245.25; 2267.28 ([M+Na]"), Ber.: 2267.23;
2283.28 ([M+K]"), Ber.: 2283.21.

400 MHz-'H-NMR (DMSO-ds; *H-'H-COSY): & (ppm): 8.40-8.22, 8.11-7.77, 7.67-7.55 (m,
14H, NH Asp, 3x NH Ala, 1x NH Arg, 4x NH Ser, 3x NH Thr, 1x NH Gly, 1x NH Val); 6.67
(s, 1H, CHarom.); 6.42 (sp, 1H, NH-Arg); 5.67 (m, 2H, -O-CH,-CH=CH-CH,-0-); 4.71 (m,
1H, 1x a-CH Ser) ,); 4.65-4.44 (m, 2H, 1x a-CH Ser;, 1x a-CH Ala); 4.43-4.31 (m, 4H, 2x
a-CH Sers 4 (4.37), a-CH Asp, a-CH Arg); 4.15-4.30 (m, 9H, 3x a-CH Pro (4.29), 2x a-CH
Ala, 3x a-CH Thr, a-CH Val); 4.06-3.82 (m, 7H, 2x B-CH Thr, B-CH Thr, (3.88),
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-O-CH,-CH=CH-CH2-0-); 3.79 (s, 3H, -OMe); 3.71 (d, 2H, a-CH; Gly, J = 5.34 Hz); 3.68-
3.29 (m, 14H, 3x 6-CHaHp Pro (3.61), 3x -CHaHg Pro (3.51), 2x B-CHaHp Ser;» (3.65), 2x
B-CHaHg Seri (3.51), 2x B-CHaHg-OH Sers 4 (3.55), 2x B-CHaAHg-OH Sers 4 (3.45)); 3.02
(sb, 2H, 6-CH, Arg); 2.75 (m, 1H, B-CHaHg Asp); 2.60 (s, 3H, Cs-CH3-Mtr); 2.50 (s, 3H, C»-
CH;s-Mtr (im Losemittelsignal)); 2.59 (m, 1H, B-CHAHg Asp); 2.06-1.95 (m, 7H, B-CH Val
(2.02), 3x B-CHaHg-Pro (2.02), C3-CH3-Mtr (2.04)); 1.94-1.71 (m, 12H, 3x B-CHaHg Pro
(1.90), 3x y-CH;, Pro, CH3-NHAc (1.90)); 1.70 (m, 1H, B-CHaHg Arg); 1.53 (m, 1H, B-
CHaHg Arg); 1.43 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.38 (s, 9H, 3x CHj3 tBu-Ester); 1.28 (d, 3H, 1x B-
CH; Ala, J = 6.95 Hz); 1.19-1.07 (m, 51H, 15x CHj3 tBu-Ether, 2x B-CHj3 Ala (1.16)); 1.02-
0.97 (m, 6H, 2x y-CH3 Thr); 0.88 (d, 3H, y-CH; Thr;, J = 6.30 Hz); 0.84 (d, 3H, y-CH; Val, J
= 6.65 Hz); 0.82 (d, 3H, y-CH;3 Val, J = 6.88 Hz).

100.6 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; HMQC): & (ppm): 128.52 (2C, -O-CH,-CH=CH-CH,-0-);
111.65 (1C, Cs-Mtr); 70.33 (2C, -O-CH,-CH=CH-CH,-O-); 69.90, 69.20 (2C, 2x B-CH,
Ser); 66.64, 66.08, 65.94 (3C, 3x B-CH Thr); 61.50 (2C, 2x B-CH, Sers4); 59.60 (3C, 3x a-
CH Pro); 57.20 (1C, 1x a-CH Ala); 55.38 (1C, -OCHj3); 53.20 (2C, 2x a-CH Ser;4); 52.80
(1C, a-CH Arg); 50.90 (1C, 1x a-CH Ser),); 50.71 (1C, 1x a-CH Ser;); 50.30 (1C, a-CH
Asp); 47.80, 47.40 (5C, 3x a-CH Thr, 1x a-CH Ala, a-CH Val); 46.61, 46.35, 46.31 (3C, 3x
0-CH; Pro); 46.00 (1C, 1x a-CH Ala); 41.93 (1C, a-CH; Gly); 40.05 (1C, 6-CH; Arg (im
Losemittelsignal)); 36.39 (1C, B-CH, Asp); 29.72 (1C, B-CH Val); 28.79, 28.62 (3C, 3x B-
CH, Pro); 28.22 (1C, B-CH, Arg); 27.97, 27.85, 27.80, 27.52, 26.91 (18C, 15x CH3 tBu-
Ether, 3x CHj tBu-Ester); 24.72 (1C, y-CH, Arg); 24.13 (3C, 3x y-CH; Pro); 22.31, 22.19
(2C, Cs-CH3-Mtr, CH3 NHAc); 19.05 (1C, 1x y-CH; Val); 18.57, 18.51, 18.47 (3C, 3x y-CHj;
Thr); 17.88, 17.86 (2C, 1x y-CHjs Val, C,-CH;-Mtr); 17.78, 16.74 (3C, 3x B-CH; Ala); 11.49
(1C, C5-CH3-Mtr).
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N?-(N-Acetyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl)-[C*,N*:-cyclo-(L-
alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(4-methoxy-2,3,6-
trimethylbenzolsulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,11-diamino-4,9-dioxa-dodecan-

1,12-dioyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (133)

Man 16st 11.7 mg (0.052 mmol) Pd(OAc),; und 59 mg (0.0263 mmol) Cyclopeptid 132 in 6
mL einer THF/Wasser-Mischung (2:1) und gibt 0.3 mL (1.6 mmol) Triethylsilan,
Triethylamin (22 pL, 0.157 mmol) sowie 2 Tropfen Propiolsduremethylester hinzu. Man riihrt
24 h unter Argon bei Raumtemp. wobei man nochmals 0.5 mL (1.6 mmol) Triethylsilan
verteilt tiber 5 h zutropft. Man verdiinnt mit 40 mL Wasser und lyophilisiert, nimmt
anschliefend in 9 mL MeOH auf und filtriert iiber eine RP-Kieselgel-Kartusche. Das
Losemittel wird 1. Vak. verdampft, der Riickstand zweimal mit Toluol kodestilliert und der
verbleibende Riickstand in Methanol angeldst und nochmals lyophilisiert. Der Riickstand
wird zweimal mit Diethylether digeriert und durch préparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 36 mg (61 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -33.67° (¢ = 1.00, MeOH);
Ri=15.48 min (Séule B, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 30 min), R;= 28.60-30.65 min
(Sdule H, Gradient: 45 % D nach 100 % D in 95 min, Fluss: 25 mL/min, 210 nm).
Ci0sH176N20031S MW: 2246.70 EM: 2245.2531

ESI-MS (m/z) = 1135.12 ([M+H+Na]*"/2), Ber.: 1135.13; 1146.11 ([M+2Na]*'/2), Ber.:
1146.12; 2247.24 (IM+H]"), Ber.: 2247.26; 2269.20 ([M+Na]"), Ber.: 2269.25.

HR-MS (m/z) = 2268.2395 ([M+Na]"), Ber.: 2268.2429; 2269.2366 ([M+Na]"), Ber.:
2269.2462; 2270.2485 ([M+Na]"), Ber.: 2270.2496.

400 MHz-'H-NMR (DMSO-ds; *H-'H-COSY): & (ppm): 8.42-8.26 (m, 2H, NH Asp, 1x NH
Ser); 8.06-7.89 (m, SH, 1x NH Ala; 3x NH Thr, NH Gly); 7.88-7.73 (m, 3H, NH Arg, NH
Val, 1x NH Ser); 7.71-7.49 (m, 2H, 2x NH Ser); 7.09-6.99 (m, 2H, 2x NH Ala); 6.67 (s, 1H,
CHarom.); 6.43 (sp, 1H, NH-Arg); 4.68 (m, 1H, 1x a-CH Ser); 4.62-4.44 (m, 3H, a-CH Asp
(4.51), 1x a-CH Ser, 1x a-CH Ala); 4.45-4.33 (m, 2H, 2x a-CH Ser); 4.32-4.15 (m, 10H, 3x
a-CH Pro, a-CH Arg, 2x a-CH Ala, a-CH Val (4.22), 3x a-CH Thr (4.23)); 3.98-3.88 (m,
3H, 3x B-CH Thr); 3.77 (s, 3H, -O-CH3); 3.71 (m, 2H, a-CH, Gly); 3.68-3.22 (m, 18H, 3x &-
CH; Pro (3.54), 2x B-CHaHg Serm, (3.50), 2x B-CHaHg Serp, (3.42), 2x B-CH; Ser, -O-CHa-
CH,-CH;-CH,-0O- (3.54-3.26)); 3.02 (sp, 2H, 6-CH; Arg); 2.75 (m, 1H, B-CHaHp Asp); 2.57
(s, 3H, C6-CH3-Mtr); 2.49 (s, 3H, C,-CH3-Mtr (im Losemittelsignal)); 2.46 (m, 1H, B-CHaHg
Asp); 1.92-1.71 (m, 20H, B-CH Val (1.99), C5-CH;-Mtr (2.03), 3x B-CHaHg-Pro (2.00),
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3x B-CHaHsg Pro (1.87), 3x y-CH, Pro (1.91), B-CHaHg Arg (1.69), CH; NHAc (1.90)); 1.44
(m, 1H, B-CHAHg Arg); 1.44 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.35 (s, 9H, 3x CHj tBu-Ester); 1.27 (d,
3H, B-CHs Ala, J = 7.00 Hz); 1.19-1.04 (m, 55H, 15x CHj; tBu-Ether, 2x 3-CH3 Ala (1.13,
1.15), -O-CH,-CH-CH»-CH,-O- (1.32-1.14)); 1.07-0.94 (m, 9H, 3x y-CH; Thr); 0.86 (d, 3H,
1x y-CH3 Val, J = 7.92 Hz); 0.82 (d, 3H, 1x y-CH3 Val, J = 7.49 Hz).

100.6 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB, HMQC): & (ppm): 174.10 (1C, -COOH); 172.19,
171.58, 169.97, 169.93, 169.85, 169.82, 169.35, 169.26, 169.24, 169.04, 168.49, 168.48 (18
C, Ix C=0 tBu-Ester, 1x C=0 NHAc, 16x C=0 Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x
Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x Arg); 156.54, 156.51 (2C, C=NH Arg, C4-Mtr); 138.07 (1C, C;-Mtr);
136.12 (1C, C,-Mtr); 134.92 (1C, Ce-Mtr); 123.96 (1C, Cs-Mtr); 112.14 (1C, Cs-Mtr); 80.63
(1C, Cquar-tBu-Ester); 74.80, 74.46, 74.22, 73.57, 73.34 (5C, 5x Cgquar.-tBu-Ether); 70.97,
70.71 (4C, -O-CH,-CH,-CH,-CH,-O-, 2x 3-CH, Ser); 67.38, 67.15 (3C, 3x 3-CH Thr); 62.15
(2C, 2x B-CH; Sermy); 60.14 (3C, 3x a-CH Pro); 58.32, 57.80, 57.64 (6C, 3x a-CH Thr, 2x
a-CH Ala, a-CH Arg); 55.90 (1C, -OCHs); 53.47 (4C, 4x a-CH Ser); 48.02, 47.20, 46.96
(6C, a-CH Asp, a-CH Val, 3x 6-CH; Pro, 1x a-CH Ala); 42.29 (1C, a-CH; Gly); 40.30 (1C,
0-CH; Arg (im Lésemittelsignal)); 36.99 (1C, B-CH; Asp); 30.55 (1C, B-CH Val); 29.58 (3C,
3x B-CH, Pro); 28.95, 28.46, 28.38, 28.30, 28.08, 27.52 (20C, 15x CHj3 tBu-Ether, 3x CH;
tBu-Ester, -O-CH,-CH,-CH,-CH,-0O-); 26.50 (1C, B-CH; Arg); 26.22 (1C, y-CH, Arg); 24.76
(3C, 3x y-CH; Pro); 24.06 (1C, C¢-CH3-Mtr); 22.84 (1C, CH; NHAc); 19.71 (1C, 1x y-CHj;
Val); 19.46, 18.88, 18.86 (3C, 3x y-CHj3 Thr); 18.40, 18.07 (2C, 1x y-CH; Val, C,-CH3-Mtr);
17.45, 17.36 (3C, 3x B-CHj; Ala); 12.16 (1C, C3-CH;3-Mtr).

N?-(N-Acetyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl)-[C*,N**-cyclo-(L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,11-diamino-4,9-dioxa-dodecan-1,12-dioyl-L-
prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (134)

Man 16st 36 mg (0.016 mmol) des Cyclopeptids 133 in 15 mL einer TFA/Thioanisol/Wasser-
Mischung (25:0.9:0.9) und riihrt 2 h unter Argon bei Raumtemp. Dann verdiinnt man mit 15
mL Toluol, entfernt die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 20
mL Toluol. Dann digeriert man je dreimal mit je 8 mL Pentan und Diethylether und reinigt

den Riickstand mittels praparativer RP-HPLC.
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Ausbeute: 13 mg (48 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -98.55° (¢ = 0.50,
H,O/MeOH (1:1)); R¢= 6.60 min (Sdule C, Gradient: 5 % D nach 50 % D in 15 min); R;=
15.60-17.60 min (Sédule G, Gradient: 5 % D nach 50 % D in 37 min, Fluss: 15 mL, 214 nm).
C71H116N20023 MW: 1697.80 EM: 1696.8268

ESI-MS (m/z) = 860.39 ([M+H+Na]*"/2), Ber.: 860.41; 1697.81 (IM+H]"), Ber.: 1697.84.
HR-MS (m/z) = 1697.8347 ([M+H]"), Ber.: 1697.8346; 1698.8369 ([M+H]"), Ber.:
1698.8380; 1699.8469 ([M+H]"), Ber.: 1699.8413.

