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1 Einleitung

1.1 Krebs

Krebs verursacht weltweit den Tod von 7.6 Millionen Menschen jedes Jahr. Die
Krankheiten des Kreislaufsystems und bosartige Neubildungen sind im Jahr 2008 fir mehr
als zwei Drittel der Sterbefdlle in Deutschland verantwortlich. Diese beiden
Haupttodesursachen haben eine ungleiche Verteilung unter Berlcksichtigung des
Lebensalters. Im Lebensalter Gber 65 Jahre verstarben tber 92% der Manner und Frauen an
Kreislauferkrankungen. Dagegen sind die Krebserkrankungen bei jungen Menschen und
Menschen mittleren Alters die haufigsten Todesursachen. Bei Ménnern treten meist der
Lungen- und Bronchialkrebs, sowie der Prostata und Darmkrebs auf, wohingegen bei
Frauen der Brustkrebs die Liste der Todesfalle anfuhrt.! Insgesamt ist jedoch die
Sterberate seit den 80er Jahren fur die Kreislauf- und Tumorerkrankungen ricklaufig, was
nicht zuletzt auf eine bessere Friherkennung und auf gezielte Therapien zurtickzufiihren

ist.[2

Infektitse u. parasitire Krankh. (Aoo—-Bgg)

Neubildungen (Coo-D48)

Endokrine, Erndhrungs- u. Stoffwechselkrankh. (Eoo-Ego)

Psychische und Verhaltensstérungen (Foo—-Fgg)

Krankh. d. Nervensystems (Goo—Ggg)

Krankh. d. Kreislaufsystems (loo-lg9g)

Krankh. d. Atmungssystems (Joo—]gg)

Krankh. d. Verdauungssystems (Koo-Kg3)

Krankh. d. Urogenitalsystems (Noo-Ngg)

Symptome u. abnorme Befunde (Roo—Rgg)
Unfille (Vo1-Xs59) Frauen

Selbstbeschadigung (X60-X84) I Minner

iibrige

o 10 20 30 40 50
Anteil in Prozent

Abb. 1.1: wichtigste Todesursachen der insgesamt 858 768 Verstorbenen nach Geschlecht unterteilt
(Deutschland 2008 nach ICD-10; Quelle: Statistisches Bundesamt, Todesursachenstatistik)
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Um Krebs in einer effektiven Weise bekampfen zu koénnen, sollte selektiv nur das
tumortdse Gewebe behandelt werden. Die Behandlung dieser bdsartigen Neubildungen
wird heutzutage medizinisch durch die Resektion, sowie die Strahlen-B! und
Chemotherapie!! realisiert. Allgemeine praventive MaBnahmen bestehen hauptsachlich in
der Vermeidung der Exposition karzinogener Stoffe und einer ungesunden Lebensweise.
Aus medizinischer Sicht gibt es nur wenige spezifische Praventivmalinahmen, wie
beispielsweise ~ der ~ Chemoprévention  des  Prostatakarzinoms®  und  des
Mammakarzinoms®. Die operative Entfernung des Gewebes bei Brustkrebs,! ! bei
Ovarialkarzinomen'® oder bei Prostatakrebsi’® ist hingegen bei diesen bdsartigen
Neubildungen derzeit die zuverl&ssigste Behandlungsmethode. Fur alle Krebsarten ist eine

Friherkennung generell mit guten Heilungschancen verbunden.

Ein vielversprechender Ansatz zur selektiven Bek&mpfung von Tumoren stellt die
Entwicklung neuartiger Tumorvakzine dar.™ Herkémmliche Behandlungsmethoden
schwéchen das Immunsystem in erheblichem Malie, so wird beispielsweise bei Patienten
mit einer Chemobehandlung eine verminderte Anzahl an T-Zellen registriert.?? Die
Vakzinierung konnte in Kombination mit gangigen Tumorbehandlungen eingesetzt
werden, um weitere Neubildungen zu unterdriicken. So wirden frei zirkulierende
Metastasen durch das Immunsystem erkannt und selektiv bekampft werden. Jedoch muss
das Immunsystem fahig sein zwischen gesunden und malignen Zellen zu unterscheiden.
Die Differenzierung kann z.B. anhand der exprimierten Kohlenhydratmuster von
Oberflachenproteinen erfolgen, die sich in tumordsen stark von denen auf der Normalzelle
unterscheiden. Der Erfolg einer solchen Immuntherapie ist dabei sowohl von der selektiven
Erkennung der Krebszellen durch das Immunsystem, als auch von der Art und Starke der

initiierten Immunantwort abhangig.

1.2 Humane Mucine

Mucine sind hochgradig glycosylierte epitheliale  Glycoproteine mit einem
Kohlenhydratanteil von mehr als 50 Gewichtsprozenten.™® Die verschiedenen
Polypeptidstrange der Mucine sind aus tandem repeat-Einheiten aufgebaut und
unterscheiden sich jeweils in der Anzahl, der Lange und der Abfolge der Aminoséuren
(Tabelle 1.1). Das threonin- und serinreiche Peptidrickgrat dieser Proteine ist durch die

langen und stark verzweigten vielfach aciden O-Glycanseitenketten gegen &uere Einfllisse
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abgeschirmt. So dient diese viskoelektrische, gelartige Oligosaccharidschicht an der
epithelialen  Zelloberflache ihrem  physikochemischen  Schutz. Neben dieser
Zellschutzfunktion sind Mucine auch an Oberflachenprozessen wie der pB-Catenin
vermittelten Zell-Zelladhé&sion beteiligt. Die heutzutage bekannten Mucin Spezies kdnnen
in zwei Gruppen unterteilt werden: zum einen in die sekretorisch exprimierten Mucine
(wie z. B. MUC2, MUC5AC, MUC5B und MUC6) und zum anderen in die
membrangebundenen Mucine wie MUC1, MUC3, MUC4 und MUC12, bei denen ein
hydrophober Teil als transmembrane Domaéne fiir die feste Verankerung in der
Lipiddoppelschicht sorgt.* Die cytoplasmatische Domane dieser transmembranen
Proteine ist fiir die Ubertragung extrazellularer Signale in die Zelle verantwortlich und

spielt somit eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion.[*

Mucin-

Spezies Tandem Repeats (Anzahl) Vorkommen
MUC1 AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP (20) Milchdrise
MUC2 PTTTPITTTTVTPTPPTPTGTQT (23) Darmtrakt
MUC3 HSTPSFTSSITTTETTS (17) Darmtrakt
MUC4 TSSASTGHATPLPVTD (16) Bronchialtrakt
MUCS5AC TTSAPTTS (8) Bronchialtrakt
MUC5B  irreguldre repeats bestehend aus 29 Aminoséauren Bronchialtrakt
MUC6 169 Aminosaurerepeats (169) Magen
MUC7 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE (23) Speicheldriise

Tabelle 1.1: Auswahl einiger humaner Mucine mit tandem repeat Einheit und Vorkommen im Korper.™®!

Das MUCL stellt ein besonders interessantes Zielmolekil fir die Tumorimmuntherapie
dar, da sich bei diesem Glycoprotein der Glycosylierungsgrad in gesunden und pathogenen
Zellen erheblich voneinander unterscheidet. So spielt das MUC1 eine wichtige Rolle bei
der Tumorbildung indem es u.a. die Metastasierungskaskade der Tumore initiiert.l”
Pathogene Zellen verlieren durch die MUC1-Uberexpression ihre Polaritit, und zeigen
eine deutlich verénderte Oberflachentopologie. Die Zelloberflache wird sterisch und
elektronisch abgeschirmt, wodurch E-Cadherin-"8 und Integrint*®-unterstiitzte Zell-Zell-
Kontakte nicht auftreten und ein Loslosen aus dem Zellverband mit anschlie3ender

Wanderung maligner Zellen mdglich wird. Die Resistenz mucinexprimierender tumordser
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Zellen gegenlber Killerzellen und cytotoxischen T-Zellen ist ebenfalls auf die
abschirmenden Eigenschaften der MUC1-Schicht zuriickzufuhren.”® Durch die
Uberexpression der Mucine auf bosartigen Zellen stellt das MUC1 mit den tumor-
assoziierten Epitopen als Tumormarker auf kranken epithelialen Zellen einen
vielversprechenden Ansatzpunkt fiir die Tumorbekampfung dar.?! 2 2] Die fir eine
Immuntherapie relevanten Epithelzellen mit MUC1 Glycoproteinen finden sich im
Mammagewebe, sowie in der Prostata, dem Pankreas, der Leber, dem Darmtrakt und der

Niere.[?5] [26]

Das Mucin MUC1 besteht aus 25 bis 125 mucincharakteristischen Wiederholungseinheiten
(variable number of tandem repeats, VNTR). Diese tandem repeats bestehen ihrerseits
jeweils aus 20 Aminoséuren der Sequenz PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA mit finf
potentiellen O-Glycosylierungsstellen an Threonin und Serin. Auf gesunden Zellen ist ein
Teil dieser moglichen O-Glycosylierungsstellen mit langen und stark verzweigten
Oligosaccharidketten belegt, wahrend bei Tumorzellen die Oligosaccharidketten kurz und
kaum verzweigt sind.” Die O-glycosidisch verkniipften Kohlenhydratseitenketten der
Mucine sind im Wesentlichen auf acht Core-Strukturen (vgl. Tabelle 1.2) zurtickzufuhren.
Der erste Baustein der Glycanseitenketten stellt das Galactosamin dar, welches
a-glycosidisch mit dem Peptidriickgrat verbunden ist. Diese Grundstruktur aus D-GalNAc-
a(1-0)-Ser/Thr wird als Ty-Antigen bezeichnet und ist das Basiselement der TF-, STy-
und ST-Antigene.”! In tumorésen Zellen treten diese Glycane auf Grund einer den Tumor
begleitenden, verminderten Glucosamintransferaseaktivitit (B-1,6-GIcNAc-Transferase)
bei gleichzeitiger Uberexpression von a-2,3- und a-2,6-Sialyltransferasen in verkiirzter
und sialylierter Form auf. Diese Verkirzung der abschirmenden Seitenketten fuhrt zur
partiellen Freilegung des Peptidriickgrats, so dass z.B. das immundominante Peptidmotiv
PDTRP fiir Antikérper frei zuganglich wird.”®! 1 Da eine eindeutige Unterscheidung
zwischen gesunden und malignen Zellen durch die verkirzten und sialylierten
Glycosylierungsmuster des Mucins MUC1 stattfinden kann, werden MUCI1-
Partialstrukturen als Leitstrukturen in der Immuntherapie eingesetzt, um selektiv tumordse

Zellen zu bek&mpfen.
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Core 1l BGal-(1,3)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Core 2 BGal-(1,3)-[BGIcNACc-(1,6)-]aGalNAc-O-Thr/Ser
Core 3 BGIcNAc-(1,3)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Core 4 BGIcNAc-(1,3)-[BGlcNAc-(1,6)-]JaGalNAc-O-Thr/Ser
Core 5 aGalNAc-(1,3)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Core 6 BGIcNACc-(1,6)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Core 7 aGalNAc-(1,3)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Core 8 aGal-(1,3)-aGalNAc-O-Thr/Ser

Tabelle 1.2: Core-Strukturen der O-Glycane.?”

1.3 Immuntherapie durch tumorassoziierte Kohlenhydratantigene

Um Autoimmunreaktionen zu unterbinden wund eine selektive, tumorspezifische
Antikdrperproduktion zu erzielen, muss das Immunsystem in der Lage sein, maligne
Zellen in Gegenwart gesunder Zellen zu erkennen und zu bekampfen. Die Erkennung
maligner Zellen ist jedoch durch die immunsupressiven Mechanismen des Tumors
gehemmt. Als Unterscheidung- und Erkennungsmerkmal der tumordsen Zellen kdnnen die
verkurzten Glycane und das daraus resultierende, freizugéngliche Peptidepitop PDTRP des
Mucins MUC1 dienen.®” In Abb. 1.2 sind die Unterschiede zwischen den MUC1-
Strukturen normaler und tumordser Zellen verdeutlicht.

[

PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP
normales  Normalzelle Tumorzelle

Kohlenhydrat

< .
/

HO _OH
-\l ST,-Antgen ——0
HO-

AcHN
Ty-Antigen
freiliegendes

Peptidrickrad > HO _OH./Ho _OH

oH ( ‘

COOH Aol \\g

RO L& Ho&/h\,o&,ﬁ
AcHN-/Q7~0

s HO AcHN |
OH o~
‘ TF-Antigen

unvollstandige
Glycosylierung

Abb. 1.2: Unterschied der Kohlenhydratseitenketten einer normalen und einer tumordsen Zelle.
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Zur Erzeugung einer Immunantwort muss die Toleranz des Immunsystems gegeniber
malignen  Zellen reduziert werden. Hierzu konnen synthetisch hergestellte,
tumorassoziierte Glycopeptide des MUC1-Typs dienen. Diese Glycopeptide bestehen aus
der  vollstandigen  tandem repeat-Sequenz  und  O-glycosidisch ~ gebundenen
Glycanseitenketten mit Ty-, TF-, Sialyl-Ty- und Sialyl-T-Antigenstrukturen (Abb. 1.2).B"
321 Dije Kombination aus Kohlenhydratantigen und immundominanter Peptidsequenz in
einem Vakzin induziert eine selektive Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen und
vermittelt die Produktion von Antikoérpern durch B-Lymphozyten. Da natirlich isolierte
Mucine stets in mikroheterogener Form vorkommen, ist der synthetische Zugang zu
Vakzinkandidaten notwendig. Eine Immunisierung mit nicht exakt definierten Strukturen

wirde in einer Autoimmunreaktion enden.

Die schwache Immunantwort von niedermolekularen Haptenen kann durch den Einsatz
eines immunogenen Carrier-Proteinst®®! verstarkt werden. Jungste Studien im Arbeitskreis
Kunz zeigten, dass der Einsatz von Carrier-Proteinen wie z.B. des Tetanus-Toxoids zu
wirksamen Vakzinen flhrt, die in &hnlicher Form auch fir einen Einsatz im menschlichen
Organismus infrage kamen.*! Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der Immunantwort
besteht in einer multivalenten Présentation der Haptene. Eine solche Multivalenz der
Antigene in lateral angereicherten Domanen koénnte beispielsweise durch die
Phasenseparation  perfluoralkylierter ~Membrananker in einer Lipidmatrix aus
Kohlenwasserstoffen induziert werden. Gege und Schmidt untersuchten bereits das
Segregationsverhalten von komplexen Kohlenhydratepitopen (Sialyl-Lewis*-Antigen) mit
perfluoralkylierten Membranankersystemen. Dabei gelang es die GréRRe und Verteilung der
Doménen zu steuern und eine verstdrkte Wechselwirkung der Glycolipide in der

dynamischen Adhasion von Ovarialzellen zu erzielen.™

In einer Vielzahl aktueller Arbeiten wurde die Induktion von spezifischen Antikdrpern
gegen tumorassoziierte MUC1-Strukturen durch vollsynthetische Antitumorvakzine
untersucht. Dabei wurden neben immunogenen Carrierproteinen auch Toll-like Rezeptoren
wie Pam3sCys mit entsprechenden tumorassoziierten B-Zell-Epitopen kombiniert. Toyukuni
und Mitarbeiter synthetisierten z.B. ein Vakzin mit einer dimeren Prasentation des
Tn-Antigens unter Verwendung des Toll-like Rezeptor Pam3;Cys und konnten damit im
Mausmodell spezifische Antikorper induzieren.®! B Ein weiteres Beispiel fir die
multivalente Prasentation tumorassoziierter Antigene wurde von Geraci und Mitarbeitern
auf der Basis von Calixerenen entwickelt.®® Das Ty-Antigen wurde in diesem Fall als

S-Glycosid viermal an das Calix[4]arengeriist angebunden und mit Pam3Cys verbrickt. Bei
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der Immunisierung mit diesem supramolekularen Vakzin konnte eine gesteigerte
Antikorperproduktion  verzeichnet werden, was auf die Mehrfachprasentation
zurlickgefuhrt wurde. In Arbeiten von Dumy wurden Ty-Antigene auf einem cyclischen
nicht-immunogenen Decapeptid aus Prolin, Glycin und Lysin multivalent an dessen
Oberflache prasentiert.””! % Kunz und Mitarbeiter konnten bei Dendrimeren mit einem
Lysin-Kern und einer MUC1-Glycopeptiden-Schale!*! eine starke Immunreaktion ohne
den Einsatz eines Carrier-Proteins induzieren. Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse
scheint der Einsatz einer multivalenten Présentation von Antigenen aufgrund der

verstarkten und selektiveren Immunantwort fir die Vakzinentwicklung besonders lohnend.

OH
HO, COOH

AcHN~ /270

Q. e IESIEEREENESE A CEIERE=TS s U NG
\F

Tetanus & Yo AN HO/ )
Toxoid \[ % HO \L

Kunz et al.

HO OH
o A~
Cl
HO o. —o/\/ OH

0 " o W X o
Pamo/\.\\\\s/\HkN]ﬁ(N\/\HJV\/N\“/\N)K[NHAC O\AN/\/N\[ﬁN)H S/\/\opam

OPam NHPa'—ng o o NHPam  OPam
NHAC
) oH
Toyokuni et al. ?‘O i Geraci et al.
N ROGR HO OH
o 0
N R\f R= HOMR
Cl
Hovw on on o oH O(CHo)(CFa)nF . OK\Q&\ oy
~720 O 0. _A_O(CHy)(CFo)nF
AcHN o %o o% o O(CH2)(CF)n K K
L O/%g\o oS %g\ T P// \G/
OH OH OH o. KLFAVWKITYKTD—NH,
Q7 on o /\(
OH
KLFAVWKITYKTD-NH
HO o /\( 2
Schmidt et al. Dumy et al.

Abb. 1.3: Synthetische Tumorvakzine mit multivalenter Présentation.
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1.4 Die Zusammensetzung der Plasmamembran

Im Jahr 1972 wurde von Singer und Nicolson das ,.fluid mosaic* Modell*? der
Plasmamembran postuliert, wonach die Plasmamembran aus einer zweidimensionalen
Phospholipiddoppelschicht besteht in der die Proteine frei beweglich sind. Diese
Sichtweise auf die Organisation der Plasmamembran hat sich jedoch in letzter Zeit stark
veréndert. Heutzutage hat sich die Ansicht durchgesetzt, dass die Proteine und Lipide keine
uneingeschrankte Mobilitat in der Membranmatrix besitzen, sondern am Aufbau der
Membran durch die Ausbildung von diskreten Domanen beteiligt sind. Das Vorhandensein
solcher heterogener Mikrodoménen (,,lipid rafts*), die mit Glycosphingolipiden,
Gangliosiden und Cholesterin angereichert sind, fihrt zu einer verminderten lateralen
Diffusion innerhalb der Domane bei zeitgleicher hoher lateraler Mobilitat der rafts in der
Membran.*¥! ¥ Der Dichteunterschied in der Membran ist auf die Ausrichtung der
Fettsdureketten der Phospholipide und die damit verbundene dichtere Packung sowie die
Anreicherung von Cholesterin zuriickzufiihren.'! In Abb. 1.4 ist schematisch eine solche

Membrandoppelschicht mit lipid rafts dargestellt.!*®!

lipid raft

Gangliosid

GPI verankertes Protein /

RO
i

Cholesterin

\ Glycankette

[VAVEVRYS

VA'A"AAA

(®)

b At A A4

proteine

Abb. 1.4: Schematische Darstellung von lipid rafts in der Zellmembran. !
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Die Konzentration von Erkennungsstrukturen innerhalb eines kleinen Bereichs wie den
lipid rafts ist fir viele zellulare Prozesse, wie die Signaltransduktion*”, die pathogene
Invasion*®, die zellulare Sekretion!® sowie die Immunantwort!® verantwortlich. Diese
zelluldren Prozesse konnen zu schnelleren und stérkeren Zell-Zell-Interaktionen fiihren.
Die Kontrolle der GroRe und lateralen Ausdehnung ist fur die Beeinflussung und
Erforschung der Funktionen essentiell. Im inaktiven Zustand weisen die rafts z.B. eine
geringere laterale Ausdehnung auf, die jedoch bei duRRerer Aktivierung zur Clusterbildung
und somit zur VergroRerung der Doménen fuhrt, was letztlich erst die Wechselwirkung mit
den Proteinen ermdglicht. Das Vorhandensein der lipid rafts in naturlichen und nicht-
natlrlichen Membranen konnte wissenschaftlich nachgewiesen werden, wobei der Prozess

der Phasenseparation bislang noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnte.[5t B2 [53]

[54]

Um die komplexen Prozesse an der Membranoberflache auf der molekularen Ebene
erschlieBen zu konnen, ist ein vollsynthetischer Zugang zu geeigneten, clusterbildenden
Lipiden erforderlich. Unter Verwendung geeigneter Lipidmischungen konnten dann
beispielsweise in kiinstlich hergestellten lateralen Lipidschichten komplexe Prozesse wie
die Antikorper-Antigenerkennung untersucht werden. Komplexe Kopfgruppen in Form
von immunostimulierender (Glyco)Lipopeptide®® oder der Einsatz von amphiphilen

Perfluorglycokonjugaten®® konnten dabei zur Ausbildung raft-ahnlicher Doménen fiihren.

1.5 Die physikochemischen Eigenschaften fluororganischer Verbindungen

Fluor ist das elektronegativste Element (EN = 4.0), weshalb es besondere chemische und
physikalische Eigenschaften aufweist. Fluor besitzt eine hohe lonisierungsenergie und eine
sehr geringe Polarisierbarkeit. Mit einem van-der-Waals-Radius von 1.47 A ist es nur
unwesentlich gréRer als ein Wasserstoffatom (1.20 A), weshalb Fluoratome héufig als
Ersatz fur Wasserstoff-Atome bzw. Hydroxylgruppen (1.40 A) in Molekiile eingebaut
werden (Wasserstoff- und Hyroxylgruppenmimik).®® Der selektive Einbau von
Fluoratomen in biologisch relevante Molekile Ubt dabei h&ufig einen stabilisierenden
Einfluss aus, ohne eine konformelle Veranderungen der Molekiile zu bewirken.”! Neben

der Substitution einzelner F-Atome kénnen auch Fluorketten an Molekile addiert werden,
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was jedoch zu drastischen Anderungen der physikochemischen Eigenschaften dieser
Verbindungen fiuhrt. So sind Perfluoralkylketten volumingser als ihre Wasserstoff-
Pendants, was sich in einem Kettenquerschnitt von 30 A* im Vergleich zu 20 A?
bemerkbar macht. Fir den lateralen Flachenanspruch gilt: 1 CF, = 1.5 CH,®® und der
durchschnittliche Raumanspruch von CF»- und CFs-Gruppe betragt 38 A® und 92 A% im
Vergleich zu den Methylen- und Methylgruppen als Wasserstoffanaloga mit 27 A% und
54 A, Da Fluor etwas groRer ist als Wasserstoff herrschen starkere repulsive Krafte in der
Kette, weshalb die gauche/trans-Energie von 2.0 kJ mol™ fiir Alkane auf 4.6 kJ mol™ fiir
Perfluorkohlenstoffe ansteigt.® Um die repulsive Wechselwirkung benachbarter
Fluoratome zu minimieren, bilden Perfluoralkyle deshalb eine starre helikale
Konformation aus (Abb. 1.5).15!

Abb. 1.5: Kalottenmodell des Perfluoralkanmolekills F12H16. Die helikale Perfluorkette (links) und die
Alkylkette (rechts).

Querschnitt Volumen gauche/trans-Energie
Strukturelement
[A%] [A%] [kJ mol™]
F-Alkyl 30 CF,=38,CF;=92 4.6
H-Alkyl 20 CH,=27,CF; =54 2.0

Tabelle 1.3: Vergleich des Raumanspruchs von H- und F-Alkylen.

Die C-F-Bindung ist die starkste Einfachbindung der Organischen Chemie (485 kJ mol™).
Im Vergleich dazu besitzen Bindungen wie z.B. die C-H- (411 kJ mol™ bei 25 °C), C-N-
(305 kJ mol™) und C-Halogen-Bindungen (C-Cl 327 kJ mol™; C-Br 285 kJ mol™; C-1 213
ki mol™) eine geringere Bindungsenergie. Die Ursache dieser starken
Bindungsverhaltnisse liegt in der effektiven Uberlappung der Fluor-Orbitale mit denen des
Kohlenstoffs. Eine weitere Substitution am Kohlenstoff durch Fluoratome fiihrt zu einer

nochmals gesteigerten Bindungsenergie von 531 kJ mol™ fiir die terminalen Bindungen der
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CF;-Gruppe. Diese starken Bindungsenergien in Fluorkohlenstoffen sind die Ursache fir
die aulerordentlich hohe thermische, chemische und metabolische Stabilitat, die durch die
abschirmende Elektronendichte der Fluoratome noch zusétzlich verstarkt wird. Die geringe
Polarisierbarkeit der F-Atome fiihrt zudem nur zu schwachen van-der-Waals-
Wechselwirkungen der Perfluoralkylketten untereinander, weshalb diese Verbindungen
niedrige Siedepunkte und hohe Dampfdriicke besitzen (Tabelle 1.4).

Eigenschaft CsF1s  F3(CF3)2(CH,),CH; CsHia
Siedepunkt Kp [°C] 57 64 69
Verdampfungsenthalpie AH, [kcal mol™] 6.7 7.9 6.9
kritische Temperatur T.[°C] 174 200 235
Dichte d® [g m?] 1.672 1.265 0.655
Viskositat 1% [cP] 0.66 0.48 0.29
Oberflachenspannung v* [dyn cm™] 11.4 14.3 17.9
Dielektrizitatskonstante € 1.69 5.99 1.89

Tabelle 1.4: Vergleich der physikalischen Eigenschaften von Perfluoralkylen.

Die starken intramolekularen und die geringen intermolekularen Wechselwirkungen
vereinen zwei augenscheinlich kontrare Eigenschaften, denn Perfluorkohlenstoffe sind
gleichzeitig hydrophob und lipophob. Diese Eigenschaften ermdglichen eine
Phasenseparation der F-Alkyle in einer Alkyllipidmatrix und somit die Bildung
mikrostrukturierter Domanen. Die Untersuchung solcher Domanen in lateral ausgedehnten
Lipidschichten oder in einer dreidimensionalen supramolekularen Anordnung wie Vesikeln

oder Mizellen ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.®? [¢3]

1.6 Perfluorverbindungen als Pharmaka

Eine Fulle neuartiger perfluorierter Verbindungen mit pharmakologischer Anwendung und
biologischen Eigenschaften sind bekannt.[ ! Dje polaren Kopfgruppen der Amphiphile

stammen meist aus natirlichen Verbindungen, wie Polyolen!®® Kohlenhydraten®”,
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Aminosauren und Peptiden®, Phosphoramiden, verschiedenen Phospholipiden und
ebenso Telomeren verbunden mit unterschiedlichen Spacermolekiilen®® (Abb. 1.6). Die
akute Toxizitat durch das Einbringen der Fluorketten ist offensichtlich nicht erhéht. So
liegt z.B. die letale Dosis (LDsp) der Telomere auf TRIS-Basis und F-alkylierter

Phosphatidylcholine bei Méausen bei mehreren Gramm pro Kilogramm Korpergewicht.!™®!

Perfluordecalin Galactose Xylitol Phosphatidylcholin

OH 2
HO )J\HRF
@@ éﬁ\/v o i@
HO RF F &
o HOWOMR >N/\/0\P,O\/K/OWRF
o

OH OH
Perfluoroctylbromid Maltose B-Alanin TRIS Telomer

OH
RY H
FF FF FF FF " 0 oH RF O ~"s
- % I y
Br HO 0 HoN OR HN S0
OHo RF
HO

F FF FF FF

HO | OH
OH

Abb. 1.6: Auswahl einiger biomedizinisch und pharmazeutisch anwendbarer Perfluorverbindungen.

Als Blutersatzmittel wird neben Perfluorodecalin auch Perfluoroctan verwendet, wobei
letzteres in die klinischen Tests der Phase I/l zur Behandlung des Acute Respiratory
Distress Syndroms (ARDS) oder ,,Atemnot-Syndrom* eingesetzt wird. Dieses Syndrom ist
durch eine hohe Sterberate charakterisiert und besitzt momentan noch recht geringe
Heilungschancen. Die Behandlung erfolgt durch Gabe des Perfluoralkyls in die Lunge des
Patienten. Im Vergleich zur Beatmung mit einem Gas vermindert die Flissigkeitsatmung
die alveolare Oberflachenspannung, was zu einem gesteigerten Lungenvolumen und somit

zur besseren Versorgung der Lunge mit Sauerstoff fiihrt.t™ [721 [73]

Polare Kohlenhydratkopfgruppen stellen attraktive Zielstrukturen dar, die den
Komponenten der natirlichen Membran &hnlich sind. Die spezifische Erkennung von
Kohlenhydraten durch Membranlektine 16st eine Vielzahl biochemischer Reaktionen
aus.[™ [1 178 Ejnige kohlenhydratbasierende Amphiphile wie z.B. das Muramyl-Dipeptid
steigern die Antikorperproduktion und konnen als Immunomodulatoren dienen.’”! Das
Lewis’-Oligosaccharid wurde als vielversprechendes Tumorvakzin untersucht!™® und
perfluoralkylierte  Laminarin-Oligosaccharide zeigen eine gesteigerte  anti-HIV
Wirkung!®. Solche Amphiphile werden ebenfalls als Emulgatoren verwendet oder in
supramolekularen Strukturen zur Selbstaggregation eingefiihrt.®” Y Kolloidale Systeme
mit hochgradig fluorierten Teilen haben ein betrachtliches Potential in der Biomedizin.["
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Einige dieser Perfluoralkylverbindungen sind in fortgeschrittenen Phasen der klinischen
Evaluierung als injizierbare Sauerstofftransporter® zur Flussigatmung®®! B oder werden

als Kontrastmittel fur die Ultraschalldiagnostic eingesetzt.[8! (861 [87] [68]

Die Pharmakokinetik und Toxizitat fluorierter Tenside ist immer noch nicht vollstandig
geklart. Die verfligbaren Daten zeigen jedoch, dass das Einfiihren perfluorierter Ketten in
Pharmaka nicht zwangslaufig deren akute Toxizitat steigert. Untersuchungen zu LDso-
Werte in Mausen ergaben Werte von z. B. 7.7 g kg™ bei intravendser Applikation eines
perfluorierten Phosphatidylcholins. Untersuchungen beziiglich der Zytotoxizitdt von
Perfluoralkylen zeigte, dass es bei Kettenlangen bis zu dreizehn Kohlenstoffatomen nicht
zur Einlagerung in Membranen kommt und diese deshalb als unbedenklich gelten. Erst ab
Kettenldngen von Cis und Cj; kann eine Wechselwirkung mit der Lipidmembran

stattfinden und somit die Toxizitét der Verbindungen erhohen.!®! 1

Weitere Studien zur Verteilung im Organismus wurden mit polymerem TRISE?
durchgefiihrt (Abb. 1.6). Hierbei wurde Ratten eine Dosis von 100 mg kg™ **C-markiertem
TRIS-Telomer intravends verabreicht. Die Verbindung wurde bei spateren
Untersuchungen, bis auf das Gehirn, in allen Organen gefunden. Die Ausscheidung
erfolgte hauptsachlich tber den Urin und in geringen Mengen uber die Lunge. Perfluorierte
Aminosduren stellen ebenfalls einen interessanten Ansatzpunkt dar, denn diese kdnnen in
hochkomplexe Peptide eingebaut und fiir biologische Untersuchungen herangezogen

werden. ]

Alle diese Beispiele zeigen das groRBe Potential perfluorierter Verbindungen zur
Anwendung in der Medizin. Durch ihre einzigartigen biophysikalischen Eigenschaften und
der geringen Toxizitat konnten diese Verbindungen neue Anwendungen, Diagnostiken und
Behandlungen verschiedenster Krankheitsbilder ermdglichen.
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2 Zielsetzung und Syntheseplanung

2.1 Zielsetzung

Die multivalente Prasentation tumor-assoziierter Antigene auf der Vakzinoberflache kann
zu einer gesteigerten Immunantwort filhren. Damit keine gesunden Zellen in
Mitleidenschaft gezogen werden, muss die Immunreaktion gezielt tumordse Zellen
adressieren. Die Selektivitat kann jedoch nur durch die synthetische Herstellung antigener
Strukturen erreicht werden, da die Mikroheterogenitat von Glycoproteinen aus Zellisolaten

deren Einsatz in Vakzinierungen verbietet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen perfluorierte Glycolipopeptide auf synthetischem Wege
fir die Tumorimmuntherapie hergestellt werden (Abb. 2.1). Durch die Entmischungs-
tendenz der Fluorketten in einer Alkyllipidmatrix sollten diese in einem geeigneten
Membranmodell partiell konzentriert und hinsichtlich ihrer Eignung fur den Einsatz in

liposomalen Vakzinen untersucht werden.

tumorassoziiertes
Ianhydratantlgan

o

o]

MUC1- -~
Peptidseguenz Spacar

o '?zgé”jk:::w A

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der multivalenten Prasentation der Glycolipopeptide.

Hierzu werden zuerst verschieden perfluorierte Membranankersysteme auf Basis von

Tris(hydroxymethyl)aminomethan synthetisiert. Als synthetische Lipidanker kommen
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Verbindungen, die bis zu drei Perfluoralkylketten tragen in Frage, wobei letztere in der
Kettenlange von CgFi7, CgF13 bis CsFg variieren. Die dreifach perfluoralkylierten
Membrananker werden maoglicherweise eine starke Separationstendenz in einer
Alkylmatrix zeigen, was jedoch auch zur Destabilisierung der zweiphasigen Membran
fihren kann. Aus diesem Grund sollten auch kiirzere Perfluoralkylketten eingebaut und
hinsichtlich des Mischungsverhaltens, der GrolRenausdehnung der Fluordoménen und der
Membranstabilitit ~ untersucht ~ werden. Eine  weitere Maoglichkeit  der
Membranstabilisierung besteht in der Synthese gemischter Ankersysteme, die gleichzeitig
mit Alkyl- als auch in der Perfluoralkyllipiden wechselwirken und damit die Membran
vernetzen. Solche lipophilen/lipophoben Systeme konnen wichtige Einblicke bei der
Beeinflussung der Ausdehnung und Zusammensetzung der Antigendoménen liefern und

stellen deshalb einen vielversprechenden Ansatzpunkt dar.

H3F8 H5F6 H5F6
O/\/\CsF" y O NG " NIRRT
} { CgF17 }N{O/\/\/\Csl:” }N{O/\/\/\/\C.fg
o 0NN CoF O NG
o/\/\cBFﬂ O/\/\/\CSFn O TG R,

H
DT DUETTH T,
N CgHy, 0NN CeHy, 0 TG H

NN S N NP

07T G SN

H /\/\CSF”
N{O CgHy7 46 CeH13 { C4Hg
0" N"NCgHyy o CeHis o C4Ho

Abb. 2.2: Darstellung der variierten Perfluormembranankersysteme.

Die in Abb. 2.2 dargestellten perfluorierte Ankersysteme sollen an die, aus zwanzig
Aminosauren aufgebaute tandem repeat-Sequenz des Mucins MUCL1 angebunden werden
und dadurch eine Clusterbildung zu Antigendomanen an der Membranoberflache
induzieren. Es sollen verschiedene perfluoralkylierte Glycolipopeptide synthetisiert
werden, die tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene tragen, wobei die immundominante
PDTRP-Doméne stets unglycosyliert bleibt. Die Verknlpfung zwischen Glycopeptid und
Perfluoralkylanker erfolgt Uber einen nicht-immunogenen Abstandshalter, so dass die

Epitope besser présentiert werden (Abb. 2.3).
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Abb. 2.3: Vollsynthetisches perfluoriertes Glycolipopeptid des Mucins MUCL.

Die vollsynthetisch dargestellten Amphiphile sollen zuerst am Langmiur Blogett-Trog
untersucht werden, um eine méglichst stabile Membranzusammensatzung zu finden. Durch
diese Erkenntnisse konnten in lateral ausgedehnten Bereichen oder auch supramolekularen
Systemen, wie Mizellen oder Liposome, Antigen/Antikorper-Wechselwirkung untersucht
werden. Als Biosensor kann hier die Quarzmikrowaage dienen, wodurch eine
Quantifizierung  dieser  Antigen-Antikorper Interaktion erfolgen  koénnte. In
immunologischen Tests, wie dem ELISA-Experiment, soll der Einfluss der
Perfluoralkylketten auf das immunogene Glycopeptid untersucht werden, um geeignete
Vakzinkandidaten zu identifizieren.

2.2 Syntheseplanung

Die Grundlage zur Darstellung der Amphiphile bildet eine modulare Synthesestrategie. Die
hydrophoben perfluoralkylierten Membranankersysteme sollen N-terminal an das Peptid
angebunden werden. Zwischen (Glyco)Peptid und Ankersystem wird durch einen
Polyethylenglycolspacer eine radumliche Distanz geschaffen, um die eine Beeinflussung der
immunogenen Erkennungsstruktur mit dem Ankersystem zu vermeiden. Durch diese
Strategie ist eine grofitmogliche Flexibilitat in der Synthese gewéhrleistet und der Einbau
der verschiedener perfluorierter und gemischt perfluorierter Ankersysteme kann direkt am
Harz erfolgen (Abb. 2.4).
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5 MUC1 (Gcho)Peptidsequenz]

EMMM + + [ MUCH1 (Gcho)Peptidsequenz’WO

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des modularen Aufbaus der (Glyco)Lipopeptide.

Auf der Basis des biokompatiblen Tris(hydroxymethyl)aminomethans sollen die gemischt
perfluorierten/alkylierten Membranankersysteme hergestellt werden. Dazu wird die
Aminofunktion im ersten Schritt der Synthese zum Azid blockiert bevor anschliefend zwei
der drei Hydroxyfunktionen geschutzt werden, um eine gezielte Substitution an der
verbleibenden Alkoholfunktion zu erlauben. Eine Alkenylierung des Alkohols 6ffnet den
Weg zu den einfach perfluoralkylierten Membranankern, wohingegen die Alkylierung der
Hydroxyfunktion zu den Membranankern mit zwei Perfluoralkylketten fuhrt.

Auf Grund der bekannten Loslichkeitsprobleme von Perfluorverbindungen soll die
Einfihrung der F-Ketten erst zu einem relativ spaten Zeitpunkt der Synthese erfolgen.
Deshalb werden zunachst nach Abspaltung der Diolschutzgruppe die Alkene bzw. Alkane
aufgebaut. AnschlieBende Perfluoralkylierung und Reduktion fuhrt zum einfach, zweifach
und dreifach pefluoralkylierten Amin, welches im letzten Schritt der Synthesesequenz zur
freien S&ure fur die Festphasenpeptidsynthese umgesetzt werden soll (Abb. 2.5).

(o} (e}
OH Mﬁ\/ § oWRF , OM"\/\RF
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- "R N pH AN RH AN RH
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0SG oK o " RF H o R RF
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Abb. 2.5: Ubersicht der gemischt perfluorierten Membranankersysteme: i) Blockierung; ii) Alkylierung; iii)
Alkenylierung; iv) Deblockierung; v) Perfluoralkylierung; vi) Reduktion; vii) Carboxylierung.
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3.1 Synthese perfluoralkylierter Membranankersysteme

Um eine Phasenseparation in einer Alkylmatrix zu induzieren, wird in diesem Kapitel die
Syntheseroute von Membranankersystemen mit unterschiedlichem Fluorierungsgrad auf
der Basis des Tris(hydroxymethyl)aminomethans (TRIS) beschrieben. Der Ausgangspunkt
fur die Synthese der Systeme mit bis zu drei Perfluoralkylketten bildet eine von

Kaplanek!® 2007 entwickelte Syntheseroute.

Ausgehend von dem priméren Amin 1 mit drei freien Hydroxyfunktionen wird im ersten
Schritt die Aminogruppe durch Di-tert-butyldicarbonat (Boc,O) in einer Ausbeute von
98% blockiert. AnschlieRend werden durch Zugabe von Allylbromid und Kaliumhydroxid
als Base alle freien Hydroxyfunktionen gleichzeitig in Sy2-Reaktionen zum perallylierten

Produkt 3 umgesetzt, das mit einer Ausbeute von 73% erhalten wird.

O

/\/

OH " Boc,0, MeOH >|\ B KoH >L o
HZN{OH Boc,O,MeOH )L { 7 , O)LN{O/\/
OH 18 h, Raumtemp. DMSO, H

98% 24 h, Raumtemp.
73%

1 3

Abb. 3.1: Synthese des Boc-geschiitzten Allylderivats 3.

Um die Perfluoralkylketten anzubinden, wird hdufig auf die radikalische Addition von
F-Alkyliodiden an ungesattigte Verbindungen zuriickgegriffen. Die Addition an ein
terminales Olefin resultiert in der Bildung einer 1-F-Alkyl-2-lod-Bindung, die
anschlieRend durch Eliminierung von lodwasserstoff oder Hydrogenolyse der C-1-Bindung
weiter reduziert wird.P 1 Die  Addition verlauft in der Regel sehr gut mit
elektronenreichen =n-Systemen wie den Olefinen, die dann mit den elektrophilen

Perfluoralkylradikalen reagieren.
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Als Initiatoren werden unter anderem Organoborane, hauptsachlich Triethylboran,
eingesetzt. Diese Borane bilden in Gegenwart von Sauerstoff Alkylradikale, die zum Start
der Reaktionskaskade fiihren. Der Vorteil der Initiation der Radikalreaktion durch
Triethylboran liegt in der Reaktionsfiihrung bei moderaten Temperaturen. Im Vergleich zu
z. B. AIBN (N,N-Azobisisobutyronitril) kénnen so eine Vielzahl thermisch instabiler

Verbindungen radikalisch umgesetzt werden. % (91 101

Im ersten Schritt des Mechanismus erfolgt der Angriff des Sauertstoffatoms am Bor,
woraufhin ein Ethylradikal abgespalten wird. Dieses kann dann mit dem Perfluoriodid zu
dem reaktiveren Perfluorradikal reagieren. Durch radikalische Addition an die
Doppelbindung entsteht nach der Reaktion mit einem weiteren Aquivalent Perfluoriodid,

das durch die C-C-Knipfung verlangerte lodperfluorprodukt.

B(C2Hs)s + O, — > B(CH5)20, + - CoHg

. CZHS + |CgF17 _ > |CzH5 + ° C8F17

B A S 5\0/\./\08&7

Bo e, Tl ———— §\o/\(\c8F17 * CeFar
|

Abb. 3.2: Mechanismus der radikalischen Perfluoralkylierung initiiert durch Triethylboran.

Die Allylverbindung 3 wird zur radikalischen Perfluoralkylierung mit Perfluoroctyliodid
unter Kuhlung vorgelegt, bevor bei 0°C eine Ldsung von Triethylboran in Hexan
zugegeben und unter Luftsauerstoff gertihrt wird.*® Das dreifach iodperfluoralkylierte
Addukt 4 wird nach saulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 60%

isoliert.

/
o 7 ICgF 17, BEt/O,
/\/
BocHN{O =z BoCHN%\o/\hcsFﬂ)

(0] n-Hexan | 3
3 h, Raumtemp.
60%
3 4

Abb. 3.3: Perfluoralkylierung zur lodperfluorverbindung 4.
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Die Dehalogenierung kann durch Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle unter Zusatz
von Natriumacetat erfolgen, worauf die saure Deblockierung des N-Terminus mit
Trifluoressigsaure folgt. Das dreifach perfluorierte Amin 6 kann durch diese

Reaktionssequenz in einer Ausbeute von 96% Uber zwei Stufen erhalten werden.

H,, Pd/C,

NaOAc OMCst TFA, CH,Cl, OMCSF17
BocHN 07 CeFyy ) BocHN{O CeFyp ————— > HzN{O CgF17
| 3 MeOH/EtOAc O/\/\Can 3 h, Raumtemp. O/\/\CBFW

2 d, Raumtemp. quant.
4 96% 5 6

Abb. 3.4: Umsetzung zum dreifach perfluorierten Amin 6.

Da in der Festphasenpeptidsynthese der perfluoralkylierte Membrananker N-terminal Uber
die Aktivestermethode nach der Fmoc-Strategie angebunden werden soll, muss das Amin
im Folgenden in eine Carboxylfunktion umgewandelt werden. Dies erfolgt am besten
durch Reaktion mit Diglycolsaureanhydrid, da die alternative Umsetzung einer
entsprechenden freien Disdure zu Produktgemischen fiihren wirde bzw. weitere
synthetische Schritte erforderlich waren. Unter Ring6ffnung des Anhydrids bildet sich das
Perfluorkonjugat 7 mit einer Ausbeute von 80%.1% Verbindung 7 kann dann in einer
Festphasenpeptidsynthese nach Aktivierung der Carboxylfunktion direkt an den N-
Terminus des Glycopeptids gekuppelt werden.

O (6] (0]
o) gF17 sF17
HZN{O/\/\CgFﬂ o HO)J\/OQJ\N{O/\/\CSFW
NN absol. CH,Cly, H N
9 CgF17 9 CsFq7
18 h, Raumtemp.
6 80% 7

Abb. 3.5: Synthese des Bausteins 7 flir die Peptidsynthese.
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Synthese gemischt perfluoralkylierter/alkylierter Membranankersysteme

Perfluorverbindungen weisen haufig ein zu ihren Alkylanaloga abweichendes
Aggregationsverhalten auf. Die Perfluorlipide zeigen beispielsweise eine begrenzte
Mischbarkeit in Alkyllipiden, % [041 [105] [106] [107] [108] \yoqyrch Phasenseparationen
auftreten bzw. gezielt gesteuert werden konnen.! Die Verwendung reiner perfluorierter
und reiner alkylierter Lipide kann sich jedoch nachteilig auf die Stabilitat der Membran
auswirken, da die durch Segregation gebildeten Phasen zu einer instabilen, zweigeteilten
Membran fiihren konnen. Deshalb sollen im Rahmen dieses Kapitels Systeme mit nur einer
bzw. zwei Perfluoralkylketten hergestellt werden, um so eine verbesserte Mischbarkeit der
F-Ankersysteme in der Alkylmatrix zu gewahrleisten und dadurch deren Stabilitat zu
steigern. Neben den Effekten der Phasenseparation und der verbesserten Stabilitat von
Membranen fuhrt der Ersatz der Fluorketten durch Alkylketten zur Senkung der
charakteristischen Ubergangstemperatur.'® Dadurch ist es méglich, thermisch instabile,
biologisch aktive Substanzen in die Membranen von Vesikeln oder Liposomen zu
integrieren. Neben dem Austauschen vorhandener Perfluoralkylketten kann die Senkung
der Ubergangstemperatur auch durch die Kirzung der CF-Kette(n) bei gleichzeitiger
Verlédngerung der alkylierten Kette erfolgen. Demnach sollten unter Beibehaltung der
Kettenldnge von elf Kohlenstoffatomen verschiedene Membranankersysteme mit
unterschiedlichen hydrophoben Gliedern synthetisiert werden. In Abb. 3.6 sind die hier zu
synthetisierenden gemischten teilfluorierten Membrananker mit den (H3)(F8)-, (H5)(F6)-
und (H7)(F4)-Ketten schematisch dargestellt.

(H3)(F8) (H5)(F6) H7)(F4)

O Qe Qo
Q== I =

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der gemischten Membranankersysteme mit (H3)(F8)-, (H5)(F6)- und
(H7)(F4)-Gliedern (CF-Kette rot, CH-Kette grau).

Deren Herstellung sollte erneut in Anlehnung an die Synthese von Kaplanek® erfolgen.

Hierzu mussten nach vorheriger Blockierung des Amins mit der Boc-Schutzgruppe zwei
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der drei Hydroxyfunktionen geschitzt werden. Die Anforderungen an die Schutzgruppe
umfassen auf der einen Seite eine ausreichende Stabilitat gegenuber Basen wie z. B.
Kaliumhydroxid, welches in der Alkenylierung eingesetzt wird, und auf der anderen Seite
muss das Diol in Gegenwart der sédurelabilen Boc-Schutzgruppe deblockierbar bleiben.
Somit fiel die Wahl auf ein Isopropyliden-Acetal als Diolschutzgruppe, welches unter
milden sauren Bedingungen spaltbar ist.

