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1.Einleitung und Aufgabenstellung

Neben Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren sind Kohlenhydrate in allen lebenden
Organismen von elementarer Bedeutung in Form von Monosacchariden,
Oligosacchariden und Polysacchariden. Sie Ubernehmen in den Organismen als
Gerust- und Stutzsubstanzen sowie auch als Energiespeicher wichtige Funktionen.
Weiter besitzen Kohlenhydrate auf kleinsten Raum die meisten Stereozentren unter
den Naturstoffen. Zum einen sind Verknupfung zu linearen Strukturen und stark
verzweigten Oligomere moglich, aber auch die Derivatisierung der Hydroxylgruppen
der Kohlenhydrate bietet eine unglaubliche strukturelle Vielfalt™®. Besonders in den
letzten Jahren wurde die Bedeutung der Kohlenhydrate als Glykomimetika immer
wichtiger. Hier rlckt die Rolle der Kohlenhydrate als Informationsibertrager in den

Vordergrund®.

Untersuchungen haben gezeigt, dass Oligosaccharide in Form von Glykoproteinen
auf der aulleren Zellmembran Informationen fir die molekulare Erkennungsprozesse
kodieren und unerlasslich fiir die zelluldre Erkennung des Immunsystems sind“I®,
Diese Dekodierung der Information findet zwischen Proteinen (Lektinen) und den
Oligosacchariden auf der Zellmembranoberflache statt, welche wiederum weitere
biochemische Prozesse auslést®.  Oberflaichenglykane  kontrollieren  die
Membranpermeabilitat von Zellen und wirken so als Regulatoren des
Zellmetabolismus und der Zellteilung. Diese Funktion ist eine Ursache fur das
entartete Verhalten von Krebszellen. Eine Strukturvariation der Oberflachenglykane
zieht eine Veranderung des Zellmetabolismus und der unkontrollierten Zellteilung mit
sich. Hierdurch kann die entarte Krebszelle von der gesunden Zelle unterschieden
werden'. Aber auch Infektionen mit Bakterien und Viren (HIV) erfolgt tber die
Erkennung der Glykokonjungate®. Aus diesem Grund ist die Erforschung und
Entschlissung der Informationscodierung von Kohlenhydraten und Glykoproteinen
von groRem wissenschaftlichen und medizinischen Interesse. Bis heute sind diese
Erkennungsprozesse noch nicht vollstandig aufgeklart, weil diese Glykoproteine
aufgrund ihres vielfaltigen Vorkommen und schwierigen Verfligbarkeit aus

Naturstoffen die Aufklarung erschweren. Trotz moderner analytischen Methoden ist
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es immer noch schwierig bei der Strukturaufklarung die Konformation der
Oligosaccharide zu entschisseln. Besonders Informationen Uber die
dreidimensionale Struktur mit den unterschiedlichen raumlichen Anordnung der
Hydroxylgruppen ist sehr liickenhaft®. Da dieser Teil des Glykoproteins die Rolle des
Rezeptors gegenuber Hormonen, Enzymen, Viren, Pilzen und Bakterien tubernimmt,
ist es sehr wichtig, die Einzelheiten dieser interzellularen und immunologischen
Prozesse aufzuklaren, um dann Oligosaccharidmimetika entwickeln zu kénnen, die

in diese Prozesse eingreifen!?.

Die geringen Substanzmengen von Glykoproteinen aus Naturstoffen hat die
Kohlenhydratchemie vor neuen Herausforderungen gestellt. Zu einem werden
Synthesen entwickelt, um genugend Substanzmengen in hoher Reinheit zu erhalten.
Zum anderen wird nach Glykomimetika gesucht, die diese Glykoproteine in den
interzellularen und immunologischen Prozessen imitieren konnen. Es hat sich
gezeigt, dass synthetisierte Oligosaccharide und Glykokonjugate gute Liganden fur
Lektine darstellen. Dadurch ergab sich ein neuer Weg zur Erforschung der
Wechselwirkung zwischen Glykomimetika und Lektinen. Um diese Glykoproteine
und Glykomimetika darzustellen, stellt die Synthesechemie vor neue Probleme, wie
das Auffinden von geeigneten Kupplungsmethoden und neuen

Schutzgruppenstrategien".

Aus diesem Grund wird versucht die komplexen
Strukturen von Oligosacchariden und Glykoproteinen, auf der Basis eines einfachen
Synthesekonzept fir Mimetika, zu imitieren. Das Konzept sollte wie ein
Baukastensystem aufgebaut sein und eine hohe Flexibilitat fur die Modifizierung der
Glykomimetika zulassen. Des weiteren sollte das Synthesekonzept fir die
Festphasen- und Spotsynthese kompatibel bleiben, um Bibliotheken von

Glykomimetika aufzubauen.

In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits von D. Rdseling Glykomimetika in Form von
Tetrapeptiden mit einem Asparaginsdureriickgrat dargestellt’?. Diese Mimetika
besitzen eine relativ flexible multivalente Struktur, die sich an die Liganden der
Lektine anpassen kann. C. Schips fuhrt dieses Prinzip der multivalenten Struktur fort,
erkannte aber, dass das Asparaginsaureruckgrat nicht wesentliche zur Erkennung

von Lektinen beitragt. Hingegen erhoht der Einbau von aromatischen Spacern die
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Affinitat zu Lektinen™. Beide Erkenntnisse flhrten zur Arbeit von J. Horzer aus
unserer Arbeitsgruppe, der nicht-multivalente Stukturen in Form von 3-Glykopeptiden
synthetisierte. Hierflir wurden Triglykopeptide synthetisiert,die zu Hexaglykopeptiden
und Dodecaglykopeptiden verknupft wurden (Abbildung 1). Durch den Einbau eines
aromatischen Spacers und eines B-Dipeptides aus zwei ACHC-Einheiten konnte die
Affinitat von Lektinen stark erhoht werden, allerdings verliert die Struktur die

Méglichkeit das Riickgrat mit weiteren Kohlenhydratresten zu funktionalisieren!™.

Ollgosaccharldoberflache

/&/5 ?d Oligosacch aridoberflache

Imitation
Ollgosaocharld § g
Peptldruckgrat als Helix
Zellob erflache Mi

WWW Aufbau aus Tripeptidbausteinen

Abb.1. Imitation der Oligosaccharidoberflache

Die oben genannten Aspekte wurden in dieser Arbeit aufgegriffen. Die
Glykopeptidbausteine der Glucose und Galactose von D. Rodseling werden
unverandert Ubernommen!?. Auf den Einbau von einer S-glykosiden Bindung und
eines aromatischen Spacers wurde verzichtet. Vielmehr wurde das Augenmerk auf
das Rickgrat des B-Peptides gerichtet. Im Gegensatz zur Arbeit von J. Horzer™
sollte das Ruckgrat mit verschiedenen Aminosauren variiert werden. Die
trifunktinonelle Aminosaure Asparaginsaure wurde im Ruckgrat beibehalten, wie in
der Arbeit von D. Roseling™. Durch diese Trifunktionalitdt kann die zweite
Carboxylgruppe, wenn gewunscht, modifiziert werden, worauf in dieser Arbeit aber
verzichtet wurde. Durch den Einbau von einer sterisch gehinderten a-Aminosauren

oder B-Aminosauren wurde untersucht, ob diese strukturbildende Aminosauren die
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Affinitat zu Lektinen verbessert. Dazu wurden starre Sekundarstrukturen mit flexiblen
Sekundarstrukturen von Hexa-B-glykopeptiden verglichen, wie sich die Modifikation
des Ruckgrates auf NMR-Spektren, CD-Spekiren und das Lektin-Screening
auswirkten (Abbildung 2).

Q Q ' Kohlenhydratbausteine

Peptidrackgrat

Abb.2: Anbindung von Lektinen an Oligosaccharidmimetika

Ubersicht der Zielsetzung dieser Arbeit:

- Synthese von Tri- und Hexa-B-glykopeptiden mit  O-glysidischen
Glykopeptidbausteinen nach Baukastenprinzip

- Modifikation des Peptidriuckgrates mit a- und B-Aminosauren, welche stabile
Sekundarstruktur ausbilden

- Untersuchung der Sekundarstruktur der synthetisierten B-Hexaglykopeptide
mittels NMR- und CD-Spektroskopie

— Uberprifung der Lektinaffinitat
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2. Aligemeiner Teil

2.1 Oligosaccharide

2.1.1 Vorkommen und Funktion

Oligosaccharide kommen in allen Organismen vor und Ubernehmen dort eine
Vielzahl von Funktionen. Vor einigen Jahren fand man heraus, dass sie in ihrer
Bedeutung den der Proteinen und Nucleinsauren gleichkommt. Der Grund liegt an
der unglaublich riesigen Zahl von mdglichen Kombinationen an Oligosacchariden,
zum Beispiel sind bei einen Hexasaccharid rechnerisch ca. 1,05 x 10"
Oligosaccharidenstruktren méglich!.

Am haufigsten kommen Oligosaccharide in Kombination mit einem Protein als
Glykopeptid oder in Verbindung mit einem Lipid als Glykolipid vor™1 |hre
intrazellulare Biosynthese erfolgt im rauhen endoplasmastischen Retikulum und dem
Golgiappart der Zelle. Dazu werden exogene Monosaccharide von der Zelle
aufgenommen und in aktivierte Metabolite wie Nucleosiddiphophat-Zucker
umgewandelt. Diese Monosaccharidbauteine werden im nachsten Schritt mit einem
Protein  oder Lipid intrazellular ~ glycosyliert  und  schrittweise  zu
Oligossaccharidstrukturen und Glykokonjugaten verknupft. Diese Vorgange sind sehr
komplex und es sind eine Vielzahl von spezifischen Glykosyltransferasen und
Glykosidasen beteiligt. Die Regioselektivitdt der Glykosylierungsposition und die
Konstitution der Oligosaccharide ist das Ergebnis von sensitiven Regulierungen von

Enzymkaskaden, die nur zum Teil aufgeklart sind!®",

2.1.2 Synthese von Oligosacchariden

Die Synthese von Oligosaccharidstrukturen, die in der Natur vorkommen, ist fur die
heutige Forschung von grol3er Bedeutung. Zum einem werden groRere Mengen an
Oligosacchariden bendétigt, zum anderen ist es aufgrund ihrer Komplexitat schwierig
Oligosaccharide in hoher Reinheit aus Naturstoffen zu isolieren. Die Verfugbarkeit
von Oligosacchariden ist aber wichtig fur das Auffinden von neuen Impfstoffen oder

das Durchfiihren von serologischen Test??%2122-
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Die Synthese von Oligosacchariden stellt aber oft nahezu unlésbare Probleme dar®®?,

die trotz verbesserter Schutzgruppenstrategien und Aktivierungsmdglichkeiten bei
der Glykosylierung noch immer mit einem grof3en synthetischen Aufwand verbunden
sind®#I27] - Aych aus diesem Grund wird nach Glykomimetika gesucht, die diese
Oligosaccharidstrukturen imitieren koénnen. Diese Glykomimetika sind meist
einfachere Strukturen im Vergleich zu den Oligosacchariden, deren Synthese dann
auch weniger Probleme aufwirft. Auf diese Weise koénnten die aufwendigen

Synthesen von Oligosaccharide umgangen werden.

