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Sicherheitsdaten und Abkiirzungen

Sicherheitsdaten

Verbindung Abkiirzung (R-Sitze S-Satze Gef.-Sym.
Aceton - 11 9-16-23.2-33 F
Acetanhydrid Ac,O 10-34 26-45 C
Acetonitril ACN 11-23/24/25 16-27-45 F,T
Aluminium-Nickel-

Legierung (Raney-Ni) RaNi - 36/37-43.12 F, X
Ameisensaure HCOOH 35 26-36/37/39-45 c
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-

N.N,N N"-

tetramethyluronium-

hexafluorophosphat HATU 36/37/38 26-36 Xi
O-(Benzotriazol-1-yl)-

N.N,N N"-

tetramethyluronium-

hexafluorophosphat HBTU 36/37/38 26-36 Xi
Bortrifluorid-ethyletherat ~ |BF3-Et,0O 15-34-48/23 26-36/37/39-45 F, T
tert-Butyl-methylether MTBE 11-66 16-23.2-29-33 F
Cyclohexan CcY 11 9-16-33
1,8-Diazabicylo[5.4.0]-

undec-7-en DBU 22-34-52/53 26-36/37/39-45-61 |C
Di-fert-butyldicarbonat Boc,O 10-26-36/38-43 |28.1-36/37-45 T
Dichlorethan C,H4Cl, 11-E22-36/37/38 |53-45 F, T
Dichlormethan CH,Cl, 40 23.2-24/25-36/37 | X
N,N'-Dicyclohexyl-

carbodiimid DCC 22-24-41 24-26-37/39-45 T
Diethylether - 12-19 9-16-29-33 F*
N,N’-Diisopropyl- 16-26-29-36/37/39-
carbodiimid DIC 14-17-34-48/20 |45 T
4-(Dimethylamino)-pyridin |DMAP 25-36/38 45 T
N,N-Dimethylformamid DMF 61-E20/21-36 53-45 T
Dimethylsulfoxid DMSO 36/38 26 Xn
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Ethanol EtOH 11 7-16 F
Ethylacetat EE 11 16-23.2-29-33 F
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9-Fluorenylmethyl-
chlorformiat Fmoc-CI 34 26-36/37/39-45 Cc
n-Hexan - 11-48/20 9-16-24/25-29-51 |F, X,
1-Hydroxybenzo-
triazolhydrat HOBT - - -
N-Hydroxysuccinimid HOSu - - -
Isopropanol i-Prop 11 7-16 F
Kaliumcarbonat - 22-36/37/38 22-26 Xn
Kaliumhydroxid - 35 26-37/39-45 c
Lithiumhydroxid-Hydrat - 35 26-36/37/39-45 c
Magnesiumsulfat MgSO, - 22-24/25 -
Methanol MeOH 11-23/25 7-16-24-45 F, T
Morpholin - 10-20/21/22-34 |23-36-45
Natriumazid - 28-32 28.1-45 *
Natriumchlorid - - - -
Natriumhydrogencarbonat |- - - -
Natriumhydroxid NaOH 35 26-37/39-45 c
Natriummethanolat NaOMe 11-14-34 8-16-26-43.6-45 C.F
Palladium/Aktivkohle Pd/C - - -
Piperidin - 11-23/24-34 16-26/27-45 F, T
Pyridin Pyr 11-20/21/22 26-28 F, Xn
Salzsdure - 36/37/38 26-36/37/39-45 C, X
Tetrabutylammoniumfluorid [TBAF - - -
Tetrahydrofuran THF 11-19-36/37 16-29-33 F, X
Toluol Tol 11-20 16-25-29-33 F, Xn
Trichloracetonitril CNCCl; 23/24/25-51/53 |45-61 N, T
3-16-26-29-
Triethylamin TEA 11-20/21/22-35 |36/37/39-45 C,F
Trifluoressigséure TFA 20-35 9-26-27-28.1-45 Cc
Trimethylphosphin P(Me); 11-20-36/37/38 |16-26-33-36/37/39 [N, X,
Wasserstoff H, 12 9-16-33 F+
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Nomenklatur 1,3-C-verzweigter Dendrimere

FOr die Benennung der 1,3-C-verzweigten Dendrimere und Glycodendrimere
wird auf eine von Newkome et al. fur solche Verbindungen vorgeschlagene
Nomenklatur zurtickgegriffen,/"! da die gultigen IUPAC-Namen dieser
verzweigten MolekUle so lang und unubersichtlich sind, dass eine Ableitung
der Struktur anhand des Namens schwer fallt.

Das verwendete Nomenklatursystem eignet fur alle dendritisch aufgebauten
Molekule. Im Falle der in dieser Arbeit synthetisierten A,X-funktionalisierten
Dendrimere wird an den Anfang des Namens die Anzahl (n) der terminalen

Endgruppen (A) des Dendrons gestellt, gefolgt von dem Wort ,Cascade”, um

b
(Struktur am fokalen Punkt] o /k

( Multiplizitat der Verzweigung]

\ RN
9-Cascade: [3]: H\ ﬂok

(2-aza-3-oxopentyliden): d
propansaure-tert-butylester j\i\'/ \/<o
X
[terminale Gruppe]
0 [¢]

Abb. 1 System zur Benennung der 1,3-C-verzweigten Dendrimere

zu verdeutlichen, dass es sich um ein generationsweise aufgebautes
Kaskadenmolekll handelt. Die weiteren Abschnitte des Namens werden
durch Doppelpunkte abgegrenzt und benennen die Struktur eines einzelnen
Asts des Dendrimers, beginnend mit der Struktur am fokalen Punkt des
Dendrons (X) gefolgt von den internen Einheiten zwischen den
Verzweigungspunkten, bis hin zu den terminalen Endgruppen. Die Multiplizitat

der Verzweigung an jedem Verzweigungspunkt wird in eckigen Klammern



angegeben. Gibt es mehrere Verzweigungspositionen gleicher Mutiplizitat

wird diese nur am ersten Verzweigungspunkt angegeben.



1. Einleitung

1.1 Biologische Funktion von Kohlenhydraten und ihren
Mimetika

Kohlenhydrate sind allgegenwartige und bedeutende BiomolekUle. Neben
ihrer Rolle als Energiespeicher sind sie wichtige Grundbausteine von
Zellwanden und Geweben. Glycostrukturen findet man in nahezu samtlichen
menschlichen Plasmaproteinen, Strukturproteine wie Kollagen, Elastin und
Fibronektin sind ebenfalls teilweise glycosyliert. Der konkrete Nutzen dieser
Glycostrukturen fur den Organismus ist jedoch noch nicht abschlielend
geklart.

Als Bestandteil von Glycoproteinen, Glycolipiden und anderen Konjugaten
sind Saccharidstrukturen wichtige Elemente in einer Reihe von
biochemischen Prozessen, z. B. der Signaltransduktion, der Zell-Zell-
Kommunikation und der molekularen und zellularen Erkennung.”? Die
komplexen Oligosaccharidstrukturen der an biologischen Systemen
beteiligten O- und N-Glycoproteine lassen darauf schlieBen, dass diese
Strukturen eine Vielzahl von biologischen Funktionen erfullen.®! Darauf deutet
auch das aufwandige System
der an der Biosynthese dieser
Konjugate beteiligten Glycosyl-
Transferasen und Glycosidasen
hin. Eukaryontische Zellmem-
branen sind stark mit
Glycoproteinen durchsetzt. Der
Saccharidanteil bildet hier die
sogenannte Glycocalix (Abb. 2),
deren Oligosaccharidstrukturen
auf der  Oberflache  der

Zellwande durch ihre  Aus-

richtung zur extrazelluléren Seite

die Stabilitst der Membranen Abb. 2 Oligosaccharidstrukturen (rot) auf einer

und der Gewebestruktur Zellmembran bilden die Glycocalix.



1. Einleitung

erhéhen. Die groRe raumliche Ausdehnung der Saccharidstrukturen
gewahrleistet zusatzlich einen Schutz vor proteolytischem Abbau oder
Erkennung spezifischer Oberflachenproteine durch Antikérper.

Die Glycosylierung von Proteinen ist darUber hinaus ein wesentlicher Faktor
fur die Induktion der korrekten Faltung von Polypeptiden und Proteinen,
dadurch wird ein modulierender Effekt auf die Proteinfunktionen ausgeubt.
Neben ihren strukturellen Funktionen wie der Stabilisierung von
Proteinkonformationen dienen Kohlenhydrate auch als Informationstrager,
sind an Prozessen der biologischen Erkennung beteiligt und kénnen als
Rezeptoren oder Antigene wirken. Dies konnte zum Beispiel durch
Untersuchungen von Ashwell gezeigt werden: Die Beobachtung, dass
Sialoglycoproteine des Blutplasmas nach enzymatischer Desialylierung mit
Neuraminidase eine deutlich herabgesetzte Halbwertzeit im Plasma besitzen,
fuhrte zur Identifikation spezieller Rezeptorproteine, der Lektine, die
Saccharidstrukturen spezifisch erkennen und binden kénnen.®! Lektin-
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen bilden die molekularbiologische Grundlage
fur zahlreiche weitere molekulare Erkennungsprozesse.® Eine in diesem
Zusammenhang in den letzten Jahren in den Mittelpunkt des Interesses
geruckte Funktion von Glycostrukturen ist die Rolle der Kohlenhydrat-
Bausteine bei Zelladhasionsvorgangen.”! Eine besondere, viel beachtete
Gruppe von Lektinen sind die an Zell-Zell-Erkennungsprozessen beteiligten
Selektine. Die auf der Oberflache von Endothel- und Blutplattchenzellen sowie
Lymphozyten exprimierten E-, P- und L-Selektine vermitteln beispielsweise
die Anbindung von Leukozyten an beschadigte Gefalle, ein Prozess, der bei
der Bek&mpfung von Entzindungsherden von grol3er Bedeutung ist (Abb. 3).
Hierbei wird das an der Oberflache der Leukozytenmembran prasentierte
Tetrasaccharid Sialyl Lewis x erkannt. Die sich schnell durch die Blutgefalie
bewegenden Leukozyten werden zunachst abgebremst, was zum sog.
Lrolling” fuhrt, und schlieRlich am Ort der Entziindung gebunden.

Eine grolie Anzahl von Bakterien besitzt ebenfalls die Fahigkeit, Oberflachen-
Lektine zu exprimieren. Gut untersuchte Beispiele hierfur sind die Mannose-
spezifischen Lektine von Escherichia coli und Salmonella typhimurium, die

eine Bindung der Bakterien an Epithelzellen und Leukozyten erméglichen.®!



1. Einleitung

FEEEEEE®

Neutrophil

Blut-
spezifisches gefall
Oligosaccharid

Lektin "-\\
b J
4

Endothe! Zelle

Infektion

Abb. 3 ,Abbremsen® von Leukozyten in BlutgefaBen in der Umgebung von
Infektionsherden durch Selektine.

Die Beteiligung von Glycokonjugaten auf Zelloberflachen an Krankheiten wie
AIDS, Krebs, Autoimmunreaktionen und bakteriellen Infektionen®™ zeigt die
Ambivalenz dieser Glycostrukturen. Einerseits sind sie unverzichtbar fur die
Kommunikation zwischen kérpereigenen Zellen, andererseits bieten sie
Angriffspunkte  fur  pathogene Keime. Da nahezu alle Zellen
Oligosaccharidstrukturen in Form von Glycoproteinen und Glycolipiden an
ihrer Oberflache prasentieren!' und diese Glycokonjugate beispielsweise in
Tumorzellen charakteristische Modifikationen erfahren"!  wurde das
Interesse zur Erforschung der biologischen Bedeutung dieser Glycostrukturen
geweckt. Die signifikante Anderung von Glycosylierungsmustern bei
verschiedenen Krankheitsbildern eréffnet die Mdéglichkeit, durch Manipulation
und Modifikation von Kohlenhydratstrukturen eine Veradnderung der
Eigenschaften von biologisch relevanten Glykokonjugaten herbeizufuhren, um
therapeutisch vorteilhafte Effekte zu erzielen.'? Obwohl sich zahlreiche
Moglichkeiten zur therapeutischen Intervention in pathogene Prozesse
ergeben sollten, verlauft die Entwicklung von Pharmazeutika auf
Kohlenhydratbasis deutlich langsamer als zunachst erwartet wurde.!"® Hierfur
sind mehrere Faktoren verantwortlich zu machen: zum einen bereitet die

Analytik der beteiligten komplexen Oligosaccharidstrukturen grof3e
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1. Einleitung

Probleme, sie wird z. B. durch die Mikroheterogenitat der Glycostrukturen in
vivo zuséatzlich erschwert. Zum anderen ist die chemische Synthese
komplexer Kohlenhydrate aufgrund der Polyfunktionalitat der Systeme in der
Regel schwierig. Es existieren in der Oligosaccharidsynthese keine
automatisierten Standard-Synthesemethoden oder universellen Verknup-
fungsbedingungen wie beispielsweise in der Peptid- und Oligonukleotid-
Synthese. Daruber hinaus besitzen Kohlenhydrate prinzipiell unglnstige
pharmakologische Eigenschaften. Die Affinitdt von Monosacchariden zu
Proteinrezeptoren ist in der Regel nur schwach." Bei oraler Einnahme sind
sie inaktiv, da sie, vor allem aufgrund ihrer Labilitdt gegenuber
enzymatischem Abbau durch Glycosidasen, nur sehr begrenzte in vivo-
Halbwertzeiten besitzen.

Der Entwicklung sog. Glycomimetika, die die Funktionen naturlicher
Glycostrukturen imitieren, ohne die erwahnten Nachteile zu besitzen, kommt
daher ein stetig wachsendes Interesse zu.l'® Es werden verschiedene
Anforderungen an Mimetika gestellt, die sie, je nach Einsatzgebiet, gegentber
den naturlichen Strukturen auszeichnen sollten. Wunschenswert ist eine
verbesserte biologische Aktivitat, die man in der Regel durch eine Erhéhung
der Affinitdt zu Proteinen bzw. Proteinrezeptoren zu erreichen versucht. Ein
weiterer wichtiger Punkt ist die erhéhte in vivo-Stabilitdt, z. B. gegentber
Metabolismus durch enzymatischen Abbau. Daneben sollten Glycomimetika
eine im Vergleich zu ihren natUrlichen Vorbildern vereinfachte molekulare
Struktur aufweisen, die eine verbesserte synthetische Zugénglichkeit
ermoglicht. Geeignete Mimetika kénnen durch Modulation oder Inhibition
spezifischer biologischer Vorgange dazu beitragen, die oftmals unbekannten
molekularen  Grundlagen vieler Oligosaccharid-vermittelter Prozesse
aufzuklaren.

Die Struktur eines Mimetikums ist von entscheidender Bedeutung fir seine
Funktion. Zwischen der als Vorbild dienenden Verbindung und dem
entsprechendem Mimetikum muss hierbei allerdings nicht notwendigerweise
eine groRRe strukturelle Ahnlichkeit bestehen, entscheidend ist vielmehr eine
enge Funktionsverwandtschaft.'® Als bevorzugter Ansatz hat sich das
rationale Design von Mimetika bewahrt, ausgehend von einer naturlichen

Vorbildstruktur werden durch gezielte Modifikationen und Vereinfachungen
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1. Einleitung

neue Strukturen erhalten und durch geeignete Assays!'”! auf ihre biologische
Wirkung hin untersucht. Als Alternative haben sich auch bei der Entwicklung
von Glycomimetika kombinatorische Ansétze als sinnvoll erwiesen. Vor allem
in Fallen, in denen die Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen unklar sind
und ein rationales Design folglich schwierig ist, konnten biologisch aktive
Glycomimetika durch Entwicklung von Substanzbibliotheken erhalten
werden.l"® Neben diesen in vitro-Methoden bei der Suche nach geeigneten
Glycomimetika wird auch das in silico-Modelling mit empirischen, molekular-
mechanischen Methoden!'® immer wichtiger. Diese Anséatze kénnen jedoch
nur im Falle gut untersuchter Kohlenhydrat-Rezeptor-\Wechselwirkungen mit
Proteinrezeptoren bekannter Struktur angewandt werden.

Glycomimetika lassen sich entsprechend ihres Funktionskonzepts in zwei
Gruppen unterteilen. Einerseits werden Mimetika synthetisiert, die Lektin-
bzw. Selektin-spezifische Oligosaccharidepitope imitieren und somit eine
direkte Intervention in biologische Prozesse durch kompetitive Bindung an
spezifische Rezeptoren ermoéglichen. Andererseits verfolgt man die
Herstellung von Mimetika, die durch Modulation bzw. Inhibition von Enzymen,
einen Eingriff in die biologischen Prozesse ermdéglichen, die an der
Biosynthese von Oligosaccharidstrukturen beteiligt sind. So konnte gezeigt
werden, dass die Glycosylierung von peptidischen Wirkstoffen signifikante
Verbesserungen in Bezug auf die Aktivitat, Stabilitdt und Metabolisierung

bewirken kann.
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1. Einleitung

1.2 Glycopeptide und Glycopeptidomimetika

Eukaryontische Zellen synthetisieren Glycopeptide durch die enzymatische
Modifikation ribosomaler Peptide. Ohne Hilfe dieser zellularen ,Logistik* ist die
Synthese von Glycopeptiden aufgrund der Polyfunktionalitat der Zielmolektle
nach wie vor eine Herausforderung.®® Weiter erschwert wird die chemische
Synthese dieser biologisch relevanten Verbindungen durch das gleichzeitige
Auftreten funktioneller Gruppen mit sehr ahnlicher Reaktivitdt. Schon ein
einfaches Monosaccharid enthélt bis zu funf Hydroxyl-Gruppen mit fast
identischen chemischen Eigenschaften.

Eine haufig zu findende Strategie bei der chemischen Glycopeptidsynthese ist

der Aufbau glycosylierter Aminosaure-Bausteine mit orthogonalem

Seitenkettenschatzgrppes

temporare T ::_;_- - =
Schulzgrippe ! HiX —
BEiif) JAEE Fupplung
i
R o
— <T“.>I¢
, e,

Ertrchitrung der terminalan
Ammogruppe

-"n
T : Ewppleng
OH

Bepatitivs Scloite der Eatechitoong
uged ]".,r}":|| g
|'“|
eptidresi -..
o = e

Abzpaltumg won
der festen Fhase 3

E Peplidres -—¢

Schema 1 Prinzip der Schutzgruppenstrategie in der Festphasensynthese.
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1. Einleitung

Schutzgruppenmuster, sowohl an den Zucker- als auch an den Aminosaure-
Funktionalitaten. Diese Bausteine werden dann unter Verwendung geeigneter
Linker und Kupplungsmethoden in die Festphasen-Synthese eingespeist
(Schema 1). Trotz der zahlreichen Verfahrensoptimierungen, die diese
Synthese-Strategie erfahren hat, erfolgt sie im wesentlichen auch heute noch
nach dem von Merrifield?"! erstmals beschriebenen Prinzip. Die Anbindung
der ersten Aminoséaure erfolgt nicht direkt am als Festphase dienenden
Polymer, sondern an einem Linker, der eine Abspaltung des fertigen
Glycopeptids unter definierten Bedingungen erméglicht. Da die wachsende
Peptidkette fortwahrend am Harz gebunden vorliegt, kann die nach jeder
Kupplung erfolgende Reinigung durch einfaches Waschen der festen Phase
ohne Ausbeuteverluste erfolgen, au3erdem ist die gute Automatisierbarkeit
dieses in repetitiven Standard-Synthesezyklen ablaufenden Verfahrens mit
Syntheserobotern vorteilhaft.

Ein solcher Synthesezyklus beinhaltet die Abspaltung der o-Amino-
Schutzgruppe von der terminalen Aminosaure, die Uber ihre o-
Carboxylgruppe an das am Harz verankerte Peptid gebunden ist, sowie die
Kupplung der nachsten Aminosaure Uber deren aktivierte a-Carboxylgruppe,
entsprechend der zu synthetisierenden Sequenz. Alle an der Reaktion nicht
beteiligten Funktionalitaten mussen wahrend des gesamten
Synthesevorgangs blockiert vorliegen. Das gilt sowohl fur die
Hydroxylfunktionen der Saccharide als auch fir die Seitenketten
Funktionalitdten der nicht glycosylierten Aminosauren, daher kommt der
Auswahl eines geeigneten orthogonalen Schutzgruppensatzes groite
Bedeutung zu.”@ Zur Blockierung der o-Aminofunktionen der eingesetzten
Bausteine hat sich in der Glycopeptidsynthese die Verwendung der Fluorenyl-
methoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe allgemein durchgesetzt.

Diese Urethanschutzgruppe zeichnet sich durch gute Abspaltbarkeit unter
B-Eliminierung bei  milden basischen Bedingungen, sowie ihre
Racemisierungs-mindernde Funktion aus. Die Seitenkettenfunktionalitaten der
Aminosauren werden hingegen in der Regel mit saurelabilen Schutzgruppen
blockiert, die eine hohe Basenstabilitdt aufweisen, um eine vollstandig stabile

Blockierung wahrend der Synthesezyklen zu gewahrleisten. Die Bedingungen
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1. Einleitung

zur abschlielBenden Abspaltung des fertigen Glycopeptids kénnen durch die
Wahl des Linkers variiert werden. Haufig erfolgt die Spaltung vom polymeren
Trager unter stark aciden Bedingungen, durch Verwendung von
Trifluoressigsaure. Hierbei kommt es auch zur Abspaltung samtlicher
Seitenkettenschutzgruppen und man erhélt das freie, vollstandig entschitzte
Glycopeptid. Einen Sonderfall stellen die Saccharid-Schutzgruppen dar,
saurestabile Schutzgruppen wie Acetate miussen in einem zuséatzlichen Schritt

nach Abspaltung des Glycopeptids vom Polymer deblockiert werden.

j
Peptidkupplung Glycosylierung

Schema 2 Gegeniiberstellung zweier Varianten zur Glycopeptidsynthese, auf der linken

Seite die sequentielle Synthese durch Peptidkupplung an fester Phase, rechts die

nachtragliche Glycosylierung fertiger Peptide.

Seltener wird die Technik der nachtraglichen Glycosylierung von
Peptidsequenzen in Lésung®! oder an der festen Phase angewandt.*¥ Hier
fallt die oft milhsame Synthese der Glycopeptid-Bausteine fur jeden einzelnen
Saccharidrest am Zielpeptid weg, die schlechte Loslichkeit peptidischer
Strukturen in organischen L&sungsmitteln reglementiert allerdings stark die
nachtragliche Glycosylierung dieser Verbindungen in Lésung. Festphasen-
Ansatze scheitern oft an unvollstdndiger Glycosylierung des am Harz
synthetisierten Peptids, da meist mehrere Serin- oder Threonin-Seitenketten
gleichzeitig umgesetzt werden sollen (Schema 2). Aus dieser Problematik
resultieren oft schwerwiegende Trennprobleme, die zu niedrigen Ausbeuten
fuhren. Deshalb sind diese Methoden nur fur relativ kurze Peptidketten mit
einfachen Saccharidresten praktikabel.™ Handhabbar sind beispielsweise

Tripeptide, die mit Monosacchariden glycosyliert werden kénnen.
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1. Einleitung

Die Kohlenhydratreste der Saccharidseitenketten nattrlich vorkommender
Glycopeptide sind in den meisten Fallen Uber ihr anomeres Zentrum N- oder
O-glycosidisch mit dem Peptidrackrat verknUpft. Die N-Glycoproteine
zeichnen sich im Gegensatz zu den O-Glycoproteinen durch eine sehr viel
geringere Strukturdiversitat aus. So wird die Verknupfung zwischen Protein-
und Saccharidteil ausschlie3lich durch eine B-glycosidische Bindung zwischen
2-Acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose (GIcNAc) und der Amidgruppe von L-
Asparaginsaure realisiert. N-Glycoproteine liegen in der Regel in einer als
Core C Dbezeichneten Struktur vor (Abb. 4), in der die GIcNAc-
Asparaginsaure-Einheit mit einer weiteren GIcNAc-Einheit § 1,4-glycosidisch
verknupft ist, diese ist wiederum [ 1,4-glycosidisch an ein Mannose-

trisaccharid geknupft. An diese Core-Struktur sind weitere Saccharid-
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Abb. 4 In Glycoproteinen haufig anzutreffende Kohlenhydrat-Motive; die hier gezeigten

Core-Strukturen sind haufig mit weiteren Sacchariden substituiert.

strukturen gebunden, die entsprechend des Substitutionsmusters als ,oligo-
mannosidischer“-, ,komplexer‘- und ,hybridischer‘-Typ bezeichnet werden®®,

Die Oligosaccharidreste natirlich vorkommender O-Glycopeptide sind haufig
a-O-glycosidisch mit den Hydroxyl-Gruppen von Serin- oder Threonin-
Seitenketten verbunden. O-glycosylierte Hydroxylaminosduren treten vor
allem in den als Core A und Core B bezeichneten Grundstrukturen auf, in

denen sie oa-glycosidisch an 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactopyranose
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1. Einleitung

(GalNAc), bzw. B-glycosidisch an D-Xylose gebunden vorliegen. In der
Core A-Struktur ist GalNAc B-glycosidisch mit einer weiteren Galactoseeinheit
substituiert, die Xylose der Core B Struktur ist ihrerseits mit einem
Galactosedimer B-glycosidisch verbunden. Die beschriebenen Grund-
strukturen sind ihrerseits in der Regel mit weiteren Saccharidstrukturen
substituiert, dartber hinaus sind in den letzten Jahren eine Vielzahl weiterer
Core-Strukturen entdeckt worden, in denen O-glycosidische Verknupfungen
zwischen Serin, Threonin und weiteren Kohlenhydraten auftreten.

Einem breiten therapeutischen Einsatz von glycopeptidischen Wirkstoffen
steht u. a. der schnelle chemische und enzymatische Abbau der N- und O-
glycosidischen Bindungen in vivo entgegen. Vielerorts wird deswegen an der
Synthese von Glycopeptidomimetika gearbeitet, die gegenuber diesen
Einwirkungen unempfindlicher sind. Die chemische Instabilitdt der O-
glycosidischen Bindung ruhrt vor allem von ihrem Acetalcharakter her, ein
bedeutend stabileres Konstrukt wird erhalten, wenn man C-Glycoside
herstellt, bei denen das anomere C-Atom mit nur einem Sauerstoffatom
substituiert ist.” Bei diesen Verbindungen handelt es sich faktisch um
cyclische Ether, die ohne Frage bedeutend stabiler als Acetale sind. Die C-
glycosidischen Analoga zeigen haufig ahnliche biologische Eigenschaften wie
ihre naturlichen Vorbilder, was sie zu interessanten Kandidaten im Bereich
der Glycopeptidomimetika macht. C-glycosidisch verknUpfte Aminosaure-
derivate fur die Glycopeptidsynthese sind Uber verschiedene Syntheserouten

zuganglich28!

problematisch ist dagegen nach wie vor die Synthese von C-
verknUpften Oligosacchariden.®!

Neben der Verknupfung des Saccharidteils mit Aminosaureseitenketten Uber
das anomere Zentrum gibt es eine Reihe weiterer Anséatze in der
Glycosylaminosaure-Synthese, die alle eine erhdhte in vivo-Stabilitat der
resultierenden Glycopeptidomimetika zum Ziel haben. Verbreitet ist die
Verknupfung von Methylglycosiden Uber die primare Hydroxyfunktion in der 6-
Position des Kohlenhydrats mit verschiedenen Aminosaurederivaten, um die
metabolische Stabilitat der Glycostrukturen zu erhohen®™. Der primare
Alkohol in der 6-Position eines Monosaccharids lasst sich relativ leicht von

den ubrigen Hydroxylfunktionen des Zuckers diskriminieren, daraus ergibt
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1. Einleitung

sich eine synthetisch unkompliziertere Méglichkeit zur regioselektiven Bildung

von Estern®"! oder Amiden!®*? am C-6 des Kohlenhydrats.
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1. Einleitung

1.3 Dendrimere vom A X-Typ

Dendrimere sind  stark  verzweigte, generationsweise aufgebaute
Makromolekule die ein definiertes Molekulargewicht besitzen, also
monodispers vorliegen. lhre Herstellung erfolgt durch iteratives Ausflhren
zweier oder mehrerer Reaktionsschritte. Nach jeder Iteration wird ein Molekul
definierter GréRe erhalten, das als eine bestimmte Generation bezeichnet
wird. Dieses Molekul tragt an seiner Peripherie mehrere gleiche funktionelle
Gruppen. Es dient als Edukt bei der folgenden Iteration und wird dabei in ein
Dendrimer der nachsten Generation Uberfuhrt. Generell sind dendritische
Molekule Uber zwei Synthesestrategien zuganglich, die konvergente und die
divergente Route. Bei der konvergenten Synthese werden durch iterativen
Aufbau Dendrimer-Segmente, sogenannte Dendrons, synthetisiert, die in
einem finalen Schritt mit einem mehrfunktionellen Core-Molekil zum fertigen
Dendrimer umgesetzt werden. Bei der divergenten Synthese wird ein Core
Molekul in einer ,Kaskaden-Reaktion® generationsweise von innen nach
auflen zum Dendrimer aufgebaut.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten dendritischen, multifunktionellen
Molekule zeichnen sich durch die Eigenschaft aus, dass eine ihrer
Funktionalitdten gegenuber allen anderen diskriminiert ist. Sie sind fur die
Herstellung selektiv funktionalisierbarer Molekule vom A.X-Typ geeignet. 234
Das Kurzel A.X beschreibt in diesem Zusammenhang die funktionellen

Gruppen des Dendrimers. Neben n gleichen Funktionalitédten A liegt eine von

diesen diskriminierte Funktionalitat X vor. Bei der Synthese multifunktioneller

Abb. 5 Zwei verschiedene molekulare Architekturen, die das Substitutionsmuster A, X

ermdglichen, ein linearer, polymerdhnlicher Ansatz sowie ein dendritischer Aufbau.
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Derivate dieses Typs kommen verschiedene molekulare Architekturen in
Frage: zum einen waren beispielsweise lineare, polymeréhnliche Molekule mit
einer X-Funktionalitdt als Endgruppe denkbar, zum anderen dendritisch
aufgebaute Strukturen mit der Funktionalitat X am fokalen Punkt (Abb. 5).

Da die selektiv funktionalisierbaren Dendrimere nach der Umsetzung der A-
Funktionalitdten mit Kohlenhydratstrukturen auch als Oligosaccharidmimetika
verwendbar sein sollen, ist der dendritische Ansatz morphologisch besser
geeignet fur die multivalente!® Prasentation von Kohlenhydratepitopen
(Abb. 5).