In einer Eintopfsynthese nach Hidenori™® konnte sowohl die tert-Butoxycarbonylierung
als auch die Acetalisierung von Tris(hydroxymethyl)aminomethan 1 in einem Schritt mit

einer Ausbeute von 71% zum teilblockierten Alkohol 8 erfolgen.

1. Boc,0, DMF

2. 2,2-Dimethoxypropan O
OH p-TsOHxH,0 >L IS 0>1/
H,N OH o N{O
OH 18 h, Raumtemp. H OH
71%
1 8

Abb. 3.7: Blockierung nach Hidenori.'**

Alle weiteren Versuche den Alkohol 8 zu allylieren bzw. zu alkylieren schlugen jedoch
fehl. So konnte das charakteristische Signal der tert-Butylgruppe in keinem der erhaltenen
NMR-Spektren detektiert werden. Dies entsprach nicht der Erwartung, da unter basischen
Reaktionsbedingungen normalerweise keine Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgen
sollte. Im Massenspektrum wurde jedoch ein Massenpeak identifiziert, der die gesuchte
Masse abziglich tert-Butanol lieferte, so dass die Vermutung nahe lag, dass es zu einem
intramolekularen Ringschluss unter Bildung des Oxazolidinons 10 gekommen war (vgl.

Abb. 3.8).

Allylbromid
bzw.
Undecylbromid,

Sl o kon S o
B B
H OH Toluol/DMSO (4:1), H OR
Raumtemp.
‘ 8 9a: R = Undecyl

9b: R = Allyl
X

o ©O

R\NS<

0]
®)

10
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Abb. 3.8: Syntheseversuch der Verbindung 9a,b.

Aus diesem Grund musste eine Variation der N-terminalen Blockierung erfolgen, die eine
solche intramolekulare Ringbildung unterdriickt. Die Maskierung des Amins als Azid
durch Diazotransfer-Reaktion wurde als eine solche erfolgsversprechende Variante
identifiziert, die zudem den Vorteil bot, dass eine Freisetzung des Amins unter simultaner
Hydrogenolyse der CI-Bindung erreicht werden kann, wodurch ein weiterer
Syntheseschritt zur Schutzgruppenmanipulation entfallt.

Als Diazotransferreagenzien kommen Verbindungen wie tert-Butylnitrit (tBuONO) in
Gegenwart von  Azidotrimethylsilan ~ (TMSNg)™, lodazid**?,  Imidazol-1-
sulfonylazide!**®¥! und Trifluormethansulfonylazid (Triflylazid)!** in Frage. Einige dieser
angefiihrten Reagenzien bilden dabei gefahrliche Intermediate, wie z.B. Triflylazid (TfN3),
welches auf Grund seiner Explosivitat nur in geringen Mengen in LOsung gehandhabt
werden sollte. AuBRerdem wird Triflylazid meist in einem Zweiphasensystem aus
Dichlormethan/Wasser hergestellt. Unter diesen Reaktionsbedingungen kann eine
nucleophile Substitution des Azids an Dichlormethan zum Azidochlormethan oder aber
auch zum explosiven Diazidomethan fiuhren. Um die Bildung gefahrlicher
Azidochlormethan- und Diazidomethannebenprodukte zu vermeiden wird eine Methode
von Titz™* angewendet, bei der das Triflylazid 12 in Toluol als inertem Losungsmittel
hergestellt wird. Unter Verwendung eines zweiphasigen Systems aus Toluol/Wasser wird
Natriumazid auf 0°C gekuhlt, bevor langsam Trifluormethansulfonsédureanhydrid
zugetropft wird. Nach Trennung der beiden Phasen kann die toluolische Ldsung in der
Diazotransferreaktion eingesetzt werden (Abb. 3.9).

NaN3
(.? 9 Toluol/Wasser 9
F3C_S_O_S_CF3 N3_S_CF3
! ! 0-10°C,25h 6

11 12

Abb. 3.9: Herstellung des Diazotransferreagenzes TfN;.

Die Zugabe dieser Losung erfolgt bei Raumtemperatur in einer Losungsmittelmischung
aus Toluol und Wasser bzw. Methanol zur Homogenisierung des Zweiphasensystems.
Hierbei ist eine dinnschichtchromatographische Kontrolle erforderlich, da die jeweils

eingesetzte LOsung unterschiedliche Konzentrationen des Diazotransferreagenzes
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aufweisen kann. Nach 24-stiindigem starkem Ruhren bei Raumtemperatur kann das
Diazotransferprodukt 13 in einer Ausbeute von 68% in kristalliner Form erhalten werden.

TfN3, CuSO,, NaHCO;
OH Toluol/MeOH/H,0 OH
HoN OH N3 OH
OH 24h, Raumtemp. OH
68%
1 13

Abb. 3.10: Diazotransfer zum Azid 13.

Der Diazotransfer mittels Triflylazid in Toluol ist aus folgenden Griinden problematisch:
erstens  verbietet der hohe Anschaffungspreis (SigmaAldrich, Januar 2012
Trifluormethansulfonsédureanhydrid purum > 98%, 25 mL, 22550 EUR) des zu
verwendenden Trifluormethansulfonsédureanhydrids einen Umsatz im groReren MaRstab
und zweitens besitzt die resultierende Triflylazid-Lésung immer unterschiedliche
Konzentrationen an Diazotransferreagenz, weshalb diese stets in hohem Uberschuss
hergestellt und eingesetzt wird, was sich oft auf die Reproduzierbarkeit der Reaktion

nachteilig auswirkt.

Infolgedessen wird das Imidazol-1-sulfonylazid 14 als Diazotransferreagenz nach
Goddard™®! eingesetzt. Diese Methode erlaubt eine ginstigere und reproduzierbare
Reaktionsfiihrung mit Imidazol, Sulfurylchlorid und Natriumazid als Ausgangsstoffe. Das
Imidazol-1-sulfonylazide 14 kann in einer Eintopfsynthese dargestellt und als wéagbares

Hydrochlorid der Reaktionsmischung zugesetzt werden.

1. S0,Cly, MeCN

2. Imidazol o
NaN3 78% N3_ﬁ_N\%
o *HCl

Abb. 3.11: Herstellung des Diazotransferreagenzes 14.

Unter Verwendung des Diazotransferreagenzes 14 kann Tris(hydroxymethyl)aminomethan
1 mit Kupfer(ll)sulfat und Natriumhydrogencarbonat in einem Ldsungsmittelgemisch aus

Methanol und Wasser in 24 Stunden dargestellt werden. Im Vergleich zur Verwendung
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von Triflylazid kann sowohl die Ausbeute auf 87% als auch die AnsatzgroRe auf 25 g des
Amins gesteigert werden.

14, CuS0O,, NaHCO;

OH MeOH/H,0 OH
HoN OH N3 OH
OH 24h, Raumtemp. OH
87%
1 13

Abb. 3.12: Diazotransfer nach Goddard.™!

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung der Azide liegt in deren groReren
Anwendungsbreite, denn diese kdnnten direkt in Folgereaktionen wie der Staudinger-
Reaktion™®! oder der 1,3-dipolaren Cycloaddition an Alkine zu 1,2,3-Triazolen nach

Huisgen™® umgesetzt werden und demzufolge ein erweitertes Produktspektrum liefern.

Synthese von Membranankersystemen mit einer Perfluoralkylkette

Im ersten Schritt der Synthesesequenz zu den gemischten Membranankersystemen wird
das Triol 13 mit 2,2-Dimethoxypropan und Kkatalytischen Mengen an para-
Toluolsulfonsdure umgesetzt. Das Acetonid 15 fiihrt nun bei Einsatz der Bromalkene a
(Allylbromid), b (Pentenylbromid) und c (Heptenylbromid) zu den verschiedenen, um
jeweils eine Ethyleinheit verlangerten, Olefinen 16a-c. Die Bromide werden hierzu mit
dem Alkohol 15 in Dimethylsulfoxid gelést und mit Kaliumhydroxid als Base versetzt,
wobei die Bromatome substituiert werden und die jeweiligen Alkene 16a-c resultieren.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnen das Allylderivat 16a, das
Pentenylderivat 16b sowie das Heptenylderivat 16¢ in Ausbeuten von 90%, 69% und 77%

isoliert werden.[®¥

) a: Allylbromid
2,2-Dimethoxypropan b: Pentenylbromid

{OH p-TsOHxH,O, DMF O>1/ c: Heptenylbromid 0>!/
N, OH M{o N3~€o
KOH, DMSO AR
OH 18 h, Raumtemp. OH 24 h, Raumtemp. [O XA
46%
13 15

16a:n =1 90%
16b: n =3 69%
16c:n=5 77%



3.1 Synthese perfluoralkylierter Membranankersysteme 27

Abb. 3.13:  Synthesesequenz vom Triol 13 zum einfach alkenylierten Acetonid 16a-c.

Um die Probleme der Reinigung und Loslichkeit von perfluorierten Verbindungen zu
umgehen, wird der Einbau der Perfluoralkylketten jedoch nicht auf dieser friihen Stufe der
Synthese durchgefihrt. Folglich wird das Acetal 16a-c acidolytisch mit dem sauren
lonentauscher Dowex®, gespalten und anschlieRend zu den zweifach alkylierten

Verbindungen 18a-c, die als Vorstufen der Perfluorierung dienen, umgesetzt.!®® 171

1. Dowex, MeOH
O>1/ 1h, 45°C (0]
M{o Nj (o)
AN~ 2. Bromundecan, N
SRR KOH, DMSO, Ot 4
16a:n = 1 24 h, Raumtemp. 18a:n=1 52%
16b:n=3 18b: n =3 58%
16c:n=5 18c:n=5 88%

(Uber 2 Stufen)

Abb. 3.14: Spaltung des Acetonids 16a-c und Alkylierung zur Vorstufe der Perfluorierung 18a-c.

Einen Schlusselschritt der Synthese stellt die Perfluoralkylierung der Allylderivate 18a-c
dar. Hierzu werden die Olefine 18a-c in Hexan mit Perfluoroctyliodid a,
Perfluorhexyliodid b und Perfluorbutyliodid c versetzt, bevor langsam Triethylboran bei
0 °C zugetropft wird. Luftsauerstoff initiiert die radikalische Kettenreaktion, welche
letztlich  zu  den  Perfluoriodiden  19a-c  fuhrt.  Diese  kodnnen  nach
sédulenchromatographischer Reinigung in guten Ausbeuten von (ber 80% isoliert

werden. [
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|
o FF FF FF F

18a F 19a: 89%
F
FF FF FF FF
IRF, BEt;/O,
n-Hexan
O 3 h, Raumtemp. %
N3 o > N3 o)
0NN a: RF = Cof o FF FF F
18b ' 8 17 F 19b: 809
b: RF = C6F13 F *
o R7=CiFg FF FF FF
0 0
w8 T
O o FF F
18¢ F 19c: 84%
F
FF FF

Abb. 3.15: Perfluorierung der einfach alkenylierten Verbindungen zu 19a-c.

Zur simultanen Spaltung der Kohlenstoff-lod-Bindung und Reduktion der Azidfunktion
werden die perfluorierten Verbindungen 19a-c unter Wasserstoffatmosphare mit Palladium
auf Aktivkohle umgesetzt.”*! Um die gemischt perfluoralkylierten Membranankersysteme
anschlieBend in der Festphasenpeptidsynthese einsetzen zu kénnen, erfolgt noch eine
Umwandlung des Amins zur Carbonséure unter Einsatz des bereits gezeigten cyclischen
Anhydrids der Diglycolsaure.X® Auf diesem Weg konnen die Festphasenpeptidbausteine
44a-c in sehr guten Ausbeuten von 91%, 88% und 85% uber diese beiden Stufen erhalten
werden.

1. Hy, Pd/C, NaOAc

MeOH/EtOAc O (0]
O/\/\CBHW 1 d, Raumtemp. O/\/\CSHW
N3—€O/\/I\CSH17 HO)K/O\AN{O/\/\CgHW
O/ﬁn\[ 2. Diglycolsaureanhydrid H (OAA
NEts, CH,Cl,,
RF 18 h, Raumtemp. RF
19a: n =1, RF = C4F47 21a:n=1,R" = CgF¢; 91%
19b: n = 3, R = CgF 5 21b: n=3, RF = C¢F43 88%
19¢: n = 5, RF = C4F, 21c:n=5RF =C,Fy 85%

(Uber 2 Stufen)

Abb. 3.16: Umsetzung zu den Festphasenpeptidbausteinen 21a-c.
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Synthese von Membranankersystemen mit zwei Perfluoralkylketten

Zur Synthese der zweifach perfluoralkylierten Verbindungen wird die Folge aus
Alkenylierung und Alkylierung umgekehrt. Die Substitution mit Bromundecan zum
alkylierten Azid 45 erfolgt in 82% Ausbeute.® Durch eine saurevermittelte
Acetalspaltung mit Dowex® wird das Diol 23 in einer Ausbeute von 99% nach
séulenchromatographischer Reinigung fur den Einbau der beiden Perfluoralkylketten

hergestellt.[*'"]

Bromundecan
. W v
OH 82% 07" CeHyy 99%
15 22 23

Abb. 3.17: Syntheseroute zum Alkyldiol 23.

In Tab. 3.1 sind die Ausbeuten der linearen Syntheserouten fiir alle hergestellten zweifach
perfluoralkylierten Festphasenpeptidbausteine angefuhrt. Die Synthesesequenz beinhaltet
die Alkenylierung des Diols 23,°% gefolgt von der Perfluoralkylierung™™, der
Hydrierung®®"! und der Umsetzung zur Saure!’®? 27a-c. Es konnen tberwiegend gute bis
sehr gute Ausbeuten auf diesem Syntheseweg erzielt werden. Hervorzuheben sind die sehr
guten Ausbeuten der einstufigen Umsetzung unter simultaner Spaltung der C-I-Bindung

und Reduktion zum Amin, die in allen drei Fallen nahezu quantitativ verlief.

1. Alkenylierung RF
2. Perfluoralkylierung N o ,Q)(\
3. Hydrierung
OH 4. Carboxylierung )J\/o\)J\ 0/{/\ 27a: n=1, RF = C4F47
N3 og\/\ HO H @) CgHy7 27b: n=3, RF = C4F 5
o CgH17 0 27c¢: n=5, RF = C,Fy

F

C8F17 C6F13 C4F9
n=1 n=3 n=>5
AIkenyllerung 24a: 67% 24b: 83% 24c: 58%

Perfluorlerung 25a: 89% 25b: 88% 25c: 87%
Hydrierung 26a: quant. 26b: 99% 26¢: 98%
27a: 89% 27b: 85% 27¢: 89%

Tab. 3.1: Ausbeuten der zweifach perfluoralkylierten Verbindungen.
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Synthese von Membranankersystemen mit drei Perfluoralkylketten

Neben den gemischten Alkyl/Perfluoralkylankern kénnen unter Verwendung der zuvor
erlauterten Synthesestrategie auch die dreifach perfluoralkylierten Systeme mit CgFi7-,
CeF13- und C4Fg-Ketten erhalten werden (Tab. 3.2). Im Vergleich zu der originalen
Syntheseroute nach Kaplanek®" konnen hierbei die peralkenylierten Verbindungen 28a-c
in besseren Ausbeuten erhalten werden. Da die Azide 29a-c ebenfalls simultan bei der
Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle zu den Aminen 30a-c reduziert werden, ist eine
zusatzliche Schutzgruppenmanipulation nicht mehr notwendig. Dadurch reduziert sich die
Gesamtanzahl der Synthesestufen von sechs auf funf im Vergleich zur Verwendung der
Boc-Schutzgruppe.

1. Alkenylierung RF
2. Perfluoralkylierung JJ/\

3. Hydrierung )n
e~ 31a: n=1, RF = CgF4
n R
n

0 o]
OH 4. Carboxylierung [e) o
N34€OH HO)K/ \)J\”{O 31b: n=3, R" = C4F 45
o}

OH 31c: n=5, RF = C,Fy

13 RF

RF CgFy17 CeFis C4Fo
n=1 n=3 n=>5
Alkenylierung 28a: 98% 28b: 93% 28c: 96%

29a: 58% 29b: 81% 29¢: 67%
30a: 76% 30b: 98% 30c: 91%

31a: 80% 31b: 91% 31c: 81%

Tab. 3.2: Ausbeuten der dreifach perfluorierten Verbindungen.

Zusammenfassend konnte unter Einsatz der Azidfunktion als Aminoschutzgruppe eine
robuste Synthesestrategie fur die Herstellung von unterschiedlichen perfluoralkylierten
Membranankersystemen auf der Basis von Tris(hydroxymethyl)aminomethan entwickelt
werden, die als Festphasenpeptidbausteine mit einer, zwei bzw. drei unterschiedlich langen
Perfluoralkylketten (-CgF17, -CeF13, -C4Fg) zur Verfiigung stehen. In Abb. 3.18 sind die
hergestellten Bausteine nochmals schematisch aufgefihrt.



3.2 Synthese des Triethylenglycolspacers 31

O O O
Qrm= Q= Q=
Fimem= QO = Qv =

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der synthetisierten Ankersysteme.

3.2 Synthese des Triethylenglycolspacers

Der Triethylenglycolspacer soll in den (Glyco)-Peptidkonjugaten als Abstandshalter
zwischen der Aminoséuresequenz und dem hydrophoben Membrananker dienen, damit die
urspriingliche Konformation des Glycopeptidepitops stets erhalten bleibt und zugleich eine
ausreichende Loslichkeit in wassrigen Medien gegeben ist. Das Spacermolekil wird als
Fmoc-Aminoséduremimetikum in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt und erlaubt

einen einfachen Einbau in die Glycopeptidkonjugate.® (1181 112

Im ersten Schritt der Synthese wird der spatere C-Terminus eingefuhrt, indem
Triethylenglycol 33 und Acrylsédure-tert-butylester 32 in einer Hetero-Michael-Reaktion
mit einer Ausbeute von 89% umgesetzt werden. AnschlieBend erfolgt der Aufbau des N-
Terminus. Die Hydroxyfunktion wird mesyliert um deren Austrittstendenz zu erhéhen. In
Gegenwart von Natriumazid erfolgt dann die nucleophile Substitution zum Azid 35,
welches nach Reduktion mit Raney-Nickel und N-terminaler Blockierung mit der Fmoc-
Schutzgruppe das vollstandig geschiitzte Aminosauremimetikum 37 in einer Ausbeute von
68% uber diese beiden Stufen ergibt. Finale tert-Butyl-Deblockierung liefert quantitativ
den Festphasenpeptidbaustein 38.
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L
N
OtBu Na. THF 1. MsCl, NEts, CH,Cls,
32 N ) HO/\Q/O\%YOHBU 4 h, Raumtemp. N /\é/o OtBu
21 h, Raumtemp. 3 2. NaN,, DMF ° 3
Hfoa%oH 89% © 45 h. 60°C ©
33 3 34 72% 35
1. Raney-Ni, H,, iPrOH, TFA/Anisol
16 h, Raumtemp. o OtB (10:1)
Ns/\é/o%(OtBu FmocHN/\é/ %( v~ -° - FmocHN ° o
3 2. FmocOSu, 3 2h, 3
o Aceton/Wasser (1:1) 0 Raumtemp. o
20 h, Raumtemp. quant.
35 68% uber 2 Stufen 37 38

Abb. 3.19: Synthese des Triethylenglycolspacers 38.

3.3 Synthese der Ty- und STy-Antigenbausteine

Der Galactosaminteil der Antigenbausteine wird ausgehend von D-Galactose 39
synthetisiert.'?! Hierzu wird diese in einer Eintopfreaktion Gber zwei Stufen zum
a-Galactosylbromid™! umgesetzt. Im ersten Schritt erfolgt zunachst die Peracetylierung
mit Essigsdureanhydrid und Perchlorsdure. Die anschlieBende Bromierung wird durch
Zugabe von Bromwasserstoffsdaure in Eisessig bewirkt. Durch den anomeren Effekt wird
dabei die Bildung des a-Galactosylbromid 41 begiinstigt, welches in 83%iger Ausbeute

uber diese beiden Stufen gewonnen werden kann.

1) Ac,0/HCIO,

HO OH 35°C. 1h AcO OAc
HOMTE on  2) HBrEisessig (33%) O e
2 h, Raumtemp. 4 Br
39 83% Uber 2 Stufen

Abb. 3.20:  Synthesesequenz zur Darstellung des a-Galactosylbromids 41.

Die selektive Bildung des o-Bromids 41 erfolgt durch Protonierung der Acetyl-

schutzgruppe in der anomeren Position und Abspaltung von Essigsdure. Das gebildete
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Oxocarbeniumion kann nun nucleophil durch das Bromidion angegriffen werden und es

resultiert das gew(inschte Galactosylbromid.

e N
AcO OAc
(@]
AcO
AcO @
AcO OAc . o AcO OAc
0 _H, I B Py
AcO - HOAc AcO
AcO “OAc AcO OAc AcO Br
40 ﬁ:‘oﬁ) 41
AcO ‘
AcO
- 5

Abb. 3.21: Bildung des a-Galactosylbromids 2 tber ein Oxocarbeniumion.

Da die &quatoriale Position im Vergleich zur axialen Position in cyclischen
Kohlenhydraten sterisch weniger gehindert ist, erfolgt der Angriff eines Nucleophils
gewohnlich von der p-Seite des anomeren Zentrums. Bei Kohlenhydraten mit
elektronegativen Substituenten in der anomeren Position bildet sich entgegen dieser

Erwartung bevorzugt das a-konfigurierte Substitutionsprodukt.

Diese Beobachtung wird als anomerer Effekt bezeichnet und ist auf Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen zwischen den anomerbenachbarten Substituenten zurlickzufiihren. Der im
cyclischen Kohlenhydrat befindliche Sauerstoff bildet mit den beiden freien
Elektronenpaaren einen Dipol aus, der mit dem Dipol ldngs des anomeren Kohlenstoffs
und dessen polarisierter Bindung zum elektronenziehenden Substituenten in
Wechselwirkung steht. In der a-Position tritt eine gunstige gegenseitige Aufhebung der
partiellen Dipolmomente ein, die die Bildung der axial bromierten Acetylgalactose 2
beglnstigt. Befindet sich der Bromsubstituent in &quatorialer Position resultiert eine

ungiinstige Verstarkung der partiellen Dipolmomente (Abb. 3.22a).1*?

n-Orbital

a)  AcO OAC/ AcO_OAC T b) ¢ o
O 0
%Br A o&ﬁ ¢
AcO AcO / TR0 ﬂ v\\cz
r

B

instabiles Anomer durch den anomeren Effekt
begiinstigtes Anomer c*-Orbital

| —

tielles Dinol ¢ antiperiplanare Delokalisierung
partielles Dipolmomen

Abb. 3.22: Der anomeren Effekt a) beteiligte Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und b) Molekulorbital-
Wechselwirkungen. 1?2
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Eine weitere Moglichkeit der Erklarung des anomeren Effekts liefert die Betrachtung der
wechselwirkenden Molekdlorbitale. Das n-Molekilorbital des freien Elektronenpaars des
Sauerstoffs kann die Elektronendichte in das periplanar angeordnete antindende o*-Orbital
der C-Br-Bindung delokalisieren. Diese glnstige Delokalisierung der nicht bindenden
Elektronen ist nur in einer axialen Position des Substituenten mdglich und fihrt deshalb

zum o-Bromid 41.

Die nachfolgende Umsetzung zum 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 3 (Abb. 3.23) unter
Eliminierung des Bromid-lons und der Acetoxygruppe an C2 wurde durch aktiviertes,
gepulvertes Zink in Ethylacetat durchgefuhrt.*?! Das in einer Ausbeute von 72%
resultierende Galactal 42 kann nach saulenchromatographischer Reinigung in der nachsten

Stufe einer Azidonitratisierung nach Lemieux**®! unterworfen werden.

Zn*, CuSO,

AcO OAOC HOAc, H,0 AcO OAC\)C
ACOA=T 2h,0-5°C ACON=
Br 72%
41 42

Abb. 3.23: Darstellung des 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 42.

Um eine biologische Aktivitat zu gewahrleisten, muss der Galactosamin-Baustein, wie in
naturlichen Zellen, a-glycosidisch mit den Aminoséuren Serin bzw. Threonin verknupft
werden. Auf synthetischem Wege ist es deshalb notwendig die Acetamidfunktion so zu
maskieren, dass eine a-selektive Glycosylierung erreicht werden kann. Im Gegensatz zur
Acetamidfunktion, die einen B-dirigierenden Nachbargruppeneffekt ausibt, ist dies mit
einer Azidgruppe mdoglich. Diese lasst sich relativ leicht einbauen, ist nicht
nachbargruppenaktiv und erlaubt eine rasche Umwandlung in das gewinschte N-
Acetylamid. Eine etablierte Methode zur Einfiihrung einer Azidfunktion stellt die
Azidonitratisierung nach Lemieux"?®! dar. Hierbei werden eine Nitratfunktion in der 1-
Position und eine Azidfunktion in der 2-Position mittels Cerammoniumnitrat und
Natriumazid in absolutem Acetonitril eingefuhrt. Als Produkt wird das anomere 2-Azido-

2-desoxygalactosylnitrat 4 mit einer Ausbeute von 42% erhalten.

AcQ OAC  (NH,)[Ce(NOg)gl, NaNg  AcQ  OAC

: ey
ACO%/) absol. MeCN, 16 h, - 26°C  AcO

42% N3 “ONO,
42 43

Abb. 3.24: Synthese des Azidonitrats 43 nach Lemieux.!**]
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Nach Lemieux*"! erfolgt die Initiierung der Azidonitratisierung durch die Reduktion von
Cer(1V) zu Cer(lll) und die Oxidation des Azid-Anions zum Radikal. Dieses Azidradikal
koordiniert an die Doppelbindung des Galactals 42, welches durch ein weiteres Cer(1V)-
Kation unter Bildung des Oxocarbeniumions oxidiert wird. Durch den nucleophilen
Angriff des Nitrat-Anions auf das anomere Zentrum bildet sich das 2-Azido-2-
desoxygalactosylnitrat 43 als Mischung der Anomere (Abb. 3.25).

Ce* + Ny

3
Ce’" + N3

AcO OAc

AcO OAc +Na AcO OAc 4+
o __ " o Ce 0®
AcON__— AcO AcO )
Ng N
42 3 3

NO5 AcO O/g;
_—
AcO

N3 "ONO,
43

Abb. 3.25: Maglicher Mechanismus der Azidonitratisierungsreaktion nach Lemieux.[*?4

Zur Darstellung des Galactosyldonors wird das Azidonitrat mit Lithiumbromid in
absolutem Acetonitril umgesetzt. Das gewdinschte a-Azidobromid 44 kann nach séulen-
chromatographischer Reinigung in 75%iger Ausbeute isoliert werden und als Donor in der

Glycosylierungsreaktion fungieren.

AcO O%C LiBr, absol. MeCN AcO O/’éc
ACO%N% 20 h, Raumtemp. ACO%
N3 “ONO, 75% NSBr
43 44

Abb. 3.26: Synthesesequenz zur Darstellung des Galactosyldonors 44.

Als Galactosylakzeptor dient L-Threonin 45 in orthogonal geschitzter Form. Hierzu wird
im ersten Schritt die Aminofunktion mit der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe, die durch
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-succinimidylcarbonat  (Fmoc-OSu) eingefiihrt  wird
quantitativ blockiert.™®! Im zweiten Schritt wird die Carboxylfunktion mit tert-Butanol

verestert. Diese Umsetzung geschieht Cu(l)-katalysiert unter Verwendung von N,N’-
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Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zur Aktivierung.™ " Hierbei muss eine permanente
dunnschichtchromatographische Reaktionskontrolle durchgefuhrt werden, um die
Blockierung der B-Hydroxyfunktion als tert-Butylether zu vermeiden. Es kann somit der
orthogonal blockierte Galactosylalkzeptor Fmoc-Thr(OH)-OtBu 47 mit einer Ausbeute von
63% Uber zwei Stufen erhalten werden (Abb. 3.27).

HO HO HO
Zmﬁg(())Su, tert-Butanol,
a D |
o s o CC, CuC OfBu
H,N Aceton/H,0 (1:1)  FmocHN CH,Cl,, FmocHN
o)

o) 24 h, Raumtemp. O 60 min, 0°C
45 quant. 46 63% 47

Abb. 3.27: Blockierung des C- und N-Terminus des Galactosylakzeptors 47.

Die Glycosylierung des zuvor beschriebenen Donors mit dem Threoninakzeptormolekul 47
wird nach einer von Paulsen entwickelten Variante der Koenigs-Knorr-Glycosylierung
durchgefuhrt.!?® 121 Dapei erfolgt die Aktivierung des Donors mit wasserfreiem
Silbercarbonat und Silberperchlorat in einem Ldsungsmittelgemisch aus absolutem Toluol
und absolutem Dichlormethan im Verhaltnis 1:1. Auf Grund des fehlenden
Nachbargruppeneffekts der Azidgruppe sowie des anomeren Effekts kann mit hoher
Selektivitdt und einer Ausbeute von 48% das gewiinschte o-Galactosid 48 isoliert
werden.!*¥ 131 1m anschlieRenden saulenchromatographischen Reinigungsschritt kénnen
Anteile des p-Anomers jedoch nicht vollstandig abgetrennt werden, weshalb das
Produktgemisch erst nach weiterer Umsetzung, d.h. auf der Stufe des Acetamids 49

getrennt wird.

AcO OAc
o)
HO AcO
AcO OAc Ag,COj3, AgCIO,, MS 4A N3
Q + OtBu O
AcO N, FmocHN Toluol/CH,Cly, 4 d, 0°C
Br o 48% (a-Anomer) FmocHN OtBu
44 47 o 48

Abb. 3.28: Glycosylierung des Glycosyldonor 44 mit dem Glycosylakzeptors 47.

Die Reduktion und Acetylierung der 2-Position zur Acetamidoglycosylaminosdure 49

erfolgt mittels aktiviertem Zink in einer Losungsmittelmischung aus Tetrahydrofuran,
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Acetanhydrid und Essigséaure (3:2:1) binnen 90 Minuten bei Raumtemperatur und liefert

das gewiinschte Produkt in 84% Ausbeute.*

AcO OAc AcO OAc

o) . o)
AcO Zn AcO
N3 THF/Ac,O/AcOH (3:2:1) AcHN )

(@)
OB 1,5 h, Raumtemp. OB
u [
FmocHN 84% FmocHN .
49

o) 48 o)

Abb. 3.29:  Zink vermittelte Reduktion und Acetylierung zur Acetamidoglycosylaminoséure 49.

Mit der Verbindung 10 ist ein wichtiger Grundbaustein der tumorassoziierten
Kohlenhydratantigene hergestellt worden. Im Folgenden kann dieser nach acidolytischer
Deblockierung der Caboxylfunktion in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden
oder durch Deacetylierung als Ausgangsstoff fir den Aufbau weiterer komplexer
Kohlenhydratantigene dienen. Zur Spaltung des tert-Butylesters wird 49 mit
Trifluoressigsdure und Anisol als Kationenfanger in 94%iger Ausbeute zur freien S&ure

umgesetzt.

AcO OAc AcO OAc
(0] (@]
AcO AcO
AcHN TFA, Anisol (10:1) AcHN
(@) -, (@)
OB CH,Cl,, OH
FmocHN ! 4h, Raugntemp. FmocHN
0 49 94% o 50

Abb. 3.30: Deblockierung der Caboxylfunktion zum Festphasenpeptidbaustein 50.

Zur Sialylierung des tumorassoziierten Grundbausteins 49 in 6-Position muss dieser in
einen geeigneten Galactosylakzeptor umgewandelt werden. Durch Umesterung nach
Zemplént®! werden die Acetylschutzgruppen selektiv mittels katalytischen Mengen an
Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 8.5 in 3-, 4-, und 6-Position
verseift. Auf Grund der Basenzugabe erfolgt die teilweise Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe, welche direkt im Anschluss durch Zugabe von Fmoc-OSu in Acetonitril
wieder eingefuihrt wird.[t34 1131 11361 1371 gomit kann die reaktivste 6-Position als Akzeptor
dienen und den Sialyl-Tn-Antigen-Baustein™ liefern (Abb. 3.31).
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AcO OAc HO OH

o} 0
1. NaOMe/ MeOH
AcO Ho%
AcHN pH 8.5-9.0 AcHN

fe) 2. Fmoc-OSu fe)
74%
OtBu OtBu
FmocHN FmocHN
51

o] 49 o)

Abb. 3.31: Deacetylierung zum Galactosylakzeptor 51 nach Zemplént**3l,

Der Sialyldonor wird ausgehend von N-Acetyl-D-neuraminsdure 52 beginnend mit der
Acetylierung in einer Mischung aus Acetanhydrid in Pyridin in 87%iger Ausbeute
geschiitzt. AnschlieBende Umsetzung zum Benzylester in einer Casiumcarbonat
vermittelten nucleophilen Substitution gelingt in 75% und fuhrt zum vollstandig

geschiitzten Neuraminsaurederivat 54.13!

OH Ac,0, Pyridin OAc 1. Cs,CO3, EtOH/Wasser OAc
HO\/&\;SOH @:1) AcO COOH 5 BnBr, DMF AcO COOBn
AcHNI 707" 0H ... AcHNIZ-Q7™0Ac ACHN-/,Q/ " 0Ac
HONG 87% AcO Ghc 75% AcO “Chc
52 53 54

Abb. 3.32: Volistandige Blockierung der N-Acetyl-D-neuraminsaure 52.

Im weiteren Verlauf der Synthesesequenz wird der vollstdndig blockierte Baustein 54 mit
Acetylchlorid und katalytischen Mengen an Wasser umgesetzt. Hierbei bildet sich in situ
Chlorwasserstoff unter Freisetzung von Chloridionen, welche die Acetoxyfunktion des
Neuraminsaure-Derivats ersetzen. Das Chlor-Derivat 55 kann ohne vorherige Reinigung
durch  Kaliumethylxanthogenat zum Sialyldonor 56 umgesetzt werden. Die
Reaktionssequenz ausgehend von 54 flhrt in einer Ausbeute von 52% uber diese beiden

Stufen zum Xanthogenat 56.1*

OAc OAc OAc
AcowOBn kat. Wasser, AcCl AcO ¢ KS(CS)OEt, EtOH AcO ¢OOBn
ACHN 07" 0Ac AcHN -2 Q/ ~cooBn _ . . AcHN-2 Q/ s _OEt
ACO e AcO OAc 52% uber 2 Stufen AcO OAc \n/

54 55 56

Abb. 3.33: Umsetzung zum Xanthogenat 56.
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Die Aktivierung des Donors 56 zur Sialylierung erfolgt durch in situ generiertes
Methylsulfenyltriflat unter Verwendung einer frisch hergestellten Losung aus
Methylsulfenylbromid und Silbertriflat. Dabei greift das Thiocarbonat-Schwefelatom das
Schwefelatom des Methylsulfenyltriflats unter Bildung einer Disulfidbriicke an, wodurch
Triflat abgespalten wird. Die aktive Spezies, das Sialylkation 57, entsteht dann nach
Abspaltung der Xanthogenatfunktion.[*4% 1411

OAc OAc
ACOV%O% MeSBr + AgOTf  AcO o8N
AcHNJ Q/™>s._ OEt ACHN O7>s.  OFt
N - AgBr >
AcO OAc \fs]/ 9 AcO OAc (\[(
S
.
56 MeS~OTf
OAc A
A°O\/WCoosn aco. PA° coosn
AcHN o/® AcHN O/ ™ s
R S < @ OFEt
AcO OAc - Mes. JU AcO OAc b\(
°8” TOEt O g
57 oTf S
Me

Abb. 3.34: Aktivierung des Sialinséauredonors 56.

Das Oxocarbeniumion 57 kann neben der erwinschten regio- und stereoselektiven
Sialylierungsreaktion an der 6-Position des Galactosylakzeptors auch in einer
unerwinschten Eliminierung reagieren. Durch den elektronenziehenden Effekt der
Carboxylfunktion ist das Glycosylkation destabilisiert, weshalb eine 2,3-Eliminierung
leicht stattfindet und das Glycal 58 als Nebenprodukt erhalten wird. Folglich werden in
diesen Glycosylierungsreaktionen meist hohe Uberschiisse (hier 2.5 Aquivalente) der

Donoren eingesetzt.

OAc OAc
AcO COO0Bn AcO COO0Bn
W T ACHNY/ Oy
AcO OAc AcO
H OAc
57 58

Abb. 3.35: Unerwinschte Eliminierung zum Glycal 58.

Die geeignete Wahl des Losungsmittels und der Temperatur kann die Stereoselektivitat der

Sialylierungsreaktion steuern.™? 3 Dyrch den Einsatz von Acetonitril als Lésungsmittel
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steht die Nitrilgruppe im koordinativen Gleichgewicht mit der axialen und &quatorialen
Position des Sialylkations (Nitrileffekt, Abb. 3.36).**! Dieses Gleichgewicht verschiebt
sich bei tiefen Temperaturen auf die Seite der axialen PB-Nitrilium-Koordination,
wohingegen bei hoheren Temperaturen die &quatoriale o-Position koordiniert wird.[**?
Durch die axiale Koordination des Nitrilium-Addukts kann der Alkohol (Akzeptor)
stereoselektiv nur von der a-Seite angreifen, weshalb die Sialylierungen bei tiefen
Temperaturen unter kinetischer Kontrolle das a-Glycosid liefern. Auf der anderen Seite
bildet sich bei hoheren Temperaturen das aquatorial koordinierte Sialosid, was hier zum

unerwunschten p-konfigurierten Sialylierungsprodukt fuhrt.

Me
m
ACO. OAc : ACO OAc COOBN
AcHN -2 O/ ™>CcHooBn AcHN 2 O/™oRrR
AcO OAc AcO OAc
a-Glycosid
tiefe
Temperaturen L HO-R
aco. P2° \cHooen a0, P2 oR
® I
AcHN-S (0] \\N AcHN2 (0] COOBn
AcO OAc A\ AcO OAc
Me
B-Glycosid

Abb. 3.36: Nitrileffekt.

Die Sialylierungsreaktion zwischen dem Galactosylakzeptor 51 und dem in 2.5-fachen
Uberschuss vorliegenden Sialinsauredonor 56 wird bei einer Temperatur von -65 °C in
einem Losungsmittelgemisch bestehend aus zwei Teilen Acetonitril und einem Teil
Dichlormethan durchgefuhrt. Hierzu werden die beiden Ausgangsstoffe unter wasserfreien
Bedingungen gelést und mit Silbertriflat versetzt, bevor die frisch hergestellte
Methylsulfenylbromid-Ldsung langsam zugetropft wird. Nach der Aufarbeitung und der
séulenchromatographischen Abtrennung des Glycals bzw. geringen Anteilen des p-
Glycosids kann auf diesem Weg das a-Glycosid 59 mit einer Ausbeute von 68% isoliert

werden.
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Aco. DAC COOBn

on AcHNZ29/ >0
. <
HO OH AcO COOBn AcO CAc |,
0
HO&' AcHN/Q/™s__OEt AgOTf, MeSBr HO
AcHN AcO Gac T MeCNICH,CI, (2:1) AcHN

o o
. 56 S -65°C 0
OtBu 68%
FmocHN FmocHN OtBu

o} 51 o 59

Abb. 3.37: Sialylierung zum STy-Antigen 59.

Um einen geeigneten, d.h. ausreichend stabilen Baustein fiir die Festphasenpeptidsynthese
zu erhalten, missen im Folgenden zuné&chst die freien Hydroxyfunktionen in 3- und 4-
Position des Galactosamins acetyliert werden. Dazu wird eine Mischung aus Acetanhydrid
in Pyridin unter Zugabe katalytischer Mengen an 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP)
verwendet.**  Nach anschlieBender saurer Spaltung des tert-Butylesters mit
Trifluoressigsaure und 9% Anisol als Kationenscavenger wird der STy-Festphasenbaustein

schlieflich in 61% Uber diese beiden Stufen erhalten.

Ao, f° COOBn aco. PA° cooen
AcHNJ 97/™>0 AcHNJ 97/™>0
AcO 1. Acy0, Pyridin AcO
OAC 1o o 2. TFA, Anisol, Wasser OAC pco o
HO 61% Uber 2 Stufen AcO
AcHN AcHN
o) o)
OtBu OH
FmocHN FmocHN
o 9 o 61

Abb. 3.38: Umsetzung zum STy-Baustein 61 fir die Festphasenpeptidsynthese.
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34 Synthese von (Glyco)Lipopeptiden des Mucins MUC1

Konzept der Festphasenpeptidsynthese

Die Synthese naturlicher Peptide und Glycopeptide mit definierter Struktur ist aus
mehreren Grinden notwendig. So lassen sich solche Verbindungen auf Grund des
Auftretens mikroheterogener Strukturen nicht aus der Natur isolieren und folglich auch
nicht fur Struktur-Wirkungs-Studien heranziehen. Auch der Einbau nicht-naturlicher
Aminosauren, D-Aminoséduren oder derivatisierter Aminoséauren in das Peptidrickrat kann
nur durch synthetische Modifikation erfolgen. Des Weiteren besteht ein erhebliches
Interesse an diesen Verbindungen, die als Vakzine eingesetzt und daher in grélieren
Mengen bereitgestellt werden sollen. Diese Anforderungen kdnnen nur mithilfe der
chemischen Synthese erfillt werden, die es erlaubt, aus exakt definierten Strukturen in

reproduzierbaren Mengen bereitzustellen.

Peptide und Glycopeptide werden heutzutage hauptsachlich an der festen Phase
synthetisiert. Diese Methode der Festphasenpeptidsynthese wurde von Merrifield4¢) [147]
1963 entwickelt und 1984 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Der Vorteil dieser Methode
besteht in der heterogenen Reaktionsfiihrung unter Verwendung eines unldslichen,
mechanisch stabilen und chemisch inerten Polymers.M8 19 Gebrauchlich st
Divinylbenzol (1-2%) verzweigtes Polystyrol als auch TentaGel®-Polystyrolharz mit
Polyethylenglycolketten.®” Das Quellverhalten des Polymerharzes beeinflusst deutlich
den Verlauf der Synthese, weshalb bevorzugt Dichlormethan, Dimethylformamid, N-
Methylpyrrolidon und Tetrahydrofuran als gut quellende L&sungsmittel eingesetzt
werden.! (1521 1581 Bije norgsen Polymerkigelchen werden mit funktionellen Einheiten,
den Ankern, fir den Aufbau der Peptidkette versehen. Dabei ist das Peptid kovalent Gber
eine Amidbindung an der Oberflache des Harzes immobilisiert und bleibt wahrend den
Filtrationsprozessen am Harz fixiert. Dadurch kénnen Reagenzien in der fliissigen Phase
ebenso wie Nebenprodukte weggewaschen werden, bevor das (Glyco)Peptid durch z.B.
Trifluoressigsaure von der festen Phase abgespalten wird. Das generelle Prinzip der
Festphasenpeptidsynthese beruht auf dem Durchlaufen repetitiver Zyklen aus Kuppelungs-
, Wasch- und Deblockierungsschritten. Der freie N-Terminus, der an das Harz gebundenen
Aminosdure wird dabei im Kupplungsschritt zundchst mit einer weiteren aktivierten N-

terminal blockierten Aminosaure gekuppelt. Diese als letztes gekuppelte Aminoséure wird
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dann deblockiert und tber den freigelegten N-Terminus an den eine weitere Einheit
gekuppelt. Der Vorteil dieser Methode beruht auf der Mdoglichkeit groRe Uberschiisse (in
der Regel 10 Aquiv.) an Edukten bzw. Reagenzien einzusetzen, und diese nach erfolgter
Reaktion durch einfaches Waschen des Harzes zu entfernen. Es kommen zwei
Schutzgruppenverfahren standardmaliig in der Festphasenpeptidsynthese zum Einsatz. Das
Boc-Verfahren™4 % setzt die saurelabile tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-Gruppel®*® 571
zur temporéren Blockierung des N-Terminus ein. Jedoch besitzt diese Methode den
Nachteil der Instabilitdt von Seitenkettenschutzgruppen polyfunktioneller Aminoséuren
und Peptide gegeniiber aciden Bedingungen.'®® Stattdessen hat sich die Fmoc-
Strategiel’®® M etabliert, in der die basenlabile Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-
Gruppe als tempordare Aminosdureschutzgruppe in Gegenwart sauer spaltbarer
Seitenkettenschutzgruppen  zum  Einsatz  kommt.  Als letzter  Schritt  der
Festphasenpeptidsynthese wird die Abspaltung des Peptids vom Polymertréager durch den
Bruch der Bindung zwischen dem C-Terminus der Startaminosdure und dem
Ankermolekul durchgefuhrt. Das geldste Peptid kann nun durch mehrfaches Waschen des
Harzes isoliert werden (Vgl. Abb. 3.39).

(@]
R

Deblockierung der
N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppe

(0]
G G

Kupplung einer
N-terminalen
Fmoc-Aminosaure

R
R H (0]
FmooHn o G
O R

n-fache repetitive
Deblockierung
und Kupplung

N-terminale Deblockierung
und Abspaltung
von der Festphase

[ Anker

Abb. 3.39: Allgemeines Prinzip der Fmoc-Festphasenpeptidsynthese.
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Diese einfache Reaktionsfihrung aus Kupplungs- und Waschschritten bei multiplen
Reaktionsschritten erlaubt die Automatisierung und macht die Festphasenpeptidsynthese

zu einer robusten und zuverlédssigen Synthesetechnik.

Kupplungsreagenzien in der Festphasenpeptidsynthese

Zur Bildung einer Amidbindung wird in modernen Peptidsynthesen die Carboxylfunktion
der Aminoséure in situ zum Reaktivester unter Verwendung von Kupplungsreagenzien wie
Phosphoniumsalze (z.B. Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluoro-
phosphat, PyBOP)™®! oder den Uronuimsalzen HATUM2 11631 Ty 164 11631 yng TBTU
[166] yumgesetzt. Die C-terminal aktivierten Aminosaurederivate konnen durch diese
Aktivestermethode nahezu racemisierungsfrei und unter milden Bedingungen gekuppelt

werden.

Uroniumsalze (O-Form):

N BF? N PFé9 | N PFé9
N N N
[I \ @E C\ =z \
N N N o N— NN N
O = @ O = |’\® O = @
N— N— N—
/
TBTU HBTU HATU

S o o
0 0 0
N® N® - N®
N N | "N
NG N , N N
/
N e N
o NN o NN o NN
BF4 \ PFe \ PFg \
TBTU HBTU HATU

Abb. 3.40: Moderne Kupplungsreagenzien in der Festphasenpeptidsynthese:
HATU: O-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat
HBTU: O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat
TBTU: O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat.
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Die genannten Kupplungsreagenzien haben in der modernen Festphasenpeptidsynthese die
Verwendung von S&ureanhydriden, -aziden und -halogeniden weitestgehend abgel6st und
die damit verbundenen Probleme hinsichtlich der Stabilitdt und Racemisierungsneigung
beseitigt. Ebenso haben diese neuen Reagenzien Vorteile gegeniber Carbodiimiden wie
z.B. Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)!®", Diisopropylcarbodiimid (DIC) und dem
wasserldslichen N-Ethyl-N"-(3-dimethylminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid (EDC), bei

[168] " eine  unerwiinschte

denen hdufig anstelle der gewunschten Amidbindung
Acylwanderung!*®®! beobachtet werden. Dies und die Bildung unloslichen Harnstoffs, der
Im Reinigungsschritt nur schwer abzutrennen ist, sind die limitierenden Faktoren der

Peptidkupplung mit Hilfe von Carbodiimide.

/O ) NHZ/O
R 'T' N (HN

|
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Abb. 3.41: Bildung der Amidbindung mit DCC und unerwunschte Acylwanderung.