2.1.3 Glykopeptide

Glykoproteine sind Proteine, an die Uber glykosidische Bindungen Kohlenhydrate
geknupft sind. Die Bindung des Kohlenhydratrestes erfolgt entweder O-glycosidisch
Uber die Hydroxy-Gruppen von Serin- oder Threonin oder N-glycosidisch Uber die
Amino-Gruppe von Lysin oder die Amid-Gruppe von Asparagin (Abbildung 3). Die
Zuckereinheiten sind haufig verzweigt und bestehen im Allgemeinen aus mehreren
Monosaccharid-Einheiten, wobei haufig Hexosen wie Mannose und Galactose sowie
N-acetylierte Hexosamine wie N-Acetylglucosamin vorkommen. In den peripheren
Teilen der Kohlenhydratketten der Glykoproteine befindet sich haufig die L-Fucose

sowie Sialinsaure?®12°130

N-Glykoside 0-Glykoside

OH OH S

[VaVaVaVyl |
o Q | — Q NH
H
HO N NH HO H %
NHAc NHAG
© R @)
@) J\s"‘r

Asparagin R =H: Serin, R = CH;:Threonin

Abb.3: Verschiedene Glykopeptidklassen

Bei Zellmembranen liegen die Kohlenhydratreste haufig extrazellular und kénnen
antigen oder rezeptiv wirken. So binden diese Oligosaccharide Hormone, Viren,
Bakterien und Zellen. (Abbildung 4)
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Q Bakterien

S Gifte

Lektine

LS\ Glykoproteine,
Glykolipide

Hormone :
~

Antikarper
Enzyme

Abb.4: Erkennungsprozesse der Glykopeptide®"

Die Proteine koénnen Strukturproteine (Kollagen), Enzyme (z.B. Ribonuclease,
Amylase, Acetylcholinesterase), Transportproteine (z.B. Caerulosplasmin, Transfer-
rin) oder Peptidhormone (z.B. Luteinisierungshormone, follikelstimulierendes Hor-
mon u. a.) sein. Aber auch Immunglobuline, Fibrinogen und Blutgruppensubstanzen
gehoren zur Gruppe der Glykoproteine.

In den meisten eukaryonten Zellen, aber auch in Bakterien und Viren kommen
Glykoproteine und Glykopeptide vor. Sie Uben eine Reihe von Funktionen aus, worin
ihre biologische Bedeutung beruht. So bilden sie Strukturmolekule (Zellwande,
Kollagen, Elastin), wirken als Schmiermittel (Mucine), bilden Transportmolekule fur
Vitamine, Lipide usw. und dienen der korpereigenen Abwehr (Immunoglobuline,
Histokompatibilitatsantigene, Interferon). Weiter gehéren auch eine Vielzahl von
Enzymen und Bestandteile der Zellmembran zur Klasse der Glykoproteine®?.
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2.1.4 Glykomimetika

Wie bereits erwahnt, ist die Synthese von Oligosaccharide und Glykopeptide mit
einem enormen synthetischen Aufwand verbunden. Jedes einzelne Oligosaccharid
bendtigt seine eigene Schutzgruppenstrategie und eigene Aktivierungsmethoden flr
die Glykosylierung. Aus diesem Grund wird seit geraumer Zeit nach Molekulen
gesucht, welche die Aufgaben der Oligosaccharide und Glykopeptide imitieren
kénnen, aber einfach zu synthetisieren sind. Diese Glykomimetika bendtigen eine
ahnliche Oberflache wie das zu imitierende Glykan. Oft reichen fur die Erkennung
durch Rezeptoren nur die nicht-reduzierenden Enden der Kohlenhydrate aus.

Zur Zeit kennt man zwei verschiedene Typen von Mimetika. Der erste Typ versucht
die Liganden fur die Lektine bereitzustellen, wie im Fall von Galektinen, die eine
bedeutende Rolle bei Krebserkrankungen?"® und im Immunsystem®* spielen. Der
zweite Typus versucht durch kompetitive Hemmung Enzyme in der Oligosaccharid-
Biosynthese auszuschalten®*® (Abbildung 5)

Glykomimetika mit drei IL‘T ,.;
Kohlenhydratresten
-.III""“'\-_‘J/

Bindungsstellen ﬁ]\r\l{uhlenhydrate

o o [

@ @ -
J{ K.ohlenhydrat-

w baustein

Abb. 5: Erkennungsprozesse von Glykomimetika "
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Wie die meisten Naturstoffen, unterliegen auch Oligosaccharide dem enzymatischen
Abbau. Dieser Abbau kann man durch die Verwendung von C-Glykosiden oder
benzylischen Glykosiden unterbinden. Ein weiterer Ansatz beruht auf der Einflihrung
einer Peptidbindung, damit eine direkte glykosidische Bindungen vermieden

wird e,

Hierfir gibt es zwei Ansatze. Der erste Ansatz geht von einer
Funktionalisierung des Zuckermonomers aus. Hier wird die Hydroxylgruppe am
ersten Kohlenstoffatom durch eine Carboxylgruppe und eine weitere Hydroxylgruppe
durch eine Aminofunktion ersetzt. Diese ,Sugar Amino Acids“ werden dann mit
Aminosauren zu Mimetika verknlpft, welche die Zelladhdsion oder die Infektion mit

[40][41]

Viren verhindern Der anderen Ansatz geht von der Verknipfung von

Zuckerbausteinen mit einer Aminosauren aus, die dann zu einem Peptidrickgrat
verbunden werden* I Diegser Ansatz wurde in unserem Arbeitskreis!' !
verwendet und es wurden Neo-Glykopeptide dargestellt, wie das von D. Rdseling

hergestellte Tetramer mit Asparaginsaurertckgrat (Abbildung 6).

COOH
N||I| <
&L - WNH

O
(CH )/NH .
215 I/NH
OH
(0] 0]
HO ©
HO 0o H
OH (CH2)5 II/NH
OH
Ol ° 7
HO Ho
HO 0] H
\(CH2)5 'II/ NH2
0

Abb. 6: Beispiel eines Tetramers aus unserer Arbeitsgruppel'.
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2.2 B-Aminosauren und D-Aminoséuren

In naturlichen Glykopeptiden werden a-Aminosauren mit einem
Kohlenhydratbaustein verknupft, diese vereinen allerdings auch die Nachteile von o-
Aminosauren wie Racemisierung, geringere metabolische Stabilitat im Gegensatz zu
den seltener vorkommenden (B-Aminosauren. Bisher kennt man aus der belebten
Natur Uber 260 verschiedene Aminosauren, zu denen die 20 proteinogenen o-
Aminosauren gehoren, die zum Aufbau von Proteinen benutzt werden. Aufierdem
findet man auch seltenere Aminosauren, die man als nicht proteinogene
Aminosauren charakterisiert. Diese Definition beinhaltet die nicht proteinogene
Aminosauren, zu denen B-Alanin und das D-Alanin gehoéren. B-Alanin entsteht durch
Decarboxylierung von Asparaginsaure, aber auch beim Abbau von Pyrimidin-Basen.
B-Alanin ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die dennoch in einigen Peptiden
vorkommt, z.B. in Carnosin (B-Alanyl-histidin) und Anserin (3-Methyl-carnosin), zwei
im Muskelgewebe gefundene Neuropeptide. Zusammen mit Cysteamin ist -Alanin
Bestandteil des Coenzyms A", Weitere B-Aminosauren, die natirlichen Ursprungs
sind, sind alicyclische B-Aminosauren wie zum Beispiel (-)-(1R,2S)-2-
Aminocyclopentancarbonsaure (Cispentacin), das bei der Fermentierung von
Streptomyces steronii und Bacillius cereus isoliert werden konnte. Es besitzt eine
bemerkenswerte therapeutische Wirksamkeit gegen Infektionskrankheiten durch die

Pilzgattung Candida albicans “°.

Ebenso zu den nicht proteinogenen Aminosauren gehoéren die D-Aminosauren wie
das D-Alanin als Bestandteil der Teichonsaure (Baustein von Bakterienzellwanden)
und als Baustein des Mureins fur den Aufbau der Bakterienzellwande dient. Ebenso
das D-Valin, welches Bestandteil des Antibiotikum Valinomycin ist. Wie die 3-Peptide
sind die Peptide aus D-Aminosauren von medizinischen Interesse in der HIV-
Forschung. Aus diesem Grund ist die heutige Forschung an der Synthese von

enantiomerenreinen B-Peptiden und D-Peptiden interessiert?.
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2.2.1 Sekundarstrukturen von Peptiden

Peptide besitzen definierte Sekundarstrukturen, die bekannteste hierunter ist die a-
Helix, die von L. Pauling und R. Corey in den 50er Jahren bereits vorher gesagt
wurde®”. So bilden Peptide mit mindestens 15 a-Aminosduren eine a-Helix, B-
Aminosauren dagegen bilden schon stabile Helices ab 6 Aminosduren®!. Zwei
Parameter beschreiben eine Helix, erstens die Anzahl der Aminosauren, die an der
Helixwindung beteiligt sind und die Zahl der Atome, die einen Ring uber eine
Wasserstoffbricke bilden. Die klassische a-Helix wird demnach als 3.643-Helix
bezeichnet. Hier bilden 3.6 Aminosduren eine Wasserstoffbricke in einem 13-
gliedrigen Ring. Dann gibt es noch die B-Helix, auch 31,-Helix genannt, sie tritt auch
bei B-Peptide auf. Sie unterscheiden sich in Ganghdéhe und Umfang von einer 3.61s-
Helix®?(Abbildung 7).

2.2y ribbon 31¢ helix ¢ helix T helix

Abb. 7: Beispiele von Helices

Ein andere Sekundarstruktur von Peptiden und Proteinen ist das B-Faltblatt (sheets).
Hier sind die Peptidketten etwas langer gestreckt und das Ruckgrat der
Polypeptidketten  liegt in  Zick-Zack-Struktur  vor.  Auch hier kdnnen
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden, allerdings zu benachbarten Ketten, deren
Anordnung dann parallel oder antiparallel verlaufen kann. Die antiparallele
Anordnung ist aufgrund der besseren Orientierung der Wasserstoffbriicken etwas

stabiler als die parallele Anordnung (Abbildung 8).
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N-Terminus N-Terminus N-Terminus C-Terminus
R R \%R
—=Q 0 =0---HT—N
H—N HT—N o
R R R R
© OF— o N—H
N—H N—H N——H---0=
R R R R
—=0 o ——0-- -H——N
H—N HT—N
2, 2,
C-Terminus C-Terminus C-Terminus N-Terminus
Parallel Antiparallel

Abb. 8: 3-Faltblatt-Struktur

Sind die Peptidketten noch kirzer als 15 Aminosauren bei a-Peptiden, dann wird die
vorherrschende Sekundarstruktur schleifenahnlich (turns), die eine wichtige Rolle bei
der Wechselwirkung zwischen den Proteinen spielen. Die Unterscheidung der
Schleifen erfolgt nach Anzahl der beteiligten Aminosauren wie T1- (sechs), a- (flnf),
B(vier) und y-turns (drei Aminosauren). Auch hier erfolgt die Stabilisierung der
Schleifen Uber Wasserstoffbrickenbindungen, die zwischen dem Carboxyl-
Sauerstoff der ersten Aminosaure und dem Amid-Wasserstoff der letzten beteiligten

Aminosaure erfolgt (Abbildung 9).