400 MHz-'H-NMR (D,O; *H-'H-COSY): & (ppm): 4.67 (m, 1H, Ix a-CH Ser; (im
Losemittelsignal)); 4.59-4.35 (m, 7H, a-CH Asp (4.52), 2x a-CH Sersy4 (4.39), 1x a-CH
Ser,, 1x a-CH Ala (4.50), a-CH Val (4.43), a-CH Arg (4.36)); 4.33-4.20 (m, 7H, 3x a-CH
Thr, 3x a-CH Pro, 1x a-CH Ala (4.23)); 4.19-4.02 (m, 4H, 3x B-CH Thr (4.16), 1x a-CH Ala
(4.13)); 3.87 (m, 2H, a-CH; Gly); 3.86-3.50 (m, 14H, 3x 3-CH, Pro (3.75-3.50), 1x B-CHaHg
Ser (3.70), 1x B-CHaHg Ser (3.59), 1x B-CH; Ser; (3.65) 2x B-CH, Sersy4 (3.72)); 3.49-3.30
(m, 4H, -O-CH,-CH,-CH,-CH»-0-); 3.08 (m, 2H, 8-CH; Arg); 2.88 (m, 2H, B-CH, Asp);
2.18 (m, 3H, 3x B-CHaHg-Pro); 2.03-1.70 (m, 13H, B-CH Val (1.96), 3x B-CHasHg Pro
(1.81), 3x y-CH; Pro (2.24), CH; NHAc (1.93)); 1.56 (m, 2H, B-CH; Arg); 1.50-1.37 (m, 6H,
v-CH, Arg (1.49), -O-CH,-CH3-CH,-CH,-O- (1.42)); 1.30 (d, 3H, B-CH;3; Ala, J = 7.40 Hz);
1.27 (d, 3H, B-CH3 Ala, J = 7.04 Hz); 1.24 (d, 3H, B-CH3 Ala, J = 7.24 Hz); 1.11-1.07 (m,
9H, 3x y-CHj3 Thr); 0.83 (d, 6H, 2x y-CH3 Val, J = 6.84 Hz).

100.6 MHz-**C-NMR (D,0; BB, HSQC): & (ppm): 176.17, 174.50, 174.48, 174.34, 174.29,
174.19, 173.67, 173.42, 172.06, 171.97, 171.63, 171.57, 171.51, 171.44, 171.33, 171.27 (19
C, 2x -COOH, 1x C=0 NHAc, 16x C=0O Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 1x
Gly, 3x Pro, 1x Arg); 156.62 (1C, C=NH Arg); 71.16, 71.04 (2C, -O-CH,-CH,-CH,-CH,-O-);
69.30, 69.18 (2C, 2x B-CH; Sery.2); 67.03, 66.96 (3C, 3x B-CH Thr); 61.10, 60.96 (5C, 3x a-
CH Thr, 2x B-CH; Sersy4); 59.72 (1C, 1x a-CH Ala); 59.01, 58.90, 58.75 (3C, 3x a-CH Pro);
55.57, 55.15 (2C, 2x a-CH Sersy4); 53.35 (1C, a-CH Val); 52.10, 51.80 (2C, 2x a-CH
Serjy2); 50.15 (2C, a-CH Asp, a-CH Arg); 48.73 (1C, 1x a-CH Ala); 47.94, 47.81, 47.40
(4C, 3x 8-CH; Pro, 1x a-CH Ala); 42.36 (1C, a-CH; Gly); 40.51 (1C, 6-CH, Arg); 34.58
(1C, B-CH; Asp); 29.89 (1C, B-CH Val); 29.17, 29.13 (3C, 3x B-CH; Pro); 25.48, 25.26 (2C,
-O-CH,-CH,-CH,-CH,-0-); 24.74, 24.67 (3C, 3x y-CH; Pro); 24.11 (1C, B-CH; Arg); 22.21
(1C, y-CH; Arg); 21.55 (1C, CH3s NHACc); 18.71, 18.64, 18.36 (3C, 3x y-CHj3 Thr); 17.57 (2C,
2x y-CHj3 Val); 16.16, 15.38, 15.29 (3C, 3x B-CH; Ala).
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N-Acetyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a.-
D-galactopyranosyl)-L-seryl-O-allyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-
tert-butyl-L-threonyl-N'-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-
L-alanyl-O-allyl-L-seryl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-
alanin (136)
(Ac-Val-Thr(tBu)-Ser(a-GalAcsNAc)-Ser(All)-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-
Ala-Ser(All)-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 490 mg (0.25 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosidure 22 wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 222 mg (0.338 mmol) Fmoc-Ser(a-GalAc;NAc)-OH 22, 134
mg (0.353 mmol) HATU, 48 mg (0.353 mmol) HOAt, 121 uL (91 mg, 0.705 mmol) DIPEA
in 2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der
Kupplung werden die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert, und das Harz wird mit N-
Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die
Ankniipfung der verbleibenden Aminosduren erfolgt wieder nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll. Nach der letzten Kupplung wird die aminoterminale Fmoc-
Schutzgruppe durch Behandlung des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin in N-
Methylpyrrolidin-2-on entfernt und der freie Aminoterminus wird mit Capping-Reagenz
acetyliert. Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz findet nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift statt.

Ausbeute: 587 mg (90 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -37.58° (¢ = 0.70, MeOH);
R¢=15.38 min (Séule B, Gradient: 40 % D nach 100 % D).

Ci21H195N21030S MW: 2600.03 EM: 2598.3642

ESI-MS (m/z) = 1322.70 ((M+2Na]**/2), Ber.: 1322.67; 2622.41 ([IM+Na]"), Ber.: 2622.36.
HR-MS (m/z) = 2621.3577 ([M+Na]’), Ber.: 2621.3540; 2622.3572 ([M+Na]"), Ber.:
2622.3573; 2623.3640 ([M+Na]"), Ber.: 2623.3607.

400 MHz-'H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): &(ppm): 8.33-8.18 (m, 3H, NH Arg, NH Asp
1x NH Ala); 8.05-7.80 (m, 7H, 4x NH Ser, NH Gly, 1x NH Thr, 1x NH Val); 7.70-7.10 (m,
5H, 2x NH Thr, 2x NH Ala, NHAc); 6.38 (s, 1H, NH-Arg); 5.85-5.76 (m, 2H, 2x -O-CH,-
CH=CH,); 5.29-5.07 (m, 5H, H3-Gal (5.26), 2x -O-CH,-CH=CHaHg (5.24, 5.20), 2x -O-
CH,-CH=CHaHg (5.12, 5.09)); 4.96 (dd, 1H, H4-Gal, ] = 3.00 Hz, ] = 11.50 Hz),
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4.85 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.47 Hz); 4.68 (m, 1H, 1x o-CH Ser); 4.63 (m, 1H, 1x a-CH Ser);
4.56 (m, 1H, a-CH Asp); 4.51-4.42 (m, 3H, a-CH Arg (4.48), 1x a-CH Ala, 1x a-CH Ser);
4.37 (m, 1H, a-CH Ser); 4.34-4.13 (m, 10H, H2-, H5-Gal, 3x a-CH Pro, 2x a-CH Ala, 3x a-
CH Thr, a-CH Val); 4.02 (m, 1H, H6a-Gal); 3.98-3.85 (m, 8H, H6b-Gal (3.92), 3x 3-CH Thr,
2x -0-CH>-CH=CH,); 3.71 (m, 2H, a-CH, Gly); 3.63-3.43 (m, 14H, 2x B-CHaHg Ser (3.48),
2x B-CHaHsg Ser (3.42), 2x B-CHaHg Ser (3.59), 2x B-CHaHg Ser (3.51), 3x 6-CHaHg Pro
(3.60), 3x 0-CHaHg Pro (3.49)); 3.01 (m, 2H, 6-CH, Arg); 2.70 (m, 1H, B-CHaHp Asp); 2.57
(m, 2H, CH;-4-Pmc); 2.49-2.40 (m, 7H, CHs-5-Pmc, CHs-7-Pmc, B-CHaAHg Asp (2.43));
2.10-1.70 (m, 40H, 3x B-CHaHg Pro (1.98), 3x B-CHaHg Pro (1.81), 3x y-CHaHg Pro (1.91),
3x y-CHaHg Pro (1.82), B-CHaHp Arg (1.74), B-CH Val (2.01), 3x CH3 OAc (2.08, 1.95,
1.85), 2x CH3; NHAc (1.87, 1.80), CH3-8-Pmc (2.01), 2x CHj3-2-Pmc, CH;-3-Pmc (1.75));
1.64 (m, 1H, B-CHAHg Arg); 1.42 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.34 (s, 9H, 3x CHj; tBu-Ester); 1.27
(d, 3H, B-CH;3 Ala, J = 6.98 Hz); 1.24-1.04 (m, 42H, 12x CH; tBu-Ether, 2x B-CH; Ala
(1.17)); 1.00 (m, 6H, 2x y-CHj; Thr); 0.94 (d, 3H, y-CH; Thr, J = 6.21 Hz); 0.83 (m, 6H, 2x y-
CH; Val).

100.6 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB, HSQC): 8(ppm): 173.54, 172.03, 171.45, 171.01,
170.93, 170.25, 169.90, 169.77, 169.57, 169.45, 169.30, 169.25, 169.08, 168.78, 168.66,
168.60, 168.25 (23C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x -COOH, 1x C=0 GalNHAc, 3x C=0 OAc, 1x
C=0 NHAc, 16x C=0 Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp, Ix Val, 2x Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x
Arg); 155.84 (1C, C=NH Arg); 152.24 (1C, C8a-Pmc); 134.79 (2C, 2x -O-CH,-CH=CH,);
134.43 (2C, C5-Pmc, C7-Pmc); 133.98 (1C, C6-Pmc); 122.54 (1C, 4a-Pmc); 117.61 (1C, C8-
Pmc); 116.58, 116.53 (2C, 2x -O-CH,-CH=CH,); 97.56 (1C, C1-Gal); 80.11 (1C, Cguar.-tBu-
Ester); 73.80, 73.68, 73.53, 73.33, 73.02 (5C, 4x Cguar.-tBu-Ether, C2-Pmc); 71.14, 71.01 (2C,
2x -O-CH,-CH=CH,); 69.48, 69.01 (2C, 2x B-CH; Ser); 67.96 (1C, C4-Gal); 67.67, 66.96,
66.84, 66.75, 66.15 (5C, C5-, C3-Gal, 3x B-CH Thr); 61.60, 61.38 (3C, C6-Gal, 2x B-CH;
Ser); 59.57, 59.07, 58.89, 57.90, 57.25, 57.18, 56.75 (8C, 2x a-CH Ala, 3x a-CH Pro, 3x a-
CH Thr, a-CH Val); 52.95 (1C, 1x a-CH Ser); 52.73 (1C, a-CH Arg); 50.44, 51.79 (2C, 2x
o-CH Ser); 48.82 (1C, a-CH Asp); 47.82, 47.48, 46.50, 46.39, 46.35, 46.17 (6C, 3x 0-CH;
Pro, 1x a-CH Ser, C2-Gal, 1x a-CH Ala); 41.70 (1C, 1x a-CH; Gly); 40.19 (1C, 6-CH; Arg
(im Losemittelsignal)); 36.60 (1C, B-CH; Asp); 32.06 (1C, CH,-3-Pmc); 29.83, 28.98, 28.91,
28.77 (7C, 3x B-CH; Pro, B-CH, Arg, 2x CH3-2-Pmc, -CH Val); 27.94, 27.91, 27.79, 27.53,
27.00, 26.31 (15C, 12x CHj tBu-Ether, 3x CHj tBu-Ester); 24.56, 24.51, 24.18 (4C, y-CH;
Arg, 3x y-CH; Pro); 22.48, 22.25 (2C, 2x CH3; NHACc); 20.67, 20.38, 20.34, 19.14, 18.93,
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18.73, 18.08, 17.88, 17.85, 17.56 (11C, CH,-4-Pmc, 3x CH; OAc, 3x y-CH; Thr, 2x y-CH;
Val, CHs-5-, CH3-7-Pmc); 16.99, 16.55 (3C, 3x B-CHs Ala); 11.82 (1C, CHs-8-Pmc).

N?-(N-Acetyl-L-valyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl)-[C',N*!-cyclo-(L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-
aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N"-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,11-diamino-6,7-didehydro-4,9-dioxa-dodecan-1,12-dioyl-L-
prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (137)

Das Glycopeptid 136 (50 mg, 0.0192 mmol) wird in 7 mL entgastem absol. Dichlormethan
gelost (2.75 mM). Dann gibt man 20 mol% (3 mg) Grubbs Katalysator der 2. Generation
(Benzyliden[1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-2-imidazolidinyliden]dichloro-
(tricyclohexylphosphin)ruthenium) unter Argon hinzu und erwérmt die Losung unter Argon
11 h unter Riickfluss. Danach gibt man nochmals diegleiche Menge an Katalysator hinzu und
erwiarmt die Losung unter Argon weitere 13 h unter Riickfluss. AnschlieBend entfernt man
das Losemittel i. Vak. und reinigt die Verbindung durch préparative HPLC.

Ausbeute: 23 mg (47 %); farbloser, amorpher Feststoff: [a]p”" = -21.02° (¢ = 0.70, MeOH); R,
= 12.66 min (Saule B, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 20 min), R; = 24.55-27.05 min
(Sédule E, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 60 min, 211 nm).

Ci19H191N21030S MW: 2571.97 EM: 2570.3329

ESI-MS (m/z) = 1297.70 ([M+H+Na]*'/2), Ber.: 1297.67; 1308.70 ([M+2Na]*'/2), Ber.:
1308.66; 2572.38 (IM+H]"), Ber.: 2572.34; 2594.37 ((M+Na]"), Ber.: 2594.33.

HR-MS (m/z) = 2593.3276 ([M+Na]’), Ber.: 2593.3227; 2594.3235 ([M+Na]"), Ber.:
2594.3260; 2595.3315 ([M+Na]"), Ber.: 2595.3294.