Die Kupplungsreagenzien wie HATU, HBTU und TBTU haben sich insbesondere
aufgrund ihrer hoheren Reaktivitdt und der Unterdrickung von Racemisierungen durch
Zugabe von  Additiven wie  1-Hydroxybenzotriazol  (HOBt),M™®  7-Aza-
1-hydroxybenzotriazol (HOAt)™ etabliert (Abb. 3.42). Im Folgenden wird nun naher auf
den Mechanismus unter Verwendung des Kupplungssystems aus HATU/HOAt und

N, N
N NN
OH OH

HOBt HOAt

DIPEA als Base eingegangen.

Abb. 3.42: Struktur von HOBt und HOAt.



46 3 Allgemeiner Teil

Im ersten Schritt der Amidbindungsbildung wird die Carboxylfunktion unter Zusatz einer
sterisch anspruchsvollen Base (z.B. DIPEA, Hiinigs Base) deprotoniert, um Racemisierung
zu vermeiden. Es folgt der Angriff des Carboxylats unter Ausbildung des reaktiven O-
Acyl-N,N,N’,N -tetramethyluronium-Intermediats. Dieses reagiert mit HOAt zum
eigentlichen Aktivester, der unter Zusatz der Aminkomponente zum Sdureamid reagiert.
Der zuerst gebildete O-lsoacylharnstoff ist reaktiver als der HOAt-Ester, trotzdem laufen
die Kupplungen noch sehr schnell ab und eine Stabilitat Gber langeren Zeitraum in Losung
ist garantiert, was sich vor allem auf sterisch anspruchsvolle Kupplungen glnstig auswirkt.
Im Vergleich zu HOBt ist HOAt die starkere Sdure (pKs =~ 3.28 vs. 4.60), was die
Austrittstendenz im Schritt der Aminkupplung erhoht. Zusétzlich bewirkt HOAt eine
Vorkoordination der zu kuppelnden Aminoséaure Uber den Stickstoff im Pyridinteil von
HOAt, wodurch eine Racemisierung vermieden wird. Mit diesem System aus
HATU/HOALt und Basen wie z.B. DIPEA oder NMM koénnen sterisch sehr anspruchsvolle
Kupplungen wie die von komplexen tumorassoziierten Antigenen in guten Ausbeuten

durchgefihrt werden.
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Abb. 3.43:  Mechanismus zur Aktivierung mit HATU/HOAt und DIPEA.

Um die Kupplung eines weiteren Aminosédurebaustein zu ermoglichen, muss die
Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe erfolgen. Hierbei findet haufig ein

Gemisch aus Piperidin in Dimethylformamid Anwendung.'”? Die Aminbase spaltet das
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Wassertoffatom in  9-Position der Fmoc-Schutzgruppe ab, wodurch sich das
Dibenzofulven-Piperidin-Addukkt bildet, welches zur Kontrolle des Kupplungsschrittes

photometrisch detektiert werden kann.

SURT o
o v Ly O . o, +
S

deblockierter
N-Terminus
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e ® —_ ©
SR e
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Abb. 3.44: Mechanismus der Fmoc-Deblockierung.

Nebenreaktionen in der Festphasenpeptidsynthese

Beim Aufbau von Peptiden mit einer Vielzahl von Reaktionsschritten (Aktivierung,
Kupplung, Deblockierung) pro eingebaute Aminosdure missen Nebenreaktionen
weitestgehend unterdriickt werden, um den kompletten Aufbau der Sequenz zu
ermdoglichen. Vor allem frihe Nebenreaktionen wie die Diketopiperazinbildung (Abb.
3.45) sind zu vermeiden. Das freie Amin kann besonders bei Dipeptiden anstelle der
gewilnschten  Kupplung mit der nachsten Aminosdure zur unerwinschten
Diketopiperazinbildung fuhren. Dieses cyclische Nebenprodukt bildet sich durch
intramolekulare Aminolyse unter Abspaltung vom Trégermaterial und fiihrt zum Abbruch
der Peptidsynthese (Abb. 3.45).11731 [174]
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Abb. 3.45: Diketopiperazinbildung.

Zur Unterdruckung dieser Nebenreaktion wird zumeist eine sterisch anspruchsvolle Trityl-
Ankergruppe verwendet, die sich auch in der Synthese mucinaler (Glyco)Peptide als

wirkungsvoll erwiesen hat.*®! [176] [177]

Nicht nur das Peptidriickrat kann Nebenreaktionen eingehen, sondern auch die sekundéren
Funktionalitaten der Aminosauren in den Seitenketten. Die Asparaginsaure geht sowohl in
freier als auch in geschutzter Form im Basischen wie im Sauren eine Aspartimid-
umlagerung ein (Abb. 3.46). Die Entstehung des Aspartimids l&uft unter basenkatalysierter
Protonenabstraktion und anschlielendem nucleophilen Angriff an den Carbonylsauerstoff
ab. Im Verlauf der Synthese an der festen Phase kann diese Umlagerung sowohl bei der
Fmoc-Abspaltung, als auch bei der Kupplung erfolgen.'"®! Es konnte gezeigt werden, dass
bei sterisch weniger anspruchsvollen Carboxylschutzgruppen wie der Allylschutzgruppe
eine weitaus groRere Tendenz zur Aspartimidbildung besteht, als z.B. bei tert-Butyl- oder
Tritylestern.'’®) Unter sauren Bedingungen kann jedoch diese Umlagerung wieder
riickgangig gemacht werden, wobei dann neben dem Peptid das Isopeptid resultiert (Abb.
3.46).
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Aspartimid e §/ OH

Isopeptid

Abb. 3.46: Aspartimidumlagerung.

Nach der Diketopiperazinbildung und der Aspartimid-Umlagerung stellt die Ornithin- und
d—Lactambildung in Arginin eine weitere Mdglichkeit der Nebenreaktionen dar. Bei der
Kupplung mit aktivierten Carboxylfunktionen kann das nucleophile Amin in der
Seitenkette unter Bildung eines Ornithinderivats acyliert werden. Des Weiteren kann der
zur Kupplung von Arginin gebildete Aktivester intramolekular zum &—Lactam reagieren,

wodurch ebenfalls ein Fortschreiten der Peptidsynthese unterbunden wird.
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Abb. 3.47: Ornithin-Bildung in argininhaltigen Peptiden und j—Lactambildung aktivierter Arginine.

Bei Einsatz von Sulfonylschutzgruppen, wie der acidolytisch spaltbaren 2,2,5,7,8-
Pentamethylchroman-6-sulfonyl-Gruppe (Pmc-SG) und der 2,2,4,6,7-Pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl-Gruppe (Pbf-SG), kénnen diese Nebenreaktionen allerdings

durch Herabsetzen der Nucleophilie der Guanidino-Gruppe zuriickgedrangt werden.”
[181]
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Allgemeines Protokoll der Festphasen(glyco)peptidsynthese

Die automatisierte Herstellung der (Glyco)Peptide erfolgt in einem Peptidsynthesizer unter
Einsatz der Fmoc-Strategie. Als feste Phase kommen Tentagel-Harze zum Einsatz, die eine
Fmoc-Aminoséure-Vorbeladung aufweisen. Um ungunstige Wechselwirkungen zwischen
den wachsenden Peptidketten zu minimieren, werden Harze mit einer Beladungsdichte von
0.20-0.23 mmol/g verwendet. Die Seitenketten der Aminosauren sind mit acidolytisch
spaltbaren Schutzgruppen orthogonal zum N-Terminus blockiert, so dass Nebenreaktionen
weitgehend unterdriickt werden. Zum Schutz der Hydroxyfunktionen in Serin und
Threonin sind diese mit sauer spaltbaren tert-Butylgruppen als Ester oder Ether versehen.
Demgegeniber tragt die Guanidino-Funktion des Arginin-Bausteins eine ebenfalls sauer
spaltbare 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-Gruppe (Pbf-SG), wahrend
Histidin mit der der sterisch anspruchsvollen Trityl-Schutzgruppe blockiert wird(Abb.
3.48). Diese Schutzgruppen konnen simultan zur acidolytischen Spaltung des
(Glyco)Peptids vom Polymertrager entfernt werden. Die verbleibenden Schutzgruppen der

Glycanseitenkette konnen anschliellend am freien (Glyco)Peptid gespalten werden.

HN H\S//O Me Me O O
14 e
R N
o) o Me <\N \
FmocHNj;(OH FmocHN OH FmocHN OH FmocHN OH
(0] )

(e} (0]
Fmoc-Thr(tBu)-OH Fmoc-Asp(tBu)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-His(Trt)-OH

Abb. 3.48: Seitenketten Schutzgruppen von Threonin, Asparaginsaure, Arginin und Histidin.

Die Aminosduresequenz wird durch repetitive Anbindung von Fmoc-Aminosdure-
Derivaten im Peptidsynthesizer vollautomatisiert aufgebaut. Wie in Abb. 3.39 beschrieben,
bestent jeder Schritt der Synthese aus drei grundlegenden Reaktionsarten: der
Deblockierung des N-Terminus, der 20-30 minutigen Kupplung des aktivierten Fmoc-
Aminosaurebausteins in zehnfachem Uberschuss (Immol) mit den Kupplungsreagenzien
HBTU, HOBt und 2 mmol Diisopropylamin (Hiinigs Base) und dem Capping-Schritt, in
dem alle nicht gekuppelten Peptidstrange mit Acetanhydrid, Hinigs Base und HOBt zur

Vermeidung von Fehlsequenzen, acetyliert werden. Die tumorassoziierten Antigen-
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Bausteine werden halbautomatisch durch manuelle Aktivierung mit HATU, HOAt und N-
Methylmorpholin als Base vorbereitet, in den Syntheseautomaten eingesetzt und binnen
einer Reaktionsdauer bis zu acht Stunden gekuppelt. Nach dem Aufbau der
Aminosauresequenz erfolgt der Einbau des Fmoc-Triethylenglycolspacers unter den
standardisierten Bedingungen der Aminosdurekupplung mit ebenfalls verlangerter
Reaktionszeit von bis zu acht Stunden. Nach der finalen Fmoc-Deblockierung wird das
Harz in einen Merrifield-Reaktor Gberflihrt, in Dichlormethan gequollen und mit dem
aktivierten, perfluoralkylierten Ankersystem (0.2 mmol, 2.0 Aquiv. Ankersaure, HATU,
HOALt und Hunigs Base) uber einen Zeitraum von insgesamt drei Tagen gekuppelt. Die
manuelle Kupplung ist notwendig, da die perfluoralkylierten Bausteine eine geringe
Loslichkeit aufweisen. AnschlieRend erfolgt die Umsetzung mit dem Capping-Reagenz,
um mogliche Probleme bei der Reinigung durch das Auftreten von Fehlsequenzen zu
vermeiden. Letztlich werden alle sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen des
(Glyco)Peptids mit Trifluoressigsaure, Triisopropylsilan und Wasser (10:1:1) deblockiert
und das Peptid vom Tréager gespalten. Es befinden sich zu diesem spaten Zeitpunkt der
Synthese nur noch die Schutzgruppen auf der Glycanseitenkette, die im letzten Schritt

basisch gespalten werden mussen.
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Synthese eines perfluorierten amphiphilen Nonapetids

Um die Kupplungsbedingungen zur Anbindung des perfluorierten Ankers zu testen und zu
optimieren, wird ein verkirztes Nonapeptid aus der MUC1-tandem-repeat-Sequenz
ausgewdhlt. Das amphiphile Peptid sollte entsprechend einer im Arbeitskreis Kunz
entwickelten linearen Synthesestrategie dargestellt werden. 82 [183] [184] [134, 185]

Hierzu wird ein Tentagel Harz mit der Beladung 0.22 mmol/g verwendet, welches eine
séurelabile, sterisch anspruchsvolle Trityl-Anker-Einheit tragt und mit Fmoc-blockiertem
Prolin beladen ist. Im ersten vollautomatisierten Schritt wird die Fmoc-Schutzgruppe mit
20% Piperidin in  N-Methylpyrrolidon abgespalten. AnschlieBend folgten die
vollautomatisierten iterativen Kupplungen der Fmoc-Aminoséuren unter Standard-
bedingungen, jeweils gefolgt von Capping-Schritten, in deren Verlauf die restlichen freien
Amingruppen mit Acetanhydrid und katalytischen Mengen HOBt acetyliert werden. Die
Anbindung des Spacermolekuls 38, weicht lediglich in der Kupplungsdauer (acht Stunden)
vom herkémmlichen Protokoll ab. Der perfluoralkylierte Anker 31a wird manuell im
Merrifield-Reaktor durch einen mit HATU/HOAL aktivierten Sdureester gekuppelt. Die
Schwierigkeiten der Anbindung dieser Systeme mit drei verhéltnismélig langen
Fluoralkylketten resultieren aus der geringen Loslichkeit dieser Verbindungen in den zur
Amidbildung typischerweise eingesetzten Losungsmitteln wie z.B. Dimethylformamid
oder N-Methylpyrolidon. Erst der Einsatz von Ldsungsmittelgemischen fihrt zum
gewlinschten Ergebnis. So kann diese Kupplung in einem terndren Ldsungsmittelgemisch
aus Chloroform, Dimethylformamid und Dioxan vollzogen werden. Dadurch kann der
perfluorierte Anker erstmals in ein Nonapeptid 62 der tandem-repeat-Sequenz des Mucins
MUC1 integriert werden (Abb. 3.49).
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Abb. 3.49: Synthese des Modellpeptids 62 aus der tandem-repeat-Doméane von MUC1.

Die Abtrennung von Fehlsequenzen und nicht fliichtigen Schutzgruppen zur Reinigung des
Peptids, stellt bei solch komplexen Strukturen wie z.B. 62 eine Herausforderung dar.
Typischerweise werden Peptidgemische mit Hilfe der praparativen HPLC gereinigt,
obwohl dieses Verfahren sicherlich zeit-, gerate- und I6sungsmittelintensiv ist und haufig
bei fluorigen Verbindungen aufgrund der niedrigen Trennfaktoren keine ausreichenden
Trennungen liefert. Zudem fiihrt die schlechte Loslichkeit bzw. hohe Aggregationstendenz

dieser Verbindungen meist zu signifikanten Substanzverlusten.

Demgegeniiber macht sich die von Currant*®! entwickelte fluorige Festphasenextraktion
(Fluorous Solid Phase Extraction, F-SPE) die speziellen Eigenschaften fluoriger
Verbindungen, wie die Lipophobie und Hydrophobie zunutze (Abb. 3.50). Als feste Phase
kommt ein Perfluorooctylethylsilyl-Kieselgel (Si(CH,),CgF17) zum Einsatz, mit dessen
Hilfe sich schnell und einfach alle fluorierten Verbindungen von den nicht-fluorierten

Verbindungen abtrennen lassen. Diese fest-fliissig Extraktion ist im eigentlichen Sinne
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eine Filtrationsmethode, die die Wechselwirkungen der stationdren Phase mit den
Fluorketten, idealerweise CgFi7-Ketten, ausnutzt und in drei Schritten erfolgt: als erstes
erfolgt die Beladung des Kieselgels mit dem Rohprodukt in méglichst wenig organischem
Losungsmittel. Die fluorophobe Elution mit wassrigen Gemischen aus Methanol,
Acetonitril und Dimethylformamid findet im zweiten Schritt statt, wobei alle unfluorierten
Substanzen vom Kieselgel gewaschen werden und nur fluorierte Verbindungen zuriick
bleiben. Drittens folgt die fluorophile Waschung der festen Phase mit z. B. Methanol oder
Tetrahydrofuran, wodurch alle fluorigen Verbindungen eluiert werden. SchlieBlich kann

das fluorierte Kieselgel mit Aceton regeneriert und mehrmals wiederverwendet werden.™”!

Beladung fluorophobe fluorophile
Elution Elution
Me Me
@ \ /WF
O-Si
F
FF FF FF FF
stationare Phase F-SPE

CH,Cly, MeCN, MeCN/H,0 (60:40) MeCN, MeOH,
THF, MeOH,  MeOH/H,0 (80:20) THF, etc.
DMF, DMSO  DMF/H,0 (90:10)

Abb. 3.50: Schematische Darstellung der Fluorigen Festphasenextraktion.!¢”

Die Reinigung von Nonapeptid 62 durch F-SPE wird abweichend vom Standardprotokoll
durchgefuhrt. Da sich das Peptid in den gangigen Lésungsmitteln zur Beladung nicht 16st,
wird das perfluorierte Amphiphil mit einem Ldsungsmittelgemisch aus Methanol/Wasser
(80:20) auf das F-Kieselgel aufgetragen. Nach fluorophober Spiilung mit Methanol/Wasser
(80:20) kann 62 durch fluorophile Elution mit Methanol und 0.1% Trifluoressigsaure von
der F-SPE-S&ule gespult und nach Lyophilisation charakterisiert werden. Exemplarisch
sind hier das **F-NMR-Spektrum und das analytischen HPLC-Chromatogramm angefiihrt.
Letzteres zeigt ausschlielich ein Produktsignal bei einer Retentionszeit von 31.3 Minuten,
dem die Resonanzsignale im °F-NMR eindeutig zugeordnet werden konnen. (Abb. 3.51).
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Abb. 3.51: F NMR (links) und analytisches RP-HPLC Chromatogramm (rechts) von Nonapeptid 62 nach
Reinigung mit F-SPE.

Synthese von perfluorierten amphiphilen Glycopeptiden

Mit Hilfe der zuvor beschriebenen Methode zur Anbindung perfluoralkylierter
Ankersysteme an Peptide werden im Folgenden drei amphiphile Glycopeptide
synthetisiert. Die Wahl des Glycosylierungsmusters geht auf Arbeiten von Kunz*®® und
Mitarbeiter zuriick. Sie untersuchten die Antikdrperbildung in Mausen, die mit MUC1-
Glycopeptid-Protein-Konjugaten als Vakzine immunisiert wurden. Dabei stellte sich
heraus, dass schon eine Anbindung von einfachen Zuckerbausteinen, wie dem Ty-Antigen
in der immundominanten PDTRP-Doméne des Mucins MUC1, die Immunogenitat
herabsetzt. Hingegen kann eine spezifische humorale Immunantwort durch die
Konstruktion eines vollsynthetischen Vakzins erzeugt werden, welches die komplette
tandem-repeat-Sequenz des MUC1 besitzt und an den Stellen Thr6 und/oder Thrl8 mit
Kohlenhydratantigenen wie dem Sialyl-Ty-Antigen und/oder dem Ty-Antigen glycosyliert
ist. Analog zu diesen Glycopeptidkonjugaten sollen drei perfluoralkylierte Glycotenside
synthetisiert werden, in denen sich das tumorassoziierte Ty Antigen an Thrl8 und/oder
Thr6 befindet. Die immundominante PDTRP-Domaéne soll dabei ebenfalls unglycosyliert
bleiben und (ber einen nicht-immunogenen Spacer mit dem perfluorierten Anker

verbunden werden.
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Abb. 3.52: Festphasenpeptidsynthese der amphiphilen Glycopeptide 64a-c.

Als Bausteine zur vollautomatisierten Festphasenpeptidsynthese dienen Fmoc-
Aminosduren, welche nach der standardisierten Fmoc-Strategie eingefiihrt werden. Hierzu
wird das Fmoc-Prolin-funktionalisierte Trityl-Harz[*® [0 11911 depjockiert und
anschlielend repetitiv die gewiinschten ersten Aminosaurebausteine gekuppelt, bevor der
Galactosamin-Baustein 50 eingebaut wird. Das sterisch anspruchsvolle tumorassoziierte
Tn-Antigen  wird in acetylierter Form halbautomatisch mit den reaktiveren

Kupplungsreagenzien HATU/HOAt und N-Methylmorpholin  (NMM) in N-



3.4 Synthese von (Glyco)Lipopeptiden des Mucins MUC1 57

Methylpyrrolidon (NMP) aktiviert und Uber einen Zeitraum von insgesamt acht Stunden in
die Peptidkette eingebaut.™"! Nach Fmoc-Deblockierung durch Piperidin in NMP werden
die folgenden beiden Aminoséuren an Serl7 und Glyl6 und/oder an Val5 und Gly4
doppelt gekuppelt, um eine moglichst gute Anbindung an den N-Terminus des
Zuckerbausteins zu erzielen. Die restlichen Aminoséuren werden in gewohnter Weise
gekuppelt bevor der Fmoc-Triethylenglycolspacer® 38 als weiterer Baustein unter
verlangerter Reaktionszeit angebunden wird. Der Perfluoralkylanker terminiert die
Peptidsequenz  und  wird  manuell im  Merrifield-Glasreaktor  in  einer
Losungsmittelmischung  aus  Chloroform/  Dimethylformamid/Dioxan  mit  den
Kupplungsreagenzien HATU/HOAt und DIPEA als Base umgesetzt. AnschlieRende saure
Abspaltung vom Tréger mit Trifluoressigsaure/Triisopropylsilan/Wasser fuhrt zu den
mono- und diglycosylierten  Glycolipopeptiden 63a-c, die nach fluoriger
Festphasenextraktion mit Methanol und 0.1% Trifluoressigséure in Ausbeuten von 17%,
27% und 5% isoliert werden. Zuletzt wird mit katalytischen Mengen an
Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 9.5-10.0 deacetyliert und die
Glycotenside 64a-c durch F-SPE gereinigt. Die monoglycosylierten Amphiphile kénnen in
Ausbeuten von 58% und 87% erhalten werden und das diglycosylierte Konjugat in 83%.
Die Amphiphile werden mit RP-HPLC, HR-ESI und MALDI-TOF Massenspektrometrie
(Abb. 3.54) sowie *H-, °C-, ®F-NMR-Spektroskopie analysiert. Die charakteristischen
Protonensignale des perfluorierten Ankers sind im *H-NMR bei einer Verschiebung von
4.05 und 4.01 ppm fir die beiden Methyleneinheiten OCH,CO und OCH,CONH als zwei
benachbarte Singuletts leicht zuzuordnen.
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Abb. 3.54: MALDI-TOF Massenspektrum (links) und RP-HPLC Chromatogramm (rechts) von 64b
nach F-SPE..
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Zur Stabilisierung der Membranen und zur Herabsetzung der Phasenlibergangstemperatur
werden nach dem Syntheseschema in Abb. 3.55 gemischt perfluorierte/alkylierte

Membranankersysteme an die glycosylierte MUC1-Sequenz angebunden.
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C: Capping AcHN.? /o
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N AcO AcO
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67a: R = Ty, R! = CgF47, R? = CgF47, 84% Ausbeute
67b: R = Ty, R' = CgHy7, R? = CgF47, 67% Ausbeute

Abb. 3.55: Synthese der gemischt perfluorierten Glycolipopeptide.
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Das mit Fmoc-Pro vorbeladene TentaGel R-Trityl-Harz dient in der Synthese der gemischt
perfluorierten Amphiphile als polymerer Tréger. Die Aminosauren der MUC1-Sequenzen
werden durch das standardisierte Fmoc-Protokoll gekuppelt. Die Antigen-Bausteine 50
(2.0 Aquiv. bzgl. der Beladung des Harzes) und 61 (1.5 Aquiv. bzgl. der Beladung des
Harzes) werden erneut bis zu den Glycosylaminosdure-Bausteinen unter Verwendung von
HATU/HOALt und N-Methylmorpholin als Base in N-Methylpyrrolidon zur Amidbindung
umgesetzt. Die beiden folgenden Aminoséuren (Fmoc-Val und Fmoc-Ala) werden doppelt
gekuppelt, bevor die restlichen drei Aminosauren und der Triethylenglycolspacer nach
dem Standardprotokoll angefligt werden. Im letzten Schritt des Sequenzaufbaus werden die
zweifach und einfach perfluoralkylierten Anker angebunden. Dabei muss eine Variation
des Losungsmittels erfolgen, um die Loslichkeit der Perfluorverbindungen 27a und 21a zu
gewahrleisten. Das Ankersystem mit zwei Perfluoroctylketten 27a wird schlieBlich in einer
Losungsmittelzusammensetzung aus Dimethylformamid/Chloroform im Verhéltnis 5:3
gekuppelt, wohingegen der Perfluoroctylanker mit nur einer F-Kette in reinem
Dimethylformamid I6slich ist. Beide Ankersysteme werden mit HATU/HOAt und
Diisopropylethylamin als Base aktiviert. Auf diesem Wege kdnnen die komplexen
Glycolipopeptide mit peracetyliertem Ty-Antigen 65a und 65b in Ausbeuten von 14% und
32% und jene mit vollstandig blockiertem STy-Antigen 66a und 66b in Ausbeuten von

22% und 12% nach fluoriger Festphasenextraktion gewonnen werden.

Die Isolation dieser gemischt perfluorierten Konjugate durch fluorige Festphasenextraktion
kann nicht nach dem zuvor entwickelten Verfahren bewerkstelligt werden. Auf Grund des
abnehmenden perfluorierten Anteils in den Ankersystemen von 66a zu 66b werden diese
Amphiphile schon bei der fluorophoben Elution mit Methanol/Wasser (80:20) von dem F-
Kieselgel gewaschen. Um dies zu vermeiden wird der Anteil an Methanol sukzessive
verringert und die Fraktionen werden durch analytische HPLC Utberwacht. Falls in der
fluorophoben Elution Produktpeaks zu identifizieren sind, wird die Menge an Methanol
nochmals verringert, um eine verfrihte Elution der F-Konjugate zu vermeiden. Dagegen
wird bei Produktgemischen in der fluorophilen Elution die Menge an Methanol erhéht um
organische Verunreinigungen zuvor zu entfernen. Nach dieser Optimierung lassen sich
letztendlich fur die F-SPE folgenden Ldsungsmittelgemische als geeignet identifizieren:
70:30 Methanol/Wasser fur 66a und 50:50 Methanol/Wasser fur 66b.

Im letzten Schritt der Synthese werden die Glycanseitenketten deblockiert. Hierzu werden
die Glycopeptide mit katalytischen Mengen an Natriummethanolat in Methanol unter

Zemplén™3! Bedingungen umgesetzt. Die gemischt perfluorierten Ty-Konjugate 67a und
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67b konnen so in Ausbeuten von 14% und 32% synthetisiert werden. Im Gegensatz dazu
kdnnen die Schutzgruppen der sialylierten Konjugate 66a und 66b nicht entfernt werden.
Der Versuch der simultanen Deblockierung des Benzylesters und der O-
Acetylschutzgruppen mit wassriger Natriumhydroxid-Ldsung bei einem pH-Wert von 11.5
fuhrte nur zur Ruckgewinnung des Edukts. Die Versuche durch hydrogenolytische
Spaltung des Benzylesters und anschlieBende Umesterung nach Zemplént*®! verliefen

ebenfalls nicht erfolgreich und flhrten nicht zum gewinschten Produkt.
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OH B:1) Hy, Pd/C (10%)
HO COOH 2) NaOMe, MeOH, pH = 9.5 - 10.0
AcHN- /07 ~0
HO OH oOH
HO
AcHN

A T 0 T 0
Uomon, L o

o NH

oA H H{o/\/\w )\
Y oY 0" R2 HNZ > NH, 68a: R = STy, R' = CgF 7, R? = C4F 47
68b: R = STy, R' = CgHy7, R? = CgF 17

Abb. 3.56: Versuch zur Deblockierung der sialylierten Konjugate 66a und 66b.
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35 Untersuchungen der Lipidschichten

Langmuir-Blodgett-Trog

Die Entmischungsstudien der lateral ausgedehnten Lipidschichten wurden von P. Scheibe
im Arbeitskreis Zentel in einem Langmuir-Blodgett-Trog durchgefiihrt.™*? Hierzu werden
die in einem organischen Lésungsmittel aufgenommene Amphiphile auf einer Subphase
aus Reinstwasser oder einer Pufferlésung im lateral komprimierbaren Trog gespreitet.
Nach Verdunsten oder Abtauchen des organischen Ldsungsmittels in der Subphase
resultiert eine monomolekulare Molekilschicht, bei der sich die Lipide wie folgt
ausrichten: die polaren Kopfgruppen zeigen in die Richtung der wéssriger Phase, wahrend

der lipophile Teil zur Gasphase zeigt.

Mit Hilfe der so hergestellten Lipidschicht l&sst sich dann der Lateraldruck in
Abhangigkeit von der Flache bestimmen. Die Langmuir-Isothermen beschreiben die
Abhangigkeit des Drucks als Funktion der Flache pro Molekil, wenn eine laterale
Kompression bei konstanter Temperatur auf die gespreitete Lipidmonolage wirkt. Dadurch
lassen sich Aussagen uber das Phasenverhalten in lateral ausgedehnten Lipidschichten
treffen. In Abb. 3.57 ist eine durch Kompression der Monoschicht aufgenommene

Isotherme mit den charakteristischen Lipidausrichtungen schematisch dargestelit.

Kompression der
Monoschicht
Im'——‘ — l%

kristallanaloger
Bereich

e

Koexistenzbereich
flussig-/ kristallanalog
flussiganaloger

g% ! !l !?!%! Bereich
A g oger
Bereich

R

Lateraldruck

Flache pro Molekal

Abb. 3.57: Schematische Darstellung der Langmuir-Isotherme im Schub-Flachen Diagramm.**!
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Bei geringen Driucken und ausgedehnter Flache findet eine geringe Interaktion der
Molekiile statt. In Analogie zum Fall des idealen Gases bezeichnet man diesen Bereich
daher als gasanalogen Bereich. Durch laterale Kompression wird die Flache, die der
Lipidschicht zur Verfligung steht verkleinert und es treten zunehmend intermolekulare
Wechselwirkungen auf, wobei noch keine Ordnung innerhalb der Lipide existiert. Dieser
flussiganaloge Bereich wird weiter komprimiert und geht in einen Koexistenzbereich aus
fltssiger und kristalliner Phase Uber, der idealerweise durch einen konstanten Lateraldruck
charakterisiert ist. Durch weitere Minimierung der Fléche steigt der Druck stetig an, was
auf die Ausbildung eines rigiden kristallanalogen Bereichs zurlickzufihren ist. Wird die
Kompression fortgesetzt, so fiihrt dies zum Kollaps der Lipidmonoschicht und es kann der
charakteristische Kollapspunkt detektiert werden. Am Kollapspunkt liegen die Lipide
kristallanalogen Bereich als dichteste Packung vor und es lasst sich eine Aussage Uber
deren minimalen, lateralen Flachenbedarf treffen. Neben der Aufnahme von Isothermen
zur Charakterisierung der einzelnen Phasen an der Wasser-Luft-Grenzflache kénnen die
Monoschichten in situ durch Brewsterwinkel-Mikroskopie (brewster angle microscopy,
BAM) bei entsprechenden Driicken abgebildet werden.®¥ Eine weitere Methode zur
Visualisierung der Lipidmonoschichten stellt die Rasterkraftmikroskopie (atomic force
microscopy, AFM) dar.l**®] Hierzu miissen die Monoschichten bei konstantem Druck

(Transfer- bzw. Ubertragsdruck) auf ein geeignetes Tragermaterial iibertragen werden (vgl.

Abb. 3.58).
]
Eintauchen Eintauchen

hydrophiles hydrophobes
Substrat Substrat

Subphase

HemusziehenT HemusziehenT

S N

Subphase Subphase

Abb. 3.58:Schematische Darstellung des Langmuir-Blodgett-Ubertrags: (A) Beim Eintauchen eines
hydrophilen Substrates wird kein Film Ubertragen. (B) Beim Herausziehen desselben Substrates
resultiert eine Monoschicht. (C) Ubertrag einer Monoschicht auf ein hydrophobes Substrat durch
Eintauchen. (D) Beim Herausziehen desselben Substrates resultiert eine zweite Monoschicht. %
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Durch senkrechtes Eintauchen eines hydrophilen Substrats (z. B. Glimmer) bis in die
wassrige Subphase (Abb. 3.58 A) adsorbieren die hydrophilen Kopfgruppen am Trager
und es kann so ein exaktes Abbild der lipiden Monoschicht (bertragen werden, um
mikroskopische Untersuchungen durchzufiihren. Wie in Abb. 3.58 C und D dargestellt, ist
es ebenso moglich mit dieser Technik auch mehrere Lipidschichten auf das Substrat zu
Ubertragen, allerdings wurden im Rahmen dieser Arbeit von P. Scheibe nur

Monoschichtiibertrage am Rasterkraftmikroskop untersucht.
Schub-Flachen-Diagramme

Im ersten Schritt der Untersuchungen am Langmuir-Blodgett-Trog, durch P.Scheibe aus
dem Arbeitskreis Zentel, wird das Phasenseparationsverhalten eines polymerisierbaren und
zwei perfluoralkylierter Lipide charakterisiert werden. Hierzu kommt neben
DODAMA!®! 70 der perfluorierte TRIS-Membrananker mit einem N-terminalen
Polyethylenglycospacer 69 als Kopfgruppe bzw. das entsprechende Glycolipopeptid 64a,
das eine tandem repeat-Einheit des Mucins MUC1 als Kopfgruppe tragt zum Einsatz. In

Abb. 3.59 sind die Isothermen der reinen Lipide dargestellt.
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Abb. 3.59: Druck-Flache Isotherme der reinen Lipide bei 25 °C.
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Die flussiganaloge Phase des polymersisierbaren Dioctadecans 70 liegt zwischen 150 A2
und 90 A%. Bei diesem Druck beginnt der Koexistenzbereich, indem die ersten
kristallanalogen Doménen aus einer flissiganalogen Matrix entstehen. Bei einem
Flachenbedarf von ca. 55 A% und einem Druck von 17 Nm/m geht die Isotherme in einen
kristallanalogen Bereich (ber und steigt bei weiterer Kompression sehr stark an. Die
Monoschicht kollabiert am Kollapspunkt von 60 Nm/m und einem Flachenanspruch pro
Molekil von ca. 40 A?>, was einem mittleren Raumanspruch zweier Alkylketten

entspricht. 1971 (18]

Die fliissiganaloge Phase des TRIS-PEG 691°"! tritt bei einem lateralen Druck von ca.
170 A% ein und erreicht ein Plateau mit Phaseniibergang bei einem Flachenbedarf von
90 A%, Die Monoschicht des reinen 69 kollabiert bei einem Druck von 58 A was in diesem
Fall einem Flachenbedarf von 90 A? pro Molekiil entspricht. Der laterale Raumanspruch
steht somit in guter Ubereinstimmung mit dem erwarteten Flachenbedarf fir drei
Perfluorketten von etwa 30 A? pro Kette.[** (2001 [204 pyrch weiter laterale Kompression
kommt es jedoch vorerst nicht zum erwarteten Kollaps der Schicht, vielmehr es ist eine
weitere Minimierung bis zu einem Druck von 72 A’méglich. Eine Erklarung hierfiir
konnte die repulsiven Fluor-Fluor-Wechselwirkungen liefern, denn dadurch bildet sich in
der Fluoralkylkette eine helikale Konformation aus, die im Gegensatz zur all-trans

Konformation der CH-Ketten eine deutlich dichtere Packung zulasst.[2°? [¢¥]

Die laterale Kompression des Glycolipids 64a beginnt mit einer ausgedehnten
fliissiganalogen Phase bei einem lateralen Flachenbedarf von 560 A% pro Molekiil. Der
hohe Flachenbedarf und die ausgedehnte flissig analoge Phase sind durch die
raumfullende Kopfgruppe begrindet. Die GroRe der hydrophilen Kopfgruppe fihrt zur
Wechselwirkung der Molekile untereinander und somit zu einem friihen und ausgedehnten
flissig analogen Bereich. Bei einem Flachenbedarf von 175 A? befindet sich der
Koexistenzbereich. Der Kollapspunkt tritt bei einer mittleren Flache von 110 A% und einem
Druck von ca. 44 Nm/m ein. Die Stabilitaten der gebildeten Monoschichten zeigen, dass 69
und 70 mit kleineren Kopfgruppen stabilere Schichten bilden und mit Lipid 64a eine
instabilere Monoschicht resultiert. Um daher die tumorassoziierten Antigene in stabile
Membranen einzubinden, mussten diese Erkennungsstrukturen in bindren oder terndren

Mischungen aus perfluoralkylierten und alkylierten Lipiden eingesetzt werden.

Um erste Einblicke in das Phasenseparationsverhalten dieser Lipide zu bekommen werden
bindre Mischungen aus TRIS-PEG als Perfluoralkylkomponente und polymerisierbarem
DODAMA als Alkylkomponente untersucht. In Abb. 3.60 sind die resultierenden
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Isothermen bei 25 °C unter sukzessivem Zusatz von ca. 10 mol% 69 zu 70 dargestellt
(Mischungen aus 89%, 69%, 55%, 33% und 21% TRIS-PEG werden hier wegen der
Ubersichtlichkeit nicht angefiihrt, jedoch fiir die Abhéangigkeit nach Gains (Abb. 3.61)
berucksichtigt).
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Abb. 3.60: Druck-Flache Isotherme der bindren Mischungen aus TRIS-PEG und DODAMA bei 25 °C

Die binaren Mischungen zeigen einen charakteristischen Verlauf der Isothermen. Der
mittlere Flachenbedarf der Lipidmischungen steigt mit zunehmendem Anteil der
perfluorierten Verbindung an, da eine perfluorierte Kette ungeféhr das 1.5-fache der Flache
einer Alkylkette einnimmt. Das charakteristische Plateau von Lipid 70 findet sich in allen
Lipidmischungen wieder und ist ein erster Hinweis auf eine partielle Mischbarkeit der

alkylierten und perfluoralkylierten Lipide.

Die Mischbarkeit der beiden Komponenten kann nun naher durch die Anderung des
Flachenbedarfs pro Molekll in Abhédngigkeit von der Mischungszusammensetzung
untersucht werden. Folgen die Werte einem linearen Zusammenhang, und damit dem
Additivgesetz nach Gains,?® 204 2051 handelt es sich um perfekt gemischte bzw.
entmischte Lipidzusammensetzungen. In Abb. 3.61 ist der Molenbruch von 69 gegen den

Flachenbedarf aufgetragen.
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Abb. 3.61: Anwendung des Additivgesetzes fiir die bindren Mischungen aus 69 und 70.

Im Bereich der fliissiganalogen Phase bei geringen Driicken (10 Nm/m) und hoheren
Driicken (30 Nm/m) im Uberwiegend kristallanalogen Bereich kann eine gute
Ubereinstimmung mit dem linearen Verlauf des Additivgesetzes festgestellt werden. Somit
ist die Mischung aus 69 und 70 vollstandig gemischt bzw. entmischt. Im
Koexistenzbereich der fllssig- und kristallanalogen Phase bei einem Druck von 20 Nm/m
kann eine starke Abweichung vom linearen Verlauf verzeichnet werden. Bei ca. 20 mol%
69 tritt eine starke Abweichung vom linearen Verlauf ein, was auf ein partielles Mischen
der beiden Lipide hindeutet. Es kann festgehalten werden, dass die Verwendung eines
bindren Systems aus Lipid 69 und Lipid 70 zu einer partiellen Mischbarkeit in der
flissiganalogen Phase fiihrt, was sich glnstig auf die Bildung von kleinen Doménen in der

Lipidmatrix auswirkt.

Eine Stabilisierung der Monoschicht aus einem bindren System von DODAMA und 64a
konnte nicht realisiert werden und folglich wird eine terndre Lipidmischung untersucht.
Durch dieses ternére System kann das perfluorierte MUC1-Amphiphil 64a in einer Matrix
aus perfluorierten Lipid 69 verdinnt werden. Die Entmischung und die daraus
resultierende lokale Konzentration der tumorassoziierten Antigene werden dann durch ein
drittes Alkyllipid bewerkstelligt. Im Falle der terndren Mischung aus 88% des
polymerisierbaren DODAMA 70, 10% des perfluorierten 69 und 2% des Glycolipids 64a
wird eine Isotherme erhalten, die erwartungsgemal in etwa der der bindren Mischung aus
69 und 70 entspricht und einen breiten flissiganalogen Bereich aufweist. In Abb. 3.62 ist
die Isotherme der terndren Mischung mit den Brewster-Winkel Aufnahmen der

entsprechenden Lateraldriicke dargestellt. Die Kristallisation von DODAMA beginnt bei
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einem Druck von 13 Nm/m und wéchst mit weiterer lateraler Kompression an. Bei einem
Druck von 20 Nm/m liegt die mittlere GroRe der sternférmigen kristallinen Bereiche bei
ca. 50 um, was vergleichbar mit der bindren Mischung aus 69 und 70 ist. Die
rasterkraftmikroskopischen Bilder zeigen diesen Bereich bei 20 Nm/m noch etwas
detaillierter und auch hier kann eine vergleichbare Feinstruktur der kristallinen Bereiche

mit denen der binaren Mischung gefunden werden.™*"]
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Abb. 3.62: Druck-Flache Isotherme der terndren Mischung der 70/69/64a (88%, 10% und 2%) bei 25 °C.
Die erhaltenen BAM Bild (500 x 400 um) wurden bei durch Pfeilen markierten Lateraldriicken
aufgenommen (Abb. zur Verfugung gestellt von P. Scheibe).

Fur geringe Konzentrationen der F-Lipide kann sowohl in der bindren als auch in der
terndren Mischung ein vergleichbares Kristallisationsverhalten gefunden werden. Somit
kénnen die Antigendoménen nicht nur durch den Lateraldruck sondern auch durch die
Variation der Mischungszusammensetzung kontrolliert werden. Es stellt sich nun die
Frage, ob das Glycolipid in der terndren Mischung eine Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung erlaubt und ob diese Wechselwirkungen spezifisch sind. Aus diesem

Grund werden QCM-Experimente®® durchgefiihrt.
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15 mN/m

20 mN/m

Abb. 3.63: Vergleich der BAM und AFM Aufnahmen der ternaren Mischung der 1/2/64b (88%, 10% und 2%)
durch Ubertrag auf einen Mica-Objekttrager bei 15 und 20 mN/m
(weilRe Balken entsprechen einer Lange von 10 um).

Quarzmikrowaage

Die Quarzmikrowaage ermdglicht die Untersuchung von Bindungsereignissen an
Oberflachen und findet immer h&aufiger Anwendung als Biosensor. Die Massenénderung,
die durch Grenzflachenprozesse zwischen mobiler und immobiler Phase auftritt kann mit
der Quarzmikrowaage detektiert werden, weshalb diese Technik bei der Erforschung von
Adsorptionsprozesse an Oberflachen eine wichtige Rolle einnimmt.2’) Die Mikrowaage
wird z.B. als Immunosensor?®®! verwendet oder kann zur Untersuchung der Oberflachen-

adsorption supramolekularer Aggregate wie z.B. Vesikel oder Liposome dienen.?*”

Die Quarzmikrowaage beruht auf dem Piezoelektrischen Effekt, denn durch die
Verformung bestimmter Kristalle kommt es zur Ausbildung einer detektierbaren
elektrischen Ladung an deren Oberflache. Bei der QCM-Technik wird der reziproke
Piezoelektrische Effekt genutzt und durch Anlegen einer duf3eren Wechselspannung der
Quarzkristall zum resonanten Schwingen angeregt. Wirken nun &uBere Einflisse auf den
Resonator, so wird die Eigenschwingung des oszillierenden Kristalls geddmpft und die
Frequenzanderung detektiert.’?*"!
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden, in Teamarbeit mit P. Scheibe aus dem Arbeitskreis
Zentel, Untersuchungen bezlglich der Wechselwirkung von amphiphilen Glycopeptiden
des Mucins MUC1 mit spezifischen Antikérpern (SM3)2 2221 qurchgefiihrt.

Zur Herstellung der Vesikelldsung werden die Lipide 88% 70, 10% 69 und 2% 64a in
Chloroform/Methanol gelést und ein Lipidfilm durch Entfernung des Ldsungsmittels
erzeugt. Nach der Zugabe einer Pufferlosung wird die Lipidschicht oberhalb der
Phasentibergangstemperatur gequollen. AnschlieRendes Vortexen und Sonifizieren fiihrt
zur wassrigen Vesikellosung. Um die Vesikel an der Oberflache des goldbedampften
Qarzkristalls zu adsorbieren, wird dieser mit einem Perfluorthiol (Abb. 3.64)
funktionalisiert. Dadurch erfolgt nach der Einspilen der Vesikellosung eine Adhésion und
damit verbunden die Abflachung der Vesikel an der Oberflache, worauf diese aufbrechen
und eine Monolipidschicht ausbilden, die zu Antikorperstudien herangezogen werden kann
(Abb. 3.64).[2131 [214]
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Abb. 3.64:Schematische Darstellung zur Aufbringung der Monoschicht der ternaren Vesikelldsung aus
70/69/64a auf den F-funktionalisierten Quarzkristall.
Um eine ungewollte Wechselwirkung der Antikdrper mit dem perfluorierten
Matrixlipid™®”! 69 auszuschlieBen wird zuerst eine Vesikellésung mit reinem TRIS-PEG
Lipid hergestellt und in der Messzelle untersucht. Sobald der Quarzkristall mit
Eigenfrequenz schwingt erfolgt die Zugabe der Vesikellésungen wodurch eine
Frequenzénderung eintritt, die auf die Anlagerung der F-Lipide zurlickzuftihren ist. Alle
nicht-angelagerten Lipide werden mit Pufferlésung aus der Messzelle gespult. Nach
Equilibrierung des Systems erfolgt das Einspilen des kauflich erwerblichen monoklonalen
SM3-Antikorpers in die Durchflussmesszelle. Wie in Abb. 3.65 zu erkennen ist findet nach

der Zugabe des Antikorpers keine Frequenzabnahme und somit keine Anlagerung des
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Antikorpers an 69 statt. Auf Grund dieser Negativkontrolle kann eine ungewollte
Wechselwirkung mit dem Matrixlipid und dem Antikdrper ausgeschlossen werden. Somit
kann festgehalten werden, dass im Falle des Matrixlipids keinerlei unspezifische
Wechselwirkungen stattfinden und dadurch die Verwendung dieser Verbindung als

Perfluormatrix fir das amphiphile Glycolipopeptid 64a mdglich ist.
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Abb. 3.65: QCM-Messung des perfluorierten Matrixlipids 69.2%

In Abb. 3.66 sind die Ergebnisse der Untersuchung der terndren Mischung aus 43.1% 70,
52.4% 69 und 4.5% 64a angeflihrt. Nach der Zugabe der Lipidldsung kommt es zu einer
Frequenzabnahme von ca. 87.5 Hz, die aus der Anlagerung der Monolipischicht resultiert.
Sobald die Frequenz konstant ist, werden nicht gebundenen Lipide mit einer Pufferlésung
aus der Messzelle gespiilt, bevor der Antikdrper zugegeben wird. Durch die Anbindung der
Antikorper ist wiederum eine Frequenzabnahme von ca. 11.5 Hz detektierbar.
AbschlieBendes Spulen zeigt, dass eine effektive Antikdrperanbindung stattgefunden

haben muss, denn die Frequenz bleibt nahezu konstant und steigt nicht wieder an.

Diese Ergebnisse lassen auf eine Messung der spezifischen Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung schlieen und ermdglichen so auch eine Quantifizierung dieser
Wechselwirkungen mit der QCM-Technik.
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Abb. 3.66: QCM-Messung der ternaren Mischung aus 70/69/64a.?*!
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3.6 Immunologische Evaluierung der synthetischen Glycolipopeptide

Zum Nachweise der Selektivitdt von Antigen-Antikérper Wechselwirkungen wird das
Immunoassay-Verfahren ELISA (enzyme linked immunosorbent assay, ELSIA) verwendet,
welches von S. Wagner in der Arbeitsgruppe Schmitt am Institut der Immunologie der
Johannes Gutenberg-Universitat in Mainz durchgefuhrt wurde. Die perfluoralkylierten
Glycolipopeptide kénnen in Analogie zu BSA- oder TTox-Konjugaten[83! 11881 [216] [217] [218]
nach einstindiger Inkubation in wassriger Lésung auf Polystyrol-Mikrotiterplatten
immobilisiert werden.  AnschlieBend werden die Primarantikorper, die aus
Immunisierungen von Mausen stammen, zugegeben. Diese binden selektiv an die
perfluoralkylierten Antigen-Konjugate und konnen {ber weitere Antikorper, den
Sekundarantikdrpern, visualisiert werden. Dazu wird ein biotinylierter Sekundarantikdrper
zugegeben, der selektiv an die Maus-Primérantikorper bindet. Der biotinylierte Anti-Maus-
Antikorper kann anschlieBend durch Zugabe eines Streptavidin-Meerrettichperoxidase-
Konjugats (SA-HPO) nachgewiesen werden. Hierbei wird der farblose Redoxindikator
ABTS (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)) zum stabilen, grin geféarbten
Radikalkation oxidiert und kann somit photometrisch bei einer charakteristischen
Wellenldnge von 414 nm detektiert werden (Abb. 3.67). Die Auswertung des ELISA-
Experiments erfolgt durch die Absorptionsmessung in Abhangigkeit von der Verdiinnung
des Serums und liefert Informationen bezlglich der Wechselwirkung zwischen
synthetischem Vakzin und dem Maus-Antikorper.