Der Einsatz von monovalenten Glycosiden ist aufgrund der grofen
Dissoziationskonstanten der entsprechenden Kohlenhydrat-Lektin-Komplexe
nicht effektiv. Oligo- oder multifunktionelle Liganden kénnen dagegen
erfolgreich als Mimetika komplexer Oligosaccharide wirken.*® Dendritische
Strukturen besitzen haufig ein ahnliches Bindungsmuster wie Oligosaccharide
(vgl. Kapitel 4.3 Abb. 15), weisen aber ansonsten einen viel einfacheren
Aufbau auf. Die raumliche Anordnung und der korrekte Abstand der
Kohlenhydratepitope zueinander bestimmen Affinitat und Selektivitat in Bezug
auf das angesprochene Lektin. Da haufig nur die terminalen
Kohlenhydratreste eines Oligosaccharides essentiell fur die molekulare
Erkennung sind, gibt es eine Vielzahl von Beispielen fur den Einsatz Zucker-
ummantelter Dendrimere als Oligosaccharidmimetika in biologischen Assay-

Systemen.l®"!
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1.4 Selbstorganisierende Monoschichten

Selbstorganisierende  Monoschichten, sog. SAMs (Self Assembled
Monolayers), sind hoch geordnete molekulare Konstrukte, die durch die
regelméanRige Anordnung oberflachenaktiver Substanzen auf Metalloberflachen
gebildet werden. Meistens werden als oberflachenaktive Komponenten
langkettige Alkylthiole eingesetzt, die auf Goldoberflachen immobilisiert
werden, aber auch andere Systeme sind gebréuchlich, wie auf Silber- oder
Aluminiumoxid angeordnete Fettsduren, oder Silane, die auf hydroxylierten
Oberflachen gebunden sind™®. Die groRe Affinitat von Schwefel und Selen zu
Ubergangsmetall-Oberflachen, die eine Triebkraft der Bildung der SAMs
darstellt, resultiert aus der Fahigkeit dieser Elemente, mehrere Bindungen mit

Metall-Clustern auf der Metall-

oberflache einzugehen. Gold- v U v U '-'}Eftfﬁgitanzen
oberflachen  sind  besonders ,rf .I -;I _1 -i"

geeignet, da sie nur in sehr 3 _fj 7 .f f{

geringem Umfang von Oxid- f ..'Ej fi flf f‘t e
schichten bedeckt sind und sich £ f } ; Alkylthiole

gut mechanisch reinigen lassen. ""3*"‘*"{ & j {

Nach  der Belegung  mit Goldoberflache

langkettigen Organylen resul- Abb. 6 Schematische Darstellung einer

tieren sehr regelmérsige Goldoberflache, belegt mit langkettigen

Monoschichten Alkylthiolen, die mit Ligand-Strukturen

In derartige SAMs kénnen funitionalisiert sind.

Ligand-funktionalisierte Alkylthiole integriert werden. Auf diese Weise kénnen
Oberflachen generiert werden, auf denen definierte Mengen biologisch aktiver
Testsubstanzen immobilisiert sind. Sie sind geeignet fir biosensorische
Anwendungen, wie zum Beispiel als Chips zur Analyse biomechanischer
Wechselwirkungen mit Hilfe der Oberflachen-Plasmonen-Resonanz (SPR).*!
Die unspezifische Bindung der bioaktiven Moleklle an die Oberflache in der
Umgebung der Ligand-Strukturen muss dabei sorgféltig vermieden werden.
Zu diesem Zweck werden Oligo-Ethylenglycol (OEG)-Derivate definierter
Lange fur den Aufbau der Monoschichten verwendet. Diese reduzieren

bekanntermalien die unspezifische Adhésion von Zellen und Proteinen, dabei
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verhindern langere OEG-Ketten die Adsorption am SAM effektiver als kurze.
Terminale OH-Gruppen am OEG sind fUr diesen Effekt nicht zwingend
erforderlich.

Die Adsorption von Proteinen an Polymer- oder in diesem Falle Monoschicht-
Oberflachen kann analog zum Sachverhalt der Kolloid-Stabilitat betrachtet
werden. Dabei interagieren Monoschicht-Oberflachen und Proteine wie
hydrophobe Kolloide im erwahnten Modellsystem. Die Widerstandsfahigkeit
einer hydrophoben, mit OEG-Derivaten funktionalisierten Oberflache
gegenuber der Adsorption von Proteinen kann durch das Kraftespiel von
sterischer AbstoRung durch die OEG-Ketten gegeniiber van der Waals- und
weitreichender hydrophober Wechselwirkung zwischen Protein  und
Oberflache beschrieben werden.*” OEG-Ketten sind hydrophil, so das
Wassermolekule in den OEG-Teil der Monoschicht eingelagert werden und
hier dazu fuhren, dass die repulsiven gegenuber den attraktiven
Wechselwirkungen tberwiegen.

SAM-basierte Immunoassays weisen gegenuber Hamagglutinations-
Inhibitions-Assays in Lésung oder konventionellen Festphasen unterstitzten
Immunoassays eine Reihe von Vorteilen auf. Erstens sind SAM-basierte
Oberflachen denkbar, die biospezifisch mit Zellen oder Proteinen interagieren
ohne ein signifikantes Hintergrundsignal zu generieren. Dieses Ziel kann
durch den Einsatz sog. gemischter SAMs erreicht werden, die neben Ligand-
terminierten Alkylthiolaten aus OEG-terminierten Alkylthiolen oder anderen
Derivaten aufgebaut sind, die die unspezifische Adhasion oder Adsorption an
den Oberflachen verhindern. Zweitens ist die Liganddichte auf der Oberflache
dieser SAMs leicht durch das Verhéltnis von zwei Alkylthiolen in der zum
Aufbau der SAMs verwendeten Lésung steuerbar, wobei auf molekularer
Ebene gut definierte Oberflachen resultieren. Drittens sind fur SAM-basierte
Assay-Systeme nur die zu untersuchenden Bakterien oder Proteine, sowie
der auf sein Adhasionspotenzial zu untersuchende Ligand notwendig. Andere
oftmals teure biologische Komponenten wie rote Blutkérperchen, Enzyme
oder Antikérper sind nicht notwendigt*'.

Diese Assay-Methodik ist auf die Untersuchung viraler und Saugetier-
Zelladhasion anwendbar. SAMs, die fur Proteine spezifische Liganden wie z.

B. Biotin prasentieren, kénnen fur die Immobilisierung von Proteinen auf den
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Oberflachen verwendet werden, um z. B. Protein-Ligand- oder Protein-
Protein-Wechselwirkungen quantifizieren zu kénnen. DarUber hinaus sind
SAMs, die verschiedene Zuckerstrukturen in einem definierten Verhaltnis
prasentieren, als Glycocalix-Mimetika verwendbar. Hier wére ein definiertes
Modellsystem ohne die Mikroheterogenitat natrlicher Glycocalix verflgbar,
das hervorragende Voraussetzungen fur die quantitative Bestimmung von

Kohlenhydrat-Lektin-Dissoziationskonstanten bietet.
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1.5 Elektrolumineszenz

Unter Lumineszenz versteht man die Emission von Licht durch Gase,
Flussigkeiten und Festkdrpern im sichtbaren-, UV- und IR-Spektralbereich
nach Energiezufuhr. Die Lumineszenz ist stets auf einen Ubergang von einem
Elektron aus einem energetisch héheren Zustand in einen unbesetzten,
energetisch tieferen Zustand zurlckzufUhren. Da unbesetzte Elektronen-
Zustande oft als positiv geladene ,Lécher behandelt werden, lasst sich die
Lumineszenz auch als Rekombination eines Elektron-Lochpaars beschreiben,
bei dem die frei werdende Energie zumindest teilweise in Form eines
Lichtquants abgegeben wird.

Die Lumineszenz-Prozesse lassen sich nach der Art der Energiezufuhr
einteilen: Man unterscheidet zwischen Photolumineszenz, bei der das
Elektron durch optische Anregung in einen angeregten Zustand gebracht wird,
und Elektrolumineszenz, unter der man die Emission von Licht versteht, die
durch Anlegen eines elektrischen Feldes an Halbleiter und Isolatoren
hervorgerufen wird. Im engeren Sinn sind damit Prozesse gemeint, bei denen
ein freier Ladungstrager (ein Elektron oder Loch) im elektrischen Feld so viel
Energie aufnimmt, dass er durch StoRionisation ein Elektron-Lochpaar
erzeugen kann, das dann an einer Storstelle, einem sogenannten
Lumineszenz-Zentrum, rekombiniert. Die Emissionswellenlange lasst sich

durch Wahl des Wirtsmaterials und des Lumineszenz-Zentrums beeinflussen.
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Abb. 7 Strukturformel (links) und molekiilmechanisch berechnete, dreidimensionale

Struktur (rechts) des Ruthenium-Bipyridyl Luminophors.

24
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Elektrolumineszenz beobachtet man beispielsweise bei der Lichtemission von
Lumineszenz- und Laserdioden an der Grenzflache innerhalb des
Halbleitermaterials.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Ruthenium-Bipyridyl-Komplex (Abb. 7) als
Luminophor verwendet. Dieser kann Elektro-Chemolumineszenz zeigen, hier
wird im Gegensatz zur reinen Elektrolumineszenz ein sogenannter
Opferdonor bendtigt, der bei einer chemischen Reaktion als
Elektronenlieferant fungiert und irreversibel oxidiert wird.1*? Als Opferdonor
kénnen beispielsweise tertidre Amine verwendet werden (Schema 3), die an
einer Platinanode in ihr Radikal-Kation Uberfuhrt werden (2), dieses kann am
o-C-Atom deprotoniert werden (3) und stellt nun ein starkes Reduktionsmittel

dar. Der BPRu-Komplex wird anodisch zum [Ru(BiPy)s]** (1) oxidiert, ein

- B

[Ru(BiPy) ~  [Ru(BiPy),** (1)
- & _—

R.MCH R - RaMCH, RS {2)

RoMNCH,R! - RACHR + HY (3

- -8 o +

H:HC HR' - th;a:H R ap— H2N=-:H R (4}
-] a L

[Ru(BiPy)y ™ = [Ru(BiPy),F (5)
. 'r||.

[Ru(BiPy). = [Ru(BiPy),** (6)

Schema 3 In unmittelbarer Umgebung der Platin-Elektrode ablaufende Reaktionen bei

der Elektro-Chemo-Lumineszenz.

Elektron wird vom deprotonierten Amin in ein n*MO eines Bipyridyl-Liganden
injiziert (4). Dabei wird die angeregte Spezies [Ru(BiPy)s]** (5) gebildet. Der
urspringlich vorliegende [Ru(BiPy)s]**-Komplex wird unter Emission eines
Lichtquants der Wellenladnge Amax ~ 615 nm (6) regeneriert.

Der angeregte Zustand aus (6) hat eine verhaltnismaliig lange Lebensdauer,
da aufgrund des Schweratomeffektes des Rutheniums (Spin-Bahn-Kopplung)
die Bildung eines Triplett-Zustandes begunstigt wird. Die Schritte (1) bis (6)
laufen alle an der Anode bzw. in ihrer unmittelbaren Nahe ab, an der Kathode

bildet sich gleichzeitig durch Reduktion der Protonen aus (3) molekularer
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Wasserstoff. Im Gegensatz zur reinen Elektrolumineszenz laufen bei der
Elektro-Chemolumineszenz prinzipiell chemische Reaktionen ab.

Abb. 8 zeigt das Absorptions-
(durchgezogene Linie) und das =
Emissionsverhalten  (gepunk- 1 ; |
tete Linie) des RuBiPy)s ||| T
Komplexes im UV-VIS-Spek- 11 I| : [
tralbereich. Ru(BiPy)s-Kom- '.|| \ . '. 1"
plexe sind durch ihr Emissions- B Il"x___;_,,-""\_ ¢ o o

maximum im sichtbaren - wt

Bereich bei 615 nm und die

lange L ebensdauer ihres Abb. 8 Absorptions- (durchgezogene Linie) und

Emissionsspektrum  (gepunktete Linie) des

angeregten  Zustandes  gut _ _
BPRu-Komplexes im Bereich 250 — 750 nm.

geeignet, um die Effekte

unspezifischer Hintergrundsignale, beispielsweise in Assay-Systemen, zu
minimieren. Das Ruthenium-Bipyridyl-System kann aufgrund der Existenz des
Absorptionsmaximums bei 460 nm, auch mit Hilfe eines Argonlasers, der bei
einer Wellenldnge von 488 nm arbeitet, im Sinne der Photolumineszenz
angeregt werden. Dadurch eréffnen sich weitere Anwendungsmaéglichkeiten
der Ruthenium-Komplexe in der Routineanalytik im Immunoassay. Die
Detektion der Lumineszenz in Gegenwart des intensiven Laserlichtes ist
mdglich, da die Emission bei sehr viel gréRerer Wellenldnge als die Anregung
stattfindet. Lumineszenz-Techniken sind deshalb als analytisches Werkzeug
in medizinischer und analytischer Chemie von wachsendem Interesse. Das
Potenzial dieser Techniken ist in leicht automatisierbarem Monitoring, sowie

ihrer hohen Sensitivitat und Selektivitat begrindet®.
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1.6 Markerstrukturen in Immunoassays

Immunoassays sind wichtige Methoden in analytischer und klinischer
Biochemie. Sie sind zum Beispiel aus der Analytik von Biomolekulen, Zellen
und Bakterien nicht mehr wegzudenken. Immunoassays kdnnen danach
eingeteilt werden, ob sie markierungsfrei oder mit markierten Reagenzien
arbeiten und ob sie in heterogenem oder homogenem Testformat ausgefuhrt
werden. Zur vollstandigen Beschreibung eines Assays ist aber stets eine
Kombination aus diesen Kategorien notwendig; so kann beispielsweise ein
Assay mit markiertem Reagenz homogen oder heterogen durchgefthrt
werden.

In jedem Immunoassay geht es letztendlich immer darum, freie und
gebundene Analytmoleklle voneinander zu unterscheiden. Bei heterogenen
Assays kénnen entweder Antikérper oder Analytderivate auf einer Oberflache
immobilisiert sein und freie Antigene bzw. Antikérper aus der Probenlésung
abfangen, wahrend gebundene Antigene bzw. Antikérper mit bereits
besetzten Bindungsstellen weggespult werden. Die Vollstandigkeit der
Bindung an die feste Phase, das Vermeiden unspezifischer Bindung und die
Effizienz der Waschvorgange sind entscheidend fur die Leistungsfahigkeit
solcher heterogener Immunoassays, die im Ubrigen sowohl mit markierten als
auch unmarkierten Reagenzien durchfuhrbar sind.

Homogene Immunoassays beruhen darauf, dass in der Lésung messbare
Effekte auftreten, die im Zusammenhang mit der zu Grunde liegenden
Komplexbildung stehen. In der Regel werden homogene Assays mit
Fluoreszenzmarkierungen durchgefuhrt. Aufgrund der Analyt-Antikdrper-
Reaktion kann sich die Polarisation der Fluoreszenzstrahlung andern oder es
kann eine Verstarkung bzw. eine L&schung des Signals stattfinden. Eine
andere Mdglichkeit ist die Signalanderung durch Energietransfer, der dann
auftritt, wenn Antikérper und Antigen mit einem bestimmten Farbstoffpaar
(Donor- und Akzeptorfarbstoff) markiert sind und aneinander binden. Im

[4IESH®] kann  man  auf die

homogenen Lumineszenz-Immunoassay
Abtrennung der markierten Antigene von den nicht-markierten verzichten,

dadurch verringert sich der praparative Aufwand betrachtlich.!*"]
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1. Einleitung

Das ELECSYS®-System der Firma Roche Diagnostics arbeitet mit
heterogenen Immunoassays. Beim Sandwichprinzip wird hier in der ersten
Inkubation die Probe zusammen mit einem biotinylierten monoklonalen
Antikérper und einem mit Ruthenium-Komplex markierten monoklonalen
Antikérper zu einem Sandwich-Komplex umgesetzt. In einer zweiten
Inkubation wird nach Zugabe von Streptavidin beschichteten Mikropartikeln
der Komplex Uber die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase
gebunden. Das Reaktionsgemisch wird danach in die Messzelle Uberfihrt und
durch magnetische Wechselwirkungen auf der Oberflache einer Elektrode
fixiert. Danach werden die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch
Anlegen einer Spannung wird die Chemolumineszenz-Emission induziert und
mit einem Photomultiplier gemessen.

Beim Kompetitionsprinzip wird in einer ersten Inkubation ein Immunkomplex
aus der Probe und einem spezifischen biotinylierten Antikérper gebildet. In
einer zweiten Inkubation werden, nach Zugabe eines mit Ruthenium-Komplex
markierten Haptens sowie Streptavidin beschichteter Mikropartikel, unter
Bildung eines Antikérper-Hapten-Komplexes die noch freien Bindungsstellen
des biotinylierten Antikérpers besetzt. Der Gesamtkomplex wird Uber die
Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase gebunden und wie oben

beschrieben gemessen.
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2. Problemstellung und Strategie

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bildete die Synthese glycosidischer und
dendritischer Bausteine zur Beeinflussung der photophysikalischen
Eigenschaften von Ruthenium-Bipyridyl-Luminophoren im Rahmen eines
Forschungsprojektes mit der Firma Roche Diagnostics. Die dabei
gewonnenen Erfahrungen und weiterfuhrenden Ideen fuhrten dann auch zur
Herstellung selektiv funktionalisierbarer, dendritischer Oligosaccharidmimetika
und Glycocluster im Zusammenhang mit unterschiedlichen Anwendungs-

gebieten.

2.1 Elektrolumineszenz-markierte Peptide fiir Inmunoassays

Die photophysikalischen Eigenschaften von Fluorophoren und Luminophoren
werden durch die Anderung der chemischen Umgebung in der Nahe
biologischer MakromolekuUle beeinflusst. Beispielsweise wird die Lumineszenz
des BPRu-Komplexes bei einer Intercalation in die DNA-Doppelhelix
signifikant erhoht.*¥! Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die chemische
Umgebung des BPRu-Labels so zu modifizieren, dass die Lebensdauer des
angeregten Zustands des Ruthenium-Bipyridyl-Systems verlangert wird. Eine
solche Modifikation wird durch die zielgerichtete Funktionalisierung des
Peptid-Linkers angestrebt, der den BPRu-Label mit der biologisch aktiven
Struktur verbindet.

Der angeregte Zustand des BPRu-Systems kann allgemein durch geldsten
Sauerstoff, aber auch durch niedrigen pH Wert nach der Stern-Vollmer-
Gleichung gequencht werden. Dabei ist der freie BPRu-Komplex weit
empfindlicher gegenuber Quenching als beispielsweise eine Peptid-
gebundene Spezies des Komplexes. Die Protonierung einer funktionellen
Gruppe in Konjugation mit dem BPRu-Label fuhrt ebenfalls zum
Lumineszenz-Quenching. Um diese Effekte zurlckzudrangen ist die
Verwendung eines Spacers aus mehreren Methylen-Gruppen zwischen Label
und Peptidlinker sinnvoll, weil dadurch verhindert wird, dass sich zum
Bipyridylrest konjugierte funktionelle Gruppen im Molekul befinden. Weitere

wichtige Einflusse stellen die induktiven Effekte dar, die die Seitenketten zum
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2. Problemstellung und Strategie

Label benachbarter Aminosauren ausuben, da der pK,-Wert einer entfernten
funktionellen Gruppe und der HOMO-LUMO-Abstand des Luminophors linear
voneinander abhangen.*®! Bei pH Werten zwischen 2 und 10, also den
gangigen Bedingungen in Assay-Systemen, werden die photophysikalischen
Eigenschaften des angeregten Zustandes des BPRu-Komplexes durch
negativ geladene, benachbarte Aminosaureseitenketten positiv beeinflusst.

Vor dem Hintergrund

dieser Sachlage wurden
Peptidlinker fur BPRu-

Label synthetisiert, die

Peptidlinker

eine Verlangerung der
Hapten oder

Lebenszeit des ange- Antikerper
regten Zustandes des Label
Ruthenium-Komplexes

zum Ziel hatten, um so
. . Glycosidische oder
die Nachweisgrenzen
dendritische Substrukturen
der entsprechenden
ruthenylierten Analyt-

moleklle herabzusetzen. Abb. 9 Schematische Darstellung der Anordnung
Zum einen wurden dazu glycosidischer oder dendritischer Substrukturen zur
Beeinflussung der photophysikalischen Eigenschaften

glycopeptidische  Linker des BPRu-Luminophors.

hergestellt, um allgemein

den Einfluss von Glycosidresten auf die Lebensdauer des angeregten
Zustands des Lumineszenz-Zentrums zu evaluieren. Zum anderen wurden
Dendrimer-funktionalisierte Peptide synthetisiert, die stark verzweigte
Substrukturen mit terminalen Carboxylgruppen enthielten. Diese sog.
semikryptischen Peptidlinker (Abb. 9) umschliel3en teilweise den Luminophor
auf molekularer Ebene und verhindern so ein vorzeitiges Lumineszenz-
Quenching beispielsweise durch im umgebenden Medium geldsten
Sauerstoff.

Die biologisch aktive Komponente fur das vorliegende Immunoassay zum
Nachweis von HIV-Antikérpern ist ein Peptidepitop aus dem HIV
Oberflachenprotein gp32. Bei diesem Peptidepitop handelt es sich um ein

Hapten, es ist aufgrund seiner Struktur zur spezifischen Bindung an HIV-
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2. Problemstellung und Strategie

Antikérper fahig, obwohl es kein komplettes Antigen darstellt. Es wird Uber
eine Thiol-Kupplung mit den Peptidlinkern umgesetzt und auf diese Weise
Lumineszenz-markiert. Aus patentrechtlichen Grinden wird hier auf

detailliertere Ausfuhrungen zum Thema verzichtet.
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2. Problemstellung und Strategie

2.2 Synthese von selektiv funktionalisierbaren Dendrimeren

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Synthese selektiv
funktionalisierbarer, dendritischer, multifunktioneller MolekUle, wobei vor allem
ihre einfache Verknilpfbarkeit zu gréReren Ensembles unter Standard
Reaktionsbedingungen im Vordergrund der Entwicklungsarbeit stand. Die
Implementierung einer gewissen Flexibilitdét im Sinne eines ,molekularen
Lego“ in die Systeme war ebenso winschenswert wie eine gute Hydrophilie

der Derivate.

Wichtige  Basismodule @
fur dieses Synthese- @
2

konzept stellten ein @

Aminotriester und eine

COOiBu

Nitrotrisdure dar, die als Abb. 10 Orthogonal geschiitzte ,Aminosaure-Derivate®

orthogonal  geschiltzte, fir die Dendrimersynthese. Nicht  blockierte

multifunktionelle  Amino- Funktionalitdten sind rot unterlegt.

sadurederivate aufgefasst werden kdénnen (Abb. 10). Solche nicht-
Kohlenhydrat-Verzweigungsbausteine sollten durch Saureamidbildung als
prinzipieller Verknupfungsmethodik mit einer Vielzahl Kohlenhydrat-
funktionalisierter Amine oder Carbonsaurederivate umgesetzt werden. Die
leichte Zuganglichkeit dieser nicht-chiralen Aminosauren im
Multigrammmalstab und die gute Hydrophilie der entschutzten Spezies
ermoglichten die Synthese mafigeschneiderter Core-Molekule beispielsweise
fur die Synthese von Oligosaccharidmimetika.

Die verwendeten Zucker-Bausteine zeichneten sich durch das Vorhandensein
freier Amino- oder Carbonsaurefunktionalitdten sowie durch ihre gute
Verfugbarkeit aus. Sie lieBen sich durch Peptidkupplungsreaktionen in
gréRere Systeme integrieren. Die oft problematische Glycosylierungschemie
fand nur in einem sehr frUher Stadium der Reaktionssequenzen statt. O-
glycosidische Mannoside und Fucoside als wichtige Motive in der zelluldren
Erkennung wurden durch Modifikation mit Spacern, die terminale
Aminofunktionen enthalten, zu Bausteinen fUr die multivalente Prasentation

dieser Glycoside in Glycoclustern oder Glycodendrimeren umgesetzt.
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2. Problemstellung und Strategie

Die Quintessenz eines derartigen Bausteinkonzeptes ist die vielseitige
Kombinierbarkeit gut zuganglicher Grundmodule zu verschiedensten
funktionalisierbaren Glycokonjugaten. Die erhaltenen Molekule konnten in so
unterschiedlichen  Anwendungsgebieten wie der Darstellung von
Saccharidmimetika oder der Zuckerepitop-Synthese fur SAMs Verwendung

finden.
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glyco-
peptidomimetika

3.1 Synthese von Glycopeptid-Bausteinen durch Glyco-
sylierung

Die Glycosylierung von Kohlenhydratstrukturen mit orthogonal geschutzten
Aminosauren wird seit langem durchgefuhrt und ist in einer Vielzahl von
Arbeitsgruppen gut etabliert.®™ Aus der Vielfalt an verfugbaren
Synthesewegen sind fur die gegebene Situation solche ausgewahlt worden,
die sich durch ihre einfache Ausfuhrbarkeit im Multigrammmalistab
auszeichnen.

Die erhaltenen Glycopeptid-Bausteine sollten mit
dem FASTMOC®-Protokoll fir die automatische
Festphasensynthese kompatibel sein, d. h. der

Aminosaureanteil des Moleklls musste eine

Fmoc-geschutzte Aminofunktion sowie eine freie
Abb. 11 Schematische

Darstellung eines FAST-
MOC®-kompatiblen  Glyco-

peptid-Bausteins.

Carbonsaure-Funktionalitéat aufweisen (Abb. 11).
Fur den Kohlenhydratteil des Molekuls wurde
zunachst aufgrund der guten Verfugbarkeit
Glucose ausgewahlt, um die allgemeine
Synthesizergangigkeit dieser Glycoside zu testen und die Auswirkung von
Kohlenhydraten im ELECSYS®-Immunoassay allgemein zu evaluieren. Die
glycosidische Bindung der Bausteine musste unter den Bedingungen der

Abspaltung der Peptide von der festen

+

H
Saurelabilitat Phase, die mit 95 %iger TFA erfolgte,
OAc f\NH stabil sein. Glycopeptide neigen bei pH
ACO%O @\,&O Werten Uber 9 zur B-Eliminierung unter
AcO Pt
OAc H Ausbildung von Dehydroalanin-

HN
I derivaten. Zu acide Bedingungen
Basenlabilitat IBase
kénnen bei Glycopeptiden zur

Schema 4 S&ure- und Basenlabilitét in Anomerisierung oder zum Verlust des

Gl tiden. }
yeopeptiden Zuckerrestes fuhren (Schema 4).°? Es

34



3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

hat sich jedoch gezeigt, das eine Reihe von O- und N-Glycosiden von Rink-
Amid- oder Wang-Harz unter TFA-sauren Bedingungen problemlos abspaltbar
sind.P™ Die OH-Funktionalitdten des Kohlenhydratrestes sollten als
Essigsaureester geschutzt vorliegen, weil diese nach Abspaltung des Peptids
von der festen Phase unter milden Bedingungen wieder deblockierbar sind.
Alle diese Voraussetzungen werden von Fmoc-Serin-O- oder Fmoc-
Asparagin-N-Glucosiden erfullt. Da orthogonal geschutzte Serin-Derivate viel
preiswerter sind als entsprechende Fmoc-Asparagin-Verbindungen, wurden
zunachst Serin-Glucoside synthetisiert. Im Multigrammmafstab ausgefuhrte
Literaturvorschriften gehen oft von Acetobromoglucose (1) aus,™ die mit
Silbersalzen aktiviert wird, oder vom Glucose-Trichloracetimidat (3),*® das

unter TMSOTf-Katalyse mit Fmoc-Serin-Benzylester zum Glycopeptid (4)

Ag>CO04/AgCIO,
Molsieb 4A
phe . Toluol/CH,Cly <3Ac
AcO — 5d,RT, 78 % -0 NHFmoc HCOOH
AcO — T~ . AD el o~ 9
A0 ‘Br NHFmoc Acoxﬁ I \‘\ 20 h, RT, 94%
1 HO o
(1) K (2) (5)
e} OAc
e} NHFmoc
A%?:O \ /OQYOH
TMSOTF AcO o
Phe Molsieb 4A (4)
Ao\ Nitromethan PAc Pd/C
AcO ‘ 2h, RT,62% ACO% "\‘HFm°° ~ ‘ Ethylacetat
AO 6§ coly, = Ao OVYOV\ 30 min, RT, 79 %
(3) NHFmoc AcO o
NH Hov‘ﬁrov\ ‘
(o]

Schema 5 Literaturbeispiele fiir Synthesen von Glycopeptid-Bausteinen, ausgehend von

aktivierten Glycosyldonoren.

glycosyliert werden kann. Bei Glycosylierungen unter Lewis-Saure-Katalyse
eigneten sich Aminosaure-tert-Butylester generell schlecht als Aglycon, da es
immer zu teilweiser Spaltung des Esters durch die Lewis-Saure kam. Beide in
Schema 5 gezeigten Synthesewege fihrten im kritischen Glycosylierungs-
schritt, bei dem haufig Anomerengemische entstanden, zu komplett
geschutzten Derivaten, deren saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel leichter moglich war, als es bei einer freien Carbonsaure oder einem
freien Amin der Fall ware.

Bei der Durchfihrung der vom Trichloracetimidat (3) ausgehenden
Syntheseroute mit N-Fmoc-Serin-Benzylester konnte zwar das gewulnschte

Glycosid (4) in moderater Ausbeute erhalten werden, die hydrogenolytische
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

Spaltung des Benzylesters zu (5), die mit Pd/C in Ethylacetat®®’! versucht
wurde, flhrte allerdings auch zu teilweiser Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe, weswegen nach alternativen Synthesemdglichkeiten gesucht
wurde.

Der kurzeste denkbare Syntheseweg ist, ausgehend von Glucosepentaacetat
(6), mit an der Saurefunktionalitdt ungeschutztem Fmoc-Serin (7) zu
glycosylieren, ohne eine Aktivierung des Glycosyldonors vorzunehmen.!*®! Bei
dieser Methode nimmt man eine Acetylfunktion als schlechte Abgangsgruppe
am anomeren Zentrum und eine aufwandigere Reinigung zugunsten einer

stark verkUrzten Reaktionssequenz in Kauf. Die direkte Glycosylierung mit

3 Eq. BF3Et,0

CH,Cl,
OAc . OAc

Molsieb 4A o NHFmoc

AcO Q o 18 h, RT, 48 % AcO OJ\WOH
AcO ¢ AcO
AcO AcO
NHFmoc (5) 0
(6) HO OH
(7y ©

Schema 6 Synthese eines Glycopeptid-Bausteins aus Glucose-pentaacetat (6) und N-

Fmoc-Serin (7) fur die Festphasensynthese (vgl. S. 36/37).

Fmoc-Aminoséuren wurde bislang nur im mg-Malistab mit anschliel3ender
RP-HPLC durchgefuhrt, es gelang jedoch unter Schlenkbedingungen, und
durch Verwendung von Molsieb 4 A, die Ausbeute zu steigern. Das
Hinzufigen von 0.1 % TFA zum Chromatographie-Laufmittel erlaubte die
Reinigung des Produktes im Multigrammmalstab an Kieselgel. Nach diesen
Optimierungsschritten stand der einfache Glycopeptid-Baustein (5) fur das
FASTMOC®-Festphasenprotokoll nach einstufiger Synthese zur Verfigung.
Damit wurde die vollautomatische Peptidsynthese in 0.25 mmol-Ansatzen
moglich, obwohl hier groke Uberschiisse der einzelnen Monomere in jedem
Kupplungsschritt eingesetzt werden mussten.