400 MHz-'H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): 8(ppm): 8.45 (m, 1H, NH Asp); 8.33-8.11 (m,
2H, NH Arg, 1x NH Ala); 8.08-7.77 (m, 6H, 4x NH Ser, NH Gly, 1x NH Ala); 7.70-7.52 (m,
2H, 2x NH Thr); 7.42-6.94 (m, 3H, NH GalNAc, NH Val, 1x NH Ala); 6.43 (sp,, 1H, NH-
Arg); 5.69 (m, 2H, -O-CH,-CH=CH-CH,-0O-); 5.26 (m, 1H, H3-Gal); 4.96 (m, 1H, H4-Gal);
4.85 (m, 1H, H1-Gal); 4.72 (m, 1H, 1x a-CH Ser); 4.64 (m, 1H, 1x o-CH Ser); 4.60-4.34 (m,
5H, 2x a-CH Ser (4.37), 1x a-CH Ala (4.47), a-CH Asp (4.47), a-CH Arg (4.46)); 4.33-4.11
(m, 11H, H2- (4.25), H5-Gal (4.16), 3x a-CH Pro (4.20), 2x a-CH Ala (4.20, 4.25), 3x a-CH
Thr (4.26), a-CH Val (4.28)); 4.03 (m, 1H, H6a-Gal); 3.98-3.82 (m, 8H, H6b-Gal (3.93),
3x B-CH Thr (3.94), -O-CH2-CH=CH-CH»-O- (3.91));
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3.76-3.33 (m, 16H, 2x B-CHaHgp Serp, (3.49), 2x B-CHaHg Serm, (3.42), 1x B-CH; Ser
(3.60), a-CH; Gly, 1x B-CH; Ser (3.50), 3x 8-CH, Pro (3.57)); 3.01 (m, 2H, 5-CH, Arg); 2.78
(m, 1H, B-CHaHg Asp); 2.56 (m, 2H, CH;-4-Pmc); 2.50-2.35 (m, 7H, CH3-5-Pmc, CH;3-7-
Pmc, B-CHaHg Asp (2.45)); 2.10-1.70 (m, 40H, 3x B-CHaHgp Pro (1.99), 3x B-CHaHg Pro
(1.84), 3x y-CHaHg Pro (1.91), 3x y-CHAHg Pro (1.83), B-CHaHp Arg (1.75), B-CH Val
(1.99), 3x CH3 OAc (2.08, 1.95, 1.85), 2x CH3s NHAc (1.86, 1.80), CH3-8-Pmc (2.01), 2x
CH;-2-Pmc, CH,-3-Pmc (1.76)); 1.64 (m, 1H, B-CHaHg Arg); 1.36 (s, 9H, 3x CHj tBu-
Ester); 1.34 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.26 (d, 3H, B-CHs Ala, J = 7.32 Hz); 1.25-1.04 (m, 42H,
12x CHj tBu-Ether, 2x 3-CH; Ala (1.17, 1.15)); 1.05-0.91 (m, 9H, 3x y-CH3 Thr); 0.84 (m,
6H, 2x y-CH3 Val).

100.6 MHz-*C-NMR (DMSO-ds; BB, HSQC): §(ppm): 174.10, 172.20, 171.55, 170.47,
170.33, 170.14, 170.02, 169.82, 169.63, 169.35, 169.24 (23C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x -COOH,
I1x C=0 GalNHAc, 3x C=0 OAc, 1x C=0 NHAc, 16x C=0 Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp,
Ix Val, 2x Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x Arg); 156.41 (1C, C=NH Arg); 152.78 (1C, C8a-Pmc);
134.99 (2C, C5-Pmc, C7-Pmc); 134.53 (1C, C6-Pmc); 129.33, 128.97 (2C, -O-CH,-CH=CH-
CH,-0O-); 123.11 (1C, 4a-Pmc); 118.17 (1C, C8-Pmc); 98.10 (1C, C1-Gal); 80.62 (1C, Cquart.-
tBu-Ester); 74.33, 74.22, 74.04, 73.90, 73.58 (5C, 4x Cguar.-tBu-Ether, C2-Pmc); 70.80 (2C, -
0O-CH,-CH=CH-CH,-0-); 70.16, 68.09 (2C, 2x B-CH; Ser); 68.38 (1C, C4-Gal); 67.40 (1C,
C3-@Gal); 67.33 (3C, 3x B-CH Thr); 66.55 (1C, C5-Gal); 62.04 (2C, 2x B-CH; Ser,); 61.85
(1C, C6-Gal); 59.97 (1C, a-CH Val); 57.72 (3C, 3x a-CH Pro); 57.68 (3C, 3x a-CH Thr);
53.43 (3C, 2x a-CH Ser, a-CH Arg); 52.17 (1C, 1x a-CH Ser); 51.07 (1C, 1x a-CH Ser);
50.36 (1C, 1x a-CH Ala); 48.32 (1C, Ix a-CH Ala); 47.93 (1C, 1x a-CH Ala); 47.04 (3C, 3x
0-CH; Pro); 46.98 (1C, C2-Gal); 46.67 (1C, a-CH Asp); 42.30 (1C, 1x a-CH; Gly); 40.37
(1C, 8-CH; Arg (im Losemittelsignal)); 36.78 (1C, B-CH, Asp); 32.58 (1C, CH,-3-Pmc);
30.40 (3C, 2x CH3-2-Pmc, B-CH Val); 28.49, 28.46, 28.32, 28.10, 27.54, 26.90, 26.87 (19C,
3x B-CH; Pro, B-CH, Arg, 12x CHj tBu-Ether, 3x CHj tBu-Ester); 24.73 (4C, y-CH, Arg, 3x
v-CH; Pro); 23.02, 22.80 (2C, 2x CH3 NHACc); 20.90, 20.95, 21.24 (3C, 3x CH3 OAc); 19.69,
19.51, 19.30, 18.63 (8C, CH,-4-Pmc, 3x y-CHj3 Thr, 2x y-CHj3 Val, CH;-5-, CH3-7-Pmc);
18.40, 18.09, 17.55 (3C, 3x B-CHj Ala); 12.38 (1C, CH3-8-Pmc).
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N?-(N-Acetyl-L-valyl-L-threonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-
seryl)-[C*,N*-cyclo-(L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl)]-2,11-diamino-4,9-dioxa-dodecan-1,12-dioyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-
L-alanin (138)

Man 16st 11.7 mg (0.052 mmol) Pd(OAc), und 93 mg (0.036 mmol) Cyclopeptid 137 in 6 mL
einer THF/Wasser-Mischung (5:1) und gibt 0.3 mL (220 mg, 1.89 mmol) Triethylsilan,
Triethylamin 22 pL (16 mg, 0.157 mmol) sowie 2 Tropfen Propiolsduremethylester hinzu.
Man riihrt 24 h unter Argon bei Raumtemp. wobei man nochmals 0.5 mL (367 mg, 3.15
mmol) Triethylsilan verteilt iber 5 h zutropft. Man verdiinnt mit 40 mL Wasser und
lyophilisiert. Man nimmt das Lyophilisat in 9 mL MeOH auf und filtriert iiber eine RP-
Kieselgel-Kartusche. Man befreit i. Vak. vom Losemittel und kodestilliert zweimal mit je 20
mL Toluol. Der verbleibende Riickstand wird in Methanol angeldst und lyophilisiert. Das
Lyophilisat wird in 9 mL einer Mischung aus Trifluoressigsdure, Thioanisol und Wasser
(25:0.9:0.9) 2 h bei Raumtemp. unter Argon geriihrt. Man verdiinnt mit 20 mL Toluol,
entfernt die fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert zweimal mit je 20 mL
Toluol. Der Riickstand wird viermal mit je 10 mL Pentan und Diethylether digeriert und
anschlieend lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 35 mL absol. MeOH gelost. Man stellt mit
1%iger NaOMe-Lsg. in absol MeOH auf pH-Wert 8.5-9 ein und riihrt 10 h bei Raumtemp.
unter Argon. Man neutralisiert mit Trifluoressigsdure (5 % in MeOH), verdampft das
Losemittel i. Vak. und reinigt das Rohprodukt mittels préparative RP-HPLC.

Ausbeute: 26 mg (38 % iiber 3 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -44.80° (¢ =
0.75, H,0); Ry= 18.13 min (Sdule C, Gradient: 5 % D nach 40 % D in 30 min), R,= 25.10-
38.50 min (Sdule G, Gradient: 5 % D (20 min isokratisch) nach 40 % D in 65 min).
C79H129N21 033 MW: 1900.99 EM: 1899.9062

ESI-MS (m/z) = 1945.04 ([M+2Na-H]"), Ber.: 1944.91; 1967.03 ([M+3Na-2H]"), Ber.:
1966.91; 984.03 ((M+3Na-H]*"/2, Ber.: 893.96.

HR-MS (m/z) = 1900.9215 ([M+H]"), Ber.: 1900.9140; 1901.9238 ([M+H]"), Ber.:
1901.9173; 1902.9241 ([M+H]"), Ber.: 1902.9207.

400 MHz-'H-NMR (D;0; 'H-'H-COSY): &(ppm): 4.76 (m, 1H, HI-Gal (im
Losemittelsignal)); 4.63-4.35 (m, 7H, 2x a-CH Ser (Ether) (4.57, 4.50), a-CH Asp (4.61), a-
CH Arg (4.51), 1x a-CH Ala (4.45), 2x a-CH Ser (4.40)); 4.15-3.96 (m, 13H, H2-Gal (4.02),
3x a-CH Pro (4.28), 2x a-CH Ala (4.23, 4.16), 3x a-CH Thr (4.29, 4.24, 4.19), a-CH Val
(4.02), 3x B-CH Thr (4.10)); 3.89-3.80 (m, 4H, H5- (3.82), H6a-Gal (3.84),
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o-CH, Gly (3.86)); 3.79-3.46 (m, 17H, 2x B-CHaHg Ser (Ether) (3.64), 2x B-CHaHg Ser
(Ether) (3.58), 2x B-CHaHg Ser (3.76), 2x B-CHaHg Ser (3.61), H3-, H4-, H6b-Gal (3.69), 3x
6-CH; Pro (3.70-3.45)); 3.42 (m, 4H, -O-CH,-CH,-CH,-CH»-0-); 3.09 (m, 2H, 6-CH; Arg);
2.84 (m, 2H, B-CH, Asp); 2.18 (m, 3H, B-CHaHg Pro); 2.02-1.75 (m, 16H, 3x 3-CHAsHg Pro
(1.82), 3x y-CH; Pro (1.91), B-CH Val (1.97), 2x CHs NHAc (1.92, 1.89)); 1.72 (m, 1H, B-
CHaHp Arg); 1.64 (m, 1H, B-CHaHg Arg); 1.56 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.45 (m, 4H, -O-CH;-
CH3-CH3-CH;-0O-); 1.35-1.18 (m, 9H, 3x B-CHj; Ala); 1.12-1.00 (m, 9H, 3x y-CHj Thr); 0.82
(m, 6H, 2x y-CHj3 Val).

100.6 MHz-"*C-NMR (D,O; BB, HSQC): 8(ppm): 174.80, 174.76, 174.70, 174.43, 174.25,
174.19, 174.12, 171.94, 171.53, 171.34, 171.24 (19C, 2x -COOH, 1x C=0 GalNHAc, Ix
C=0 NHAc, 16x C=0 Amid: 3x Thr, 4x Ser, 1x Asp, Ix Val, 2x Ala, 1x Gly, 3x Pro, 1x
Arg); 156.65 (1C, C=NH Arg); 97.86 (1C, C1-Gal); 71.23, 71.19 (3C, -O-CH,-CH,-CH,-
CH,-O-, C3- oder C4-Gal); 68.47, 68.38 (2C, 2x B-CH, Ser (Ether)); 67.86 (1C, C5-Gal);
67.03, 66.94 (5C, C4- oder C3, C6-Gal, 3x B-CH Thr); 61.10, 61.00, 60.97, 60.93, 60.19 (5C,
2x B-CH; Ser, 3x a-CH Pro); 59.62 (1C, C2-Gal); 58.93, 58.82, 58.79 (3C, 3x a-CH Thr);
55.58, 55.53 (2C, 2x a-CH Ser); 53.41, 53.39 (2C, 2x a-CH Ser (Ether)); 51.17 (1C, a-CH
Arg); 50.12 (1C, a-CH Asp); 49.49 (1C, a-CH Val); 49.39, 48.92 (2C, 2x a-CH Ala); 47.97,
47.88, 47.83, 47.69 (4C, 3x 6-CH; Pro, 1x a-CH Ala); 42.34 (1C, 1x a-CH; Gly); 39.92 (1C,
8-CH; Arg); 35.10 (1C, B-CH; Asp); 29.91 (1C, B-CH Val); 29.16, 29.22, 29.35 (3C, 3x B-
CH, Pro); 27.43 (1C, B-CH; Arg); 24.59 (2C, -O-CH,-CH,-CH,-CH,-0O-); 23.96, 23.94 (4C,
v-CH, Arg, 3x y-CH, Pro); 22.00, 21.53 (2C, 2x CH; NHAc); 18.67 (3C, 3x y-CH; Thr);
17.55 (2C, 2x y-CHj3 Val); 16.18 (3C, 3x -CH; Ala).
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N-Acetyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-o.-
D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-allylglycyl-L-alanyl-L-prolyl-O-
tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-
sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-allylglycyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-
tert-butyl-L-threonyl-L-alanin (140)
(Ac-Val-Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc,NAc)-Ser(tBu)-AllGly-Ala-Pro-
Asp(OtBu)-Thr(tBu)-Arg(Pmc)-Pro-Ala-AllGly-Pro-Gly-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Ala-OH)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 196 mg (0.10 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminoséure 36 und des Fmoc-
(S)-Allylglycins 126 wird die automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung
gestoppt und das Harz mit einer extern angesetzten Losung aus 153 mg (0.13 mmol) Fmoc-
Thr(a-AcsNeuNAcCOOBn-(2-6)-a-GalAc;NAc)-OH 36, 52 mg (0.13 mmol) HATU, 19 mg
(0.13 mmol) HOAt, 45 ul (34 mg, 0.26 mmol) DIPEA in 2 mL N-Methylpyrrolidin-2-on
versetzt bzw. 101 mg (0.30 mmol) Fmoc-(S)-Allylglycins 126, 120 mg (0.30 mmol) HATU,
44 mg (0.30 mmol) HOAt, 103 puL (78 mg, 0.60 mmol) DIPEA in 2 mL N-Methylpyrrolidin-
2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung werden die iiberschiissigen
Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on gewaschen und
anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die Ankniipfung der restlichen Aminosduren
erfolgt wieder im Synthesizer nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll. Nach der letzten
Aminosdurekupplung wird die aminoterminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des
Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt, und der
freie N-Terminus wird mit Capping-Reagenz acetyliert. Die Abspaltung des Glycopeptids
vom Harz findet nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Ausbeute: 260 mg (85 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p”" = -36.32° (¢ = 0.70, MeOH);
R¢=34.42 min (Saule B, Gradient: 58 % D nach 64 % D in 40 min).

Ci43H220N22045S MW: 3047.46 EM: 3045.5171

ESI-MS (m/z) = 1535.29 ((M+H+Na]*"/2), Ber.: 1535.26; 3047.59 ([M+H]"), Ber.: 3047.53;
3069.57 ((M+Na]"), Ber.: 3069.51.