Streptavidin-Meerrettichperoxidase

ety Bio 157\ NO— HPO

biotinylierter —
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f/ H 2 0] 2 \‘-,
&= \ [ ¥
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=N s SO, NH, > =N s SO, NH,
N N
: )

/

ABTS Radikalkation

farblos grin
(414 nm)

Abb. 3.67: Schematische Darstellung des ELISA-Tests mit perfluoralkylierten Glycolipopeptiden.
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Die perfluoralkylierten Glycoamphiphile 64a-c werden auf die Erkennung durch MUC1-
spezifische Antikorper in ELISAs getestet, wobei ein Balb/c-Maus Antikdrperserum aus
der Immunisierung mit dem strukturahnlichen Vakzin STF-MUC1TTox® aus der
Arbeitsgruppe Kunz eingesetzt wird. Die induzierten Antikorper des Serums sind nicht nur
in der Lage das immunisierte Vakzinmotiv zu erkennen und eigenen sich daher auch zur
Untersuchung mucinanaloger Glycopeptide mit abweichendem Glycosylierungsmuster.?*!
Die mit den Glycolipopeptiden 64a-c beschichtete Mikrotiterplatte werden mit dem
Mausserum inkubiert und anschlieBend die Antigen-Antikorper Wechselwirkung
visualisiert. Die daraus resultierende optische Dichte als Funktion der Verdiinnung erlaubt

Aussagen Uber die Bindungsaffinitaten der Primarantikorper.

Wie im ELISA-Test in Abb. 3.68 zu erkennen ist, werden alle hier untersuchten
perfluoralkylierten Verbindungen 64a-c durch die Antikdrper des Serums erkannt. Die
Verbindung 64a mit Ty-Antigen an Threonin 18 und die diglycosylierte Verbindung 64c
zeigen eine geringere Affinitat zu den Serumantikérper im Vergleich zu 64b. Die
Verbindung 64b (Tn-Antigen in 6-Position) zeigt die starkste Wechselwirkung mit den
Serumantikorpern, welche durch das strukturahnliche Vakzin °TF-MUC1TTox™!
induziert wurden. Dies ist als positiv zu bewerten, da trotz Anbindung perfluoralkylierter
Ankersysteme an mucinanaloge Glycolipopeptide, diese in ihrer Selektivitat bezliglich der

Glycanseitenketten untersuchen werden kénnen.
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Abb. 3.68: ELISA der Glycolipopeptide 64a-c mit Antiseren aus der Immunisierung mit TTox-Vakzin.***J
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In weiteren ELISA-Tests wird Verbindung 64b mit dem kommerziell erhéltlichen
monoclonalen SM3-Antikorper? 2 inkubiert. Dieser Antikorper stammt aus einer
Immunisierung mit teilweise glycosylierten Mucinen der menschlichen Milch. Die
Bindung erfolgt hauptséchlich an die immundominante nicht-glycosylierte PDTRP-Region
der tandem-repeat Einheit des Mucins MUC1 unter Toleranz kurzer Glycanseitenketten. In
Abb. 3.69 ist die dazugehorige Verdunnungsreihe abgebildet. Auch durch die Verwendung
des SM3-Antikorpers kann eine Anbindung an das perfluoralkylierte Glycopeptid 64b
nachgewiesen werden (vgl. Kapitel QCM). Folglich bewirkt der Perfluoralkylanker keine
negative Beeinflussung des Peptidepitops, wodurch die Erkennung gehindert werden

wirde.
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Abb. 3.69: ELISA des Glycolipopeptids 64b unter Verwendung der Antikdrper aus der Immunisierung mit
STE-MUC1TTox*®! und des SM3-Antikorpers.

Um eine Aussage darber treffen zu konnen, ob die perfluoralkylierten Verbindungen als
Vakzin dienen kdnnen, wurden diese in Immunisierungsstudien durch S. Wagner und B.
Gerlitzki in der Arbeitsgruppe Schmitt am Institut der Immunologie der Johannes
Gutenberg-Universitat in Mainz untersucht. Hierfur wurden drei weibliche Balb/c Wildtyp-
Mause mit dem perfluoralkylierten Glycoamphiphil 64b und dem kompletten Freud’schen
Adjuvans (CFA) immunisiert. Jeweils im Abstand von 21 Tagen erfolgte die Auffrischung
der Impfung durch Injektion mit dem inkompletten Freud’schen Adjuvans (IFA). Die
Blutentnahme fand fiinf Tage nach der zweiten Immunisierung statt und die Analyse des
Serums erfolgt durch ELISA-Test.

Hierzu wird das perfluorierte Konjugat 64b auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und

mit den Seren aus Maus 1-3 inkubiert. Eine Antikérperanbindung kann fur alle Seren der
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drei Mduse nachgewiesen werden, wobei Maus 2 die hdochste Affinitat zeigt. Allerdings
weisen die AntikOrper aller Seren geringere Affinitdten im Vergleich zu bereits

publizierten BSA- oder TTox-Konjugaten auf.[188] [216] [217] [218]
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Abb. 3.70: ELISA-Test der Antiseren von Maus 1-3.

Die fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting,
FACS®)? st eine weitere Methode in der Immunologie um Bindungsaffinitaten von
Antikdrper nach Inkubation mit Tumorzellen zu analysieren. Die fluoreszenzmarkierte
Zellen werden in einem Flussigkeitsstrom an einem Laserstrahl vorbeigeleitet und sowohl
das Streulicht als auch die Fluoreszenz detektiert. Die detektierte Photonenemission des
Fluoreszenzmarkers erlaubt quantitative Aussagen tber eine Vielzahl analytischer Werte

und die Selektion markierter Zellen.??!]
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Abb. 3.71: Schematische Darstellung der FACS-Analyse.

Alle FACS-Analysen der vorliegenden Arbeit wurden von B. Gerlitzki am Institut fur
Immunologie der Johannes Gutenberg Universitdt in Mainz durchgefihrt. Um eine
Bindung der Serumantikorper aus der Immunisierung mit 64b nachzuweisen und zu
quantifizieren werden MCF-7 Brusttumorzelllinien!???! mit FACS analysiert.”**! Hierbei
werden die Priméarantikorper der Antiseren mit der Tumorzelle inkubiert und anschliel3end
durch Zugabe eines mit AlexaFluor 488 fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpers aus
der Ziege markiert, wodurch das Auszdhlen im Rahmen der FACS-Analyse ermdglicht
wird. In Abb. 3.72 sind die Negativ- und Positivkontrolle der Zellzahlung dargestellt. Im
linken Diagramm, der Negativkontrolle, ist die Fluoreszenzaufnahme der unbehandelten
Zellen zu erkennen, die eine Verschiebung zu geringen Fluoreszenzintensititen aufweist.
Die Positivkontrolle, bei der die Tumorzelle mit kommerziell erhéltlichen SM3-Antikdrper
inkubiert wurde, zeigt dagegen eine Verschiebung des Maximas zu erhohten

Fluoreszenzwerten.

Negativkontrolle Positivkontrolle
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Abb. 3.72: Negativ-(links) und Positivkontrolle mit SM3-Priméarantikdérper (rechts) der FACS-Analyse der
MCF-7 Tumorzelllinie.
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Die Ergebnisse der FACS-Analyse aus der Immunisierung mit 64b sind in Abb. 3.73
angefuhrt. Die Tumorzellen wurden mit einer Verdinnung von 1/1000 mit den Antiseren
der drei Mé&use inkubiert, fluoreszenzmarkiert und sortiert. In allen Féllen ist ein Rechts-
Shift und somit eine Bindung der Antikorper aus den Seren an die Tumorzellen zu
beobachten. Die Analyse zeigt jedoch auch, dass die Serenantikrper, aus der
Immunisierung mit 64b, nur maRig an die MCF-Zellen binden. Die spezifische
Tumorzellbindung ist fur die Inkubation mit dem Serum von Maus 1 am starksten. Es ist
festzuhalten, dass durch die Immunisierung mit nicht-natirlichen perfluoralkylierten
Glycolipopeptiden des Mucintyps MUC1 Antikorper induziert werden kénnen, die selektiv

an Tumorzellen binden.
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Abb. 3.73: FACS-Analyse des Glycolipopeptids mit der MCF-7 Tumorzelllinie.

Die gebildeten Antikdrper mussen eine MHCII-Klasse restringierte Immunantwort mit
Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen induzieren, um als Impfstoff wirksam zu sein.
Durch die Bildung von Antikorpern der Klasse des IgG-Typs kann das Komplementsystem
aktiviert werden und nach Opsonisierung kénnen Fremdzellen von phagozytierenden
Zellen des Immunsystems aufgenommen und eliminiert werden. Aus diesem Grund
wurden die Antikorper aus der Seren aus Maus 1-3 auf die Isotypen im ELISA-Test
untersucht. Die Mikrotiterplatten wurden mit dem BSA-Konjugat (MUC1(20)Thr®-6‘F-T-
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BSA von S. Wagner) beschichtet und mit dem Seren der Mause 1-3 inkubiert. Nach der
Zugabe der flr den entsprechenden Isotypen spezifischen Sekundarantikorper kann die
Bindung photometrisch bestimmt werden. In Abb. 3.74 ist die Isotypbestimmung fiir
Maus 1 exemplarisch angeflhrt, da in allen Experimenten nahezu identische Ergebnisse

erhalten wurden.

2,04

1,8 \
—u—|gG2a
1,6 4 —e—1gG2b
—a—1gG1
144 —v—IgA
1,24 —e—1IgD
—<—IgM
1,0
0,8 \

06 4

Optische Dichte

0,4

02 '§4

L 4 5\‘;‘
v
0,0 T . T . T . T
1/ 200 1/ 400 1/ 800 1/ 1600
Verdinnung

Abb. 3.74:Isotypbestimmung aus dem Serum von Maus 1.

Im ELISA-Test kann eindeutig Produktion von Antikérpern des 1gG:-Typs nachgewiesen
werden. Die Immunantwort muss also Uber die Aktivierung antigenspezifischer Ty-Zellen
erfolgt sein und deutet auf die Bildung eines immunologischen Geddchtnisses hin. Andere

Isotypen wie beispielsweise 19G2a,, wurden nicht gefunden.

Die Ergebnisse der immunologischen Untersuchungen zeigen, dass trotz des Einbaus von
perfluoralkylierten Membranankersystemen in  mucinanaloge Glycopeptide deren
Selektivitat bezlglich der Glycanseitenketten als auch der Peptidepitope erhalten bleibt.
Die perfluoralkylierten Verbindungen induzieren tumorzellspezifische Antikdrper im
Mausmodell, deren Isotypbestimmung auf die Bildung eines immunologischen
Gedachtnisses hindeutet. Dies sind interessante Ergebnisse in Bezug auf die Entwicklung
tumorselektiver Vakzine, jedoch sind die Immunantworten noch zu schwach. Diese
deutlich schwéchere Immunantwort der perfluoralkylierten Konjugate kénnte z.B. durch
eine multivalente Prasentation an der Oberfl4che von Liposomen tiberwunden werden, was

Gegenstand zukunftiger Forschungsarbeiten sein wird.
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4 Zusammenfassung

Die multivalente Anordnung von Bindungsepitopen an Zelloberflachen beeinflusst in
positiver Weise die Aktivierung des Immunsystems. Deshalb ist die Nachbildung raft-
ahnlicher Domanen in kinstlichen Membranen von groflem Interesse. Um die
Wechselwirkungen segregierter Bereiche zu untersuchen, kénnen entmischte Lipidsysteme
aus perfluoralkylierten und alkylierten Amphiphilen in lateral ausgedehnten Schichten
genutzt werden. Das Entmischungsbestreben  von  Fluorkohlenstoffen  und
Kohlenwasserstoffen stellt eine einfache und robuste Methode dar, um ausgepragte
funktionelle Mikrodomanen in Membranen zu erhalten. Damit besteht die Mdglichkeit
neuartige  perfluoralkylierte ~ Glycolipopeptide  zur  Erzeugung  multivalenter

Antigenbereiche zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten solche perfluoralkylierte Glycolipopeptide erstmalig
synthetisiert und als Vakzinkandidaten untersucht werden. Neben dreifach
perfluoralkylierten Ankersystemen konnten auch zweifach und einfach funktionalisierte
Verbindungen auf der Basis von Tris(hydroxymethyl)aminomethan dargestellt werden.
Ausgehend von diesem Grundbaustein wurden in einer Reaktionsfolge von jeweils acht
Stufen sechs gemischt alkylierte und perfluoralkylierte Amphiphile mit C4Fq-, CgF13- und
CgF17-Ketten synthetisiert und als Festphasenpeptidbausteine bereitgestellt. Die dreifach
perfluoralkylierten Systeme wurden in einer verklrzten Synthesesequenz von jeweils funf
Stufen mit der gleichen Anzahl und Lénge an F-Ketten synthetisiert. Die fluorierten Ketten
konnten unter Verwendung von Triethylboran als Initiator der Radikalreaktion in sehr
guten Ausbeuten eingefuhrt werden (Abb. 4.1).

8 Stufen ’Q\)\/\
, 21a: n=1, RF = CgF4
—_— Ho)l\/o\)l\ { C8H17

21b: n=3, R" = C4F 3
NCgHyy 21c: n=5, RF = C,4Fq

OH 8 Stufen ’(/\)\/\ F_
27a: n=1, RF = C4F
HQN{OH S )J\/O\)L 817
OH e — HO 27b: n=3, RF = C4F 45

Cus 27c: n=5, RF = C,4Fq
1

5 Stufen /(/\)h\/\RF “ = F_
HO)K/ Qk {O’H\/\RF 31a: n=1, RF = C4F4;

31b: n=3, RF = C4F 45
31c: n=5, RF = C4Fq

Abb. 4.1: Darstellung der einfach, zweifach und dreifach perfluorierten Ankersysteme.
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Die tumor-assoziierten Kohlenhydratantigene wurden entsprechend literaturbekannten
Verfahren als Festphasenpeptidbausteine bereitgestellt. Ausgehend von D-Galactose
konnten diese Erkennungsstrukturen in neun Stufen zum Ty-Grundbaustein und acht

weiteren Stufen a-selektiv zum STy-Antigen umgesetzt werden.
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HOHO AcHN 07/>o

AcO OAc 52 AG Ohc o
HO OH 9 Stufen Aco‘ﬁoi 8 Stufen ACO O
Q — AcHN AcHN
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—— (@) (@)
HO ™OH
39 OtBu OH
FmocHN FmocHN

o} 49 o s

Abb. 4.2: Synthese der tumorassoziierten Kohlenhydratantigene.

Die tumor-assoziierten Kohlenhydratbausteine konnten durch die Festphasenpeptid-
synthese in die vollstandige tandem-repeat Sequenz des Mucins MUC1 eingebaut werden.
Das vollsynthetische Vakzin ist an Position Thr6 und/oder Thrl8 mit Kohlenhydrat-
antigenen mono- bzw. diglycosyliert. In der immundominanten PDTRP-Domaéne bleibt das
Glycopeptid unglycosylierte und wird Uber einen nicht-immunogenen Abstandshalter mit
dem dreifach perfluorierten Anker kovalent verbrickt. Die Reinigung dieser komplexen
Amphiphile erfolgte durch fluorige Festphasenextraktion und fiihrte nach vollstandiger

Schutzgruppenentfernung zu den perfluorierten Glycolipopeptiden 64a-c.
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K/O\/\o/\ T oMcBFﬂ & \LNH
M /\[( N-Co e BN N @

HO OH

64a:R'=H,R?=Ty o
64b:R' =Ty, R?=H HO
64c:R' =Ty, R2=Ty AchN

Abb. 4.3: Dreifach perfluorierte Glycolipopeptide des Mucins MUCL.
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Die gemischten perfluoralkylierte/alkylierte Membranankersysteme wurden ebenfalls an
die glycosylierte MUC1-Sequenz angebunden. Hierzu wurde die Aminosduresequenz
vollautomatisch aufgebaut und nach Anbindung des Triethylenglycol-Spacers manuell
gekuppelt. Dabei war die Wahl des geeigneten LoOsungsmittels, wie bei den dreifach
perfluorierten Konjugaten, von grofler Bedeutung. Das Ankersystem mit zwei
Perfluoroctylketten 50a wurde schlieRlich in einer Ldsungsmittelzusammensetzung aus
Dimethylformamid/Chloroform im  Verhaltnis 5:3 gekuppelt, wohingegen der
Perfluoroctylanker mit nur einer F-Kette in reinem Dimethylformamid léslich war. Auf
diesem Wege konnten die komplexen peracetylierten Glycolipopeptide mit Ty-Antigen
65a und 65b und jene mit vollstdndig blockiertem STy-Antigen 66a und 66b nach

fluoriger Festphasenextraktion gewonnen werden.
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AcO OAc N> 8117, 817
o ANSLr 0 65b: R = Ty, R' = CgHy7, R2 = CoFr7
AcO—m ¢ AcO o 66a: R = STy, R' = CgF 47, R = CgFy7
ACO 66b: R = STy, R' = CgHy7, R? = CgF47
AcHN

Abb. 4.4: Seitenkettenblockierte perfluorierte/alkylierte Glycolipopeptide des Mucins MUC1.

Die Schutzgruppen der sialylierten Konjugate 66a und 66b konnten nicht entfernt werden.
Der Versuch der simultanen Deblockierung des Benzylesters und der O-Acetyle in
wassriger Natriumhydroxid-Losung fihrte lediglich zur Riickgewinnung des Edukts. Die
Versuche durch hydrogenolytische Spaltung des Benzylesters und anschlieflende
Umesterung das gewiinschte Produkt zu erhalten verliefen ebenfalls nicht erfolgreich. Im
Gegensatz dazu konnten die Acetylschutzgruppen der Glycanseitenketten fir die Ty-
Glycolipide gespalten und die vollstandig deblockierten Konjugate 67a und 67b mit
Galactosylseitenkette synthetisiert werden (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Perfluorierte/alkylierte Glycolipopeptide des Mucins MUC1.

Die Entmischungsstudien der lateral ausgedehnten Lipidschichten wurden durch
P. Scheibe in einem Langmuir-Blodgett-Trog durchgefiihrt. Die Isothermen der reinen
Mischungen aus perfluoralkylierten Amphiphilen wiesen instabile Lipidmonoschichten
auf. Erste Untersuchungen mit weniger komplexen Kopfgruppen zeigten zudem eine
partielle Mischbarkeit von alkylierten Lipiden und den hergestellten perfluoralkylierten
Lipiden. Da bei diesen Versuchen dennoch instabile Membranen beobachtet wurden,
sollten die MUC1-Amphiphile in einer ternaren Mischung aus TRIS-PEG 69, DODAMA
70 und der Erkennungsstruktur zum Einsatz kommen. In dieser Mischung konnte die
Grolke der Antigendoménen durch die Mischungszusammensetzung kontrolliert werden.
Die Spezifitat der Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen wurde an der Quarzmikrowaage
untersucht, wobei spezifische Wechselwirkungen zwischen den Antigenen an der
Oberflache der Lipidschicht und einem zugesetzten monoklonalen, MUC1-spezifischen

Antikorper (SM3) nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 4.6: QCM-Messung der ternaren Mischung aus 70/69/64a./!
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Zur immunologischen Evaluierung wurden die perfluoralkylierten Glycoamphiphile 64a-c
in ELISA-Experimenten mit Antikorpern eines Vakzins °TF-MUC1TTox®*! mit gleichem
Glycosylierungsmuster untersucht. Der Vergleich der Verbindungen 64a-c zeigte eine
unterschiedlich starke, jedoch selektive Erkennung aller drei perfluoralkylierten
Glycolipopeptide. Die Verbindung 64b mit Ty-Antigen in 6-Position wies die hochste
Affinitat zu den Antikdrpern des Serums aus der Immunisierung mit dem strukturahnlichen
Vakzin auf. Das Glycoamphiphil 64b zeigte ebenfalls eine selektive Bindung nach
Inkubation mit dem kommerziell erhéltlichen monoklonalen SM3-Antikdrper. Somit
lassen sich trotz Anbindung perfluoralkylierter Ankersysteme komplexe Glycolipopeptide
in ihrer Selektivitdt bezlglich der Glycanseitenketten und des Peptidepitops
immunologisch untersuchen. Die perfluoralkylierten Glycolipopeptide kénnten damit als
Bestandteil liposomaler Krebsvakzine dienen oder zum Nachweis tumorspezifischer

Antikorper in ELISA-Experimenten und Microarrays eingesetzt werden.
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Abb. 4.7: ELISA der Glycolipopeptide 64a-c mit Antiseren aus der Immunisierung mit TTox-Vakzin.[?*!
(links) und ELISA des Glycolipop Ptlds 64b unter Verwendung der Antikdrper aus der
Immunisierung mit *TF-MUC1TTox**®! und des SM3-Antikérpers (rechts).

Um zu entscheiden, ob die perfluoralkylierten Glycolipopeptide als Vakzine dienen
konnen, wurden diese in Immunisierungsstudien untersucht. Hierzu wurden drei Wildtyp-

Méuse mit dem perfluoralkylierten Glycoamphiphil immunisiert und nach der
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Blutentnahme die Antikorper des Serums in ELISA-Tests analysiert. Die Auswertung
ergab, dass alle Seren spezifische Antikorper aufwiesen, jedoch die Bindungsaffinitaten im

Vergleich zu bekannten BSA- oder TTox-Konjugaten gering ausfielen,[188] [216] [217] [218]

Zusatzlich zum Nachweis MUC1-spezifischer Antikorper in den Seren der Mduse sollte
deren Bindungsaffinitdt zu Tumorzellen untersucht werden. Hierzu wurde die FACS-
Messung verwendet, wobei die Serenantikdrper der immunisierten Mause mit der MCF-7
Brusttumorzelllinie inkubiert und analysiert wurden. Es zeigte sich, dass in den Seren der
drei Mdusen tumorspezifische Antikorper zu finden sind. Somit lassen sich durch die
Immunisierung mit nicht-natirlichen perfluoralkylierten Glycolipopeptiden des Mucins

MUC1 tumorspezifische Antikorper im Mausmodell induzieren.
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Abb. 4.8: FACS-Analyse des Glycolipopeptids 64c mit der MCF-7 Tumorzelllinie.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit neuartige perfluoralkylierte
Membranankersysteme und perfluoralkylierte  Glycolipopeptide synthetisiert und
immunologisch evaluiert werden. In allen hier untersuchten perfluoralkylierten
Glycolipopeptiden konnte eine spezifische Wechselwirkung mit Antikérpern in ELISA-
Experimenten nachgewiesen werden. Die Immunisierungen von Mausen zeigten, dass
durch diese nicht-naturlichen Verbindungen tumorspezifische Antikorper induziert werden

konnten. In Bezug auf die Entwicklung effektiver anti-tumor Vakzine sind die
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Bindungsaffinitaten der gebildeten Antikérper jedoch zu gering. Diese schwachen
Bindungsaffinitdten konnten in kinftigen Forschungsarbeiten durch die multivalente

Préasentation der perfluoralkylierten Antigene in liposomalen Vakzinen verstarkt werden.
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5.1 Allgemeines und Messgerate

Lésungsmittel:

Alle Lésungsmittel wurden in der Qualitat pro analysi (p.a.) bezogen und vor Gebrauch
destilliert. Absolute Losungsmittel wurden durch Trocknen nach literaturbekannten

Verfahren!?®®! und anschlieRender Destillation gewonnen.

Diinnschichtchromatographie:

Dinnschichtchromatographische  Untersuchungen wurden mit Kieselgel 60 F245
beschichteten Aluminium-Fertigplatten der Fa. Merck (Darmstadt) angefertigt. Die
Detektion der Verbindungen erfolgte mit Hilfe folgender Methoden:

* Fluoreszenzléschung nach Anregung mit UV-Licht (A = 254 nm).

» Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin, 15 mL Eisessig in 500 mL Methanol).

» Seebach-Reagenz (1.0 g Cer(IV)-sulfat-tetrahydrat, 2.5 g Molybdatophosphor-
séure in 94 mL dest. Wasser und 6 mL konz. Schwefelsaure).

« Zuckerreagenz (1:1 Mischung aus 0.2%iger ethanolischer m-Methoxyphenol-
Losung und 2 M ethanolischer Schwefelsdure).

» 1%ige Kaliumpermanganat-L3dsung.

Nach Eintauchen der Chromatogramme in die entsprechende Ldsung, wurden diese mit

einem HeiRluftfon entwickelt.
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Saulenchromatographie: %4

Fur die Flashchromatographie unter erhohtem Druck (0.2-0.4 mbar) wurde Kieselgel mit
einer PartikelgroBe von 0.032-0.063 nm der Firma Acros Organics (Geel, Belgien)
eingesetzt. Das Laufmittel wurde in der Regel durch Redestillation der Eluate anderer
Chromatographien zuriick gewonnen. Durch Zusatz polarer oder unpolarer Komponente
wurde das Lodsungsmittelgemisch so eingestellt, dass sich fir die Trennung der

Reaktionsgemische ein optimaler R«-Wert ergab.

Fluorous Solid Phase Extraction:!*!

Die Technik der Fluorous Solid Phase Extraction (F-SPE) ist ein schnelles
Elutionsverfahren und dient zur Separation von fluorierten und nicht-fluorierten
Bestandteilen einer Reaktionsmischung. In dieser Arbeit wurde das Kieselgel 60
Cg-Umkehrphase der Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und Fluorous Technologies
(Pittsburgh, USA) eingesetzt. Die stationére Phase ist mit Perfluoroctylethylsilylgruppen

(Si(CH3),CH,CH,CgF17) funktionalisiert und hat eine Partikelgrofie von 0.035-0.070 nm.
Nach dem Auftragen des zuvor in wenig Losungsmittel aufgenommenen Rohprodukts
erfolgte im ersten Schritt nach der Konditionierung die fluorophobe Elution mit
Methanol/Wasser (80:20 oder 70:30) als Elutionsmittel. Im zweiten Schritt wurden die
fluorierten Verbindungen durch Methanol (Methanol+0.1% Trifluoressigséure fiir Peptide)
eluiert. Nach dem Spulen der stationaren Perfluoroctylethylsilyl-Phase mit Aceton wurde
diese mehrfach wiederverwendet. Die Trennung erfolgte in handelstiblichen Spritzen, die

mit den jeweils angegebenen Mengen an perfluoriertem Kieselgel geftllt wurden.

Allgemeine VVorgehensweise: Separation von 100-300 mg Rohprodukt in 0.2 ml
Dichlormethan gel6st, 2 g Perfluoroctylethylsilyl-
Kieselgel.

1. Waschen: Waschen der unbenutzten Perfluoroctylethylsilyl-Phase mit 1 ml
DMF.
2. Konditionierung: Spilen mit 6 ml 80:20 MeOH/H,0.

3. Beladen: Rohprodukt wird in 0.2 ml Dichlormethan gel6st und vollstandig auf

dem Kieselgel adsorbiert
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4. Fluorophobe Elution: Spulen mit 8 ml 80:20 MeOH/H,0, um die organischen

Bestandteile zu eluieren.

5. Fluorophile Elution: Spilen mit 8 ml MeOH, um die fluorhaltigen

Verbindungen zu eluieren.

6. Regeneration: Waschen mit 10 ml Aceton oder THF.

RP-HPLC]

Analytische RP-HPLC wurde mit einer Jasco-HPLC-Pumpe (PU-2080 Plus), einer
terndren Jasco-Gradienteneinheit (LG-2080-02) und einem Jasco-3-Wege-Entgaser
(DG-2080-53) sowie einem Jasco-Diodenarraydetektor (MD-2010 Plus) durchgefuhrt
(Firma Jasco, Easton, USA).

Fur die Reinigung im analytischen Mafistab wurden folgende S&ulen mit einer Flussrate

von 1.0 mL/min verwendet:

* Luna PFP 5 um, 250 x 4.6 mm, der Firma Phenomenex (Torrance, USA).
» Jupiter C18 5 pum, 250 x 4.6 mm, der Firma Phenomenex (Torrance, USA).

Semiprdparative RP-HPLC wurden mit Hilfe zweier Jasco Gradientenpumpen
(PU-2087Plus) und einem variablen Wellenldngendetektor.

Fur die Reinigung im semipraparativen MaRstab wurde folgende S&ule mit einer Flussrate

von 20 mL/min benutzt:

e Luna PFP 5 um, 250 x 20 mm, der Firma Phenomenex (Torrance, USA).

Zur Elution flr die analytische und semipréparative HPLC dienten Gemische aus
Acetonitril/Wasser oder Methanol/Wasser mit einem Zusatz von 0.1% Trifluoressigsaure,
falls erforderlich. Acetonitril (HPLC-grade) und Methanol (HPLC-grade) wurden bei der
Firma Fisher Scientific (Schwerte) oder Sigma Aldrich (St. Louis, USA) erworben. Das
HPLC-Wasser wurde einer Simplicityl85-Anlage der Firma Millipore (Billerica, USA)
entnommen. Die jeweiligen Gradienten sowie die Wellenlange, bei der die Detektion

erfolgte, sind bei den entsprechenden Verbindungen angegeben.

Festphasenpeptidsynthese:
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Die Synthesen der Peptide und Glycopeptide wurden vollautomatisch an der festen Phase
eines Perkin-Elmer ABI 433A-Peptidsynthesizers der Firma Applied Biosystems (Foster
City, USA) durchgefiihrt. Zur Synthesekontrolle diente ein externer Perkin-Elmer Series
200 UV/Vis-Detektor der Firma Applied Biosystems. Die Trégerpolymere stammten von
der Firma Calbiochem-Novabiochem AG (L&ufelingen, Schweiz) und der Firma Rapp
Polymere GmbH (Tlbingen) unter Verwendung der Aminosaurebausteine von Orpegen
Pharma (Heidelberg) und Calbiochem-Novabiochem AG (L&ufelingen, Schweiz). In den
repetitiven Reaktionsschritten erfolgte zuerst die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
durch Behandlung (3x2.5 min) des Trdagers mit einer 20%igen Piperidinlosung in
N-Methylpyrrolidin (NMP). Die UV-Detektion, des bei der Abspaltung gebildeten
Dibenzofulven-Piperidin-Addukts, erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 301 nm. Die
Aminosaurekupplungen wurden mit 1 mmol des Aminosaurebausteins, unter vorheriger
Aktivierung mit 1 mmol HBTU, 1 mmol 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 2 mmol N-
Ethyldiisopropylamin (DIPEA) in N,N'-Dimethylformamid, unter starkem Schutteln durch
die Vortexeinheit (20-30 min) durchgefiihrt. Nach jeder Kupplung wurden nicht-
umgesetzte Aminogruppen finf Minuten durch Acetylierung mit einer Losung aus 0.5 M
Acetanhydrid, 0.125 M DIPEA und 0.015 M HOBt in NMP (Capping-Reagenz) terminiert.
Das Polymerharz wurde nach jedem Syntheseschritt mit NMP gespult und nach Abschluss

der Synthese mit Dichlormethan gewaschen

Massenspektrometrie:

Die Massenspektren wurden mit folgenden Geraten aufgenommen:

» ESI-Massenspektren wurden mit einem Micromass LCT-Spektrometer der
Firma Micromass (Manchester, England) gemessen.

» Hochaufgeloste HR-ESI-TOF-Spektren wurden mit einem Micromass
(Manchester, England) Q-TOF Ultima Spektrometer aufgenommen.

*  MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem Bruker Time-of-flight-
Spektrometer (Bruker: Billerica, USA) aufgnommen. Als Matrix diente
2,5-Dihydroxybenzoeséure (dhb, 17 mg/mL in Wasser/Acetonitril 1:1, + 0.1%
TFA).

Die molekularen Massen in runden Klammern beziehen sich auf die natirliche
Isotopenverteilung, Molmassen in eckigen Klammern hingegen auf die exakten Massen

der Isotope.
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Drehwerte:

Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer (Massachusetts, USA)
Polarimeter 241 bei den Wellenldngen A = 546 nm und A = 578 nm in einer 10 cm langen
Polarimeterzelle gemessen und auf die Natrium-D-Linie (A = 589.5 nm) extrapoliert. Das
Losungsmittel, die Temperatur und die Konzentration (in g/100 mL ), wurden fur die

einzelnen Verbindungen vermerkt.

NMR-Spektroskopie:

Die 'H-, *C- und *F-NMR-Spektren wurden an folgenden Geraten der Firma Bruker

(Bremen) aufgenommen:

«  Bruker WT-300: 300 MHz-*H-NMR und 75.5 MHz-*C-NMR
«  Bruker AM-400: 400 MHz-'H-NMR, 100.6 MHz-*C-NMR
sowie 376.4 MHz-*F-NMR

Die angegebenen Werte der chemischen Verschiebungen 6 (in ppm) beziehen sich auf das
Signal des verwendeten deuterierten Losungsmittels.[2”) Die Zuordnung der Protonen- und
Kohlenstoffsignale erfolgte unter Verwendung von COSY-, HSQC- und HMBC-
Experimenten, soweit angegeben. Die Atome der Aminosauren wurden durch indizierte

griechische Buchstaben markiert.

Fur die Multiplizitaten der Signale gilt:

Sp breites Singulett

d Dublett

dd Dublett vom Dublett

ddd Dublett vom Dublett vom Dublett
t Triplett

td Triplett vom Dublett

q Quartett

m Multiplett
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Folgende Reste wurden in den NMR-Daten abgekiirzt:

All Allyl-Rest
Pen Pentyl-Rest
Hep Heptyl-Rest

Die Kohlenstoffatome der Perfluoralkylketten mit direkter Bindung zu Fluoratomen sind
durch die C-F-Kopplungen in **C-NMR-Spektren nicht detektierbar und werden in den
jeweiligen analytischen Daten nicht angefuhrt.
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5.2 Allgemeine Versuchsvorschriften

AV1: Alkylierung und Alkenylierung®* [®!

Eine Losung des Alkohols und des Bromalkens bzw. des Bromalkans in trockenem
Dimethylsulfoxid wurde in mehreren Portionen mit gepulvertem Kaliumhydroxid unter
starkem Ruhren versetzt. Nach 24-stundigem Rlhren unter Argon bei Raumtemperatur
wurde mit Eiswasser versetzt und viermal mit Toluol extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dreimal mit einer ges. Natriumchlorid-L&sung gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet und anschliefend i. Vak. vom Loésungsmittel befreit. Das

Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt.

AV2: Spaltung des Acetonids®*”]

Das Isopropyliden-blockierte Derivat wird in Methanol gelést und mit 2.00 g/mmol
Dowex® versetzt. Nach einer Stunde Riihren bei 45 °C am Rotationsverdampfer (DC-
Kontrolle) wurde der lonentauscher abgesaugt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der

Rickstand wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt.

AV3: Perfluoralkylierung™™®

Das Alkenylderivat und das Perfluoriodid wurden in n-Hexan gelést und unter
Lichtausschluss auf 0 °C gekdhlt. Es folgte die Zugabe von Triethylboran (1M in Hexan).
Nach zehnmindtigem Ruhren bei 0 °C wurde die Kihlung entfernt und es wurde weitere
zwei Stunden mit offenem Deckel geriihrt. Das Losungsmittel wurde dann evaporiert und
der Ruckstand wurde in Diethylether aufgenommen und dreimal mit einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das

Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt.
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AV4: Hydrierung und Deiodierung®¥

Eine Suspension aus 700 mg/mmol Pd/C (10 %) in Ethylacetat wurde unter
Wasserstoffatmosphére vorgelegt (mehrfaches Ent- und Beluften). Anschliefend wurde
eine  Losung aus der Perfluoriodverbindung und Natriumacetat in einem
Losungsmittelgemisch aus Methanol/Ethylacetat (1:1) zugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht unter Wasserstoffatmosphédre bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Suspension wurde durch Hyflo® filtriert und der Filterkuchen wurde mit Methanol und
Ethylacetat gewaschen. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt, der Rickstand wurde in
Petrolether aufgenommen und die unl6éslichen Bestandteile wurden durch Filtration
abgetrennt. Das Filtrat wurde bis zur Trockene eingeengt und ohne weitere Reinigung in

der néchsten Stufe eingesetzt.

AV5: Carboxylierung™®?

Zu einer eisgekuhlten Lésung aus Diglycolsaureanhydrid in absol. Dichlormethan wurden
nacheinander das Perfluoramin in absol. Dichlormethan und Triethylamin zugegeben.
Nach dem Erwédrmen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch Uber Nacht
gertihrt (DC-Kontrolle). Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rickstand
wurde in Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde dann mit einer
1N Salzsaure-Lésung und einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlielende wurde das Losungsmittel i. Vak. verdampft.
Die Isolation des Produkts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel.
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5.3 Synthese perfluorierter Membranankersysteme

Synthese des Membranankersystems mit Boc-Schutzgruppe

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (2)*¥
BocTRIS >L )Ok on

8 e
Es wurden 6.06 g (50.0 mmol) Tris(hydroxymehtyl)aminomethan (TRIS) wurde in 180 mL
Methanol gelost. AnschlieBend wurde eine Lsung aus 11.1 mL (52.0 mmol, 1.04 Aquiv.)
Di-tert-Butyldicarbonat in 40 mL Methanol Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
zugetropft. Die Reaktionslosung wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel und tert-Butanol wurden unter reduziertem Druck entfernt und der
Ruckstand wurde i. Hochvak. getrocknet. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung
in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 10.8 g (48.9 mmol, 98% d.Th.), farbloser Feststoff.

R¢=0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1).

CoH1sNOs (221.25 g mol™) [221.13].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 3.65 (s, 6H, CH,0), 1.41 (s, 9H, CHs(tBu)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 157.9 (COOtBuU), 64.5 (Cq(tBu)), 62.7, 62.6, 62.6
(3xCH,0), 61.3 (Cq(TRIS)), 28.5 (3xCHs(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®¥

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-tris[(allyloxy)methylJaminomethan (3)1*/
BocTRIS(H3); o s
oy £
Ansatz: 2.01 g (9.04 mmol) 2

4.7 mL (54.2 mmol, 6.0 Aquiv.) Allylbromid

3.04 g (54.2 mmol, 6.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid

80 mL trockenes DMSO
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Vorschrift:  AV1E4

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 9:1)
Ausbeute:  2.25 g (6.59 mmol, 73% d. Th.), gelbe Flussigkeit.

Rt = 0.56 (Toluol/Ethylacetat 9:1).

C1gH31NOs (341.44 g mol™) [341.22].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.94-5.81 (m, 3H, CH=CH,), 5.28-5.14 (m, 6H,
CH=CH,), 4.96 (s, 1H, NH), 3.99-3.97 (m, 6H, OCH,), 3.69 (s, 6H, CH,0), 1.41 (s, 9H,
CHs(tBu)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 154.8 (COOtBu), 134.8 (CH=CH,), 116.7
(CH=CH,), 80.0 (C(tBu)), 72.3 (3xOCH,CH=CH,), 69.1 (3xCH,0), 58.5 (Cq(TRIS)),
28.3 (3xCHj(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*¥

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-tris[(2-i0od-4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadeca-

i [94]
fluorundecyloxy)methylJaminomethan (4) BocHNgﬁ\O/Y\CsFﬂ)
BocTRIS(IH3F8); ' ?

Ansatz: 2.60 g (7.6 mmol) 3
7.8 mL (29.7 mmol, 3.9 Aquiv.) Perfluoroctyliodid
0.46 mL (4.60 mmol, 0.6 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
5 mL n-Hexan

Vorschrift: ~ Av3t

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)

Ausbeute:  9.00 g (4.60 mmol, 60% d.Th.), farbloses Wachs.

Rt = 0.50 (Toluol).

CaoHa1Fs11sNOs (1979.33 g mol ™) [1978.85].

IH-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 4.94 (s, 1H, NH), 4.39-4.34 (m, 3H, CHI), 3.81 (s,
6H, CH,0), 3.75-3.67 (m, 6H, OCH.,), 3.03-2.65 (m, 6H, CH,RF), 1.42 (s, 9H, CHa(tBu)).
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¥C-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 154.7 (COOtBuU), 98.1 (Cq(tBu)), 75.7 (3xOCHy),
69.4 (3xCH,0), 58.8 (Cq(TRIS)), 37.8 (t, 3C, CH,R", Jur = 21.2 Hz), 28.2 (CH5(tBu)),
14.5 (3xCH]).

F NMR (376.5 MHz, CDCls), ¢ (ppm): -81.2 (m, 9F, CF3), -112.9 — (-115.1) (m,
6F), -122.0 (m, 6F), -122.3 (m, 12F), -123.2 (m, 6F), -124.0 (m, 6F), -126.6 (m, 6F).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluor-

undecyloxy)methylJaminomethan (5)® NCHF
yloxy) vil ®) BocHN{gx\c;ﬂ
BocTRIS(H3F8); © CoFar
Ansatz: 9.00 g (4.55 mmol) 4
3.00 g Pd/C (10 %)

4.50 g (54.7 mmol, 12.0 Aquiv.) Natriumacetat

120 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4®4
Ausbeute:  7.00 g (4.40 mmol, 96% d.Th.), farbloses Wachs.
CuoH34F5:NOs (1601.64 g mol™) [1601.16].
'H-NMR (300 MHz, CDCl5), & (ppm): 4.84 (s, 1H, NH), 3.65 (s, 6H, CH,0), 3.50 (t, 6H,
OCH,, Jyp = 5.9 Hz), 2.23-2.20 (m, 6H, CH,RF), 1.90-1.80 (m, 6H, CH,CH,R"), 1.42 (s,
9H, CHs(tBu)).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 154.7 (COOtBU), 79.2 (Cq(tBu)), 69.7 (3xOCH,),
69.5 (3xCH,0), 58.3 (Cq(TRIS)), 28.2 (3xCH,CH,R"), 27.7 (t, 3C, CH,R", Jur = 21.8
Hz), 20.6, 20.6, 20.5 (3xCHj(tBu)).

YENMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.3 (t, 9F, CFs, Jer = 9.8 Hz), -114.8 (m,
6F), -122.3 (m, 18F), -123.2 (m, 6F), -123.9 (m, 6F), -126.6 (M, 6F).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®¥
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Tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)methyl]-amino-

methan (6)° {omcsm
H,N (o) CgFy7
TRIS(H3F8); g

Das Boc-Derivat 5 (6.60 g, 4.2 mmol) wurde in 230 mL Dichlormethan gel6st und mit
15.0 mL Trifluoressigsaure versetzt. Nach dreistlindigem Rihren bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel i. Vak. eingeengt und mit Toluol kodestilliert. Der Rickstand
wurde anschlieBend mit Ammoniumhydroxid versetzt und dreimal mit je 250 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je
200 mL Wasser und einmal mit 200 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen und
mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 6.02 g (4.00 mmol, 95% d.Th.), gelbes Wachs.

Ca7H26F51NOs (1501.53 g mol™) [1501.11].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1501.99 ([M+H]", ber.: 1502.12).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 3.49 (t, 6H, OCH,, Jun = 6.0 Hz), 3.33 (s, 6H,
CH,0), 2.23-2.05 (m, 6H, CH,R"), 1.91-1.82 (m, 6H, CH,CH,R"), 1.65 (s, 1H, NH).
B3C-NMR (75 MHz, CDCl3), é (ppm): 72.6 (3xCH,0), 69.7 (3xOCH,), 55.9 (Cq(TRIS)),
27.7 (t, 3C, CH2R", Jyy ¢ = 22.8 Hz), 20.6 (CH,CH,R").

YF NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.3 (t, 9F, CF3, Jgr = 9.8 Hz), -114.8 (m, 6F), -
122.3 (m, 18F), -123.2 (m, 6F), -124.0 (m, 6F), -126.6 (m, 6F).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®¥

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecafluorundecyloxy)methyllaminomethan (7)
HOOCTRIS(H3F8 o ? AN
( . Ho)JVO\)LN{g/\/\?ﬁE;
H 0GRy,

Ansatz: 1.25 g (0.8 mmol) 6

0.12 g (1.04 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolséureanhydrid

0.22 mL (1.60 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin

40 mL absol. Dichlormethan



5.3 Synthese perfluorierter Membranankersysteme 101

Vorschrift: ~ Av5s1t*

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 1.00 g (0.64 mmol, 80% d. Th.), farbloses Wachs.

Rt = 0.58 (Dichlormethan/Methanol 8:1).

CsH30Fs1NO7 (1617.60 g mol™) [1617.12].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1640.22 ([M+Na]", ber.: 1640.11), 3257.41 ([2M+Na]", ber.:
3257.32).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 4.15 (s, 2H, OCH,COOH), 3.98 (s, 2H,
OCH,CONH), 3.76 (s, 6H, CH,0), 3.55 (t, 6H, OCHj, Jun = 5.9 Hz), 2.34-2.16 (m, 6H,
CH,R"), 1.91-1.81 (m, 6H, CH,CH,R").

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), é (ppm): 171.4 (C=0), 159.0 (C=0), 70.2 (CH,C=0), 70.1
(CH,C=0), 70.7 (3xCH,0), 69.1 (OCH,R"), 61.1 (Cq(TRIS)), 28.7 (t, 1C, CH,R", Juf =
22.9 Hz), 21.6 (CH,CH,R").

YENMR (376.5 MHz, CDCl3), 6 (ppm): -81.0 (t, 9F, CFs, Jer = 9.5 Hz), -114.5 (m,
6F), -122.0 (m, 18F), -122.9 (m, 6F), -123.6 (m, 6F), -126.3 (m, 6F).

Diazotransfer

Trifluormethansulfonylazid (Triflylazid) — Lésung (12)*4

(0]
I

N3—S—CF
TfN; 3 X 3

Zur Herstellung der Diazotransferlésung wurden 10.7 g (165 mmol, 4.0 Aquiv.)
Natriumazid in 20 mL dest. Wasser gelost und mit 20 mL Toluol versetzt. Das auf 0 °C
gekunhlte zweiphasige System wurde unter sehr starkem Rihren tropfenweise mit 13.7 mL
(82.5mmol, 2.0 Aquiv.) Trifluormethansulfonsaureanhydrid versetzt und weitere 30
Minuten bei 0 °C geruhrt. Danach wurde die Temperatur auf 10 °C erhéht und es wurde
weitere zwei Stunden gerlhrt, bevor soviel einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-
Losung zugegeben wurde bis keine Gasentwicklung mehr feststellbar war. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase wurde dreimal mit je 35 mL Toluol extrahiert. Die

vereinigten toluolischen Phasen wurden zur Diazotransfer-Reaktion eingesetzt.
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Imidazol-1-sulfonylazid-Hydrochlorid (14)***

N g N/§N
-
ImN3-HCI 5= g

Zu einer eisgekiihlten Suspension aus 32.5 g (500 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriumazid in 500
mL Acetonitril (HPLC Grade) wurden langsam 40.5mL (500 mmol, 1.0 Aquiv.)
Sulfurylchlorid getropft und das Gemisch wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht gertihrt.
AnschlieRend wurde die eiskalte Lésung portionsweise mit 65.0 g (950 mmol, 1.9 Aquiv.)
Imidazol versetzt und weitere drei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension
wurde mit 1000 mL Ethylacetat verdiinnt, zweimal mit je 500 mL dest. Wasser und
zweimal mit je 1000 mL einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen,
uber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Filtrat wurde unter starkem Rihren
tropfenweise einer Losung aus Salzsdure in Ethanol [tropfenweise Zugaben von 53.5 mL
(750 mmol, 1.5 Aquiv.) Acetylchlorid zu 190.0 mL eiskaltem absol. Ethanol] zugesetzt. Es
wurde mit Eis gekuhlt, der farblose Niederschlag wurde abgesaugt und der Filterkuchen

wurde dreimal mit je 250 mL Ethylacetat gewaschen.