Die Einheitlichkeit der erhaltenen Derivate wurde durch analytische HPLC
belegt. Mit Hilfe zweidimensionaler NMR-Experimente konnten alle NMR-
Signale eindeutig zugeordnet werden. Die NMR-Spektren der Glycopeptid-
Bausteine wurden in Aceton-Dg aufgenommen, da dieses Lésungsmittel auch

fUr die Analytik der fertigen Glycopeptide nach der Festphasensynthese
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

Verwendung fand, die sind in CDCls véllig unléslich sind. MeOH-D4 war

aufgrund der Signallagen der Lésungsmittelpeaks ungeeignet.
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

3.2 Festphasensynthese Elektrolumineszenz-markierter
Glycopeptide

Zur Peptidsynthese wird heute ein breites Spektrum unterschiedlicher
Methoden angewandt. Die Synthese kann dabei entweder in Lésung oder an
fester Phase durchgefuhrt werden. Unabhangig von der Wahl der
Kupplungsreagenzien wird die Elektrophilie des Carboxyl-Kohlenstoffs im
Allgemeinen dadurch erhéht, dass ein Aktivester generiert wird, der
bereitwillig mit der Aminkomponente zum Amid reagiert. Die Aktivierung der
Carboxylgruppe erfolgt entweder mit Kupplungsreagenzien wie z. B. 2-
Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) oder als O-Acylharnstoff
mittels Carbodiimidreagenzien wie z. B. Diisopropylcarbodiimid (DIC), N-(3-
Dimethyl-aminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC),®® oder als
gemischtes Anhydrid.®? Die

bei der Reaktion mit Y Y

O l‘\‘l o W

Carbodiimiden  drohende R zo ¢ R ¢
. . e & ohw)
Bildung von unreaktiven N- )\ )\

Acylharnstoffen kann durch

den Zusatz von Hilfsnu-
o]
kleophilen wie z. B. 1- o rd

Hydroxybenzotriazol (HOB) Ré%N { oﬁ/fN{ N
HN
l /

oder N-Hydroxysuccinimid O-Acylisoharnstoff ©:N\
N
Vi
vermieden werden. Diese ol N

R
reagieren als gute %N{

Nukleophile schnell mit den {NH R%o Q
O—N
\N’N

O-Acylisoharnstoffen zu den

N-Acylharnstoff Aktivester

entsprechenden Amino-

saureaktivestern, bevor die
Schema 7 Mechanismus der Peptidkupplung unter

Verwendung von DIC und HOBt.

Umlagerung zu den N-
Acylharnstoffen erfolgen
kann. Moderne Kupplungsreagenzien vom Phosphonium- oder Uronium-Typ,
wie das im Rahmen der hier beschriebenen Synthesen verwendete HBTU

oder HATU fuhren ebenfalls zu Aktivestern, ohne die Zugabe eines weiteren
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

Carbodiimids. Die so erzeugten reaktiven Carbonsaurederivate werden dann
mit den Aminokomponenten zum erwlnschten Peptid umgesetzt.

Im Unterschied zur Peptidsynthese in Ldsung ist bei der Darstellung von
Peptiden an fester Phase die erste Aminosdure meist mit ihrer
Carboxyfunktion Uber eine selektiv spaltbare Ankergruppe (Linker) an einem
polymeren Trager wie z. B. Polystyrolharz gebunden. In dieser Arbeit wurde
Sieber-Amidharz als sehr saurelabile Festphase fur die Synthese der Peptide
mit potenziell sdureempfindlichen Schutzgruppen verwendet. Die Abspaltung
der Produkte kann mit TFA in sehr kurzen Reaktionszeiten oder mit
verdunnter 1 %iger TFA-L&sung erfolgen. Sieber-Harze liefern oft hdhere
Ausbeuten als Rink-Amidharze aufgrund der geringeren sterischen Hinderung
an der Aminogruppe des Linkers.

Die Ziel-Peptidsequenz wird dann durch alternierende Kupplungs- und
Deblockierungsschritte am N-Terminus auf der festen Phase aufgebaut
(Schema 8). Nach vollendeter Synthese kann das Zielpeptid durch Spaltung
der Ankergruppe des Sieber-Harzes wahlweise im geschitzten oder im
deblockierten Zustand erhalten werden. Durch die Verankerung am
polymeren Trager entfallen die zeitaufwandigen Reinigungsschritte zwischen
den einzelnen Reaktionen. Der Uberschuss der verwendeten Reagenzien
kann durch einfaches Waschen des Harzes entfernt werden. Diese einfachen
Syntheseschritte ermoglichen eine weitgehende Automatisierung der
Peptidsynthese durch Syntheseroboter. Voraussetzung fur die Auto-
matisierung ist, dass alle Reaktionen an fester Phase in nahezu quantitativem
Umfang stattfinden, da das bei unvollstdindigem Umsatz erhaltene
Produktgemisch haufig schwer zu reinigen ist.

FOr die Synthese von Peptiden an fester Phase haben sich zwei Methoden
durchgesetzt. Bei der von Merrifield urspringlich vorgeschlagenen fert-
Butyloxycarbonyl/Benzyl (Boc/Bn)-Schutzgruppenstrategie werden die N-
terminalen Aminogruppen Boc-geschitzt, wahrend die Seitenkettenfunktionen
der Aminosduren von Schutzgruppen des Benzyl-Typs maskiert werden.
Entfernt werden die Schutzgruppen in diesem Fall durch eine abgestufte
Acidolyse. Die im Rahmen dieser Arbeit angewandte Methode wird als 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl/tert-Butyl ~ (Fmoc-/tBu)-Methode  bezeichnet.!®"!

Dabei wird die Orthogonalitdt dieser beiden Schutzgruppen ausgenitzt.
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

Waéhrend die Fmoc-Gruppe von der N-terminalen Aminogruppe unter leicht
basischen Bedingungen entfernt  werden kann, werden die
Seitenkettenfunktionalitdten durch saurelabile Schutzgruppen des tBu- oder
des Triphenylmethyl-Typs blockiert.

Die Peptidsynthese wurde automatisiert am ABI 433A-Peptidsynthesizer nach
dem Standardprotokoll ,FASTMOC® 0.25 mmol chemistry* durchgeftihrt.®?
Dabei wurden die Peptidverknipfungen mit einem 4-fachen Uberschuss an
anzuknUpfender Aminosdure und einem 3.6-fachen Uberschuss an
Kupplungsreagenzien (HBTU/HOBt) nach 3 min Voraktivierung in DMF
durchgefuhrt. Der groRe Uberschuss der Reaktanden gegenuber dem Harz
half, Defektsequenzen zu vermeiden. Die Kupplungsdauer betrug 45 Minuten,
bei glycosylierten Aminosauren 2 h. Die Fmoc-Deblockierung wurde einmal 5
min und zweimal 20 min mit einer 20 %igen Lésung von Piperidin in DMF
durchgefuhrt. Die Reaktionskontrolle der Fmoc-Deblockierung wurde Uber die
photometrische Detektion des Piperidin-Fulven-Adduktes durchgefiihrt.[®!
Vollautomatisch synthetisiert wurde ein an zwei Positionen glucosyliertes
Peptid der Sequenz -Ala — Glc(OAc)-L-Ser — B-Ala — GIc(OAc)-L-Ser — L-

Lys(Boc).
BPRu-p-Ala-(Gle-L -Ser)-
e o p-Ala-{Gle-L-Ser)-L-Lys-Harz
Ll i -
. @ . _ l‘:l iy oy i
Sieber-Amidharz H'é?pﬂﬂillg% E‘h“ g
AS {30 minj, Glew-Ser {2 h| .'iJ""' (8)
higoduan i Fmioc-Abspaltung -Ala-(Glc-L-Ser)
. Ruppe r!.-.-n : 2% Pipendin in DIMF p-Ala-(Glc-L-Ser-L-Lys-Harz
H 2 min = 2 515 min
el | . I ¥
3. Entschilzen OSu-Kupplung eion ]
& i OibdF — s -
Lysin-H
e f-Ala- Gle- -Ser)-L-Lys-Harz
1. Kuppeln
|:-|:- 1. Kuppelin
e ! (Gl -Ser)- -Lys-Harz
2 Entzchiltzen (5) 2. Entschiltzen

Schema 8 Sequentielle automatisierte Festphasensynthese des Glycopeptids (9).
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

Das erhaltene Peptid (9) wurde nachtraglich auf dem Harz manuell mit dem
Succinimidylester des Lumineszenzlabels (8) gekuppelt. Die Abspaltung vom
Harz wurde mit 95 %iger TFA in 10 min realisiert, wobei die Boc-
Schutzgruppe an der Lysin-Seitenkette ebenfalls entfernt wurde. Sieber-
Amidharz wlirde auch eine Abspaltung bei viel milderen Bedingungen unter
Erhalt der Boc-Blockierung erlauben, da jedoch an der freien Aminogruppe
weiter funktionalisiert werden sollte, waren die stark aciden Bedingungen in
diesem Falle sinnvoll. Es wurde zunachst eine Probeabspaltung mit wenigen

Harzklgelchen versucht,

um zu Uberprufen, ob die AcQ  PAC
Glycosidreste unter die- A°‘?QZOAC
sen Bedingungen stabil H ]Y
sind. Die HPLC/MS- O

Analytik des  Probe- o Pz ol

Abspaltproduktes zeigte

AcO OAC >ro

1. 95% TFA (aq) , 10 min, 91 %

einen Hauptpeak der
Masse des gewlnschten

Peptids (10). Damit 2. MeOH, NaOMe, 4h, quant.

RO OR
konnte von einer (10) R = Ac Rozlz
Stabilitat der Saccharid- (MM R= H o
reste  in TFA-saurem ‘ ])k /\)k ]Y
Medium  ausgegangen | - ﬁ

werden und die

RO OR

Abspaltung der Haupt-

menge der Substanz  gchema 9 Abspaltung des Glycopeptids (9) vom Harz
unter obigen Bedin- und anschlieRende Deblockierung der Hydroxyl-
gungen  vorgenommen funktionen am Zucker.

werden.

Aus der TFA-sauren Lésung konnte das leuchtend rote Peptid (10) durch die
Zugabe von MTBE ausgeféllt werden. Die praparative RP-HPLC des
Produktes musste in Laufmitteln erfolgen, die 0.1 % TFA enthielten, da die
ruthenylierten Peptide ohne diesen Zusatz nicht zur Elution gebracht werden
konnten. Die Peaks im Chromatogramm der préaparativen HPLC wiesen

haufig Schultern auf, weil das Rutheniumion unterschiedliche Gegenionen
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3. Synthesen von Glycopeptiden und Glycopeptidomimetika

binden kann, was die Retentionszeit beeinflusste. Aufgrund des zweifach
positiv geladenen Rutheniumions traten aulRerdem die MolekUlpeaks im ESI-
MS bei der halben Molekiulmasse auf. Die Elementaranalyse der Ruthenium-
Bipyridylkomplexe wurde dadurch erschwert, dass die Zusammensetzung der
Gegenionen am Ruthenium nicht genau definiert war und die Verbindung
zudem als Hydrat vorlag.

Die Deblockierung der Hydroxylfunktionen der Zuckerreste erfolgte unter
Zemplén-Bedingungen mit 0.1 Eq. NaOMe in trockenem Methanol, zur
Reaktionskontrolle wurden analytische HPLC-Laufe nach 2h, 3h und 4h
vorgenommen. Nach 4h war das Produkt (11) in der HPLC einheitlich, so das
vor der weiteren Umsetzung keine Reinigung notwendig war. Das Methanolat
durfte in diesem Fall nicht mit stark saurem lonentauscher neutralisiert
werden, da unter diesen Bedingungen nicht nur die Natrium- sondern auch
die Ruthenium-Kationen ausgetauscht wirden. Stattdessen wurde zur
Aufarbeitung mit Essigsaure versetzt und mehrfach mit Toluol codestilliert.
Wird eine zu konzentrierte Natriummethanolatiésung fur die Entschitzung
verwendet, kommt es zu einer basischen Abspaltung der Zuckerreste; die
Konzentration des Methanolats sollte unter 0.01 mol I liegen um eine B-

Eliminierung am Serinrest zum Dehydroalanin-Derivat zu verhindern.

H O H O
.N N
o 0, (12) o R NH, R NH,
\
-N q J\/\/\/p
R NH, O S gp32-SH (15)
» O NH » O _NH
K3POQy4 - Puffer pH 8 K3PO,4 -Puffer pH 7,
NH, 1 mg/ml; 30 min, 75 % 1 mg/ml, 30 min, 58 %
0 0]
N N
(11) @ (13) g\i{ (14)
0 g 0

bp32

Schema 10 Funktionalisierung der Lysin-Seitenkette des Glycopeptids (11), zundchst mit

dem Maleinimid-Linker (12), anschlieBend mit gp32 (15); (R: entsprechend Schema 9).

In der Literatur existiert eine Fulle von Varianten fur die kovalente
Verknupfung von Biomolekilen mit optisch aktiven Markerstrukturen. Haufig
realisiert man die Kupplung Uber die freie Aminofunktion von Lysin-
Seitenketten des Biomolekuls mittels Isothiocyanat-, a-Bromacetamid- oder

Aktivesterreagenzien.!®¥ Eine weitere Variante ist die Funktionalisierung tber
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freie Thiol-Gruppen von Cystein-Seitenketten, die Uber o-Bromacetamid-,
Vinylpyridin oder Maleinimid erfolgen kann. Unter diesen Gesichtspunkten
fanden die weiteren Modifikationen des vorliegenden Lumineszenz-markierten
Peptids (11) an der Seitenkette des N-terminalen Lysins statt, die fur die
Verknupfung mit einem Thiol einer Cystein-Seitenkette aktiviert wurde
(Schema 10). Zu diesem Zweck wurde ein Maleinimidylrest an einem Spacer
mittels des Succinimidyl-Aktivesters der Maleinimidocapronsaure (12) ans
freie Amin der N-terminalen Lysin-Seitenkette gekuppelt. Diese Reaktion fand
in 0.5 M Kaliumphosphatpuffer (pH 8) statt, so dass aus der
vorangegangenen Zemplén-Deacetylierung verbliebene Natriumsalze nicht
stérten. Uberschiissiges Maleinimid-Reagenz wurde in einer prap. HPLC
abgetrennt, wobei das aktivierte Peptid (13) in hoher Reinheit erhalten werden
konnte.

Maleinimid ist in der Lage, Alkylierungsreaktionen mit freien Thiolgruppen auf
der Oberflache von Peptiden unter Bildung stabiler Thioether-Strukturen
einzugehen.®™ Das Peptid HIV gp32-SH (Boehringer Mannheim GmbH, Id.
Nr. 1866192, Charge: 84487300-06) (15) stellt ein Peptidepitop aus dem HIV
[I-Virus dar, wobei gp32 fur ein 32 kD-Glycoprotein steht, das neuerdings

auch mit gp36 bezeichnet wird. Hierbei handelt es sich um ein HIV I

HO
- H O H 9 H O o H H SH
©HN/ N\ANWN\AN%N\AN/\)J\N/WYN\/\[{NJA/
k/g o) K H o u o) H H o) o)
o s \:/NH o 0~ “OH
y OYNH \ _ N
YN\/\/\NH

H
NH, O}\/NWN

HN
(15)

Abb. 12 Struktur von gp32-SH, einem Hapten, das in der HIV-Diagnostik eingesetzt wird.

Transmembranprotein, das daraus erstellte Epitop (15) (Abb. 12) wird von der
Firma Roche Diagnostics als bioaktive Komponente im Elektro-Chemo-
Lumineszenz-Immuno-Assay ,ECLIA® im Roche Immunoassay Analyse-
automaten ELECSYS® in der AIDS-Diagnostik verwendet und mit dem
hergestellten Lumineszenz-markierten Baustein (13) verknupft.®e7 Hlv

gp32-SH besteht aus 18 Aminosauren und bildet eine intramolekulare
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Disulfidbricke aus. Uber einen weiteren terminalen Cysteinrest wird es mit
dem Maleinimidylrest des ruthenylierten Glycopeptids (13) gekuppelt. Bei
dieser Kupplungsreaktion war die Einhaltung eines pH Wertes um 7 von
entscheidender Wichtigkeit, da die Gefahr bestand, dass das freie Thiol zum
Disulfid dimerisiert. Das Epitop gp32-SH I8ste sich allerdings nicht in
Phosphatpuffer pH 7, und musste deshalb zunachst in 1 %iger Essigséure
aufgenommen und dann schnell mit dem in Puffer gelésten BPRu-Peptid
vermischt werden. AnschlieRend wurde der pH Wert wieder auf 7 eingestellt,
dabei fiel das Peptidepitop aus und musste mit Hilfe von DMSO in Lésung
gebracht werden. Nach erneuter prap. HPLC stand das Konjugat (14) fur die
Bewertung im ELECSYS® zur Verfigung (Schema 10).

Die Struktur der erhaltenen Glycopeptide konnte NMR-spektroskopisch belegt
werden. Die Spektren der Derivate (10) und (11) konnten mit Hilfe
zweidimensionaler NMR-Methoden ('H-'"H COSY, HSQC, HMBC) vollstandig
ausgewertet werden. Die Testergebnisse mit dem Uber ein Glycopeptid an
gp32 gebundenen Elektrolumineszenzlabel (14) im ELECSYS® waren nicht
zufriedenstellend. Die Saccharidreste bewirkten keine Verbesserung fur das
vorliegende Testsystem. Die WeiterfUhrung dieser Arbeiten hangt maligeblich

von der Projektstrategie der Firma Roche Diagnostics ab.
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3.3 Carboxyl-funktionalisierte Glycopeptid-Bausteine auf

Glucuronsaurebasis

Nachdem kein Durchbruch bei der Verbesserung des Testsystems mit
Glucose-modifizierten Peptidlinkern erreicht werden konnte, wurden
Kohlenhydratstrukturen mit Carboxylresten fur die Peptidmodifikation ins Auge
gefasst, da diese einen nachweislich positiven Einfluss auf die Signaldynamik
im BPRu-System ausuben.

Dabei kommen Aldon-, Aldar- und Uronsauren in Frage, die sich von den
Aldosen ableiten. Bei den Aldonsauren ist die Aldehydgruppe am C-1 zur
Carboxylgruppe oxidiert, bei den Aldarsauren sowohl die Aldehydgruppe am
C-1 als auch die Hydroxylgruppe am C-6, bei den Uronsauren ist nur die
Hydroxylgruppe am C-6 zum Carboxylat oxidiert. Bei den Ketaldonséuren
handelt es sich um Verbindungen, bei denen wie bei den Uronsauren die
Hydroxylgruppe am C-6 zur Carboxylgruppe oxidiert wurde. Sie leiten sich
allerdings von den Ketosen ab, tragen also neben der Carboxylgruppe eine
Ketogruppe als weitere reaktive funktionelle Gruppe. Neben diesen oxidierten
Monosacchariden gibt es eine Reihe anderer Zucker, die Carboxylgruppen
enthalten. Dazu gehéren auch Sialin- und Neuraminsauren, die jedoch
aufgrund ihrer schlechten Verfugbarkeit keine Alternative zu den
Oxidationsprodukten der Aldosen darstellten.

FOr den Aufbau von Carboxyl-funktionalisierten Glycopeptidomimetika wurde
von Glucuronsdure ausgegangen, die nach der Acetylierung der
Hydroxylfunktionen die Saure (16) lieferte. AnschlielRend wurde versucht,
einerseits am anomeren Zentrum uber ein O- oder N-Glycosid eine Fmoc-

geschutzte Aminofunktion fur die spatere Kupplung mit einem Peptid zu

a e

oB S ol o><
0 o 1. NHMeo, Pyridin N

DIC, HOBt O \— _45min,RT, 75% e
o OH CH,Cly o HN"TxpO"" 2. CNCCl3, DBU, CHyCly ofN T g°
o 14 h, RT, 53 % 12 h, RT, 81 % o)
AcO ! ! (o) ) )

CAC&/OAC Acﬁc& _ORc Acﬂ&
AcO R

OAc O .
(16) HzNMOKl an (18) R = OH

(19) R = OCNHCClI;

Schema 11 Herstellung eines Glycosyldonors auf Glucuronsdurebasis flr die

O-Glycosidsynthese.
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etablieren und andererseits an der Carbonsaurefunktion Peptidchemie zu
betreiben um eine Struktur mit mehreren tBu-Funktionen zu erhalten. Diese
sind zu den Acetylschutzgruppen orthogonal und nach der Peptidsynthese im
Rahmen der Abspaltprozedur vom Harz sauer deblockierbar.

Tetraacetyl-Glucuronsaure (16) wurde dazu mit einem zuerst von Newkome
et all’®® beschriebenen Amin verknipft, das drei als tert-Butylester
vorliegende Carboxlfunktionen enthalt. Die Peptidkupplung zum gewunschten
Saureamid (17) gelang mit Hilfe gangiger Carbodiimidreagenzien. Die
(19) fur die O-

Glycosidsynthese wurde durch selektive Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppe

anschliellende Aktivierung als Trichloracetimidat
am anomeren Zentrum mit Dimethylamin in Pyridin und anschlieende DBU
katalysierte Umsetzung mit Trichloracetonitril® realisiert (Schema 11).

Die Glycosidierung dieses Trichloracetimidates mit verschiedenen Fmoc-
geschutzten Aglyconen schlug jedoch vollkommen fehl, da auf der einen Seite

mit Katalysatoren wie Chloral”™ das Trichloracetimidat (19) nicht zur Reaktion

gebracht werden konnte, andererseits die fert-Butylester bei der
Glycosylierung unter o% L o% <
Lewissaure-Katalyse nicht 5 L L
RS o
stabil waren. Sowohl bei o%“w\go o N xO
_—Q 0
der Verwendung von SnCl4 AC&M AC/?COQ\Q/O“
AcO O_ cal OAc
als auch von TMSOTf  (19) b ’ (17
konnten bei der MALDI-
_ *SnCly
ToF-Analytik der Reak- o ¢/ « TMSOTf HBr / Eisessig //
tionsmischung  intensive *BF3 B0
Signale der freien Mono- * Chloral
und Dis&dure beobachtet \
>/\ NV O//\ ~/
. N
werden. Die genannten o?o o O?/J?
& he)

. . o\ )
Lewis-sauren Reagenzien . {%OA o %N o
werden auch zur 0 LA

AN o\~
Entschitzung von ftert- Ot Aoo Br
Butylestern verwen- Schema 12 Glycosylierungsversuche mit dem

det. "M Aych bei einem

BFs-Et,O-katalysierten Gly-

46

Trichloracetimidat (19) und Versuch der Synthese

eines Glycosylbromids.
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cosylierungsversuch wurde eine Spaltung der {Bu-Funktionen beobachtet,
woraufhin auf weitere Versuche, O-Glycoside zu erhalten, verzichtet wurde.
Auch bei einer Aktivierung des Glycosyldonors als Glycosylbromid, wie in
Schema 12 gezeigt, kann nicht auf stark saure Bedingungen wie zum Beispiel
HBr/Eisessig verzichtet werden, von denen man ebenfalls nicht erwarten
kann, dass sie mit den {Bu-Estern kompatibel sind.

Bessere Vereinbarkeit mit {Bu-Funktionen wiesen die Methoden zur
Herstellung von N-Glycosiden auf, diese kénnen aus Glycosylaminen oder
Glycosylaziden gewonnen werden. Glycosylamine kénnen aus ungeschutzten
reduzierenden Zuckern hergestellt werden.!”™ Sie sind jedoch instabil,
dimerisieren leicht zu Diglycopyranosylaminen und bilden leicht Anomeren-
gemische.”™"®! Glycosylazide sind stabile Precursor der Glycosylamine und
werden aus Glycosylbromiden”? mit NaNs oder aus peracetylierten
Sacchariden!”® mit TMS-N3 hergestellt. Da sie unter den Bedingungen einer
Peptidkupplungs-Reaktion  stabil sind, konnte die peracetylierte
Glucuronsaure (16) zum korrespondierenden Glycosylazid (20) umgesetzt

werden, bevor die Peptidkupplung zum Triester (21) stattfand. Bei der

DIC, HOBt Y
TMSN3, SnCls, CHoCly o /" CH,Cl, oS A
18 h, RT, 65 % Ao Q 14 h, 0 °CRT, 79 % %
AcO " HN ox/
OAc o 5
(20) .
OH o ALs N;

°© . TMSN3, SnCly, o oA
AcQ' oaAc  CHoClp, A 01\8 (21)

OAc
(16)

OAc (‘)Ac (22)

Schema 13 Synthese des Glycosylazids (20) und Peptidkupplung zur Herstellung des
Bausteins (21) fur die N-Glycosidsynthese.

Umsetzung zum Azid sollte abweichend von der Literaturvorschrift™® das
SnCl4 langsam zugetropft oder unter EiskUhlung zugegeben werden, da sich
die Reaktionsmischung sonst stark erwarmte und statt der Substitution zum
Azid eine intramolekulare Cyclisierung zum Lacton (22) stattfand. Die
Azidvariante hatte den Vorteil, dass die saurelabilen {Bu-Funktionen erst in
der vorletzten Stufe der Reaktionssequenz ins Molekul eingebracht wurden.

Die Umsetzung zum Glycosylamid kann entweder Uber das Glycosylamin
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nach hydrogenolytischer Reduktion mO/NS
des Azids oder in einer modifizierten
Staudinger-Reaktion erfolgen, wobei ‘
R
direkt das Amid gebildet wird. mo/’\/lN’Nép/(E
Die Staudinger-Reaktion™®! ist die ©
+ R'COOH
Umsetzung einer Carbonsaure mit N, -N2
-O=PR
einem Azid in Gegenwart eines 5 ?
% =N_
Trialkyl- oder Triarylphosphines zu mO/N:P\*RR mo/,\/:\%‘;f\/s
einem  Amid. In  modifizierten o ‘l R/\<O
® R
Staudinger-Reaktionen werden akti- &N*P\*RR
vierte Carbonsaurederivate wie “ o H
.. . 1 [81] . [78] 0 N R
Saurechloride oder Aktivester mi R m/ jo(
eingesetzt. Als Mechanismus wird ein R
konzertierter intramolekularer Ablauf  hohe Temperatur tiefe Temperatur

mit  simultaner Eliminierung von Schema 14  Mechanismus  der
Stickstoff und Bildung des Amids  Staudinger-Reaktion mit Trialkylphosphin
vorgeschlagen.® Als Nebenprodukt 2" Glycosylaziden.

entsteht unter Abspaltung von Stickstoff stets auch ein Glycosylphosphazen-
Derivat, das Uber eine offenkettige Struktur anomerisieren kann (Schema 14).
Um die Bildung dieses Nebenproduktes zu minimieren, muss das Phosphin
zuletzt zur Reaktionsmischung zugegeben und die Reaktion bei méglichst
niedriger Temperatur durchgefuhrt werden. Die in der Literatur’®
vorgeschlagenen Bedingungen (- 78 °C fur CH,Cl, und — 30 °C fur ACN)
fUhrten allerdings mit tri-n-Butylphosphin und freier Carbonséure oder
Saurechlorid nicht zum gewtnschten Produkt. Auch das Arbeiten bei 0 °C und
die Verwendung von Aktivestern als Carbonylkomponenten fUhrte mit tri-n-
Butylphosphin in THF nicht zur Bildung des erwarteten Amids. Nur das
hochreaktive und sterisch anspruchslose Trimethylphosphin fUhrte bei RT zur
Umsetzung des Azids zum erwarteten -N-Glycosid. Diese Erkenntnis steht

im Widerspruch zur Literatur.™

Dort wird bei der Verwendung von
Trimethylphosphin ausschlie3lich die Bildung des Trimethyliminophosphazens

beschrieben, was hier nicht reproduziert werden konnte.
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Statt des oben beschriebenen

0
0
intramolekularen,  konzertierten w R ~
: : O N—pPR R
Mechanismus wird fur den Ablauf o:</' “Rr O=R—R OfN
R
der Reaktion in der Warme (85
. PPhs, CuCl,
C) unter Ausschluss von Wasser RO
auch ein anderer, Uber ein Crsz i
. R
Glucopyranosyl-Isoxazolin  ver- ~N 0 Wf
laufender Mechanismus

Schema 15 Mechanismus der Staudinger-
diskutiert.® Nach der Bildung

des  Glycosylphosphazen-Deri-  um 85 °C unter Katalyse von CuCls.

Reaktion an Glycosylaziden bei Temperaturen

vats mit Triphenylphosphin

reagiert das o-Anomer mit der Acetylgruppe am C-2 unter Bildung eines
Isoxazolins (Schema 15), welches von verschiedenen reaktiven
Carbonséaurederivaten, wie Chloriden oder Aktivestern, allerdings unter
Bildung des a-Addukts, acyliert werden kann. Zur Erhéhung der a-Selektivitat
wird CuCl, als Additiv eingesetzt. Die besten Selektivitidten kénnen mit den
Thiopyridylestern der Carbonsauren erreicht werden.

Zur Synthese eines Glycopeptido-Mimetikums mit mehreren Carboxyl-
Funktionalitaten mussten neue Reaktionsbedingungen gefunden werden, da
keine der bekannten Vorschriffen mit den sperrigen fert-Butylestern
realisierbar war. Mit dem sterisch wenig anspruchsvollen Trimethylphosphin
und der als HOBt-Ester aktivierten Carbonsaure konnte sowohl mit Fmoc-
geschutztem p-Alanin (23) als auch mit dem orthogonal geschutzten
Asparaginsaure-Derivat (24) ein N-Glycosid erhalten werden (Schema 16). In
einer Eintopf-Synthese wurde zuerst die Carbonséure in Anwesenheit des
Azids mit DIC und HOBt bei 0 °C zum Aktivester umgesetzt, und
anschlieBend bei 0 °C ein Uberschuss einer 1 M Trimethylphosphin-Lésung in
trockenem THF zugesetzt. Daraufhin wurde die Kuhlung entfernt und dber
Nacht bei RT geruhrt. Die Produkte (25) und (26) hatten im DC trotz ihrer
unpolaren tert-Butyl- und Fmoc-Reste erstaunlich niedrige Ri-Werte (ca. 0.2 in
EE/CY 1:1). Sie waren gut in Methanol 18slich und konnten damit sowohl
gelpermeationschromatographisch an  Sephadex LH-20 als auch

saulenchromatographisch an Kieselgel oder RP-Kieselgel gereinigt werden.
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e

o/
0 o
(23) NHF ?/A 0\ (20)
HO moc —
T(\/ HN/\/\rO/\
o} o o}
\/ O H
T AcO "
o
o QV\ 1. DIC, HOBt AONSL N, . NHFmoc
@) (/o 0
OHN/\/\rO/\ 2. PMes, THF v
o° 18 h, 0 °C RT, 68 % o A
AcO N\ o< o
AcO A N3 ? f/\\o .
OAc 0 HN/V\WO/\/ (26)
HO o) 0o
wo/\HKOBn AcO j/o H ?
NHFmoc ACM/NY\HKOBH
(24) OAC O NHFmoc

Schema 16 N-Glycosidsynthese via modifizierter Staudinger-Reaktion zur Herstellung

von Glycopeptid-Bausteinen.