HN

~I—Z

0--H

o

B-Turn: Wasserstoffbrucke zwischen y-Turn: Wasserstoffbriicke zwischen
Resten iundi+ 3, ein Ring aus 10 Atomen Resteniundi+ 2, ein Ring aus 7 Atomen

Abb.9: Beispiel eines B- und y-Turns
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2.2.2 B-Peptide: Vorkommen, Funktion und Sekundarstrukturen

Biologische Untersuchungen zeigen, dass die 3-Peptide gegen den enzymatischen
Abbau resistent sind, was sie fur pharmakologische Zwecke interessant macht. In
der Tat, einige 3-Peptide zeigen eine biologische Aktivitat z. B. gegen HIV, Krebs
und Bakterien®" . Untersuchungen an Ratten haben gezeigt, dass die Peptidasen
und Proteinasen die [B-Peptidbindungen nicht spalten konnen. Die
Blutserumkonzentration einfacher wasserloslicher [B-Peptide blieb Uber Stunden
konstant. Des weiteren hatten Mikroorganismen Schwierigkeiten sich von kleinen (-
Peptiden als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu erndhren®*4,

Weiter nitzen mehrzellige Organismen unterschiedlich kurzkettige Peptide, um sich
gegen mikrobielle Angreifer zu verteidigen. Diese Peptide, die den Wirt verteidigen,
sind gewohnlich Kationen, welche die mikrobielle Membran durchdringen, dabei
nehmen sie spezifische Sekundarstrukturen an, zum Beispiel eine a-helikale
Konformation wie in den Peptiden Magainin (von Fréschen) und Cecropin (von
Insekten)®.

Die Arbeiten von D. Seebach und S. H. Gellmann und ihren Mitarbeitern zeigten,
dass B-Peptide verschiedene Sekundarstrukturen annehmen kénnen wie z.B. 14-
Helix, 12-Helix, 10/12-Helix, 10-Helix, 2s-Bander, Gewinde und Faltblatter®?*® Diese
Oligomere (B-Peptide) werden durch intramolekulare Wasserstoffbindungen
stabilisiert. Dabei kdénnen die Carbonyle in Richtung der NH-Gruppen am
endstandigen C-Atom zeigen und Wasserstoffbriicken ausbilden wie am Beispiel der
12-Helix. Im Gegensatz hierzu bilden bei den 14-Helices und den 10-Helices die
Carbonylgruppe zu den Aminogruppen am endstandigen Stickstoffatom eine
Wasserstoffbricke aus (Abbildung 10).
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14-Helix:
(e}
N N N
H
12-Helix:
(e}
N N N
H H
12/10-Helix:
8-Helix: Or- o)
: d
N N
H H

Abb. 10: 14-Helix, 12-Helix, 12/10-Helix, 8-Helix mit Wasserstoffbrickenbindungen

Alle Helices unterschieden sich in Umfang und Ganghdhe. So bendtigt z.B. eine 14-
Helix nur 3.2 Aminosauren pro Windung, im Vergleich zur a-Helix mit 3.6
Aminosauren pro Windung®. Der Abstand zwischen einer Windung ist bei der 14-
Helix mit 5.1 A kleiner als 5.4 A bei der a-Helix. Viele B-Peptide und Analoga wurden
von Seebach et al. synthetisiert und charakterisiert®®. Im Vergleich zu den a-
Peptiden bilden B-Peptide bereits in kurzen Peptidketten stabile Sekundarstrukturen
aus. a-Peptide bendtigen meistens 15 und mehr a-Aminosauren-Einheiten im
Peptidrickgrat, um stabile Sekundarstrukturen wie Helices oder Faltblatter

auszubilden®.

Man nimmt an, dass die =zusatzlichen Kohlenstoffatome die besonderen
Eigenschaften der [B-Peptide bestimmen. Die zusatzliche ,freirotierende® C-C-o-
Bindung in den B-Aminosaurenbausteinen hat eine geringere Tendenz zur
Ausbildung von hochgeordneten Strukturen (Knauel) als die a-Aminosauren-
Analoga®®. Es gibt aber auch a-Aminosduren mit dhnlichen Eigenschaften wie die B-
Aminosauren zum Beispiel die a-Aminoisobuttersaure. Sie leitet sich von L-Alanin

ab, allerdings wird das H-Atom am a-C-Atom durch eine zweiten Methylgruppe
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ersetzt. Hierdurch ist die Drehbarkeit eingeschrankt und die Helicesbildung wird
gefordert. Die Aminoisobuttersdure gehdért wie das [(-Alanin zu den achiralen

Aminosauren, welche die Racemisierung bei der Peptidsynthese umgehen®®",

Fir die Glykopeptid-Chemie stellen diese Aspekte ebenfalls neue Moglichkeiten dar,
am [B-Peptidrickgrat die verschiedenen Kohlenhydratbausteine in verschiedene
geometrische Stellungen anzuordnen. Diese geometrische Anordnung kann zu einer
Anderung der Affinitdt zu Lektinen filhren. Man modifiziert das Ruckgrat der
Glykopeptide, indem man mit verschiedenen (B-Aminosauren das Ruckgrat zur
Ausbildung der 14-Helix oder 12-Helix drangt. Im Fall der 14-Helix befindet sich die
1. Aminosaure-Einheit nach einer Windung Uber der 4. Aminosaure-Einheit. Auf
diese Weise kann ein Kohlenhydratrest an der 1. Stelle im Peptidrickgrat,
zusammen mit einem Kohlenhydratrest an der 4.Stelle ein Disaccharid imitieren. Ein
zusatzlicher Aspekte ist, dass eine antimikrobielle Aktivitat fur die 14-helikalen und
die 12-helikalen B-Peptide beobachtet worden ist. Somit sind B-Peptide fur die

Darstellung von Glykomimetika zusatzlich interessant®®IP4%3,

2.3 Synthekonzept fiir Oligosaccharidglykomimetika

Aus den Arbeiten von Roy®®! und Lee® sind multivalente Glykomimetika bekannt,
die eine unspezifische Oberflache von Kohlenhydratresten flr die Anbindung der
Lektine anbieten oder als Liganden fur Lektine fungieren. Diese Strukturen sind
flexibel und nehmen keine definierte Sekundarstruktur an. Aus diesem Grund wurde
in unserer Arbeitsgruppe ein Synthesekonzept entwickelt zur Darstellung von
Glykomimetika, die definierte Sekundarstrukturen besitzen!" """ Ohne eine stabile
Sekundarstruktur der Glykomimetika kann eine bestimmte Sequenz von
Oligosaccharidstrukturen nicht imitiert werden. Die Kohlenhydratreste an den Enden
dieser flexiblen Glykomimetika binden sich an die Bindungstaschen der Lektine.
Deshalb werden in dieser Arbeit Hexa-B-Glykomimetika aufgebaut mit -
Aminosauren im Rulckgrat, die ab einer Kettenlange von 6 Aminosauren definierte
Sekundarstruktur in Losung ausbilden und auf diese Weise Disaccharidstrukturen

imitieren kdnnenP4PeIG3I67].
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2.3.1 Aufbau der Neo-Glykopeptidbausteine

FUr das Synthesekonzept der Glykomimetika in unserer Arbeitsgruppe, wurden die
beiden neo-Glykopeptidbausteinen (3) und (4) von D. Réseling™ unverandert
verwendet. Diese Bausteine wurden in Peptidkntpfungsreaktionen mit aliphatischen
und alicyclischen B-Aminosauren zu Di-, und Tripeptide verknlpft. Diese Tripeptide
wiederum fungieren als Bausteine in einem Baukastensystem, die in einer weiteren
Peptidknipfungreaktion zu Hexapeptiden gekuppelt wurden. Dieses Konzept hat
sich bereits fur die Synthese von Tripeptiden und Hexapeptiden in unserer

Arbeitsgruppe bewahrt und wurde in dieser Arbeit angewendet!™.

2.3.2 Verwendete Kohlenhydrate

Der neo-Glykopeptidbaustein wird anstatt der glykosidischen Bindung innerhalb des
Oligosaccharids Uber ein Spacermolekdl an eine trifunktionelle Aminosaure
gebunden (Abbildung 11).

OH
o)
HO o)
OH
N\ J J
Y Y . e
Kohlenhydratanteil Spacermolekdl Aminoséaure

Abb. 11: Alilgemeiner Aufbau eines neo-Glykopeptidbausteines

Das Konzept bietet auf diese Weise eine hohe Flexibilitdt bei der Wahl der
Zuckerreste an, wobei in dieser Dissertation nur die neo-Glykopeptidbausteine von

D-Glucose und D-Galactose verwendet wurden!'?(Abbildung 12).
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OH OH OH
(6]
HO ©
HO o\é\ HO o \%\
OH OH
f -D-Glucose B -D-Galactose

Abb.12: Verwendete Kohlenhydratbausteine

Der andere Aspekt hangt mit der Schutzgruppe am Zuckeranteil zusammen. So
wurde die Acetylgruppe gewahlt, weil sie sich orthogonal zu den Folgenschritten
sowohl fur die Glykosylierung des Spacermolekils also auch fur die Anbindung der
Asparaginsédure verhalt®. Die Acetylgruppe kann die Bedingungen der
Peptidknipfung in Losung unbeschaden uberstehen. Fur das Lektin-Screening
wurden die Acetylschutzgruppen im letzten Syntheseschritt unproblematisch mit

Ammoniak in Methanol entfernt!'?.

2.3.3 Verwendetes Spacermolekiil

1.1 an einer Vielzahl

Das Protein-Kohlenhydrat-Bindungsmodell wurde von Roy et a
von Glycokonjugaten unterschiedlicher GroRe untersucht. Die synthetisierten
Glycokonjugate sind den natirlichen Glycopolymeren (glycosylierte polymere
Proteine), Glycodendrimeren (definierte, sternférmigverzweigte Oligoglycopeptide)
und Glycosylclustern nachempfunden. Roy et. al. verwenden bifunktionelle Alkyl-,
Ether- bzw. Thioetherketten mit einer idealen Lange von 4-8 Atomen. Diese
verwendeten Spacermolekile nehmen durch die Kettenlange Einfluss auf die
Wechselwirkung zwischen den Oligosaccharidfragmenten und den Polypeptidketten

(B-Faltblatt oder a-Helix).

Eine andere Arbeit von Sasaki et al'® untersuchte die Spacerlange von
Galactosylliposomen. Es wurde nachgewiesen, dass der Spacer sowohl hydrophile
Eigenschaften besitzen muss, um eine ausreichende Loslichkeit des Liganden zu
gewahrleisten. Ebenso wichtig ist eine bestimmte Kettenlange, die einen optimalen

Abstand zwischen Glycon und Liposomenrest garantiert.
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Fir die Synthese des neo-Glycopeptids wurde 5-Aminopentanol verwendet.
(Abbildung 13) In vielen Naturstoffen wird diese Verbindung ferner als Ankergruppe
zur Immobilisierung auf Festphasentrager verwendet und hat sich als geeigneten

Spacer bewahrt'2.