Ausbeute: 79.6 g (380 mmol, 76% d.Th.), farblose Kristalle. Schmp.: 95 °C.

C3H4CIN50,S (209.61 g mol™) [208.98].

'H-NMR (300 MHz, D,0), 8 (ppm): 9.40 (m, 1H, H-2), 8.04-8.03 (m, 1H, H-5), 7.62-7.61
(m, 1H, H-4).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.***!

Tris(hydroxymethyl)azidomethan (13)!'

N3TRIS
OH
N OH
o
Methode A: Diazotransfer mittels ImN3-HCI (Analog der Vorschrift aus [114])

Eine Losung aus 25.1 g (207 mmol) Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 69.5 g (828 mmol,
4.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat und 2.05 g (8.28 mmol, 0.04 Aquiv.) Kupfer(ll)-
sulfat-Pentahydrat in 1000 mL Methanol und 155 mL dest. Wasser wurde mit 53.61 g
(310.4 mmol, 1.5 Aquiv.) Imidazol-1-sulfonylazid-Hydrochlorid versetzt und 24 Stunden
bei Raumtemperatur stark geruhrt. Der Fortschritt der Reaktion wurde mittels

Dunnschichtchromatographie  kontrolliert und der vollstdndige Reaktionsumsatz
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schlieBlich durch den Farbwechsel von blau zu griin angezeigt. Die Reaktionslésung wurde
i. Vak. eingeengt durch Hyflo® filtriert und der Filterkuchen wurde mit 900 mL Ethylacetat
und 450 mL Isopropanol gewaschen. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der
Rickstand wurde zur Entfernung der Kupferreste mittels Kieselgel-Filtrationssaule
(Laufmittel: EE) gereinigt. Anschlielende Umkristallisation aus Ethylacetat/Diethylether
fihrt zum Diazotransferprodukt.

Ausbeute: 24.59 g (170 mmol, 87% d.Th.), farblose Kristalle, Schmp.: 57 °C. Ry=0.38
(EE).

Methode B: Diazotransfer mittels TfN3 (Analog der Vorschrift aus [113])

Es wurden 5.00g (41.3 mmol) Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 13.9 g (165 mmol,
4.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat und 0.41 g (1.7 mmol, 0.04 Aquiv.) Kupfer(ll)-
sulfat-Pentahydrat in 55 mL dest. Wasser gelést und mit 100 mL der toluolischen
Triflylazid-Stammlosung (s.0.) versetzt. AnschlieBend wurden dem Zweiphasensystem
350 mL Methanol zugegeben und es wurden 24 Stunden bei Raumtemperatur stark
geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde durch Hyflo® filtriert und der Filterkuchen wurde mit
300 mL Ethylacetat und 150 mL Isopropanol gewaschen. Das Losemittel wurde i. Vak.
entfernt, wobei die Temperatur stets unter 25 °C gehalten wurde. Der Rickstand wurde zur
Entfernung der Kupferreste mittels einer Kieselgel-Filtrationssaule (Laufmittel:
CH,Cl,/MeOH 4:1) vorgereinigt. AnschlieRende Umkristallisation aus
Ethylacetat/Diethylether fiihrte zum Diazotransferprodukt.

Ausbeute: 4.11 g (27.9 mmol, 68% d.Th.), farblose Kristalle, Schmp.: 57-58 °C.
R¢ = 0.43 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
C4HoN303 (147.13 g mol™) [147.06].

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 4.84 (t, 3H, J = 5.5 Hz, OH), 3.48 (d, 6H,
J=5.5 Hz, CH,0).

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 68.63 (Cq(TRIS)), 61.05 (3xCH,0).
IR (KBr, cm™): 2105 (s, N3), 3367 (br s, OH).
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Synthese von Membranankersystemen mit einer Perfluoralkylkette

5-Azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-5-yl-methanol (15)1!%

O
N;TRIS(Pr) M{JL

OH

Analog der Vorschrift aus [228]

Es wurden 16.0g (109 mmol) Tris(hydroxymethyl)azidomethan 13 in 120 mL
Dimethylformamid geldst und mit 16.2 mL (131 mmol, 1.2 Aquiv.) 2,2-Dimethoxypropan
und 124 g (650 mmol, 0.06 Aquiv.) para-Toluolsufonsaure versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt, mit 250 mL
Diethylether  verdinnt und dreimal mit je 100 mL einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie dreimal mit je 100 mL einer gesattigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die etherische Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts

erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 3:1).
Ausbeute: 9.45 g (50.5 mmol, 46% d.Th.), gelbes OI. R¢ = 0.28 (Toluol/Ethylacetat 3:1).
C;H13N303 (187.20 g mol™) [187.10].

ESI-MS (positiv), (m/z): 468.43 ([3M(NH,)+H-2N,—Ns]*, ber.: 468.30), 500.46
([3M+Na—3N,]", ber.: 500.26).

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 3.93 (m, 4H, CH,0iPr) 3.55 (s, 2H, CH,OH), 1.46,
1.44 (s, 6H, CHa(iPr)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 99.08 (Cq(iPr)), 64.48 (2xCH,0iPr), 64.06
(CH,0H), 59.95 (Cq(TRIS)), 24.71, 21.79 (2xCHa(iPr)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.™”
5-(Allyloxymethyl)-5-azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan (16a)

_ ol
NsTRIS(Pr)(H3) N3{g/\/

Ansatz: 4.50 g (24.0 mmol) 15
3.2 mL (36.1 mmol, 1.5 Aquiv.) Allylbromid
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2.03 g (36.1 mmol, 1.5 Aquiv.) Kaliumhydroxid
80 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ Av1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 9:1)
Ausbeute:  4.93 g (21.7 mmol, 90% d. Th.), gelbe Fllssigkeit.
R¢ = 0.58 (Toluol/Ethylacetat 9:1).
C1oH17N30;5 (227.26 g mol™) [227.13].
ESI-MS (positiv), (m/z): 371.21 ([M+H-N3]", ber.: 371.24).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm): 5.95-5.82 (m, 1H, CH=CH,), 5.32-5.18 (m, 2H,
CH=CHy), 4.03-3.79 (m, 6H, CH,CH=CH,, 2xCH,0iPr), 3.47 (s, 2H, CH,OAll), 1.45,
1.44 (2xs, 6H, CH3(iPr)).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 134.17 (CH=CH,), 117.55 (CH=CH,), 98.81
(Cq(iPr)) 77.63 (CH,CH=CHy,), 70.95 (CH,0AIl), 64.37 (2xCH,0iPr), 58.77 (Cq(TRIS)),
24.15, 22.66 (2xCHs(iPr)).

5-Azido-2,2-dimethyl-5-((pent-4-enyloxy)methyl)-1,3-dioxan (16b)

NsTRIS('Pr)(H5) o)

Ansatz: 2.00 g (10.7 mmol) 15
1.9 mL (16.0 mmol, 1.5 Aquiv.) 5-Bromopenten
0.90 g (16.0 mmol, 1.5 Aquiv.) Kaliumhydroxid
36 mL trockenes DMSO
Vorschrift:  AV1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 9:1)
Ausbeute: 1.89 g (7.41 mmol, 69% d. Th.), farblose Flissigkeit.
R¢ = 0.38 (Toluol).
C12H21N305 (255.31 g mol™) [255.16].
ESI-MS (positiv), (m/z): 532.25 ([2M+Na]", ber.: 533.31).

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 5.87-5.74 (m, 1H, CH=CHj), 5.06-4.94 (m, 2H,
CH=CH,), 4.00-3.77 (m, 4H, CH,OiPr), 3.48-3.44 (m, 4H, CH,OPen, OCH,Pen), 2.16-
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2.08 (m, 2H, CH,CH=CH,), 1.72-1.63 (m, 2H, OCH,CH,Pen), 1.45, 1.43 (2xs, 6H,
CHs(iPr)).
BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 138.12 (CH=CH,), 115.26 (CH=CH,), 72.49

(OCH,Pen), 7156 (CH,OPen), 66.44 (Cq(TRIS)), 64.45 (2xCH,OiPr), 30.33
(CH,CH=CH},), 28.81 (OCH,CH,Pen), 24.16, 22.79 (2xCHa(iPr)).

5-(Heptenyloxymethyl)-5-azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan (16c¢)

NsTRIS(Pr)(H7) ol
Na{gw

Ansatz: 704 mg (3.76 mmol) 15

0.86 mL (5.65 mmol, 1.5 Aquiv.) 7-Bromhepten

0.32 g (5.65 mmol, 1.5 Aquiv.) Kaliumhydroxid

10 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ Av1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 9:1)
Ausbeute: 820 mg (2.9 mmol, 77% d. Th.), farblose Flissigkeit.
R¢=0.13 (Toluol).
C14H25N30; (283.37 g mol™) [283.19].
ESI-MS  (positiv), (m/z): 266.17 ([M+Na—(Pr)]*, ber. 266.15), 459.36
([2M+H-N,—(2x'Pr)]*, ber.: 459.32), 495.35 ([2M+Na—2N,—Allyl-C,H4]*, ber.: 495.34),
702.55 ([3M+H-N,—(3x'Pr)]", ber.: 702.48).
'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.87-5.73 (m, 1H, CH=CH,), 5.03-4.91 (m, 2H,
CH=CHy), 3.75 (m, 4H, CH,0O(iPr)), 3.64 (s, 2H, CH,OHep), 3.48 (t, 2H, JcHoHep, ocH2 =
6.5 Hz, OCH,Hep), 2.08-2.01 (m, 2H, CH,CH=CH,), 1.64-1.55 (m, 2H, OCH,CH,Hep),
1.46-1.29 (m, 10H, (CHy),, {1.45, 1.43} 2xCHjs(iPr)).

BC.NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 139.01 (CH=CH,), 114.65 (CH=CH,), 72.60
(OCH,Hep), 72.30 (CH,OHep), 66.39 (Cq(TRIS)), 64.56 (2xCH,0iPr), 33.82
(CH,CH=CH,), 29.51 (OCH,CH,Hep), 28.79 (CH,Hep), 25.64 (CH,Hep), 24.26, 22.71
(2xCHa(iPr)).
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2-(Allyloxymethyl)-2-azidopropan-1,3-diol (17a)

OH
NsTRIS(H3) N3{8”A/

Ansatz: (0.50 g, 2.2 mmol) 16a
4.40 g Dowex®
60 mL Methanol
Vorschrift: ~ Av2it]
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 1:1)
Ausbeute:  313.0 mg (1.7 mmol, 77% d. Th.), farbloses Ol.
Rt =0.29 (Toluol/Ethylacetat 1:1).
C7H13N305 (187.20 g mol™) [187.10].
ESI-MS (positiv), (m/z): 160.10 ([M+H-N,]*, ber.: 160.10), 319.18 ([2M+H-2N,]",
ber.: 319.19), 341.16 ([2M+Na—2N,]", ber.: 341.17), 369.18 ([2M+Na—-N;]", ber.: 369.18),
500.27 ([3M+Na—3N_]", ber.: 500.26), 506.28 ([3M+H-2N,]", ber.: 506.28), 534.28
([3M+H-N_]*, ber.: 534.29).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 5.95-5.82 (m, 1H, CH=CH,), 5.33-5.20 (m, 2H,
CH:CHz), 4.04 (dt, 2H, JOCHZ,CHZO = 1.3, JCH, OCH2 — 5.7 HZ, CH2CH:CH2), 3.76 (Sb, 2H,
CH,OH ), 3.64 (s, 2H, CH,OAIl), 2.56 (sp, 2H, OH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 133.89 (CH=CH,), 118.00 (CH=CH,), 72.81
(CH,CH=CH,), 71.34 (CH,0All), 64.19 (2xCH,0OH).

2-Azido-2-((pent-4-enyloxy)methyl)propan-1,3-diol (17b)

OH

N;TRIS(H5) Ns{gw

Ansatz: 1.89 g (8.79 mmol) 16b
17.6 g Dowex®
240 mL Methanol
Vorschrift: ~ Av2it]

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 1:1)
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Ausbeute: 1.40 g (6.5 mmol, 74% d.Th.), farbloses Ol.

R¢=0.29 (Toluol/Ethylacetat 2:1).

CoH17N30;5 (215.15 g mol™Y) [215.13].

ESI-MS (positiv), (m/z): 403.26 ([2M+H-N,]", ber.: 403.26), 618.39 ([3M+H-N,]",
ber.: 618.38).

IH-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 5.87-5.73 (m, 1H, CH=CHj), 5.06-4.95 (m, 2H,
CH=CH,), 3.75-3.74 (m, 4H, CH,0H), 3.63 (s, 2H, CH,0Pen), 3.49 (t, 2H, Jchzpen, otz =
6.4 Hz, OCH,Pen), 2.52 (sy, 2H, OH), 2.16-2.08 (M, 2H, CH,CH=CH}), 1.73-1.64 (m, 2H,
OCH,CH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 138.12 (CH=CH,), 115.24 (CH=CH,), 72.43
(OCH;Pen), 7155 (CH,OPen), 66.45 (Cq(TRIS)), 64.32 (2xCH,OH), 30.31
(CH,CH=CH,), 28.80 (OCH,CH,).

2-Azido-2-((hept-6-enyloxy)methyl)propan-1,3-diol (17c)

OH
OH
NgTR | S(H?) N34€O/\/\/\/

Ansatz: 0.82 g (2.90 mmol) 16¢
5.8 g Dowex®
80 mL Methanol
Vorschrift: ~ Av2it]
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 1:1)
Ausbeute:  0.64 g (2.63 mmol, 91% d. Th.), farbloses Ol.
Rt =0.48 (Toluol/Ethylacetat 1:1).
C11H21N303 (243.30 g mol™) [243.16].
ESI-MS (positiv), (m/z): 266.14 ([M+Na]®, ber.. 266.15), 459.36 ([2M+H-N,]",

ber.: 459.32), 702.48 ([BM+H-Nj]", ber.:702.48), 911.63 ([4AM+H—(3xN,)]",
ber.: 911.60).

IH-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 5.86-5.73 (m, 1H, CH=CH}), 5.03-4.91 (m, 2H,
CH=CHy), 3.75-3.74 (m, 4H, CH,OH), 3.64 (s, 2H, CH,OHep), 3.48 (t, 2H, JcrzHep, ocHz =
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6.5 Hz, OCH,Hep), 2.33 (s, 2H, OH), 2.08-2.01 (m, 2H, CH,CH=CH.,), 1.64-1.55 (m, 2H,
CHzHep), 1.46-1.29 (m, 4H, (CHz)zHep).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 139.02 (CH=CH,), 114.64 (CH=CH,), 72.58
(OCHzHep), 72.30 (CH,OHep), 66.40 (Cq(TRIS)), 64.50 (2xCH,OH), 33.82
(CH2CH=CH), 29.50 (OCH,CH,Hep), 28.76 (CH,Hep), 25.63 (CH;Hep).

1-(3-(Allyloxy)-2-azido-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18a)

N3 TRIS(H11),(H3) . {Z/\/\/\/\Cus
Ansatz: 0.65 g (3.47 mmol) 17a
3.1 mL (13.9 mmol, 4.0 Aquiv.) 1-Bromundecan
0.78 g (13.9 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
15 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ AV1E®!
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute:  1.16 g (2.34 mmol, 68% d. Th.), gelbe Flussigkeit.
R¢=0.73 (Toluol).
CaoHs7N30;5 (495.78 g mol™) [495.44].
ESI-MS (positiv), (m/z): 468.43 ([M+H-N,]*, ber.: 468.44), 957.85 ([2M+Na—2N,]*
ber.: 957.86).

'H-NMR (300 MHz, CDCly), ¢ (ppm): 5.95-5.82 (m, 1H, CH=CHj), 5.31-5.16 (m, 2H,
CH=CH,), 4.01 (dt, 2H, Jocrz.ccrzo = 1.5, Jer ockz = 5.5 Hz, CH,CH=CH,), 3.55 (s, 2H,
CH,0AIl), 3.54 (s, 4H, CH,0AIK), 3.44 (t, 4H, Jcroak, ocrz = 6.5 Hz, OCH,AIK), 1.26 (m,
36H, CH,(AIK)), 0.88 (t, 6H, Ju11 1110 = 6.7 Hz, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 134.63 (CH=CH,), 117.10 (CH=CH,), 77.62
(CH,CH=CH,), 71.99 (2xOCH,AIK), 70.70 (2xCH,0AIk), 70.22 (2xCH,OAIl), 66.08
(Cq(TRIS)), 32.06 (2xCH,(2)(Alk)), 29.78 (6XCH,(AIK)), 29.69, 29.59, 29.50
(6CxCH,(AlK)), 26.19 (2xCH,(9)(AIK)), 22.83(2xCH,(10)(AlK)), 14.26 (2xCHs(AlK)).
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1-(2-Azido-3-(pent-4-enyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18b)

N3TRIS(H11),(H5) O G

R A
Ansatz: 0.65 g (3.47 mmol) 17b
3.1 mL (13.88 mmol, 4.0 Aquiv.) 1-Bromundecan
0.78 g (13.88 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
15 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ AV1E!
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute: 2.71 g (5.17 mmol, 79% d.Th.), farblose Flussigkeit.
Rt = 0.11 (Cyclohexan).
Ca1He:N30; (523.83 g mol™) [523.47].

ESI-MS (positiv), (m/z): 546.47 ([M+Na]*, ber.: 546.46), 1069.95 ([2M+Na]",
ber.: 1069.93).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), é (ppm): 5.88-5.75 (m, 1H, CH=CH,), 5.06-4.93 (m, 2H,
CH=CH,), 3.53-3.52 (m, 6H, OCH,), 3.48-3.41 (m, 6H, CH,0), 2.16-2.08 (m, 2H,
CH,CH=CH,), 1.71-1.62 (m, 2H, OCH,CH,Pen), 1.61-1.51 (m, 4H, OCH,CH,AIK), 1.25
(m, 32H, CH,(AIK)), 0.88 (M, 6H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 138.45 (CH=CH,), 114.95 (CH=CH,), 72.06
(OCH,Pen), 71.17 (CH,OPen), 70.88 (2xOCHAlk), 70.77 (2xCH,OAIK), 66.16
(Cq(TRIS)), 32.13 (2xCH,(2)(Alk)), 30.40 (CH,CH=CH,), 29.85 (6xCH.(Alk)), 29.77,
29.66, 29.57 (6xCHa(Alk)), 28.97 (OCH,CH,Pen), 26.27 (2xCHa(9)(AIK)), 22.90
(2xCH,(10)(AlK)), 14.32 (2xCH3(AlK)).

1-(2-Azido-3-(hept-6-enyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18c)

N3 TRIS(H11),(H7) O e,
NN
Ns{g/\/\/\/ C4H7
Ansatz: 0.64 g (2.63 mmol) 17c

2.3 mL (10.5 mmol, 4.0 Aquiv.) 1-Bromundecan
0.6 g (10.5 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
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11 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ AV1E!
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute: 1.402 g (2.54 mmol, 97% d. Th.), gelbe Flissigkeit.
R¢ = 0.09 (Ethylacatat).
CasHesN30;3 (551.89 g mol™) [551.50].
ESI-MS (positiv), (m/z): 52450 ([M+H-N,]", ber.:524.50), 574.49 ([M+Na]",
ber.: 574.49), 1125.99 ([2M+Na]", ber.: 1125.99).

IH-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 5.87-5.74 (m, 1H, CH=CH}), 5.03-4.91 (m, 2H,
CH=CH,), 3.52 (m, 6H, CH,0), 3.46-3.36 (m, 6H, OCH,, OCH,Heptenyl), 2.08-2.01 (m,
2H, CH,CH=CHj), 1.62-1.51 (m, 6H, CH,CH,CH=CH,, OCH,CH,AIK), 1.46-1.26 (m,
36H, CHa(Pen), CHa(AIK)), 0.88 (t, 6H, Jui nio = 6.7 Hz, CH3(AlK)).

BC.NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 139.15 (CH=CH,), 114.51 (CH=CH,), 72.06
(2xOCH,AIk), 71.93 (OCH,Hep), 70.85 (CH,OHep), 70.79 (2xCH,OAIk), 66.17
(Cq(TRIS)), 33.94 (OCH,CH,Hep), 32.13 (2xCH,(2)(AlK)), 30.00 (CH,CH=CH;),29.86
(6xCHo(AIK)), 29.77, 29.67, 29.57 (6XCH,(AIK)), 28.90 (CH,CH,CH=CH,), 26.28
(2xCH,(9)(AIK)), 25.77 (CH,Hep), 22.90 (2xCH,(10)(AIK)), 14.32 (2xCHs(AIK)).

11-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,

7,7,8,8-heptadecafluor-10-iodoundecan (19a) {o
N (©)

FF FF FF FF

N3TRIS(H11),(IH3F8)

Ansatz: 1.00 g (2.02 mmol) 18a
0.70 mL (2.63 mmol, 1.3 Aquiv.) Perfluoroctyliodid
0.40 mL (0.40 mmol, 0.2 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan

Vorschrift: ~ Av3t

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)

Ausbeute:  1.87 g (1.80 mmol, 89% d. Th.), farblose Flussigkeit.

R¢ = 0.71 (Toluol)
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Ca7Hs7F17IN303 (1041.74 g mol™) [1041.32].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1064.22 ([M+Na]", ber.: 1064.31), 2105.46 ([2M+Na]®, ber.:
2105.62).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 4.40-4.32 (m, 1H, CHI), 3.79-3.61 (m, 4H,
CH,OR", OCH,R"), 3.54-3.53 (m, 4H, CH,O0AIk), 3.15-2.60 (m, 2H, CH,R"), 1.60-1.51
(m, 4H, OCH,AIK), 1.26 (m, 36H, CH2(Alk)), 0.88 (m, 6H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 76.23 (OCH,CHI), 72.07 (2xOCH,AIk), 71.03
(CH,0ORF), 70.61, 70.58 (2xCH,0AIk), 66.02 (Cq(TRIS)), 37.73 (CH.R"), Signal des
Kohlenstoffs CHI im Spektrum nicht erkennbar, 32.07 (2xCH,(2)(Alk)), 29.79
(6xCH,(AlK)), 29.69, 29.60, 29.50 (6xCHa(AIK)), 26.21 (2xCH(9)(Alk)), 22.83
(2xCH,(10)(AlK)), 14.24 (2xCH3(AlK)).

F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -81.09 (t, 3F, CF3, Jrr = 9.5 Hz), -113.98 (m,
2F), -122.22 (m, 6F), -123.03 (m, 2F), -123.9 (m, 2F), -126.42 (m, 2F).

11-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-
tridecafluor-8-iodoundecan (19b) o)
Ns{

NsTRIS(H11),(1H5F6)
FF FF FF
Ansatz: 1.00 g (2.91 mmol) 18b
0.54 mL (2.48 mmol, 1.3 Aquiv.) Perfluorhexyliodid
0.38 mL (0.38 mmol, 0.2 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3t
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Cyclohexan 1:1)
Ausbeute: 1.48 g (1.53 mmol, 80% d.Th.), gelbe Flussigkeit.
Rt = 0.84 (Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ca7Hs1F13IN303 (969.78 g mol™) [969.36].

ESI-MS (positiv), (m/z): 992.46 ([M+Na]®, ber.. 992.34), 1961.89 ([2M+Na]",
ber.: 1961.70).
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'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 4.41-4.32 (m, 1H, CHI), 3.52 (s, 2H, CH,OR"),
3.51 (m, 6H, CH,0, OCH,RF), 3.43 (t, 4H, JcHzaik, ochz = 6.6 Hz, OCH,AIK), 3.04-2.68 (m,
2H, CH,R"), 1.95-1.65 (m, 4H, (CH,),R"), 1.58-1.51 (m, 4H, OCH,CH,AIK), 1.26 (m,
32H, CHa(Alk)), 0.88 (m, 6H, CHs(AlK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 72.08 (2xCH,OAlk), 71.16 (CH,ORF), 70.73
(2xOCH,AIK), 70.47 (OCH,R"), 66.12 (Cq(TRIS)), 41.91 (t, 1C, J = 20.6 Hz, CH,R"),
37.38 (CHI), 32.13 (2xCH,(2)(Alk)), 29.98 (OCH,CH,F6), 29.86 (6xCH,(AlK)), 29.77,
29.67, 29.57 (6xCHa(AlK)), 26.27 (2xCH,(9)(AIk)), 22.90 (2xCH2(10)(Alk)), 20.58
(CH,CHI), 14.32 (2xCHs(AlK)).

“F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -84.2 (t, 3F, CF3, Jer = 10.1 Hz), -115.9 (m,
4F), -124.7 (m, 2F), -125.7 (m, 2F), -126.5 (m, 2F).

13-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4-nona-

fluor-6-iodotridecan (19c) o
o ,
0 FF F
NsTRIS(H11),(1H7F4) F
F
FF FF
Ansatz: 1.00 g (1.81 mmol) 18c

0.41 mL (0.82 mmol, 1.3 Aquiv.) Perfluorbutyliodid
0.36 mL (0.36 mmol, 0.2 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan

Vorschrift: ~ Av3!ol

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)

Ausbeute: 1.37 g (1.53 mmol, 84% d. Th.), gelbe Flussigkeit.

R¢ = 0.55 (Toluol/Cyclohexan 1:1).

Cs7HesFsIN3O; (897.82 g mol™) [897.39].

ESI-MS (positiv), (m/z): 920.49 ([M+Na]*, ber.. 920.38), 1817.96 ([2M+Na]",
ber.: 1817.78).

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  (ppm): 4.37-4.28 (m, 1H, CHI), 3.53 (m, 6H, CH,0), 3.48-
3.36 (m, 6H, OCH,), 3.00-2.69 (m, 2H, CH,R"), 1.85-1.76 (m, 2H, CH,CHI), 1.62-1.39
(m, 10H, (CH,)sR", OCH,CH,AIK), 1.26 (m, 32H, CH,(AlK)), 0.88 (m, 6H, CH3(AlK)).
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BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 72.08 (2xOCH,Alk), 71.69 (OCH.RF), 71.01
(CH,0RF), 70.77 (2xCH,0AIK), 66.18 (Cq(TRIS)), 41.81 (t, 1C, J = 20.9 Hz, CH,R"),
40.47 (CHI), 32.13 (2xCH,(2)(Alk)), 30.00 (OCH,CH,RF), 29.86 (6xCH,(AIK)), 29.78,
29.67, 29.57 (6xCH,(AIK)), 26.42 ((CH2)R"), 26.28 (2xCH,(9)(AlK)), 25.27 ((CH,)RM),
22.91 (2xCH,(10)(AIK)), 20.80 ((CH,)RF), 14.32 (2xCH3(AlK)).

F NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.4 (t, 3F, CFs, Jrr = 9.7 Hz), -113.7 (m,
2F), -124.9 (m, 2F), -126.2 (m, 2F).

1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-amin (20a) o
HZN{

0
o FF FF FF F

TRIS(H11),(H3F8)
FF FF FF FF
Ansatz: 827 mg (0.80 mmol) 19a
560 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %)
263 mg (3.20 mmol, 4.0 Aquiv.) Natriumacetat
60 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4®4
Ausbeute: 715 mg (0.80 mmol, quant.), braunes Wachs.
Cs7HeoF17NO; (889.85 g mol™) [889.4302].

ESI-MS  (positiv), (m/z): 890.41 ([M+H]", ber.:890.44), 1779.83 ([2M+H]",
ber.: 1779.87).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 5.03 (sp, 2H, NH,), 3.58-3.54 (m, 4H, CH,OR",
OCH,R"), 3.51 (s, 4H, CH,0AIK), 3.45 (t, 4H, Jorzai ocHz = 6.7 Hz, OCH,AIK), 2.26-2.08
(m, 2H, CH,R"), 1.94-1.85 (m, 2H, OCH,CH,R"), 1.57-1.53 (m, 4H, OCH,CH,AIK), 1.25
(m, 32H, CH.(AIK)), 0.87 (m, 6H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 72.03 (2xOCH,Alk), 70.32 (CH,ORF), 70.32
(OCH,RF), 70.16, 70.06 (2xCH,0AIK), 59.09 (Cq(TRIS)), 32.05 (2xCH,(2) (Alk)), 29.79
(6xCH,(AlK)), 29.60, 29.50 (6xCH,(AIK)), 27.97 (t, 2C, J = 22.0 Hz, CH,R"), 26.22
(2xCH.(9)(AlK)), 22.81 (2xCH,(10)(AlK)), 14.20 (2xCH3(AlK)).

YE NMR (376.5 MHz, CDCly), & (ppm): -81.16 (t, 3F, CF3, Jpr = 9.9 Hz), -114.60 (m,
2F), -122.19 (m, 6F), -123.09 (m, 2F), -123.69 (m, 2F), -126.48 (m, 2F).
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1-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Tridecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyl-
oxymethyl)propan-2-amin (20b o
ymethyl)prop (20b) i {

o
o} FF FF F

TRIS(H11),(H5F6)
FF FF FF
Ansatz: 1.41 g (1.45 mmol) 19b
1.05 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
0.47 g (5.80 mmol, 4.0 Aquiv.) Natriumacetat
130 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4P4
Ausbeute: 1.16 g (1.42 mmol, 98% d.Th.), braune Flissigkeit.
Cs7HesF13NO; (817.89 g mol™) [817.47].

ESI-MS  (positiv), (m/z): 81850 ([M+H]", ber.. 818.48), 1635.99 ([2M+H],
ber.: 1635.94).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 3.65-3.39 (m, 12H, CH,OR", CH,0Alk, OCH.R",
OCH,AIK), 2.15-1.98 (m, 2H, CH3R"), 1.65-1.44 (m, 10H, (CHy)sR", OCH,CH,AIK), 1.25
(m, 32H, CHz(A”()), 0.87 (t, 6H, JHll,HlO =6.7 Hz, CH3(A|k))

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 72.27 (OCH;RF), 71.70 (2xOCH,AIK), 68.16
(OCH,AIK), 67.97 (2xCH,OR"), Signal zum quartiaren Kohlenstoff im Spektrum nicht
erkennbar, Signal der drei Kohlenstoffe zu CH;R™ im Spektrum nicht erkennbar, 32.13
(2xCH,(2)(AIK)), 31.03 ((CH,)RF), 29.91 (OCH,CH,RF), 29,88, 29.86 (6xCH.(AIK)),
29.75, 29.68, (4xCH,(AIK)), 29.63 ((CH2)RF), 29.58 (2xCH,(AlK)), 26.24 (2xCH,(9)(AIK)),
22.89 (2xCH3(10)(Alk)), 14.30 (2xCH3(Alk)).

F NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.2 (m, 3F, CFs), -114.7 (m, 2F), -122.3 (m,
2F), -123.3 (m, 2F), -123.9 (m, 2F), -126.5 (m, 2F).
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1-(10,10,11,11,12,12,13,13,13-Nonafluortridecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyl-

oxymethyl)propan-2-amin (20c) o
e
o FF F
TRIS(H11),(H7F4) F
F
FF FF
Ansatz: 1.31 g (1.46 mmol) 19c

1.05 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
0.48 g (5.84 mmol, 4.0 Aquiv.) Natriumacetat
130 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4P4
Ausbeute: 1.06 g ( 1.42 mmol, 97% d.Th.), braune Flissigkeit.
Ca7HesFsNO; (745.93 g mol™) [745.51].
ESI-MS (positiv), (m/z): 746.52 ([M+Na] *, ber.: 746.51).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 4.18 (sp, 2H, NH,), 3.51 (m, 4H, CH,0), 3.47-3.43
(m, 6H, OCHy), 3.38 (t, 2H, JcHzpen ocHz = 6.7 Hz, OCH,R), 2.14-1.95 (m, 2H, CH,R),
1.58-1.56 (m, 8H, (CH)4R"), 1.35-1.25 (m, 38H, CHy(Alk), (CH2)R), 0.87 (m, 6H,
CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 72.12 (2xOCH,AIK), 71.95 (OCH,R"), 71.18
(CH,0OR"), 70.13 (2xCH,0AIlk), 59.10 (Cq(TRIS)), 32.13 (2xCH.(2)(Alk)), 30.96 (t, 1C,
J=220 Hz, CH,R"), 30.00 (OCH,CH.RF), 29.89 (6xCH(AIK)), 29.73, 29.70
(4xCHa(AlK)), 29.64 ((CH,):R"), 29.58 (2xCHy(AlKk)), 26.41 ((CH2)R"), 26.32, 26.30
(2xCH.(9)(AlK)), 26.09 ((CH,)RF), 22.89 (2xCH,(10)(AIK)), 20.28 ((CH,)RF), 14.30
(2xCHs(AlK)).

YF NMR (376.5 MHz, CDCl3),  (ppm): -81.4 (m, 3F, CF3), -115.0 (m, 2F), -124.8 (m,
2F), -126.4 (m, 2F).
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2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (21a)

HOOCTRIS(H11),(H3F8)

(6] O
(0]
HO)J\/O\)J\ H{O
O

FF FEF FF F

Ansatz: 500 mg (0.56 mmol) 20a

FF FF FF FF

84.5 mg (0.73 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsaureanhydrid
0.10 mL (73.9 mg, 2.0 Aquiv.) Triethylamin
20 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 512 mg (0.51 mmol, 91% d. Th.), gelbliches Ol.
Rt = 0.59 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
Cu1HssF17NO7 (1005.92 g mol™) [1005.44].

ESI-MS (positiv), (m/z): 918.50 ([M+H-COOHCH,0OCH,]", ber.: 918.43), 1028.47
(IM+Na]*, ber.: 1028.43), 1923.98 ([2M+H-COOHCH,OCH,]", ber.: 1923.87), 2033.94
([2M+Na]", ber.: 2033.87).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 6.74 (s, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, CH,C=0), 4.05 (s,
2H, CH,C=0), 3.76 (s, 2H, CH,0OR"), 3.68 (s, 4H, CH,0AIK), 3.50 (t, 2H, Jcrare, ocHz =
5.9 Hz, OCH,R"), 3.41 (t, 4H, Jcrzaik ocHz = 6.6 Hz, OCH,AIK), 2.23-2.05 (m, 2H, CH,R"),
1.89-1.80 (m, 2H, OCH,CH;R"), 1.55-1.50 (m, 4H, OCH,CHAlk), 1.25 (m, 32H,
CH3(AlK)), 0.87 (m, 6H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 172.49 (C=0), 169.56 (C=0), 71.77 (2xOCH,AIK),
71.40 (CH,C=0), 69.85 (CH,C=0), 69.29 (CH,OR"), 69.07 (2xCH,0Alk), 68.91
(OCH2R"), 60.13 (Cq(TRIS)), 32.06 (2xCH,(2)(Alk)), 29.80 (6xCH,(AlK)), 29.63, 29.50
(6xCHa(AIK)), 27.99 (t, 2C, J = 22.1 Hz, CH,R"), 26.24 (2xCH(9)(AlK)), 22.82
(2xCHa(10)(AlK)), 14.22 (2xCHs(AlK)).

F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -81.12 (t, 3F, CFs, Jrr = 9.94 Hz), -114.63 (m,
2F), -122.17 (m, 6F), -123.06 (M, 2F), -123.75 (M, 2F), -126.45 (m, 2F).
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2-(2-Oxo-2-(1-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-
2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)ethoxy)essigsaure (21b)

HOOCTRIS(H11),(H5F6)

(o] (@]
O
HOLoQL”{O
(@)

FF FF F

Ansatz: 600 mg (0.73 mmol) 20b FE FE FF r

110 mg (0.95 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsaureanhydrid

0.20 mL (1.46 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin

30 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 619 mg (0.66 mmol, 90% d. Th.), farblose Flissigkeit.
Rt = 0.62 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
Cu1HssF13NO7 (933.96 g mol™) [933.48].
ESI-MS (positiv), (m/z): 846.54 ([M+H-COOHCH,0OCH,]", ber.: 846.47).
'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 6.72 (s, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, OCH,C=0), 4.05 (s,
2H, CH,C=0), 3.72 (s, 2H, CH,OR"), 3.69 (m, 4H, CH,0AIk), 3.46-3.37 (m, 6H, OCH,R",
OCH,AIK), 2.16-1.96 (m, 2H, CH,R"), 1.67-1.39 (m, 10H, (CH,):R", OCH,CH,AIK), 1.25
(m, 32H, CH,(AIK)), 0.87 (m, 6H, CH3(AlK)).
BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 172.46 (C=0), 169.79 (C=0), 71.81 (2xCH,0AIK),
71.42 (CH,C=0), 71.26 (CH,C=0), 69.23 (CH,0R"), 69.10 (3xOCH,RF, OCH,AIK), 60.33
(Cq(TRIS)), 32.13 (2xCH,(2)(AlK)), 31.02 (t, 1C, J=22.6 Hz, CH,R"), 29.88, 29.86
(6xCHa(AlK)), 29.71, 29.68, 29.57 (6xCHa(Alk)), 29.34 ((CH,)RF), 26.31 (2xCH,(9) (AlK)),
25.99 ((CH,)R"), 22.89 (2xCH.(10)(AlK)), 20.20 (t, 1C, J = 3.6 Hz, CH,CH,R"), 14.30
(2xCHs(AlK)).
F NMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.2 (t, 3F, CFs, Jer = 9.9 Hz), -114.7 (m,
2F), -122.3 (m, 2F), -123.2 (m, 2F), -123.9 (m, 2F), -126.5 (m, 2F).
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2-(2-(1-(8,8,9,9,10,10,11,11,11-Nonafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxy-
methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (21c)

HOOCTRIS(H11),(H7F4)

(0] (0]
(0]
HO)J\/OQJ\”{O
(0]

FF F

Ansatz: 600 mg (0.80 mmol) 20c

FF FF

121 mg (1.04 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsaureanhydrid

0.22 mL (1.60 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin

30 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 600 mg (0.70 mmol, 88% d. Th.), farblose Flissigkeit.
Rt = 0.63 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
Cu1H72FsNO7 (862.00 g mol™) [861.52].
ESI-MS (positiv), (m/z): 774.57 ([M+H-COOHCH,OCH,]*, ber.. 774.51), 862.56
(IM+H]", ber.: 862.52), 1636.12 ([2M—COOHCH,OCH,+H]", ber.: 1636.02), 1746.09
([2M+Na]", ber.: 1746.02).
'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 6.69 (s, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, CH,C=0), 4.06 (s,
2H, CH,C=0), 3.71 (s, 2H, CH,OR"), 3.69 (m, 4H, CH,0AIK), 3.43-3.37 (m, 6H, OCH,R",
OCH,AIK), 2.13-1.95 (m, 2H, CH,RF), 1.56-1.50 (m, 8H, (CH,):R"), 1.34-1.25 (m, 38H,
CH3(AlK), (CH2)R"), 0.87 (m, 6H, CHs(AlK)).
BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 172.45 (C=0), 169.84 (C=0), 71.80 (2xCH,0AIK),
71.61 (CH,C=0), 71.43 (CH,C=0), 69.15, 69.11 (4C, CH,OR", OCH,RF, OCH,AIK),
60.36 (Cq(TRIS)), 32.13 (2xCH.(2)(AlK)), 30.96 (t, 1C, J = 22.5 Hz, CH,R"), 29.88, 29.86
(6XCH(AIK)), 29.71 (2xCHa(AIK)), 29.69 (2xCH,(AlK)), 29.60 ((CH,)RF), 29.57
(2xCH,(AIK)), 29.27, 29.26 (2xCH.(AlK)), 26.32 (2xCH,(9) (AIK)), 26.07 ((CH,).R"),
22.89 (2xCH,(10) (AlK)), 20.25 (t, 1C, J = 3.7 Hz, CH,CH,R"), 14.31 (2xCHj(AlK)).
F NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.4 (m, CFs), -115.0 (m, 2F), -124.9 (m,
2F), -126.4 (m, 2F).
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Synthese von Membranankersystemen mit zwei Perfluoralkylketten

5-Azido-2,2-dimethyl-5-(undecyloxymethyl)-1,3-dioxan (22)

o)
N3sTRIS(Pr)(H11) NS{S/\/\CBHN

Ansatz: 3.01 g (16.10 mmol) NsTRIS-"Pr 15
9.0 mL (40.25 mmol, 2.5 Aquiv.) 1-Bromundecan
3.61 g (64.34 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
80 mL trockenes DMSO
Vorschrift:  AV1E
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Cyclohexan)
Ausbeute:  4.51 g (13.21 mmol, 82% d.Th.), farblose Flissigkeit.
Ry =0.24 (TL).
C1gH35N305 (341.49 g mol™) [341.27].

ESI-MS (positiv), (m/z): 364.25 ([M+Na]®, ber.. 364.26), 70553 ([2M+Na]’,
ber.: 705.53).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 4.01-3.77 (m, 4H, CH,OiPr), 3.44 (s, 2H,
CH,0AIK), 1.59-1.54 (m, 2H, OCH,AIK), 1.45, 1.43 (2xs, 6H, CHa(iPr)), 1.26 (m, 18H,
CHy(AlK)), 0.88 (t, 3H, Ju11n10 = 6.7 Hz, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 98.77 (Cq(iPr)), 72.14 (OCH,AIK), 71.71
(CH,OAIK), , 64.39 (2xCH,OH), 58.81 (Cq(TRIS)), 32.05 (CH,(2)(AlK)), 29.76, 29.74,
29.72, 29.61, 29.55, 29.48 (6xCHy(AlK)), 26.13 (CH2(9)(AlK)), 24.22 (CHs(iPr)), 22.83
(CH2(10)(AIK)), 22.64 (CHs(iPr)), 14.26 (CH3AIK).

2-Azido-2-(undecyloxymethyl)propan-1,3-diol (23)

OH
N OH
NsTRIS(H11) 3{OMCBHW

Ansatz: 6.56 g (19.2 mmol) 22
20.0 g Dowex®
150 mL Methanol
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Vorschrift: ~ Av2it]

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 2:1)

Ausbeute:  5.71 g (18.94 mmol, 99% d.Th.), farbloses Wachs.

R¢ = 0.29 (Toluol/Ethylacetat 2:1).

C1sH31N303 (301.42 g mol™) [301.24].

ESI-MS (positiv), (m/z): 324.21 ([M+Na]", ber.: 324.23), 603.32 ([2M+H]", ber.: 603.48).

IH-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 3.75 (m, 4H, CH,0H), 3.64 (s, 2H, CH,OAIK), 3.48
(t, 2H, JCHZAIk, ocH2 = 6.6 Hz, OCHzAlk), 2.34 (Sb, CHon), 1.63-1.53 (m, 2H,
OCH,CH,AIk), 1.26 (m, 16H, CH,(AIK)), 0.88 (m, 3H, CH3(AIK)).

BC.NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 72.61 (OCH,AIK), 72.39 (CH,OAIK), 66.30
(Cq(TRIS)), 64.58 (2xCH,0H), 32.05 (CH2(2)(AIK)), 29.74, 29.69, 29.62, 29.53 29.47
(6xXCH,(AIK)), 26.12 (CH,(9)(AIK)), 22.83 (CH,(10)(AIK)), 14.26 (CH3(AIK)).

1-(3-(Allyloxy)-2-(allyloxymethyl)-2-azidopropoxy)undecan (24a)

N3 TRIS(H3)»(H11)

Ansatz: 2.00 g (6.64 mmol) 23
2.31 mL (26.5 mmol, 4.0 Aquiv.) Allylbromid
1.49 g (26.5 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
20 mL trockenes DMSO
Vorschrift:  AV1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute: 1.70 g (4.46 mmol, 67% d.Th.), farblose Flissigkeit.
Rt = 0.43 (Toluol).
C,1H39N303 (381.55 g mol™) [381.30].
ESI-MS (positiv), (m/z): 679.56 ([2M+H—-2N3]", ber.: 679.59).
'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 5.94-5.84 (m, 2H, CH=CH,), 5.31-5.17 (m, 4H,
CH=CHy), 4.02 (dt, 2H, Joch2.ccHzo = 1.4, JcH, ocHz = 5.5 Hz, CH,CH=CHy), 3.57 (s, 2H,

CH,OAIl), 3.56 (s, 4H, CH,0AIK), 3.44 (t, 6H, Jcroaik. ocr2 = 6.6 Hz, OCH,AIK), 1.58-1.52
(m, 2H, OCH,AIK), 1.26 (m, 18H, CH,(AIK)), 0.88 (t, 3H, Ju11 nio = 6.8 Hz, CHa(AIK)).
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B3C-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 134.56 (2xCH=CHy), 117.17 (2xCH=CH,), 77.57
(2xCH,CH=CH,), 72.00 (OCH,AIk), 70.68 (CH,OAIlk), 70.15 (CH,OAIl), 66.09
(Cq(TRIS)), 32.14 (CH2(2)(AIK)), 29.88 (3xCHa(Alk)), 29.69, 29.59, 29.48 (3xCH,(AIK)),
26.27 (CH,(9)(AlK)), 22.80 (CH(10)(AIK)), 14.25 (CH3(AIK)).

1-(2-Azido-3-(pent-4-enyloxy)-2-((pent-4-enyloxy)methyl)propoxy)undecan (24b)

N3TRIS(H5),(H11)

Ansatz: 1.64 g (5.44 mmol) 23
2.1 mL (17.4 mmol, 3.2 Aquiv.) 5-Bromo-1-penten
0.98 g (17.4 mmol, 3.2 Aquiv.) Kaliumhydroxid
13 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ AvV1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute:  1.98 g (4.53 mmol, 83% d.Th.), farblose Fliissigkeit.
R¢ = 0.83 (Toluol).
CasHa7N30;5 (437.66 g mol™) [437.36].
ESI-MS (positiv), (m/z): 410.36 ([M+H]", ber.: 410.36 ), 460.35 ([M+Na]", ber.: 460.35),
847.73 ([2M+H-N,]", ber.: 847.73).

IH-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 5.88-5.75 (m, 2H, CH=CH}), 5.06-4.94 (m, 4H,
CH=CH,), 3.52-3.51 (m, 6H, CH,0), 3.48-3.41 (m, 6H, OCH,), 2.15-2.08 (m, 4H,
CH»CH=CH,), 1.71-1.62 (m, 4H, CH,Pen), 1.60-1.51 (m, 2H, OCH,CH,AIK), ), 1.26 (m,
16H, CH,(AIK)), 0.88 (m, 3H, CH3(AIK)).

BBC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 138.45 (2xCH=CH.,), 114.96 (2xCH=CH,), 72.07
(2xOCH,Pen), 71.19 (2xCH,0Pen), 70.84 (OCH,AIK), 70.76 (CH,0AIK), 66.14 (CqTRIS),
32.12 (CH(2)(AIK)), 30.39 (2xCH,CH=CH,), 29.84 (3xCH,(AIK)), 29.76, 29.65, 29.56
(3xCH,(AIK)),  28.97  (2xCH,CH,CH=CH,), 2626 (2xCH,(9)(AIK)),  22.89
(2xCH,(10)(AIK)), 14.33 (2xCHs(AIK)).
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1-(2-Azido-3-(hept-6-enyloxy)-2-((hept-6-enyloxy)methyl)propoxy)undecan (24c)

N3TRIS(H7)2(H11)

Ansatz: 0.57 g (1.88 mmol) 23
0.86 mL (5.64 mmol, 3.0 Aquiv.) 7-Bromo-1-hepten
0.32 g (5.65 mmol, 3.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid
5.0 mL trockenes DMSO
Vorschrift: ~ Av1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute:  0.53 g (1.07 mmol, 58% d. Th.), farblose Flussigkeit.
R¢ = 0.86 (Toluol).
CaoHssN30;5 (493.77 g mol™) [493.42].