Die Auftrennung der Reaktionsgemische an Kieselgel ist aufgrund des
eingesetzten Uberschusses an Aminoséure-Derivat nicht trivial, meist ist ein
zweiter Reinigungsschritt an Sephadex-Medien erforderlich.

Die Staudinger-Reaktion eréffnete den Zugang zu Glycopeptidomimetika-
Bausteinen wie (26), die orthogonal fert-Butylester-geschutzte Carboxyl-
funktionen in ihrer ,Seitenkette* aufweisen und somit zum FASTMOC®-
Festphasenprotokoll kompatibel sind. In Form des Fmoc-geschutzten
Derivates (25) steht ein weiterer Baustein beispielsweise fur die nachtragliche
Funktionalisierung von  Peptiden mit freien Glutaminsaure oder

Asparaginsaure Seitenketten zur Verfugung.
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4. Synthese 1,3-C-verzweigter Dendrimere und
Glycodendrimere

Die Synthese von Dendrimeren eréffnet den Zugang zu Core-Molekulen, die
far die Darstellung multivalenter Glycocluster und Glycodendrimere geeignet
sind. Die hier beschriebenen A,X-Typ-Dendrimere kénnen dartber hinaus
nach einer Biotin-Funktionalisierung bei der Modifikation von Oberflachen
eingesetzt werden. lhre Verknupfung mit Elektrolumineszenz-markierten

Peptidlinkern macht sie fur Anwendungen im Immunoassay interessant.

4.1 Amidische Dendrimere vom A X-Typ

Die Synthese dendritischer, hoch verzweigter Kaskadenmolekule, aufgebaut
durch amidische Verknupfung verzweigter Aminotrisduren, wurde zuerst von
Newkome Anfang der 90er Jahre durchgefuhrt.® Bei diesen Synthesen
wurde von dem Nitrotriester (27)°® ausgegangen. Dieser wurde einerseits mit
95 %iger Ameisensaure zur Tricarbonsaure (29) gespalten,® andererseits

wurde die Nitrogruppe in einer heterogenen katalytischen Hydrierung mit

RaNi, 100 bar H,, % +
EtOH, A( A Ao §<
3h, 35 °C, 93 % °

(28) (@) O 1. DCC, HOBt,
DMF

(27) ,
24h, RT, 71 %
A( 2. Raney-Ni, H,
EtOH

(29) Oy -OH 4d, RT, 94 %

OH o o)
OsN
HCOOH 2 U I o )T
12h, RT, 95 % b
O "OH (30) R = NO,
(31) R = NH,

Schema 17 Orthogonal geschiitzte, A X-funktionalisierte, dendritsche Bausteine.

Raney-Nickel zum Amin (28) reduziert’®®. Bei dieser Umsetzung sind die
sperrigen fert-Butylgruppen unerlasslich, da sie die intramolekulare
Cyclisierung des entstehenden Amins zum Lactam bei Temperaturen unter
60 °C verhindern. Abweichend von der Literatur’®® wurde die Hydrierung nicht

bei einer Temperatur von 55 °C sondern bei stark erhéhtem Wasserstoffdruck
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durchgefihrt (Schema 17), wobei Drucke von 100 bar lediglich zur
Erwarmung der Reaktionsmischung auf 35 °C fuhrten. Unter den
beschriebenen Bedingungen war keine Cyclisierung des Produktes
feststellbar und die Ausbeute war nahezu quantitativ. Diese Reduktion musste
in Ethanol erfolgen, da in Methanol das Edukt, die Nitroverbindung (27), fur
eine Reaktion zu schlecht I8slich ist.

Die 1,3-C-verzweigten Polyamid-Dendrimere der 2. Generation zeichnen sich
durch ihre Wasserldslichkeit und ihren amphiphilen Charakter aus. Sie
wurden in einer konvergenten Synthese aus Tricarbonsdure (29) und

Aminotriester (28) in

einer Standard- Y/ir_ 74
X, -8 4
Peptidkupplungs- N oo)\ o ¢ A
/ HN N
Reaktion mit DCC und >Lo 9 ,?Ziofox
NH
HOBt in DMF her- ° g e
gestellt®  Bei  der 62 ) I
Uberfuhrung der Nitro-
bind 30) ins Ami
verbindung (30) ins Amin o 1. DIC, HOBL, Hogzo
(31) stellte sich die © DMF, .
14 h, RT, 36 %

Nitrogruppe am fokalen (32) Ozg
Punkt als reaktionstrage 2. PdIC, Hy, (33)HN o

ChzHN MeOH
heraus. Hier waren bei Y >< 12h,RT, 93 % NHCbz
einer Hydrierung mit 7<o 0 %o
frisch hergestelltem ><o " (34) R = NHCbz Y

o —

Raney-Nickel als Kata- 7‘°< ° (35) R = NH; A4

lysator Reaktionszeiten

)TOE\Z H/P HMR O’% 2
von 4 bis 7 Tagen oder

§/o oo HN °©
O
erhéhter Wasserstoff- X J‘%jz;o RWHiNYH )3 H 6OJ(
Valv:e °

Druck erforderlich. Ein ° o ok
HN\ o
Dendron-Aufbau aus (36) R = NHCbz ﬁjﬁ\/: ~
(37)R=NH, 5% X

relativ.  groRen  Unter-

einheiten ist vorteilhaft,
Schema 18 Spacer-Modifizierung der Aminofunktion am

weil so die Abtrennung fokalen Punkt des Dendrons (31) zur Verbesserung der

von Defektstrukturen  Rreaktivitit.
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recht einfach mit Hilfe einer Chromatographie an Kieselgel méglich ist. So
konnten wirklich monodisperse Produkte mit geringem praparativem Aufwand
erhalten wurden.

Die Aminogruppe am fokalen Punkt des Dendrons (31) erwies sich als relativ
unreaktiv, was mdglicherweise an sterischer Hinderung liegt. Deshalb wurden
verschiedene Spacer am fokalen Punkt des Dendrons etabliert, um fUr die
Kupplung des Dendrimers mit Peptiden oder Markerstrukturen reaktivere
Aminofunktionalitéten verfigbar zu haben (Schema 18). Einerseits wurde ein
flexibler Capryl-Spacer (32), andererseits ein rigiderer Triglycyl-Spacer (33)°°!
fur die Funktionalisierung der fokalen Aminofunktion in (31) ausprobiert. Beide
Spacer tragen jeweils eine N-Cbz-Gruppe, die eine zu den fert-Butylgruppen
des Dendrons orthogonale Schutzgruppe ist. Die Ausbeuten bei den
Umsetzungen zu Spacer-funktionalisierten Derivaten (34) und (36) waren, wie
erwahnt, eher moderat. Auf eine Optimierung der Reaktionsbedingungen
wurde jedoch verzichtet, da das Dendron im Grammmalfstab verfigbar und
die Spacer kommerziell erhéltlich sind. Die Cbz-Schutzgruppen konnten mit
guten Ausbeuten hydrogenolytisch abgespalten werden, die so erhaltenen
Amine (35) und (37) wiesen im Vergleich mit (31) stark erhdhte Reaktivitaten

der Aminogruppe auf.
H3

H1

F—
I=
_gE

027 021
" I " “ Lol
. — e — ,
A A A AU A

JECRY o owm m m @ wm w m m

JELRY

Abb. 13 NMR- und MALDI-ToF-Spektren des formylierten (links) und des nicht
formylierten Biotin-Derivats (40) (rechts) nach der Deblockierung der fert-Butylester.
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Die terminale Aminofunktionalitat des Capryl-Spacers wurde fur eine Biotin-
Funktionalisierung des Dendrons (35) ausgenutzt. Diese Biotinylierung wurde
auf zwei verschiedenen Wegen versucht; zum einen mit Carbodiimid-
Kupplungschemie unter Verwendung von DIC/HOBt als Reagenzien, zum
(38) als

Biotinylierungs-Agens. Die zweite Variante erwies sich als deutlich effektiver.

anderen unter Verwendung des Biotinsuccinimidylesters
Der Einsatz eines leichten Uberschusses des Aktivesters fuhrte in CH.Cl, zur
vollstdndigen Umsetzung zum Kupplungsprodukt, wahrend die Carbodiimid-
Kupplung selbst mit gréReren Uberschissen der Sdurekomponente zu einem
Substanzgemisch fulhrte, das in der GPC schlecht zu reinigen war und eine
Reihe von Mischfraktionen lieferte. Somit wurde der Einsatz des teuren

Succinimidylesters durch die deutlich

héhere  Ausbeute  gerechtfertigt L
(0]
(Schema 19). N A S
Bei der abschlieRenden Ent- HN OOO O/T
35
schitzung der tert-Butylester am (39) HO H OJ(
N |
Dendron (39) konnte man bei den HNTTTY o ©
o (0] 07/\
biotinylierten Derivaten nicht auf (38) U
O,
95 %ige Ameisensaure als Deblock- s i ?‘? B
o~ (@] o7 0,
lerungsreagenz zuruckgreifen, da es Hm © O>< ><
hierbei zu einer N-Formylierung des \\g
_ 1. CHoCly,
Biotins an der Harnstoff-Substruktur 12h RT, 81 %
kam. Bei der Reinigung des 2.95 % TFA, OR s
20 min, RT, 89 % O %
entstehenden Substanzgemisches in
der HPLC wurde Uberwiegend das Oy-OR
Monoformylprodukt isoliert, das nicht
y p u I I ! I w /\/\/\"/ %
formylierte Biotin-Derivat (40) wurde NH
nur als Nebenprodukt erhalten. Dies ! (39) R =1Bu H
wurde anhand der NMR- und (40)R=H o O/ OR
OR
MALDI-ToF- Spektren deutlich (Abb. _
Schema 19 Peptidkupplung unter

13). Im NMR des formylierten

Verwendung eines Succinimidylesters und

Derivates sient man das Formyl-H

bei einer Verschiebung von 9 ppm
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sowie einen deutlichen Tieffeld-Shift der im Bicyclus benachbarten
Wasserstoffe. Die im MALDI-ToF-MS gemessene Massendifferenz von 28
entspricht genau der Formylgruppe.

Bei der Verwendung von 95 %iger TFA als Esterspaltungsreagenz wurde
dagegen fast ausschlie3lich das gewunschte Produkt (40) erhalten (Schema
19). Dieses kann fur die Modifikation von Oberflachen in der Biosensorik
eingesetzt werden. Biotin zeigt eine aullerst starke Bindung an Avidin, einem
tetrameren Protein, das aus vier fest assoziierten Untereinheiten (zu je 17000
g mol”) besteht. Jede dieser Untereinheiten bindet ein Biotin-Molekul mit
einer Kp von 10" M, bei 25 °C und pH 7 entspricht das einer

Dissoziationshalbwertszeit von 200 Tagen.
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4.2 Dendron-Funktionalisierung von  BPRu-markierten
Peptiden

Es ist eine Vielzahl dendritischer Makromolekule bekannt, die Ruthenium-
Bipyridyl-Komplexe als Substruktur enthalten.®”! In diesen Beispielen dienen
die Metallzentren allerdings meist zum Aufbau supramolekularer Netzwerke,
zur Verknupfung von Dendronen nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip®® oder
zur Synthese heterogener Photokatalysatoren zur Zersetzung von Wasser
durch Sonnenlicht.®™ Die Auswirkungen von Dendrimeren auf die
photophysikalischen Eigenschaften von Ruthenium-Komplexen wurden
erstmals von Vogtle et al. betrachtet.®™ Dabei wurde im Falle eines Frechet-
Typ-Dendrimer-Ru(BiPy)s-Komplexes®'! eine intensivere Emission und eine
verlangerte Lebensdauer des angeregten Zustandes des Metallzentrums
beobachtet. Dieser Einfluss tritt auch bei BPRu-Komplexen auf, die an
dendritisch verzweigte Peptide wie (41) gebunden sind.®? Die Verzweigung
wird hier an Glutaminsdureseitenketten erreicht, die an fester Phase mit
weiteren Carbonsaurederivaten umgesetzt werden. Man erhalt so peptidische
Derivate mit mehreren terminalen Carboxylgruppen, die eine zusétzliche
positive
Auswirkung auf die
Lebensdauer des
angeregten Zu-
standes des
Rutheniumions
zeigen (Abb. 14).

Aufgrund  dieser

Iz

o HO._O
H H O o gH o
N N ~ A Ny
! ﬁﬁu H ) 2
e} H: O
NH»
vielversprechenden (41)

Vorergebnisse wur-

de versucht, ruthe-

nylierte Peptide mit

» Abb. 14 Schematische Darstellung eines zur Verlangerung der
dendritischen Lebensdauer des angeregten Zustandes des BPRu-Systems
Strukturen zu ver-  yon Roche Diagnostics eingesetztes Linker-Peptid. Die

knUpfen, die ter- graphischen Platzhalter stehen fiir carboxyl-funktionalisierte

minale  Carboxyl- Substrukturen
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gruppen tragen. So wurde eine weitere Verlangerung der Lebensdauer des
angeregten Zustandes des Ruthenium-Bipyridyl-Komplexes angestrebt.
Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, derartige Dendron-funktionalisierte
Peptide zu erhalten. Einerseits kann man Dendrone mit orthogonal
geschutzten Aminosaurederivaten am fokalen Punkt in die Festphasen-
Peptidsynthese einspeisen, andererseits kdénnen ruthenylierte Peptide vor
oder nach der Abspaltung vom Harz mit Dendronen funktionalisiert werden.
Da es in der Literatur bisher keine Beispiele fur Festphasensynthesen mit
ahnlichen dendritischen Bausteinen gibt und damit umfangreiche
Untersuchungen zur Wahl eines geeigneten Harzes und der
Kupplungsbedingungen nétig waren, wurde die Konjugation eines BPRu-
Peptids mit den Dendronen in Lésung realisiert.

In einer automatisierten Festphasensynthese wurde dazu zunadchst das

(42) e I i
‘ /\ ‘ /K\ fo
HATU, DIPEA (35)
DMF, 91 %
(31) 48 h, 40 °C

Schema 20 Nachtragliche Dendron-Funktionalisierung eines BPRu-Peptids aus der

Festphasensynthese.
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ruthenylierte Peptid (42) dargestellt, das neben einer Boc-geschutzten Lysin-
Seitenkette zwei als fert-Butylester vorliegende Glutaminsdure- sowie zwei
freie Glutaminsaure-Seitenketten enthielt. Diese Carboxylgruppen sollten in
einer Peptidkupplungsreaktion in Lésung mit den dendritischen Aminen (31)
und (35) gekuppelt werden. Daraufhin sollte an der Lysin-Seitenkette das
gp32-Peptidepitop etabliert werden, um eine im ELECSYS®-Testsystem zu
bewertende Substanz zu erhalten.

Die Umsetzung des BPRu-Peptids mit dem Amin (31) in DMF unter
Verwendung von HATU als Peptidkupplungsreagenz gestaltete sich recht
schwierig. Zwar reagierte eine der freien Glutaminsaurefunktionen zum Teil
mit einem Dendron, danach war jedoch die zweite Carboxylfunktion offenbar
sterisch so stark abgeschirmt, dass die Reaktion mit der ohnehin unreaktiven
fokalen Aminogruppe eines weiteren dendritischen Amins (31) nur in sehr
geringem Umfang stattfand.

Die Isolierung solcher Derivate war nur mit Hilfe der GPC an Sephadex-
Medien méglich, wahrend eine Chromatographie an Kieselgel sehr polare
Solventien wie MeOH/CH,Cl,-Gemische erforderte, und nicht zu einer
Trennung der verschiedenen ruthenylierten Fraktionen fuhrte. Reversed-
Phase-Kieselgel zeigte so starke Wechselwirkungen mit den tber 20 fert-
Butylestergruppen des Molekuls, dass mittels ACN keine Elution von RP-18
oder RP-8 Medien erreichbar war. Aufgrund des Verhaltens der ruthenylierten
Peptide an Kieselgel war auch eine Verfolgung des Reaktionsverlaufes via
DC nur sehr eingeschrankt méglich, die Reaktionsverfolgung per MALDI-ToF
war nur bei Verwendung der recht ungebrduchlichen Matrix 6-ATT
realisierbar, wobei zu beachten ist, dass quantitative Aussagen auf der
Grundlage von MALDI-ToF Spektren generell problematisch sind.

Aufgrund der unzureichenden Reaktivitat des Amins (31) wurde die Kupplung
mit dem sterisch weniger gehinderten und daher reaktiveren Amin (35)
versucht, das mit einem Capryl-Spacer ausgestattet war. Mit diesem Baustein
verlief die Reaktion in sehr guter Ausbeute bis zum di-funktionalisierten
Produkt, das durch GPC an Sephadex LH-60 mit Methanol als Eluent
gereinigt wurde (Schema 20). Die Analytik des fert-Butylesters (44) wurde
massenspektrometrisch via MALDI-ToF durchgefuhrt. NMR-spektroskopische
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Messungen waren nur bedingt aussagekréftig, da, anders als im Falle des
Glycopeptids (10), durch das Vorhandensein einer Vielzahl von chemisch
sehr ahnlichen CH,-Gruppen keine eindeutige Zuordnung der Signale mdéglich
war. Die Reinheit des erhaltenen Produktes (44) wurde erst nach der
Abspaltung der fert-Butylester zu (45) per analytischer HPLC Uberprift. Ein

analytisches HPLC-Chromatogramm des komplett blockierten Produktes

konnte dagegen nicht erhalten werden. Ein Reinheitsbeweis per
Elementaranalyse gelang Hoo o1 oy

aufgrund der nicht bekannten go;?é(:ﬂ%

Gegenionen am  Ruthenium :Z?N%\éﬁ

nicht, die gefundenen C-, H- (\\L (45)

und N-Werte lagen weit unter ﬁﬁ H U’H;; Hﬁ“ﬁgg iy
den erwarteten Werten. ER:zmm ngllEIngO&E : 2
Die tert-Butylgruppen aus (44) J @‘JJ/ "
wurden mit 95 %iger “g*"\n i

Ameisensaure abgespalten, HOHKO F;’/? X

wobei man in  nahezu HO}Z‘;{; °H"cz/;>§c>:%”

quantitativer  Ausbeute  ein Phoi:):;tpuﬁer oH 8
weitgehend einheitliches 3n, RT, 82%
Produkt (45) erhielt, das sich

problemlos per praparativer RP- Héff c?gﬁH\g”

HPLC reinigen lieB. Nach ‘21\&

HPLC
Reinheit dieses Konjugates bei
97 %. Um-

analytischer lag die

Die weiteren

setzungen fanden an der « o 0 H .
Aminofunktion der Lysin- ; ?\

: WP o (46) ?
Seitenkette statt (Schema 10). o%n ey oﬁ
Wie im Falle des Glycopeptids o i?"

(11) wurde

Maleinimidocapryl-Spacer ein-

zunachst ein

gefuhrt, der anschlielend mit

gp32-SH funktionalisiert wurde.

o NH O HN

J_—
HO N
o (o0, OH
H &HHO O“oH

Schema 21 Funktionalisierung der Lysin-
Seitenkette des Peptids (45) mit Maleinimid-
Linker (12).

59



4. Synthese 1,3-C-verzweigter Dendrimere und Glycodendrimere

Bei der Umsetzung der Aminofunktion an der Lysin- Seitenkette von (45) mit
dem Succinimidylester des Capronsaure-N-Maleinimids (12) in gepufferter
Lésung war vor dem Reinigungsschritt in der praparativen HPLC die
Einstellung eines sauren pH Wertes unerlasslich. Im  Kalium-
Hydrogenphosphat-Puffer (pH 8), in dem die Funktionalisierung des Lysins
von (45) stattfand, lagen die 20 freien Carboxylfunktionen des BPRu-Peptids
(46) in Form ihrer Kaliumsalze vor, diese eluierten von RP-8-Kieselgel mit 100
% Wasser nach der Totzeit der Saule, weshalb keine Trennwirkung erreicht
werden konnte (vgl. Kapitel 8.2 Abb. 17 oben). Die nach Einstellen der
Lésung auf pH 4 vorliegenden protonierten Carbonsaurefunktionalitadten des
BPRu-Peptids  (46) ermoéglichten dagegen  dessen  reibungslose
chromatographische Reinigung (Abb. 17 unten).

Die Kupplung des gp32-Thiols (15) mit der Doppelbindung des Maleinimids
schlug fehl, da bei dieser Umsetzung eine exakte Kontrolle des pH Wertes in
der Reaktionslésung unverzichtbar ist. Die Reaktion sollte bei einem pH von
7.2 in Phosphatpuffer gelingen, das freie Thiol des Peptidepitops gp32 war
unter diesen Bedingungen jedoch unldslich. Es wurde in wenig 1 %liger
wassriger Essigsdure aufgenommen und mit dem in Phosphatpuffer pH 7
gelésten BPRu-Peptid (45) gemischt. Danach sollte der pH Wert auf 7.2
eingestellt werden um eine Dimerisierung von gp32-SH zu unterdricken. Bei
diesem pH Wert fiel jedoch das gp32 aus und wurde mit wenig DMSO wieder
in Lésung gebracht. Da nur sehr geringe Mengen gp32-SH zur Verfugung
standen, musste in Lésungsmittelvolumina unter 0.5 ml gearbeitet werden.
Bei dieser Ansatzgréflie war, aufgrund des Fehlens einer pH-Mikroelektrode,
keine exakte Einstellung des pH Wertes méglich. Die Zielmasse konnte in der
Pufferldsung der Reaktionsmischung nicht detektiert werden. Auch nach der
prap. HPLC konnte in keiner der BPRu-haltigen Fraktionen die Masse des

gp32-Konjugates nachgewiesen werden.
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4.3 Selektiv funktionalisierbare Glycodendrimere

Die Funktionalisierung der Peripherie dendritischer Makromolekule mit
Zuckerstrukturen ist for eine Vielzahl von Anwendungen im Bereich der
bioorganischen Chemie interessant.*"! Diese ,Zuckerummantelung* von nicht-
Kohlenhydratstrukturen wird vor allem zur Mimikrierung komplexer
Oligosaccharidstrukturen und multiantennéarer Glycokonjugate angewandt.
Das Konzept hinter diesem Ansatz geht davon aus, dass bei der molekularen
Erkennung komplexer Kohlenhydratstrukturen durch Lektine vor allem die
Zuckerstrukturen an der Peripherie von Glycokonjugaten relevant sind und bei
einem Ersatz des komplexen Saccharidgertsts im Inneren dieser
Kohlenhydrat-Strukturen durch Dendrimere die biologische Aktivitéat erhalten

bleibt. AnX-Typ-Dendrimere bieten neben ihrer verzweigten Struktur, die sich

Q

Zfo
io
5

Abb. 15 Schematische Gegeniiberstellung eines Oligosaccharids (links) und eines

dendritischen Oligosaccharid-Mimetikums (rechts).

fur die multivalente Prasentation von n bestimmten Kohlenhydrat-Epitopen
eignet, auch den Vorteil einer unterscheidbaren funktionellen Gruppe X, die
z. B. fur die Umsetzung mit Markerstrukturen oder die Einbindung einzelner
Dendrimere in gréfiere molekulare Verbande zur Verflgung steht.

Die Saccharid-Funktionalisierung gréRerer dendritischer Molekule und ihre
Analytik ist nicht trivial. Um die Erfahrungen, die in dieser Arbeit mit 1,3-C-
verzweigten A\X-Typ-Dendrimeren gesammelt wurden, im Zusammenhang

mit der Synthese von Glycodendrimeren zu nutzen, wurde in Analogie zu
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fruheren Arbeiten®#®° versucht, Dendrimere héherer Generation mit Zuckern
zu ummanteln. Dazu wurde der fert-Butylester (30) durch 95 %ige
Ameisensaure in die Nonacarbonsaure (47) Uberfuhrt’®! die anschlieRend
einerseits mit Aminoethyl-glucopyranosid (48) und dem entsprechenden
Mannosid (51)° in einer Peptidkupplungsreaktion umgesetzt wurde (Schema
22). Da das Aminoethylglucosid im Multigrammmalfstab zur Verfugung stand,
wurde die Kupplung mit einem grofRen Uberschuss an Aminokomponente mit
den klassischen Carbodiimidreagenzien und HOBt als Hilfsnukleophil
versucht. Bei der Verfolgung des Reaktionsverlaufes im MALDI-ToF wurden
trotz der Variation der Reaktionsbedingungen im Hinblick auf Dauer,
Temperatur und Aminuberschuss immer Defektstrukturen detektiert, bei

denen die Peptidkupplung an nur 7 oder 8 Saurefunktionen stattgefunden

OH
OH OH /OH
HOJ O
HO OH
0] OHOH

o (48) o o o OHoH
o) H [ Hoo /=
OH N /)
HN OH
o HN 5 4G OH
o HO o H /™
HO N~
o Oy -OH OH NH; o Zt HO, _cOH
H 5E H OH
OH q. H
Ny _ N0
OzN \ o > ON N 1 o
o 11 HO
O OH DCC, HOBT N

H
o> 0 DMF o o o
HN OH 20h, RT, 4 % HN oa “OH
O

Schema 22 ,Zuckerummantelung” der Nonacarbonsdure (47) in einer

Peptidkupplungsreaktion mit Aminoethyl-glucosid.

hatte. Uberschiissiges Glucosid (48) wurde mit Hilfe der Gelpermeations-
chromatographie abgetrennt. Bei den Defektstrukturen, die eine
Massendifferenz von nur 204, bzw. 408 zum strukturperfekten Produkt (49)

aufwiesen, war dagegen mit dieser Methode keine Trennung zu erzielen, so
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dass hier ein zusatzlicher Reinigungsschritt mit Hilfe der préap. HPLC
notwendig war.

Die Ausbeute an isoliertem Produkt lag bei dieser Reaktion vor allem
aufgrund der aufwandigen Reinigung bei nur 4%, da ausschliel3lich die ersten
Produktfraktionen aus der GPC, in denen das Nonaglucosid (49) am stérksten
angereichert vorlag, fur die abschlieRende HPLC-Reinigung verwendet
wurden.

Das mannosylierte Analogon zum Glycodendrimer (49) wurde dann in einer
Peptidkupplungsreaktion mit Nonasaure (47) und Aminoethyl-mannosid (51)
unter Verwendung von HATU als Kupplungsreagenz synthetisiert. Trotz des
Einsatzes des hochreaktiven Azabenzotriazol-Esters (50) wurden, wie schon
beim Gluco-Derivat, Defektstrukturen detektiert, bei denen bis zu drei
Zuckerreste fehlten. Deshalb war wiederum die schon fur das glucosylierte
Dendrimer beschriebene zweistufige Reinigung aus GPC und HPLC

erforderlich, was erneut zu sehr geringer Ausbeute fuhrte.

51
B,:\A'LU, DIPEA, \ (51) F@OH oH

o  48h RT, 7% o Y, HoN">O OH o ;?@0”

R/\)kOH ’ R/\)ko/N\N// R/\/U\N/\/o OH

(47) (50) " (52)

Schema 23 Schematische Darstellung der Peptidkupplungsreaktion der Nonaséaure (47)
unter Verwendung von HATU zur Gewinnung des mannosylierten Glycodendrimers (52).

Die Reaktion wird exemplarisch an einem Ast des Dendrimers (47) gezeigt.

Diese Anséatze dokumentieren, dass zuckerummantelte Dendrimere Uber
Peptidkupplungsreaktionen mit einer divergenten Synthesestrategie nicht gut
zuganglich sind. Die Reaktivitat der eingesetzten Amine und Aktivester reichte
nicht aus, um eine vollstandige Umsetzung zum gewunschten Nona-Amid zu
erreichen. Die Abtrennung der chemisch sehr &hnlichen Defektstrukturen
erwies sich als kompliziert, so dass nur kleine Substanzmengen auf diesem
Wege zuganglich waren (vgl. Kapitel 8.2, Abb. 18).

FOr die Herstellung von Glycodendrimeren in groReren Mengen wird haufig

nPe8 For  das

auf die konvergente Synthesestrategie ausgewiche
vorliegende System hielde das, zunachst die Nitrotrisdure (27) mit Aminoethyl-

glycosiden zu funktionalisieren, anschliel3end die Nitrogruppe zum Amin (53)
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zu reduzieren und dieses mit Nitrotrisdure (27) zum Zielmolektl zu kuppeln
(Schema 24). Der Vorteil bei dieser konvergenten Variante ware zum einen,
dass an jedem Reaktionsschritt nur 4 Reaktionspartner beteiligt sind und das
Produkt somit aus einer uUberschaubaren Anzahl verhaltnismafig groler
Segmente aufgebaut wird. Zum anderen sind mdgliche Defektstrukturen
leichter separierbar, da sie sich chemisch deutlich vom strukturperfekten
Produkt unterscheiden.

Da fur Charakterisierung und biologische Testung der Glycodendrimere nur
geringe Substanzmengen erforderlich waren, wurde zu Gunsten anderer
Arbeiten auf die Optimierung der Synthesesequenz verzichtet. Die NMR-
spektroskopische Analytik dieser Verbindungen war mit geringen
Substanzmengen méglich. Da die Dendrimere Cs;-Symmetrie aufweisen, liegt
far alle Kohlenhydratreste nur ein Signalsatz vor. Mit Hilfe zweidimensionaler
Methoden wie COSY und HSQC gelang die eindeutige Zuordnung aller 'H-
und "*C-Signale, massenspektrometrische Untersuchungen im MALDI-ToF
belegen die Identitdt der Verbindungen. Reinheitsbeweise in Form von
Elementaranalysen konnten nicht erhalten werden, so dass die Reinheit mit
Hilfe der analytischen HPLC untersucht wurde; hier konnten Werte von Uber

95 % erreicht werden.
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Schema 24 Mdogliche konvergente Syntheseroute zur Herstellung glycosylierter 1,3-C-

verzweigter Dendrimere.

Das Glycodendrimer (562) wurde sowohl im ELISA als auch im

Hamagglutinations-Hemmtest auf sein Inhibitionspotenzial bezuglich der Typ-
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4. Synthese 1,3-C-verzweigter Dendrimere und Glycodendrimere

1-fimbrialen Adhasion von E. coli an Mannanoberflachen untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Wechselwirkung des Mannoseliganden im Falle des Fim-
H Lektins durch Multivalenzeffekte nicht — oder nur in sehr geringem
Ausmal} — verstarkt wird. Diese Beobachtung steht im Einklang mit frheren
Ergebnissen und wird auch durch Kristallstruktur-Daten vom FimH gestitzt.
Diese Strukturdaten belegen, dass das FimH-Protein ein Monosaccharid
binden kann'®® und auRerdem noch eine weitere Bindungstasche vorliegt, die
vermutlich mit einem Trisaccharid wechselwirken kann.'® Diese beiden
CRDs sind aber rdumlich so angeordnet, dass die hier synthetisierten
Glycodendrimere durch ihre strukturelle Beschaffenheit nicht mit beiden

Bindungstaschen gleichzeitig interagieren kénnen.
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5. A X-Typ-Glycocluster in selbstorganisieren-

den Monoschichten

5.1 Trivalente Fucosecluster

Die Inhibition bakterieller Adhasion durch Kohlenhydratliganden lasst sich,
aufler durch Hamagglutinations-Hemmtests oder im ELISA, auch mit Hilfe der
Immobilisierung von Testliganden auf Goldoberflachen untersuchen. Dabei
eignen sich ApX-Typ-Dendrimere in besonderer Weise fur den Aufbau
immobilisierbarer Glycoliganden, da die n gleichen Funktionalitdten A eines
Dendrons mit geeigneten Kohlenhydratepitopen ausgestattet werden kénnen,
wahrend die Funktionalitdt X anschlieliend fur die Umsetzung mit einem
Alkan-thioacetat-Linker zur Verfugung steht, der die Immobilisierung des
Glycoclusters auf der Goldoberflache erméglicht.