HR-MS (m/z) = 3068.5037 ([M+Na]"), Ber.: 3068.5069; 3069.5066 ([M+Na]’), Ber.:
3069.5102; 3070.5061 ([M+Na]"), Ber.: 3070.5136.
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400 MHz-'H-NMR (DMSO-dg; *H-'H-COSY): &(ppm): 8.27 (d, 1H, NH Asp, J = 7.60 Hz);
8.17 (d, 1H, 1x NH Ala, J = 6.33 Hz); 8.12 (m, 1H, NH Gly), 8.07-7.33 (m, 8H, NH Arg, 1x
NH Thr, 2x NH Ala, 2x NH AllGly, NH Val, 1x NH Ser); 7.80-7.71 (m, 2H, NH SialNHAc,
Ix NH Ser); 7.67 (d, 1H, 1x NH Thr, J = 8.33 Hz); 7.46-7.36 (m, 5H, 5x CHgom-Bn-Ester);
7.25 (m, 1H, 1x NH Thr, J = 7.86 Hz); 7.16 (d, 1H, NH GalNHAc, J = 9.54 Hz); 6.41 (sp, |H,
NH-Arg); 5.76 (m, 2H, 2x -CH,-CH=CH,); 5.30-5.15 (s, 3H, CH,-Bn-Ester (5.27), H4-Gal
(5.25)); 5.11-4.98 (m, 4H, 2x -CH,-CH=CHy); 4.97 (m, 1H, o-CH Thrsr,); 4.93 (d, 1H, H1-
Gal, J = 3.47 Hz); 4.73 (m, 1H, H4-Sial); 4.59 (m, 1H, a-CH Asp); 4.55-4.03 (m, 20H, B-CH
Thrst, (4.23), H5- (4.08), H2-Gal (4.19), H-8 (4.12), H9a-Sial (4.15), 2x a-CH Ser (4.33),
Hé6-Sial (4.25), 1x a-CH Ala (4.44), a-CH Arg (4.48), 2x o-CH Ala (4.27), 3x a-CH Pro
(4.33), 2x a-CH AllGly (4.45, 4.35), o-CH Val (4.52), 2x a-CH Thr (4.24)); 4.02-3.85 (m,
6H, H5- (3.92), H9b-Sial (3.99), H3-Gal (3.98), 1x B-CH Thr (3.97), 1x 3-CH Thr (3.91), H7-
Sial (3.98)); 3.84-3.69 (m, 3H, a-CH, Gly (3.76), H6a-Gal (3.74)); 3.68-3.32 (m, 10H, 2x (-
CH; Ser (3.55-3.36), 3x 0-CH; Pro (3.56)); 3.14-2.97 (m, 3H, 6-CH, Arg, H6b-Gal (3.09));
2.72 (dd, 1H, B-CHaHp Asp, J = 6.40 Hz, J = 15.70 Hz); 2.60 (m, 2H, CH,-4-Pmc); 2.56-2.22
(m, 12H, 2x -CH,-CH=CH,, B-CHsHg Asp (2.46), CH3-5-Pmc (2.52), CH3-7-Pmc (2.49),
H3;4-Sial (2.55)); 2.08-1.75 (m, 49H, 3x B-CHaHg Pro (2.03), 3x B-CHsHg Pro (1.85), 3x y-
CHaHg Pro (1.95), 3x y-CHaHg Pro (1.86), B-CHaHg Arg (1.81), B-CH Val (1.95), 6x CHj3
OAc (2.05,2.01, 1.97, 1.95, 1.88, 1.81), 2x CH3; NHAc (1.88, 1.81), CH3-8-Pmc (2.04), CH,-
3-Pmc (1.79), 2x CH3-2-Pmc (1.97), (1.95)); 1.74-1.62 (m, 5H, B-CHaHg Arg (1.68), H3. -
Sial (1.69), CH; NHAc (1.67)); 1.45 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.31 (d, 3H, B-CH3 Ala, J = 7.24
Hz); 1.27 (s, 9H, 3x CHj tBu-Ester); 1.25-1.07 (m, 45H, 12x CHj; tBu-Ether, 2x B-CH; Ala
(1.19, 1.14), y-CH; Thrsr, (1.16)); 1.03 (d, 3H, y-CH; Thr, J = 6.43 Hz); 0.97 (d, 3H, y-CH;
Thr, J = 6.09 Hz); 0.87 (d, 3H, y-CH3 Val, J = 6.80 Hz); 0.84 (d, 3H, y-CH3 Val, ] = 6.74 Hz).
100.6 MHz-"*C-NMR (DMSO-ds; BB, HSQC, HMBC): 8(ppm): 176.32 (1C, -COOH); 173.66,
171.92, 171.78, 171.60, 171.06, 170.28, 170.02, 169.95, 169.83, 169.77, 169.66, 169.39,
169.17, 169.13, 168.99, 168.92, 168.80 (25C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x C=0 GalNHAc, 1x C=0
SialNHAc, 6x C=0 OAc, C=0 NHAc, 16x C=0 Amid: 3x Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x
Ala, 1x Gly, 2x AllGly, 3x Pro, 1x Arg); 166.79 (1C, C1-Sial); 155.95 (1C, C=NH Arg);
152.37 (1C, C8a-Pmc); 135.02, 134.57, 134.19, 134.11, 133.96 (5C, Cquart.-Bn-Ester, C5-, C6-
Pmec, 2x -CH,-CH=CH,); 127.98, 128.49, 128.56 (6C, 5x CHgrom-Bn-Ester, C7-Pmc); 122.68
(1C, 4a-Pmc); 117.73, 117.54, 117.38 (3C, C8-Pmc, 2x -CH,-CH=CH,); 98.08 (2C, C1-Gal,
C2-Sial); 80.23 (1C, Cquarc-tBu-Ester); 75.56 (1C, B-CH Thrsty,); 73.79, 73.63, 73.45, 73.16,
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73.08 (5C, 4x Cguar-tBu-Ether, C2-Pmc); 71.81 (1C, C5-Gal); 69.05 (1C, C4-Sial); 68.94
(1C, a-CH Thrsry); 68.64, 67.35, 67.20, 67.16, 67.03, 66.97, 66.87 (8C, C4-Gal, C3-Gal, 2x
B-CH Thr, CH,-Bn-Ester, C6-, C7-, C8-Sial); 62.82 (1C, C6-Gal); 61.92, 61.83, 61.73 (3C,
C9-Sial, 2x B-CH, Ser); 59.59, 59.24, 59.03 (3C, 3x a-CH Pro); 57.54, 57.37 (2C, 1x a-CH
Ser, 1x a-CH Ala); 56.87 (1C, 1x a-CH Ala); 53.04 (2C, 1x a-CH AllGly, 1x a-CH Ser);
51.66 (1C, 1x a-CH AllGly); 49.77 (1C, a-CH Val); 49.18 (1C, a-CH Asp); 47.67 (2C, 2x
a-CH Thr); 47.59 (1C, C5-Sial); 46.80, 46.73, 46.48, 46.27 (5C, C2-Gal, 3x 6-CH; Pro, a-
CH Arg); 41.92 (1C, a-CH, Gly); 39.86 (1C, 6-CH, Arg (im Losemittelsignal)); 37.06 (1C,
C3-Sial); 36.70 (1C, B-CH; Asp); 35.67, 35.61 (2C, 2x -CH,-CH=CH,); 32.17 (1C, CH,-3-
Pmc); 30.36 (3C, 2x CH;3-2-Pme, B-CH Val); 29.20, 29.09, 28.97 (4C, 3x B-CH, Pro, B-CH;
Arg); 28.06, 27.97, 27.89, 27.65, 27.10 (13C, 12x CHj; tBu-Ether, y-CH, Arg); 26.45 (3C, 3x
CHj; tBu-Ester); 24.36, 24.16 (3C, 3x y-CH; Pro); 22.70, 22.60, 22.36 (3C, 3x CH3; NHAc);
20.82, 20.67, 20.60, 20.49, 20.28 (7C, CH;,-4-Pmc, 6x CH3; OAc); 19.28, 19.06, 18.41, 18.20,
18.14, 17.97 (6C, 1x y-CHj Val, 3x y-CH; Thr, CH3-5-Pmc, 1x B-CHj3 Ala); 17.97 (1C, CHs-
7-Pmc); 17.66 (1C, 1x y-CHj; Val); 16.74, 17.11 (2C, 2x B-CHj Ala); 11.94 (1C, CH3-8-Pmc).

N?-(N-Acetyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-
ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-O-tert-butyl-L-seryl)-[C!,N’-
cyclo-(L-alanyl-L-prolyl-O-tert-butyl-L-aspartyl-O-tert-butyl-L-threonyl-N*-(2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl)-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,7-diamino-4,5-
didehydro-octan-1,8-dioyl-L-prolyl-glycyl-O-tert-butyl-L-seryl-O-tert-butyl-L-threonyl-L-
alanin (1412)

Die Reaktion erfolgt nach der Arbeitsvorschrift zur Synthese der Verbindung 132.

Eingesetzte Mengen: Glycopeptid 140: 50 mg (0.0164 mmol); Grubbs-Katalysator 2.
Generation (Benzyliden[ 1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-2-imidazolidinyliden]dichloro-
(tricyclohexylphosphin)ruthenium): 2x 20 mol% (3 mg); 7 mL entgastes absol.
Dichlormethan (2.34 mM).

Ausbeute: 19 mg (39 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p>> = -21.53° (¢ = 0.73, MeOH);
R¢= 13.60 min (Saule B, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 20 min), R;= 32.53-35.30 min
(Saule F, Gradient: 50 % D nach 100 % D in 60 min, Fluss: 25 mL, 216 nm).
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Ci41H216N22045S MW: 3019.41 g/mol EM: 3017.4858

ESI-MS (m/z) = 1510.37 ((M+2H]**/2), Ber.: 1510.25.

HR-MS (m/z) = 3040.4836 ([M+Na]’), Ber.: 3040.4756; 3041.4812 ([M+Na]"), Ber.:
3041.4789; 3042.4678 ([M+Na]"), Ber.: 3042.4823.

400 MHz-'H-NMR (MeOH-d,; ‘H-'H-COSY): 8(ppm): 7.41-7.37 (m, 5H, 5x CHgrom-Bn-
Ester); 5.56 (m, 2H, -CH,-CH=CH-CH,-); 5.37-5.17 (m, 5H, CH,-Bn-Ester (5.25), HI-
(5.19), H4-Gal (5.35), H6-Sial (5.34)); 5.10 (m, 1H, a-CH Thrst,); 4.81 (m, 1H, H4-Sial);
4.75-4.24 (m, 19H, 3x a-CH Pro (4.32), 2x a-CH Ala (4.42, 4.19), o-CH Asp (4.52), a-CH
Val, 1x a-CH Ala, 2x a-CH Thr (4.38), a-CH Arg (4.84), 2x a-CH AllGly (4.57, 4.52), H9a-
Sial (4.27), H2- (4.29), H3-Gal (4.25), B-CH Thrst, (4.39), 2x a-CH Ser (4.51)); 4.20-4.11
(m, 4H, H8-Sial, 2x B-CH Thr (4.15), H5-Gal); 4.10-3.88 (m, 5H, H5- (3.97), H7- (4.00),
H9b-Sial (4.03), a-CH, Gly); 3.86-3.43 (m, 11H, 2x B-CH, Ser, 3x 6-CH, Pro, H6a-Gal
(3.79)); 3.22-3.06 (m, 3H, 8-CH;, Arg, H6b-Gal (3.12)); 3.40-2.80 (m, 2H, B-CH; Asp); 2.77-
2.55 (m, 9H, CH3-5-Pmc (2.57), CH3-7-Pmc (2.55), CH»-4-Pmc (2.67), H3;,-Sial (2.63));
2.54-2.18 (m, 7H, 3x B-CHaHg Pro, -CH,-CH=CH-CH-); 2.17-1.89 (m, 45H, 3x B-CHaHsg
Pro (2.05), 3x y-CH; Pro (2.14-1.92), B-CH, Arg (1.92), B-CH Val (2.08), 6x CH3; OAc (2.10,
1.98, 1.93), 2x CH3; NHAc, CH;-8-Pmc (2.16), 2x CH3-2-Pmc (2.08)); 1.87-1.79 (m, 5H,
CH;-3-Pmc, CH3 NHAc); 1.77 (m, 1H, H3,-Sial); 1.61 (m, 2H, y-CH, Arg); 1.48-1.12 (m,
63H, 12x CHj tBu-Ether, 3x CH; tBu-Ester (1.46), 3x 3-CHs Ala (1.50, 1.46, 1.41), 3x y-CHj3
Thr (1.31, 1.21, 1.14)); 0.98 (m, 6H, 2x y-CH3 Val).

100.6 MHz-*C-NMR (MeOH-d,; BB, DEPT, HSQC, HMBC): §(ppm): 174.23 (1C, -COOH);
173.52, 173.40, 173.19, 173.00, 172.44, 172.28, 172.17, 171.95, 171.86, 171.75, 171.67,
171.63, 171.37, 171.26 (26C, 1x C=0 tBu-Ester, 1x C=0 GalNHAc, 1x C=0O SialNHAc, 6x
C=0 OAc, C=0O NHAc, 16x C=0O Amid: 3x Thr, 2x Ser, 1x Asp, 1x Val, 2x Ala, 1x Gly, 2x
AllGly, 3x Pro, 1x Arg); 168.53 (1C, C1-Sial); 158.08 (1C, C=NH Arg); 154.72 (1C, C8a-
Pmc); 136.54 (1C, Cgquar-Bn-Ester); 136.11 (1C, C5-Pmc); 134.70 (1C, C6-Pmc); 129.92,
129.88, 129.80, 129.78, 129.74 (6C, 5x CHgrom-Bn-Ester, C7-Pmc); 128.48 (2C, -CHo-
CH=CH-CH,-); 124.95 (1C, 4a-Pmc); 119.39 (1C, C8-Pmc); 99.96, 99.87 (2C, C1-Gal, C2-
Sial); 82.74 (1C, Cgquari-tBu-Ester); 79.30 (1C, B-CH Thrst,); 75.88, 75.37, 75.05, 74.98,
74.88 (5C, 4x Cgquart-tBu-Ether, C2-Pmc); 73.26 (1C, C5-Gal); 73.21 (1C, 2x B-CH Thr);
70.61 (1C, a-CH Thrsr,); 70.57 (1C, C4-Sial); 69.41 (1C, C6-Sial); 68.83 (1C, CH,-Bn-
Ester); 68.53 (1C, C4-Gal); 68.08, 67.92 (3C, C3-Gal, C7-, C8-Sial); 65.08 (1C, C6-Gal);
63.35 (1C, C9-Sial); 62.65 (2C, 2x B-CH,; Ser); 60.24 (4C, a-CH Val, 3x a-CH Pro);
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59.43 (2C, 2x a-CH Thr); 55.26 (2C, 2x a-CH Ser); 53.10, 52.31 (2C, 2x a-CH AllGly);
50.51 (1C, a-CH Arg); 49.89 (1C, C5-Sial); 49.38 (3C, 3x a-CH Ala); 48.75 (1C, a-CH
Asp); 48.72 (1C, C2-Gal); 48.57 (3C, 3x 6-CH; Pro); 43.44 (1C, a-CH; Gly); 41.32 (1C, 6-
CH; Arg); 38.79 (1C, C3-Sial); 37.14 (1C, B-CH, Asp); 33.78 (1C, CH,-3-Pmc); 33.48, 32.89
(2C, -CH,-CH=CH-CH>-); 31.64 (3C, 2x CH;3-2-Pmc, B-CH Val); 30.47 (3C, 3x 3-CH; Pro);
27.41 (1C, B-CH; Arg); 28.95, 28.75, 28.51, 28.36, 27.78, 27.00 (15C, 12x CHj; tBu-Ether, 3x
CH; tBu-Ester); 26.15 (4C, y-CH, Arg, 3x y-CH, Pro); 22.96, 22.63, 22.43 (3C, 3x CHj
NHACc); 22.36 (1C, CH»-4-Pmc); 21.06, 20.69, 20.65 (6C, 6x CH3; OAc); 20.91, 19.49, 19.30
(1C, 1x y-CHj Thr); 19.00 (1C, CH3-5-Pmc); 19.84 (1C, 1x y-CHj3 Val); 19.49, 19.30 (2C, 2x
v-CHj3 Thr); 18.91 (1C, 1x y-CHj3 Val); 18.42, 18.08 (2C, 2x B-CHj Ala); 17.89 (1C, CH3-7-
Pmc); 17.20 (1C, B-CHs Ala); 12.33 (1C, CH3-8-Pmc).