ESI-MS (positiv), (m/z): 516.46 ([M+Na]®, ber.. 516.41), 1009.94 ([2M+Na]",
ber.: 1009.84).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.87-5.74 (m, 2H, CH=CH,), 5.03-4.91 (m, 4H,
CH=CH,), 3.52 (m, 6H, CH,0), 3.46-3.41 (m, 6H, OCH,, OCH,Hep), 2.09-2.01 (m, 4H,
CH,CH=CH),), 1.62-1.53 (m, 12H, CH,(Hep)), 1.46-1.31 (m, 18H, CH,(AIK)), 0.88 (m, 3H,
CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 139.16 (2xCH=CH,), 114.52 (2xCH=CH,), 72.06
(2xOCH;Hep), 71.93 (2xCH;OHep), 70.83 (OCH.AIK), 70.78 (CH,OAlk), 66.17
(Cq(TRIS)), 33.94 (2xCH,CH=CH,), 32.13 (CH2(2)(Alk)), 29.85 (3xCHy(AlK)), 29.77,
29.66  (CHa(Alk)), 29.61 (2xCH,CH,CH=CH,), 29.57 (CH(Alk)), 28.89
(2xOCH,CH,Hep),  26.27  (CH2(9)(AIK)), 25.77  (2xO(CH,),CH,Hep),  22.90
(CH2(10)(AlK)), 14.32 (CH3(AlK)).
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11-(2-Azido-3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluor-2-iodoundecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8-heptadecafluor-10-

iodoundecan (25a) | RF RF RF F _

F

N3 TRIS(IH3F8),(H11) ojmk
N (©)

Ansatz: 1.51 g (3.96 mmol) 24a EF PE FE EE

2.72 mL (10.30 mmol, 2.6 Aquiv.) Perfluoroctyliodid
1.60 mL (1.60 mmol, 0.4 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3tH
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol).
Ausbeute:  5.18 g (3.52 mmol, 89% d.Th.), hellgelbe viskose Fllssigkeit.
R¢=0.81 (Toluol).
Ca7H39Fa4l,N305 (1473.48 g mol™) [1473.05].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1496.04 ([M+Na]", ber.: 1496.04).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 4.41-4.34 (m, 2H, CHI), 3.80-3.63 (m, 8H,
CH,OR", OCH,RF), 3.59-3.53 (m, 2H, CH,0AIK), 3.45 (t, 2H, Jcroaik, ochz = 6.6 Hz,
OCH,AIK), 3.09-2.95 (m, 2H, CH,R"), 2.79-2.64 (m, 2H, CH,R"), 1.60-1.53 (m, 2H,
OCH,AIK), 1.26 (m, 16H, CH,(AIK)), 0.88 (t, 3H, Jh11 110 = 6.8 Hz, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 76.18, 76.17 (2xOCH,CHI), 72.14 (OCH,AIK),
70.82 (2xCH,OR"), 70.51 (CH,OAIK), 65.96 (Cq(TRIS)), 37.84 (t, 2C, J = 21.3 Hz,
CH3RF), 32.06 (CHa(2)(Alk)), 29.78, 29.76, 29.67, 29.59, 29.50 (6xCHy(AlK)), 26.21
(CH2(9)(AlK)), 22.83 (CH,(10)(AIK)), 14.21 (CH3(AIK)).

F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -81.22 (t, 6F, CFs, Jrr = 9.9 Hz), -113.08 (m, 8F,
CH,CF>), -121.96 (m, 4F), -122.31 (M, 8F), -123.13 (M, 4F), -126.53 (M, 4F).
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11-(2-Azido-3-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluor-4-iodoundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-

tridecafluor-8-iodoundecan (25b) | RF RF F ¢

F

N3TRIS(IH5F6),(H11) ] M
N (©)

S{OW

Ansatz: 1.00 g (2.29 mmol) 24b e EE FE

2.72 mL (10.30 mmol, 2.6 Aquiv.) Perfluorhexyliodid
0.92 mL (0.92 mmol, 0.4 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3tH
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ausbeute:  2.60 g (2.02 mmol, 88% d. Th.), gelbes Ol.
R¢ = 0.64 (Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ca7H47F261:N303 (1329.55 g mol™) [1329.13].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1352.14 ([M+Na]®, ber.: 1352.12 ), 1368.12 ([M+K]", ber.:
1368.09), 2681.28 ([2M+Na]", ber.: 2681.25).

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  (ppm): 4.41-4.32 (m, 2H, CHI), 3.53 (s, 4H, CH,OR"),
3.50 (m, 6H, CH,0, OCH,R"), 3.43 (t, 2H, Jcrzaik, ochz = 6.6 Hz, OCH,AIK), 3.04-2.68 (m,
4H, CH,RF), 1.95-1.79 (m, 4H, (CH,),R"), 1.74-1.65 (m, 2H, OCH,CH,AIK), 1.58-1.51 (m,
4H, (CH,)2R"), 1.26 (m, 16H, CH.(AlK)), 0.88 (m, 3H, CHs(AlK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 72.11 (OCH,AIK), 71.08 (2xOCH,R"), 70.69
(CH,0AIK), 70.49 (2xCH,OR"), 66.05 (Cq(TRIS)), 41.93 (t, 2C, J = 20.6 Hz, CH.R"),
37.35 (2xCHI), 32.13 (CH,(2)(AIK)), 29.97 (2xOCH,CH,RF), 29.85 (3xCH,(AIK)), 29.75,
29.66, 29.57 (3xCHa(Alk)), 26.25 (CHy(9)(AlK)), 22.90 (CH,(10)(Alk)), 20.54
(2xCH,CHI), 14.30 (CH3(AIK)).

YFE NMR (376.5 MHz, CDCl3), 6 (ppm): -81.2 (t, 6F, CF3, Jer = 10.0 Hz), -113.6 (m,
4F), -122.2 (m, 4F), -123.2 (m, 4F), -124.0 (m, 4F), -126.5 (m, 4F).
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11-(2-azido-3-(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluor-6-iodoundecyloxy)-2-(undecyloxy-
methyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4-nonafluor-6-

iodoundecan (25¢) | RE Tk

F

NsTRIS(IH7F4),(H11) OW
N3~€O |

O/\/\/W

Ansatz: 0.50 g (1.02 mmol) 24c FE EF

F
F

0.46 mL (2.65 mmol, 2.6 Aquiv.) Perfluorhexyliodid
0.41 mL (0.41 mmol, 0.4 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3tH
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ausbeute: 1.05 g (0.89 mmol, 87% d. Th.), gelbes Ol.
R¢ = 0.64 (Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ca7HssF151,N305 (1185.63 g mol™) [1185.20].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1096.31 ([M+K-HI]", ber.: 1096.26), 1224.22 ([M+K]", ber.:
1224.17), 2393.47 ([2M+Na]", ber.: 2393.40).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm): 4.37-4.28 (m, 2H, CHI), 3.53 (s, 4H, CH,OR"),
3.52 (s, 2H, CH,0), 3.48-3.41 (m, 6H, OCH,, OCH,R"), 3.02-2.67 (m, 4H, CH;R"), 1.89-
1.71 (m, 4H, CH,CHI), 1.62-1.39 (m, 14H, (CH2)sR", OCH,CHAlK), 1.26 (m, 16H,
CH3(AlK)), 0.87 (m, 3H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 72.10 (OCH,AlK), 71.70 (2xOCH;RF), 70.97
(2xCH,OR"), 70.76 (CH,0AIK), 66.17 (Cq(TRIS)), 41.81 (t, 2C, J = 20.5 Hz, CH,R"),
40.45 (2xCHI), 32.13 (CH(2)(AIK)), 29.85 (3xCHa(Alk)), 29.78, 29.67 (2xCHa(AlK)),
29.62 (2xOCH,CH;R"), 29.57 (CH2(AlK)), 29.54 (2x(CH,)R"), 26.28 (CH2(9)(AlK)), 25.26
(2x(CH2)R"), 22.90 (CH,(10)(AIK)), 20.81 (2xCH,CHI), 14.32 (CHs(AlK)).

“F NMR (376.5 MHz, CDCls),  (ppm): -81.4 (m, 6F, CFs), -114.4 (m, 4F), -124.9 (m,
4F), -126.3 (m, 4F).
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1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-(undecyl-
oxymethyl)propan-2-amin (26a) RF RF RF F .

F
TRIS(H3F8),(H11) OM
HzN{O

FF FF FF FF

Ansatz: 2.00 g (1.36 mmol) 25a
0.98 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
0.89 mg (10.9 mmol, 8.0 Aquiv.) Natriumacetat
120 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)

Vorschrift:  Av4P4

Ausbeute: 1.63 g (1.36 mmol, quant.), braunes Wachs.

Ca7HasFasNO; (1195.69 g mol ™) [1195.27].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1196.19 ([M+Na]*, ber.: 1196.28), 2391.51 ([2M+H]",
ber.: 2391.55).

IH-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 5.86 (S5, 2H, NH), 3.68 (s, 4H, CH,OR"), 3.63 (s,
2H, CH,0AIK), 3.58 (t, 4H, Jorizre, ootz = 6.1 Hz, OCH,RF), 3.47 (t, 2H, Jerpak ochz = 6.7
Hz, OCH,AIK), 2.26-2.09 (m, 4H, CH,RF), 1.97-1.88 (m, 4H, OCH,CH,R"), 1.60-1.55 (m,
2H, OCH,CH,AIK), 1.25 (m, 16H, CH,(AIK)), 0.87 (m, 3H, CH3(AIK)).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 72.22 (OCH,AIK), 70.34 (2xCH,OR"), 69.02
(CH,OAIK), 60.86 (Cq(TRIS)), 32.04 (CHp(2)(AIK)), 29.77, 29.58, 29.56, 29.48
(6XCH,(AIK)), 27.87 (t, 2C, J = 22.8 Hz, CH.RP), 26.16 (CH(9)(AIK)), 22.79
(CH2(10)(AIK)), 14.15 (CH3(AlK)).

YFE NMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.31 (t, 6F, CF3, Jpr = 10.0 Hz), -114.68 (m,
4F), -122.34 (m, 12F), -123.24 (m, 4F), -123.77 (m, 4F), -126.63 (m, 4F).
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1,3-Bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)-

propan-2-amin (26b) RF RF F _

F
TRIS(H5F6),(H11) ] M
WN—<§O

FF FF FF

Ansatz: 2.21 g (1.72 mmol) 25b
1.24 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
1.13 g (13.8 mmol, 8.0 Aquiv.) Natriumacetat
150 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)

Vorschrift:  Av4P4

Ausbeute: 1.80 g (1.71 mmol, 99% d. Th.), braunes Wachs.

Ca7Hs1F26NO;3 (1051.76 g mol ™) [1051.35].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 3.64 (sb, 4H, CH,OR"), 3.63 (sb, 2H, CH,0AIK),
3.53-3.43 (m, 6H, OCH;R", OCH,AIK), 2.16-1.98 (m, 4H, CH,R"), 1.69-1.55 (m, 10H,
(CH,)sR"), 1.50-1.40 (m, 4H, OCH,CH,AIK, (CH,)RF), 1.25 (m, 16H, (CH,)sAlk), 0.87 (m,
3H, CHs(AlK)).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 72.28 (OCHAIK), 71.71 (2xOCH,R"), 68.78
(2xCH,ORF), 68.63 (OCH,AIK), 60.79 (C4TRIS), 32.11 (CH,(2)), 30.98 (t, 2C, J = 20.7
Hz, CH,R"), 29.84 (3xCHy), 29.65, 29.63, 29.56 (3XCH}), 29.33 (2xOCH,CH,RF), 26.24
(CH2(9)), 25.93 (2x(CH,)R"), 22.88 (CH,(10)), 20.20 (t, 2C, J = 3.8 Hz, CH,CH,R"),
14.26 (CH3).

F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -81.2 (t, 6F, 2xCFs, Jrr = 10.0 Hz), -114.8 (m,
4F), -122.4 (m, 4F), -123.3 (M, 4F), -123.9 (m, 4F), -126.6 (m, 4F).

1,3-Bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluorundecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-

amin (26c) RF F e
F

TRIS(H7F4),(H11) ] M)/?hfk

Ansatz: 1.00 g (0.84 mmol) 25c¢

0.59 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
0.55 g (6.72 mmol, 8.0 Aquiv.) Natriumacetat
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120 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4l®
Ausbeute:  0.74 g (0.82 mmol, 98% d. Th.), braune Flissigkeit.
Ca7HseF15NO3 (907.84 g mol™) [907.42].
ESI-MS (positiv), (m/z): 908.46 ([M+H]", ber.: 908.43), 1815.91 ([2M+H]*, ber.:
1815.85).
'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 3.61-3.38 (m, 12H, CH,OR", CH,0Alk, OCH.R",
OCH,AIK), 2.13-1.95 (m, 4H, CH,R"), 1.59-1.57 (m, 10H, (CH,)4R", OCH,CH,AIK), 1.35
(m, 12H, (CH,)sR"), 1.25 (m, 16H, CH.(Alk)), 0.87 (m, 3H, CHs(AlK)).
BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 72.12 (CH,OAIk), 71.94 (2xCH,ORF), 70.42
(2xOCH.R"), 70.36 (OCH,Alk), 58.82 (Cq(TRIS)), 32.12 (CHa(2)(Alk)), 30.94 (t, 2C,
J=20.4Hz, CH,RF), 29.88, 29.86 (3xCHy(Alk)), 29.74, 29.69 (2xCH,(Alk)), 29.64
(2xCH,RF), 29.57 (CH.(AIK)), 29.28 (4xCH,RF), 26.32 (CH2(9)(AlK)), 26.08 (2xCH,R"),
22.88 (CH2(10)(AIK)), 20.27 (t, 2C, J = 3.7 Hz, CH,CH,R"), 14.30 (CHs(AIK)).
“F NMR (376.5 MHz, CDCl3),  (ppm): -81.5 (m, 6F, CFs), -115.0 (m, 4F), -124.9 (m,
4F), -126.4 (m, 4F).

2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-
oxoethoxy)essigsaure (27a) FFE FE FF F

F
F
FF FF FF FF

FF FF FF F

HOOCTRIS(H3F8),(H11)

(0] (0]
O
ooty
FF FF FF FF
Ansatz: 600 mg (0.50 mmol) 26a
76.0 mg (0.65 mmol, 1.3 Ag) Diglycolsaureanhydrid
0.14 mL (101 mg, 2.0 Aq) Triethylamin
20 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 587 mg (0.45 mmol, 89% d. Th.), gelbliches Ol.
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Rt = 0.59 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
CuHa7F34NO7 (131176 g mol'l) [131128]

ESI-MS (positiv), (m/z): 1312.23 ([M+H]*, ber.: 1312.29), 1350.51 ([M+K]", ber.:
1350.24), 2535.48 ([2M+H—COOHCH,0OCH,]*, ber.: 2535.55), 2661.62 ([2M+K]", ber.:
2661.53).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 6.79 (s, 1H, NH), 4.16 (s, 2H, CH,C=0), 4.03 (s,
2H, CH,C=0), 3.74 (s, 4H, CH,0R"), 3.68 (s, 2H, CH,0AIK), 3.50 (t, 4H, Jcrzrr, ocH?
= 6.0 Hz, OCH,R"), 3.41 (t, 2H, Jchoak ochz = 6.6 Hz, OCH,AIK), 2.22-2.08 (m, 4H,
CH.RF), 1.89-1.80 (m, 4H, OCH,CH,R"), 1.55-1.50 (m, 2H, OCH,CH-AIK), 1.25 (m, 16H,
CHa(AlK)), 0.87 (m, 3H, CH3(AIK)).

B3C-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 172.49 (C=0), 169.56 (C=0), 71.81 (OCH,AIK),
71.40 (CH,C=0), 69.85 (CH,C=0), 69.29 (CH,ORF), 69.07 (CH,OAlk), 68.68
(2xOCH.R"), 59.99 (Cq(TRIS)), 32.04 (CH2(2)(AlK)), 29.79 (3xCH,(AlK)), 29.60, 29.49
(3xCH,(AlK)), 27.92 (t, 2C, J = 22.8 Hz, CH.R"), 26.21 (CH,(9)(Alk)), 22.81
(CH2(10)(AIK)), 14.19 (CHs3(AIK)).

YF NMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.19 (t, 6F, CF3, Jer = 9.96 Hz), -114.71 (m,
4F), -122.24 (m, 12F), -123.13 (m, 4F), -123.83 (m, 4F), -126.52 (m, 4F).

2-(2-(1,3-Bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-2-(undecyloxy-
methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (27b)

F

HOOCTRIS(H5F6),(H11) RERF F
F

o 0
Ho/m\/o\/)L”—{ffg
0

FF FF F
Ansatz: 1.00 g (0.95 mmol) 26b F
FF FF FF
0.14 g (1.24 mmol, 1.3 Aq) Diglycolsaureanhydrid
0.26 mL (1.90 mmol, 2.0 Aq) Triethylamin
40 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51d
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)

Ausbeute: 0.95 mg (0.81 mmol, 85% d.Th.), farblose Flissigkeit,
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R¢= 0.64 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
CuHss5F26NO7 (116784 g mol'l) [116736]

ESI-MS (positiv), (m/z): 1080.39 ([M~COOHCH,OCH,+H] *, ber.: 1080.35), 2247.74
([2M—-COOHCH,0CH,+H]", ber.: 2247.70), 2357.70 ([2M+Na]*, ber.: 2357.70).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 6.73 (s, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, OCH,C=0), 4.05 (s,
2H, OCH,C=0), 3.71 (s, 4H, CH,OR"), 3.68 (m, 4H, CH,0AIK), 3.46-3.39 (m, 6H,
OCH,R", OCH,AIK), 2.14-1.96 (m, 4H, CH,R"), 1.67-1.50 (m, 8H, (CH,)4R"), 1.46-1.36
(m, 4H, (CH2)RF), 1.25 (m, 18H, CH,(AIK)), 0.87 (m, 3H, CH3(AIK)).

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3), é (ppm): 172.43 (C=0), 169.70 (C=0), 71.82 (CH,C=0),
71.38 (CH,C=0), 71.26 (2xOCH.R"), 69.23 (2xCH,OR"), 69.11 (OCH,AIk), 68.96
(CH,0AIK), 60.26 (Cq(TRIS)), 32.11 (CH2(2)(AlK)), 31.00 (t, 2C, J = 22.2 Hz, CH,R"),
29.87, 29.85 (3xCH,(AIK)), 29.70, 29.67, 29.56 (3xCH,(AlK)), 29.31 (2x(CH2)R"), 26.30
(CH2(9)(AIK)), 25.98 (2x(CH2)R"), 22.88 (CH,(10)(Alk)), 20.17 (t, 2C, J = 3.7 Hz,
CH,CH,RF), 14.27 (CH5(AIK)).

F NMR (376.5 MHz, CDCl3), & (ppm): -81.2 (t, 6F, CF3, Jer = 10.0 Hz), -114.8 (m,
4F), -122.3 (m, 4F), -123.3 (m, 4F), -123.9 (m, 4F), -126.5 (m, 4F).

2-(2-(1,3-Bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluorundecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)-
propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (27c)

F

HOOCTRIS(H7F4),(H11) REF
F

(0] O
(@)
(@)

F
FF .

Ansatz: 500 mg (0.55 mmol) 26¢ £ F
83.6 mg (0.72 mmol, 1.3 Aq) Diglycolsaureanhydrid
0.15 mL (1.10 mmol, 2.0 Aq) Triethylamin
30 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av51
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 501 mg (0.49 mmol, 89% d. Th.), farblose Flissigkeit.

Rt = 0.64 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
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Ca1He3F1sNO7 (1023.91 g mol™) [1023.43].

ESI-MS (positiv), (m/z): 908.39 ([M-COOHCH,OCH,—CH,CHs+H]", ber.: 908.39),
936.50 ([M—-COOHCH,OCH,+H]*, ber.: 936.42), 996.52 ([M—CHCHs+H]*, ber.:
996.41), 1931.94 ([2M—COOHCH,0CH,—CH,CHs3+H]", ber.: 1931.82).

'"H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 6.73 (s, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, OCH,C=0), 4.06 (s,
2H, CH,C=0), 3.70 (s, 4H, CH,OR"), 3.69 (m, 2H, CH,0AIk), 3.44-3.39 (m, 6H, OCH,R",
OCH,AIK), 2.13-1.95 (m, 4H, CH,R"), 1.61-1.52 (m, 10H, (CH2)4R", CH2(AlK)), 1.34 (m,
14H, (CHy)sR", CH,(AIK)), 1.25 (m, 16H, CH3(AlK)), 0.87 (m, 3H, CH3(AIK)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), ¢ (ppm): 172.39 (C=0), 169.70 (C=0), 71.81 (CH,C=0),
71.61 (2xCH,OR"), 71.44 (CH,C=0), 69.14 (3xOCH;R", OCH,AIlK), 60.32 (Cq(TRIS)),
32.12 (CH2(2)(AlK)), 30.94 (t, 2C, J = 22.4 Hz, CH,R"), 29.87, 29.86 (3xCH,(AIK)), 29.70
(CHa(AIK)), 29.69 (CHa(AIK)), 29.59 (2x(CH2)RF), 29.57 (CH2(AlK)), 29.26, 29.24 (4C,
(CH,)4R"), 26.32 (CH,(9)(AIK)), 26.06 (2%(CH,)RF), 22.89 (CH,(10)(AIK)), 20.24 (t, 2C, J
= 3.6 Hz, CH,CH,R"), 14.29 (CH3(AlK)).

“F NMR (376.5 MHz, CDCl3),  (ppm): -81.0 (m, 6F, CFs), -114.6 (m, 4F), -124.5 (m,
4F), -126.0 (m, 4F).
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Synthese von Membranankersystemen mit drei Perfluoralkylketten

3-(3-(Allyloxy)-2-(allyloxymethyl)-2-azidopropoxy)prop-1-en (28a)

=
NsTRIS(H3)s Ns{g%

Ansatz: 1.00 g (6.80 mmol) 13
3.55 mL (40.8 mmol, 6.0 Aqg) Allylbromid
2.29 g (40.8 mmol, 6.0 Aqg) Kaliumhydroxid
50 mL trockenes DMSO
Vorschrift:  AV1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 9:1)
Ausbeute: 1.82 g (6.66 mmol, 98% d.Th.), farblose Flussigkeit.
Rt =0.26 (Toluol/Ethylacetat 9:1).
C13H21N303 (267.32 g mol™) [267.16].
'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 5.93-5.83 (m, 3H, CH=CH,), 5.30-5.16 (m, 6H,
CH=CHy,), 4.02-4.00 (m, 6H, CH,CH=CHj), 3.58 (s, 6H, CH,0).
BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 138.32 (3xCH=CH,), 114.86 (3xCH=CH,), 77.49
(3xOCHAII), 70.56 (3xCH,0All), 66.44 (Cq(TRIS)).

5-(2-Azido-3-(pent-4-enyloxy)-2-((pent-4-enyloxy)methyl)propoxy)pent-1-en (28b)

N3 TRIS(H5)s

Ansatz: 0.50 g (3.40 mmol) 13
1.81 mL (15.3 mmol, 4.5 Aquiv.) 5-Bromo-1-penten
0.86 g (15.3 mmol, 4.5 Aquiv.) Kaliumhydroxid
10 mL trockenes DMSO

Vorschrift:  Av1E4

Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
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Ausbeute: 1.26 g (3.16 mmol, 93% d.Th.), farblose Flussigkeit.
R¢=0.36 (Toluol).

C1oHa3N30; (351.48 g mol™) [351.25].

ESI-MS (positiv), (m/z): 675.51 ([2M+H-N;]", ber.: 675.51).

IH-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 5.88-5.75 (m, 3H, CH=CH.,), 5.06-4.94 (m, 6H,
CH=CH,), 3.53 (s, 6H, CH,0), 3.46 (t, 6H, OCH;, Jyn = 6.4 Hz), 2.16-2.08 (m, 6H,
CH2CH:CH2), 1.72-1.62 (m, 6H, CH20H2CH:CH2).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 138.45 (3xCH=CH,), 114.97 (3xCH=CH,), 71.20
(3xOCH,Pen), 70.83 (3xCH,0Pen), 66.13 (Cq(TRIS)), 30.39 (3xCH,CH=CH,), 28.97
(3XCH2CH2CH:CH2).

7-(2-Azido-3-(hept-6-enyloxy)-2-((hept-6-enyloxy)methyl)propoxy)hept-1-en (28c¢)

N3TRIS(H7)3 N

=
N34€O/\/\/\/
O TN NF

Ansatz: 0.19 g (1.26 mmol) 13
0.86 mL (5.65 mmol, 4.5 Aquiv.) 7-Bromo-1-hepten
0.32 g (5.65 mmol, 4.5 Aquiv.) Kaliumhydroxid
5 mL trockenes DMSO
Vorschrift:  AV1E4
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute:  0.53 mg (1.21 mmol, 96% d.Th.), farblose Flissigkeit.
R¢=0.54 (Toluol).
CosHasN303 (435.64 g mol™)[435.35].
ESI-MS (positiv), (m/z): 458.34 ([M+Na]*, ber.:458.34), 843.69 ([2M+H-N,]",
ber.: 843.69).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.87-5.74 (m, 3H, CH=CH,), 5.03-4.91 (m, 6H,
CH=CHy), 3.52 (5, 6H, CH20), 3.44 (t, 6H, Jorizpentenyt, ockz = 6.5 Hz, OCHy), 2.09-2.02 (m,
6H, CH,CH=CH,), 1.62-153 (m, 6H, CH,CH,CH=CH,), 1.46-1.30 (m, 12H,
(CH2),CH,CH=CH,).
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B3C-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 139.32 (2xCH=CH,), 114.61 (2xCH=CH,), 72.07
(2xOCH,Hep), 71.96 (2xCH,OHep), 66.12 (Cq(TRIS)), 33.89 (2xCH,CH=CH,), 29.51
(2xCH,CH,CH=CH,), 28.88 (2xOCH,CH.Hep), 25.79 (2xO(CH,),CH,Hep).

11-(2-Azido-3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluor-2-iodoundecyl-
oxy)-2-((4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluor-2-iodoundecyloxy)-
methyl)-propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8-heptadecafluor-10-iodoundecan

(292) Nako/\ﬁctfﬂ >
| 3

NsTRIS(IH3F8)s

Ansatz: 1.95 g (7.30 mmol) 28a
7.53 mL (28.5 mmol, 3.9 Aquiv.) Perfluoroctyliodid
4.40 mL (4.40 mmol, 0.6 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3t
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol)
Ausbeute:  8.01 g (4.20 mmol, 58% d.Th.), farbloses Wachs.
Rt = 0.45 (Toluol).
Ca7H21Fs113N305 (1905.21 g mol™) [1904.79].
'H-NMR (300 MHz, CDCl5), é (ppm): 4.43-4.34 (m, 3H, CHI), 3.80-3.66 (m, 12H, CH,0,
OCH,), 3.10-2.64 (m, 6H, CH,R").
BC-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 76.19 (3xOCH,CHI), 71.00 (3xCH,OR"), 65.96
(Cq(TRIS)), 41.81 (t, 3C, J =22.1 Hz, CHZRF), 37.52 (3xCHal).
F NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.17 (t, 9F, CF3, Jer = 9.6 Hz), -114.01 (m,
6F), -121.96 (m, 6F) -122.30 (m, 12F), -123.11 (m, 6F), -123.94 (m, 6F), -126.51 (m, 6F).
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11-(2-Azido-3-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluor-4-iodoundecyloxy)-2-((6,6,
7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluor-4-iodoundecyloxy)methyl)propoxy)-1,1,1,2,2,
3,3,4,4,5,5,6,6-tridecafluor-8-iodoundecan (29b)

NS%OWC(;FQ,)
| 3

N3 TRIS(IH5F6)s

Ansatz: 1.00 g (2.85 mmol) 28b

2.40 mL (11.1 mmol, 3.9 Aquiv.) Perfluorhexyliodid

0.86 mL (0.86 mmol, 0.6 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)

10 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3tH
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Cyclohexan 1:1)
Ausbeute:  3.90 g (2.31 mmol, 81% d.Th.), gelbes Ol.
Rt = 0.61 (Toluol/Cyclohexan 1:1).
Ca7H33F30l3N305 (1689.33 g mol™) [1688.90].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1711.95 ([M+Na]", ber.:1711.89), 3400.91 ([2M+Na]",
ber.: 3400.80).
'H-NMR (300 MHz, CDCls), é (ppm): 4.41-4.33 (m, 3H, CHI), 3.53 (s, 6H, CH,0), 3.51-
3.47 (m, 6H, OCHy), 3.04-2.68 (m, 6H, CH,R"), 1.94-1.79 (m, 6H, (CH,),R"), 1.74-1.65
(m, 6H, (CH.),R").
BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 71.00 (3xOCH,R"), 70.49 (3xCH,OR"), 65.97
(Cq(TRIS)), 41.92 (t, 2C, J = 21.1 Hz, CH,RF), 37.31, 37.28 (3xCHI), 29.95
(2xOCH,CH,R"), 20.53 (2xCH,CH]).
F NMR (376.5 MHz, CDCls),  (ppm): -81.2 (t, 9F, CFs, Jer = 10.0 Hz), -113.6 (m,
6F), -122.2 (m, 6F), -123.3 (m, 6F), -124.0 (m, 6F), -126.5 (m, 6F).
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11-(2-Azido-3-(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluor-6-iodoundecyloxy)-2-((8,8,9,9,10,10,
11,11,11-nonafluor-6-iodoundecyloxy)methyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4-nonafluor-6-

iodoundecan (29c)

N34€\O/\/\/\|/\C4Fg>3

NsTRIS(IH7F4)s

Ansatz: 0.50 g (1.15 mmol) 28c
0.77 mL (4.49 mmol, 3.9 Aquiv.) Perfluorbutyliodid
0.35 mL (0.35 mmol, 0.6 Aquiv.) Triethylboran (1M in n-Hexan)
5 mL n-Hexan
Vorschrift: ~ Av3tH
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat 1:1)
Ausbeute: 1.13 g (0.77 mmol, 67% d.Th.), gelbe Flussigkeit.
Rf = 0.49 (Toluol/Ethylacetat 1:1).
CarHasF2713N303 (1473.44 g mol™) [1473.02].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1496.07 ([M+H]", ber.: 1496.01), 2969.12 ([2M+H]",
ber.: 2996.02).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 4.37-4.28 (m, 3H, CHI), 3.54 (s, 6H, CH0), 3.46
(t, 6H, Jchz, ochz = 6.3 Hz, OCH,), 3.02-2.67 (m, 6H, CH,R"), 1.86-1.76 (m, 6H, CH,CHI),
1.64-1.52 (m, 12H, (CH2)sR"), 1.50-1.34 (m, 6H, (CH,)sR").

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 71.72 (3xOCH,R"), 70.95 (3xCH,OR"), 66.17
(Cq(TRIS)), 41.81 (t, 3C, J = 20.6 Hz, CH,R"), 40.46 (3xCHI), 29.62 (3xOCH,CH,R"),
29.54 (6%(CH2)R"), 25.26 (3%(CH.)R"), 20.82 (2xCH,CH]).

F NMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.4 (t, 9F, CF3, Jer = 9.7 Hz), -113.8 (m, 6F), -
124.9 (m, 6F), -126.3 (m, 6F).
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1,3-bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-2-((4,4,5,5,-
6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)methyl)propan-2-amin (30a)

TRIS(H3F8);
HzNybo/\/\ch17 )
3

Ansatz: 2.00 g (1.05 mmol) 29a
0.70 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
1.03 g (12.6 mmol, 12.0 Aquiv.) Natriumacetat
90 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4P4
Ausbeute: 1.20 g (0.80 mmol, 76% d.Th.), gelbes Wachs.
Ca7Ha6F51NO;3 (1501.53 g mol ™) [1501.53].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1501.99 ([M+H]", ber.: 1502.12).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 3.49 (t, 6H, Jun = 6.0 Hz, OCH,), 3.35 (s, 6H,
CH,0), 2.23-2.05 (m, 6H, CH,R¢), 1.91-1.82 (m, 6H, CH,CH;R¢).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 71.02 (3xOCH;RF), 69.95 (3xCH,ORF), 55.97
(Cq(TRIS)), 27.71 (t, 3C, J = 22.7 Hz, CH,RF), 20.60 (t, 3C, J = 4.1 Hz, CH,CH,R").

F NMR (376.5 MHz, CDCls), 6 (ppm): -81.46 (t, 9F, CF3, Jer = 10.0 Hz), -114.97 (m,
6F), -122.35 (m, 6F), -122.55 (m, 12F), -123.34 (m, 6F), -124.08 (m, 6F), -126.75 (m, 6F).

1,3-bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Tridecafluorundecyloxy)-2-((6,6,7,7,8,8,9,9,
10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)methyl)propan-2-

amin (30b) % N )
HoN [©) CeF13
TRIS(H5F6), ’

Ansatz: 2.00 g (1.18 mmol) 29b
0.83 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
1.16 g (14.2 mmol, 12.0 Aquiv.) Natriumacetat
90 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)

Vorschrift:  Av44

Ausbeute: 1.49 g (1.16 mmol, 98% d.Th.), braunes Wachs.
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Ca7H3sF30NO3 (1285.64 g mol™) [1285.22].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1286.20 ([M+H]*, ber.: 1286.23), 2571.48 ([2M+H]",
ber.: 2571.45).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 3.45-3.37 (m, 12H, CH,OR", OCH,R"), 2.68 (s,
2H, NH,), 2.14-1.97 (m, 6H, CH,R"), 1.63-1.60 (m, 12H, (CH,)sR"), 1.46-1.44 (m, 6H,
(CH2)3R).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 71.36 (3xOCH,R"), Signal der drei Kohlenstoffe zu
CH,OR" im Spektrum nicht erkennbar, Signal zum quartiren Kohlenstoff im Spektrum
nicht erkennbar, 31.02 (t, 3C, J = 22.6 Hz, CH,R"), 29.40 (3xOCH,CH;R"), 26.03
(3x(CH.)RF), 20.19 (t, 3C, J = 3.4 Hz, CH,CH,R").

F NMR (376.5 MHz, CDCly), & (ppm): -81.3 (m, 9F, CF3), -114.8 (m, 2F), -122.4 (m,
6F), -123.3 (m, 6F), -124.0 (m, 6F), -126.6 (m, 6F).

1,3-bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-Nonafluorundecyloxy)-2-((8,8,9,9,10,10,11,11,11-nona-
fluorundecyloxy)methyl)propan-2-amin (30c)

TRIS(H7F4); HaN %o/\/\/\/\c‘ﬁ)

3

Ansatz: 1.00 g (0.68 mmol) 29c
0.48 g Palladium auf Aktivkohle (10 %)
0.67 g (8.16 mmol, 12.0 Aquiv.) Natriumacetat
45 mL Methanol/Ethylacetat (1:2)
Vorschrift:  Av4®4
Ausbeute:  0.67 g (0.62 mmol, 91% d.Th.), braune Flissigkeit.
Ca7HsoF27NO3 (1069.75 g mol™) [1069.34].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1070.33 ([M+H]", ber.: 1070.34), 2139.64 ([2M+H]",
ber.: 2139.68).

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  (ppm): 3.46-3.40 (m, 12H, CH,OR", OCH,R"), 3.32 (s,
2H, NH,), 2.13-1.95 (m, 6H, CH,R"), 1.59-1.54 (m, 12H, (CH,)sR"), 1.35 (m, 18H,
(CH,)oRM).
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¥C-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 71.79 (6xCH,ORF, OCH,R"), 57.46 (Cq(TRIS)),
30.94 (t, 2C, J=22.3Hz, CH.R"), 29.69 (3x(CH,),R"), 29.28 (6x(CH,).R), 26.11
(3x(CH,),R"), 20.25 (t, 3C, J = 3.6 Hz, CH,CH,R").

YE NMR (376.5 MHz, CDCls),  (ppm): -81.5 (m, 9F, CF3), -115.0 (m, 6F), -124.9 (m,
6F), -126.5 (m, 6F).

N-((N-3-2-oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-hepta-

decafluor-undecyloxy)methyl]laminomethan (31a) o) o —~~
CgF

HOJ\/ O\)J\N{g/\/\c:ﬂ;

H O/\/\CBFﬂ

HOOCTRIS(H3F8);
Ansatz: 1.25 g (0.8 mmol) 30a
0.12 g (1.04 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsaureanhydrid
0.22 mL (1.60 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin
40 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift: ~ Av510%
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 1.00 g (0.64 mmol, 80 % d. Th.), farbloses Wachs.
Rt = 0.58 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
CasHaoFs5:NO;7 (1617.60 g mol ™) [1617.12].

ESI-MS (positiv), (m/z): 1640.22 ([M+Na]", ber.: 1640.11), 3257.41 ([2M+Na]", ber.:
3257.32).

'"H-NMR (300 MHz, CDCly), é (ppm): 4.15 (s, 2H, CH,C=0), 3.98 (s, 2H, CH,C=0), 3.76
(s, 6H, CH,0), 3.55 (t, 6H, OCH,R", Jy 1y = 5.9 Hz), 2.34-2.16 (m, 6H, CH,R"), 1.91-1.81
(m, 6H, CH,CH,R).

BC-NMR (75 MHz, CDs0D), é (ppm): 171.4 (C=0), 159.0 (C=0), 70.2 (CH,C=0), 70.1
(CH,C=0), 70.7 (3xCH,0), 69.1 (3xOCH,), 61.1 (Cq(TRIS)), 28.7 (t, CH.RF, Jur =
22.9 Hz), 21.6 (CH,CH3R").

F NMR (376.5 MHz, CDCls), & (ppm): -81.0 (t, OF, 3xCFs, Jer = 9.5 Hz), -114.5 (m,
6F), -122.0 (m, 18F), -122.9 (m, 6F), -123.6 (m, 6F), -126.3 (m, 6F).



5.3 Synthese perfluorierter Membranankersysteme 141

2-(2-(1,3-Bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-2-((6,6,7,7,8,8,9,9,
10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)-

essigsaure (31b) j\/o ﬂ {Omceﬁs

HO N (0) CeF13
HOOCTRIS(H5F6); HoA0™cF
Ansatz: 1.00 g (0.78 mmol) 30b

0.12 g (1.01 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsaureanhydrid

0.28 mL (2.02 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin

30 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift:  Av51?
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute: 1.00 g (0.71 mmol, 91% d.Th.), farblose Flussigkeit.
Rt = 0.53 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
Ca1Ha2F39NO7 (1401.71 g mol™) [1401.23].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1314.23 ([M—COOHCH,OCH,+H]", ber.: 1314.23), 1440.20
(IM+K]", ber.: 1440.20), 2841.55 ([2M+K]", ber.: 2841.43)
'H-NMR (300 MHz, CDCl5), & (ppm): 6.73 (sp, 1H, NH), 4.16 (s, 2H, CH,C=0), 4.04 (s,
2H, CH,C=0), 3.70 (s, 6H, CH,0), 3.43 (t, 6H, OCH,, Jun = 6.2 Hz), 2.14-1.96 (m, 6H,
CH,R"), 1.67-1.54 (m, 12H, (CH.),R"), 1.46-1.39 (m, 6H, (CH2)R").
BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 172.49 (C=0), 169.63 (C=0), 71.34 (CH,C=0),
71.27 (3xCH,0), 69.22 (3xOCHy), 68.82 (CH,C=0), 60.20 (Cq(TRIS)), 30.97 (t, 1C, J =
22.7 Hz, CH,RF), 29.27 (3x(CH,)RF), 25.97 (3x(CH,)RF), 20.14 (t, 3C, J=3.5 Hz,
CH,CH,R).
YENMR (376.5 MHz, CDCl3), 6 (ppm): -80.9 (t, 9F, CF3, Jer = 10.0 Hz), -114.4 (m,
6F), -122.0 (m, 6F), -122.9 (m, 6F), -123.6 (M, 6F), -126.2 (m, 6F).
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2-(2-(1,3-Bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluorundecyloxy)-2-((8,8,9,9,10,10,11,11,11-

nonafluorundecyloxy)methyl)propan-2-

ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (31c) )OJ\/ \)(1 NP

o e N N Ny
HOOCTRIS(H7F4); Ho m{SWgE;
Ansatz: 1.00 g (0.78 mmol) 30c

0.50 g (0.47 mmol, 1.3 Aquiv.) Diglycolsiureanhydrid
0.17 mL (1.22 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamin
20 mL absol. Dichlormethan
Vorschrift:  Av51?
Reinigung:  Flashchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 8:1)
Ausbeute:  0.46 g (0.38 mmol, 81% d.Th.), farblose Flussigkeit.
R¢ = 0.59 (Dichlormethan/Methanol 8:1).
Cu1Hs4F27NO- (1185.83 g mol™) [1185.35].
ESI-MS (positiv), (m/z): 1098.43 ([M—COOHCH,OCH,+H]", ber.: 1098.34), 2283.82
([2M-COOHCH,OCH,+H]", ber.: 2283.69), 2293.79 ([2M+Na]", ber.: 2393.68)

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 6.70 (sp, 1H, NH), 4.17 (s, 2H, OCH,C=0), 4.06 (s,
2H, CH,C=0), 3.70 (s, 6H, CH0), 3.41 (t, 6H, Jyn = 6.5 Hz, OCH,), 2.13-1.95 (m, 6H,
CH,RF), 1.61-1.52 (m, 12H, (CH,),R"), 1.34 (m, 18H, (CH,)sR").

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 172.54 (C=0), 169.79 (C=0), 71.62 (3xCH.0),
71.37 (CH,C=0), 69.15 (3xOCHy), 69.05 (CH,C=0), 60.33 (Cq(TRIS)), 30.93 (t, 3C, J =
22.3 Hz, CH2R"), 29.59 (3%(CH2)RF), 29.24, 29.23 (6x(CH,)R"), 26.05 (3%x(CH)R"),
20.23 (t, 3C, J = 3.7 Hz, CH,CH,R").

F NMR (376.5 MHz, CDCls3), 6 (ppm): -81.1 (m, 9F, CF3), -114.6 (m, 6F), -124.5 (m,
6F), -126.1 (m, 6F).
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5.4 Synthese des Triethylenglycolspacers

12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansaure-tert-butylester (34)M

(HO-PEG-OtBu) Hoﬁ@omomu
(@]

Es wurden 0.04 g (1.70 mmol, 0.03 Aquiv.) Natrium zu einer Lésung aus 25.0 mL (186
mmol, 2.8 Aquiv.) wasserfreiem Triethylenglycol in 100 mL absol. Tetrahydrofuran unter
Argonatmosphare zugesetzt. Nachdem das Natrium vollstandig gelost war wurden 9.6 ml
(66.0 mmol) Acrylsaure-tert-butylester zugesetzt und die Reaktionslésung wurde
21 Stunden geriihrt. AnschlieBend erfolgte die Neutralisation mit 1.6 mL einer 1N
Salzsdure-Losung. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rickstand wurde in
70 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung aufgenommen und dreimal mit je 50 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 50 mL einer ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 16.41 g (59.0 mmol, 89% d.Th.), klare, farblose Flissigkeit.
Rf = 0.32 (Ethylacetat).

C13H2606 (M = 278.34 g mol™) [278.17].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), ¢ (ppm): 3.70-3.62 (m, 14H, CH;0), 2.50 (t, 2H,
CH,COOtBU, JcHz,.cHz = 6.5 Hz), 1.43 (s, 9H, CH3(tBu)).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.™!

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecansaure-tert-butylester (35)%

(N3-PEG-OtBu) Nﬂvoﬂom“
(6]

Eine Losung aus 16.4 g (59.0 mmol) 12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansdure-tert-
butylester 34 in 25 mL absol. Dichlormethan wurde mit 20.2 mL (146 mmol, 2.5 Aquiv.)
Triethylamin versetzt. Unter Eiskihlung wurden 9.4 mL (123 mmol, 2.1 Aquiv.)
Mesylchlorid zugegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung tber einen Zeitraum

von vier Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde das gebildete
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Triethylaminhydrochlorid durch Hyflo® filtriert und der Filterkuchen mit 100 mL
Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit jeweils 50 mL Eiswasser und
einmal mit 20 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die Ldsung wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter reduziertem Druck destilliert.
Der erhaltene Rickstand wurde in 25 ml Dimethylformamid aufgenommen und mit 23.6 g
(364 mmol, 6.2 Aquiv.) Natriumazid versetzt. Nach 15 Stunden rithren bei 60 °C wurde
das Dimethylformamid i. Vak. entfernt und der Rickstand in 60 mL Wasser gelost. Die
wassrige Phase wurde viermal mit jeweils 50 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel
I. Vak. entfernt. Das Produkt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel isoliert
(Laufmittel: Cyclohexan/Ethylacetat 3:1).

Ausbeute: 12.8 g (42.3 mmol, 72% d.Th.), gelbe Flissigkeit.
R¢ = 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).
C13H25N305 (30335 g mol'l) [30318]

IH-NMR (300 MHz, CDCl), 6 (ppm): 3.76-3.62 (m, 12H, CH,0), 3.38 (t, 2H, NsCHy,
JCHZ,CHZ =51 HZ), 2.49 (t, 2H, CH,COOtBu, \]CHZ,CHZ =6.6 HZ), 1.44 (S, 9H, CHg(tBU))

BBC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 170.9 (C=0 Ester), 80.5 (Cq(tBu)), 70.7, 70.6, 70.6,
704 (CH,0), 700 (NsCH,CH,), 66.9 (CH,CH,COOtBu), 50.7 (N3sCH.), 36.2
(CH,COOtBuU), 28.1 (CH3(tBu)).

12-Amino-4,7,10-trioxa-decansaure-tert-butylester (36)%%

(HZN'PEG'OtBU) HZN/\Q/O%(OtBu
(e}

Eine Suspension aus 4.50 g einer Ni-Al-Legierung in 130 mL dest. Wasser wurde solange
mit festem Natriumhydroxid versetzt, bis kein Schdumen mehr auftrat. Die
Reaktionsmischung wurde anschlieBend 30 Minuten lang auf 70 °C erwédrmt. Nach dem
Dekantieren der Uberstehenden Losung wurde der Raney-Nickel-Katalysator mit
destilliertem Wasser neutral gewaschen und mehrmals mit Isopropanol gespilt. Zum
aktivierten Katalysator wurden 6.00 g (19.8 mmol) 12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecanséure-
tert-butylester 35 in 40 mL Isopropanol zugefligt. Durch wiederholtes Anlegen eines

Vakuums und Bellften mit Wasserstoff wurde die Reaktionsmischung von Sauerstoff
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befreit. Die Suspension wurde 16 Stunden unter Wasserstoffatmosphére bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Raney-Nickel wurde im Anschluss durch Hyflo® filtriert und das
Filtrat i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt konnte ohne weitere

Reinigung in der néchsten Stufe eingesetzt werden.
Rohausbeute: 5.50 g, gelbliches Ol.

R¢ = 0.12 (Diethylether/Methanol, 1:1).

C13H27NOs (277.36 g mol ™) [277.19].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), é (ppm): 3.72-3.62 (m, 12H, CH,0), 3.38 (t, 2H, NH,CH.,
\]CHZ,CHZ =50 HZ), 2.49 (t, 2H, CHzCOOtBU, JCHZ,CHZ =6.6 HZ), 1.43 (S, 9H, CHg(tBU)).