H
/é/OW\/ N g\
5-Aminopentylspacer

Abb.13: Verwendetes Spacermolekil

2.3.4 Verwendete Glykosylierungsmethode

Seit dem Anfang des letzten Jahrhunderts haben sich eine Vielzahl von chemischen
Glykosylierungsmethoden! 2747 atapliert. Das Problem der Glykosylierungs-
methoden ist bei allen Methoden die Regioselektivitat. Die Suche nach einem
geeigneten Glykosyldonor, dessen Hydroxylfunktionen aufgrund der Verknupfungs-
mdglichkeiten selektiv zu schitzen sind. Dieser Donor wird durch die Aktivierung
seines Anomerenzentrums auf einen Glykosylakzeptor (Alkohol, Amin usw.) mit einer
freien nukleophilen Gruppe Ubertragen.

Die Fischer-Glykosylierung ist eine einfache Methode flr die Synthese Glycosiden,
bei denen die nichtbeteiligten Hydroxylgruppen sowohl geschitzt und als auch
ungeschitzt vorliegen durfen. Hierbei wird der Zucker im entsprechenden Alkohol
geldést und mittels Saurekatalyse thermodynamisch kontrolliert zum Glykosid
umgesetzt. Diese Glykosylierungsmethode liefert im Falle der Glucose vorwiegend
das a-Anomere®. Fiir anomerenselektive Verkniipfungen wird diese Methode aller-
dings nur dann verwendet, wenn der Alkohol preiswert ist. Eine andere Methode ist
die Konigs-Knorr-Mehode, die von geschutzten Halogenosen (Br, Cl) ausgehen und
durch Silbersalzen in molaren Mengen aktiviert werden. Sie ermoglicht die
stereospezifische Synthese von 1,2-trans-Glykosiden”!, Diese Methode wurde von
Helferich variiert, indem er Quecksilber(ll)cyanid mit katalytischen Mengen

Quecksilber(ll)bromid verwendet, das die Reaktivitat des Promotors stark erhéhen.
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2.3.4.1 Synthese der Glykopeptidbausteine (3) und (4)

Fir die Synthese der neo-Glykopeptidbausteine wurde die Helferich-Methode!™®

verwendet, weil sie sich in unserem Arbeitskreis bereits bewahrt hat™"Il"® Djese
Methode verlauft B-selektiv und verknlpft das Spacermolekil Z-Aminopentanol mit
den beiden Acetyl-geschitzten Kohlenhydraten Glucose und Galactose zu den
beiden Glykobausteine (1) und (2). Anschlielend erfolgte die Abspaltung der Z-
Schutzgruppe der beide Glykobausteine (1) und (2) mittels 10% Pd/C unter
Wasserstoffatmosphare in Ethanol. Die beiden NHx-freien Glykobausteine wurden
ohne weitere Aufreinigung mit der pentafluorphenolaktivierten Asparaginsaure zum
Glykopeptidbaustein (3) und (4) gekuppelt. Nach Aufreinigung an Kieselgel hat man
den Glucosebaustein (3) mit einer Ausbeute von 71% und der Galactosebaustein (4)
mit 76% Ausbeute erhalten (Schema 1).

R, ~OAc 10% Pd/C,
R 0 o Eth'fln(il, Ra OAc
AcO \/\/\/NHZ Essigsdure, H, R, o

o
OAc RT, 4 h AcO SN NN
OAc
1 R{=0OAc,R; =H Q
2 R1 =H,R2 =0OAc
EE, RT, 0
6h OPf
P //NHFmoc

3R;=0Ac,Ry,=H 71%
4 R, =H,R,=OAc 76%

Schema 1

2.3.5 Darstellung der enantiomerenreinen 3-Aminosauren

AnschlieRend wurden die Tripeptide mit verschieden B-Aminosauren verknupft. Da-
fur mussten die B-Aminosauren in ausreichender Menge und enantiomerenrein dar-

gestellt werden. Fur die beiden -Aminosauren (1R,2R)-Aminocyclohexancarbon-
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saure (7) und (1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaure (9) wurden mehrere Darstel-

lungsmethoden angewendet und optimiert.

2.3.5.1 Darstellung von trans-(-)-Cyclohexandicarbonséaure (6) mittels
fraktionierte Kristallisation

Bei den meisten chemischen B-Aminosaurensynthesen entsteht ein racemisches
Gemisch von (S)- und (R)-Enantiomeren. Um enantiomerenreine -Aminosauren zu
erhalten, mussen beide voneinander getrennt werden. Das bekannteste und alteste
Verfahren ist die fraktionierte Kristallisation, die von Emil Fischer bei der Trennung
der Weinsaure-Enantiomere zum Einsatz kam. Ausgangspunkt der fraktionierten
Kristallisation ist die Umsetzung des Racemats mit einem chiralen Auxiliar zu einem
Diastereomerenpaar. Durch die Wahl eines geeigneten Losungsmittels kann man
durch Kristallisation eines der beiden Enantiomere anreichern. Als chirale

Hilfsreagenzien kommen Wein-, Mandel- und Camphersulfonsaure zum Einsatz.

Fir die Trennung der racemischen frans-Cyclohexandicarbonsaure (5) zur trans-(-)-
Cyclohexandicarbonsaure (6) wurde nach der Vorschrift von Berkessel et al.
gearbeitet®. Zuerst wurde die racemische trans-Cyclohexandicarbonsaure (5) aus
cis-Hexahydrophthalsdureanhydrid ~ hergestellt®’.  Die = racemische trans-
Cyclohexandicarbonsaure (5) wurde mit der chiralen Base (R)-(+)-Methylethylamin
bei -78°C umgesetzt, anschliefend mehrmals umkristallisiert aus Ethanol/Toluol. Die
Trennung in die enantiomerenreine trans-(-)-Cyclohexandicarbonsaure (6) gelang
nur, im Gegensatz zur Literatur, wenn das Diastereomerensalz mindestens 2 Tage
lang im Vakuum getrocknet und anschlieiend mit genau 4N HCI angesauert wurde.
Dann konnte die reine trans-(-)-Cyclohexancarbonsaure (6) mit Diethylether mit einer
Ausbeute von 11% extrahiert werden. Nur bei einer vollstandig klaren Lésung nach
Ansauern mit der 4N Salzsaure war ein Enantiomerentrennung maoglich, blieb ein
Tribung zurtck, erhielt man nach Extrahieren mit Diethylether das
Diastereomerensalz zurlick (Schema 2). Diese Erkenntnis bei Dicarbonsauren hat B.
Wallfisch in seiner Dissertation herausgefunden. So ist die Trennung des

entstandenen Diastereomerenpaares mittels Sauren nicht immer madglich. Meistens
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isoliert man bei Dicarbonsauren nur das Diastereomerensalz wieder, welches einen
typischen Drehwert [o]o?° von +1 aufweist®,

HoN,  H

1.) CHs;
COOH COOH

(R)-(+)-Methylbenzylamin

-
y

2.) 4N HCI, H,0
‘1
COOH "/cooH

5 6
rac-Cyclohexandicarbonsaure tranS-(-)-CyCI0h1e1xsndicarbonsé ure
(o]

Schema 2

2.3.5.2 Darstellung von trans-(-)-Cyclohexancarbonséure (6) mittels Enzymen

In neueren Verdffentlichungen nutzt man Enzyme zur Enantiomerentrennung der
racemischen Aminocyclohexancarbonsaure wie Kanerva und Fuliup et al.

herausgefunden  haben®™.

Hierbei geht man von racemischem
Aminocyclohexancarbonsauremonoethylester aus. Unter Verwendung von
Pseudomonas cepacia Lipase PS und Candida antarctica Lipase A erfolgt eine
enantioselektive Acylierung mit 2,2,2-Trifluorethylester. Das R-Enantiomer wird
mittels Enzym acyliert, wahrend man das S-Enantiomer als Ester unberihrt in
Lésung bleibt. Nach chromatographischer Separation der beiden Komponenten wird
das S-Enantiomer mit Lithiumhydroxid verseift und man erhalt das S-Enantiomer
(1S,2S)-Aminocyclohexancarbonsdure. Diese elegante Methode ist allerdings
aufgrund des teuren Enzymes unrentabal und die Aufarbeitung flr das R-
Enantiomer aufwendiger. Aus diesem Grund wurde der Weg Uber die Dicarbonsaure
gewahlt, indem man die racemische trans-Cyclohexandicarbonsaure mittels Enzyme

trennt und anschlieRend zur trans-(1R,2R)-Aminocyclohexansdure (7) umsetzt®.

Diese Mdglichkeit die trans-(-)-Cyclohexandicarbonsaure (6) enantiomerenrein
darzustellen wurde von Norin et al. verdffentlicht®. Durch den Einsatz von

Schweineleberesterase oder von Subtilisin kann selektiv hydrolysiert werden.
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Ausgangsmaterial war racemischer trans-1,2-Cyclohexandicarbonsaure-diethylester,
nach Rogan et al.® dargestellt, der in einen enantiomerenreinen Monoester
umgewandelt wird. Nach Abtrennung des (71S,2S)-Cyclohexandicarbonsaure-
diethylester konnte durch Verseifung mit LiOH konnte enantiomerenreine trans-(-)-
Cyclohexandicarbonsaure (6) erhalten werden. Allerdings waren die Ausbeute von
14% und der teure Einsatz der Schweineleberesterase oder von Subtilisin fur die
Darstellung groRerer Mengen an trans-(-)-Cylcohexandicarbonsaure (6) unrentabel
(Schema 3).