N?-(N-Acetyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a.-
D-galacto-non-2-ulopyranosyl)-onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl)-[C*,N'-
cyclo-(L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl)]-2,7-
diamino-octan-1,8-dioyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (142)

Man 16st 11.7 mg (0.052 mmol) Palladium(IT)acetat in 4 mL entgastem absol. Dichlormethan,
gibt 22 uL (16 mg, 0.16 mmol) Triethylamin und 0.34 mL (0.252 g, 2.17 mmol) Triethylsilan
und ldsst 10 min bei Raumtemp. unter Argon rithren. Die Suspension wird zu einer Losung
von 64 mg (0.021 mmol) Cyclopeptid 141 in 6 mL entgastem absol. Dichlormethan gegeben
und 14 h unter Argon bei Raumtemp. geriihrt. Man verdiinnt mit 30 mL Dichlormethan und
wiascht die organische Phase zweimal mit je 9 mL ges. NH4Cl-Lsg. Das Dichlormethan wird
1. Vak. abdestilliert. Man nimmt den verbleibenden Riickstand in 10 mL MeOH auf, filtriert
iiber eine RP-Kieselgel-Kartusche und wiascht mit 35 mL MeOH nach. Das MeOH wird 1.
Vak. verdampft und der Riickstand lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 10 mL einer
Mischung aus TFA, Thioanisol und Wasser (25:0.9:0.9) 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Man
verdiinnt mit Toluol und befreit die Reaktionsmischung i. Hochvak. von allen fliichtigen
Bestandteilen. Nach der zweimaligen Kodestillation mit je 30 mL Toluol digeriert man den
Riickstand viermal mit je 7 mL Pentan sowie Diethylether. Der verbleibende Feststoff wird
nach Lyophilisieren in 30 mL absol. MeOH geldst. Mit 1%iger NaOMe-Lsg. in absol. MeOH
wird pH-Wert 9 eingestellt und die Reaktionslosung 13 h unter Argon bei Raumtemp. gertihrt.
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Man neutralisiert mit Essigsdure, entfernt das Losemittel i. Vak. und lyophilisiert. Der
farblose Feststoff wird in 8 mL entgaster Wasser/MeOH-Mischung (6:2) gelost und mit 35
mg Pd auf Aktivkohle (10 %) versetzt. Man gibt dann in Abstdnden von 20 min fiinfmal je
0.1 mL TES hinzu und ldsst 14 h unter Wasserstoffatmosphére intensiv rithren. Dann versetzt
man die Suspension mit 11 mg (0.052 mmol) Pd(OAc), und nochmals mit TES (flinfmal je
0.1 mL in je 25 min). Die Reaktionsmischung wird unter einer Wasserstoffatmosphire
intensiv 15 h riihren. Man verdiinnt mit einer Wasser/MeOH-Mischung (1:1), filtriert {iber
eine RP-Kieselgel-Kartusche ab und wischt mit insgesamt 40 mL einer Wasser/MeOH-
Mischung (1:1) und abschlieBend mit 10 mL einer Wasser/MeOH-Mischung (1:9). Das
Methanol wird i. Vak. entfernt und die wéssrige Phase lyophilisiert. Man reinigt das
Rohprodukt mittels préparativer RP-HPLC.

Ausbeute: 20 mg (44 % iiber 3 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = -58.04° (c =
0.50, MeOH/Wasser (1:1)); Ry= 13.60 min (Sdule C, Gradient: 5 % D nach 100 % D in 20
min), R¢= 15.30-17.50 min (Sdule G, Gradient: 5 % D (5 min isokratisch) nach 100 % D in
40 min, Fluss: 15 mL, 208 nm).

CsgH142N22039 MW: 2132.19 g/mol EM: 2130.9805

ESI-MS (m/z) = 1121.98 ([M+5Na-3H]*/2), Ber.: 1121.49; 1077.53 ([M+Na+H]*"/2), Ber.:
1077.49.

HR-MS (m/z) = 1077.4873 ([M+Na+H]*"/2), Ber.: 1077.4891; 1077.9880 ([M+Na+H]*/2),
Ber.: 1077.9907; 1078.4917 ([M+Na+H]*"/2), Ber.: 1078.4924.

400 MHz-'H-NMR (D-0; 'H-'H-COSY): 8(ppm): 4.84 (d, 1H, H1-Gal, J = 3.86 Hz); 4.52-
3.91 (m, 21H, a-CH Arg (4.52), a-CH Asp (4.48), a-CH Thrsr, (4.35), 3x a-CH Ala (4.45,
4.26, 4.03), 2x a-CH Ser (4.41, 4.38), 3x a-CH Pro (4.29, 4.43), 2x a-CH Thr (4.26, 3.98), a-
CH Val (4.11), 2x B-CH Thr (4.13), B-CH Thrst, (4.17), 2x o-CH AllGly (4.27, 4.14), HS-
(3.99), H2-Gal (3.97)); 3.90-3.35 (m, 23H, a-CH, Gly (3.88), Hb6a- (3.82), H6b- (3.53), H3-
(3.75), H4-Gal (3.86), 3x 8-CH; Pro (3.76, 3.64, 3.42), 2x B-CH, Ser (3.71, 3.78), H5- (3.73),
Hé6- (3.75), H9a- (3.74), H9b- (3.52), H8- (3.62), H7- (3.45), H4-Sial (3.59)); 3.08 (m, 2H, 6-
CH; Arg); 2.89 (m, 1H, B-CH, Asp); 2.57 (dd, 1H, H3;,-Sial, J = 4.45 Hz, J = 12.59 Hz);
2.35-2.15 (m, 3H, 3x B-CHaHg Pro (2.21, 2.29); 2.00-1.70 (m, 19H, 3x CH3; NHAc (1.93,
1.91, 1.88), B-CH Val (1.96), 3x y-CH; Pro (1.94, 1.77), 3x B-CHaHg Pro (1.81, 1.96)); 1.65-
1.35 (m, 13H, H3,-Sial (1.60), B-CH, Arg (1.58), y-CH, Arg (1.55), -CH,-CH,-CH,-CH>-
(1.63), -CH,-CH,-CH,-CH,- (1.41)); 1.40-1.00 (m, 18H, 3x B-CHj3 Ala (1.31, 1.24), 3x y-CH3
Thr, (1.19, 1.10)); 0.90-0.80 (m, 6H, 2x y-CH; Val).



216 5. Experimenteller Teil

100.6 MHz-"*C-NMR (D,0; BB, HSQC, HMBC): &(ppm): 156.56 (1C, C=NH Arg); 99.06
(2C, C1-Gal); 77.22 (1C, B-CH Thrst); 72.53 (1C, C8-Sial); 71.20 (1C, C6-Sial); 69.81 (1C,
C5-Gal); 68.47 (1C, C4-Gal); 68.12, 68.01 (2C, C3-Gal, C7-Sial); 67.78 (1C, C4-Sial); 66.86
(2C, 2x B-CH Thr); 63.71 (1C, C6-Gal); 62.63 (1C, C9-Sial); 61.38, 61.06 (2C, 2x B-CH,
Ser); 61.16 (1C, 1x a-CH Thr); 60.56, 60.00 (3C, 3x a-CH Pro); 59.54 (1C, a-CH Val);
58.86 (1C, 1x a-CH Thr); 57.00 (1C, a-CH Arg); 55.74, 55.11 (2C, 2x a-CH Ser); 53.38,
52.07 (2C, 2x a-CH AllGly); 51.65 (1C, C5-Sial); 50.13 (1C, a-CH Asp); 49.96 (1C, a-CH
Thrsry); 49.74 (1C, 1x o-CH Ala); 49.53 (1C, C2-Gal); 48.64, 47.69 (2C, 2x o-CH Ala);
47.29, 47.73, 47.81 (3C, 3x 6-CH, Pro); 42.26 (1C, a-CH; Gly); 40.31 (1C, 8-CH, Arg);
39.61 (1C, C3-Sial); 34.19 (1C, B-CH; Asp); 31.53 (1C, 1x B-CH, Pro); 30.74 (2C, -CHo-
CH,-CH,-CH»-); 29.83 (1C, B-CH Val); 29.24 (1C, B-CH; Arg); 29.04 (2C, 2x B-CH; Pro);
25.30 (2C, -CH,-CH,-CH,-CH;-); 24.63 (2C, 2x y-CH, Pro); 23.98 (1C, y-CH;, Arg); 22.40
(1C, 1x y-CH; Pro); 22.09, 21.90, 21.52 (3C, 3x CH3; NHAc); 18.64, 18.14 (3C, 3x y-CH;
Thr); 18.10 (2C, 2x y-CHj3 Val); 16.08, 16.02, 14.74 (3C, 3x B-CH; Ala).
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5.10 Versuche zu Kapitel 3.6.1

2-Acetamido-2-desoxy-a-D-glucopyranose®’” 378! (144)

In einer Natriummethanolat-Losung (11.5 g (500 mmol) Natrium in 500 mL absol. Methanol)
suspendiert man 108 g (500 mmol) D-Glucosaminhydrochlorid 133. Man schiittelt 5 Minuten
und filtriert das ausgefallene Natriumchlorid schnell ab. Zum Filtrat tropft man unter
kriftigem Riithren 47.2 mL (51.0 g, 500 mmol) Acetanhydrid und riihrt die Losung nach
Beendigung der Zugabe 3 h. Man lésst die Suspension 15 h bei 5 °C stehen. Der Niederschlag
wird abfiltriert und mit 100 mL eiskaltem Ethanol und 100 mL eiskaltem Diethylether
gewaschen.

Ausbeute: 95 g (86 %); farblose Kristalle; Schmp.: 197-200 °C, Schmp.(Lit.Bm): 200-204 °C;
[a]p® = +37.7° (¢ = 1.00, H,0), [a]p2(Lit.P™®)) = +40.5° (¢ = 1.00 in H,0); R¢ = 0.64
(MeOH).

CsH;sNOg MW: 221.21 EM: 221.0899.

2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosylchlorid®’" 371 (145)

Man versetzt 10.0 g (45.2 mmol) 2-Acetamido-2-desoxy-o-D-glucopyranose 144 unter
Riithren mit 30 mL (422 mol) Acetylchlorid. Die Mischung wird unter Argon 15 h bei
Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend destilliert man iiberschiissiges Acetylchlorid i. Vak. ab und
nimmt den braunen Riickstand in 100 mL Dichlormethan auf. Die Losung wird auf 50 mL
Eiswasser gegeben und unter kriftigem Riithren mit 50 mL einer 10%igen NaHCO;-Losung
versetzt. Nach Abklingen der Gasentwicklung gibt man so lange festes NaHCO; hinzu, bis
ein pH-Wert zwischen 8 und 9 erreicht ist. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wiassrige Phase dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. auf ca. 40 mL eingeengt. Nach
Filtrieren {iber eine 3-4 cm dicke Schicht Kieselgel mit Dichlormethan als Eluent wird das
Dichlormethan i. Vak. entfernt und das resultierende rotbraune Ol durch Zugabe eines

Diethylether-Petrolether-Gemisches (1:1) kristallisiert.
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Ausbeute: 9.90 g (60 %); farblose Kristalle; [a]p” = +100.2° (¢ = 1.00, CHCL),
[a]p”*(Lit.P™!) = +110.0 (c = 1.04, CHCLs); Schmp.: 126 °C, Schmp.(Lit.”"): 127-128 °C; R¢
= 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3).

C14H20CINOg MW: 365.76 EM: 365.0877.

3-(2'-Acetamido-3',4' 6-tri-O-acetyl-2"-desoxy-a-D-glucopyranosyl)-1-propent®® 34

(146)

Man suspendiert 4.50 g (12.30 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
glucopyranosylchlorid 145, 11.86 mL Allyltributylstannan (12.67 g, 38.25 mmol) und AIBN
(302 mg, 1.84 mmol) in 25 mL entgastem absol. Toluol. Man entgast die Reaktionsmischung
nochmals 10 min und erwédrmt unter Argon 15 h unter kréftigem Riihren auf 85 °C. Das
Toluol entfernt man 1. Vak., nimmt den Riickstand in 150 mL Acetonitril auf und wéscht die
Acetonitrilphase viermal mit je 50 mL Pentan. Das Acetonitril wird i. Vak. entfernt und das
verbleibende Ol durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Siulendimensionen: Linge =
30.0 cm, Durchmesser = 5.5 cm) im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (12:10) —
(10:15) gereinigt.

Ausbeute: 2.36 g (52 %); farbloser, amorpher Feststoff; [o]p> = +38.2° (¢ = 1.00, CHCl),
[o]p2(Lit.*¥)) = +47.0° (¢ = 1.20, CHCls); R¢= 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3).
Ci7HasNOg  MW: 371.38 EM: 373.1580.

ESI-MS (m/z) = 3722 ([M+H]), Ber.. 372.2; 3942 ([M+Na]’), Ber.. 394.2; 765.4
([2M+Na]"), Ber.: 765.3.