BC.NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 170.9 (C=O Ester), 80.5 (Cq(tBu)), 73.5
(NH,CH,CH,), 70.7, 70.6, 70.6, 70.5 (CH,0), 66.9 (CH,CH,COOtBU), 41.8 (NH,CH,),
36.2 (CH,COOtBU), 28.1 (CH3(tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxadecansaure-tert-butylester
(37)F4

(Fmoc-PEG-OtBu) FmocHN%/O%OtBU
(0]

Es wurden 3.01 g (10.86 mmol) 12-Amino-4,7,10-trioxa-decanséure-tert-butylester 36 in
100 mL einer Mischung aus Aceton und Wasser (1:1) gelést und mit 0.92 g (10.95 mmol,
1.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat versetzt. Unter Rihren erfolgte portionsweise
Zugabe von 3.70 g (11.00 mmol, 1.0 Ag) Fmoc-OSu, worauf 20 Stunden bei
Raumtemperatur stark gerthrt wurde. AnschlieBend wurde die Ldsung mit einer
2 N Salzsaure-Losung auf pH = 6 angesauert, wobei sich das Produkt als Ol ab schied. Die
Entfernung des Acetons erfolgte i. Vak. und der verbleibende Riickstand wurde viermal
mit jeweils 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit 300 mL
einer 1N Salzsdure-Losung und 150 mL Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und unter reduziertem Druck vom L&ésungsmittel befreit. Das Rohprodukt
wurde  durch  Flashchromatographie an  Kieselgel  gereinigt.  (Laufmittel:
Cyclohexan/Ethylacetat (2:1) — (1:1)).

Ausbeute: 3.69 g (7.39 mmol, 68 % d. Th.), gelbliches Ol.
R¢ = 0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1).
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CasH37NO;7 (499.60 g mol™) [499.26].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 7.76 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juans = Jrs e = 7.5
Hz), 7.60 (d, 2H, H1-, H8-, Ju1 2 = Jnsn7 = 7.5 Hz), 7.40 (t, 2H, H3-, H6-Fmoc, Jus s =
Jrarz = Jnenr = Jnens = 7.3 Hz), 7.34-7.28 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc), 5.40 (sp, 1H, NH-
Urethan), 4.40 (d, 2H, CH,-Fmoc, Jcho,ne = 6.9 Hz), 4.22 (t, 1H, H9-Fmoc, JygcHe = 6.8
Hz), 3.71-3.55 (m, 12H, CH,0), 3.42-3.37 (m, 2H, FmocHNCH,), 2.49 (t, 2H,
CH,COOtBuU, J = 6.4 Hz), 1.44 (s, 9H, CH3(tBuU)).

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3), é (ppm): 170.9 (C=O Ester), 144.0 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.3
(C4a-, Cha-Fmoc), 127.6 (C3-, C6-Fmoc), 127.0 (C2-, C7-Fmoc), 125.1 (C1-, C8-Fmoc),
120.0 (C4-, C5-Fmoc), 80.5 (Cq(tBu)), 70.0 (FmocHNCH,CHy), 70.5, 70.5, 70.3, 70.3
(OCHy), 66.9 (CH,CH,COOtBuU), 47.2 (FmocHNCH,), 28.1 (CH3(tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-trioxadecansaure (38)5
(Fmoc-PEG-OH) N /\é/o\/}NOH
(0]

Eine Losung von 1.92 g (3.8 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-amido-4,7,10-
trioxadecanséaure-tert-butylester 37 in einer Mischung aus 15 mL Trifluoressigsaure und
1.5 mL Wasser wurde zwei Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung mit
15 mL Toluol verdinnt, i. Vak. eingeengt und der erhaltene Rickstand dreimal mit je 15
mL Toluol und dreimal mit jeweils 10 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Produkt wurde
durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Dichlormethan/Methanol/Essigsdure 40:1:0.5). Zur Entfernung der Essigsdure aus dem
Eluationsmittel wurde das Produkt viermal mit jeweils 25 mL Toluol und dreimal mit

jeweils 25 mL Dichlormethan kodestilliert.

Ausbeute: 1.71 g (3.8 mmol, quant.), gelbes Ol.

Rt = 0.15 (Dichlormethan/Methanol/Essigséaure, 40:1:0.5).

Co4HasNO;7 (443.49 g mol™) [443.19].

ESI-MS (positiv), (m/z): 444.12 ([M+H]", ber.: 444.20); 466.15 ([M+Na]", ber.: 466.18).

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Juans = Jusws = 7.5
Hz), 7.60 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Ju1 x2 = Jus 7 = 7.2 Hz), 7.42-7.29 (m, 4H, H2-, H3-, H6-
, H7-Fmoc), 6.54 (sp, 1H, -COOH), 5.40 (s,, 1H, NH-Urethan), 4.40 (d, 2H, CH,-Fmoc,
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JCHZ’HQ =6.9 HZ), 4.22 (t, 1H, H9-Fmoc, JHgycHz = 6.8 HZ), 3.71-3.55 (m, 12H, CHzo),
3.45-3.38 (m, 2H, FmocHNCH,), 2.49 (t, 2H, CH,COOH, J = 6.4 Hz).

B3C-NMR (75 MHz, CDCly), 8 (ppm): 173.9 (COOH), 162.8 (C=0, Urethan), 144.0 (Cla-,
C8a-Fmoc), 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.6 (C3-, C6-Fmoc), 127.0 (C2-, C7-Fmoc), 125.1
(C1-, C8-Fmoc), 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 77.2 (FmocHNCH,CH, (im Ldsemittelsignal)),
70.5, 70.3, 70.2, 70.1 (OCH,), 66.4 (CH,CH,COOH), 47.2 (FmocHNCH,), 34.7
(CH,COOH).
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55 Synthese der Ty- und STn-Antigene

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid (41)1*%!
AcO OAc

(0]
(eAcsGal-Br) Aco%ﬁ

Br

In 210 mL Essigséureanhydrid wurde 0.50 g D-Galactose 39 vorgelegt und mit 1.25 mL
Perchlorsaure versetzt. AnschlieBend wurden die restlichen 49.5 g (gesamt 50.0 g 278
mmol) Galactose so zugegeben, dass die Temperatur der Reaktionsmischung 30 bis 40 °C
betrug. Es wurde weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, dann wurden 230 mL
einer 33%igen Bromwasserstofflosung in Eisessig zugegeben und weitere zwei Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Dichlormethan verdiinnt
und auf Eis gegossen, bevor mit festem Natriumhydrogensulfat neutralisiert wurde. Die
neutrale Losung wurde nun dreimal mit einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung
extrahiert, die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 93.0 g (226 mmol, 81% d.Th.), braunes Ol.

[a]%® = + 174.3 (c = 1.00, CHCI3), Lit.?*: [¢]%° = + 210 (c = 1.00, CHCl5).
Rt = 0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1).

C14H1BrOg (M = 411.20 g mol™) [410.02].

Weitere analytische Daten siehe Literatur.??!

AcO OAc
(@]

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal (42)1*?Y

AcOX _—

Eine Mischung aus 400 mL Essigsédure und 550 mL Wasser wurde auf -18 °C gekuhit,
bevor sie mit 150 g Zink und einer Kupfersulfatlosung (15.0 g in 75 mL Wasser) versetzt
wurde. Nach Beginn der Wasserstoffentwicklung wurde innerhalb von 30 Minuten 93.0 g
(226 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid 41, gelést in 150 mL
Dichlormethan, zugetropft. In einem Zeitraum von 100 Minuten wurde die Lésung
langsam von 0° auf 5°C erwarmt. Die Reaktionslésung wurde durch Hyflo® filtriert und
mit 200 mL Essigsédure/Wasser in einem Verhaltnis von 1:1 nachgewaschen. Das Filtrat
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wurde nach Phasentrennung dreimal mit Dichlormethan gewaschen, die vereinigten
organischen Extrakte wurden zweimal mit jeweils 200 mL Eiswasser und anschlie3end
weitere zwei Mal mit kalter ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die
Trocknung erfolgte mit Magnesiumsulfat und anschlieRend wurde das Lésungsmittel
I. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/ Ethylacetat 2:1).

Ausbeute: 44.1 g (162.0 mmol, 72% d.Th.), leicht gelbes, viskoses Ol.

[a]Z® = - 19.9 (c = 1.00, CHCI5), Lit.*?!): [«]23 = - 19.7 (c = 1.00, CHCls).

R¢ = 0.35 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

C12H1607 (M = 272.25 g mol ™) [272.09].

'H-NMR (300 MHz, CDCl5), & (ppm): 6.45 (dd, 1H, H-1, Jy1 12 = 6.0 Hz, Juyns = 1.2 Hz),
5.56-5.54 (m, 1H, H-3), 5.43-5.41 (m, 1H, H-4), 4.72 (ddd, 1H, H-2, Ji112 = 6.2 Hz, Jiz 3
= 1.3 Hz, Jyona = 1.1 Hz), 4.30 (m, 1H, H-5), 4.26-4.19 (m, 2H, H-6,y), 2.12, 2.08, 2.02
(3xs, 9H, 3xCH3(Ac)).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5), 6 (ppm): 170.2, 170.4, 170.0 (3xC=0(Ac)), 145.3 (C-1), 98.8
(C-2), 72.7 (C-5), 63.6, 63.8 (C-3, C-4), 61.8 (C-6), 20.5, 20.7, 20.7 (3XCHs(AC)).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/B-D-galactopyranosylnitrat (43)1'**!

(G/BAC3GalN3-ONOZ) AcO OA(\)c
AcO
N3 “ONO,

Es wurden 9.77 g (35.9 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 42 in 280 mL absol. Acetonitril
gelost und auf -30 bis -40 °C abgekihlt, bevor die Reaktionsmischung zugig unter
Argonatmosphare mit 62.0 g (113 mmol, 3.1 Aquiv.) trockenem Cerammoniumnitrat und
3.55¢g (54.6 mmol, 1.5 Aquiv.) trockenem Natriumazid versetzt wurde. Die orangerote
Losung wurde fiir 16 Stunden im Tiefkihlschrank bei -26 °C gertihrt. Die resultierende
tiefgelbe Reaktionsmischung wurde mit 350 mL eisgekiihltem Diethylether verdinnt,
bevor das gleiche Volumen an Wasser hinzugefugt wurde. Die organischen Phasen wurden
dreimal mit je 200 mL eisgekihltem dest. Wasser gewaschen und die Reextraktion der
wassrigen Phase erfolgte zweimal mit je 50 mL Diethylether. Nach dem Trocknen der

vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat wurde das Lésungsmittel i. Vak.
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entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an
Kieselgel (Laufmittel: Cyclohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 5.63 g (15.0 mmol, 42% d.Th.), gelblicher Feststoff.

R¢ = 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

C12H16N4O10 (M = 376.28 g mol™) [376.09].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 6.33 (d, 1H, H-1a, Ju1 2 = 4.2 Hz), 5.58 (d, 1H, H-
1B, Jy1me = 8.8 Hz), 5.50-5.49 (m, 1H, H-40), 5.39 (d, 1H, H-4B, Juz s = 2.9 Hz), 5.25 (dd,
1H, H-3a, Juz e = 3.2 Hz, Jyo, 13 = 11.3 Hz), 4.95 (dd, 1H, H-3pB, Jus e = 3.2, HZ, Jyo, 13 =
10.6 Hz), 4.36 (t, 1H, H-50, Jhzns = Jrz, 14 = 6.0 Hz), 4.15-4.09 (m, 6H, H-2a, H-5p, H-
6ap0, H-6,5p), 3.85 (dd, 1H, H-2B, Ju1, 12 = 8.9 Hz, Jyp, w3 = 10.6 Hz), 2.17, 2.07, 2.04
(3xs, 18H, 6xCH3(Ac)).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (44)*%! o On
C C

(6]
(@AcsGalN;-Br) Aco%

Br

Eine Suspension aus 6.40 g (73.7 mmol, 5.0 Aquiv.) Lithiumbromid in 60 mL absol.
Acetonitril wurde unter Argonatmosphare mit einer Losung aus 5.60 g (14.9 mmol) 3,4,6-
Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-o/B-D-galactopyranosylnitrat 43 in 60 mL absol. Acetonitril
versetzt. Nach 20 Stunden Riihren bei Raumtemperatur wurde eine gelbe Lésung erhalten,
die mit 250 mL Dichlormethan verdiinnt wurde. Die organischen Phasen wurden zweimal
mit je 100 mL dest. Wasser gewaschen und die Reextraktion der wéassrigen Phase erfolgte
zweimal mit je 50 mL Dichlormethan. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen
Phasen mit Magnesiumsulfat wurde das Ldsungsmittel i. VVak. entfernt. Die Reinigung des
Rohprodukts erfolgte durch  Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

Ausbeute: 4.40 g (11.2 mmol, 75% d.Th.), hellbraunes Ol.

[a]2® = +162.7 (1.00, CHCI5), Lit.*?!: []%® = + 188.6 (1.95, CHCIs).
R¢ = 0.39 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

C1oH1BrN3O7 (M = 394.18 g mol ™) [393.02].
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1H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 6.46 (d, 1H, H-1, Ju1 2 = 3.7 Hz), 5.51 (m, 1H, H-
4), 5.34 (dd, 1H, H-3, JH3,H4 =33 HZ, \]H2,H3 =10.7 HZ), 4.48 (t, 1H, H-5, JHZ,H3 = JHZ,H4 =
6.6 Hz), 4.21-4.07 (m, 3H, H-2, H-6,1), 2.16, 2.06, 2.05 (3xs, 9H ,CH3(Ac)).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls, DEPT), 6 (ppm): 170.3, 169.7, 169.5 (3xC=0(Ac)), 88.8 (C-
1), 71.4 (C-5), 69.8 (C-3), 66.5 (C-4), 60.7 (C-6), 58.6 (C-2), 20.6, 20.5, 20.5 (3xCH).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin (46)!'*! o

(Fmoc-Thr-OH) Fm°°HNj;fOH

(0]

In 800 mL einer Aceton/Wasser-Mischung (1:1) wurden unter Rihren 10.0 g (84.0 mmol)
L-Threonin und 7.10 g (84.5 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat gelést. Nach
portionsweiser Zugabe von 28.4 g (84.2 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-
succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde die klare Reaktionsmischung mit konz. Salzsdure auf pH =2
angesauert und das Aceton i. Vak. evaporiert. Der Riickstand wurde dreimal mit je 200 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je
200 mL 1 N Salzsdaure-Losung und zweimal mit je 200 mL einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die Reextraktion der wassrigen Phasen wurde zweimal mit je 50 mL
Dichlormethan  durchgefthrt. Nach Trocknung der organischen Phase mit

Magnesiumsulfat wurde das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
Ausbeute: 28.7 g (quant.), leicht gelblicher amorpher Feststoff.
[2]%? = - 3.4 (1.00, CHCI5).

CigH1o0NOs (M = 341.36 g mol™) [341.13].

'H-NMR (300 MHz, CDCls),  (ppm): 7.69 (d, 2H, H-4-, H-5-Fmoc, Juzns = Jusue = 7.4
Hz), 7.56-7.53 (m, 2H, H-1-, H-8-Fmoc), 7.36-7.21 (m, 4H, H-2-, H-3-, H-6-, H-7-Fmoc),
6.02 (m, 1H, NH-Urethan), 4.44-4.32 (m, 4H, CH,-Fmoc, T% TP), 4.14 (t, 1H, H-9-Fmoc,
Jhochz = 7.1 Hz), 1.21 (d, 3H, T', Jv,1p = 6.3 Hz).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester (47)*"!

(Fmoc-Thr-OtBu) HO
K(OtBu
FmocHN

(0]
Es wurden 82.4 g (399 mmol, 3.3 Aquiv.) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, 38.5 g

(519 mmol, 4.3 Aquiv.) tert-Butanol und 1.20 g wasserfreies Kupfer(I)chlorid miteinander
vermischt. Nach vorherigem mehrmaligem Ent- und Bellften des Reaktionsgefalies mit
Inertgas wurde die Reaktionsmischung unter Argonatmosphéare und Lichtausschluss finf
Tage lang gerlhrt. Die dunkelgrine Reaktionsmischung wurde dann unter Eiskiihlung
tropfenweise mit einer Losung von 41.2 g (121 mmol) Fmoc-Thr-OH 46 in 150 mL absol.
Dichlormethan binnen 90 Minuten versetzt. Nach Beendigung des Zutropfens wurde eine
Stunde weiter geriihrt und anschlieBend wieder auf 0 °C gekihlt, wobei farbloser,
feinkristalliner Harnstoff ausfiel. Durch mehrfaches Absaugen und Einengen des Filtrats
wurde der Harnstoff fast vollstdndig entfernt. Die so erhaltene organische Phase wurde
dreimal mit je 200 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und dreimal mit je
100 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an
Kieselgel im Laufmittelgemisch: Cyclohexan/Ethylacetat (4:1).

Ausbeute: 30.0 g (75.6 mmol, 63% d.Th.), farbloser kristalliner Feststoff.

[a]Z® = - 11.1 (1.00, CHCI3), Lit.2% [a]2° = - 9.0 (1.15, CHCl5).

Rt = 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1).

Cu3H2;NOs (M = 397.46 g mol™) [397.19].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), é (ppm): 7.77 (d, 2H, H-4-, H-5-Fmoc, Juz s = Jus s = 7.5
Hz), 7.61 (d, 2H, H-1-, H-8-Fmoc, Juinz = Juzme = 7.0 Hz), 7.40 (t, 2H, H-3-, H-6-Fmoc,
Juz H2ma = Jnznsme = 7.3 Hz), 7.40 (t, 2H, H-2-, H-7-Fmoc, Ju2Hims = Juznems = 7.3 Hz),
5.61 (d, 1H, NH-Urethan, Jxu, 1o = 8.4 Hz), 4.41 (d, 2H, CH,-Fmoc, Juechz = 7.0 Hz),
4.31-4.22 (m, 3H, H-9-Fmoc, T% TP), 1.49 (s, 9H, 3xCHa(tBu)), 1.25 (d, 3H, T", Jr,, 15 =
6.2 Hz).

B3C-NMR (75 MHz, CDCl3), é (ppm): 170.2 (C=O(Ester)), 156.7 (C=O(Urethan)), 143.9,
143.7 (C-1la, C-8a-Fmoc), 141.3 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.7, 127.7 (C-3-, C-6-Fmoc),
127.1, 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.1 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 82.7
(Cq(tBu)), 67.2 (CH,-Fmoc), 59.5 (T%), 47.1 (C-9-Fmoc), 28.0, 28.0, 28.0 (CH3(tBu)), 19.9
(™).
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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 AcO  OAc

o
(48)[131] AcO N3o
(Fmoc-Thr(aAcs;GalN3)-OtBu) FmocHNI(OtBu
O

Es wurden 2.92 g (7.35 mmol) Fmoc-Thr-OtBu 47 in 30 mL absol. Dichlormethan und
30 mL absol. Toluol geldst und zu 8.00 g ausgeheiztem Molekularsieb (4 A) gegeben und
eine Stunde geruhrt. Nach Kihlung auf 0 °C wurde unter Lichtausschluss 2.12 g (7.70
mmol, 1.1 Aquiv.) wasserfreies Silbercarbonat, sowie 0.29 g (1.40 mmol, 0.2 Aquiv.)
Silberperchlorat zugegeben und weitere 45 Minuten bei 0 °C gerlhrt. AnschlieRend
wurden 2.76 g (7.00 mmol) aAc3GalN3-Br 44 in 50 mL absol. Toluol/ Dichlormethan (1:1)
der Reaktionsmischung binnen 90 Minuten zugesetzt. Nach Beendigung des Zutropfens
wurde das Eisbad entfernt und vier Tage bei Raumtemperatur unter Argonatmosphare
geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit 100 mL Dichlormethan verdunnt und durch
Hyflo® filtriert. Das Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Anschlielend wurden die wéssrigen Phasen zweimal mit je 25 mL
Dichlormethan reextrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet
und das Loésungsmittel i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie an Kieselgel im Laufmittelgemisch: Dichlormethan/Ethylacetat
(10:1).

Ausbeute: a-Anomer 2.41 g (3.38 mmol, 48 % d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.

Es wurde noch eine Mischfraktion von 0.59 g aus a- und B-Anomer gewonnen, die in der
nachsten Stufe eingesetzt wurde.

[a]23 = +67.9 (1.00, CHCls), Lit.®" [«]2° = + 65.8 (1.00, CHCl5).

R¢ = 0.39 (Dichlormethan/Ethylacetat 10:1).

CasHaN4O12 (M = 710.73 g mol ™) [710.28].

ESI-MS (positiv), (m/z): 733.2 ((M+Na]", ber.: 733.3); 677.2 ([M+Na-C,4Hg]", ber.: 677.6).
'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 7.76 (d, 2H, H-4-, H-5-Fmoc, Jus s = Jusme = 7.4
Hz), 7.63 (d, 2H, H-1-, H-8-Fmoc, Ju1m2 = Juzns = 7.2 Hz), 7.43-7.37 (m, 2H, H-2-, H-7-
Fmoc), 7.35-7.29 (m, 2H, H-3-, H-6-Fmoc), 5.65 (d, 1H, NH-Urethan, Jxu.re = 9.5 Hz),
5.47 (d, 1H, H-4, Jusns = 2.7 Hz), 5.34 (dd, 1H, H-3, Jus s = 3.4, Jnzps = 11.3 Hz), 5.11
(d, 1H, H-1, Jy1 e = 3.8 Hz), 4.46-4.28 (m, 6H, H-5, H-6,5, H-9-Fmoc, T¢ TP), 4.13-4.09
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(m, 2H, CHy-Fmoc), 3.64 (dd, 1H, H-2, Jy1n2 = 3.6 Hz, Juonz = 11.4 Hz), 2.15 (s, 3H,
CHs(Ac)), 2.08, 2.05 (2s, 6H, 2xCH3(Ac)), 1.51 (s, 9H, 3xCH3(tBu)), 1.35 (d, 3H, T,
Jry1p = 6.5 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCly), & (ppm): 170.3, 170.0, 169.8 (3xC=O(Ac)), 169.2
(C=O(Ester)), 156.4 (C=0(Urethan)), 143.9, 143.8 (C-1a-, C-8a-Fmoc), 141.2 (C-4a-, C-
5a-Fmoc), 127.7, 127.7 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.3 (C-1-, C-8-
Fmoc), 120.0, 120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 99.2 (C-1), 82.9 (Cq(tBu)), 76.4 (TP, 68.0 (C-3),
67.5 (C-4, CH,-Fmoc), 67.0 (C-5), 61.8 (C-6), 59.2 (T%), 47.1 (C-2, C-9-Fmoc), 27.9
(CHs(tBu)), 23.2 (NHAC), 20.7, 20.6, 20.6 (3xCHs(Ac)), 18.9 (TY).

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

O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert- AcQ_ORe

AcO
butylester (49)1**% AGHN |
(Fmoc-Thr(aAcsGalNAC)-OtBu) FmOCHNX‘/OtBu

o}

In 150 mL einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Acetanhydrid und Essigsdure in einem
Verhaltnis von 3:2:1 wurden 2.36 g (3.30 mmol) Fmoc-Thr(aAczGalN3)-OtBu 48 geldst.
Im Folgenden wurden 4.30 g (65.7 mmol) Zn-Staub durch Aufschlammen in 80 mL einer
verdunnten Kupfersulfat-Losung (2.50 g Kupfersulfat in 80 mL dest. Wasser) aktiviert, mit
Wasser gewaschen und anschlieBend mit Diethylether getrocknet. Das aktivierte Zink
wurde der Reaktionsmischung zugegeben und die Reaktionsmischung 90 Minuten bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurde mit 300 mL Tetrahydrofuran verdinnt und
durch Hyflo® filtriert. Die destillative Entfernung des Lo6sungsmittels erfolgte unter
reduziertem Druck. Der verbleibende Ruckstand wurde viermal mit je 80 mL Toluol und
zweimal mit je 80 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde in 350 mL
Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit je 80 mL einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-L6sung und einmal mit 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Ldsung ausgeschuttelt.
Nach Trocknung der organischen Phase mit Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel
I. Vak. entfernt. Die Reinigung erfolgt durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: Cyclohexan/Ethylacetat 2:3).

Ausbeute: 2.02 g (2.78 mmol, 84% d.Th), farbloser amorpher Feststoff.
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Nach analoger Reduktion der Mischfraktion aus a- und B-Anomer werden zusétzlich
305.4 mg (0.42 mmol) erhalten. Gesamtausbeute Uber zwei Stufen: 2.33 g (3.20 mmol,
46% d.Th.).

[a]2® = +60.4 (1.00, CHCI), Lit.*™: [a]2° = + 63.4 (1.03, CHCl5).
R¢ = 0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:3).
C37H45N2013 (M =726.77 g mol'l) [72630]

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.78 (d, 2H, H-4-, H-5-Fmoc, Juz s = Jus e = 7.3
Hz), 7.64 (d, 2H, H-1-, H-8-Fmoc, Juyp2 = Juzme = 7.2 Hz), 7.43-7.31 (m, 4H, H-2-, H-3-,
H-6-, H-7-Fmoc), 5.98 (d, 1H, NH-Urethan, Jnn 1o = 10.2 Hz), 5.55 (d, 1H, NHAC), Inmme
= 8.9 Hz), 5.39 (d, 1H, H-4, Jus s = 1.7 Hz), 5,09 (dd, 1H, H-3, Juz s = 3.1 Hz, Jpo s =
11.3 Hz), 4.88 (d, 1H, H-1, Ju1 2 = 3.5 Hz), 4.66-4.58 (m, 1H, H-2), 4.48-4.43 (m, 2H,
CH,-Fmoc), 4.29-4.08 (m, 6H, H-5, H-6,, H-9-Fmoc, T% TP), 2.17 (s, 3H, CH3(NHAC)),
2.04 (s, 3H, CH3(OAC)), 2.00 (s, 6H, 2xCH3(OAc)), 1.46 (s, 9H, 3xCHs(tBu)), 1,33 (d,
3H, T, Jrp7, = 6.4 H2).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 170.9 (C=O(NHAC)), 170.3, 170.3 (3xC=0(Ac)),
170.0 (C=0O(Ester)), 156.4 (C=0(Urethan)), 143.7, 143.7 (C-1la-, C-8a-Fmoc), 141.3 (C-
4a-, C-5a-Fmoc), 127.8, 127.8 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.1, 125.0
(C-1-, C-8-Fmoc), 120.0, 120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 100.0 (C-1), 83.2 (Cq(tBu)), 77.2 (TP),
68.7 (C-3), 67.4 (C-4, C-5), 67.3 (CH2(Fmoc)), 62.1 (C-6), 58.9 (T%), 47.3, 47.2 (C-2, C-9-
Fmoc), 28.1 (CHs(tBu)), 23.2 (CH3(NHAC)), 20.7, 20.7, 20.6 (3xCH3(OAc)), 18.5 (T7).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a- aco OAc
(0]

D-galactopyranosyl)-L-threonin (50)%*! ACOATN

(Fmoc-Thr(aAcsGalNACc)-OH) K(OH
FmocHN
(0]

Es wurden 1.50 g (2.06 mmol) Fmoc-Thr(aAcsGalNAc)-OtBu 49 in 40 mL Dichlormethan
gel6st und anschlieend mit 3.00 mL Anisol und 40 mL Trifluoressigséure versetzt. Das
Gemisch wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, bevor die Reaktionsldsung mit
30 mL Toluol verdiinnt und unter reduziertem Druck eingeengt wurde. Der Ruckstand
wurde dreimal mit je 30 mL Toluol und dreimal mit jeweils 30 mL Dichlormethan
kodestilliert und das Produkt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt
(Ethylacetat/Methanol, 2:1).
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Ausbeute: 1.30 g (1.94 mmol, 94% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.

[]2% = + 72.4 (1.00, CHCl3), Lit.: [«]3° = + 76.0 (1.00, CHCly).

R¢ = 0.32 (Ethylacetat/Methanol, 2:1).

Ca3H3sN2013 (M = 670.66 g mol™) [670.24].

'H-NMR (300 MHz, CD;0D), é (ppm): 7.81 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc), 7.68 (m, 2H, H1-,
H8), 7.39-7.32 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.17 (d, 1H, NH-Urethan, Jyn 1, = 10.2
Hz), 5.40 (d, 1H, H-4, Jyz s = 3.3 Hz), 5,09 (dd, 1H, H-3, Juzns = 3.3 HzZ, Jyo s = 11.5
Hz), 4.88 (1H, H-1, im Losungsmittelsignal), 4.59-4.54 (m, 1H, H-2), 4.45-4.08 (m, 8H,
CHy-Fmoc, H-5, H-6,p, H-9-Fmoc, T TP, 2.12 (s, 3H, CH3(NHAc)), 2.02 (s, 3H,
CH3(OAc)), 1.96, 1.94 (s, 6H, 2xCH3(OACc)), 1.23 (d, 3H, TY, Jtp1y = 6.4 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CD3;0D), ¢ (ppm): 171.3, 170.7, 170.3, 170.0 (5xC=0), 156.4
(C=0O(Urethan)), 143.8, 143.8 (C-la-, C-8a-Fmoc), 141.5 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.5,
127.4 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.2 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.1, 125.0 (C-1-, C-8-Fmoc), 120.0,
120.0 (C-4-, C-5-Fmoc), 100.1 (C-1), 83.2 (Cq(tBu)), 77.3 (TP, 68.7 (C-3), 67.4 (C-4, C-
5), 67.2 (CHy(Fmoc)), 62.2 (C-6), 59.0 (T%), 473, 47.2 (C-2, C-9-Fmoc), 23.2
(CH3(NHAC)), 20.8, 20.8, 20.6 (3xCH3(OAC)), 18.6 (TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur. [

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy- HO OH

(0]
a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (51)*! O AN i
(Fmoc-Thr(aGalNAc)-OtBu) FmocHNX(OtBu
(0]

Die Deacetylierung erfolgte unter standiger pH-Wert Kontrolle durch tropfenweise Zugabe
einer frisch hergestellten 1%-igen methanolischen Natriummethanolat-Losung (0.5 g Na in
50 mL Methanol HPLC grade) zu einer LOsung aus 5.64 g (7.76 mmol) Fmoc-
Thr(aAc3GalNAC)-OtBu 49 in 100 mL Methanol (HPLC grade). Als ein pH-Wert von 8.5
erreicht war, wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und der pH-Wert anfangs
anhaltend kontrolliert und nachreguliert. Nach vollstindigem Umsatz (DC-Kontrolle)
wurde mit wenig Eisessig neutralisiert und das Ldsungsmittel kodestillativ mit Toluol
I. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde in 150 mL Acetonitril aufgenommen und mit 0.65 g

(1.93 mmol) Fmoc-OSu und 0.32 ml (1.93 mmol) Diisopropylethylamin versetzt. Nach
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sechs stindigem Rihren bei Raumtemperatur wurde das Gemisch i. Vak. destillativ vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel
(Laufmittel: Ethylacetat/Methanol, (20:1) — (10:1)) isoliert.

Ausbeute: 3.45 g (5.75 mmol, 74% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.

[a]2® = +30.8 (1.00, CHCIs), Lit.®™: [a]32 = + 40.2 (1.00, CHCl5).

R¢ = 0.11 (Ethylacetat/Methanol, 20:1).

Ca1Ha0N2010 (M = 600.66 g mol™) [600.27].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.76 (d, 2H, H-4-, H-5-Fmoc, Jus ra = Jns e = 7.46
Hz), 7.61 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc, Ju1 12 = Ju7.ms = 7.38 Hz), 7.42-7.26 (m, 4H, H2-, H3-, H-
6-, H-7-Fmoc), 6.89 (d, 1H, NHAc, Jnnne = 7.66 Hz), 5.77 (d, 1H, NH-Urethan, Jyg 1o =
9.55 Hz), 4.87 (d, 1H, H1, Ju1 2 = 3.37 Hz), 4.49-4.37 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.32-4.24 (m,
3H, H2, H9-Fmoc, T"), 4.15-4.08 (m, 1H, T%), 4.06 (sb, 1H, H4), 3.93-3.83 (m, 4H, H3-,
H5-, H6a,b-Gal), 2.11 (s, 3H, CH3(NHAC)), 1.45 (s, 9H, 3xCHj3(tBu)), 1,30-1.28 (m, 3H,
).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 173.99 (C=O(NHAC)), 171.11 (C=O(Ester)), 156.66
(C=0O(Urethan)), 143.90, 143.81 (C-1a-, C-8a-Fmoc), 141.46 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 127.94,
127.92 (C-3-, C-6-Fmoc), 127.23 (C-2-, C-7-Fmoc), 125.20, 125.15 (C-1-, C-8-Fmoc),
120.17, 120.16 (C-4-, C-5-Fmoc), 99.71 (C-1), 83.46 (Cq(tBu)), 77.36 (TP), 70.95, 70.11,
69.67 (C-3, C-4, C-5), 67.33 (CH,(Fmoc)), 62.75 (C-6), 59.10 (T%), 47.3, 47.2 (C-2, C-9-
Fmoc), 51.00 (C-2), 47.32 (C-2, C-9-Fmaoc), 28.20 (CHs(tBu)), 23.04 (CH3(NHAC)), 19.01
(™).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*3!

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

nonulopyranosat (53)1%*] oA
AcO ¢ COOH

(o, BACSNeuNAcCOOH) AcHNZ0 /™ 0Ac

AcO OAc

Es wurden langsam 113 mL Acetanhydrid zu einer eisgekihlten Losung aus 15.0 g (48.5
mmol) N-Acetylneuraminsdure in 225 mL Pyridin getropft. Nach sechsstiindigem Ruhren
bei Raumtemperatur erfolgte die Entfernung des Ldsungsmittels unter reduziertem Druck.

Der Riickstand wurde funfmal mit Toluol gefolgt von dreimaligem Kodestillieren mit
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Dichlormethan vom Acetylierungsgemisch befreit. Das Rohprodukt wurde ohne Reinigung

weiter umgesetzt.

Ausbeute: 21.8 g (42.0 mmol, 87% d.Th.), gelblicher, amorpher Feststoff.
R¢ = 0.36 (Dichlormethan/Ethylacetat 5:1).

C21H20NO14 (M = 519.45 g mol™) [519.16].

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*!

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

nonulopyranosat (54)2%! oA

AcO COOBnN
(0, BACSNeuNACCOOBN) Acvrmwom

AcO OAcC

Es wurden 21.8 g (42.0 mmol) der freien Sdaure 53 in 75 mL Ethanol gel6st und mit einer
wassrigen Céasiumcarbonatlésung (6.52 g, 20 mmol, 0.5 Aquiv. in 9.00 mL Wasser)
versetzt. Nach Beendigung der Gasentwicklung wurde fir weitere 30 Minuten gerihrt und
anschlieBend das Losungsmittelgemisch kodestillativ mit Toluol i. Vak. entfernt. Der
Rickstand wurde in 130 mL Dimethylformamid aufgenommen und langsam mit 9.10 mL
(76.0 mmol, 1.8 Aquiv.) Benzylbromid versetzt und 18 Stunden bei Raumtemperatur
gertihrt. Danach erfolgte die Entfernung des Lésungsmittels i. Hochvak.. Der Rickstand
wurde in 500 mL Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit je 150 mL dest. Wasser und
einmal mit 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde destillativ unter
reduziertem Druck entfernt. Das Produkt wurde chromatographisch an Kieselgel im
Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat (1:5) — (Ethylacetat) isoliert.

Ausbeute: 19.2 g (31.5 mmol, 75% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.

R¢ = 0.23 (Ethylacetat).

CusH3sNO14 (M = 609.58 g mol™) [609.21].

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*!
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O-Ethyl-S-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosyl)onat]dithiocarbonat (56)**! no 9% coomn
> O
(@AcsNeuNACCOOBNXan) o~ SIOH

Es wurden 95.0 mL (31.7 mmol) Acetylchlorid auf 0 °C gekuhlt und 19.2 g (31.5 mmol)
a,BACSNeuNAcCOOBN 54 darin gelost. Zu der eiskalten Losung wurden 18 Tropfen konz.
Salzsdure zugegeben und drei Tage bei Raumtemperatur unter Argonatmosphare geruhrt.
AnschlieBend wurde das Acetylchlorid kodestillativ mit Toluol i. Vak. entfernt. Der
erhaltene 0lige Ruckstand wurde direkt in 520 mL Ethanol (p.a.) geldst und portionsweise
mit 8.60 g (53.6 mmol, 1.7 Aquiv.) Kaliumethylxanthogenat versetzt. Nach zweitagigem
Rihren unter Argonatmosphdre bei Raumtemperatur wurde die Mischung mit 800 mL
Dichlormethan verdiinnt, dreimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogensulfat-Lésung
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel destillativ i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch
Flashsédulenchromatographie an Kieselgel im Laufmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat
(1:4) — (Ethylacetat).

Ausbeute: 11.0 g (16.4 mmol, 52% d.Th. Gber zwei Stufen), farbloser, amorpher Feststoff.

[@]%® =+ 37.1(c =1.00, CHCIy), Lit.?*:[a]2? =+ 34.1 (c = 1.00, CHCl5).

R¢ = 0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:4).

Co9H37NO13S; (M = 671.73 g mol ™) [671.17].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),  (ppm): 7.35 (m, 5H, Har(Bn)), 5.39-5.23 (3H, H7”, H8”,
NH Amid), 5.21 (s, 2H, CH2(Bn)), 4.85 (td, 1H, H4”, Jysrmzax = 11.60 HZ, Jnarmzeq = 4.68
Hz), 4.56 (dd, 1H, H6”, Jueus» = 10.77 Hz, Jueu7 = 1.94 Hz), 4.47-3.98 (m, 5 H, H5",
H9a/b", -OCH,CHj3), 2.66 (dd, 1H, H3¢q”, Jhzeqhzax = 12.91 HZ, Juseqrha» = 4.61 Hz), 2.13-
1.86 (M, 16H, 4x CHs3(Ac), CH3(NHAC), H3."), 1.26 (t, 3H, -CH,CHs, Jcnachz = 6.33 Hz).
BC-NMR (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 207.02 (C=S), 171.13, 170.68, 170.38, 170.36,
170.25 (C=0), 167.95 (C1”), 135.02 (Cquare.(Bn)), 128.92, 128.84, 128.77, 128.15 (C(Bn)),
86.66 (C2”), 75.34, 70.72, 70.45, 68.89, 68.10, 67.89 (C4”, C6”, C7”, C8”, OCH,(Bn),

OCH,CHs), 62.15 (C9”), 49.39 (C5), 37.27 (C3), 23.33 (CH3(NHAC)), 21.00, 20.94,
20.91, 20.89 (CHs(Ac)), 13.16 (OCH,CHj).
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-{2-acetamido-2-deoxy-6-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-
D-galactopyranosyl}-L-serin-tert-butylester (59)1*!

233
[233] OAc

AcO COOBn
(Fmoc-Thr([eAc;NeuNAcCOOBN-(2—6)]-aGalNAC)- W o

AcO
OAc HO
O
OtBu) HO
AcHN
O
OtBu
FmocHNX(

(@]
Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in 1,2-Dichlorethan):

Zu einer Losung aus 1.06 mL (11.9 mmol) Dimethyldisulfid in 15 mL absol. 1,2-
Dichlorethan werden 0.62 mL (24.2 mmol) Brom zugegeben und das Reaktionsgemisch

unter Lichtausschluss und Argonatmosphare 18 Stunden geruhrt.

Glycosylierung:

Eine Losung aus 2.04 g (3.39 mmol) Fmoc-Thr(aGalNAc)-OtBu 51 und 5.70 g (8.46
mmol, 25 Aquiv.) oAc4NeuNAcCOOBnXan 56 in 150 mL absol.
Acetonitril/Dichlormethan (2:1) wurde in einen Kolben mit 12.0 g ausgeheiztem
Molekularsieb (4 A) gegeben und unter Schutzgasatmosphére tber Nacht gerihrt.
AnschlieRend wurden 2.20 g (8.56 mmol, 2.5 Aquiv.) trockenes Silbertriflat zugegeben,
die Reaktionsmischung auf —65 °C gekihlt und innerhalb von 45 Minuten wurden 5.41 mL
(8.66 mmol, 2.5 Aquiv.) einer eisgekiihlten 1.6 M Losung von Methylsulfenylbromid in
1,2-Dichlorethan (s.0.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde funf Stunden bei —65 °C
geriihrt (DC-Kontrolle) und anschlieBend mit 1.20 mL (7.27 mmol) Diisopropylethylamin
neutralisiert. Nach weiteren 15 Minuten bei —65 °C wurde die Kuhlung entfernt und
langsam auf 10 °C erwarmt. Im Folgenden wurde das Reaktionsgemisch mit 300 mL
Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und das gewiinschte Produkt durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Ethanol, 20:1 — 9:1)
abgetrennt.

Ausbeute: 3.64 g (2.30 mmol, 68% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.

[a]2® =+9.7 (c = 1.00, CHCIy), Lit.?*¥:[a]3® =+ 6.27 (c = 1.00, CHCIs).

Rt = 0.40 (Ethylacetat/Ethanol, 9:1).

Cs7H71N30,; (M = 1150.18 g mol™) [1149.45].
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IH-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.71 (d, 2H, H4-, H5-FMoc, Juaps = Juspe = 7.3
Hz), 7.60 (d, 2H, H1-, H8-FMoc, Ju e = Jugr = 7.2 Hz), 7.39-7.27 (m, 9H, H3-, H6-, H2-
, H7-Fmoc, Har(Bn)), 6.64 (d, 1H, NH(NHAC), Jun2 = 6.9 Hz), 5.55 (d, 1H, NH-Urethan,
INnTe = 9.0 Hz), 5.37-5.24 (m, 2H, H7*, H8), 5.28 (d, 1H, CHzs(BN), Juap = 12.1 Hz),
5.20 (d, 1H, CHa(Bn), Joa = 12.4 Hz), 4.89-4.79 (m, 1H, H4%), 4.81 (d, 1H, H1, Jurme =
2.9 Hz), 4.44 (d, 2H, CH,-Fmoc, Jemocn = 7.0 Hz), 4.34 (dd, 1H, H9a%, Juga-pope = 12.7
Hz, Juga-pe- = 2.1 Hz), 4.31-4.15 (m, 3H, CH-Fmoc, H2, Ta), 4.13-3.92 (m, 4H, TP, H5%,
H6%, H9b*), 3.90 (dd, 1H, H6a, Jnearen = 10.2 HZ, jugans = 7.5 Hz), 3.73-3.65 (m, 3H, H5,
H4, H3), 3.50 (dd, 1H, H6b, Juep rea = 10.3 Hz, Jugois = 4.0 Hz), 2.56 (dd, 1H, H3eq",

Inseqtzac = 12.7 HZ, Jnseq-pia~ = 4.5 Hz), 2.13, 2.12, 2.07, 2.03, 2.00, 1.88 (6xs, 6x3H,
CHs(Ac)), 2.00-1.93- (m, 1H, H3ax”), 1.47 (s, 9H, CH3(tBu)), 1.24 (d, 3H, Ty, Jry1p =
7.1 Ha).

BBC.NMR (75 MHz, CDCls), 8 (ppm): 173.73, 173.53, 172.42, 171.98, 171.71, 171.49,
171.06, (8C, C=0), 168.81 (C1), 159.14 (C=O(Urethan)), 145.35, 145.11 (C-1a-, C-8a-
Fmoc), 142.68 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 136.66 (Cq(Bn)), 129.78, 129.69, 128.84, 128.22,
128.19 (9C, C-3-, C-6-, C-2-, C-7-Fmoc, Ca-Bn), 126.12, 126.02 (C-1-, C-8-Fmoc),
100.71 (C1), 100.03 (C2”), 83.42 (Cq(tBu)), 76.66 (T?), 73.43 (C6”), 71.26 (C3”), 70.70
(C7”, C5), 70.16 (C4”), 69.98 (C4), 68.85, 68.72, 67.57 (CH,-Fmoc, CH,(Bn), C8”), 65.50
(C6), 63.41 (C97), 60.81 (Ta), 50.79 (C2), 50.06 (C57), 48.63 (C9-Fmoc), 38.72 (C3),
28.36 (3xCHs(tBu)), 23.22, 22.68 (2xCH3(NHAC)), 21.27, 20.86, 20.69, (4C, CH3(Ac)),
19.75 (Ty).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?!
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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-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)- a0 PA° COOBn

onat)-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonin-tert- AcHN/Q7™0
AcO QOAc ACO
butylester (60)*! 0
AcoA<:HN
(Fmoc-Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)- 0
aAc,GalNAC)-OtBu) FmocHNK(OfB“

o}

Es wurden 2.61 g (2.27 mmol) Fmoc-Thr(JaAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)]-aGalNAc)-OtBu
59 in 22 mL Pyridin geldst, auf 0 °C gekuhlt und mit 11 mL Acetanhydrid versetzt. Nach
Zugabe von 26.0 mg DMAP wurde eine Stunde unter Eiskiihlung gerthrt, woraufhin
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach 16 Stunden Rihren bei
Raumtemperatur dieser Temperatur geriihrt wurde. Das Gemisch wurde mit 200 mL
Dichlormethan verdinnt und restliches Acetanhydrid durch Zugabe von wenig Eis
hydrolysiert. Die organische Phase wurde viermal mit jeweils 250 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 250 mL einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Nach Trocknen tber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mehrfach sowohl mit Toluol als auch
mit Dichlormethan kodestilliert und durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:

Ethylacetat — Ethylacetat/Ethanol 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.79 g (1.45 mmol, 64% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.
[a]%® =+ 29.6 (c = 1.00, CHCIy), Lit.***:[a]2? =+ 28.0 (c = 1.00, CHCl5).
R¢ = 0.51 (Ethylacetat/Ethanol, 20:1).

Ce1H75N3024 (M = 1234.25 g mol™) [1233.45].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8 (ppm): 7.77 (d, 2H, H4-, H5-Fmoc, Jua ps = srsp6 = 7.4 Hz),
7.65 (d, 2H, H1-, H8-, Juinz = Jusnr = 6.8 Hz), 7.42-7.30 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-
Fmoc, 5xHar(Bn)), 5.93 (d, 1H, NH-Fmoc, Jyn 1, = 10.0 Hz), 5.59 (d, 1H, NH(GalNACc),
Jnenz = 9.1 Hz), 5.31-5.23 (m, 3H, H7¢, H8, CHz(Bn)), 5.15-5.11 (m, 2H, H4,
CHan(Bn)), 4.98 (dd, 1H, H3, Jushz = 11.1 HZ, jnane = 3.1 Hz), 4.85 (m, 2H, H1), 4.59-
4.45 (m, 4H, CH,-Fmoc, H2, TB), 4.29-4.17 (m, 4H, H6*, H9a“, H9-Fmoc, Ta), 4.08-3.93
(m, 3H, H5, H5%, H9b*), 3.80 (m, 1H, H6a), 3.10 (dd, 1H, H6b, Jyenns = 4.3 HZ, Jueb Hea =
10.5 Hz), 2.55 (dd, 1H, H3eq®, Juzeq«Haax< = 12.7 HZ, jnzeqra« = 4.6 Hz), 2.12, 2.05, 2.02,
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1.98, 1.86 (5x s, 25H, CH3(NHAC), CHs(Ac), H3ax*), 1.45 (s, 9H, CHs(tBu)), 1.30 (d, 3H,
Ty, Jry,18 = 6.3 HZ).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls), é (ppm): 171.00, 170.77, 170.41, 170.34, 170.02, 169.85,
(C=0), 167.55 (C1%), 156.76 (C=0O-Urethan), 143.93 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.53 (C4a-,
C5a-Fmoc), 134.90 (Cq(Bn)), 129.26, 129.07, 128.89 (C(Bn)), 127.98 (C3-, C6-Fmoc),
127.32 (C2-, C7-Fmoc), 125.31, 125.29 (C1-, C8-Fmoc), 120.26, 120.23 (C4-, C5-Fmoc),
100.30 (C1), 98.78 (C2), 83.28 (Cq(tBu)), 77.43 (TP), 69.17, 69.10, 68.22, 68.08, 67.81,
67.51, 67.29 (C3, C4, C5, CH,-Fmoc, CH,(Bn), C4*, C6*, C7*, C8“), 64.10, 62.57 (C6,
C9“), 59.35 (To), 49.36 (C5%), 47.46, 47.41 (C2, C9-Fmoc), 37.83 (C3%), 28.30
(CH3(tBu)), 23.39, 21.22, 21.03, 20.92, 20.84 (CH3(Ac)), 18.79 (Ty).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.’?!