COOEt COOEt COOH
LiOH, H,0,
Substilisin, pH 7.5 0°C
'IIII .'II
COOEt “Ico0H “IcooH
rac. Diethylester 6

14%
Schema 3

2.3.5.3 Darstellung der Fmoc-(1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (8)

Die alicyclische B-Aminosaure, die einen stabilisierenden Effekt auf das
Peptidrickgrat bewirken sollte und die 14-Helix beginstigt, ist die (1R,2R)-
Aminocyclohexancarbonséaure (7), die nach Berkessel et al. B synthetisiert wurde.
Ausgangspunkt ist die enantiomerenreine trans-1,2-Cyclohexandicarbonsaure (6),
die bereits in den vorangegangen Kapitel dargestellt wurde. Diese Dicarbonsaure (6)
wurde mit Acetylchlorid in das frans-1,2-Cyclohexandicarbonsaureanhydrid
uberfuhrt. Nach Entfernung des Acetylchlorid und der entstandenen Essigsaure
wurde das Anhydrid mit trockenen Ammoniakgas in Dichlormethan zum frans-1,2-
Cyclohexandicarbonsauremonoamid gedffnet. Nach Entfernung des Losungsmittels
wurde das Rohprodukt mittels Hoffmann-Abbau mit Phenyliod(lIl)bis-(trifluoroacetat)
umgesetzt. Nach Aufarbeitung und Umkristallisation aus Ethanol hat man die
(1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (7) mit einer Ausbeute von 56% erhalten.
AnschlieBend wurde die Verbindung (7) Fmoc-geschitzt zu  Fmoc-(1R,2R)-

Aminocyclohexancarbonsdure (8) mit einer Ausbeute von 72% (Schema 4).
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Schema 4

2.3.5.4 Darstellung von trans-(1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaure (9)

Far die enantiomerenreinen Synthese von trans-(1S,2S)-
Aminocyclopentancarbonsaure (9) wurden zwei Synthesewege in dieser Arbeit
verwendet und optimiert. Die Methode von T. Yamazaki et al. erweist sich als
vorteilhaft, wenn man beide Enantiomere innerhalb einer Synthese herstellen
mochte®®. Man umgeht in dieser Arbeitsvorschrift zwei separate Synthesen, indem
man die beiden Enantiomeren im entscheidenden Schritt chromatographisch
voneinander trennt. Hierbei stellte man zuerst die trans-(x)-
Aminocyclopentancarbonsaure (11) Uber das entsprechende Lactam (10) her,
welches in einer [2+2]-Cycloaddition mit Cyclopenten und Chlorsulfonylisocyanat und
anschlieRender Hydrolyse erhalten werden konnte®”\. Das 6-Azabicyclo[3.2.0]heptan-
7-on (10) wurde mit Natriumethanolat und anschlieRendem Erhitzen am Ruckfluss
mit 18%iger Salzsaure selektiv zur trans-(£)-Aminocyclopentancarbonsaure (11)
gedffnet und nach Kristallisation in Ethanol Boc-geschiitzt. Die N-Boc-trans-2-
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Aminocyclopentancarbonsaure (12) wurde mit einer Ausbeute von 64%
erhalten®(Schema 5).

(@]
° 1.) NaOEt, EtOH
CSI, CH,CI -) NaOEt, : OH
2y Rickfluss, 12 h
1h bei -78°C - =
Riickfluss, 24h NHO I

10 1

Dioxan/H,O (2:1),
KZCO3, BOCZO
5h, RT

@)

OH

NHBoc

12
64%

Schema 5

Die N-Boc-trans-2-Aminocyclopentancarbonsaure (12) wurde dann mit (R)-(+)-o-
Methylbenzylamin nach der gemischten Anhydrid-Methode zur [(N-Boc)-trans-2-
aminocyclopentancarboxyl]-(R)-(+)-a-methylbenzylamin (13) acyliert. Dann wurde die
Boc-Gruppe mit Trifluoressigsaure abgespalten und mittels Saulenchromatographie
in beide Diastereomeren (14) und (15) getrennt. Das Diastereomer trans-(1S,2S)-2-
Aminocyclopentancarbonyl)-(R)-(+)-a-methylbenzylamin (15) wurde mit
halbkonztrierter Salzsaure hydrolysiert. Dann wurde die Saulenchromatographie am
lonentauscher ausgelassen und das Rohmaterial mit Fmoc-OSu zur (1S,2S)-2-(9H-
Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-cyclopentancarbonsaure  (16) mit  einer
Ausbeute von 24% umgesetzt®. Die Darstellung von (1S,2S)-2-(9H-Fluoren-9-
ylmethoxycarbonyl-amino)-cyclopentancarbonsaure (16) ist  far  groRere
Produktmengen, wie sie in dieser Arbeit bendtigt werden, ungeeignet. Vorteil dieser
Methode ist allerdings, dass man beide Enantiomere in einer Synthese isoliert
kann(Schema 6).
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Aus diesem Grund wurde die nachste Moglichkeit gewahlt, um die
enantiomerenreine Fmoc-(1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsdure (16) in groleren
Mengen erhalten. Das Prinzip besteht in der Reduktion von enantiomerenreinem -
Enaminoester mit Natriumborhydrid im sauren Milieu, die zu einer hohen
Diastereoselektivitdit und Enantioselektivitat fihrt, wenn a-Methylbenzylamine als
chirale Seitenkette verwendet wird. Allerdings ist das Hauptprodukt immer die cis-
Konfiguration®. Wird Natriumborhydrid durch Natriumcyanoborhydrid ersetzt, dann
erhalt man als Hauptprodukt das trans-Produkt®. Man hat auf diesen Syntheseweg
von Gellmann et al. die N-Fmoc-2-Aminosaurecyclopentansaure (16) mit einer

Ausbeute von 59% erhalten®®,

Vorteilhafter hat sich die Darstellung von N-Fmoc-2-Aminosaurecyclopentansaure
(15) mit einer Kombination beider Syntheserouten von Gellmann et. al.®?®" bewahrt.
HierfGr wurde der Syntheseweg, der zur Darstellung von trans-4-Aminopiperidin-3-
carbonsaure auf die Synthese von N-Fmoc-2-Aminosaurecyclopentansaure (16)
angewendet. Im Gegensatz zum Literaturweg von Gellmann et. al.® erfolgte die

Darstellung des Enanine mit dem B-Ketoester mit (S)-(-)-a-Methylbenzylamin am
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Wasserabscheider mit p-Toluolsulfonsdure in Benzol. Anschlielend wurde nach
Abzug des Ldsungsmittel ohne Destillation in abs. Ethanol aufnommen, mit
Isobuttersaure angesauert und anschlielender Reduktion mit
Natriumcyanoborhydrid. Nach Abziehen des Ldsungsmittel und Extraktion mit
Diethylether, Filtration Uber Kieselgel und nach Entfernen des Diethylether wurde
das ftrans-Diastereomer als Ethyl-(1S,2S)-2-[(1'S)-Phenylethyl]-aminocyclopentan-
carbonsaurehydrochlorid (17) isoliert. Das Salz (17) wurde dann in einer Mischung
aus THF/MeOH/H,O geldést und mit Lithiumhydroxid bei Raumtemperatur flr 8h
geruhrt, dann mit verdinnt Salzsaure neutralisiert, eingeengt und dann mit
Ammoniumformiat und Pd/C in Methanol am Ruckfluss fur 4h hydriert. Mittels DC-
Kontrolle wurde die Hydrierung kontrolliert, dann tber Celite filtriert und das Filtrat
eingeengt und sofort mit Fmoc-Succinimid geschitzt. Man hat N-Fmoc-(1S,2S)-
Aminocyclopentancarbonséure (16) mit einer Ausbeute von 63% erhalten®(Schema
7).
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2.4 Die Peptidsynthese

Die beiden B-Aminosauren (1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (7) und (1S,2S)-
Aminocyclopentancarbonsaure (9) wurden enantiomerenrein dargestellt. Um sie mit
den Glykopeptidbausteinen (3) und (4) in Peptidkupplungen zu Di- und Tripeptiden
zu verknupfen, musste zuvor die Schutzgruppenstrategie und Kupplungsmethode
gewahlt werden.

2.4.1 Alilgemeine Aspekte der Peptidsynthese

Zur Knupfung einer Peptidbindung zwischen zwei Aminosauren gibt es viele
Hindernisse, die innerhalb der Synthese der Peptide auftreten. Fur die
Kondensation, der Wasserabspaltung zwischen zwei Aminosauren wird eine
Aktivierung der Carboxygruppe notig. Da die Aminogruppe zu schwach nukleophil
ist, um direkt mit der Carboxylgruppe ein Amid zu liefern, liegt das Gleichgewicht
unter Normalbedingungen auf der Seite der Edukte. Das Dipeptid bildet sich nicht
spontan aus, die Peptidknlpfungsreaktion ist endergonisch. Liegen die beiden
Aminosauren allerdings noch ungeschutzt vor, so kann die aktivierte Aminosaure
weiter mit dem Dipeptid reagieren und es kommt zur Ausbildung von zahlreichen
Nebenprodukten neben dem gewilnschten Dipeptid. Aus diesem Grund muissen alle
funktionelle Gruppen bei der Peptidsynthese geschitzt werden, sowohl temporar als
auch permanent (Abbildung 14).
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Abb. 14: Allgemeiner Ablauf der Peptidsynthese

2.4.2 Die chemische Peptidkniupfung

Zwei Methoden haben sich in der chemischen Peptidsynthese etabliert, die
Festphasensynthese (Solid Phase Peptide Synthesis) and die Synthese in Losung,
bei der die Zwischenstufen nach jeder Kupplung gereinigt werden mussen.
AuBerdem nimmt die Loslichkeit mit zunehmender Peptidgrolie mehr und mehr ab
und die Aufreinigung wird zunehmender schwieriger. Weiter wird in der klassischen
Peptidsynthese in LOosung die Boc/Bzl-Schutzgruppenstrategie verwendet, die
Fmoc/tert.Butyl-Schutzgruppenstrategie wurde erst im Zuge der Festphasensynthese
interessant®. Dieses Lé&slichkeitsheitsproblem wird bei der Festphasensynthese
unterbunden, die von B. M. Merrifield 1963 eingefiuihrt wurde. Man verknupft den
Aminoterminus, einer geschutzten C-terminalen Aminosaure an einen Linker, der an
einen unléslichen Trager (Harz) gebunden ist. Nach der Abspaltung der N-terminalen
temporaren Schutzgruppe kann die nachste Aminosaure an die erste Aminosaure
angeknupft werden, bis das gewinschte Peptid entstanden ist. Nach jedem

Kupplungsschritt muss das Harz mehrmals gewaschen werden, um Uberschiussige
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Reagenzien zu entfernen. Dann muss beachtet werden, dass nicht jeder
Kupplungsschritt vollstandig ablauft, mit anderen Worten, die nicht umgesetzten
Aminoendungen mussen nach dem Kupplungsschritt gekappt werden. Abschliel3end

wird das Peptid vom Harz abgeschalten und chromatographisch aufgereinigt.

2.4.3 Besonderheiten bei Peptidsynthesen in Losung

FiUr Peptidsynthesen in Lésung missen andere Voraussetzungen erflllt werden als
bei Peptidsynthesen an fester Phase. In der klassischen Peptidsynthese in Losung
verwendet man die, im Jahre 1932 von Bergmann und Zervas, entwickelte
Benzyloxycarbonylgruppe als Schutzgruppe'®. Es war der Startpunkt fur die
Peptidsynthesen in Lésung. Die Z-Schutzgruppe ist gegenliber den meisten Sauren
wie TFA, Salzsaure und Schwefelsaure stabil. Auch gegenluber den meisten sterisch
gehinderten Basen wie DIPEA, DPU, Triethylamin ist die Z-Schutzgruppe stabil,
allerdings instabil gegenuber Ammoniak. Sie lasst sich leicht durch Hydrierung an
Palladium auf Aktivkohle bei Raumtemperatur und bei Atmospharendruck entfernen,
wobei die Peptidbindungen und die meisten Seitenkettenschutzgruppen nicht
angegriffen werden. Als Abspaltungsprodukte entstehen Toluol und Kohlendioxid,
die leicht im Vakuum entfernt werden konnen. Des weiteren gibt es noch weitere
Moglichkeiten die Z-Gruppe abzuspalten, zu einem durch Natrium in flissigen
Ammoniak®*? und durch Acidolyse mit HBr*. Die temporare Schutzgruppe ist die
Boc-Schutzgruppe, die leicht durch TFA abgespalten werden kann, aber die Z-
Schutzgruppe unberihrt lasst. Das Abspaltungsprodukt ist Isobuten, welches leicht

im Vakuum oder durch Saulenchromatographie entfernt werden kann.