Im Zusammenhang mit verschiedenen Fragestellungen der Glycobiologie war,
neben der Synthese entsprechender Mannosylverbindungen, auch die
Bereitstellung von L-Fucoseclustern interessant. FUr die Synthese eines
Fucosetriclusters wurde die Nitrotrisédure (27) in einer
Peptidkupplungsreaktion mit 5-Aminopentyl-fucopyranosid'®"’  umgesetzt.
Diese Reaktion verlief unter Einsatz eines leichten Uberschusses des
Fucosids (53) in guter Ausbeute zum gewlnschten Tricluster (54). Die
Kupplung wurde in DMF mit HATU/DIPEA als Kupplungsreagenzien
durchgefuhrt. Da es sich bei dem Fucosederivat (63) um eine schwer
zugangliche und teure Verbindung handelt, wurde versucht, beim
Kupplungsschritt mit einem méglichst kleinen Uberschuss an Fucosid die

Ausbeute an Tricluster zu maximieren. Mit den weniger reaktiven

MeOH, HoHO

o3 T Ran Lz,
WOWNHZ HO@\?OHRQ o &l Nz, OSK/\/\
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HO_ O OH N HN_O
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3h, RT, 66 % o ONJ ONJ
(27) oo LS,
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Schema 25 Synthese der trivalenten Fucosecluster (54) und (55) wobei die Nitrogruppe

zunachst die Aminofunktion am fokalen Punkt maskiert.
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

Carbodiimid-Kupplungsreagenzien erhielt man komplexe Produktgemische,
die schwer aufzutrennen waren. Die Reaktionsmischung der HATU-Kupplung
lieferte dagegen nach einer Gelpermeationschromatographie an Sephadex
LH-20 ein im NMR einheitliches Produkt. Die Spektren dieser Verbindungen
waren durch die Cs-Symmetrie der Molekule vollstéandig interpretierbar, fur die
drei Kohlenhydratreste lag nur ein Signalsatz vor.

Die Reduktion der fokalen Nitrogruppe des Trifucosids zum Amin (55) mit
Raney-Nickel lief bei Raumtemperatur und 1 bar Wasserstoffdruck sehr
langsam ab (Schema 25). Die quantitative Analyse des Produktgemisches in
der analytischen HPLC zeigte nach 24 h, dass weniger als die Halfte des
Edukts zum Amin (865) umgesetzt war. Nachdem nach 2 Tagen ein weiterer
Reaktionsfortschritt kaum erkennbar war, wurde die Reduktion abgebrochen.
Die Auftrennung des resultierenden Produktgemisches wurde in der prap.
HPLC vorgenommen. Dabei werden dem Laufmittel 0.1 % TFA zugesetzt, um
das Amin in Form seines TFA-Salzes zu eluieren und den Polaritats-
unterschied von Nitroverbindung (54) und Amin (565) zu vergré3ern. Allerdings
wurde die glycosidische Bindung der Fucosylreste, die als besonders
saurelabil bekannt ist, bereits unter diesen schwach TFA-sauren Bedingungen
der oben beschriebenen HPLC-Trennung teilweise gebrochen. Wahrend sich
im Fall des Amins, das bereits nach 12 min eluierte, im MALDI-ToF-MS keine
Spaltprodukte zeigten, wurden bei der Nitroverbindung (54), die erst nach 35
min als stark verbreiterter Peak eluierte, im MALDI-ToF-MS Peaks bei
m/z = (M-146) sowie m/z = (M-292) detektiert. Dies entsprach Strukturen, bei
denen ein bzw. zwei der Fucosylreste fehlten.

Da sich die nicht
A/ o 1. Fmoc-Cl, DIPEA o

umgesetzte  Nitro- © CoH4Clo, 'i\&
_ o 1h, RT o o
verbindung (54) >Lo ! NH, ' H*o .O

HO

2. TFA, K
nach der Kkataly N 1h RT, 62 % D

HO™ "O
tischen  Reduktion (28) (56)

nicht ohne weiteres

.. . Schema 26 Herstellung der N-Fmoc-geschitzten
zurickgewinnen

_ _ Aminotrisdure (56) fiir die Glycoclustersynthese.

lied, wurde eine

andere Synthesestrategie fur die Herstellung des Glycoclusters (55) gesucht.

Dazu wurde die Fmoc-Gruppe als Schutzgruppe fur die Aminofunktion
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

vorgesehen. Sie ist zu den Reaktionsbedingungen der Peptidkupplung
kompatibel und lasst sich unter milden basischen Bedingungen abspalten. So
wurde vom Aminotriester (28) ausgegangen, der mit Fmoc-Cl in C2H4Cl ins
Fluorenyl-Derivat (56) Uberfuhrt wurde. Bei dieser Reaktion entstent HCI, das
mit DIPEA neutralisiert wurde (Schema 26). DIPEA ist eine sterisch so stark
gehinderte Stickstoffbase, dass sie nicht zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe
fuhrt. Nach vollendeter Blockierungs-Reaktion wurde ohne vorherige
Aufarbeitung TFA zur Reaktionslésung zugesetzt, um die fert-
Butylestergruppen sauer zu spalten. In einem Schritt wurde so die Trisédure
(56) mit blockierter Aminofunktion erhalten. Die Reinigung dieses Bausteins
erfolgte mit Hilfe von Lobar®-Fertigsédulen an RP-18-Kieselgel unter
Verwendung von 55 % ACN in Wasser als mobiler Phase. So wurde
sichergestellt, dass das Coremolekul fur die Synthese der Fucosecluster (58)
und (89) in hoher Reinheit vorlag und die Trennprobleme nach der Kupplung

mit dem Fucosid |6sbar blieben.
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Schema 27 Synthese der trivalenten Fucosecluster (68) und (59) mit Fmoc-geschiitzter

fokaler Aminofunktion.

Die Umsetzung des Fmoc-geschitzten Core-Molekuls mit dem Aminopentyl-
fucopyranosid (53) wurde wie fur das Nitroderivat (54) beschrieben
durchgefihrt. Die Reinigung an Sephadex LH-20 war etwas aufwéndiger als

beim Glycocluster (54), da die aromatischen Partialstrukturen der Verbindung
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

Wechselwirkungen mit dem Gel zeigten. Das Fmoc-Trifucosid (58) wurde
dadurch spater eluiert als (54), so dass es nur als Gemisch mit
Defektstrukturen erhalten werden konnte.

Eher zuféllig fiel im Laufe der Experimente auch das N-Isopropyl-modifiziete
Fucosid (67) an, welches ebenfalls mit der Trisaure (56) zur Reaktion
gebracht wurde (Schema 27). Wie erhofft fuhrte das gegenuber (58) erhéhte
Molekulargewicht des Clusterfucosids (59) zur fruheren Elution in der GPC, so
dass das Produkt ohne weiteres sauber erhalten wurde. Das sekundére
Isopropylamin (87) zeigte bei der Peptidkupplung keine verminderte
Reaktivitat. Problematisch beim Umgang mit den N-Isopropylderivaten von
Glycoclustern wie (68) waren die NMR-Spektren. Die sperrigen Isopropyl-
Gruppen fuhrten zur ausgepragten Bildung von cis/trans-lIsomeren im Bereich
der Saureamid-Bindung. Die peptidische Bindung ist aufgrund ihres
Doppelbindungscharakters nicht frei drehbar, so dass auch bei erhéhter
Temperatur keine scharfen Signale im "H-NMR erreicht werden konnten. Das
Verhaltnis der Isomeren konnte anhand der Signale der Methylprotonen der
Isopropylgruppen als ca. 4:5 bestimmt werden.

FOr die Immobilisierung der Glycocluster auf Goldoberflachen werden
langkettige Thiole bendtigt, die nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
an der Aminofunktion des Clusters via Peptidkupplung etabliert werden
kénnen. Da freie Thiole sehr reaktiv sind und zudem leicht dimerisieren,
wurden stattdessen Thioacetate fur die Peptidkupplungsreaktionen
verwendet. Zunachst wurde kaufliche 11-Thioacetyl-undecansaure (60) mit
der fokalen Aminogruppe des Glycoclusters (89) umgesetzt. Die Fmoc-
Schutzgruppe wurde zuvor mit 20 %iger Morpholinlésung abgespalten, das
Ldsungsmittel entfernt und ohne  weitere Aufarbeitung die

1. Morpholin, DMF, 1h, RT ] /%Z\o

OH

i-PrN.__O
2. HATU, DIPEA, DMF, 18 h, ' ; o i
RT, 62% o/>0 A~
(59) - ELE A s
e} e} HO i-Pr
HOMMSJK moa/\/\/\i[tlpr O (61)
(60) LHO

Schema 27 Synthese des auf Goldoberflachen immobilisierbaren trivalenten Fucosids.

69



5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

Peptidkupplungsreaktion unter Verwendung von HATU/DIPEA in DMF
durchgefuhrt. Die Ausbeuten bei dieser Umsetzung waren trotz eines
deutlichen Uberschusses an Saurekomponente und langen Reaktionszeiten
nur moderat, méglicherweise weil sich die langkettigen Alkane verknaulen und
so die Reaktivitat des Aktivesters fur die Kupplung mit dem sterisch
anspruchsvollen Amin herabgesetzt wurde.

Alkanthiole sind fur biologische Untersuchungen mit SAMs nicht ideal. Um die
unspezifische Adsorption von Proteinen!'® sowie die unspezifische Adhasion
von Zellen!'®! an der Oberflache der SAMs zu minimieren, werden Oligo-
Ethylenglycol (OEG)-terminierte Alkanthiole fur ihren Aufbau verwendet. Um
Kohlenhydratliganden in SAMs dieses Typs integrieren zu kénnen, sollten sie
also Uber einen OEG-Alkanthioacetatrest verfugen. Damit wird die Moglichkeit
eréffnet, auf molekularer Ebene strukturell gut definierte Zucker-Oberflachen
aufzubauen, wobei sowohl die Liganden-Dichte als auch deren Umgebung in
den SAMs kontrollierbar ist.

Far die weiteren

HO i ° 0 sj)k
Untersuchungen  wurde (62) w éA W

der Fucosetricluster (58) 1. Morpholin, DMF

mit einem Oligo-Ethylen- (58) RT.1h
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. . . RT, 48h, 5%
Alkanthiol mit terminaler H;),é\\ozog

HN O

Carboxylgruppe!®  um- A 3
HOHC)@TO%/\/\/\H‘ Hw 6/\o>6\/\/\MAS
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gesetzt. Auch bei dieser |
~ (63)

Synthese wurde zu- <L

nachst die Fmoc o
Schema 29 Hexaethylenglycol-modifiziertes, auf

Schutzgruppe des Fuco- g qoperfiachen immobilisierbares Fucosid (63).
seclusters  abgespalten

und anschlieend die Peptidkupplung unter Verwendung von HATU/DIPEA
mit dem OEG-Thioacetat-Baustein (62) versucht. Die Ausbeute war wiederum
nur moderat. Die Reinigung des Produktes stellte ein erhebliches Problem
dar, da es sich bei dem OEG-Alkanthiol um eine tensidisch wirksame
Substanz handelte. Kurioserweise wirkte sich dies sogar in der prép. HPLC
aus, in deren Verlauf eine Substanz von der Saule gewaschen wurde und die

Produktfraktion verunreinigte, die sonst nicht eluierte. Immerhin konnte das
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

OEG-funktionalisierte Clusterfucosid (63) in 5 %iger Ausbeute erhalten und
mit Hilfe NMR-spektroskopischer und massenspektrometrischer Methoden

charakterisiert werden.
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

5.2 Trivalente Mannosecluster

Nachdem die Synthese von Fucosecluster-OEG-Alkanthioacetaten gezeigt
werden konnte, war es reizvoll, neuartige Zucker-Dendrons auf der Basis des
Glucuronsaurederivats (25) aufzubauen. Derartige Verbindungen kdnnten
sich dann ebenfalls in SAM-geeignete Bausteine umwandeln lassen. Als
biorelevantes Zuckerepitop wurde in diesem Falle D-Mannose gewahlt.
Ausgehend von dem (Bu-Triester (25) wurde durch saure Spaltung der
Esterschutzgruppen mit TFA zunéchst die Trisdure (64) erhalten. Bei dieser
Reaktion kam es allerdings zur teilweisen Zersetzung des Produkts, so dass
die Ausbeute nur bei 69 % lag. Dieses Ergebnis ist fur eine einfache
Entschutzungsreaktion nicht zufriedenstellend. Mdoglicherweise wéare es
sinnvoller, in CyH4Cl, zu arbeiten und dem Ld&sungsmittel 10 % TFA
zuzusetzen. Unter diesen milderen Bedingungen sollten die (Bu-Ester
ebenfalls problemlos spaltbar sein, wobei Zersetzung evl. vermieden werden
kénnte. Dies wurde an dieser Stelle nicht versucht, hat sich jedoch bei einer
ahnlichen Reaktion bewahrt (vgl. Kapitel. 5.1, Schema 26). Fur die Reinigung
des bei der TFA-sauren Behandlung von (25) entstandenen Produkt-
gemisches wurde eine prap. HPLC durchgefuhrt, da sich nur so die
Nebenprodukte vollstandig abtrennen lie3en. Danach liel3 sich die Trisdure
(64) in einer Peptidkupplungsreaktion mit dem Aminoethyl-mannosid (51) in
das Trimannosid-Mimetikum (66) UberfUhren. Diese Kupplungsreaktion wurde
mit Hilfe von HATU/DIPEA in DMF realisiert, die Reinigung der
Reaktionsmischung erwies sich allerdings als schwierig. Das in der GPC an
Sephadex LH-20 vorgereinigte Produkt konnte mit Hilfe prap. HPLC isoliert
werden. Die zweistufige Reinigung fuhrte zu Ausbeuteverlusten, so dass (66)
rein nur zu 50 % erhalten werden konnte.

Das orthogonale Schutzgruppenmuster des Glucuronséure-Derivates (25) liel
aber auch die gleichzeitige Deblockierung der Aminofunktion und der
Hydroxyl-Gruppen am Zuckerring unter Zemplén-Bedingungen zu. Sowohl die
Fmoc- als auch die Acetylschutzgruppen werden basisch abgespalten, die
tert-Butylester-Schutzgruppen dabei jedoch nicht tangiert. So wurde der
Aminoalkohol (65) in guter Ausbeute erhalten, der laut analytischer HPLC

nahezu einheitlich war, wahrend man im NMR deutlich eine Verunreinigung
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5. AnX-Typ Glycocluster in selbstorganisierenden Monoschichten

der Probe mit Dibenzofulven erkannte. Dieses entsteht bei der Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe mit Natriummethanolat und kann im Falle der
Entschutzung kein Addukt bilden, wie beispielsweise bei der Verwendung von
Morpholin. Die Reinigung des freien Amins (65) (Schema 30) ist dann
allerdings mit Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 leicht méglich.

Mit Verbindung (65) steht ein weiteres Derivat fur die Umsetzung mit einem
OEG-Thioacetat-Baustein wie (62) (Schema 29) zur Verfugung, was dann
wiederum im Zusammenhang mit der Modifikation von Goldoberflachen von

Interesse ist.
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Schema 30 Orthogonale Deblockierung und anschlieBende Mannosylierung des AzX-
Bausteins (25).
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6. Zusammenfassung

Gycokonjugate spielen eine wichtige Rolle beim Informationsaustausch in
biologischen Systemen. Um die Details dieses Wechselspiels untersuchen zu
kénnen, kommt der Synthese von Glycopeptiden und Oligosacchariden sowie
deren Mimetika eine erhebliche Bedeutung zu. Diese Arbeit ist der
Herstellung von Glycopeptidmimetika sowie dendritischen Strukturen im
Zusammenhang mit unterschiedlichsten biologischen set-ups gewidmet.

Es wurden Glycopeptid-Bausteine synthetisiert, die sich fur die automatisierte
Festphasensynthese eignen. Durch Glycosylierung von Glucose-pentaacetat
(6) mit Fmoc-Serin (7) konnte ein denkbar kurzer Syntheseweg zum
Glycopeptid-Baustein (5) gefunden und flr den MultigrammmaRstab optimiert
werden. Der zum Standard-Festphasenverfahren FASTMOC® kompatible
Baustein (56) wurde dann in Zusammenarbeit mit der Firma Roche Diagnostics
erfolgreich im automatischen Peptidsynthesizer zur Darstellung Lumineszenz-
markierter Glycopeptide eingesetzt. Andererseits wurden neuartige Dendron-
funktionalisierte  N-glycosidische Glycopeptid-Bausteine eingefuhrt, die
ausgehend vom Glycosylazid (21), mit Hilfe einer modifizierten Variante der
Staudinger-Reaktion zugéanglich wurden. Dabei konnten Derivate wie (25)
erhalten werden, die beispielsweise fur die nachtragliche Modifizierung von
Oligopeptiden pradestiniert sind. Dendron modifizierte Glycopeptide wie (26)
kénnen dagegen direkt in der Festphasensynthese fur den Einbau in
Glycopeptidomimetika verwendet werden.

Die Synthese der verschiedenen Glycopeptidmimetika stand, eingebettet in
ein Forschungsprojekt mit der Firma Roche Diagnostics, im Zusammenhang
mit der Zielsetzung, die photophysikalischen Eigenschaften Lumineszenz-
markierter Peptidlinker zu optimieren, die an das HIV-Hapten gp32 gebunden
wurden. Die gp32 markierten Glycopeptide konnten hergestellt und im
ELECSYS®-System getestet werden. Im gleichen Zusammenhang war auch
die Herstellung selektiv funktionalisierbarer Glycodendrimere vom A\X-Typ
ein wichtiges Ziel dieser Arbeit. Dazu wurde auf das 1,3-C-verzweigte
Dendron (27) als Grundbaustein zurlckgegriffen. Die gute VerfUgbarkeit des
daraus aufgebauten Amino-Nonaesters (31) fuhrte durch Umsetzung der

fokalen Aminogruppe mit Carbonsaurederivaten in Peptidkupplungsreaktionen
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6. Zusammenfassung

im Sinne eines ,molekularen Lego® zu einer Vielfalt neuartiger dendritischer
Bausteine. So konnte das biotinylierte Derivat (40) fur die Modifikation
Streptavidin-funktionalisierter ~ Oberflachen  dargestellt  werden. Die
nachtragliche Dendron-Funktionalisierung an zwei Positionen des
Lumineszenz-markierten Peptids (42) in L&dsung gelang mit Hilfe des Amins
(35). Dabei konnte das komplexe Molekul (44) hergestellt und zu (45)
entschutzt werden. Die anschliellende Konjugation mit gp32 war aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Handhabung der sehr kleinen Substanzmengen nur
schlecht moglich, wobei genaue Aussagen Uber den Erfolg der Reaktion nicht
zu treffen sind.

DarUber hinaus kénnen Dendrimere vom AnX-Typ auch in den
Zusammenhang von Glycocluster- und Glycodendrimersynthesen gestellt
werden. So ermdglichte die Abspaltung der fert-Butylestergruppen an der
Peripherie des Dendrons (30) den Zugang zur Nonacarbonsaure (47), die
unter Verwendung der gut zuganglichen Kohlenhydrat-Bausteine (48) und
(51) in die Glycodendrimere (49) und (52) Uberfuhrt werden konnte.

Die Flexibilitét, die das vorgestellte Synthesekonzept fur die Herstellung
verschiedenartiger dendritischer Oligosaccharidmimetika bietet, wurde auch
mit der Synthese des Trifucosids (568) deutlich. Der Grundbaustein (28) fur die
Dendrimersynthese konnte mit Hilfe einfacher Schutzgruppenchemie in einer
Eintopf-Reaktion in das Core-Molekul fur die Herstellung des Glycoclusters
(56) Uberfuhrt werden. Dieser Baustein stellte den Ausgangspunkt bei der
Synthese des OEG-funktionalisierten Fucosids (63) fur den Aufbau von
selbstorganisierenden Monoschichten (SAMs) dar, die als Glyco-Mikroarrays
aufgefasst werden kénnen. Fur eine Anwendung in diesem Kontext konnte
auch das Derivat (25) genutzt werden, das mit seinem orthogonalen
Schutzgruppenmuster die noétigen Optionen bietet und zum oligovalenten
Zuckerderivat (66) umgesetzt werden konnte. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass die vorliegende Arbeit mit der Herstellung von
Glycopeptidderivaten und dendritischen Verbindungen auf ein weites Feld von
Applikationen abzielt, wobei Anwendungen in den Bereichen Diagnostik und

Glycobiologie zur Sprache kommen.
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7. Summary

Glycoconjugates play an important role for the exchange of information in
biological systems. In order to understand the details of the involved
interactions the synthesis of glycopeptides and oligosaccharides and their
mimics can be helpful. The preparation of glycopeptide mimics as well as
dendritic structures in the context of different biological set-ups is the aim of
this PhD thesis.

With this in mind glycopeptide building blocks for automated solid-phase-
synthesis were generated. By glycosylating Fmoc-serine (7) with glucose-
pentaacatate (6) an extraordinarily short synthetic pathway to building block
(5) could be established and optimized for multigram scale. Derivative (5),
which is compatible to the standard solid phase peptide synthesis protocol
FASTMOC®, could be utilized for the buildup of luminescence-labeled
glycopeptides in an automated peptide synthesizer. This was achieved in
cooperation with Roche Diagnostics. Novel dendron-functionalized N-
glycosidic compounds were generated, using a variation of the Staudinger
reaction. Azide (21) was utilized to synthesize derivatives as (25), suitable for
subsequent modification of oligopeptides with saccharides. Dendron modified
glycopeptide mimics like (26) can be used directly in solid phase peptide
synthesis.

The objectives in the assembly of different glycopetidomimetics were
embedded in a research project in cooperation with Roche Diagnostics. The
photophysical properties of luminescence labeled peptide-linkers were to be
improved in this regard. These linkers were connected to the HIV haptene
gp32. The labeled haptenes could be successfully synthesized and were
tested in the ELECSYS® system. In the same context the creation of
selectively functionalized A.,X type glycodendrimers was an important
synthetic target of this thesis. For that purpose the 1,3-C-branched dendron
(27) was used as a scaffold. The good accessibility of amino-nonaester (31)
fashioned from this starting compound leads to a variety of novel dendritic
building blocks. This could be attained by the reaction of its focal amino
function with different acid derivatives in terms of a “molecular Lego”. The

biotinylated compound (40) for example can be employed for modification of
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7. Summary

streptavidin functionalized surfaces. After solid phase synthesis of peptide
(42), dendron functionalisation in two positions in solution was successful with
amine (35). In doing so, the complex molecule (44) could be generated, which
could be afterwards deprotected to yield (45). Subsequent conjugation with
gp32 was not possible according to difficulties connected with the handling of
very small substance quantities, whereas detailed statements on the success
of this reaction couldn’t be made.

Moreover A.X-type dendrimers were associated with glycocluster and
glycodendrimer chemistry. The cleavage of the fert-butyl groups in the
periphery of dendron (30) led to nonaacid (47). This compound was equipped
with sugar residues using the easily available carbohydrate derivatives (48)
and (51) in order to get glycodendrimers (49) and (52).

The flexibility of the introduced synthetic concept in the composition of
different dendritic oligosaccharide mimics could readily be shown in the
synthesis of trifucoside (868). Building block (28), often employed in dendrimer
chemistry, could easily be converted into core molecule (66) for glycocluster
assembly, using simple protecting group chemistry in a one-pot synthesis.
Derivative (56) acted as a starting material in the synthesis of the OEG-
functionalized trifucoside (63). This compound was destined for the generation
of self assembled monolayers (SAMs), which can be seen as glyco micro-
arrays. For an application in this context, derivative (25) could be used. It is
orthogonally protected and could be converted into the oligovalent sugar
derivative (66). To cut the matter short the present thesis on glycopeptide and
dendritic derivative synthesis is aimed at a wide range of applications in

diagnostical and glycobiological environments.
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8. Isolierung der Derivate

Der Isolierung der in dieser Arbeit erhaltenen Substanzen wurde ein eigenes
Kapitel gewidmet, denn obwohl Standard-Techniken bei der Reinigung der
Reaktionsmischungen Anwendung fanden, hangt die Reproduzierbarkeit der

Trennerfolge entscheidend von der Ausfuhrung dieser Techniken ab.

8.1 Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) ist fur die Isolierung der im
Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Derivate mit einem Molekulargewicht
Uber 800 g/mol ein unverzichtbares Werkzeug. Dabei kommen ausschliel3lich
Sephadex LH-20- und LH-60-Medien zum Einsatz. Diese haben den Vortell,

‘HI 1. Das Gemisch von drei H 2. Die Mischung wird
Komponenten unterschiedlicher — aufgetrennt, die erste Fraktion
MolekllgréRe beginnt, das Gel wird eluiert.
g g g —
Zu passieren. R
r— —
F
]
% & |
’~H 3. Die zweite Fraktion wird = 4. Elution der letzten Fraktion
eluiert, die kleinen Molekiile H bestehend aus den kleinsten
- der 3. Fraktion befinden sich F =1 Molekillen der Mischung.
— . )
noch in den Poren des Gels
) —
P
7. -- % -.
|1

Abb. 16 Schematische Darstellung einer Gelpermeations-Chromatographie: Ein 3-
Komponentengemisch passiert einen in grau gezeigten Gelpartikel. Die kleinen Molekiile
kénnen in die Poren des Gels eindringen, dabei verlangsamt sich ihre

Wanderungsgeschwindigkeit und sie werden spater eluiert als groBere Molekiile.
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8. Isolierung der Derivate

dass sie auch in organischen Lésungsmitteln einsetzbar sind und somit auch
geschutzte Zwischenprodukte gereinigt werden kdénnen.

Bei diesen Gelen handelt es sich um quervernetzte, hydropropylierte
Dextrane, die durch die Hydropropylierung der Glucosereste sowohl
hydrophile als auch lipophile Eigenschaften besitzen. Die Medien quellen
sowohl in Wasser als auch in einer Reihe organischer Lésungsmittel. Die
PartikelgroRRe und die GréRenausschlussgrenze variieren in Abhéangigkeit vom
Solvens."®! Besonders stark quellen die Gele in Wasser (4 — 4.4 ml/g) oder
Methanol (3.9 — 4.3 ml/g), weniger stark in Dichlormethan (3.6 — 3-9 ml/g)
oder Aceton (2.4 — 2.6 ml/g) und nur ganz schwach in Essigester (1.6 — 1.8
mil/g) oder Toluol (1.5 — 1.6 ml/g). Die Lésungsmittel mit schwachen
Quelleigenschaften eignen sich entsprechend fur die Trennung kleinerer
Molekile; an Sephadex LH-20 in Aceton sollen sich laut Hersteller!'®
beispielsweise 2- und 4-Acetamidobenzoesaure voneinander trennen lassen.
Alle Trennungen im Rahmen dieser Arbeit wurden in Methanol durchgefthrt.
Hier quillt das Gel sehr stark und der Trennbereich liegt in der GréRenordnung
von 800 — 2000 g/mol. Fur die Trennungen wurden lange schlanke Saulen
verwendet, die am unteren Ende ein moglichst geringes Totvolumen besitzen,
um eine Vermischung durch Diffusion nach der Elution zu verhindern. Die
Stoffgemische wurden vor dem Auftragen in so wenig Methanol wie méglich
gelést, um ein Tailing zu vermeiden. Das Volumenverhaltnis von Probe in
Methanol zu Sephadex-Gel in Methanol betrug dabei mindestens 1:100. Gute
Ergebnisse wurden mit sehr geringen Flussraten von 10 — 15 ml/h bei
Saulendurchmessern von 2 — 4 cm erhalten. Der entscheidende Parameter ist
die Flussgeschwindigkeit des Ld&sungsmittels in der Séule; je gréRer der
Saulendurchmesser, umso héher kann die Flussrate eingestellt werden. Die
erhaltenen Produktfraktionen waren hoch konzentriert und erforderten eine
genaue Analytik des Eluats, beispielsweise mit Hilfe der MALDI-ToF-
Spektrometrie, um Mischfraktionen eindeutig identifizieren und abtrennen zu

kénnen.
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8. Isolierung der Derivate

8.2 Reversed-Phase-HPLC

Ein wichtiges Verfahren bei der Reinigung von polaren Glycokonjugaten ist
die RP-HPLC mit alkylierten Kieselgelen. Die im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten LiChrosorb® RP-18- und RP-8-Medien mit einer KorngréfRe von
7 um sind als gut etablierte stationdre Phasen auch fur die Auftrennung
komplexer Glycosid- und Glycokonjugat-Gemische verwendbar. Um Uber die

gesamte Zeit eines HPLC-Laufes scharfe Fraktionspeaks zu erhalten, wird mit
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Abb. 17 Zwei DAD-Chromatogramme desselben Substanzgemisches, oben in
Phosphatpuffer pH 8, darunter in TFA-saurer Losung (pH 4) eingespritzt. Es handelt sich
um das Chromatogramm von (46). Dieses Derivat enthédlt 18 freie Carbonsdure-

Funktionalitaten, die im ersten Fall als Carboxylate vorliegen.

80



8. Isolierung der Derivate

bindren Losungsmittelgradienten aus Wasser und ACN gearbeitet, teilweise
unter Zusatz von 0.1 % TFA als mobiler Phase. Das teure und giftige ACN
kann bei der Reinigung freier Carbonsduren nicht durch das
unproblematischere MeOH ersetzt werden, da es hierbei unter TFA-Katalyse
zu Methylesterbildung kommt.