300 MHz-"H-NMR (CgDg): 8(ppm): 5.59 (m, 2H, NH Amid, -CH,-CH=CH,); 5.21 (t, 1H, H3-
Glu, J = 6.96 Hz); 5.09 (t, H4-Glu, J = 6.63 Hz); 4.98 (m, 2H, -CH,-CH=CH>); 4.54 (m, 1H,
H2-Glu); 4.37 (dd, 1H, CHaHg6-Glu, J = 12.12 Hz, J = 6.27 Hz); 4.32 (m, 1H, H1-Glu); 4.13
(dd, 1H, CHAHg6-Glu, J =12.12 Hz, J = 3.69 Hz); 2.27 (m, 1H, -CHaH-CH=CH>); 2.06 (m,
1H, -CHsAHg-CH=CH>); 1.71 (s, 3H, CH3; NHACc); 1.62 (s, 3H, CHs OAc); 1.59 (s, 3H, CHj3
OAc); 1.56 (s, 3H, CH; OAc).

75.5 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB): §(ppm): 170.97, 170.65, 169.66, 169.00 (4C, 3x C=0
OAc, 1x C=0 NHAc); 133.27 (1C, -CH,-CH=CH,); 117.21 (1C, -CH,-CH=CH,), 70.85 (1C,
C5-Glu); 70.58 (1C, C1-Glu); 70.02 (1C, C3-Glu); 67.80 (1C, C4-Glu); 61.56 (1C, C6-Glu);
50.51 (1C, C2-Glu); 32.09 (1C, -CH,-CH=CH,); 23.17 (1C, CH3; NHACc); 20.82, 20.73, 20.70
(1C, 3x CH3 OAc).
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3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-3’,6’-di-O-pivaloyl-a-D-glucopyranosyl)-1-propent®*! (147)

Man lost 142 g (3.82 mmol) 3-(2'-Acetamido-3',4',6’-tri-O-acetyl-2'-desoxy-a.-D-
glucopyranosyl)-1-propen 146 in 30 mL absol. Methanol und stellt mit einer 1%igen NaOMe-
Lsg. in absol. Methanol einen pH-Wert von 9-10 ein. Nach 3 h Riihren neutralisiert man mit
saurem Tonenaustauscher Amberlyst® 15, filtriert ab und verdampft das Losemittel i. Vakuum.
Der Riickstand wird in 19 mL einer Mischung aus absol. Pyridin und absol. Dichlormethan
(2:1) aufgenommen und auf -20 °C gekiihlt. Dann fligt man portionsweise 939 uL (7.64
mmol) Pivalinsdurechlorid hinzu. Man lisst sich die Reaktionslosung auf 0 °C erwidrmen und
riihrt bei 4 °C weitere 15 h. Man verdiinnt mit 100 mL Dichlormethan, wéscht die organische
Phase dreimal mit je 50 mL verd. HCI-Lsg. und zweimal mit je 50 mL ges. NaCl-Lsg. Die
organische Phase wird iiber Na,SO4 getrocknet und das Dichlormethan i. Vak. verdampft.
Man reinigt den Riickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen:
Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOH (50:1).
Ausbeute: 1.27 g (80 % iiber 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p™ = +13.9° (¢ =
0.50, CHCLy), [a]p® (Lit.***!) = +16.6° (c = 0.50 in CHCLs); R¢= 0.09 (CH,CL/EtOH 50:1).
CyH3sNO;  MW: 413.51 EM: 413.2414.

ESI-MS (m/z) = 414.3 (M+H]"), Ber.: 414.3; 426.3 ([M+Na]"), Ber.: 426.3; 452.3 ((IM+K]"),
Ber.: 452.3; 827.6 ([2M+H]"), Ber.: 827.5; 849.6 ([2M+Na]"), Ber.: 849.5.

Ber.: C61.00 H 8.53 N 3.39

Gef.: C61.06 H 8.47 N3.15

300 MHz-"H-NMR (CDCls): 8(ppm): 6.05 (d, 1H, NH Amid, J = 8.10 Hz); 5.74 (m, 1H, -
CH,-CH=CH,); 5.27-5.05 (m, 2H, -CH,-CH=CHy); 5.00 (t, 1H, H3-Glu, J = 8.25 Hz); 4.47
(dd, 1H, CHAHB6-Glu, J = 12.12 Hz, J = 5.88 Hz); 4.24-4.11 (m, 3H, H1-, H2-, CHAHg6-
Glu); 3.74 (m, 1H, H5-Glu); 3.51 (m, 1H, H4-Glu); 3.08 (sp, 1H, -OH); 2.41 (m, 1H, -
CHaHp-CH=CHy;); 2.28 (m, 1H, -CHsHg-CH=CH,); 1.91 (s, 3H, CH3; NHACc); 1.20 (s, 9H,
3x CHj3 Piv); 1.19 (s, 9H, 3x CHj3 Piv).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): §(ppm): 179.73, 179.25 (2C, C=O Piv-Ester); 169.90 (1C,
C=0 NHACc); 134.09 (1C, -CH,-CH=CH,); 117.42 (1C, -CH,-CH=CH,); 72.37, 72.22, 71.83
(3C, C5-, Cl1-, C3-Glu); 68.49 (1C, C4-Glu); 62.86 (1C, C6-Glu); 51.17 (1C, C2-Glu); 39.02,
38.90 (2C, 2x Cquart-Piv); 31.50 (1C, -CH,-CH=CH,); 27.17, 27.02 (6C, 6x CH; Piv); 23.14
(1C, CH3 NHAc).
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3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-4’,6’-di-O-pivaloyl-a-D-galactopyranosyl)-1-propent®*! (148)

In einer 2:1-Mischung aus absol. Pyridin und absol. Dichlormethan (8 mL) 16st man 500 mg
(1.21 mmol) 3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-3’,6’-di-O-pivaloyl-a-D-glucopyranosyl)-1-propen
147 und gibt dazu portionsweise 651 uL (3.885 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid hinzu, bis
laut diinnschichtchromatographischer Analyse vollstindiger Umsatz vorliegt. Dann gibt man
1.193 mL (66.13 mmol) Wasser hinzu und riihrt 17 h bei Raumtemp. Die Reaktionsmischung
wird mit 90 mL Dichlormethan verdiinnt und zweimal mit je 40 mL 1 M KHSOs-Lsg.
gewaschen. Man trocknet die organische Phase iiber MgSO, und befreit i. Vak. vom
Losemittel. Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6 cm) im Laufmittelgemisch
CH,Cl,/EtOH (50:1) — (50:0.3) gereinigt.

Ausbeute: 392 mg (78 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = +49.7° (¢ = 1.00, CHCls),
[a]p”’(Lit.P**) = +50.1° (¢ = 1.00 in CHCl3); Ry= 0.35 (CH,CL/EtOH 50:3).

CyH3sNO;  MW: 413.51 EM: 413.2414.

ESI-MS (m/z) = 4142 ([M+H]"), Ber.: 414.2; 436.2 ([M+Na]’), Ber.: 436.2; 849.4
([2M+Na]"), Ber.: 849.5.

Ber.: C61.00 H 8.53 N 3.39

Gef.: C61.12 H 8.48 N3.15

400 MHz-'H-NMR (CDCls, *H-'H-COSY): &(ppm): 5.97 (d, 1H, NHAc, J = 7.80 Hz); 5.77
(m, 1H, -CH;-CH=CH;); 5.16-5.05 (m, 3H, -CH,-CH=CH;, H4-Gal); 4.64 (m,, 1H,
CHaHp6-Gal); 4.38 (m, 1H, H1-Gal); 4.22-4.11 (m, 2H, H2-, H5-Gal); 4.04 (dd, 2H,
CHaHg6-, H3-Gal, J = 3.72 Hz, J = 12.12 Hz); 3.31 (s, 1H, -OH); 2.33 (m, 1H, -CHaH3p-
CH=CH;); 2.20 (m, 1H, -CHAHg-CH=CH); 2.02 (s, 3H, CH3; NHACc); 1.25 (s, 9H, 3x CH;
Piv); 1.19 (s, 9H, 3x CHj Piv).

100.6 MHz-*C-NMR (CDClz; BB, HSQC, HMBC): §(ppm): 178.24 (1C, C=O Piv-Ester an
C6); (1C, C=0 Piv-Ester an C4); 170.91 (1C, C=0O NHAc); 133.89 (1C, -CH,-CH=CH,);
117.51 (1C, -CH,-CH=CH;); 70.71 (1C, C5-Gal); 68.52 (1C, C4-Gal); 68.04 (1C, C1-Gal
(aus HSQC)); 67.79 (1C, C3-Gal); 60.74 (1C, C6-Gal); 52.08 (1C, C2-Gal); 39.12, 38.73 (2C,
2x Cquart-Piv); 33.16 (1C, -CH,-CH=CH,); 27.14 (6C, 6x CH3 Piv); 23.28 (1C, CH3; NHACc).
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3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-3’,4’,6’-tri-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-1-propen (149)

Man 16st 50 mg (0.121 mmol) 3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-4’,6’-di-O-pivaloyl-a-D-
galactopyranosyl)-1-propen 148 in 10 mL absol. Methanol, stellt mit 1%iger
Natriummethanolat-Lsg. einen pH-Wert von 10 ein und ldsst 16 h unter Argon rithren. Man
neutralisiert mit saurem lIonenaustauscher Amberlyst® 15, filtriert ab und verdampft das
Losemittel 1. Vakuum. Den Riickstand 16st man in 5 mL einer Acetanhydrid/Pyridin-
Mischung (2:1) und rithrt 10 h bei Raumtemp unter Argon. Danach entfernt man die
fliichtigen Bestandteile i. Hochvak., kodestilliert zweimal mit je 10 mL Toluol und nimmt in
20 mL Dichlormethan auf. Man wéscht dreimal mit je 8 mL 1 M KHSOy-Lsg. und zweimal
mit je 8 mL ges. NaHCO;-Lsg. Nach dem Trocknen iiber MgSO, verdampft man das
Losemittel 1. Vakuum. Man reinigt das Rohprodukt durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 19.0 cm, Durchmesser = 1.5 cm) im
Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (1:2).

Ausbeute: 38 mg (85 % iiber 2 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a.]p> = +83° (¢ = 1.00,
CHCl), [a]p™(Lit.***!y = +81° (¢ = 1.00 in CHCl;); R¢= 0.18 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2).
Ci7HasNOg  MW: 371.38 EM: 371.1580.

400 MHz-'H-NMR (MeOH-dy; *H-'H-COSY): 8(ppm): 5.78 (m, 1H, -CH,-CH=CH,); 5.40 (t,
1H, H4-Gal, J = 2.82 Hz); 5.16-5.06 (m, 3H, -CH,-CH=CH>, H3-Gal (5.14)); 4.42 (m, 1H,
H2-Gal); 4.22-4.15 (m, 3H, H1- (4.16), H5- (4.20), CHAHg6-Gal (4.21)); 3.74 (dd, 1H,
CHaHg6-Gal, J = 4.48 Hz, J = 10.16 Hz); 2.54 (m, 1H, -CHaHg-CH=CH,); 2.24 (m, 1H, -
CHAHg-CH=CHy); 2.11 (s, 3H, CH3 NHACc); 2.02 (s, 3H, 3x CH; OAc); 2.01 (s, 3H, 3x CH3
OAc); 1.96 (s, 3H, 3x CH;3 OAc).

100.6 MHz-*C-NMR (MeOH-d4; BB, HSQC): &(ppm): 172.12, 170.85, 170.56, 170.32 (4C,
3x C=0 OAc, 1x C=0 NHACc); 134.07 (1C, -CH,-CH=CH,); 116.22 (1C, -CH,-CH=CH»);
72.24 (1C, C5-Gal); 68.07 (1C, C3-Gal); 68.01 (1C, C1-Gal); 67.10 (1C, C4-Gal); 61.30 (1C,
C6-Gal); 47.50 (1C, C2-Gal (im Losemittelsignal)); 30.45 (1C, -CH,-CH=CH,); 21.04 (1C,
CH; NHACc); 19.32, 19.25, 19.14 (3C, 3x CH3 OAc).
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5.11 Versuche zu Kapitel 3.6.2

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-serin-tert-butylester2* 44 (151)
(Boc-Ser-OtBu)

Die Reaktion wurde gemil der Vorschrift zur Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester 16 durchgefiihrt.

Eingesetzte Mengen: Boc-Ser-OH 150: 12.00 g (58.5 mmol); tert-Butanol: 18.79 g (253.5
mmol); N,N*-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC): 40.17 g (194.7 mmol); Kupfer(I)chlorid: 563
mg (5.69 mmol).

Ausbeute: 12.14 g (79 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p> = -19.8° (¢ = 2.00, EtOH),
[a]p”’(Lit.*"?) = -25.0° (¢ = 2.00, EtOH); R¢= 0.08 (Cyclohexan/Ethylacetat 6:1).

CipHxsNOs MW: 261.32 EM: 261.1576.
Ber.: C55.16 H 8.87 N 5.36
Gef.: C55.12 H8.71 N 5.37

300 MHz-'H-NMR (CDCls): O(ppm): 5.41 (sp, 1H, NH Urethan); 4.22 (sp, 1H, a-CH Ser);
3.91 (d, 2H, B-CH; Ser, J = 3.69 Hz); 1.46 (s, 9H, 3 x CHj; tBu-Ester oder CH3 Boc); 1.42 (s,
9H, 3 x CH; tBu-Ester oder CH3 Boc).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCls; BB): &(ppm): 169.81 (1C, C=O tBu-Ester); 155.84 (1C, C=0
Urethan); 82.48 (1C, Cguari-tBu-Ester); 80.04 (1C, Cquar.-Boc); 63.88 (1C, B-CH, Ser); 56.33
(1C, o-CH Ser); 28.52, 28.27, 27.95, 27.68 (6C, 3x CHj; tBu-Ester, 3x CH3 Boc).

2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)amino-acrylsaure-tert-butylester (152)
(Boc-AAla-OtBu)

In 100 mL absol. Dichlormethan werden 5.00 g (19.13 mmol) N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-
serin-tert-butylester 151 geldst und mit 3.61 mL (25.72 mmol) Triethylamin versetzt. Bei 0
°C tropft man 1.99 mL (25.72 mmol) Methansulfonsdurechlorid zu und riihrt 5 h unter Argon
bei Raumtemp. Man verdiinnt mit 100 mL Ethylacetat und wischt die organische Phase
zweimal mit je 100 mL 1 M KHSOj4-Lsg., einmal mit 100 mL ges. NaHCOs-Lsg. und einmal
mit 100 mL ges. NaCl-Lsg. Man trocknet tiber MgSO, und verdampft das Losemittel i. Vak.
Der Riickstand wird in 70 mL Dichlormethan mit 3.50 mL (3.57 g, 23.43 mmol)
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1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7en (DBU) versetzt. Man rithrt 3 h bei Raumtemp. Die
Reaktionsmischung wird mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit je 100 mL 1 M
KHSO4-Lsg. und einmal mit 100 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Man trocknet die
organischen Phasen iiber MgSO4 und entfernt das Losemittel i. Vak. Der Riickstand wird
sdaulenchromatographisch an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser =
5.5 cm) im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Dichlormethan (9:1) — (1:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.28 g (92 %); farbloser, amorpher Feststoff; R{Mesylat) = 0.47
(Cyclohexan/Ethylacetat 4:2), R¢= 0.38 (Cyclohexan/Ethylacetat 50:2).