2.4.4 Synthesestrategie und Racemisierung

In der Literatur sind nur wenige Beispiele bekannt fir die Fmoc/tert.Butyl-Strategie in
Lésung™®. Meistens wird die Fmoc-Gruppierung als permanente Schutzgruppe fir
den N-Terminus benutzt, die Peptidkettenverlangerung erfolgt Gber Aminosauren,
der Cbz/tert.Butyl-Schutzgruppenstrategie. Die Fmoc-Aminosaure wird mittels

Aktivestermethode Pentafluorphenol aktiviert, die zweite Z-geschitzte Aminosaure
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wird tert.Butyl-geschutzt, damit durch katalytische Hydrierung die Aminogruppe
freigesetzt werden kann. Dieses Prinzip wurde bereits in meiner Diplomarbeit
angewendet und hat sich fir die Dipeptidsynthese gut geeignet™. Die
Verlangerungsprozedur in Losung eignet sich fur kleinere Peptide mit Kettenlange
bis zu 12 Aminosauren® oder zur Darstellung von Peptidfragmenten mit
Kettenlangen von 3-6 Aminosauren. Fir die Synthese langerer Peptide und
Proteinen bis zu 36 Aminosauren wird Harzsynthese an die fester Phase verwendet.
Die schrittweise Verlangerungprozedur von Peptiden in Losung wird mit
zunehmender Kettenlange schwieriger, weil nach jedem Kupplungsschritt ein
chromatographischer Aufreinigungsschritt folgen muss. Daraus folgt ein
Ausbeuteverlust nach jedem Schritt und mit zunehmender Kettenlange, auch ein

Loslichkeitsproblem, weil die Loslichkeit selbst in DMF und NMP abnimmt®"1%8],

Erste Peptidsynthesen zur Darstellung eines Hexapeptides mit B-Alanin-Bausteinen
wurde am Wang-Harz durchgefiihrt®. Es zeigte sich, dass erstens mit dreifachen
Aquivalenten an Baustein je Kupplungsschritt gearbeitet werden muss. Weiter waren
die Ausbeuten schon nach der ersten Anbindung an das Harz mit einem
Dipeptidbaustein unbefriedigend. Aus diesem Grund wurden die Tri- und
Hexapeptide in dieser Arbeit in Loésung dargestellt. FUr die Darstellung der Peptide
zur Untersuchung des B-Aminosaureruckgrates wurde die klassische Darstellung in
Lésung abgewandelt angewendet. Die Glykopeptidbausteine (3) und (4) sind nach
der Fmoc/tert.Butylstrategie synthetisiert worden, damit sie jederzeit in der

Festphasen- bzw. Spotsynthese angewendet werden kdnnen.

2.4.5 Kupplungsmethoden

Fir die Peptidknupfung gibt es zahlreiche Methoden, die nach ihren
Kupplungsreagenzien benannt werden. Die erste Methode, die bereits im Jahre 1902
von. Curtius zur Aktivierung der Carboxylgruppe die Acylazide eingefihrt wurde ist
die Azidmethode®W'® Diese Methode war lange Zeit als die einzige
racemisierungsfreie Methode bekannt, bis die gemischte Anhydridmethode im Jahre

1951 von Wieland, Boissonnas und Vaughan nahezu gleichzeitig entdeckt
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Bis heute werden immer weitere Kupplungsreagenzien entdeckt,
welche die Racemisierung unterdrucken und schwierige Peptidkupplung bei
sterischer Hinderung ermoglichen. Diese  Peptidkupplungen  verwenden
Phosphoniumreagenzien!'*1'%] Uroniumreagenzien!'*1'%7], Carbodiimid-
Reagenzien!'®, Saurehalogenide!" 1) und Aktivestert"2, Die
Immoniumreagenzien"" sind modifizierte Uroniumreagenzien. Phosphororganische
Reagenzien™ und Chloroformiat-Reagenzien!"™"""®! basieren auf der gemischten

M8 pasieren  auf  den

Anhydridmethode und die Imidazolreagenzien
Carbodiimidenreagenzien. In dieser Arbeit wurde die Carbodiimid- und die
Aktivestermethode benutzt. Sie haben sich vor allem bei der Dipeptidsynthese und
fur die Aktivestersynthese bewahrt, aullerdem kann man die Pentafluorphenolester
gut lagern. Die Phosphonium- und Uroniumreagenzien werden fiir die Tri- und
Hexapeptidkupplungen verwendet, weil sie fur sterisch gehinderte Peptidkupplungen
gut geeignet sind""®. Des weiteren haben sich diese Kupplungsreagenzien in
unserer Arbeitsgruppe bei der Peptidkupplung mit Glykopeptiden und mit (-

Aminosauren bewahrt!2134],

2.4.6 Carbodiimid- und Aktivester-Methode

Die Carbodiimid-Methode!"® welche 1955 von Sheehan publiziert wurde, wird in
dieser Arbeit flr Darstellung der Pentafluorphenolester genutzt. Hierfur wird
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) verwendet, weil es nach Aktivierung der
Carboxylgruppe in das korrespondierende Harnstoffderviat umgesetzt wird und
bequem aus der Reaktion entfernt werden kann. Nachteil dieser Methode besteht in
der Moglichkeit Oxazolon zu bilden, das bei der Aktivierung eintreten kann und dann
zur Racemisierung fuhren kann. Deshalb ist diese Methode in der Peptidsynthese
nur bedingt einsetzbar. Man kann diese Nebenreaktion mit dem Einsatz von
Additiven wie N-Hydroxysuccinimid"* oder 1-Hydroxybenzotriazol"*" zuriickdrangen,
indem sie das O-Acylisoharnstoffderivat abfangen und in ein weniger hochreaktives
Zwischenprodukt umwandeln, welches dann weiter racemisierungsfrei mit der
Aminokomponente zum gewlnschten Peptid reagiert. Neuere Methoden verwenden

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDCI). Diese werden nach der
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Peptidknipfung mit verdinnter Salzsdure ausgeschittelt, weil es nicht wie das
Harnstoffderivat des DCC wahrend der Reaktion ausfallt. Die Ausbeuten waren
denen des DCC entsprechend, allerdings hat sich das EDCI bei sterisch gehinderten
Peptiden bewahrt!'??,

Die Bildung des Aktivesters kann auch der eigentlichen Kupplungsreaktion als
isolierbare Zwischenstufe vorgelagert werden. Kisfaludy und Schén fanden heraus,
dass die Veresterung der a-Carboxylfunktion von Aminosauren mittels
Pentafluorphenol unter Katalyse von Dicyclohexylcarbodiimid bei 0°C durchgefuhrt
werden kann. Die isolierten  Pentafluorphenolester lassen sich in
Essigsaureethylester, Dichlormethan oder DMF ohne weitere Kupplungsreagenzien
mit einem primaren oder sekundaren Amin umsetzen. Die Aminogruppe greift an die
Carboxylgruppe unter Ausbildung eines tetrahedrischen Ubergangszustandes an.
Anschlielend wird der Alkohol abgespalten und die Peptidbindung ausgebildet. Als
geeignete Esterabgangsgruppen haben sich Thiophenole, Hydroxyacetonitril,

Nitrophenole, Pentachlor- oder Pentafluorphenole erwiesen! "2,

2.4.6.1 Darstellung von Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19)

Um die B-Carboxylgruppe des Asparaginsaurebausteines Fmoc-Asp-OtBu-OBn mit
Pentafluorphenol zu aktivieren, muss zuvor die ftert.Butylschutzgruppe mit
Trifluoressigsaureldésung in Dichlormethan entschitzt werden. Nach Aufreinigung
wurde Fmoc-Asp-OH-OBn (18) mit einer Ausbeute von 89% erhalten. Der Baustein
wurde zusammen mit Pentafluorphenol in Ethylacetat gelést und nach Zugabe des
DCC und anschlieRender Aufarbeitung hat man den aktivierten Baustein Fmoc-Asp-
OPfp-OBn (19) mit einer Ausbeute von 79% erhalten (Schema 8).
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2.4.6.2 Darstellung von Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) und Fmoc-Aib-OPfp (21)

Fir die Darstellung von Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) wurde nach der Vorschrift von
Watts et. al.®® gearbeitet. Anstatt von DCC wurde das N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N'-ethylcarbodiimid (EDCI) verwendet, welches einfach mit verdunnter Salzsaure aus
der Reaktionslosung entfernt werden kann. Zu einer Losung von 3-(9H-Fluoren-9-

nach Capino et al.l'®

ylmethoxycarbonylamino)-aminopropionsaure, welche
synthetisiert wurde, wurde zusammen mit Pentafluorphenol in Dichlormethan EDCI
zugegeben. Nach Aufreinigung wurde Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) mit einer Ausbeute
von 78% isoliert. Um den Baustein Fmoc-Aib-OH, welcher nach Valle et al.l"
dargestellt wurde, mit Pentafluorphenol zu aktivieren wurde auf gleiche Weise
vorgegangen. Nach Aufarbeitung hat man Fmoc-Aib-OPfp (21) mit einer Ausbeute

von 75% erhalten(Schema 9).
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2.4.7 Phosphonium-Methode

Zu dieser Methodengruppe der Aktivester gehort auch die Phosphoniumreagenzien,
die eine Art in-situ-Generierung zum Aktivester darstellen. In den frihen 70er Jahren
hat die Arbeitsgruppe um Castro die Vertreter Chlortris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorphosphat (CloP) und Bromtris(dimethylamino)phosphonium-
hexafluorphosphat (BroP) als Peptidkupplungsreagenz vorgestellt'®!"%l Durch die
Entdeckung von HOBt durch Geiger und Kénig"?", entstand der einfachste Vertreter,
das Benzotriazolol-1-yloxy-tris(dimethylamino)phoshoiumhexafluorphophat,  kurz
BOPM" genannt, dass ebenfalls von Castro et al. 1975 eingefiihrt wurde und gute
Kupplungseigenschaften zeigt. Nachteil von BOP ist die Entstehung von
Hexamethylphosphoramid, das nachweislich krebserregend ist und eine hohe
Racemisierungstendenz, die sich letztendlich in der Peptidsynthese unpraktikabel
erweist. Spater wurde durch die Einfuhrung von PyBOP, bei welchem der
Dimethylaminrest durch einen Pyrrolidinrest ersetzt wurde, machten die
Phosphoniumreagenzien wieder praktikabel. Das giftige Hexamethylphosphoramid
kann nicht mehr als Nebenprodukt gebildet werden und die Ausbeuten sind im
Vergleich zu BOP gestiegen!""”(Abbildung 15).
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Abb.15: Phosphoniumreagenzien

Der Vorteil der Phosphoniumreagenzien liegt in der unkomplizierten Zugabe in die

Reaktionsmischung, weil sie mit der freien a-Aminogruppe nicht reagiert. Fur die
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Deprotonierung wird ein tertiares Amin zugeben, in den meisten Fallen DIPEA oder

Methylmorpholidin, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden.