Typische Gradienten in Methoden fur die Reinigung von ruthenylierten Glyco-
oder Dendron-funktionalisierten Peptiden starteten mit 5 % ACN in Wasser. In

80 min wurde der Anteil an ACN auf 50 % gesteigert, abschliellend wurde die

e
105
uid
] L]
ER
E |
b-ll:-l ey
I
i ] Produktgemisch
1 L
1] 1] i} I =1 53 L] TE:

i

Abb. 18 Zwei DAD-Chromatogramme des Glycodendrimers (62). Im oberen Diagramm
wurde in Wasser, im unteren in Phosphatpuffer (pH 8) eingespritzt. Defektstrukturen, die
noch freie Carbonsaure-Funktionalitaten enthalten, werden in die Carboxylate uberfiihrt
und daher deutlich friiher eluiert als das Nona-Glycosid.
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8. Isolierung der Derivate

Saule ca. 20 min mit reinem ACN gespult. Saulen mit einem
Innendurchmesser von 2.5 cm wurden dabei mit einer Flussrate von 10
ml/min betrieben. Die BPRu-Derivate eluierten nur unter Zusatz von 0.1 %
TFA zum Loésungsmittel. In einem Lauf konnten je nach Trennproblem
Substanzmengen von bis zu 50 mg isoliert werden. Reaktionsmischungen aus
wassrigen Puffersystemen mussten vor dem Einspritzen in die prap. HPLC
mit TFA auf pH Werte < 6 eingestellt werden, vor allem, wenn es sich bei den
Produktmolekulen um freie Sauren handelte. Lagen diese in Form ihrer Salze
vor, wurden sie von RP-Medien direkt nach der Totzeit der Saule eluiert, eine
Trennung konnte in diesem Falle nicht erreicht werden (Abb. 17 oben). Die
freien Carbonsauren waren bei weitem unpolarer als ihre Salze und zeigten
drastisch verlangerte Retentionszeiten (Abb. 17 unten). Dies wird mit den in
Abb. 17 gezeigten Dioden-Array-Detektor-Daten veranschaulicht. Wider-
gegeben ist eine Darstellung der Extinktion des Eluats in einem
Wellenlangenbereich von 190 — 600 nm wahrend des HPLC-Laufs. Die roten
Bereiche stellen Absorptionsmaxima der eluierten Substanzen dar.

Das gleiche Phanomen lie3 sich bei der Abtrennung der Defektstrukturen in
der Synthese der Glycodendrimere (49) und (62) ausnutzen. Hier bestand das
Trennproblem darin, die Defektstrukturen in Form freier Carbonséuren von
den strukturperfekten Glycodendrimeren, die keine freien Carboxylgruppen
enthalten, abzutrennen. Dazu wurde die Reaktionsmischung nach der
Peptidkupplung in Phosphatpuffer pH 8 aufgenommen und in diesem Puffer in
die HPLC eingespritzt. Die entstandenen Carbonséure-Salze der
Defektstrukturen sind daraufhin deutlich polarer als die ,kompletten®
Glycodendrimere und wurden in der RP-HPLC deutlich frUher eluiert (Abb.
18). Bei diesem Verfahren wurde dem Laufmittelgemisch keine TFA zugesetzt
um die Carboxylgruppen nicht zu reprotonieren. Die weiteren Parameter sind

gegenuber den oben beschriebenen unverandert.
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9. Experimenteller Teil

9.1 Allgemeines

Alle Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, unter normaler
Laboratmosphére durchgefuhrt. Die verwendeten Lésungsmittel wurden ohne
weitere Reinigung eingesetzt. Trockene L&sungsmittel wurden durch

Destillation unter Argonatmosphéare Uber folgenden Trocknungsmitteln

erhalten:

Dichlormethan Calciumhydrid

Methanol Magnesiumspéane

THF NaOH, Natrium-Kalium-Legierung
Toluol Natrium

Essigsaureethylester K>COs

Cyclohexan NaOH

Aceton Phosphorpentoxid

FOr die Saulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (230-400 mesh,
KorngréRe 0.04-0.063 mm) sowie LiChroprep® RP-18 (25 — 40 um) Reversed
Phase Kieselgel der Firma Merck verwendet. Die Stofftrennungen wurden mit
Hilfe einer Mitteldruck-Flussigkeits-Chromatographie-Anlage der Firma Buichi,
zum Teil mit Hilfe von Lobar®-Fertigsaulen, durchgefihrt.
Dunnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgelfolie (GFs4, RP-18 Fos4 s,
Merck) angefertigt. Die Visualisierung erfolgte in Abhangigkeit von der zu
detektierenden Substanz mit Hilfe von UV-Licht oder durch Eintauchen in
10 %ige ethanolische Schwefelsaureldsung und anschlieBende Warme-
behandlung.

FOr die GPC wurde Sephadex LH-20 sowie LH-60 Gel der Firma Amersham-
Pharmazia-Biotech, wie unter Kapitel 8.1 beschrieben, verwendet. Die
Fraktionen wurden mit Hilfe eines Differential-Refraktometers K 2400
(Knauer) oder eines Single Path Monitors UV-1 (Pharmacia) detektiert.
Analytische HPLC-Chromatogramme wurden mit einer HPLC-Anlage der
Firma Merck-Hitachi aufgenommen, bestehend aus der Pumpe L-7100, des
Interfaces D-7000, des Autosamplers L-7200, des Saulenofens L-7350, des
Dioden-Array-Detektors L-7455, sowie des Rl-Detektors L-7490. Es wurden
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9. Experimenteller Teil

Saulen der Firma Merck verwendet. FOr Methodenentwicklung und
Reinheitsuberprifungen wurde eine LiChroCART® 250-4 mm-Hulse
verwendet, gepackt mit LiChrosorb® RP-8 7 um Packungsmaterial. Fir
Kontrollen des Reaktionsfortschrittes wurde eine Chromolith® Performance
RP-18e 100-4.6 mm-Saule benutzt. Auf der Softwareseite kam die D-7000
Chromatography Data Station Software Version 4.1 zum Einsatz.

FOr die praparativen HPLC-Stofftrennungen wurde eine Shimadzu HPLC-
Anlage, wie unter 8.2 beschrieben, verwendet, bestehend aus SCL-10A
System Controller, Degasser DGU-14A, 2 LC-8A Pumpen mit
nachgelagertem Gradientenmischer, RID-10A Ry Index Detektor und SPD-
M10A Dioden-Array-Detektor. Auch hier wurden Saulen der Firma Merck
eingesetzt, fur Substanzmengen von 10 — 100 mg wurde eine Hibar® RT 250-
25 mm Sé&ule, gepackt mit LiChrosorb® RP-8 7 um Material, verwendet,
Substanzmengen von weniger als 10 mg wurden mit Hilfe einer Hibar® RT
250-10 mm Séule, gepackt mit LiChrosorb® RP-18 7 um Kieselgel,
aufgetrennt. Die Steuerung der Anlage erfolgte mit Hilfe der Shimadzu Class
VP Software Version 6.12 SP2.

Die HPLC-Applikationen, die bei der Firma Roche Diagnostics ausgefuhrt
wurden, griffen auf Applied-Biosystems-Geréte zurtck sowie auf Saulen, die
mit VYDAC RP-18 Medien ausgestattet waren. Softwareseitig kam hier die
Chromeleon Gynkothek Software Version 6.01 Build 447 zum Einsatz.
NMR-Spektren wurden an den Brukergeraten ARX 300 (75.47 MHz bei '°C)
und DRX 500 (125.77 MHz bei '*C) aufgenommen. Die Zuordnung der
Signale wurde in einigen Fallen durch zweidimensionale Methoden ('H-'H-
COSY und 'H-’C-HSQC) vorgenommen. Als Lésungsmittel wurden
Deuterochloroform, perdeuteriertes Aceton, perdeuterierter Methylalkohol
sowie Deuteriumoxid verwendet. Entweder wurde mit TMS als internem
Standard (0.00 bzw. 0.0 ppm) gearbeitet oder auf die charakteristischen
Signale der verwendeten Lésungsmittel (Aceton-De: 2.04 bzw. 29.3; CDCls:
7.25 bzw. 77.0; DMSO-Ds: 2.49 bzw. 39.7; MeOH-D4. 3.35 bzw. 49.3 ppm)
geeicht.

MALDI-ToF-Massenspekiren wurden an einem Biflex-11l-Gerat der Firma

Bruker mit 19 kV Beschleunigungsspannung aufgenommen. Als Matrices
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9. Experimenteller Teil

wurden, wenn nicht anders angegeben, Norharman (9H-Pyrido[3,4-b]indol),
sonst HCCA (a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure) oder 6-ATT (6-Aza-2-thio-

thymin) verwendet. lonisierung erfolgte mit einem Stickstofflaser bei 337 nm.
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9. Experimenteller Teil

9.2 Einzelvorschriften

N-(9-Fluorenyl-methoxycarbonyl)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-

glucopyranosyl)-L-serin (5)

5.07 g (13.03 mmol) Glucosepentaacetat (6), 1 g 7 N\
gepulvertes, getrocknetes Molsieb 4 A und 5.15 ] - :/ \
O N

g (15.61 mmol) N-Fmoc-L-Serin (7) wurden unter Oe

HN

Argon in 80 ml trockenem CH.Cl, gel6st, dann aco Lo o J_ o
wurde bei 0 °C 3 ml BFsEt,O zugetropft und ACW VT

18 h bei RT gerthrt. Es wurden 400 ml CH,Cl, zugegeben, mit 100 ml 1M
HCI, anschlieRend mit 100 ml Wasser gewaschen, tber MgSO4 getrocknet,
filtriert und das Lésungsmittel in vacuo entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung des Ruckstandes an Kieselgel (1. EE /
CY 1:170.1 % TFA, 2. CH.Cl>/ EtOH 20:1 — 10:1) lieferte einen farblosen

Schaum.
Ausbeute: 4.16 g (6.33 mmol, M = 657.62 g mol™) 48 %;

HPLC: RZ = 38.74 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B — 70 % B 60 min, 1 ml/min];

"H-NMR (300 MHz, Aceton-De):  7.77, 7.59, 7.33 (je me, 8H, Aryl-H), 5.72
(br. d, 1H, NH), 5.19 (dd ~ t, 1H, J34= 9.2 Hz, H-3), 5.07 (dd ~ t, 1H, J45= 9.4
Hz, H-4), 4.96 (dd ~ t, 1H, J23 = 8.9 Hz, H-2), 4.51 (d, 1H, J12= 7.6 Hz, H-1),
4.44 (m,, 2H, Ser-OCHH, Ser-H-o), 3.91 (dd, 1H, Jee = 10.8 Hz, H-6), 4.19
(Mo, 4H, Ser-OCHH, Fmoc-CH.CH), 3.91 (dd ~ t, 1H, Jse = 7.3 Hz, H-6'), 3.67
(m, 1H, H-5), 2.08, 2.05, 2.02, 1.99 (je s, je 3H, 4 CHsCOO) ppm;

"®C-NMR (75.47 MHz, CDCl3): 8 171.13, 170.27, 169.69, 169.48 (CO), 156.06

(NHCOO), 143.71, 143.6, 141.29, 127.76, 127.09, 125.02, 120.01 (Aryl-C),
101.09 (C-1), 72.54, 71.81, 71.09, 68.23 (C-2, C-3, C-4, C-5), 69.73 (Ser-
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OCH,), 67.12 (C-8), 61.75 (NHCOOCH,CH), 47.08 (Fmoc-CH,CH), 21.04,
20.74, 20.58 (CH;COO) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 680 [M + Na]" (M = 657.21 berechnet flr CzHasNO14).

BPRu-3-ala-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-glucopyranosyl)-L-ser-p-ala-O-
(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosyl)-L-ser-L-lys-NH, (10)

0.41 g Sieber-Amidharz (0.29 o3
mmol g') wurden im auto- e
matischen Peptid-Synthesizer

unter Verwendung des Standard- -

protokolls FASTMOC® 0.25 mmol O/Q "

umgesetzt. 0.25 mmol des

jeweiligen Fmoc-Aminosaurebausteines wurden in situ mit 3.6 Eq.
HBTU/HOBt in 6 ml DMF anschlieend mit 4 Eq. DIPEA in 2 ml DMF 3 min
aktiviert. Die Kupplungsreaktionen wurden bei RT in 45 min realisiert, die der
glycosylierten Aminosauren (5) in 2 h. Die Fmoc-Deblockierung wurde mit
8 ml einer 20 %igen Lésung von Piperidin in DMF in 5 min sowie zweimal 20
min durchgefuhrt, anschliellend wurde sechsmal mit DMF gewaschen. Die
Kupplung des BPRu-Markers wurde manuell mit 2-fachem Uberschuss
Ruthenium-Komplex (8) (Kuppl.-Rgz. BPRu, Roche Id.Nr. 0812886-001) in
6 ml DMF durchgefuhrt. Es wurden 10 ml 95%ige TFA zugegeben, 10 min bei
RT geruhrt, das Harz abfiltriert und die organische Phase mit 100 ml MTBE
versetzt. Nach 30 min wurde abfiltriert. Die préaparative HPLC
Chromatographie des Ruckstandes an RP-18 Kieselgel (A = Wasser 0.1%
TFA, B =80 % ACN in Wasser 0.1 % TFA, 20 % B — 70 % B, 20 ml/min, 90

min, RZ 53 min) lieferte ein orangerotes Lyophyllisat.

Ausbeute; 189 mg (0.11 mmol, M = 1773.81 g mol™") 91 %:
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HPLC: RZ = 23.67 min [250/4 Vydac 100-5 C18, A = Wasser + 0.1% TFA, B =
ACN +0.1 % TFA, 0% B — 50 % B, 1 ml/min, 50 min];

"H-NMR (500 MHz, Aceton-Dg) & 8.71 (m, 6H, Aryl-H), 8.21 (m, 4H, Aryl-H),
8.05 (m, 4H, Aryl-H), 7.85 (m, 2H, Aryl-H), 7.65 (m, 4H, Aryl-H), 7.41 (m, 2H,
Aryl-H), 5.27 (m, 2H, 2 H-3), 5.03 (m, 2H, 2 H-4), 4.89 (d, 1H, J12=7.2 Hz, H-
1), 4.84 (m, 2H, 2 H-2), 477 (d, 1H, J12=7.1 Hz, H-1), 4.58 (m, 2H, 2 Ser-
Ha), 4.44 (m, 1H, Lys-Ha), 4.29 (m, 2H, 2 H-6), 4.12 (m, 2H, 2 H-6"), 3.97 (mq,
6H, 2 H-5, 2 Ser-CHy), 3.78 (m, 2H, Lys-CH2NH>), 3.4 (m¢, 4H, 2 -Ala-CHy),
2.85 (m ~ t, 2H, Aryl-CHy), 2.58 (s, 3H, Aryl-CH3), 2.5 (m,, 4H, 2 B-Ala-CHy),
2.29 (m, 2H, Aryl-CH,CH2CHy), 2.05 (m, 2H, Aryl-CH>CHy), 1.79 (m, 4H, 2
Lys-CHy), 1.55 (m, 2H, Lys-CH.,) ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, Aceton-Dg) 8 175.01, 173.11, 172.97, 172.81, 172.45,
172.1, 170.96, 170.89, 170.86, 170.24, 170.18, 170.09, 170.05, 170.03 (CO),
160.65, 160.36, 159.81, 158.4, 158.19, 158.16, 158.12, 158.06, 157.64,
155.14, 152.59, 152.58, 152.53, 152.49, 151.79, 151.58, 151.29, 138.67,
129.34, 128.84, 128.81, 128.73, 128.62, 128.56, 126.17, 125.47, 125.26,
125.2 (Aryl-C), 101.6, 101.26 (2 C-1), 73.7, 73.33 (2 C-3), 72.72, 72.44 (2 C-
5), 71.99, 71.6 (2 C-2), 69.98, 69.61 (2 Ser-OCH,), 69.24, 69.06 (2 C-4), 62.9,
62.65 (2 C-6), 55.13, 54.21 (2 Ser-Ca), 53.25 (Lys-Ca), 47.83 (Lys-CH.N),
36.59, 36.53, 36.43, 36.26 (4 P-Ala-CH,), 35.11 (Aryl-CH.CH,CH,), 27.24
(Lys-CH>), 25.35 (Aryl-CH,CH,), 21.16 (Aryl-CHs), 20.78, 20.75, 20.73, 20.68,
20.55, 20.49, 20.26 (CH3COO) ppm:

ESI-MS: m/z 886.03 [M]?* (M = 1773.60 berechnet fur CsiH101N13026RU**).
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BPRu-3-ala-O-(3-b-glucopyranosyl)-L-ser-p-ala-O-(3-D-glucopyranosyl)-L-
ser-L-lys-NH; (11)

75 mg (42 pumol) des acetylierten HO P
Peptids (10) wurden in 5 ml

trockenem MeOH gelést und mit ﬁj\m W ]A «A ]Y i
2 mg (37 umol) NaOMe versetzt. g HC/)ZC}Z‘

Nach jeweils 60 min Reak- HO  OH

tionsdauer wurde der Reaktionsfortschritt per HPLC kontrolliert, nach 4 h war
die Reaktion beendet. Es wurde mit 50 %iger Essigsaure neutralisiert und das
Lésungsmittel in  vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde in  Toluol
aufgenommen und das L&sungsmittel erneut in vacuo entfernt, um ein in der

HPLC einheitliches rotes Ol zu liefern.
Ausbeute:; 59 mg (41 umol, M = 1437.52 g mol™) quant;

HPLC: RZ = 19.34 min [250/4 Vydac 100-5 C18, A = Wasser + 0.1% TFA, B =
ACN +0.1 % TFA, 0% B — 50 % B, 1 ml/min, 50 min];

"H-NMR (500 MHz, D20) & 8.42 (m, 4H, Aryl-H), 8.26 (m, 2H, Aryl-H), 7.93
(m, 4H, Aryl-H), 7.71 (m, 4H, Aryl-H), 7.53 (m, 2H, Aryl-H), 7.25 (m, 4H, Aryl-
H), 7.12 (m, 2H, Aryl-H), 4.46 (m, 1H, Ser-Ha), 4.36 (M., 3H, 2 H-1, Ser-Ho),
421 (dd, 1H, J = 5.1, 9.1 Hz, Lys-Ha), 4.13 (dd, 1H, J = 5.1, 10.6 Hz, Ser-
OCHH), 4.02 (dd, 1H, J = 5.8, 10.6 Hz, Ser-OCHH), 3.81 (m., 4H, 2 H-6, 2
Ser-OCHH), 3.59 (m, 2H, 2 H-6’), 3.31 (M, 8H, 2 H-3, 2 H-5, B-Ala-CH,, 2 H-
4), 3.16 (Me, 4H, 2 H-2, B-Ala-CHy), 2.89 (m ~ t, 2H, Lys-CHaNHy), 2.7 (m ~ t,
2H, Aryl-CHy), 2.41 (s, 3H, Aryl-CHa), 2.39 (m, 4H, 2 B-Ala-CHy), 2.19 (m ~ t,
2H, Aryl-CH,CH2CHy), 1.88 (m ~ g, 2H, Aryl-CH,CHy), 1.71 (me, 2H, Lys-
CHCH.), 1.58 (m, 2H, Lys-CHy), 1.34 (mc, 2H, Lys-CHz) ppm;

"3C-NMR (125.47 MHz, D,0) & 176.43, 175.87, 174.05, 171.65, 171.19 (CO),
163.08, 162.8, 157.11, 156.78, 156.36, 153.04, 151.43, 151.37, 151.26,
151.17, 150.75, 150.52, 150.23, 137.34, 127.98, 127.22, 127.05, 124.69,
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123.89 (Aryl-C), 102.26, 102.08 (2 C-1), 75.98 (2 C-3), 75.62 (2 C-5), 73.13,
73.02 (2 C-2), 69.69, 69.61 (2 C-4), 68.74, 68.5 (2 Ser-OCHy), 60.74, 60.7 (2
C-6), 53.81 (2 Ser-Ca), 53.47 (Lys Ca), 39.18 (Lys-CHzNHy), 35.79, 53.5 (2 p-
Ala-CH,), 35.05 (Aryl-CH,CH.CH>), 34.91, 34.73 (2 B-Ala-CH,), 33.87 (Aryl-
CHy), 30.22 (Lys-CHCHy), 26.19 (Lys-CHy), 25.5 (Aryl-CH,CHy), 22.08 (Lys-
CHy), 20.39 (Aryl-CHa) ppm;

ESI-MS: m/z 718.49 [M]?* (M = 1437.52 berechnet fur CesHasN1301sRUZ*).

BPRu-3-ala-O-(3-b-glucopyranosyl)-L-ser-p-ala-O-(3-D-glucopyranosyl)-L-
ser-L-[N-(56-maleinamido-pentoxycarbonyl)]-lys-NH, (13)

55 mg (38 umol) des Peptids (11) Ho_P¥
wurden in 5.5 ml 0.5 M Phosphat- fﬁ T
Puffer pH 8.0 gelost, 32 mg (1.1~ ‘m: WJA«AWYA
mmol) Kupplungs-Reagenz (12) [foiR%'gf\N “ Ho © ZH

(Kuppl.-Rgz. MHS Roche Id.Nr. ~ L‘N/j/“ g Hd on Ny
0733875-001) wurden in wenig 0 J/;(
DMSO gelést zugegeben. HPLC- @O

Analyse nach 30 min zeigte kompletten Umsatz an. Nach Filtration der
Reaktionsmischung lieferte die praparative HPLC Chromatographie des
Filtrats an RP-18 Kieselgel (A = Wasser 0.1% TFA, B = 80 % ACN in Wasser
0.1 % TFA, 20 % B — 70 % B, 20 ml/min, 90 min, RZ 41 min) ein orangerotes
Lyophyllisat.

Ausbeute: 51 mg (31 umol, M = 1630.72 g mol™) 75%:

HPLC: RZ = 23.82 min [250/4 Vydac 100-5 C18, A = Wasser + 0.1% TFA, B =
ACN +0.1 % TFA, 0% B — 50 % B, 1 ml/min, 50 min];

ESI-MS: m/z 815.94 [M]?* (M = 1630.59 berechnet fur C7sHesN14021RU?*).
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BPRu-3-ala-O-(3-b-glucopyranosyl)-L-ser-p-ala-O-(3-D-glucopyranosyl)-L-
ser-L-[N-(5-(2-thio-gp32-malonamido)-pentoxycarbonyl)]-lys-NH: (14)

32 mg (20 umol) des ?)ﬁ
aktivierten  Peptids  (13) %Wﬁwﬁﬁwi
wurden in 3 ml 0.1 M K;HPO, L%y < .
Puffer pH 7 gelést. 77 mg (39 - o f

HoP wo o Ho? o H H DN
umol) gp32-SH (15) wurden in *ﬁﬁf%xﬁﬁwwuf&
" NH \ NH,
wenig 1 %iger Essigsaure “Wﬁ

NH H
NH, AN A
HaN o} o N. N
o N 0 N
o

gelést und schnell mit dem

H,
N

NNH
H

Puffer gemischt. Der pH Wert

wurde mit 0.01 M NaOH wieder auf 7 eingestellt. Dabei fiel das gp32-Peptid
aus und wurde mit Hilfe von DMSO wieder in Lésung gebracht. Nach 3 h
wurde der Ansatz filtriert und die verbleibende Lésung in vacuo eingeengt. Die
praparative HPLC Chromatographie des Ruckstandes an RP-18 Kieselgel (A
= Wasser 0.1% TFA, B =80 % ACN in Wasser 0.1 % TFA, 20 % B — 70 % B,

20 ml/min, 90 min, RZ 46 min) lieferte ein orangerotes Lyophyllisat.
Ausbeute: 41 mg (11 umol, M = 3596.95 g mol) 58 %;

HPLC: RZ = 27.43 min [250/4 Vydac 100-5 C18, A = Wasser + 0.1% TFA, B =
ACN +0.1 % TFA, 0% B — 50 % B, 1 ml/min, 50 min];

ES-MS:  miz 119977 [M (M = 359544 berechnet fur
C158H220N40045S3sRU™).
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1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-{3-cascade:amidomethan[3]:propanséure-tert-

butylester}-3-D-glucuronséaure (17)

9.08 g (25.08 mmol) Tetraacetyl-Glucuronsaure (16) wurde o}L S
mit 10.42 g (25.08 mmol) des Amins (28) versetzt, es ° ?o
wurden 3.59 g (26.61 mmol) HOBt zugesetzt und die oM OOX
Mischung 1h in vacuo getrocknet. Es wurden 150 ml AQ7 A on

trockenes CH.Cl, unter Argon zugegeben und zur
entstandenen Suspension bei 0 °C 5.01 ml (32.17 mmol) DIC zugesetzt. Es
wurde Uber Nacht geruhrt, die Lésung in vacuo teilweise eingeengt und
entstandener Feststoff abfiltriert. Die Saulenchromatographie an Kieselgel (A
= Cyclohexan, B = Essigester, 30 % B 10 min. — 30 % B — 40 % B 60 min.,

20 ml/min) lieferte einen farblosen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 10.14 g (13.3 mmol, M = 759.83 g mol) 53 %;

"H-NMR (300 MHz, CDCla): & 6.25 (br. s, 1H, NH), 5.75 (d, 1H, J12 = 8.1 Hz,
H-1), 5.26 (dd ~ t, 1H, J23= 9.2 Hz, H-3), 5.15 (dd ~ t, 1H, J45= 9.7 Hz, H-4),
5.12 (dd, 1H, J23= 9.2 Hz J1 2= 8.1 Hz, H-2), 3.92 (d, 1H, Ju45 = 9.7 Hz, H-5),
2.2 (Me, 9H, CCH,CH,CO, CHsCOO), 2.05, 2.04, 2.01 (s, je 3H, 3 CHsCOO),
1.93 (e, 6H, CCH,CHCO), 1.45 (s, 27H, C(CHa)s) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & 172.63, 172.57, 169.84, 169.28, 168.69,
(CO), 164.89 (CONH), 91.21 (C-1), 80.69 (C(CHs)s), 73.48, 72.02, 70.22,
69.01 (C-2, C-3, C-4, C-5), 57.67 (NHC(CH,)s), 29.51, 29.41 (CCH,CHy),
28.05 (C(CHa)s), 20.84, 20.64. 20.56, 20.45 (CH3) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 782 [M + Na]" (M = 759.37 berechnet fur CzsHs7NO+6).
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2,3,4-Tri-O-acetyl-6-{3-cascade:amidomethan[3]:propanséaure-tert-

butylester}-a-D-glucuronyl-trichloracetimidat (19)

151 g (211 mmol) des Glucuronsaure-Derivats (18) O>L>4
wurden in 30 ml CHxCl, geldst, mit 2.5 ml (25.22 mmol) ° (30 >T
Trichloracetonitril und 0.1 ml DBU versetzt und Uber Nacht oSV TI°

bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde in vacuo *¢,
eingeengt und saulenchromatographisch an Kieselgel (A = N e

Cyclohexan, B = Essigester, 25 % B, 20 ml/min, 60 min) gereinigt, um einen

farblosen amorphen Feststoff zu liefern.
Ausbeute: 1.47 g (1.71 mmol, M = 862.18 g mol) 81%;

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 8.75 (s, 1H, NHCCCls), 6.6 (d, 1H, J; 2 = 3.6 Hz,
H-1), 6.58 (br. s, 1H, NH), 5.58 (dd ~ t, 1H, J23= 9.9 Hz, H-3), 5.23 (dd , 1H,
Jas= 9.9 Hz, H-4), 5.12 (dd, 1H, J23= 9.9 Hz Ji2= 3.6 Hz, H-2), 4.29 (d, 1H,
Jas = 9.9 Hz, H-5), 2.2 (m., 6H, CCH,CH.CO), 2.06, 2.04, 2.03 (s, je 3H, 3
CHsCOO0), 1.95 (mc, 6H, CCH,CH2CO), 1.44 (s, 27H, C(CHa)s) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & 172.6, 169.86, 169.6 (CO), 165.44 (CONH),
160.74 (NHCCCl), 92.23 (C-1), 90.39 (CCls), 80.6 (C(CHa)s), 71.29, 69.45,
68.96 (C-2, C-3, C-4, C-5), 57.59 (NHC(CH,)s), 29.66, 29.52 (CCH,CHy),
28.04 (C(CHa)s), 20.64. 20.58, 20.42 (CHs) ppm;
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1-Azido-1-desoxy-2,3,4-tri-O-acetyl-6-{3-cascade:amidomethan[3]:

propansaure-tert-butylester}-p-bD-glucuronséaure (21)

1.88 g (5.4 mmol) 1-Azido-1-desoxy-2,3,4-tri-O-acetyl-3- va

D-glucuronséure (20) wurde mit 2.25 g (5.45 mmol) Amin o o><

(28) und 0.75 g (5.5 mmol) HOBt versetzt und 1 h in © X
HN O

vacuo getrocknet. Es wurden unter Argon 50 ml CHxClI>
zugegeben, anschlielfend wurden bei 0 °C 0.86 ml (5.5 s N3
mmol) DIC zugesetzt und Uber Nacht gerUhrt. Die

Lésung wurde in vacuo teilweise eingeengt und entstandener Feststoff
abfiltriert. Saulenchromatographie an Kieselgel (A = Cyclohexan, B =
Essigester, 30 % B, 20 ml/min, 60 min) liefert einen farblosen amorphen

Feststoff.

Ausbeute: 3.19 g (4.3 mmol, M =742.81 g mol) 79 %;

"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 6.64 (br s, 1H, NH), 5.25 (dd ~ t, 1H, J23= 9.4
Hz, H-3), 5.13 (dd ~ t, 1H, J45= 9.6 Hz, H-4), 4.96 (dd, 1H, J23= 9.3 Hz J1 2 =
8.9 Hz, H-2), 4.72 (d, 1H, J12 = 8.9 Hz, H-1), 3.88 (d, 1H, J45 = 9.8 Hz, H-5),
2.23 (M., 6H, CCH,CH2CO), 2.09, 2.03, 2.01 (s, je 3H, 3 CHsCOO0), 1.95 (m,
6H, CCH,CH.CO), 1.45 (s, 27H, C(CHa)s) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & 172.65, 172.63, 172.62, 169.85, 169.21
(CO), 164.91 (CONH), 87.74 (C-1), 80.64 (C(CHs)s), 75.07, 71.82, 70.51,
69.03 (C-2, C-3, C-4, C-5), 57.69 (NHC(CH,)s), 29.66, 29.51 (CCH,CHy),
28.03 (C(CHa)s), 20.54, 20.51, 20.49 (CH;COO) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 7656 [M + Na]' (M = 742.36 berechnet fir
C34H54N4014).
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1-N-[(9-Fluorenyl-methoxycarbonyl)--alanyl]-1-desoxy-2,3,4-tri-O-acetyl-
6-{3-cascade:amidomethan[3]:propansdure-fert-butylester}-3-D-

glucuronsaure (25)

120 mg (0.16 mmol) des Azids (22)

wurden mit 93 mg (0.3 mmol) N-Fmoc-§3-

alanin (23) sowie 40 mg (0.3 mmol) HOBt E}QF >( O
versetzt und 1 h in vacuo getrocknet. Die ) ’
Mischung wurde unter Argon in 20 ml o Wl/\/ \II/ Q
trockenem THF gel6st und bei 0 °C mit 46.7 ul (0.3 mmol) DIC 10 min geruhrt.
Es wurden 200 pl einer 1M Lésung von Trimethylphosphin in THF (2 mmol)
zugegeben und 1 h bei 0 °C, anschlieRend Uber Nacht bei RT gerthrt. 50 ml
Wasser wurden zugegeben, die Lésung dreimal mit 50 ml Essigester
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 50 ml gesattigter NaCl-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO4 getrocknet,
filtriert und das L&sungsmittel in vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde
zunachst einer GPC an Sephadex LH-20 (MeOH) unterzogen. Die

anschlielRende Saulenchromatographie an Kieselgel (A = Cyclohexan, B =

Essigester, 33 % B, 20 ml/min, 60 min) liefert ein farbloses Glas.
Ausbeute:; 110 mg (0.11 mmol, M = 1010.13 g mol™') 68%:;

HPLC: RZ = 22.35 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B — 100 % B 30 min, 1 ml/min];

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 5 7.75, 7.55, 7.36, 7.29 (je me, 8H, Aryl-H), 6.47
(br. d, 1H, C-1 NH), 6.38 (br s, 1H, NHC(CH.)3), 5.48 (br. s, 1H, Fmoc-NH),
5.33 (dd ~ t, 1H, H-3), 5.29 (dd ~ t, 1H, H-1), 5.09 (dd ~ t, 1H, H-4), 4.91 (dd ~
t, 1H, H-2), 4.38 (Ms, 2H, Fmoc-CH.CH), 4.21 (ms, 1H, Fmoc-CH.CH), 3.91
(d, 1H, Jas= 9.9 Hz, H-5), 3.49 (m., 2H, B-Ala-COCHy), 2.49 (m., 2H, p-Ala-
CHuNH), 2.17 (me, 6H, CCH.CHy), 2.07, 2.02, 1.99 (je s, je 3H, 3 CHsCOO),
1.92 (me, 6H, CCH2CHy), 1.43 (s, 27H, C(CHa)s) ppm;
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3C-NMR (125.47 MHz, CDCl3) ): & 172.69, 171.69, 170.99, 169.59, (CO),
169.35, 165.29 (CONH), 156.44 (NHCOO), 143.89, 141.29, 127.69, 127.03,
125.06, 125, 119.97 (Aryl-C), 80.64 (C(CHs)s), 77,83 (C-1), 74.69, 71.92,
70.62, 69.53, (C-2, C-3, C-4, C-5), 66.79 (Fmoc-CH,CH) 57.66 (NHC(CH,)s),
47.19 (Fmoc-CH,CH), 36.58, 36.08 (8-Ala-CH.CH,) 29.67, 29.56 (CCH,CHy),
28.06 (C(CHa)s), 20.57, 20.53, 20.49 (CH;COO) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 1032 [M + Na]+ (M = 1009.48 berechnet fur
Cs2H71N3017).