CioHaINOs MW: 243.30 EM: 243.1471.

300 MHz-'H-NMR (CDCls): 8(ppm): 7.01 (s, 1H, NH Urethan); 6.04 (s, 1H, =CHaHjg); 5.61
(d, IH, =CHaHg, J = 1.50 Hz); 1.49 (s, 9H, 3 x CHj3 tBu-Ester oder 3x CH3 Boc); 1.45 (s, 9H,
3x CHj tBu-Ester oder 3x CH3; Boc).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCl3; BB): &(ppm): 163.03 (1C, C=0 tBu-Ester); 152.60 (1C, C=0
Urethan); 132.43 (1C, C=CH,); 103.94 (1C, C=CH,); 82.54 (1C, Cguar.-tBu-Ester); 80.40 (1C,
Cquart-Boc); 28.22, 27.89 (6C, 3x CH3 tBu-Ester, 3x CH;3 Boc).

2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)amino-3-brom-acrylsaure-tert-butylester®®  (153)

Man gibt N-Bromsuccinimid (1.56 g, 8.79 mmol) zu einer Losung von 2.00 g (8.22 mmol) 2-
N-(tert-Butyloxycarbonyl)amino-acrylsidure-tert-butylester 152 in 30 mL Dichlormethan.
Nach 17 h entfernt man das Losemittel i. Vak. und nimmt den Riickstand in 50 mL heiflem n-
Hexan auf. Man filtriert von ausgefallenem Succinimid ab und verdampft das n-Hexan i.
Vakuum. Das zuriickbleibende gelbe Ol wird in 40 mL Dichlormethan mit 2.32 mL (1.68 g,
16.61 mmol) Triethylamin versetzt. Die Reaktionslosung wird 3 h bei Raumtemp. geriihrt und
mit 60 mL Dichlormethan verdiinnt. Die organische Phase wird dreimal mit je 50 mL Wasser
und einmal mit 60 mL ges. NaCL-Lsg. gewaschen. Nach dem Trocknen iiber MgSO,
verdampft man das Losemittel i. Vak. und reinigt die Verbindung durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 30.0 cm, Durchmesser = 3.6
cm) im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Dichlormethan (3:5) — (1:5).

Ausbeute: 2.08 g (78 %); farbloser, amorpher Feststoff; Ry = 0.19 (Cyclohexan/
Dichlormethan 1:5); R{Bromoiminoester) = 0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat 4:1).

Ci12H20BrNO4 MW: 322.20 EM: 321.0576.
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ESI-MS (m/z) = 344.1 ([M+Na]") (50 %), Ber.: 344.1; 346.1 ((M+Na]") (50 %), Ber.: 346.1;
665.13 ([2M+Na]") (25 %), Ber.: 665.1; 667.1 ([2M+Na]") (50 %), Ber.: 667.1; 669.1
([2M+Na]") (25 %), Ber.: 669.1.

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): d(ppm): 6.78 (s, 1H, CH); 6.08 (s, 1H, NH Urethan); 1.48 (s,
9H, 3 x CH; tBu-Ester oder 3 x CH3 Boc); 1.46 (s, 9H, 3 x CH; tBu-Ester oder 3 x CH3 Boc).
75.5 MHz-**C-NMR (CDCls; BB, HMBC): §(ppm): 161.17 (1C, C=0 tBu-Ester); 151.78 (1C,
C=0 Urethan); 133.78 (1C, C=CH,); 108.39 (1C, C=CH,); 82.81 (1C, Cgquar-tBu-Ester);
81.34 (1C, Cgquari-Boc); 28.09, 27.89 (6C, 3x CH3 tBu-Ester, 3x CH3 Boc).

(2R,S)-8-Acetamido-7,11-anhydro-10,12-di-O-pivaloyl-2,3,4,5,6-penta-desoxy-2-(tert-
butyloxycarbonylamino)-D-threo-D-galacto-dodecansaure-tert-butylester  (155)

Man 16st unter Argon 150 mg (0.363 mmol) 3-(2’-Acetamido-2’-desoxy-4’,6’-di-O-pivaloyl-
a-D-galactopyranosyl)-1-propen 148 in 2.25 mL absol. THF und kiihlt auf 0 °C ab. Dann
tropft man 1.45 mL (0.725 mmol) einer 0.5 M 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan (9-BBN)-Lsg. in
THF zu. Man lédsst auf Raumtemp. erwérmen und riihrt 2 h unter Argon (DC-Kontrolle). Man
verdiinnt mit 0.625 mL entgastem DMF und 0.244 mL entgaster 3 M K;3;PO4-Lsg. Dann gibt
man 122 mg (0.379 mmol) 2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)amino-3-brom-acrylsdure-tert-
butylester 153 sowie 15 mg (5 mol%) [1,1’-Bis-(diphenylphosphino)-ferrocen]-palladium(II)-
chlorid-Methylenchlorid-Komplex ([PdCly(dppf)Clo(CH,Cl,)]) hinzu und ldsst 22 h unter
Argon bei Raumtemp. rithren. Danach neutralisiert man mit Essigsdure, konzentriert i.
Hochvak. und 16st den Riickstand mit 20 mL Dichlormethan. Die organische Phase wird
dreimal mit je 8 mL 2 M Zitronensdure-Lsg. gewaschen. Dann trocknet man die organische
Phase iiber MgSO, und verdampft das Losemittel i. Vakuum. Der Riickstand wird durch
Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Linge = 26.0 cm, Durchmesser =
2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/Ethylacetat/EtOH (50:7:7) gereinigt.

Nach dem Verdampfen des FEluats i. Vak. und Trocknen i. Hochvak. 16st man den
verbleibenden Feststoffes (ca. 160 mg), der noch ca. 15 % bororganische Verunreinigungen
enthdlt, in 14 mL Methanol und entgast die Losung. Dann gibt man 139 mg (0.145 mmol)
Wilkinson-Katalysator ([RhCI(PPh3);]) hinzu und entgast nochmals durch zehnminiitiges
Durchleiten eines Argonstromes. Im Falle des Pearlman-Katalysators (Pd(OH),/C (10 %)
entgast man das Losemittel Ehylacetat mit einem dquimolaren Zusatz an HOAc und der

Substanz und gibt dann 60 mg Katalysator hinzu. Im Anschluss wird nochmals entgast.
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Man tauscht dann die Argon-Atmosphére gegen Wasserstoft aus (H,-Ballon) aus und leitet 4
Tage einen leichten Wasserstoffstrom durch die Reaktionslosung. Man verdampft das
Losemittel i. Vak. bzw. im Falle des Pearlman’s-Katalysator filtriert man {iber eine diinne
Schicht Kieselgel ab und entfernt im Anschluss das Losemittel 1. Vak. Das Rohprodukt wird
durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Léinge = 26.0 cm,
Durchmesser = 2.0 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/Ethylacetat/EtOH (50:7:7).

Ausbeute: 110 mg (46 % iiber 3 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p” = +40.26° (c =
1.00, MeOH); R¢ = 0.23 (CH,Cl/EtOH 50:2), Ry = 17.04 min (Sdule B, Gradient: 65 % B
nach 70 % B in 30 min), R;=50.51-51.63 min (Séule F, Gradient: 40 % B nach 65 % B in 90
min, Fluss: 25 mL/min, 216 nm).

Cs33HssN2Oqg MW: 658.82 EM: 658.4041.

ESI-MS (m/z) = 659.3 ([M+H]"), Ber.: 659.4; 681.2 ((M+Na]"), Ber.: 681.4; 697.1 ([M+K]"),
Ber.: 697.44.

400 MHz-*H-NMR (CDCls; *H-'H-COSY): 8(ppm): 5.93 (d, 1H, NHAc, J = 5.55 Hz); 5.14
(m, 1H, H4-Gal); 5.08 (t, 1H, NH Urethan, J = 6.15 Hz); 4.57 (my, 1H, CHaHgp6-Gal); 4.25
(m, 1H, H1-Gal); 4.20-3.96 (m, 5H, a-CH (4.15), H2- (4.17), H5- (4.08), CHAHg6- (4.04),
H3-Gal (3.99)); 3.08 (m, 1H, -OH); 2.02 (s, 3H, CH3 NHAc); 1.68 (m, 1H, B-CHaHp); 1.61-
1.24 (m, 25H, B-CHaHg (1.58), y-CH» (1.34), 5-CH; (1.35), e-CHaHg (1.54), e-CHaHg (1.33),
3x CHs Boc, 3x CHs-tBu-Ester (1.46, 1.44)); 1.25 (s, 9H, 3x CHj3 Piv); 1.19 (s, 9H, 3x CH;
Piv).

100.6 MHz-"*C-NMR (CDCl3; BB, HSQC, HMBC): §(ppm): 178.14, 178.12 (2C, C=0 Piv);
171.95 (1C, C=0 tBu-Ester); 170.95 (1C, C=0O NHAc); 155.42 (1C, C=0O Urethan); 81.76
(1C, Cquar-tBu-Ester); 79.59 (1C, Cquar-Boc); 70.09 (1C, C5-Gal); 69.00 (1C, C1-Gal (aus
HSQC)); 68.72 (1C, C4-Gal); 67.90 (1C, C3-Gal); 61.00 (1C, C6-Gal); 53.72 (1C, o-CH);
52.09 (1C, C2-Gal); 39.14, 38.72 (2C, 2x Cquar-Pi1v); 32.87 (1C, B-CH,); 28.34 (3C, 3x CH;
tBu-Ester); 28.01(3C, 3x CH3; Boc); 27.17 (6C, 6x CHj Piv); 25.32, 25.06 (3C, y-CH,, o-
CHa, e-CH»); 23.30 (1C, CH3; NHACc).
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(2R,S)-8-Acetamido-7,11-anhydro-9,10,12-tri-O-acetyl-2,3,4,5,6-pentadesoxy-2-((9H-

fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamino)-D-threo-D-galacto-dodecansdure (157)

Man 16st 150 mg (0.228 mmol) (2R,S)-8-Acetamido-7,11-anhydro-10,12-di-O-pivaloyl-
2,3,4,5,6-pentadesoxy-2-(tert-butyloxycarbonylamino)-D-threo-D-galacto-dodecansdure-tert-
butylester 155 in 35 mL absol. MeOH und stellt mit einer 5%igen methanolischen NaOMe-
Lsg. einen pH-Wert von 10 ein. Man riihrt die Reaktionslosung 16 h bei Raumtemp. unter
Argon, neutralisiert mit saurem lonenaustauscher Amberlyst®, filtriert ab und wischt den
Filterkuchen mit 80 mL MeOH. Man befreit die Mischung i. Vak. vom Losemittel, 16st den
Riickstand in 30 mL Pyridin/Acetanhydrid (2:1) und riihrt 14 h bei Raumtemp. unter Argon.
Das Pyridin/Acetanhydrid-Gemisch wird i. Hochvak. entfernt. Man kodestilliert einmal mit
60 mL Toluol, nimmt das verbleibende Ol in 50 mL Dichlormethan auf und wischt mit 10
mL 1 M KHSOs-Lsg. und mit 10 mL ges. NaHCOs-Lsg. Das Losemittel wird i. Vak.
verdampft und der Riickstand mit 20 mL TFA und 0.7 mL Wassser 2 h bei Raumtemp.
gerlihrt. Im Anschluss verdiinnt man mit 30 mL Toluol und befreit die Reaktionslosung i.
Hochvak. von den fliichtigen Bestandteilen. Nach dreimaliger Kodestillation mit je 35 mL
Toluol lyophilisiert man. Das Lyophilisat wird in 5 mL einer Dioxan/Wasser-Mischung (1:3)
geldst, mit 59 mg (0.706 mmol) NaHCO3 sowie mit 135 mg (0.400 mmol) Fmoc-OSu, geldst
in 4 mL Dioxan, versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 18 h wird vom Dioxan befreit und
lyophilisiert. Man verteilt das Lyophilisat zwischen 10 mL 1 M KHSO4-Lsg. und 20 mL
Dichlormethan und extrahiert die wiassrige Phase dreimal mit je 10 mL Dichlormethan und
dreimal mit je 10 mL Ethylacetat. Die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSO4
getrocknet und i. Vak. eingedampft. Man reinigt das Rohprodukt durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 26.0 cm, Durchmesser = 2.0
cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/MeOH/HOACc (50:0.5:0.5) — (50:3:0.5).

Ausbeute: 69 mg (44 % iiber 4 Stufen); farbloser, amorpher Feststoff; [a]p”" = +45.18° (c =
0.68, MeOH); R¢=0.32 (CH,Cl,/MeOH/HOACc (50:0.5:0.5)).

C35H4oN2O12 MW: 682.71 EM: 682.2738.

ESI-MS (m/z) = 721.4 ([M+K]"), Ber.: 721.3; 705.1 ((M+Na]"), Ber.: 705.3.

400 MHz-'H-NMR (CDCls; *H-"H-COSY): &(ppm): 7.83 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.35 Hz);
7.72 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.46-7.41 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc); 7.38-7.32 (m, 2H, H2-, H7-
Fmoc); 5.39 (m, 1H, H4-Gal); 5.15 (m, 1H, H3-Gal); 4.46 (m, 1H, H2-Gal); 4.39 (m, 2H,
CH,-Fmoc); 4.29-4.07 (m, 6H, CHAHg6- (4.22), H1- (4.13), H5- (4.17), CHAHg6-Gal (4.09),
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o-CH (4.16), H9-Fmoc (4.23)); 2.13 (s, 3H, CH3 OAc); 2.07-1.85 (m, 10H, CH3; NHAc, 2x
CH;3 OAc, B-CHaH3 (1.87)); 1.84-1.24 (m, 7H, B-CHaHg (1.72), y-CH,, 8-CH,, &-CHy,).