2.4.8 Uronium/Guanindinium-Methode

1978 flhrten Gross et al. eine andere bedeutende Gruppe der
Peptidkupplungsreagenzien ein, die Uronium/Guanidinium-Reagenzien!'®. Sie
entstanden aus den Additiven HOBt und HOAt und wurden mit einer Reihe
verschiedenen Dialkylaminosubstituenten am Ring von Knorr et. al.'%”! modifiziert
(Abbildung 16)
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S / PFs / X
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® ®
NMez %NMGZ
NMe, NMez
HATU
X =PFg HBTU
X=BF, TBTU

Abb.16: Uroniumreagenzien

Carpino et. al hat durch Rontgenstrukturanalyse herausgefunden, dass die Struktur
der Uroniumreagenzien mehr als Guanidinium-N-oxid-Struktur vorliegt, nur in Lésung
liegen beide Strukturen im Gleichgewicht vort™®® Wie die Phosphonium-Reagenzien
reagieren auch die Uronium/Guanidinium-Kupplungsreagenzien. Der nukleophile
Angriff  erfolgt  von der  Carboxylfunktion der  Aminosaure zum
N,N,N’,N-Tetramethyluroniumderivat. AnschlieBend bildet sich der Aktivester mit
dem Benzotriazol-Rest aus, der mit einer freien Aminfunktion der 2zweiten
Aminosaure die Peptidbindung knlpft. Durch die Beteiligung der Guanidinum-N-
Oxid-Form findet eine Acylwanderung statt, welche wichtig fur die Aktivesterbildung

ist.
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2.4.9 Unerwiinschte Reaktionen bei der Peptidsynthese

Von allen naturlichen Aminosauren sind Alanin und Leucin nicht den typischen
Seitenkettenreaktionen unterworfen und muassen nicht zusatzlich durch weitere
Schutzgruppen bei der Peptidsynthese geschitzt werden. Allerdings kann auch
hierbei Racemisierung in der Peptidsynthese auftreten. Die B-Aminosauren sind
gegen diese Racemisierung weitgehend inert. Durch die Verwendung der
Asparaginsaure im Glucose- und Galactobaustein sind alle Peptidsynthesen einer
Racemisierung unterworfen, um sie zu vermeiden ist das Verstandnis der

Racemisierung wichtig.

2.4.9.1 Nebenreaktion N-Guanylierung

Durch die Verwendung von Uronium/Guanidiniumreagenzien wie HBTU oder TBTU
konnen endstandige Aminogruppen ein Guanidinium-Derivat bei der Peptidsynthese
ausbilden. Hier ist die Geschwindigkeit fur die Aktivierung der Carboxylgruppe
geringer als die Geschwindigkeit der Peptidknipfung, besonders wenn die

Aminokomponenten sterisch abgeschirmt ist!'*®

. Es kommt zur Cyclisierung des
Peptides, wenn lineare Peptidketten vorhanden sind, mit denen das N-
Guanylierungsprodukt reagieren kann?”? (Abbildung 17). Um diese Nebenreaktion zu
vermeiden, wurde bei den Peptidkupplungen in dieser Arbeit meistens mit

Phosphoniumreagenzien gearbeitet.

R N(CH,3)
3)2 R
OH 4H3C)kN (H;C)oN
HyN _— OH
N/
(@]
N
(?N (H3C)1N 0
R = Aminosaurenseitekette o0 Guanidiumderivat

Abb. 17: N-Guanylierung
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2.4.9.2 Nebenreaktion Aspartimidbildung!'*®!

Die beiden Glykopeptidbausteine (3) und (4) enthalten die natlrliche a-Aminosaure
Asparaginsaure, Durch deren Verwendung kommt es haufig zu Bildung von
Aminosuccinaten und von cyclischen Aspartimiden als Nebenreaktion. Dies wird
haufig beobachtet, wenn es die Sequenzen Asp-Gly, Asp-Ala oder Asp-Ser in der
Peptidkette vorhanden ist. In dieser Arbeit kann diese Nebenreaktion bei der
Verknupfung des Glykopeptidbausteines (3) und (4) mit der Asparaginsaureeinheit
mit einer B-Alanin-Einheit auftreten. Aber auch die Kupplung der Asparaginsaure mit
einer anderen Asparaginsaureeinheit konnte die Aspartimidbildung auslésen. Initiiert
wird diese Nebenreaktion bei der saurekatalysierten Abspaltung der Peptidkette vom
Harz mit Trifluoressigsaure oder bei der basenkatalysierten Entschitzung der Fmoc-
Gruppe durch Piperidin® die in dieser Arbeit bei fast jeder Peptidkupplung

vorausgeht.

Weiter ist bekannt, dass Peptide, die Asparaginsaurebausteine enthalten, in
n[130

wassrigen Lésung Aminosuccinatderivate bilden!. Um die Aspartimidbildung zu
verhindern, wurde in dieser Arbeit mit verdunnter Piperidinlosung arbeiten. Eine
5%ige Piperidinlosung in DMF oder NMP verhindert diese Nebenreaktion
weitgehend und die Ausbeuten fallen hoher aus als bei Verwendung der ublichen
20%igen Piperidinldsung in DMF™" Alternativ konnte auch eine Diethylaminlésung
in Dichlormethan verwendet werden, die schwachere Basizitat verlangert aber die

Abspaltungszeiten auf 2 bis 4 Stunden!'*?.
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2.5 Die Tripeptidsynthesen

FUr die Kettenverlangerung des Peptidrickgrates sollte nun herausgefunden
werden, welche konvergente Synthese fir die Darstellung der Tripeptiden mit
Kohlenhydratresten effektiver verlauft und bei der weniger Nebenprodukte
entstehen. Ist es unproblematischer, den Glykopeptidbaustein zuerst mit einem
Monobaustein der B-Aminosauren zu verknupfen und erst im zweiten Schritt zum
Tripeptid zu kuppeln, oder ist es effizienter, zuerst den Dipeptidbaustein darzustellen
und im zweiten Schritt mit dem Glykopeptid zu kuppeln? In welchen Fallen ist die
Racemisierung geringer? Welche Synthesestrategie liefert hohere Ausbeuten und
eréffnet eine groRere Variation in der Peptidrickgratsequenz? Aus diesem Grund
werden verschiedene Tripeptide mit aliphatischen und alicyclischen a- und -
Aminosauren dargestellt. Im Anschluss werden diese Tripeptidbaustein zu
Hexapeptiden verknlpft, nach dem Baukastenprinzip, um herauszufinden, ob dieses
Prinzip auf alle Tripeptide Anwendung findet (Abbildung 18).

1. Weg:
Glykopeptid- + [ Aminosaure 1 ] ——>» | Dipeptid mit Glykopeptid-
baustein baustein
+
[ Aminosaure 2 ]
Hexapeptid < Tripeptidbaustein 2 + Tripeptidbaustein 1
Glykopeptid-
2. Weg: baustein
+
[ Aminosaure 1 ] + [ Aminosaure 2 ] » Dipeptid

Abb.18: Konvergente Synthesen
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2.5.1 Synthese der Tripeptid Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (28) und
Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (29)

Zuerst wurde ein einfacher Monobaustein Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) an die
Asparaginsaure des Galactose- (4) oder Glucosebausteines (3) geknupft. Hierflr
wurde der Galatosebaustein (11) zuerst mit 10% Diethylamin in Dichlormethan zum
Fmoc-entschutzten Galactosebaustein (22) entschitzt. AnschlieBend wurde der
Ruckstand in Ethylacetat geldst und Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) hinzugefligt. Nach
Entfernen des LOosungsmittels und Aufreinigung an Kieselgel hat man das Dipeptid
Fmoc-[B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (24) mit einer Ausbeute von 65% erhalten. Das
entstandene Dipeptid Fmoc-[3-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (24) wurde wiederholt mit 10%
Diethylamin in Dichlormethan zum Dipeptidbaustein NH,-[3-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(26) entschutzt und anschlielend in Dichlormethan geldst. Dann wurde der aktivierte
Monobaustein  Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) hinzugefiigt. Nach der Aufreinigung an
Kieselgel mit Chloroform/Ethanol (19:1) hat man das Galatosetripeptid Fmoc-[3-Ala-
B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (28) mit einer Ausbeute von 56% erhalten.

Dieselbe Prozedur wurde auf den Glucosebaustein Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-
OtBu (29) angewendet, die Ausbeute flr den Dipeptidbaustein Fmoc-[3-Ala-
(AcGlucBB)]-OtBu (25) lag bei 61%, der anschlieBend mit 5% Piperidinldsung in
DMF zum NH.-[B-Ala-(AcGlucBB)]-OfBu (27) entschitzt. Die weitere Kupplung mit
Fmoc-p-Alanin-OPfp  (20) ergab den Tripeptidbaustein Fmoc-[B3-Ala-B-Ala-
(AcGlucBB)]-OtBu (29) mit einer Ausbeute von 49% (Schema 10).
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Schema 10

Ein anderer Syntheseansatz ging von der Darstellung des B-Dipeptides (31) aus.
Hierbei wurde die klassische Peptidchemie angewendet und als finalen Schritt an
den Glykobaustein der Galastose (4) oder Glucose (3) gekuppelt. Der erste
Dipeptidbaustein Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-tert.Butylester (31) fur die Darstellung des
ersten Tripeptidbausteines Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OfBu (28) wurde nach der
Sythesestrategie Fmoc/tert.Butyl und durch die Pentafluorphenol-Aktivestermethode
dargestellt, die sich in meiner Diplomarbeit schon bewahrt hat™. Hierfiir wurde
zuerst Z-B-Alanin-tert.Butylester in Ethanol gelést und mittels Hydrierung an
Palladium auf Aktivkohle unter Wasserstoffatomosphare Z-entschitzt. Nach
Entfernung des Lésungsmittel wurde der Rickstand von tert.Butyl-Alanin (30) ohne

weitere Aufarbeitung mit dem ersten Monobaustein Fmoc-B-Alanin-OPfp (20) in
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Ethylacetat umgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde nach Aufreinigung an Kieselgel
mit einer Ausbeute von 68% erhalten. Anschliellend wurde das Dipeptid Fmoc-§3-
Alanyl-B-Alanin-tert.Butylester (31) mit einer 20%igen Ldsung von Trifluoressigsaure
in Dichlormethan tert.Butyl-entschiitzt. Man hat das Dipeptid Fmoc-B-Alanyl-3-
Alanin-OH (32) in quantitativer Ausbeute erhalten. (Schema 11)

ZH N/\)(J)\O)<

Pd/C, EtOH
Ho, 3h bei RT

COOPf i )4 i i ~
p + /\)}\ EE,12hRT /\)j\
FmocHN/\/ HoN O - Mk

FmocHN ” 9)
20 30 quant. 31

68%

CH,Cl,,
12h RT

O /\i
H
32

quant.

l 20% TFA,

FmocHN

Schema 11

Der Galatosebaustein (4) wurde mit einer 10%igen Diethylaminlosung in
Dichlormethan zum Galactosebaustein mit freier Aminofunktion (22) entschatzt. Zur
Knipfung der Dipeptidkomponente Fmoc-B-Ala-B-Ala-OH (32) mit den
Galactosebaustein (22) wurden mehrere Kupplungsreagenzien getestet. (Tabelle 1
und Schema 12).
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Tabelle 1: Optimierung der Kupplungsmethode mit dem Galactosebaustein (22)

und mit dem Dipeptidbaustein (32) oder (33) zum Tripeptidbaustein (28)