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-a-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl}-L- aco. | PAe COOBn
threonin (61)1%** AcHNIT/ 2070
AcO OAc AcO
(Fmoc-Thr(aAcs;NeuNAcCOOBN-(2—6)- Acoé%
AcHN
0Ac,GalNAc)-OH) “To
Lo
FmocHN

O

Es wurden 1.77 g (1.43 mmol) Fmoc-Thr(acAc4NeuNAcCOOBN-(2—6)-aAc2GalNAcC)-

OtBu 60 in 30 mL Dichlormethan gelost, mit 3.00 mL Anisol und 30 mL
Trifluoressigsdure versetzt. AnschlieBend wurde das Gemisch zwei Stunden Dbei
Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reaktionsldsung mit 25 mL Toluol verdinnt und unter
reduziertem Druck eingeengt wurde. Der Riickstand wurde dreimal mit je 25 mL Toluol
und dreimal mit jeweils 25 mL Dichlormethan kodestilliert und Produkt durch

Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Ethylacetat/Methanol, 2:1).
Ausbeute: 1.60 g (1.36 mmol, 95% d.Th.), farbloser, amorpher Feststoff.
[a]2® =+ 35.4 (c=1.00, CHCIs), Lit.?¥:[2]2? =+29.1 (c = 1.00, CHCl5).
Rt = 0.27 (Ethylacetat/Methanol, 2:1)

Cs7He7N3024 (M = 1178.15 g mol™) [1177.41].
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'H-NMR (300 MHz, CD30D), é (ppm): 7.81-7.79 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc), 7.71-7.65 (m,
2H, H1-, H8-Fmoc), 7.39-7.29 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha((Bn)), 5.37-5.30 (m,
3H, H7", H8", CH24(Bn)), 5.20-5.16 (m, 2H, H4, CH2,(Bn)), 5.02-4.97 (m, 1H, H3), 4.83-
4.78 (m, 2H, H1, H4"), 4.61 (dd, 1H, CHz:-Fmoc, Jcrz,He-Fmoc = 6.2, Jgem = 10.6 Hz), 4.46-
4.38 (m, 2H, CHa,-Fmoc, TB), 4.31-4.17 (m, 5H, H2, H6", H9a", H9-Fmoc, Ta), 4.09-3.94
(m, 3H, H5, H5", H9b"), 3.82-3.79 (m, 1H, H6a), 3.10 (dd, 1H, H6b, Juenns = 4.3 Hz,
JHebHea = 10.2 Hz), 2.68 (dd, 1H, H3eq", Jnzeq Hzax = 12.8 HZ, Jnzeqrmar = 4.9 Hz), 2.10,
2.09, 2.03, 1.99, 1.95, 1.83 (6x s, 25H, CH3(NHACc), CH3(OAc)), 1.18 (d, 3H, Ty, Jy1p =
6.3 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CD;0D), é (ppm): 174.20, 173.53, 172.32, 171.17, 171.89, 171.71,
171.57, 171.38 (C=0), 168.65 (C1*), 159.07 (C=0O(Urethan)), 145.46, 145.14 (C-1la-, C-
8a-Fmoc), 142.72, 142.71 (C-4a-, C-5a-Fmoc), 136.59 (Cq(Bn)), 129.98, 129.86, 129.83
(C(Bn)), 128.84, 128.80 (C-3-, C-6-Fmoc), 128.23, 128.19 (C-2-, C-7-Fmoc), 126.16,
126.01 (C-1-, C-8-Fmoc), 100.01 (C1), 99.88 (C2%), 83.42 (Cq(tBu)), 77.56 (TpB), 73.35,
70.63, 69.83, 69.15, 69.10, 68.94, 68.53, 67.53 (C3, C4, C5, C4*«, C6%, C7*, C8“, CH,-
Fmoc, CHy(Bn)), 65.10 (C6), 63.51 (C9“), 60.85 (Ta), 49.99 (C2), 48.92 (C5%), 38.87
(C3%), 31.97 (3xCH3(tBu)), 22.97, 22.67 (2xCH3(NHAC)), 20.91, 20.74, 20.71, 20.69 (4C,
CH3(0AC)), 19.40 (Ty).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?!
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5.6 Synthese der (Glyco)Peptidkonjugate

Allgemeine Versuchsvorschriften

AV6: Peptidsynthese

Die Synthese wurde mit einem Peptidsynthesizer von Applied Biosystems ABI 433A
(nach Standardprogramm Fastmoc 0.1 mmol) durchgefihrt. Als feste Phase wurde das mit
Fmoc-Prolin vorbeladene Fmoc-Pro-Trt-Tentagel S Harz (455 mg, 0.10 mmol; Beladung:
0.22 mmol/g) der Firma Rapp Polymere eingesetzt. Die Kupplungen erfolgten mit den
Aminosdauren: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH und
Fmoc-Val-OH. In jedem Kupplungszyklus wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe mit
einer Losung aus Piperidin (20%) in NMP abgespalten (3x2.5 Minuten). Die Kupplung der
Aminosauren (1 mmol bzw. 10 Aquiv. bzgl. der Beladung des Harzes) fand mit HBTU
(1 mmol), HOBt (1 mmol) und DIPEA (2 mmol) in DMF (20-30 Minuten Vortex) statt.
Nach jedem Kupplungsschritt wurden nicht umgesetzte Aminogruppen durch eine
Mischung aus Ac,0 (0.5 M), DIPEA (0.125 M) und HOBt (0.015 M) in NMP (10 Minuten
Vortex) acetyliert (Capping-Schritt).

Die Kupplung des geschiitzten Ty-Bausteins 11 (134 mg, 0.20 mmol, 2.0 Aquiv. bzgl. der
Beladung des Harzes) und des STy-Bausteins 23 (177 mg, 0.15 mmol, 1.5 Aquiv. bzgl. der
Beladung des Harzes) wurde mit HATU (1.2 Aquiv. bzgl. der Glycosylaminosaure), HOAt
(1.2 Aquiv.) und NMM (2.4 Aquiv.) durchgefiihrt (8 Stunden Vortex). Die beiden
folgenden Aminosauren wurden dann nach Standardbedingungen doppelt gekuppelt. Nach
Anbindung der restlichen Aminoséauren erfolgt die Kupplung des Triethylenglycolspacers
61 (1 mmol, 10 Aquiv. bzgl. der Beladung des Harzes) mit HBTU (1 mmol), HOBt (1
mmol) und DIPEA (2 mmol) in DMF (20-30 Minuten Vortex) gefolgt von der
Deblockierung des N-Terminus mit 20% Piperidin in NMP.

Die perfluoralkylierten Bausteine wurden manuell in einem Merrifield-Glasreaktor durch
vorheriges, halbstiindiges Quellen des Harzes mit Dichlormethan angebunden. Hierzu
wurden die Perfluoralkyle in einer Mischung aus Dimethylformamid/Chloroform/Dioxan,

Dimethylformamid/Chloroform bzw. Dimethylformamid geldst, mit HATU (1.2 Aquiv.
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bzgl. der Perfluoralkylverbindung), HOAt (1.2 Aquiv.) und DIPEA (2.4 Aquiv.) aktiviert
und drei Tage bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Kupplungsldsung wurde anschlie3end
abgesaugt, mit DMF (5x10 mL) gewaschen und um verbleibende freie Amine zu
acetylieren mit einer Mischung aus Acetanhydrid/Pyridin (1:3) umgesetzt. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit DMF (5x10 mL) und Dichlormethan (510 mL) wurde das
Peptid durch zweistundiges schitteln mit Trifluoressigsédure (10 mL), Triisopropylsilan
(1.0 mL) und Wasser (1.0 mL) vom Harz abgespalten und gleichzeitig die séurelabilen
Schutzgruppen der Aminoséureseitenketten entfernt. Die Losung wurde vom Harz filtriert
und mit Trifluoressigséure (5x10 mL) gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden i. Vak.
eingeengt und mit Toluol kodestilliert. Der Riickstand wurde durch F-SPE gereinigt und

nach Entfernung des Losungsmittels unter reduziertem Druck lyophilisiert.

AVT7: Deacetylierung

Das Peptid wurde in 10 mL Methanol (HPLC grade) gel6st und mit einer frisch
hergestellten Natriummethanolatlésung (0.25 g Na in 25 mL Methanol (HPLC grade))
tropfenweise versetzt bis ein pH von 9.5-10.0 erreicht wurde. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht gerlhrt und mit wenigen Tropfen Essigsaure neutralisiert. Anschlielend
wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der Riickstand mit F-SPE
gereinigt. Die Produktfraktion wurde unter reduziertem Druck eingeengt und lyophilisiert.

R1 und R2: Reinigung durch F-SPE

Zur fluorigen Festphasenextraktion (Fluorous Solid Phase Extraction, F-SPE) wurde
fluoriertes Kieselgel als Festphase verwendet. Die Reinigung unterteilte sich in drei
Schritte: als erstes erfolgte die Beladung des Kieselgels mit dem Rohprodukt in maglichst
wenig organischem Ldsungsmittel. Im zweiten Schritt erfolgte die fluorophobe Elution
gefolgt von der fluorophilen Waschung. Schliellich wurde das fluorierte Kieselgel mit

Aceton regeneriert.
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Methode R1:
Beladung: Dichloromethan, fluorophobe Elution: Methanol/Wasser (80:20),
fluorophile Elution: Aceton.

Methode R2:
Beladung: Methanol/Wasser (80:20), fluorophobe Elution: Methanol/Wasser
(80:20), fluorophile Elution: Methanol+ 0.1% Trifluoracetat.

Methode R3:
Beladung: Methanol/Wasser (70:30), fluorophobe Elution: Methanol/Wasser
(70:30), fluorophile Elution: Methanol+ 0.1% Trifluoracetat.

Methode R4:
Beladung: Methanol/Wasser (50:50), fluorophobe Elution: Methanol/Wasser
(50:50), fluorophile Elution: Methanol+ 0.1% Trifluoracetat.
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Synthese von (Glyco)lipopeptiden mit perfluoralkylierten Membranankern

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllJaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolin (62)

((F8)3-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-OH)

o\ :\[N\> A o
K/O\/\ ” Y RN
HN N{O CgF
T e

Vorschrift:  AV6
Reinigung: R2
Ausbeute: 44 mg (17 umol), 17% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser

amorpher Feststoff.

Analytische RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=31.3 min, A =212 nm.

[a]2® = - 31.45 (c = 0.90, MeOH/TFA (1%)).
CesH102F51N1302, (2638.72 g mol™) [2637.65].
HR-ESI-MS (positive, m/z): 2638.6433 ([M+H]", ber.: 2638.6526).

ESI-MS (positive, m/z): 2638.65 ([M+H]", ber.: 2638.65), 1320.41 ([M+2H]**, ber.:
1319.83), 878.49 ([M+3H]*", ber.: 880.22).

'H NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 8.78 (d, 1H, H,, Ju.
ws = 1.40 Hz), 7.43 (d, 1H, Hs, J s ue = 0.90 Hz), 4.70-4.62 (m, 2H, Hy {4.68}, A, {4.62,
d, Jag, ap = 7.02 Hz }), 4.46-4.38 (m, 3H, Sy, {4.45}, V, {4.43}, Ty, {4.39}), 4.29-4.23 (m,
4H, Pio {426}, Ty {4.25}, Ay, {4.25}), 4.05 (s, 2H, OCH,CO), 4.01 (s, 2H,
OCH,CONH), 3.98 (s, 2H, Gy2,), 3.85-3.53 (M, 24H, Sy {3.84, 3.79}, P15 {3.78, 3.72,
3.68, 3.65}, 3.76 {s, 6H, C-CH,0}, CH,O-Spacer {3.79, 3.78, 3.64, 3.63, 3.55, 3.55}, 3.54
{t, 6H, OCH,CH,CH,Re, Jun = 6.08 Hz}), 3.43 (t, 2H, CH,NH-Spacer, Jenz.che = 5.61
Hz), 3.21 (dd, 1H, Hpa, Jrpra = 6.94 HZ, Juparpo = 15.46 Hz), Hpa {3.20}, 2.69 (t, 2H,
CH,CO-Spacer, Jerzcrz = 6.10 Hz), 2.30-2.14 (m, 7H, CH,Re {m, 2.30-2.19}, V; {2.16}),
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2.07-1.97 (m, 8H, P15, {2.02, 2.02}, P15 {1.98, 1.98}), 1.90-1.83 (m, 6H, CH,CH:R),
1.36 (d, 2H, Ap, Japac = 7.25 Hz), 1.36 (d, 2H, Agp, Japa. = 6.99 Hz), 1.19 (d, 3H, T,,
Jr,1p = 6.40 Hz), 0.99 (t, 6H, V,, Jvy,vp = 6.23 Hz).

3C NMR (400 MHz, CD3;OD/TFA-d1(1%), COSY, HSQC), é (ppm): 175.59, 175.51,
175.45, 174.03, 173.55, 173.28, 172.73, 172.45, 172.40, 171.98, 171.95, 171.66 (C=0),
135.23 (Hcz), 129.46 (Hcs), 119.21 (Hcs), 71.85 (CH,CO), 71.57 (COCH,), 70.94
(OCH,CH,CH,R¢ ), 70.13 (CCH,0), 71.75, 71.64, 70.99, 70.98, 68.50, 68.13 (CH,-
Spacer), 68.49 (Tg), 63.17 (Sp), 62.23 (T,), 61.36, 61.36 (P124), 60.33 (V,), 56.93 (S,),
53.93 (H.), , 51.47 (A1), 48.90 (Az,), 49.37, 49.33, 48.61, 48.38 (P1.3), 43.69 (G,), 40.06
(CH,NH -Spacer), 31.77 (Vp), 31.00, 31.56 (P1.2p), 28.87 (t, CH2Rr, Jur = 21.97 Hz),
28.76 (CH,CO-Spacer), , 28.10 (Hga), 27.09 (Hgp), 26.04, 25.99 (P1.2,), 21.81 (CH2CH2Rg),
19.97 (T,), 20.04 (V,a), 18.95 (Vp), 17.24, 16.97 (Ay.2p).

F NMR (376.5 MHz, CD3OD/TFA-dy(1%)), & (ppm): -83.2 (t, 9F, CF3, Jgr = 9.5 Hz), -
116.7 (m, 6F), -123.6 (m, 18F), -124.6 (m, 6F), -125.2 (m, 6F), -128.1 (m, 6F).

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-
(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-
L-prolin (63a)
((F8)s-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser-Thr(a-AcsGalNAc)-Ala-Pro-OH)

O

o \[ \L NHAC
K/ \/\0/\ {OMCBF17 NH ‘ﬁom
HN CgFq7
\ﬂA /ﬁf 0" CeF p—nx/l'\r\u-|2 AcO” OAc

Vorschrift:  AV6

Reinigung: R2

Ausbeute: 63 mg (17 umol), 17% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser
amorpher Feststoff.
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Analytische RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=26.8 min, A =212 nm.

C144H191F51N28046 (401914 g mol'l) [401727]
HR-ESI-MS (positive, m/z): 2009.6433 ([M+2H]*", ber.: 2009.6405).
MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 4020.50 ([M+H]", ber.: 4018.27).

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-
L-alanyl-L-prolin (63b)
((F8)3-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-AcsGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

AcO OAc

g A A A R

[¢]
\[ H \L
K/O\/\O/\ {O/\/\EBE” NH
HN
\f(\ /Y C:F:: HN)\NHZ

Vorschrift:  AV6

Reinigung: R2

Ausbeute: 110 mg (27 umol), 27% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser
amorpher Feststoff.

Analytische RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=26.4 min, A =212 nm.

[a]2® = - 37.77 (c = 1.00, MeOH/TFA (1%)).

CraaH101F51N25046 (4019.14 g mol™) [4017.27].

HR-ESI-MS (positive, m/z): 2009.6482 ([M+2H]*", ber.: 2009.6405).

MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 4019.66 ([M+H]", ber.: 4018.27).
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ESI-MS (positive, m/z): 2009.44 ([M+2H]**, ber.: 2009.64), 1340.33 ([M+3H]**, ber.:
1340.10).

'H NMR (400 MHz, CDsOD/TFA-d1(1%), COSY, HSQC), 6 (ppm): 8.79 (d, 1H, H,, Jus
hs = 1.34 Hz), 7.44 (d, 1H, Hs, J hsne = 0.90 Hz), 5.36 (d, 1H, H-4, Jys s = 2.62 Hz), 5.08
(dd, 1H, H-3, Juz s = 3.21, Jpspe = 11.38 Hz), 5.11 (d, 1H, H1, J i = 3.69 Hz), 4.72-
4.20 (m, 29H, H, {4.70}, R, {4.68}, D, {4.62}, Trn, {4.65}, Ag, {4.60}, Ay, {4.59}, Ay,
{4.56}, Si1, {4.52}, Sy, {4.46}, P15, {4.45, 4.41, 4.37, 4.36, 4.34}, T1, {4.35}, Ta, {4.34},
Vo {441}, Trop {4.32}, Top {4.29}, Tip {4.27}, Ay, {4.25}), H2 {4.38}, CH,O-Spacer
{4.11, 4.06, 4.02, 3.97}, 4.05 (s, 2H, OCH,CO), 4.01 (s, 2H, OCH,CONH), 3.97-3.53 (m,
22H, Gy, {3.79, 3.74}, Sy {3.90, 3.80}, H5 {4.05}, P1.5; {3.83, 3.80, 3.68, 3.65, 3.63}),
3.76 (s, 6H, C-CH,0), CH,O-Spacer {3.67, 3.63}, H6a,b {4.09}, H4 {4.27}, Hg, {3.39}),
3.55 (t, 6H, OCH,CH,CH:RE, Jun = 6.03 Hz), 3.43 (t, 2H, CH,NH-Spacer, Jepzcrz = 5.60
Hz), 3.21 (dd, 1H, Hga, Jnp e = 7.66 Hz, Jnparp = 15.41 Hz), R; {3.21}), Dpa {2.92}, 2.69
(dd, Dgb, Joppw = 6.01 Hz, Jppappy = 11.92 Hz), 2.29-2.18 (m, 8H, CH,Rr {2.27, 2.22,
2.18}, CH,CO-Spacer {2.22}, V; {2.13}), P15, {2.13-2.02}, P55 {2.27-1.92}), CHsAC
{2.14, 2.00, 1.93}, CH3AcNH {s, 2.00}, 1.90-1.83 (m, 6H, CH,CH:R¢), Rpa {1.87}, Ry
{1.73}, R, {1.69}), 1.44-1.35 (m, 12H, {1.42, d, Asp, Japas = 7.04 Hz}, A;35 {1.37, 1.36,
1.36}), Ty {1.28}, T2, {1.28}, T4, {1.20}, 1.00 (d, 3H, Vs, Jvy.vp = 6.61 Hz), 0.99 (d, 3H,
Vb, Jvpvy = 6.73 Hz).

3C NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 175.47, 175.41,
175.31, 174.71, 174.68, 174.53, 174.42, 174.25, 174.41, 173.87, 173.79, 173.68, 173.49,
173.34, 173.18, 173.09, 172.79, 172.69, 172.40, 172.37, 172.30, 172.20, 172.08, 171.96,
171.91 (C=0, C=0-Acetyl), 157.93 (CONHR{), 156.57 (C=NH), 134.63 (Hc), 129.16
(Hcs), 118.98 (Hca), 100.85 (C1), 79.11 (Trasp), 100.85 (C1), 71.73 (COCH,), 71.50
(CH,CO), 70.81 (OCH,CH,CHRr ), 70.45 (C3), 69.10 (C4), 70.02 (CCH,0), 68.40
(T12p), 70.68 (C5), 43.87, 43.76, 43.55, 43.54 (CH,-Spacer), 63.55 (C6), 62.19 (Cquart-
TRIS), 61.39 (V,), 60.30 (T12,), 62.59, 62.54, 62.49, 62.49 (P1.5,), 57.98 (Ttn), 57.22
(S14), 56.54 (Szy), 63.27, 63.16 (S1p, Szp), 53.66 (H,), 52.11 (R,), 48.62 (D), 48.89 (C2),
51.30 (A1), 48.87, 48.72, 48.61 (Az4,), 49.01, 48.95, 48.81, 48.51, 48.46 (P1.s5), 48.95,
48.46 (CH,-Spacer), 43.87, 43.81 (Gy.24), 42.15 (R3), 39.92 (CH2NH -Spacer), 35.92 (Dgp),
35.86 (Dpa), 31.59 (Vj), 30.57, 30.55, 30.48, 30.31 (P1.sp), 28.76 (t, CH2RF, Jufr = 21.85
Hz), 29.04, 29.03 (Rpap), 28.76 (CH,CO-Spacer), 28.00 (Hga), 27.88 (Hpy), 26.23, 26.15,
26.00, 25.98 (P15,), 25.74 (R,), 23.24 (CH3-AcNH), 21.66 (CH,CH,R¢), 19.31 (T2,), 20.20
(T1y), 19.74 (Vya), 19.31 (Triwy), 19.01 (Vyp), 17.02, 16.90, 16.66, 16.66 (A1.4p).
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YENMR (376.5 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%)), & (ppm): -82.1 (m, 9F, CF3), -114.7 (m,
6F), -122.5 (m, 18F), -123.5 (m, 6F), -123.9 (m, 6F), -127.0 (m, 6F).

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllJaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl--O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-
acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolin (63c)

((F8)s-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val--Thr(a-AcsGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(a-Acs;GalNAc)-Ala-Pro-OH)

HO.
o o © uw © b © b © o " oOH y ©
fKNJKN N\)LN/}VNQLN N\)kN N N\_)kN N\)KNJKN N N\)LN N\)kN N OH
H H H H H H = H H
oL N O AL o : ) \FO 0 (U o o 0 )
\[ 3 HO \L O NHA
K/O\/\o/\ N> H{g/\/\23517 HO NH %%COAC
HN N
\ﬂﬂ /Y O/\/\CZF:: HN? “NH, AcO” OAc

Vorschrift:  AV6

Reinigung: R2

Ausbeute: 22 mg (5 umol), 5% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser
amorpher Feststoff.

Analytische RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=27.4 min, A =212 nm.

C158H210F51N290s4 (434844 g mOl-l) [434638]
HR-ESI-MS (positive, m/z): 2174.1917 ([M+2H]*", ber.: 2174.1960).
MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 4348.28 ([M+H]", ber.: 4347.38).

ESI-MS (positive, m/z): 2174.23 ([M+2H]**, ber.: 2174.20), 1457.18 ([M+Na+2H]**, ber.:
1457.13).
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N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-deca-fluor-undecyloxy)-methylJaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecany-I-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (64a)

((F8)s-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser-Thr(a-GalNAc)-Ala-Pro-OH)

HO.
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Vorschrift:  AV7
Reinigung: R2
Ansatz: 30 mg (7.5 umol) 63a.

Ausbeute: 17 mg (4.4 umol), 58%, farbloser, amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,O + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=26.6 min, A =212 nm.

Ci3sH185F51N2043 (3893.03 g mol™) [3891.23].

HR-ESI-MS (positive, m/z): 1968.6061 ([M+2Na]**, ber.: 1968.6066).

MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 3892.82 ([M+H]", ber.: 3892.24).

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllJaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (64b)

((F8)s-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)
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HO OH
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Vorschrift:  AV7

Reinigung: R2

Ansatz: 39 mg (9.7 umol) 63b.

Ausbeute: 33 mg (8.5 umol), 87%, farbloser, amorpher Feststoff.

Analytische RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Ri=27.5 min, A =212 nm.

[a]2® = - 31.58 (c = 1.00, MeOH/TFA (1%)).
Ci3sH185F51N28043 (389303 g mol'l) [389123]
HR-ESI-MS (positive, m/z): 1946.6218 ([M+2Na]**, ber.: 1946.6246).

ESI-MS (positive, m/z): 1957.60 ([M+2H]?*, ber.: 1957.62), 1313.07 ([M+Na+2H]**, ber.:
1312.74), 990.56 ([M+3Na+H]**, ber.: 990.30).

MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 3893.49 ([M+H]", ber.: 3891.23).

IH-NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 8.76 (d, 1H, H,, Ju.
hs = 1.38 Hz), 7.43 {Hs}, 5.03 {H1}, 4.71-4.21 (m, 21H, H, {4.70}, R, {4.70}, D, {4.63},
Trne {463}, Asy {4.613, Ase {459}, Ase {457}, S1a {4.52}, Soy {4.46}, Prs, {4.45, 4.42,
4.40, 4.36, 4.31}, Ty, {4.36}, To, {4.31}, V, {4.42}, Trop {4.29}, Top {4.29}, T {4.28},
A, {4.243), 4.18 (dd, 1H, H2, Jiom = 3.75 Hz, Jas = 10.91 Hz), 4.05 (s, 2H, OCH,CO),
4.01 (s, 2H, OCH,CONH), 3.99-3.40 (m, 30H, Si5 {3.94, 3.94}, CH,O-Spacer {3.92,
3.87, 3.85, 3.81}, H5 {3.89}, P1s; {3.89, 3.85, 3.81, 3.76, 3.74}), H3 {3.84}, Gy, {3.79,
3.75}, 3.76 (s, 6H, C-CH,0), CH,0-Spacer {3.63, 3.61}, H6a,b {3.73}, H4 {3.62}, Hp
{3.40}), 3.55 (t, 6H, OCH,CH,CH,Re, Jun = 6.02 Hz), 3.44 (t, 2H, CH,NH-Spacer,
Jerzcrz = 5.64 Hz), 3.21 (dd, 1H, Hga, Jrpa = 7.20 Hz, Jparps = 14.75 Hz), Rs {3.213),
Dpa {2.93}, Dpp {2.693, 2.29 -2.12 (m, 8H, CH,R¢ {2.27, 2.26, 2.21}, CH,CO-Spacer
{2.223, V; {2.15}), P15, {2.14-1.99}, P15 {2.02-1.93}), CHsACNH {s, 2.02}, 1.90-1.83
(M, 6H, CHoCH2R¢), Reap {1.72}, R, {1.69}), 1.43 -1.33 (m, 12H, A;.45 {1.42, 1.41, 1.36,
1.363), 1.27 (d, 3H, Troy, s77p = 6.04 Hz), To, {1.20}, 1.20 (d, 6H, T1,, Jry7p = 6.54 Hz),
1.00 (d, 3H, Vya, Jyy.vp = 6.70 Hz), 0.99 (d, 3H, V5, Jvpvy = 6.62 H2).
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¥C-NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-d;(1%), COSY, HSQC), é (ppm): 176.48, 176.38,
176.27, 175.64, 175.52, 175.10, 174.50, 174.40, 174.33, 173.99, 173.79, 173.41, 173.31,
173.01, 172.58, 172.27, 172.19, 172.14, 171.96, 171.66, 171.31, 171.22, 171.12, 170.69,
170.58 (C=0, C=0-Acetyl), 158.06 (CONHRg), 156.51 (C=NH), 135.19 (Hc,), 129.20
(Hcs), 118.74 (Hcs), 100.40 (C1), 77.86 (Ttwsp), 71.61 (COCH,), 71.36 (CH,CO), 70.68
(OCH,CH,CH;R¢ ), 70.33 (C3), 69.93 (C4), 69.89 (CCH,0), 68.56 (T1p), 68.40 (Tap),
70.34 (C5), 63.00, 62.98, 62.95, 62.95 (CH,-Spacer), 62.90 (C6), 61.91 (Cqrris), 61.39
(Vo), 60.65 (T2,), 60.38, 60.27, 60.51, 59.82 (P1.5,), 60.27 (T14), 57.91 (T1n), 57.17 (S1a),
56.64 (Sa,), 54.58, 54.37 (Sup, Szp), 53.57 (H,), 52.12 (R,), 51.79 (D), 51.44 (C2), 51.37
(A,), 49.06, 48.70, 48.67 (Az.44), 49.03, 48.90, 48.83, 48.65, 48.47 (P1ss), 48.69, 48.54
(CH2-Spacer), 43.62, 43.60 (G12,), 42.08 (R;), 39.72 (CH,NH -Spacer), 35.83 (Dgy), 35.74
(Dpa), 31.24 (V}), 30.36, 30.28, 30.23 (P1.5p), 30.30 (CH2RE), 29.08 (Rpap), 28.63 (CH,CO-
Spacer), 27.70 (Hga), 27.66 (Hgy), 26.07, 25.98, 25.87, 25.83 (Pis,), 25.66 (R,), 23.16
(CH3-AcNH), 21.51 (CH,CH2R), 20.10 (T2,), 20.01 (Ty,), 19.67 (V,a), 19.30 (Ttox),
18.90 (V,b), 16.85, 16.76, 16.62, 16.62 (Ay.4p).

F NMR (376.5 MHz, CD3OD/TFA-d1(1%)), 6 (ppm): -84.1 (m, 9F, CF3), -117.1 (m,
6F), -124.5 (m, 18F), -125.5 (m, 6F), -126.1 (m, 6F), -129.0 (m, 6F).

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
hepta-decafluor-undecyloxy)-methyllaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanyl-
amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl--O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-desoxy-a-D-
galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (64c)

((F8)3-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val--Thr(e-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(a-GalNAc)-Ala-Pro-OH)

HO _OH
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Vorschrift:  AV7

Reinigung: R2

Ansatz: 10 mg (2.3 umol) 63c.

Ausbeute: 8 mg (1.9 umol), 83%, farbloser, amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,O + 0.1% TFA, 80:20 — 100:0, 30 min,
Rt = 26.2 min, A = 212 nm).

C1asH108F51N29045 (4096.22 g mol™) [4094.31].

HR-ESI-MS (positive, m/z): 2059.1594 ([M+H+Na]**, ber.: 2059.1553).
MALDI-TOF-MS (dhb, positive, m/z): 4099.23 ([M+H]", ber.: 4094.31).

Synthese von (Glyco)lipopeptiden mit gemischten Membranankern

2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-trioxa-
dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolin (65a)
((F8)2.-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-AcsGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-
Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

AcO _OAc

o
Ok/o \[ \> o \L
\/\0
~ AN NH

HN\H/\ /W { CBF” HNZ\NHQ

Vorschrift:  AV6
Reinigung: R3
Ausbeute: 52 mg (14 umol), 14% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser

amorpher Feststoff.
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Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
Rt =29.0 min, A = 212 nm).

C1asH208F3aN2g046 (3713.30 g mol™) [3711.43].
HR-ESI-MS (positive, m/z): 1856.7236 ([M+2H]*", ber.: 1856.7205).

ESI-MS (positive, m/z): 1856.66 ([M+2H]**, ber.: 1856.72), 1245.82 ([M+Na+2H]**, ber.:
1245.48).

2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-tri-
oxa-dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolin (65b)
(F8-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-AcsGalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

AcO_OAc
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Vorschrift:  AV6

Reinigung: R4

Ausbeute: 110 mg (32 umol), 32% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser
amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
Ri = 27.7 min, A = 212 nm).

C144H225F17N28046 (340746 g mol'l) [340559]
HR-ESI-MS (positive, m/z): 1703.7979 ([M+2H]*", ber.: 1703.8006).

ESI-MS (positive, m/z): 1704.40 ([M+2H]**, ber.: 1704.30), 1143.97 ([M+Na+2H]**, ber.:
1143.86).
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2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-N-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-
L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (67a)
((F8),-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

HO _OH
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Vorschrift:  AV7

Reinigung: R3

Ansatz: 52 mg (14.0 umol) XX.

Ausbeute: 42 mg (11.7 umol), 84%, farbloser, amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
R;=28.0 min, A =212 nm).

C13sH202F34N28043 (3587.19 g mol'l) [3585.39].
HR-ESI-MS (positive, m/z): 1793.7008 ([M+2H]*", ber.: 1793.7047).

ESI-MS (positive, m/z): 1794.26 ([M+2H]?*, ber.: 1794.21), 1203.84 ([M+Na+2H]**, ber.:
1203.80).

'H-NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-dy(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 8.80 {H.}, 7.44
{Hs}, 5.02 {H1}, 4.73-4.22 (m, 21H, H, {4.70}, R, {4.68}, Dy {4.62}, Trua {4.63}, Aguse
{4.66, 4.58, 457}, Si, {4.52}, Sa, {4.45}, P15, {4.44, 4.40, 4.39, 435}, T, {4.35}, Ta,
{431}, V, {435}, Trup {4.27}, Top {4.27}, Tip {4.273, Ay, {4.24}), 4.17 (dd, 1H, H2,
Jiprn = 3.4 Hz, Juppis = 10.8 Hz), 4.05 (s, 2H, CH,C=0), 4.01 (s, 2H, CH,C=0), 3.98-3.53
(m, 30H, S, 25 {3.95, 3.90}, CH,O(Spacer) {3.86, 3.83, 3.80, 3.72}, H5 {3.91}, P1.5; {3.84,
3.78, 3.68, 3.67, 3.65}), H3 {3.88}, G2, {3.80, 3.75}, 3.75 (s, 4H, CH,ORF), 3.71 (s, 2H,
CH,0AIK), CH,O(Spacer) {3.52, 3.50}, H6a,b {3.763}, H4 {3.62}, Hg, {3.39}), 3.54 (t, 4H,
OCH.R, Ju = 6.7 Hz), 3.45-3.42 (m, 4H, OCH,AIk, CHNH(Spacer)), 3.21 (m, 1H, Hg,),
Rs {3.20}), Dg. {2.92}, Dy {2.69}, 2.31 -2.18 (m, 6H, CH,Rr {2.20}, CH,CO(Spacer)
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{2.26}, V; {2.13}), Py, {2.14-2.03}, Py.sp {1.98-1.92}), CHsACNH {s, 2.01}, 1.90-1.83
(M, 4H, CH,CHR), Rpap {1.71}, R, {1.69}, 1.58-1.52 (m, 2H, OCH,CH,AIK), A;.s
{1.42, 1.40, 1.36, 1.36}), CHa(AIK) {1.33, 1.28}, Truy {1.27}, To, {1.19}, 1.19 (d, 6H, T1,,
1 = 6.4 HZ), 0.99 {V,a, V;p}, 0.89 (M, 3H, CH3(AIK)).

BC-NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-dy(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 176.40, 176.29,
175.58, 175.47, 175.41, 174.72, 174.45, 174.30, 174.24, 173.98, 173.88, 173.84, 173.61,
173.20, 173.17, 172.90, 172.88, 172.64, 172.49, 172.25, 172.21, 172.19, 172.02, 171.99,
171.89, 171.53, (C=0, C=0O(Acetyl)), 160.48 (CONHR), 158.89 (C=NH), 135.23 (Hcy),
129.57 (Hcs), 118.49 (Hcs), 100.36 (C1), 77.76 (Ttup), 72.83 (C4), 72.39 (OCH,AIK),
71.47 (CH,C=0), 71.32 (CH,C=0), 70.44 (OCH,R"), 70.22 (C3), 69.75 (CH,OR"), 69.65
(CH,0AIK), 68.27 (T1p, Tap), 72.75 (C5), 62.92, 62.92, 62.89, 62.76 (CH,(Spacer)), 60.38
(C6), 60.03 (Cq(TRIS)), 62.23 (V,), 60.65 (T2,), 60.44, 60.14, 59.92, 59.75 (P1.s,), 60.37
(T1e), 57.76 (Ttu*e), 56.96 (S14), 56.49 (Sy), 62.88, 62.74 (Sip, Sap), 53.76 (H,), 51.87 (Ry),
51.79 (D,), 51.23 (C2), 51.18 (A1), 48.93, 48.74, 48.38 (Az.4,), 48.79, 48.58, 48.52, 48.35,
48.33 (P1.s5), 48.06, 48.00 (CH(Spacer)), 43.55, 43.52 (Gia,), 42.00 (R;), 39.78
(CH,NH(Spacer)), 35.80 (Dpp), 35.64 (Dga), 32.95, 32.89, 30.30, 30.26 (CH2(Alk)), 31.41
(Vp), 30.47, 30.36, 30.18 (P1.sp), 30.19 (CH,CO(Spacer)), 29.19 (Rgay), 28.36 (CH,R"),
27.72 (Hpa), 27.70 (Hgy), 27.14 (CH2(9)(AIK)), 26.17, 26.14, 25.92, 25.87 (Pi.s,), 25.72
(R,), 23.18 (CH3ACNH), 21.59 (OCH,R"), 20.09 (T,,), 20.07 (Ty,), 19.83 (V,.), 19.30
(Vyb), 19.20 (Trysy), 16.84, 16.78, 16.74 (Az.4p), 16.63 (Ajg), 23.56 (CH2(10)(Alk)), 14.19
(CH3(AlK)).

YENMR (376.5 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%)), & (ppm): -84.1 (m, 6F, CF3), -116.9 (m,
4F), -124.4 (m, 12F), -125.5 (m, 4F), -126.3 (m, 4F), -128.9 (m, 4F).

2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-tri-
oxa-dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-
2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolin (66b)

(F8-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(a-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-
Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)
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Vorschrift: ~ AV7

Reinigung: R4

Ansatz: 56 mg (16.4 pmol) XX.

Ausbeute: 36 mg (11.0 umol), 77%, farbloser, amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0 + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
Ri=26.5 min, A =212 nm).

Ci3gH219F17N28043 (328135 g mol'l) [327955]
HR-ESI-MS (positive, m/z): 1640.7850 ([M+2H]*", ber.: 1640.7848).

ESI-MS (positive, m/z): 1641.29 ([M+2H]?*, ber.: 1641.29), 1101.87 ([M+Na+2H]**, ber.:
1101.85).

'H-NMR (400 MHz, CD;OD/TFA-dy(1%), COSY, HSQC), & (ppm): 8.80 {H.}, 7.43
{Hs}, 5.03 {H1}, 4.73-4.22 (m, 21H, H, {4.71}, R, {4.69}, D, {4.62}, Trn, {4.63}, As.4q
{4.65, 4.60, 4.58%}, Si, {4.52}, Sy, {4.45}, P1s, {4.44, 4.41, 4.40, 4.32}, T\, {4.36}, Taa
{4.31}, V, {4.35}, T {4.27}, Top {4.27}, Tip {4.28}, A, {4.24}), 4.18 (dd, 1H, H2,
Jhz = 3.6 Hz, Jhz s = 10.9 Hz), 4.06 (s, 2H, CH,C=0), 4.01 (s, 2H, CH,C=0), 3.98-3.53
(m, 30H, S 25 {3.98, 3.90}, CH,O(Spacer) {3.91, 3.86, 3.83, 3.81}, H5 {3.92}, P1.5; {3.85,
3.85, 3.79, 3.74, 3.66}), H3 {3.88}, G,,, {3.80, 3.75}, 3.75 (s, 4H, CH,0R"), 3.70 (s, 2H,
CH,O0AIK), CH,O(Spacer) {3.52, 3.50}, H6a,b {3.72}, H4 {3.62}, Hp, {3.39}), 3.54 (m,
4H, OCH,RF), 3.45-3.42 (m, 4H, OCH,AIk{3.44}, CH,NH(Spacer){3.43}), 3.21 (m, 1H,
Hp), Rs {3.21}), D {292}, Dy, {2.69}, 2.31-2.18 (m, 6H, CH,Rr {2.20},
CH,CO(Spacer) {2.26}, V; {2.13}), P15, {2.14-2.03}, P15 {1.98-1.92}), CH3AcNH {s,
2.02}, 1.90-1.84 (m, 4H, CH,CH2R), Rpap {1.76, 1.71}, R, {1.70}, 1.58-1.52 (m, 2H,
OCH,CHAIK), Ajp {1.41}, Asup {1.36, 1.36}), CHa(AIK) {1.29, 1.28}, Ty, {1.26} T,
{1.19}, 1.19 (d, 6H, Ty, Jrymp = 6.4 Hz), 099 {V,. Vy}, 0.89 (t, 3H, CHs(AlK),
Jhn = 6.8 Hz).

B3C-NMR (400 MHz, CDsOD/TFA-di(1%), COSY, HSQC), 6 (ppm): 176.40, 176.29,
175.58, 175.47, 175.41, 174.72, 174.45, 174.30, 174.24, 173.98, 173.88, 173.84, 173.61,
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173.20, 173.17, 172.90, 172.88, 172.64, 172.49, 172.25, 172.21, 172.19, 172.02, 171.99,
171.89, 171.53 (C=0, C=0O(Acetyl)), 160.35 (CONHRg), 158.69 (C=NH), 135.22 (Hcy),
129.03 (Hcs), 118.47 (Hca), 100.33 (C1), 77.73 (Ttup), 72.82 (C4), 72.41 (OCH,AIK),
71.52 (CH,C=0), 71.32 (CH,C=0), 70.39 (OCH,R"), 70.25 (C3), 69.75 (CH,OR"), 69.65
(CH,O0AIK), 68.30, 68.23 (T, Tap), 72.72 (C5), 62.95, 62.90, 62.90 (CH,(Spacer)), 62.74
(C6), 62.86, 62.65 (Sip, Sap), 60.06 (Cq(TRIS)), 62.35 (V,), 60.48 (T,,), 61.40, 60.48,
60.48, 59.74 (P1.54), 60.13 (T14), 57.74 (T1yxo), 57.03 (S14), 56.48 (Sa,), 53.54 (H,), 51.92
(Ry), 51.75 (D,), 51.32 (C2), 51.25 (A,), 48.99, 48.67, 48.52 (A,.4,), 48.59, 48.48, 48.46,
48.37 (P1.ss), 47.87, 47.82 (CHy(Spacer)), 43.57, 43.54 (Gia,), 42.00 (R;), 39.78
(CH2NH(Spacer)), 35.81 (Dgy), 35.64 (Dg.), 32.97, 30.62 (CHa(AlK)), 31.35 (Vg), 30.38,
30.36, 30.31 (P1.sp), 30.14 (CH,CO(Spacer)), 29.14, 29.06 (Rp.»), 28.49 (CH,R"), 27.77
(Hpa), 27.68 (Hgy), 27.19 (CH2(9)(AlK)), 26.15, 26.09, 26.02, 25.96, 25.88 (P1.5,), 25.67
(R,), 23.17 (CH3ACNH), 21.67 (OCH,R"), 20.08 (T,,), 20.06 (Ty,), 19.90 (V,.), 19.31
(Vyp), 19.28 (T1qy), 17.05, 16.86, 16.76 (Az4p), 16.66 (Ap), 23.55 (CH2(10)(AlK)), 14.27
(CH3(AlK)).

YENMR (376.5 MHz, CD;OD/TFA-d1(1%)), & (ppm): -84.2 (m, 6F, CF3), -116.8 (m,
4F), -124.2 (m, 12F), -125.5 (m, 4F), -126.3 (m, 4F), -128.8 (m, 4F).

2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-trioxa-
dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-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-a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-
glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (65a)
((F8)2.-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)-
aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

Ao, P° cooen
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Vorschrift:  AV6
Reinigung: R2
Ausbeute: 93 mg (22 umol), 22% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser

amorpher Feststoff.

Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,0O + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
R;=18.8 min, A =212 nm).

Ci68H237F34N 29057 (422079 g mol'l) [421860]

ESI-MS (positive, m/z): 2110.86 ([M+2H]**, ber.: 2110.81), 1415.26 ([M+Na+2H]**, ber.:
1414.87).

2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-tri-
oxa-dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-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-dides-
oxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galacto-pyranosyl)-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-
L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (65a)
(F8-TRIS-PEG-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(aAcsNeuNAcCOOBN-(2—6)-
aAc,GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-OH)

AcO, pAe COO0Bn
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Vorschrift:  AV6
Reinigung: R2
Ausbeute: 45 mg (12 pumol), 12% (bezogen auf die Beladung des Harzes), farbloser

amorpher Feststoff.
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Analytical RP-HPLC (Luna PFP): MeOH/H,O + 0.1% TFA, 70:30 — 100:0, 30 min,
Rt = 27.6 min, A = 212 nm).

CissH254F17N290s7 (3914.95 g mol™) [3912.76].

ESI-MS (positive, m/z): 1957.94 ([M+2H]**, ber.: 1957.89), 1313.32 ([M+Na+2H]**, ber.:
1312.92).
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Spektroskopischer Anhang

Membranankersysteme mit einer Perfluoralkylkette
5-Azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-5-yl-methanol (15)

'H,BC V
5-(Allyloxymethyl)-5-azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan (16a)

'H, BC VI
5-Azido-2,2-dimethyl-5-((pent-4-enyloxy)methyl)-1,3-dioxan (16b)

'H, BC Vil
5-(Heptenyloxymethyl)-5-azido-2,2-dimethyl-1,3-dioxan (16c)

'H, BC Vil
2-(Allyloxymethyl)-2-azidopropan-1,3-diol (17a)

'H, BC IX
2-Azido-2-((pent-4-enyloxy)methyl)propan-1,3-diol (17b)

'H,C X
2-Azido-2-((hept-6-enyloxy)methyl)propan-1,3-diol (17c)

'H,BC XI
1-(3-(Allyloxy)-2-azido-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18a)

'H,C X1l
1-(2-Azido-3-(pent-4-enyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18b)

'H,C X111
1-(2-Azido-3-(hept-6-enyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)undecan (18c)

'H,"c XIV
11-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,
7,7,8,8-heptadecafluor-10-iodoundecan (19a)

'H, C, F XV
11-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-

tridecafluor-8-iodoundecan (19b)



Spektroskopischer Anhang 1]

1y 8¢ 1oF XVI
13-(2-Azido-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)propoxy)-1,1,1,2,2,3,3,4,4-nonafluor-6-
iodotridecan (19c)

Iy B¢ XVII
1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-amin (20a)

1y, 8¢, 1oF XIX
1-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Tridecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyl-
oxymethyl)propan-2-amin (20b)

1H, 13C, 19F XX
1-(10,10,11,11,12,12,13,13,13-Nonafluortridecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyl-
oxymethyl)propan-2-amin (20c)

Iy B¢ XX11
2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (21a)

'H, Bc, *F XX

2-(2-Oxo-2-(1-(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)ethoxy)essigsaure (21b)

Iy B¢ XXV
2-(2-(1-(8,8,9,9,10,10,11,11,11-Nonafluorundecyloxy)-3-(undecyloxy)-2-(undecyloxy-
methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (21c)

lH, 13C, lgF XXVI

Membranankersysteme mit zwei Perfluoralkylketten

2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (27a)

H, B¢, °F XXVIII

2-(2-(1,3-Bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-2-(undecyloxy-
methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigséaure (27b)
Iy B¢ XXIX



2-(2-(1,3-Bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluorundecyloxy)-2-(undecyloxymethyl)-propan-
2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (27c)

lH, 13C, 19¢ XXXI

Membranankersysteme mit drei Perfluoralkylketten

N-((N-3-2-oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-hepta-

decafluor-undecyloxy)methyl]Jaminomethan (31a)

H, B¢, °F XXXI1

2-(2-(1,3-Bis(6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)-2-((6,6,7,7,8,8,9,9,
10,10,11,11,11-tridecafluorundecyloxy)methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)-
essigsaure (31b)

q, B¢, °F XXX

2-(2-(1,3-Bis(8,8,9,9,10,10,11,11,11-nonafluorundecyloxy)-2-((8,8,9,9,10,10,11,11,11-
nonafluorundecyloxy)methyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)essigsaure (31c)

H B¢, °F XXXIV



Spektroskopischer Anhang \Y

(Glyco)Lipopeptide mit perfluoralkylierten Membranankern

N-((N-3-2-Oxoethoxy)-2-oxopropanyl)-tris[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-hepta-
decafluor-undecyloxy)-methylJaminomethan)-amido-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-
prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-o-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (64b)

'H, 13c, HSQC, *°F, RP-HPLC, MALDI-TOF XXXV

2-(2-(1,3-Bis(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluorundecyloxy)-2-
(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-

glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (67a)

'H, ¥c, HSQC, ©°F XXXVII

2-(2-(1-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-Heptadecafluorundecyloxy)-3-(undecyl-
oxy)-2-(undecyloxymethyl)propan-2-ylamino)-2-oxoethoxy)acetat-amido-4,7,10-trioxa-
dodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-
desoxy-a-D-galacto-pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-
L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (66b)

'H, B¢, HSQC, ©°F XL
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