1-N-[(9-Fluorenyl-methoxycarbonyl)-L-benzyl-asparagyl]-1-desoxy-2,3,4-
tri-O-acetyl-6-{3-cascade:amidomethan[3]:propanséaure-tert-butylester}-

B-D-glucuronsdaure (26)

250 mg (0.56 mmol) des Azids (22) wurden mit O>4 ><

300 mg (0.41 mmol) N-Fmoc-Benzyl-L- ° <
asparaginsaure (24) sowie 81 mg (0.6 mmol) o BN OO>T

HOBt versetzt und 1 h in vacuo getrocknet. Die Acgw%% i
Mischung wurde unter Argon in 50 ml RO HNY2©
trockenem THF geldst und bei 0 °C mit 90 pnl °

(0.6 mmol) DIC 10 min geruhrt. Es wurden 600 Q.O

ul einer 1 M Lésung von Trimethylphosphin in

THF zugegeben und 1 h bei 0 °C, anschlieRend Uber Nacht bei RT geruhrt.
100 ml Wasser wurden zugegeben, die Lésung dreimal mit 100 ml Essigester
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 100 ml gesattigter
NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO4
getrocknet und das L&sungsmittel in vacuo entfernt. Der Rickstand wurde
zunachst einer Saulenchromatographie an Kieselgel (A = Cyclohexan, B =
Essigester, 40 % B, 20 ml/min, 60 min) unterzogen, anschlieRende GPC an
Sephadex LH-20 (MeOH) lieferte ein farbloses Glas.

Ausbeute: 277 mg (0.24 mmol, M = 1144.26 g mol™") 59 %:

96



9. Experimenteller Teil

"H-NMR (500 MHz, CDCl) 5 7.73, 7.55, 7.36, 7.28 (je m, 13H, Aryl-H), 6.56
(br d, 1H, NH), 6.41 (br s, 1H, NH), 6.14 (br d, 1H, NH), 5.33 (dd ~ t, 1H, J23=
9.6 Hz, H-3), 5.27 (dd ~ t, 1H, J12= 9.2 Hz, H-1), 5.17 (M, 2H, Aryl-CHy), 5.08
(dd ~ t, 1H, J34= 9.7 Hz, H-4), 4.88 (dd ~ t, 1H, H-2), 4.69 (M., 1H, Asp-Ha),
4.45 — 4.25 (m, 2H, Fmoc-CH.CH), 4.17 (m, 1H, Fmoc-CH,CH), 3.88 (d, 1H,
Jas=9.9 Hz, H-5), 2.91 (dd, 1H, J = 4.2, 16.2 Hz, Asp-CHH), 2.79 (dd, 1H, J =
3.3, 16.1 Hz, Asp-CHH), 2.19 (m., 6H, CCH,CH,CO), 2.01, 2.00, 1.99 (je s, je
3H, 3 CH;C0OO0), 1.89 (ms, 6H, CCH.CH,CO), 1.41 (s, 27H, C(CHs)s) ppm:;

3C-NMR (125.47 MHz, CDCl3) & 172.67 (COOH), 172.50, 169.57, 169.33,
165.22 (CO), 156.21 (NHCOO), 143.83, 143.69, 141.23, 135.2, 128.56,
128.35, 128.16, 127.88, 127.68, 127.06, 125.11, 119.93 (Aryl-C), 80.62
(C(CHa)s), 77.79 (C-1), 74.77 (C-5), 71.80 (C-3), 70.45 (C-2), 69.51 (C-4),
67.44, 67.38 (Aryl-CH,, Fmoc-CH,CH), 57.67 (C(CHa)s), 50.7 (Asp-Ca), 47.05
(Fmoc-CH,CH), 37.71 (Asp-CHy), 29.89, 29.72, 29.55 (CCH,CH,CO), 28.04
(C(CHa)s), 20.56, 20.51, 20.44 (CH;COO) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z 1167 [M + Na]+ (M = 1143.52 berechnet fur
CeoH77N3019).

9-Cascade:nitromethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):propansaure-tert-
butylester (30)

160 mg (0.58 mmol) 4-Nitro-4-[2-(carboxyethyl)]-

heptandiséaure (29) und 800 mg (1.93 mmol) 4-Amino-4- h >T
[2-(tert-butoxycarbonyl-ethyl)Ineptandisaure-tert-butylester

(28) , 234 mg (1.73 mmol) HOBt und 157 mg (1.73 mmol) J(
DCC wurden in 20 ml trockenem DMF gelést und 48 h bei

RT gerthrt. Der Ansatz wurde Uber Celite filtriert und das

[¢]

Ldsungsmittel in vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde in 0 o%
50 ml Essigester aufgenommen und mit 10 % iger HCI, °><

Wasser und ges. Natriumbicarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase
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wurde Uber MgSO,4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Die
saulenchromatographische Reinigung des Rlckstandes an Kieselgel (A =
Cyclohexan, B = Essigester, 33 % B 60 min, 20 ml/min) lieferte das Produkt

als weillen Schaum.
Ausbeute:; 605 mg ( 0.41 mmol, M = 1469.87 g mol™") 71 %:;

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 6.15 (br. s, 3H, NH), 2.23 (m. ~ t, 18H,
CH,CH,COO), 211 (me, 12H, CH.CH.CONH), 194 (me ~ t 18H,
CH,CH,COO), 1.45 (s, 81H, COOC(CHa)s) ppm;

13C-NMR (75.47 MHz, CDCls): 6 172.74 (CH,COQ), 170.38 (CH>,CONH),
92.56 (O2NC), 80.64 (COOC(CHs3)3), 57.54 (CONHC(CH.,)3), 31.24, 31.19,
29.81, 29.71(CH,CH,COO, CH,CH,CONHR) 28.03 (COOC(CHs)3) ppm;
MALDI-ToF-MS m/z 1492 [M + Na]' (M = 1468.93 berechnet fir
C76H132N4023).
9-Cascade:aminomethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):propanséaure-tert-

butylester (31)

Zu einer Loésung aus 160 mg (0.11 mmol) Nitroverbindung 054><

(30) in 15 ml trockenem Methanol wurden 150 mg frisch :N ?OOX
hergestelltes Raney-Nickel zugegeben und 5 d unter . ° OJT
Wasserstoff-Atmosphare bei RT hydriert. Die Lé6sung wurde o ‘ N 6@(
Uber Celite filtriert und das Lésungsmittel in vacuo entfernt. . ° O o
Saulenchromatographische Reinigung des Ruckstandes an ™ K
Kieselgel (CY/EE 1:2 — CY/EE/MeOH 1:2:1) lieferte das ° 020%

Produkt als weiRen Schaum.

Ausbeute:; 149 mg (0.1 mmol, M = 1439.89 g mol™) 94 %;
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 6.15 (br. s, 3H, NH), 2.24 (m., 24H,
CH,CH,COO, CH,CH,CONH), 1.91 (me, 18H, CH.CH,COO, 1.62 (me, 6H,
CH,CH,CONH), 1.45 (s, 81H, COOC(CHs)s ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): § 172.64 (COOC(CHs3)s), 172.35 (CH,CONR),
80.42 (COOC(CHs)s), 57.31 (HaNC), 52.61 (CONHC(CH,)s), 34.97, 31.39,
29.82, 29.73(CH,CH,COOC(CHs)s, CH,CH,CONR), 27.96 (CH,COOC(CHa)s)

ppm;

MALDI-ToF-MS m/z 1440.7 [M + H]+ (M = 1438.95 berechnet fur
C76H134N4021).

9-Cascade:6-N-carbobenzyloxy-aminocapronsadure:amidomethan[3]:(2-

aza-3-oxopentyliden):propansdure-fert-butylester (34)

1.79 g (1.2 mmol) des Amins (31) wurden RS
in 50 ml trockenem CH>Cl> gelést und mit O?Zio{(}\/
512 mg (2.0 mmol) 6-N-Cbz-Amino- RS
capronsaure (32) und 270 mg (2.0 mmol) i LA‘/“*J\”/O’%
HOBt versetzt. Bei 0 °C wurden 252 mg ©A0)kmmo{ 0 ’ >OO/\
(2.0 mmol) DIC =zugetropft und das j§i07<
Reaktionsgemisch anschlieRend 12 h bei R

N

RT gerUhrt. Entstandener Feststoff wurde
abfiltriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde in
wenig MeOH aufgenommen, anschlieBende GPC an Sephadex LH-20

(MeOH) lieferte das Produkt als weillen Schaum.
Ausbeute: 731 mg ( 0.44 mmol, M = 1687.18 g mol) 36 %;
"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7.7 (br. s, 1H, CONHC(CHy>)3), 7.35 (m, 5H,

Aryl-H), 6.15 (br. s, 3H, CONHC(CH,)s), 5.27 (br. t, 1H, OCONHCH,), 5.1 (s,
2H, Aryl-CHy), 3.2 (g, 2H, OCONHCH>), 2.15 (me, 26H, CCH,CH,CONH),
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195 (m., 24H, CCH.CH.CONH) 15 (mo, 8H, CH,) 143 (s, 81H,
COOC(CHs)3) ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): 5 173.36, 172.93 (CO), 172.73 (COOC(CHs3)3),
156.52 (OCON), 136.8, 12843, 128.08, 127.94, (Aryl-C), 80.61
(COOC(CHs)s), 66.43 (CHy-Aryl) 57.46, 57.39 (NHC(CH,)s), 40.87, 37.07
(CHp), 31.94, 3173, 29.76, 29.66, 29.57 (CCH.CH,CONH), 28.08
(COOC(CHs)s), 26.26, 25.25 (CH,) ppm:

MALDI-ToF-MS m/z 1709 [M + Na]+ (M = 1686.07 berechnet fur
CooH151N5024).

9-Cascade:6-aminocapronsaure:amidomethan[3]:(2-aza-3-

oxopentyliden):propanséaure-tert-butylester (35)

731 mg (0.44 mmol) des N-Cbz-geschutzten

Ta
Amins (34) wurden in 20 ml trockenem Methanol %OTO/V
gelést, mit 20 mg Pd/C versetzt und unter ni n%o{/
Wasserstoff-Atmosphare 12 h gerthrt. Die Y %T 5 0074
Reaktionsmischung wurde Uber Celite filtriert und 2,

das Loésungsmittel eingeengt. Der RuUckstand of & °><7<
wurde in  wenig MEOH  aufgenommen, ><
anschlieRende GPC an Sephadex LH-20 (MeOH) lieferte das Produkt als

weillen Schaum.
Ausbeute: 629 mg ( 0.41 mmol, M = 1553.05 g mol) 93 %;
"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7.65 (br. s, 1H, NH), 6.15 (br. s, 3H, NH), 2.72

(t, 2H, CH,NH,), 2.2 (ms, 26H, CH, CCH.CH.CONH), 1.95 (mo, 24H,
CCH,CH,CONH), 1.64 (Mo, 4H, CH,), 1.44 (s, 83H, CH,, COOC(CHs)s) ppm:
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C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & 173.38, 172.86 (CONH), 172.65
(COOC(CHs)s), 80.54 (COOC(CHa)s), 57.4, 57.35 (NHC(CHa)s), 41.82, 37.11
(CH,), 33.43 (CH.NH,), 31.89, 31.69, 29.73 (CCH,CH,CONH), 28.04
(COOC(CHs)s), 26.28, 25.2 (CH>) ppm:;

MALDI-ToF-MS: m/z 1552 [M + H]* (M = 1552.04 berechnet fir
Ce2H145N5022).
9-Cascade:N-carbobenzyloxy-triglycinyl:amidomethan[3]:(2-aza-3-

oxopentyliden):propanséaure-tert-butylester (36)

300 mg (0.21 mmol) des Amins (31) RIS
wurden mit 70 mg (0.21 mmol) N-Cbz- ’

aaS
Triglycin (33) sowie 30 mg (0.22 mmol) oM 8 OJT
HOBLt versetzt und in 30 ml trockenem @AOXNWH%NW“ I “%OA(
H o H o S 5 07(

aminfreien DMF gelést. 45 mg

(0.22 mmol) DCC wurden zugesetzt, OJS\/O;K
51 mg DIPEA zugegeben und der ~

Ansatz bei RT Uber Nacht gerthrt. Es wurde eingeengt, filtriert und das
Lésungsmittel in vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde in wenig Methanol
aufgenommen, und der GPC an Sephadex LH-20 (MeOH) unterworfen, die

das Produkt als weilRen Schaum lieferte.

Ausbeute: 330 mg (0.19 mmol, M = 1745.18 g mol) 90 %;

"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7.85 (br. t, 1H, NH), 7.65 (br. t, 1H, NH), 7.5 (br.
s, 1H, NH), 7.3 (m¢, 5H, Aryl-H), 6.45 (br. t, 1H, NH), 6.35 (br. s, 3H, NH), 5.1
(s, 2H, CHx-Aryl) 4.15 (d, 2H, CHzNH), 3.95 (d, 2H, CH;NH), 3.85 (d, 2H,
CH2NH), 2.15 (m, 24H, CH,CH,COR), 1.95 (m., 24H, CH,CH,COR), 1.45 (s,
81H, COOC(CHs3)3 ppm;
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3C-NMR (75.47 MHz, CDCls): & 173.21, 172.99, 172.79, 172.6, 170.67,
168.96, (CO), 136.19, 128.51, 128.15, 127.99, (Aryl-C), 80.78, 80.62
(COOC(CHs)s), (CONHCCH,), 67.03 (Aryl-CH,), 58.43, 57.39 (NHC(CH,)s),
44.58, 44.42, 43.02 (CONHCH,), 31.42, 30.91 (CH,CH,CONH), 29.87, 29.79
(CH,CH>COOC(CHa)s), 28.07 (C(CHs)s) ppm:

MALDI-ToF-MS m/z 1768 [M + Na]+ (M = 1744.06 berechnet far
CooH149N7026).

9-Cascade:triglycin:amidomethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):

propansaure-tert-butylester (37)

300 mg (0.17 mmol) des N-Cbz- PN

geschutzten Amins (36) wurden in 30 ml ojzzcio(k

trockenem Methanol gel6st, mit 20 mg Pd/C o™ OZ ojy

versetzt und unter Wasserstoffatmosphére o ﬁ(“ﬂuﬁ(n%é/néoj(

12 h gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde ° ° HNO © O%
<

ber Celite filtriert und die Lésung ﬁ
eingeengt. Der Ruckstand wurde in wenig o><° P

Methanol aufgenommen, anschlieRende
GPC an Sephadex LH-20 (MeOH) lieferte das Produkt als weiRen Schaum.

Ausbeute: 265 mg ( 0.16 mmol, M = 1611.05 g mol™") 94 %:;

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 7.91 (br. t, 1H, NH), 7.62 (br. s, 1H, NH), 6.41
(br. t, 1H, NH), 6.33 (br. s, 3H, NH), 4.21 (d, 2H, NHCH,CO), 3.72 (m., 4H
NHCH,CO), 2.22 (M, 18H, CCH,CH,CO), 2.05 (me, 18H, CCH,CH,CO), 1.43
(s, 81H, COOC(CHa)s) ppm:;

"®C-NMR (75.47 MHz, CDCls) & 173.13, 172.92, 172.87, 170.54, 168.81,

(CO), 8064, 8061, 8054 (COOC(CHs);), (CONHCCH,), 62.89
(NCOCH,NH,), 58.24, 57.64, 57.32 (NHC(CH,)s, 44.23, 42.64 (CONHCH,),
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31.42, 30.97 (CH,CH,CONH), 29.93, 29.84 (CH,CH,COOC(CHa)s), 28.07
(C(CHa)3) ppm;

MALDI-ToF-MS m/z 1646 [M + Na]' (M = 1610.02 berechnet fur
Ce2H143N7024).
9-Cascade:6-amidobiotinyl-capronsédure:amidomethan[3]:(2-aza-3-

oxopentyliden):propanséaure-tert-butylester (39)

150 mg (96 umol) des Amins (35)

wurden in 10 ml trockenem CH.Cl, %(}74
gelést, 37 mg (0.11 mmol) des R X
aktivierten Biotin Derivates (38) wurden OHN ° o OJY
zugegeben und die Lésung bei RT s ON/\/\/Y“’ én 50%
gerihrt bis das Edukt nicht mehr wh" H T oA
nachweisbar war (MALDI). Das :}?\AOK
Lésungsmittel wurde in vacuo entfernt, O°><O/ O><

der Ruckstand in wenig Methanol
aufgenommen und mit Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 (MeOH) gereinigt.

Das Produkt wurde als weiller Schaum isoliert.

Ausbeute: 148 mg (83 umol, M = 1779.35 g mol™") 81 %:

'H-NMR (500 MHz, CDCls):  7.22 (br. t 1H, CONHCH,), 6.95 (br. s, 1H,
CONHC), 6.65 (br. s, 3H, CONHC), 6.48 (br. s, 1H, CONHC), 5.55 (br. s, 1H,
CONHC), 4.52 (me, 1H, SCH,CH), 4.34 (m., 1H. SCHRCH), 3.18 (me, 1H,
SCHR), 2.85 (dd, 1H, SCHy-ex0), 2.74 (m ~ d, 1H, SCHy-endo), 2.18 (M,
28H. CHa, CCH,CH,CONH), 1.92 (me, 24H. CCHoCH,CONH), 1.83 (me, 2H,
CHo), 165 (me, 6H, CHy), 151 (me, 4H, CHo) 144 (s, 83H CHp,
COOC(CHs)s) ppm;
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C-NMR (12547 MHz, CDCls): 17359, 173.33 (CONH), 172.89
(COOC(CHs)s), 163.92 (NCON), 80.54 (COOC(CHs)s), 60.94, 60.34
(SCH,CH, SCHRCH), 57.82, 57.20 (NHC(CH,)s), 55.49 (SCHR), 40.01,
38.56, 36.39 (CHy), 31.69, 31.51 29.81 29.77 (CCH,CH,CONH), 28.49 (CH,),
28.06 (COOC(CHs)3), 27.78, 27.64, 25.81, 25.27, 24.86 (CH,) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 1802 [M + Na]* (M = 1778.12 berechnet flr

CooH159N7024S).

9-Cascade:6-amidobiotinyl-capronsédure:amidomethan[3]:(2-aza-3-

oxopentyliden):propanséaure (40)

148 mg (83 mmol) des (Bu-Esters (39) o
wurden in 10 ml Trifluoressigsaure geldst 35:0(0H
und 10 min bei RT geruhrt. Das . 0 HOO >
Lésungsmittel wurde daraufhin in vacuo bei meﬁgn 8 N%gw
RT entfernt. Die praparative HPLC des " ONH OHN 0 o

Ruckstandes an RP-8 Kieselgel (A =
Wasser, B = ACN, 10 % B — 60 % B, 10

mil/min, 70 min, RZ 32 min) lieferte ein weilRes Lyophyllisat.

Ausbeute; 94 mg (73 umol, M = 1274.39 g mol™) 89 %;

'H-NMR (500 MHz, MeOH-D.): & 4.51 (me, 1H, SCH,CH), 4.34 (me, 1H,
SCHRCH), 3.15 (m, 1H, SCHR), 2.89 (dd, 1H, SCHy-ex0), 2.71 (m ~ d, 1H,
SCH-endo), 225 (ms, 18H, CH,COOC(CHs)s), 2.18 (me, 10H, CHo,
CCH,CH,CONH), 2.05 (me, 18H, CCH,CH,CONH), 1.92 (m., 8H,
CCH,CH,CONH), 1.75 (me, 2H, CHy), 1.65 (me, 2H, CH>), 1.55 (mc, 2H, CHy),
1.47 (me, 2H, CHy), 1.36 (mc, 2H, CH>) ppm:

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D,): & 177.12 (COOH), 176.11, 175.58
(CONH), 63.29, 61.67 (SCH,CH, SCHRCH), 58.59 (NHC(CH,)s), 56.92
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(SCHR), 41.06, 40.21, 36.89 (CH,), 31.93, 30.44 (CCH,CH,CONH), 30.19,
29.65, 29.43 (CH,), 29.25 (COOC(CHs)s), 27.54, 26.95, 26.63 (CH2) ppm;

MALDI-ToF-MS: 1297 m/z [M + Na]+ (M = 1273.55 berechnet fur
CseHa7N7024S).

BPRu-B-ala-L-asp-(9-cascade:6-aminocapronsaure:amidomethan[3]:(2-
aza-3-oxopentyliden):propansdaure-tert-butylester)-L-asp-(9-cascade:6-
aminocapronsdure:amidomethan[3]:(2-aza-3-
oxopentyliden):propanséure-tert-butylester)-p-ala-L-asp(O-tBu)-3-ala-L-
asp(O-tBu)-L-lys(N-Boc) (44)

40 mg (23 umol) des BPRu-Peptids ¥ - O O/%
(42) und 155 mg (102 pumol) des 5(0 Y
Amins (35) wurden unter Argon im >LVM O
Braunglaskolben in 10 mi 7 O 1\1
H X

trockenem aminfreien DMF gel6st. F {(
Bei 0 °C wurden 26 mg (69 umol) ~ &mwgi I“Wg“iu“*u/ ﬁ
HATU zugegeben, der Ansatz g e P &

langsam auf 40 °C erwarmt und 34

ul (200 pmol) DIPEA zugesetzt. Es )/%er

o / o
wurde 56 h bei 40 °C gerihrt, das 7/\7L o
Oy 00 2, RN
Lésungsmittel in vacuo entfernt, der #/A%\O\/ A

Ruckstand in wenig Methanol
aufgenommen und mit Hilfe der GPC an Sephadex LH 60 (MeOH) gereinigt.
Man erhielt das Produkt als roten, amorphen Feststoff.

Ausbeute:; 101 mg (21 umol, M = 4809.01 g mol™) 91%:

ESI-MS: m/z 2403.54 [MJ?* (M = 4806,79 berechnet fir Cz47HagsN260s1RUZ):;
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MALDI-ToF-MS (6-ATT): m/z 4800 [M + Na]* (M = 4806.79 berechnet fur
Co47HagsN260s1RU").

BPRu-B-ala-L-asp-(9-cascade:6-aminocapronsaure:amidomethan[3]:(2-
aza-3-oxopentyliden):propansdure)-L-asp-(9-cascade:6-
aminocapronsdure:amidomethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):

propansdaure)-$-ala-L-asp-p-ala-L-asp-L-lys (45)

60 mg (12 umol) des {Bu- H°o oH OH
Esters (44) wurden in 5 ml H°o W, \00°”
95 %iger  Ameisenséaure :éw
gelést und 12 h bei RT j/\\\L
geruhrt. Anschlielend wurde

das Ld&sungsmittel in vacuo

mit 50 ml Toluol versetzt und E im “rﬁ;(“f idgi

entfernt. Praparative HPLC
des Ruckstandes an RP-8

Kieselgel (A = Wasser 0.1 % i%%
TFA, B = ACN 0.1 % TFA, 5 O)m W

% B —> 70 % B. 10 ml/min, 80 e 1o oo

min, RZ 61 min) lieferte ein orangerotes Lyophyllisat.
Ausbeute: 39 mg (11 umol, M = 3586.77 g mol™) 91%:

HPLC: RZ = 45.59 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser 0.1 % TFA, B
=ACN 0.1 % TFA, 0 % B 10 min— 0 % B — 40 % B 60 min, 1 ml/min];

MALDI-ToF-MS (HCCA): m/z 3585 [M + H]" (M = 3585.48 berechnet fur
C162H230N26059RU").
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BPRu-B-ala-L-asp-(9-Cascade:6-aminocapronsaure:amidomethan[3]:(2-
aza-3-oxopentyliden):propansdure)-L-asp-(9-cascade:6-
aminocapronsdure:amidomethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):

propansdaure)-f-ala-L-asp-p-ala-L-asp-L-lys(N-maleinamidocapryl) (46)

39 mg (11 umol) des Amins (45)

wurden in 40 ml Phosphatpuffer j)\?ﬁ
(0.5 M, pH 8) gelsst und mit 20 mg % Qf
(65 umol) MHS-Kupplungsreagenz .

(12) in wenig DMSO versetzt. Der

Ansatz wurde bei RT geruhrt, bis ~

das Edukt nicht mehr nachweisbar ‘/ g:“w\

war (MALDI), anschlielRend wurde ~ &f
\

mit TFA auf pH 4 eingestellt. Die %%

Préparative HPLC des Rickstandes m “
an RP-8 Kieselgel (A = Wasser 0.1 W
% TFA, B = ACN 0.1 % TFA, 10 % B — 65 % B, 10 ml/min, 60 min, RZ 41

min) lieferte ein orangerotes Lyophyllisat.
Ausbeute: 35 mg (9 umol, M = 3779.97 g mol™) 82%:

HPLC: RZ = 53.71 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser 0.1 % TFA, B
=ACN 0.1 % TFA, 0 % B 10 min— 0 % B — 40 % B 60 min, 1 ml/min];

MALDI-TOF-MS (HCCA): m/z 3782 [M]" (M = 377856 berechnet fur
C172H241N27062RU").
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9-Cascade:nitromethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):propanséaure (47)

400 mg ( 0.28 mmol) des tBu-Esters (30) wurden in 10 ml o= on

96 %iger Ameisenséaure geldst und 12 h bei RT geruhrt. Die HN oH

Ldsung wurde dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert. Der o Oy o

OH
Ruckstand wurde in warmem Aceton aufgenommen, Uber o~ ‘ %\8
o "OH

Celite filtriert und das L&sungsmittel in vacuo entfernt. Der o S on
HN

Ruckstand wurde in 10 %iger NaOH gelést und mit konz. HCI }C(}:H

angesauert, um einen weillen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 241 mg (0.25 mmol, M = 964.92 g mol™) 89 %;

"H-NMR (300 MHz, MeOH-D.): 5 2.35 (m ~ t, 18H, CH,CH,COOH), 2.25 (me,
12H, CCH,CH.CONHR), 2.05 (m ~ t, 18H, CH,CH,COOH);

3C-NMR (75.47 MHz, DMSO-Dg): & 174.56 (CH,CH,COOH), 170.53
(CONHR), 93.39 (O.NC), 56.49 (CONHC(CHa)s), 31.21, 30.16, 29.08, 28.13

(CHCH>COOCCH3, CH2CH>,CONR);

MALDI-ToF-MS (HCCA): m/z 987 [M + Na]* (M = 964.36 berechnet fur
C40HsoN4O23).
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9-Cascade:nitromethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):propan-(1-

amidoethyl-p-D-glucopyranosid) (49)

glucopyranosids (48), 365 mg (2.8 mmol) HOBt und
261 mg (0.27 mmol) der Nonasaure (47) wurden in § o o

2453 g (11.2 mmol) des (2-Aminoethyl)-B3-D- %

40 ml trockenem DMF gelést. Es wurden 578 mg o L, H/ %é“
(2.8 mmol) DCC zugegeben und der Ansatz 12 h ““ oNo el
bei RT gerohrt. Es wurde filtriert und das %w Qo

Lésungsmittel in vacuo entfernt. Der Ruckstand S

wurde in Methanol aufgenommen und mit Hilfe der :}Y&W T:W’SH
GPC an Sephadex LH-20 gereinigt. Die ersten &7  ®

Produktfraktionen wurden vereinigt und das %
Lésungsmittel in vacuo entfernt. Praparative HPLC %’” Ho\ o
des Ruckstandes an RP-18 Kieselgel (A = Wasser, on
B =ACN, 5% B — 55 % B, 10 ml/min, 80 min, RZ 23 min) lieferte ein
farbloses Lyophyllisat.

Ausbeute: 35 mg (12 umol, M = 2811.79 g mol™) 4 %;

HPLC: RZ = 15.13 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B 10 min— 0 % B — 40 % B 60 min, 1 ml/min];

'H-NMR (500 MHz, D20): & 4.59 (d, 9H, J12 = 8 Hz, 9 H-1), 4.09 (m,, 9H,
CH>CHHO), 4.04 (dd, 9H, Js6 = 2.2 Hz, Jse = 12.4 Hz, 9 H-6), 3.89 (m, 9H,
CH>CHHO), 3.84 (dd, 9H, Js¢ = 6 Hz, Jss = 12.4 Hz, 9 H-6'), 3.63 (dd ~ t, OH,
J23=9.1 Hz, 9 H-3), 3.58 (m¢, 9H, 9 H-5), 3.55, (m¢, 18H, NHCH>CH0), 3.51
(dd, 9H, J45=9.9 Hz, J43 = 9 Hz, 9 H-4), 3.42 (dd, SH, J23=9.3 Hz, J;1=7.9
Hz, 9 H-6), 2.36 (m¢, 30H, CCH,CH>CO), 2.1 (m¢, 18H, CCH>CH>CO) ppm;

C-NMR (12547 MHz, D,0): & 178.6 (CONHCH,CH,0), 176.43
(CONHC(CHa)s, 105.06 (C-1), 78.64 (C-5), 78.37 (C-3), 75.8 (C-2), 72.35 (C-
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4), 71.06 (CONHCH.CH,0), 63.47 (C-8), 60.81 (NHC(CH,)s), 42.07
(CONHCH,CH,0), 32.56, 32.34 (CCH,CH,CO) ppm:

MALDI-ToF-MS (HCCA) m/z 2787 [M—N02+Na]+ (M = 2810.22 berechnet fur
C112H195N1306s).