100.6 MHz-"*C-NMR (CDCls; BB, HSQC): §(ppm): 176.02, 173.53, 172.30, 172.02, 171.80
(5C, 3x C=0 OAc, 1x C=0 NHAc, -COOH); 156.68 (1C, C=0 Urethan); 145.44, 145.18 (2C,
C8a-, C9a-Fmoc); 142.61 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 128.84, 128.80 (2C, C3-, C6-Fmoc);
128.20, 128.17 (2C, C2-, C7-Fmoc); 126.30 (2C, C1-, C8-Fmoc); 120.96 (2C, C4-, C5-
Fmoc); 74.06 (1C, C1-Gal); 69.58 (1C, C3-Gal); 68.59 (1C, C4-Gal); 67.95 (1C, CH,-Fmoc);
62.84 (1C, C6-Gal); 55.05 (1C, a-CH); 52.17 (1C, C5-Gal); 48.82 (1C, C2-Gal (im
Losemittelsignal)); 47.95 (1C, C9-Fmoc (im Losemittelsignal)); 32.60 (1C, B-CH,); 26.57,
26.39, 26.03 (3C, y-CH,, 6-CHa, e-CH,); 22.48 (1C, CH3 NHACc); 20.74, 20.65, 20.56 (3C, 3x
CH; OAc).

5.12 Versuche zu Kapitel 3.6.3

(N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-9-amino-4,7-dioxa-nonansaure  (159)
(FmOCNH(CHQCH20)2CH2CH2COOH)

Man 16st 4.00 g (17.15 mmol) 9-Amino-4,7-dioxa-nonansaure-tert-butylester 107 in 75 mL
einer Dioxan/Wasser-Mischung und versetzt mit 1.45 g (17.20 mmol) NaHCO; und 6.65 g
(19.72 mmol) Fmoc-OSu. Man ldsst 16 h riihren und entfernt die Losemittel i. Vak. Man
nimmt das verbleibende Ol in 150 mL Dichlormethan auf. Die organische Phase wird
zweimal mit je 100 mL Wasser und einmal mit 100 mL ges. NaCl-Lsg. gewaschen und wird
tiber MgSO, getrocknet. Man reinigt nach Eindampfen i. Vak. den Riickstand durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser = 5.5
cm) Cyclohexan/Ethylacetat (7:1) — Ethylacetat. Man 16st 5.53 g der erhaltenen Verbindung
in 50 mL TFA und 2 mL Wasser und ldsst 1 h bei Raumtemp. riihren. Man entfernt die
fliichtigen Bestandteile i. Hochvak. und kodestilliert dreimal mit je 100 mL Toluol. Der
briaunliche Riickstand wird an Kieselgel (Sdulendimensionen: Lange = 30.0 cm, Durchmesser
= 5.5 cm) im Laufmittelgemisch CH,Cl,/EtOAc/AcOH (30:30:0.4) gereinigt.

Ausbeute: 4.51 g (66 9%); farbloser, amorpher Feststoff; RqEster) = 0.20
(CH,ClL/EtOAc/AcOH 50:5:0.5), R(-COOH) = 0.06 (CH,Cl/EtOAc/AcOH 50:5:0.5).
CnHysNOs  MW: 399.44 EM: 399.1682.
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ESI-MS (m/z) = 400.2 ([M+H]"), Ber.: 400.2; 422.2 ([M+Na]"), Ber.: 422.2; 438.2 (IM+K]"),
Ber.: 438.2; 821.4 ([2M+Na]"), Ber.: 821.3.

Ber.: C 66.15 H 6.31 N 3.51

Gef.: C 66.08 H 6,41 N 3.50

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): 8(ppm): 7.65 (d, 2H, d, 2H, H4-, H5-Fmoc, J = 7.27 Hz); 7.58
(d, 2H, H1-, H8-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.37 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, J = 7.35 Hz); 7.29 (t, 2H,
H2-, H7-Fmoc, J = 7.35 Hz); 5.40 (sy, 1H, NH Urethan); 4.42 (m, 2H, CH,-Fmoc); 4.20 (m,
1H, H9-Fmoc); 3.74 (t, 2H, -CH,-CH,-COOH, J = 5.88 Hz); 3.75-3.30 (m, 8H, 2x -CH,0-, -
NH-CH,-CHy-); 2.60 (t, 2H, -CH,-COOH, T = 6.24 Hz).

75.5 MHz-*C-NMR (CDCl3; BB): §(ppm): 175.59 (1C, -COOH); 156.60 (1C, C=O Urethan);
143.96 (2C, C8a-, C9a-Fmoc); 141.28 (2C, C4a-, C4b-Fmoc); 127.65 (2C, C3-, C6-Fmoc);
127.04 (2C, C2-, C7-Fmoc); 125.08 (2C, C1-, C8-Fmoc); 119.94 (2C, C4-, C5-Fmoc); 70.32,
70.04 (3C, 3x -CH,0-); 66.68 (1C, CH,-Fmoc); 66.32 (1C, -CH,-CH,-COOH); 47.21 (1C,
C9-Fmoc); 40.88 (1C, -NH-CH,-); 34.71 (1C, -CH,-COOH).

N-Acetyl-L-threonyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-
prolyl-L-seryl-L-valyl-L-isoleucylamido-4,7-dioxa-nonanylamido-N-glycyl-L-valyl-L-
threonyl-N%(8-acetamido-7,11-anhydro-2,3,4,5,6-pentadesoxy-2-amino-D-threo-D-
galacto-dodecanoyl)-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (160)

Die automatisierte Glycopeptid-Festphasensynthese wird mit 196 mg (0.1 mmol) Fmoc-L-
Ala-HMPB-BHA-Harz 86 (Beladung: 0.51 mmol/g) nach dem allgemeinen
Kupplungsprotokoll durchgefiihrt. Fiir den Einbau der Glycosylaminosdure 157 wird die
automatisierte Synthese nach erfolgter Fmoc-Abspaltung gestoppt und das Harz mit einer
extern angesetzten Losung aus 89 mg (0.13 mmol) Glycosylaminosdure 157, 49 mg (0.13
mmol) HATU, 18 mg (0.13 mmol) HOAt, 45 ul (34 mg, 0.26 mmol) DIPEA in 2 mL N-
Methylpyrrolidin-2-on versetzt und 6 h geschiittelt. Nach Beendigung der Kupplung werden
die iiberschiissigen Reagenzien abfiltriert und das Harz wird mit N-Methylpyrrolidin-2-on
gewaschen und anschlieBend mit Capping-Reagenz versetzt. Die Ankniipfung der

verbleibenden Aminosauren erfolgt wieder nach dem allgemeinen Kupplungsprotokoll.



5. Experimenteller Teil 229

Nach der letzten Kupplung wird die aminoterminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung
des Harzes mit einer 20%igen Losung von Piperidin in N-Methylpyrrolidin-2-on entfernt und
der freie Aminoterminus wird mit Capping-Reagenz acetyliert. Die Abspaltung des
Glycopeptids vom Harz findet gemil3 der allgemeinen Arbeitsvorschrift statt.

Zur Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen 16st man das Glycopeptid in 25 mL einer
Trifluoressigsédure/Anisol/Wasser-Mischung (25:0.9:0.9) und riihrt 2 h bei Raumtemperatur.
Danach verdiinnt man mit 20 mL Toluol und entfernt die Losemittel i. Vakuum. Es wird
anschlieend dreimal mit je 15 mL Toluol kodestilliert. Man digeriert den zuriickbleibenden
Riickstand dreimal mit je 10 mL n-Pentan und viermal mit je 12 mL Diethylether. Die Hélfte
der Menge des farblosen, amorphen Rohproduktes wird in 25 mL absol. MeOH
aufgenommen und mit einer 1%igen NaOMe-Lsg. in absol. MeOH auf pH = 9 eingestellt.
Man riihrt die Reaktionslosung 12 h bei Raumtemp. unter Argon. Dann neutralisiert man mit
Trifluoressigsdure (5 % in MeOH) und entfernt das Losemittel i. Vak. Der resultierende
Feststoff wird durch préparativer RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 14 mg (9 % auf halben Ansatz bezogen, iiber 57 Stufen); farbloser, amorpher
Feststoff; [a]p™ = -74.47° (¢ = 0.40, H,0); R,= 12.17 min (Sédule C, Gradient: 5 % D nach
100 % D in 20 min), Ry = 37.60-43.06 min (Saule G, Gradient: 5 % D (25 min isokratisch)
nach 100 % D in 65 min).

C146H220N33043 MW: 3214.57 g/mol EM: 3212.6493

ESI-MS (m/z) = 1086.93 ([M+2Na+H]*/3), Ber.: 1086.88; 1618.89 ([M+Na+H]*"/2), Ber.:
1618.83.

HR-MS (m/z) = 1607.8297 ([M+2H]*"/2), Ber.: 1607.8341; 1608.3311 ([M+2H]*"/2), Ber.:
1608.3358; 1607.3330 ([M+2H]*"/2), Ber.: 1607.3325.

400 MHz-'H-NMR (D20; 'H-'H-COSY): &(ppm): 7.15-7.05 (m, 5H, CHaom-Phe); 6.94 (d,
2H, 6-CHI1-, 6-CH2-Tyr, J = 7.80 Hz); 6.89 (d, 2H, 6-CH1-, 6-CH2-Tyr, J = 8.60 Hz); 6.64
(d, 4H, 2xe-CHIl-, 2x &-CH2-Tyr, J = 8.40 Hz); 4.67 (m, 1H, a-CH Asp (im
Losemittelsignal)); 4.62 (m, 1H, a-CH Lys); (m, 1H, a-CH Arg); 4.50-4.15 (m, 18H, 3x a-
CH Ala (4.45, 4.23), 3x a-CH Ser (4.35, 4.25), a-CHr, (4.18), 4x a-CH Pro (4.29), 4x a-CH
Thr (4.25, 4.20), 2x a-CH Tyr und a-CH Phe (4.48-4.40)); 4.13-3.90 (m, 10H, 2x a-CH Val
(4.05), 4x B-CH Thr (4.13, 4.08, 4.01), H1- (3.92), H2-Gal (4.06), 2x a-CH lle (4.11, 3.98));
3.89-3.35 (m, 31H, H3- (3.74), H4- (3.82), H5- (3.60), -CH»6-Gal (3.59), 2x a-CH;, Gly
(3.86), 4x 8-CHaHgp Pro (3.72), 4x 8-CHaHg Pro (3.50), 3x B-CH, Ser (3.74), -O-CH,-CH,-
CONH- (3.66), -CONH-CH,-CH,-O- (3.47), -O-CH,-CH20- (3.53)); 3.31 (m, 1H, -CONH-
CHaHg-CH»-0O-); 3.22 (m, 1H, -CONH-CHAHg-CH;-0O-); 3.08 (m, 2H, 5-CH, Arg);
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2.96 (m, B-CHaHgp Asp); 2.90-2.63 (m, 9H, 2x B-CH; Tyr, B-CH, Phe, e-CH; Lys (2.80), -
CHaHg Asp (2.78)); 2.76 (m, 2H, -O-CH,-CH,-CONH-); 2.47 (t, 2H, -CH,-CONH); 2.25-
2.05 (m, 4H, 4x B-CHaHg Pro); 2.01-1.71 (m, 20H, 2x CH3; NHAc (1.89, 1.95), 2x B-CH Val
(1.95), 4x y-CH; Pro (1.88), 4x B-CHaHg Pro (1.79)); 1.70-1.58 (m, 6H, 2x B-CH Ile, B-CH,
Arg (1.63), B-CH; Lys); 1.57-1.40 (m, 9H, y-CH, Arg (1.55), 2x y-CH; Ile (1.51), 6-CH; Lys
(1.56), B-CHa1n (1.56)); 1.35-1.09 (m, 17H, 3x B-CHj3 Ala (1.29, 1.23), y-CH; Lys (1.14), v-
CHarn, 6-CHat, €-CHamn (1.29)); 1.10-1.04 (m, 12H, 4x y-CH; Thr); 0.82-0.61 (m, 24H, 4x v-
CHj; Val (0.81), 2x y-CHj3 Ile (0.77, 0.67), 2x 8-CHj3 Ile (0.70)).

100.6 MHz-"*C-NMR (D20; BB, HSQC): &(ppm): 130.44 (4C, 2x C2-, 2x C6-Tyr); 129.31,
128.59 (4C, 2x CHortho-, 2X CHmea-Phe); 127.13 (1C, CHpara-Phe); 115.28 (4C, 2x C3-, 2x C5-
Tyr); 73.24 (1C, C1-Gal); 71.29 (1C, C5-Gal); 69.34 (2C, -O-CH,-CH,0-); 68.69 (1C, -
CONH-CH,-CH»-); 68.35 (1C, C4-Gal); 67.36 (C3-Gal); 66.93 (4C, 4x B-CH Thr); 66.41
(1C, -CH,-CH,-CONH-); 61.04(1C, C6-Gal); 60.96 (3C, 3x B-CH; Ser); 60.38 (4C, 4x a-CH
Pro); 59.32 (2C, a-CH Val, 1x a-CH Ile); 58.85 (4C, 4x a-CH Thr); 58.10 (1C, 1x a-CH
Ile); 55.35, 55.10, 54.90 (6C, a-CH Phe, 3x a-CH Ser, 2x a-CH Ser); 53.22 (1C, a-CHry);
52.35 (1C, a-CH Asp); 51.01 (1C, a-CH Arg); 50.06 (1C, a-CH Lys); 49.76 (1C, C2-Gal);
48.89 (1C, 1x a-CH Ala); 47.61 (3C, 3x 6-CH; Pro); 48.89 (2C, 2x a-CH Ala); 42.27 (2C, 2x
o-CH; Gly); 40.40 (1C, 6-CH; Arg); 39.08 (1C, e-CH, Lys); 38.73 (1C, -NH-CH,-CH,-0);
36.69 (1C, B-CH, Asp); 35.15, 36.38 (3C, B-CH; Phe, 2x B-CH, Tyr); 35.97 (2C, 2x B-CH
Ile); 35.62 (1C, -CH,-CONH); 30.29 (1C, B-CHarn); 30.06 (2C, 2x B-CH Val); 29.39 (1C, 6-
CH; Lys); 29.20 (3C, 3x B-CH; Pro); 27.40 (1C, B-CH, Arg); 26.11 (2C, 2x y-CH; Ile);
24.49 (4C, 4x y-CH; Pro); 24.31 (3C, y-CHaty, 8-CHarn, €-CHomy); 23.90 (1C, y-CH, Arg);
21.92, 21.41 (2C, 2x CH; NHACc); 18.69 (4C, 4x y-CH; Thr); 18.63 (1C, y-CH; Lys); 17.98
(4C, 4x y-CHj3 Val); 16.11, 15.17 (3C, 3x B-CHj Ala); 14.54 (2C, 2x y-CH; Ile); 10.03 (2C,
2x 6-CHj Ile).
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