9-Cascade:nitromethan[3]:(2-aza-3-oxopentyliden):propan-(1-

amidoethyl-B-D-mannopyranosid) (52)

500 mg (2.24 mmol) des (2-Aminoethyl)-B-D- O
mannopyranosids (51), 540 mg (3 mmol) HATU Q/CO
und 160 mg (0.17 mmol) der Nonasaure (47) SO oH O

wurden 1h in vacuo getrocknet und anschlielRend o oﬁm o o

in 20 ml trockenem DMF gelést. 530 pl DIPEA }/Yoﬂ HJO&H

wurden zugesetzt und der Ansatz 12 h bei RT " H o~ oH
geruhrt. Es wurde filtriert und das Lésungsmittel in > ° Név\o % on b
vacuo entfernt. Der Ruckstand wurde in Methanol = ONHH n=a Y
aufgenommen und mit Hilfe der GPC an Sephadex O{ENAH\V\%HOH
LH-20 gereinigt. Die Produktfraktionen wurden SO ° SOHO ”

vereinigt und das Lésungsmittel in vacuo entfernt, Ho$ ”53 or
der Ruckstand wurde in 0.5 M Phosphatpuffer (pH on

8) aufgenommen. Praparative HPLC an RP-8 Kieselgel (A = Wasser, B =
ACN, 0 % B — 50 % B, 10 ml/min, 60 min, RZ 28 min) lieferte ein farbloses
Lyophyllisat.

Ausbeute: 32 mg (11 umol, M = 2811.79 g mol™) 7 %;

HPLC: RZ = 15.27 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B 10 min— 0 % B — 40 % B 60 min, 1 ml/min];

"H-NMR (500 MHz, D,0): & 4.85 (m, 9H, 9 H-1), 3.92 (dd, 9H, J1» = 2.1 Hz,
Jos= 3.3 Hz, 9 H-2), 3.86 (dd, 9H, Jss = 1.9 Hz, Jse = 12.3 Hz, 9 H-6), 3.78
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(dd, 9H, J23=3.3 Hz, J34=9.2 Hz, 9 H-3), 3.77 (m¢, 9H, NHCH,CHHO), 3.74
(dd, 9H, Jse = 11.9 Hz Js = 5.9 Hz, 9 H-6'), 3.63 (dd ~ t, 9H, J34=9.1 Hz, 9
H-4), 3.57 (m¢, 9H, NHCH,CHHO), 3.55 (m;, 9H, 9 H-5), 3.45, (m., 9H,
NHCH,CHHO), 3.37, (m., 9H, NHCH,CHHO), 2.34 (m., 30H, CCH.CH.CO),
1.95 (m¢, 18H, CCH2,CH,CO) ppm;

SC-NMR (125.47 MHz, D,0): & 178.47 (CONHCH,CH.0), 176.07
(CONHC(CHa)s, 102.21 (C-1), 75.43 (C-5), 73.08 (C-3), 72.6 (C-2), 69.28 (C-
4), 68.36 (CONHCH.CH.,0), 63.5 (C-8), 60.56 (NHC(CH.)s), 41.58
(CONHCH,CH,0), 32.54 (CCH,CH,CO), 32.41 (CONHCH,CH,0) ppm:

MALDI-ToF-MS (HCCA) m/z 2787 [M—N02+Na]+ (M = 2810.22 berechnet fur
C112H195N1306s).

3-Cascade:nitromethan[3]:propan-(1-amidopentyl-B-L-fucopyranosid)
(54)

50 mg (0.2 mmol) des Aminofucosids (53) wurden mit e
15 mg (0.06 mmol) der Trisaure (27) und 84 mg (0.22 Hof‘?\ZOHOK\\
mmol) HATU versetzt und in 2 ml trockenem DMF
gelést. AnschlieRend wurde die Lésung auf O °C
abgekuhlt, 37 ul (0.22 mmol) DIPEA zugegeben und —o /0
der Ansatz 6 h bei RT gerthrt. Das Lésungsmittel "°

wurde in vacuo entfernt, der Ruckstand in Methanol aufgenommen und mit
Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 gereinigt. Man erhielt das Produkt als

farblosen amorphen Feststoff.
Ausbeute: 40 mg (41 umol, M = 971.09 g mol™) 66 %;

HPLC: RZ = 25.03 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 5 %
B — 60 % B 70 min, 1 ml/min];
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"H-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): 5 4.18 (m ~ d, 3H, J12 = 7.7 Hz, 3 H-1), 3.85
(Me, 3H, OCHH), 3.61 (M, 6H, 3 H-5, 3 H-4), 3.52 (me, 3H, OCHH), 3.46 (M,
6H, 3 H-2, 3 H-3), 3.16 (Me, 6H, NHCH>), 2.24 (me, 6H, CCH,CH,CONH),
217 (me, 6H, CCH.CH,CONH), 1.63 (m., 6H, OCHHCH,), 1.52 (me, 6H,
CH,CHoCHa), 1.41 (me, 6H, CH2CH,NH), 1.26 (d, 9H, J = 6.5 Hz, 6-CHg) ppm:

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D.): & 173.94 (CONH), 104.78 (C-1), 75.15 (C-
2), 73.02 (C-4), 72.32 (C-3), 71.83 (C-5), 70.44 (OCHH), 40.42 (NHCH,),
32.16, 31.18 (CCH.CH,CO), 30.37 (OCHHCH,), 30.00 (CH,CH,CH,), 24.42
(CH,CH,NH), 16.79 (6-CHg) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 947 [M-NO.+Na]* (M = 970.52 berechnet flr
Ca3H7sN4O20).

3-Cascade:aminomethan[3]:propan-(1-amidopentyl-3-L-fucopyranosid)
(55)

40 mg (41 umol) der Nitroverbindung (54) wurden /é\\oz
. . . HO oa/\/\’\
in 20 ml trockenem Methanol gelést und mit 1 g SO

Raney-Nickel versetzt. Die Mischung wurde 7 d bei %%WS%NHZ
RT hydriert, Uber Celite filtriet und das ™ /\/J” o

Losungsmittel in vacuo entfernt. Praparative HPLC /5

HO
HO

des Ruckstandes an RP-8 Kieselgel (A = Wasser
0.1 % TFA, B=ACN 0.1 % TFA, 5 % B — 55 % B, 10 ml/min, 80 min, RZ 14

min) lieferte ein farbloses Lyophyllisat.
Ausbeute: 28 mg (29 umol, M = 941.11 g mol™) 72 %;

"H-NMR (500 MHz, MeOH-D.): & 4.27 (d, 3H, J12= 7.8 Hz, 3 H-1), 3.81 (m,,
3H, 3 OCHH), 3.69 (m ~ q, 3H, 3 H-5), 3.65 (m ~ d, 3H, 3 H-4), 3.54 (M, 3H,
3 OCHH), 3.48 (dd, Js4= 3.5 Hz, J32= 9.9 Hz, 3 H-3), 3.37 (dd, J23= 9.8 Hz,
3H, 3 H-2), 3.11 (me, 6H, 3 NHCHy), 2.27 (me, 6H, 3 CCH,CHCONH), 1.89
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(Me, BH, 3 CCH,CH,CONH), 1.56 (me, 6H, 3 OCHHCH,), 1.44 (ms, 6H, 3
CH,CHoCHa), 1.31 (me, 6H, 3 CH,CHoNH), 1.19 (d, 9H, J = 6.6 Hz, 3 6-CH3)

ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D.): & 176.46 (CONH), 104.96 (C-1), 75.28 (C-
2), 73.65 (C-4), 73.19 (C-3), 72.81 (C-5), 72.61 (OCHH), 60.13 (C(CHa)3),
41.71 (NHCHp), 33.21, 31.57 (CCH,CH,CO), 30.71 (OCHHCH,), 30.27
(CHCH2CH>), 24.77 (CH,CH,NH), 17.71 (6-CHs) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z 963 [M + Na]" (M = 940.55 berechnet fur C4sHsoN4O1s).

4-(2-Carboxyethyl)-4-(9-fluorenylmethoxycarbonyl-aminoheptan)-1,7-

disdure (56)

1.21 g (4.64 mmol) Fmoc-Chlorid wurden mit 1.93g o o

(4.64 mmol) des Aminotriesters (28) in 30 ml o i

1 A O
CoH4Cl, geldst, 1 ml DIPEA wurde zugesetzt und ™ H .
das Reaktionsgemisch 3 h bei RT geruhrt. Ho Mo O

Anschliellend wurden 10 ml TFA zugesetzt, nach 3 h wurde mit 50 ml C2H4Cl,
verdunnt und das Loésungsmittel in vacuo bei RT entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung des Ruckstands an RP-18 Kieselgel
(Lobar® Gr. C, A = Wasser B = ACN, 55 % B, 15 ml/min, 2 Laufe) lieferte ein
farbloses Lyophyllisat.

Ausbeute: 1.82 g (3.89 mmol, M = 469.35 g mol™) 83 %;

HPLC: RZ = 24.38 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 10
% B — 80 % B 60 min, 1 ml/min];

"H-NMR (300 MHz, MeOH-D.): § 7.84 (d, 2H, Aryl-H), 7.7 (d, 2H, Aryl-H), 7.39
(Me, 4H, Aryl-H), 4.42 (d, 2H, Fmoc-CHCHy), 4.23 (t, 1H, Fmoc-CHCH,), 2.27

(Me, 6H, CCH2CH,CO), 1.97 (me, 6H, CCH,CH,CO) ppm:
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3C-NMR (75.47 MHz, MeOH-Ds): & 177.12 (COOH), 157.45 (OCONH),
145.39, 142.64, 128.75, 128.18, 120.89 (Aryl-C), 66.81 (Fmoc-CHCH,), 57.44
(NHC(CH.)3), 30.56, 29.12 (CH,CH,CO) ppm.

3-Cascade:9-fluorenyl-methoxycarbonyl-aminomethan[3]:propan-(1-

amidopentyl-B-L-fucopyranosid) (58)

105 mg (0.42 mmol) des Aminofucosids %O

HO
(53) wurden mit 66 mg (0.14 mmol) der ™ o ]
Trisdure (566) und 171 mg (0.45 mmol) %ﬁwf\}mko
HATU versetzt. Diese Mischung wurde in " e ° O

2 ml trockenem DMF geldst. Anschlief3end Wﬁ'

wurde die Lésung auf O °C abgekthlt, 92 ul (0.54 mmol) DIPEA wurden
zugegeben und der Ansatz 6 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde in
vacuo entfernt, der Ruckstand in wenig Methanol aufgenommen und mit Hilfe
der GPC an Sephadex LH-20 gereinigt. Das Produkt wurde in Form eines

farblosen amorphen Feststoffes erhalten
Ausbeute: 64 mg (55 umol, M = 1163.35 g mol™) 39 %;

HPLC: RZ = 39.41 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B — 70 % B, 60 min, 1 ml/min];

"H-NMR (500 MHz, MeOH-D.): & 7.85 (d, 2H, Aryl-H), 7.73 (d, 2H, Aryl-H),
7.44 (me, 2H, Aryl-H), 7.35 (me, 2H, Aryl-H), 4.36 (m ~ d, 2H, Fmoc-CHCHy),
425 (m ~ t, 1H, Fmoc-CHCHy), 4.19 (m ~ d, 3H, 3 H-1), 3.87 (M., 3H, 3
OCHH), 3.67 (M, 6H, 3 H-5, 3 H-4), 3.54 (M., 9H, 3 OCHH, 3 H-2, 3 H-3),
3.18 (m ~ t, 6H, 3 CHNH), 2.21 (m., 6H, 3 CCH,CH.CONH), 1.97 (m, 6H, 3
CCH,CH-CONH), 1.66 (M, 6H, 3 OCHHCHy), 1.55 (m¢, 6H, 3 CHCH2CHy),
1.45 (me, 6H, 3 CH,CHoNH), 1.28 (d, 9H, J = 6.4 Hz, 3 6-CHa) ppm:;
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3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-Ds): & 175.69, 175.58 (CONH), 145.44,
142.61, 128.78, 128.19, 126.31, 120.95 (Aryl-C), 104.79 (C-1), 75.16 (C-2),
73.04 (C-4), 72.33, (C-3), 71.84 (C-5), 70.64 (OCHH), 67.11 (Fmoc-CHCHy),
57.89 (NHC(CH,)s), 40.42 (NHCH,), 30.39, 30.08 (CCH.CH.CO), 30.71
(OCHHCH,), (CH,CH,CHy), 24.44 (CH,CHoNH), 16.81 (6-CHg) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 1186 [M + Na]+ (M = 1162.61 berechnet fur
CssHaoN4O20).

3-Cascade:9-fluorenyl-methoxycarbonyl-aminomethan[3]:propan-(1-N-

isopropyl-amidopentyl-B-L-fucopyranosid) (59)

123 mg (0.42 mmol) des Aminofucosids &2
(57) wurden mit 66 mg (0.14 mmol) der  w"™ o
Triséure (56) und 171 mg (0.45 mmol) o oS o .O

O

i-PrN_ QO

HATU versetzt und in 5 ml trockenem Ho"

/\/\/lNi-Pro

(¢}

DMF gel6ést. AnschlieRend wurde die °/ o
Lésung auf 0 °C abgekuhlt, 92 ul (0.54 o

mmol) DIPEA wurden zugegeben und der Ansatz 6 h bei RT geruhrt. Das
Lésungsmittel wurde in vacuo entfernt, der Ruckstand in Methanol
aufgenommen und mit Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 gereinigt. Man

erhielt das Produkt als farblosen amorphen Feststoff.
Ausbeute: 120 mg (93 pmol, M = 1289.59 g mol™) 66 %:

"H-NMR (500 MHz, MeOH-D.): 5 7.81 (mc, 2H, Aryl-H), 7.69 (me, 2H, Aryl-H),
7.39 (Me, 2H, Aryl-H), 7.32 (M, 2H, Aryl-H), 4.31 (mc, 2H, Fmoc-CHCH>), 4.21
(Me, 1H, FMoc-CHCH,), 4.15 (me, 3H, 3 H-1), 3.79 (M., 3H, 3 OCHH), 3.58
(Me, BH, 3 H-5, 3 H-4), 3.51 (M., 3H, 3 OCHH), 3.44 (m., 6H, 3 H-2, 3 H-3),
3.16 (Mo, 6H, 3 CHoNH), 2.36 (M., 6H, 3 CCH,CH,CONH), 1.97 (me, 6H, 3
CCH,CH,CONH), 1.63 (me, 6H, 3 OCHHCH), 1.56 (me, 6H, 3 CHCH,CHy),
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136 (Mo, 6H, 3 CHoCHoNH), 1.25 (me, 9H, 3 OCHCH3), 1.15 (me, 18H, 3
NCH(CHs)2) ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D4): & 174.79, 174.21 (CON), 156.96 (NCOO),
145.33, 142.64, 128.88, 128.26, 126.26, 121.06 (Aryl-C), 104.84, 104.81 (C-
1), 75.19 (C-2), 73.06, 7302 (C-4), 72.33, (C-3), 71.84 (C-5), 70.55, 70.35
(OCHH), 67.32 (Fmoc-CHCH,), 58.11 (NC(CHa)s), 50.01, 49.85 (NCH(CHs)y),
47.83, 45.04, 42.32 (NCH,), 32.14, 31.48, 30.51 (CCH.CH,CO), 30.39, 30.29,
24.84, 24.62 (CH,), 21.53, 20.65 16.82, 16.79 (6-CHs) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 1313 [M + Na]’* (M = 1288.76 berechnet flr

Ce7H108N4020).

3-Cascade:11-thioacetyl-undecyl-carbamoyl-aminomethan[3]:propan-(1-

N-isopropyl-amidopentyl-3-L-fucopyranosid) (61)

120 mg (93 pumol) des Fmoc- NS
geschitzten Fucosids (59) " " i-PrN\< . .
wurden in 4 ml trocknem DMF g\"fogm_ﬁ *”Wsk

gelést, es wurde 1 ml wowgp o
Morpholin zugegeben und 1h Ho”o/

bei RT geruhrt. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt, zum Ruckstand
wurden 30 mg (0.12 mmol) 11-Thioacetyl-undecansaure (60) und 46 mg
(0.12 mmol) HATU zugegeben und das Gemisch 1 h in vacuo getrocknet. Die
Reaktionsmischung wurde unter Argon in 5 ml trocknem DMF gel&st, mit 25 pl
(0.15 mmol) DIPEA versetzt und 18 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel
wurde in vacuo entfernt, der Ruckstand in Methanol aufgenommen und mit
Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 gereinigt, um das Produkt in Form eines

farblosen amorphen Feststoffes zu erhalten.

Ausbeute: 76 mg (58 umol, M = 1309.73 g mol™) 62 %;
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HPLC: RZ = 24.75 min [250/4 LiChrosorp 7um C8, A = Wasser, B = ACN, 20
% B — 90 % B 60 min, 1 ml/min];

"H-NMR (500 MHz, CDCls): & 4.53 (br. sept, NHCH(CHa),), 4.19 (me, 3H, 3 H-
1), 4.06 (br. sept, NHCH(CHs)y), 3.91 (me, 3H, C-1, OCHH), 3.72 (me, 3H, H-
4), 3.59 (Me, 9H, 3 H-2, 3 H-5, 3 H-3), 3.49 (M, 3H, C-1, OCHH), 3.13 (m,
4H, 2 CH,), 2.83 (br. t, 2H, CH.), 2.33 (ms, 8H, 4 CHy), 2.31 (br. s, 3H,
CHsCOS), 2.15 (me, 8H, 4 CH,), 1.61 (me, 16H, 8 CHy), 1.3547 (me, 13H, 2
CH,, 3 6-CH3), 1.18, 1.12 (je d, 18H, 3 NHCH(CHs)) ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, CDCls): 5 196.07 (COS), 173.46, 173.3, 172.83 (CO),
103.19, 103.02 (C-1), 74.33, 74.29, 73.96, 71.62, 71.57, 71.3, 71.17, 70.47
(C-4, C-3, C-2, C-5), 69.57, 68.89 (C-1, OCHH), 57.47 (C(CHa)s), 48.51,
46.03 (NHCH(CHa)), 43.72, 40.97, 37.48, 30.96 (CH,), 30.63 (CHsCOS),
29.48, 29.12, 28.92, 28.81, 28.42, 28.23, 26.15, 26.03, 23.99, 23.52 (CH,),
21.36, 20.50 (NHCH(CHa),), 16.42 (6-CHs) ppm;

MALDI-ToF-MS: m/z 1332 [M + Na]+ (M = 1308.82 berechnet fur
CesH120N4020S).

3-Cascade:11-thioacetyl-undecyl-hexaethylenglycolyl-carbonylethyl-
carbamoyl-aminomethan[3]:propan-(1-amidopentyl-3-L-fucopyranosid)
(63)

7
O
pdho OH’\’\__\
HN O o)
o
00—y NJ\/\"/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\/\/\/\/\/S\"/
e oH N H
o
HO ©
N~ O
/\/\/ H
s
OH
HO

HO

60 mg (0.37 mmol) des Fmoc-geschutzten Fucosids (58) wurden in 4ml
trockenem DMF gel6st, es wurde 1 ml Morpholin zugegeben und das
Gemisch 1 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde in vacuo entfernt, zum
Ruckstand wurden 271 mg (0.44 mmol) des OEG-Alkylthioacetats (62) und
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171 mg (0.45 mmol) HATU zugegeben. Es wurde 1 h in vacuo getrocknet, die
Reaktionsmischung unter Argon in 5 ml trockenem DMF gel&st, mit 85 ul (0.5
mmol) DIPEA versetzt und der Ansatz 48 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel
wurde in vacuo entfernt, der Ruckstand in Methanol aufgenommen und mit
Hilfe der GPC an Sephadex LH-20 gereinigt. Praparative HPLC des
Ruckstandes an RP-8 Kieselgel (A = Wasser, B = ACN, 5 % B — 80 % B,

10 ml/min, 60 min, RZ 52 min) lieferte ein farbloses Ol.

Ausbeute: 24 mg (15 umol, M = 1533.89 g mol™) 5 %;

"H-NMR (500 MHz, MeOH-Dy): & 4.27 (m,, 2H, COOCH.), 4.21 (m,, 3H, 3 H-
1), 3.89 (m¢, 3H, OCHH), 3.75 (m¢, 2H, COOCH,CHy), 3.68 (m., 18H, 9 CH:
OEGQG), 3.66 (m¢, 3H, 3 H-5), 3.63 (m., 3H, 3 H-4), 3.62 (m., 2H, CH>-OEG),
3.57 (m¢, 3H, OCHH), 3.49 (m¢, 8H, 3 H-2, 3 H-3, CH>-OEG), 3.21 (dt, 6H,
NHCH,), 2.91 (t, 2H, CH.S), 269 (m ~ t, 2H, COCH,), 2.54 (m ~ t, 2H,
COCHy,), 2.34 (s, 3H, CH3COS), 2.22 (m,, 6H, CCH,CH>CONH), 2.01 (m,
6H, CCH,CH,CONH), 1.68 (m., 6H, OCHHCHy), 1.56 (m¢, 10H, CH>CH>NH,
2 CHy), 1.48 (m¢, 6H, CH2CH2CHy), 1.35 (m¢, 14 H, 6 CHx>-Alkyl), 1.31 (d, 9H,
J =6.6 Hz, 6-CH3) ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D,): & 175.77, 174.89 (CO), 104.83 (C-1),
75.21 (C-2), 73.06 (C-4), 72.37 (C-3), 71.86 (C-5), 71.58, 71.17 (CH,-OEG),
70.46 (OCHH), 70.08 (COOCH,), 64.99 (COOCH,CH,), 59.04 (C(CH.)s),
40.42 (NHCH,), 31.75 (CH.COO), 31.31, 30.74 (CCH,CH,CO), 30.74, 30.69,
30.57, 30.42, 30.19, 30.13, 29.86, (CH.), 29.79 (CH,S), 24.77 (CH,CH,NH),
16.81 (6-CHg) ppm:

MALDI-ToF-MS: m/z 1557 [M + Na]+ (M = 1532.87 berechnet fur
C72H132N4028S).
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1-N-3-Alanyl-1-desoxy-6-(3-cascade:amidomethan[3]:propansaure-tert-

butylester)-pf-D-glucuronséaure (64)

310 mg (0.31 mmol) des Fmoc-Derivats (25) wurden in % \/l\
20 ml trockenem Methanol gelést, es wurden 5 mg o o ><

Natrium zugesetzt und der Ansatz 3 h bei RT geruhrt.

(@]
lonentauscher Amberlite IR 120 wurde bis zur neutralen &
. N ., HO R “ NH,
Reaktion zugegeben, abfiltriert und mehrfach mit Fo ™~ TOI/\/

Methanol gespult. Das L&ésungsmittel wurde in vacuo
entfernt, der Ruckstand in Methanol aufgenommen und mit Hilfe der GPC an
Sephadex LH-20 (MeOH) gereinigt. Man erhielt das Produkt in Form eines

farblosen amorphen Feststoffes.
Ausbeute: 151 mg (0.23 mmol, M = 661.78 g mol™) 73 %;

HPLC: RZ = 3.54 min [100/4 Chromolith RP 18e, A = Wasser, B = ACN, 0 %
B — 100 % B, 5 min, 6 ml/min];

"H-NMR (500 MHz, MeOH-D.) & 4.82 (d, 1H, Ji2= 9.2 Hz, H-1), 3.66 (d, 1H,
Jas= 9.7 Hz, H-5), 3.39 (dd ~ t, 1H, H-4), 3.31 (dd ~ t, 1H, H-3), 3.17 (dd ~ t,
1H, H-2), 2.82 (Mo, 2H, NHCOCH,), 2.32 (me, 2H, CH2NHz), 2.11 (me, 6H,
CCHCH>), 1.83 (m¢, 6H, CCH,CHy), 1.34 (s, 27H, COOC(CHa)s);

BC-NMR (125.47 MHz, MeOH-D,) 5 175.68 (CONH), 174.49 (COO{Bu),
170.55 (CONH), 81.69 (C(CHa)s), 81.24, 78.65, 78.32, 73.44, 72.67 (C-1, C-2,
C-3, C-4, C-5), 59.01 (NHC(CHa)s), 39.46, 38.66 (CH.CH;NH,), 30.56, 30.51
(C(CH2CHa)s), 28.36 (C(CHa)a);

MALDI-ToF-MS: m/z 684 [M + Na]" (M = 661.38 berechnet fur C31HssN3012).
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1-N-[(9-Fluorenyl-methoxycarbonyl)--alanyl]-1-desoxy-2,3,4-tri-O-acetyl-
6-{3-cascade:amidomethan[3]:propancarbonsaure}-p-D-glucuronsaure
(65)

308 mg (0.3 mmol) des fert-Butylesters
(25), wurden in 20 ml 95 %iger TFA gel6st
und 1h bei RT gerthrt. Es wurden 50 ml O

O.
Toluol zugegeben und das L&sungsmittel AQ &y ’
mN 1S

bei RT in vacuo entfernt. Praparative HPLC e
des Ruckstandes an RP-8 Kieselgel (A = Wasser, B=ACN, 20 % B - 70 %
B, 10 ml/min, 70 min, RZ 39 min) lieferte ein farbloses Lyophyllisat.

Ausbeute:; 177 mg (0.21 mmol, M = 841.81 g mol™) 69 %;

"H-NMR (300 MHz, MeOH-D.): § 7.84, 7.67, 7.42, 7.34 (je m., 8H, Aryl-H),
5.36 (d, 1H, J12= 9.3 Hz, H-1), 5.35 (dd ~ t, 1H, H-3), 5.26 (dd ~ t, 1H, H-4),
5.08 (dd ~ t, 1H, H-2), 4.38 (m., 2H, Fmoc-CH,CH), 4.23 (ms, 1H, Fmoc-
CH,CH), 4.15 (d, 1H, 45 = 9.7 Hz, H-5), 3.41 (m, 2H, B-Ala-COCH,), 2.48
(Mo, 2H, B-Ala-CHoNH), 2.28 (m., 6H, CCH2CHy), 2.06 (m., 6H, CCH.CHy),
2.05, 2.01, 1.99 (je s, je 3H, 3 CHsCOO), ppm;

3C-NMR (75.47 MHz, MeOH-Ds): & 178.28 (COOH), 174.46 (CONH), 171.55,
171.28, 171.01, (CO), 167.97 (CONH), 158.7 (NHCOO), 145.3, 142.58,
128.78, 128.17, 126.18, 120.92 (Aryl-C), 79.05 (C-1), 76.67 (C-5), 74.63 (C-
3), 71.68 (C-2), 70.75 (C-4), 67.73 (CH,CH-Fmoc) 59.29 (NHC(CH,)s), 48.39
(CH,CH-Fmoc), 37.91, (B-Ala-COCHp), 36.98 (B-Ala-CH.NH) 31.15,
(CCH,CH>), 30.2 (CCH,CHy), 20.69, 20.62, 20.55 (CHsCOO0) ppm:

MALDI-ToF-MS (HCCA): m/z 864 [M + Na]* (M = 841.29 berechnet fur
C40H47N3017).
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1-N-[(9-Fluorenyl-methoxycarbonyl)--alanyl]-1-desoxy-2,3,4-tri-O-acetyl-
6-{3-Cascade:amidomethan[3]:propan-(1-amidoethyl-3-D-

mannopyranosid)}--D-glucuronsédure (66)

45 mg des Amins (51) (0.2 mmol), 76 mg wo A\ o

(0.2 mmol) HATU und 50 mg (0.06 mmol) "%

der Trisdure (64) wurden 1 h in vacuo £ OS . ﬁﬁ’“
getrocknet und anschlieRend in 10 ml M g

trockenem DMF gelést. 68 ul DIPEA O)\Q%NH

wurden zugesetzt und der Ansatz 6 h bei ° NHO ) "

RT gerthrt. Es wurde filtriert und das TReoA NCTVNTO .O
Lésungsmittel in vacuo entfernt. Der Q

Ruckstand wurde in Methanol aufgenommen und mit Hilfe der GPC an
Sephadex LH-20 gereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereinigt und das
Lésungsmittel in vacuo entfernt, der Ruckstand wurde in Wasser
aufgenommen, préaparative HPLC Chromatographie an RP-8 Kieselgel
(ACN/Wasser, 5 % — 60 %, 60 min, RZ 52 min) lieferte ein farbloses
Lyophyllisat.

Ausbeute: 43 mg (29 umol, M = 1457.44 g mol™) 50%:

'H-NMR (500 MHz, MeOH-D,) & 7.83, 7.68, 7.43, 7.34 (je m., 8H, Aryl-H),
5.02 (d, 1H, J12 = 8.9 Hz, Glca-H-1), 4.74 (m, 3H, 3 Man-H-1), 4.37 (d, 2H,
Fmoc-CH,CH), 4.24 (t, 1H, Fmoc-CH,CH), 3.88 (m., 6H, 3 Man-H-6, 3 Man-
H-2), 3.85 (d, 1H, J45 = 9.8 Hz, Glca-H-5), 3.79 (m., 3H, 3 OCHH), 3.76 (m,,
6H, 3 Man-H-3, 3 Man-H-6’), 3.65 (m ~ t, 3H, 3 Man-H-4), 3.57 (m., 7H, 3
Man-H-5, Glca-H-4, 3 OCHH), 3.49 (m., 1H, Glca-H-3), 3.44 (m., 8H, B-Ala-
COCHz, 3 OCHHCHy), 3.37 (m¢, 1H, Glca-H-2), 2.54 (m¢, 2H, B-Ala-CH2NH),
2.25 (m¢, 6H, CCH2CHy), 2.05 (s, 9H, 3 CH3COO), 2.02 (m;, 6H, CCHCHy)
ppm;

3C-NMR (125.47 MHz, MeOH-D4) 5 176.01, 174.97, 173.4, 170.59 (CO),
158.8 (NHCOO), 145.32, 14259, 128.79, 128.19, 126.21, 120.93 (Aryl-C),
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9. Experimenteller Teil

101.67 (Man-C-1), 81.23 (Glca-C-1), 78.8 (Glca-C-5), 78.5 (Glca-C-3), 74.81
(Man-C-5), 73.47 (Glca-C-2), 72.91 (Glca-C-4), 72.49 (Man-C-3), 72.07 (Man-
C-2), 68.76 (Man-C-4), 67.82 (Fmoc-CHy), 67.19 (OCHH), 62.99 (Man-C-6),
59.69 (C(CHy)s), 48.66 (Fmoc-CH), 40.37 (OCHHCH,), 38.04 (B-Ala-
CH,CHoNH), 3721  (B-Ala-CH,NH), 31.84 (CCH.CH.CO), 31.28
(CCH.CH,CO), 20.48 (CH;COO) ppm;

MALDI-ToF-MS (HCCA): m/z 1480 [M + Na]+ (M = 1456.58 berechnet fur
Ce4H92N6O32).
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