Methode: Verwendete Reagentien: Ldsungs-|Dauer: Ausbeute

mittel: :

Aktivestermethode | Dipeptid-PfpEster (33) CH:Cl. |18h 67%
Galactosebaustein-NH. (22)

EDCI/HOBt EDCI, HOBt, NMM, DMF 1h bei 0°C,|12%
Dipeptid-OH-frei (32), 18h bei RT
Galactosebaustein-NH. (22)

PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 5h 54%

Dipeptid-OH-frei (32),
Galactosebaustein-NH. (22)
TBTU/HOBt TBTU, HOBt, DIPEA, DMF 4h 34%
Dipeptid-OH-frei (32),
Galactosebaustein-NH. (22)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 4h 44%
Dipeptid-OH-frei (32),
Galactosebaustein-NH. (22)

O /Z
o ° /\)i /\)OL
g%/o\/\/\/ NH, - + N OH

AcO FmocHN
HN H
~
OAc 0 R, 32
4 R;=Fmoc 5% Piperidin
22R,;=H DMF, 2h, RT
o )L
Reaktions- A
bedingungen gAC O
Tabelle 1 _ AcO O~~~ NH_,
- OAC HN
o) ?o
HN
@)
28 FmocHN

Schema 12
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Fir die Pentafluorphenol-Aktivester-Methode wurde das Dipeptid Fmoc-B-Ala-B-Ala-
OH (44) zusammen mit Pentafluorphenol in Dichlormethan unter Argon geldst, dann
wurde EDCI-Methode angewendet. Nach Aufarbeitung erhdlt man das aktivierte
Dipeptid Fmoc-B-Ala-B-Ala-OPfp (45) mit einer Ausbeute von 94%. Zusammen mit
dem Galactosebaustein (34) ergab sich der Tripeptidbaustein (40) in einer Ausbeute
von 67% (Schema 13).

o PfpOH, EDCI, o
Nﬁ A~ CH,Cly_12h bei RT P A/ﬁ\
o N OPfp
H
33

FmocHN H OH FmocHN
quant. 94%
)L C
OAc pAc Dichlormethan OA
OAc
ACO O O\/\/\/NH 18h bei RT o
QO NH,
OA AcO I—i
~
OAc R
HN 4 Rq=Fmoc 5% Piperidin
o) 22 Ry =H DMF, 2h, RT
28 FmocHN
67%
Schema 13

Die besten Ausbeuten nach Tabelle 1 ergaben sich mit der Kupplungsreagenzien
der Aktivester- und der PyBOP-Methode. Aufgrund der wenigen Nebenprodukte bei
der Darstellung des Tripeptidbausteines (28) mit der Aktivestermethode, wurde der
Glucosetripeptidbaustein Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (29) analog hierzu
dargestellt. Der Glucosebaustein (23) mit freier Aminofunktion wurde in
Dichlormethan mit Fmoc-B-Ala-B-Ala-OPfp (33) fir 12 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Aufarbeitung hat man den Tripeptidbaustein Fmoc-[3-Ala-B-Ala-
(AcGlucBB)]-OtBu (29) mit einer Ausbeute von 57% erhalten (Schema 14).
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Schema 14

2.5.2 Darstellung von Fmoc-[Asp-Asp{AcGalBB)]-OtBu (37) und Fmoc-
[Asp-Asp{AcGlucBB)]-OtBu (38)

Fir die Darstellung der Tripeptide Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37) und Fmoc-
[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (38) mit einem reinen Asparaginsaurertckgrat wurde
zuerst der Dipeptidbaustein Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35) dargestellt. Hierfur wurde der
a-benzylgeschitzter Asparaginsaurebaustein Fmoc-Asp-OtBu-OBn verwendet, der
weiterhin Fmoc/tert.Butyl-geschutzt ist. Der Baustein Fmoc-Asp-OtBu-OBn wurde
hierzu fur 1h bei RT mit einer Anisol/TFA-LOsung tert.Butyl-entschitzt. Nach Abzug
des Losungsmittels und Aufreinigung wurde der Asparaginsaurebaustein Fmoc-Asp-
OH-OBnN (18) mit einer Ausbeute von 87% erhalten. Der zweite Asparaginsaurebau-
stein Fmoc-Asp-OtBu-OBn wurde mit einer 5%igen Piperdinlésung in DMF bei
Raumtemperatur fur 2 Stunden Fmoc-entschutzt. Nach Trocknen im Vakuum wurde
der Asparaginsaurebaustein NH,-Asp-OtBu-OBn (34) ohne weitere Aufreinigung zum
Dipeptid Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35) gekuppelt. (Tabelle 2 und Schema 15)
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Tabelle 2: Optimierung der Kupplungsmethode mit den Bausteinen Fmoc-Asp-OH-
OBn (18) und NH2-Asp-OtBu-OBn (34) zu Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35)

Methode: Verwendete Reagentien: |Losungs- Dauer: Ausbeute:

mittel:

EDCI/HOBt EDCI, HOBt, NMM CHCl, |1hbei0°C, |34%
Fmoc-Asp-OH-OBn (18), 18h bei RT
NH,-Asp-OtBu-OBn (34)

PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, CHCl> |2h 50%

Fmoc-Asp-OH-OBn (18),
NH2-Asp-OtBu-OBn (34)
TBTU/HOBt TBTU, HOBt, DIPEA, CH.Cl, |3h 31%
Fmoc-Asp-OH-OBn (18),
NH.-Asp-OtBu-OBn (34)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, CHXCl. |2h 43%
Fmoc-Asp-OH-OBn (18),
NH,-Asp-OtBu-OBn (34)

o) )< )<
o 5% Piperidin, o o
DMF, 2h RT
BnG NHFmoc BnO "/,,N Hy J<

e} Reaktionsbe- (e)

o dingungen )
34 siehe Tabelle 2 B"O “NH
quant.
@) o
o
)< o 0 BnO K7
20% TFA, NHFmoc
o CH,Cl,, 4h OH 5
BnO ”, bei RT
‘NHFmoc ~ — = BnO_~w o 35
© 0
18
quant.

Schema 15



2. Aligemeiner Teil 49

Eine weitere Moglichkeit fur die Dipeptiddarstellung von (35) war die
Aktivestermethode. Hierbei wurde der aktivierte Baustein Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19)
mit dem Asparaginsaurebaustein NH.-Asp-OtBu-OBn (34) in Ethylacetat gerlhrt.
Nach Aufarbeitung hat man den Dipeptidbaustein Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35) mit
einer Ausbeute von 48% erhalten (Schema 16).

o 5% Piperidin, O o
DMF, 2h RT
BnG ’NHFmoc BnO “NH, )<

@)
BnO “uyy

o)
ql?a‘:lt CH,Cl, 12h

O

OPfp
BnO

“’NHFmoc

0]
19

Schema 16

Von den getesteten Methoden hatte sich PyBOP/HOBt- und die Aktivestermethode
mit Pentafluorphenol bewahrt. Allerdings kam es bei der Kupplung zwischen den
beiden Asparaginsaurenderivaten Fmoc-Asp-OPfp-OBn (31) und NH,-Asp-OtBu-
OBn (46) mit der Pfp-Aktivierung zu Nebenreaktionen, die auf Racemisierung und
Aspartimidbildung zuruckzufihren waren. Bei Verwendung der PyBOP/HOBt-
Methode wurden diese hinreichend minimiert.

Der aufgereinigte Dipeptidbaustein Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35) wurde anschliel3end
mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlormethan zum Dipeptid Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)
umgesetzt. Der Galastosebaustein (4) wurde analog dazu mit 5%iger Piperdinldsung
in DMF zum Galatosebaustein (22) entschitzt. Die beiden Rohprodukte (22) und
(36) wurden anschlielend zum Tripeptid Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37) ge-
kuppelt. (Tabelle 3 und Schema 17)
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Tabelle 3: Optimierung der Kupplungmethode mit den Bausteinen Fmoc-(Asp-
Asp)-OH (36) und Galatosetripeptid-NH, (22) zu Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

(37)

Methode: Verwendete Reagentien: |LOosungs-|Dauer: Ausbeute:

mittel:

PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 4h 11%
Galatosetripeptid-NH, (22),

Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)

EDCI/HOBt EDCI, HOBt, NMM, CH.Cl, |1h bei 0°C,|9%
Galatosetripeptid-NH, (22), 18h bei RT
Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)

TBTU/HOBt TBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 18%
Galatosetripeptid-NH; (22),

Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)

HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 32%

Galatosetripeptid-NH, (22),
Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)
HATU/HOBt HATU, HOBt, DIPEA, DMF 3h 28%

Galatosetripeptid-NH, (22),
Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)
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Die gleiche Prozedur wurde fur den Glucosebaustein Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-
OtBu (38) angewendet. Hierfur wurde die HBTU-Methode gewahlt, weil sie sich bei
der Optimierung des Galactosebausteines (37) bewahrt hat. Hierzu wurde das Di-
peptid Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) und der Glucosebaustein (23) mit freier Aminofunkti-
on nach der HTBU-Methode zum Tripeptid (38) gekuppelt. Nach Aufarbeitung konnte
das Tripeptid Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (38) mit einer Ausbeute von 31%

isoliert werden. (Schema 18)
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Alle erhaltenen Ausbeuten der Tripeptide (37) und (38) mit reinem Asparaginsaure-
peptidrickgrat waren unbefriedigend, gleich welche Kupplungsmethode angewendet
wurde. Bei der Kupplung kam es haufig zu Nebenreaktionen, die bei Peptiden mit

Asparaginsaureeinheiten laut Literatur auftreten!sI'34128l129I130]

. Synthesen von Di-
peptide von zwei benachbarten Asparaginsauren wurden auch in der Literatur gefun-
den, allerdings findet man wenige Beispiele von Tri- oder Oligopeptiden mit Asparag-
insaurebausteinen, die nebeneinander verknlpft sind. Meistens werden sie mit bio-
chemischen Verfahren aus Proteinen isoliert oder mit der Festphasensynthese aus

mehreren Einzelbausteinen aufgebaut!',
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2.5.3 Darstellung des Tripeptids Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37)
uber den Dipeptidbaustein Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39)

Aufgrund der unbefriedigenden Ausbeuten der Tripeptide (37) und (38) wurde der
Versuch gestartet, wie bei den Tripeptiden (28) und (29), zuerst der Glykopeptidbau-
stein (22) mit einem Monobaustein Asparaginsaure Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19) nach
der Aktivestermethode zum Dipeptidbaustein Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39) zu
verknupfen. Nach anschlieRender Aufreinigung hat man den Dipeptidbaustein (39)
mit einer Ausbeute von 58% erhalten (Schema 19).

@)
o OPf
0] p
AcO OW\/NH * BnO "'//NHF
OAG moc
O
4 Ry=Fmoc | 5% Piperidin
22 R = H j y 19

DMF, 2h, RT

EtOAc, 2h, § i
RT OAC oA
O
OAc o)
BnO “’NHFmoc
O
39
58%
Schema 19

Der isolierte Dipeptidbaustein Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39) wurde im nachsten
Schritt mit 5%iger Piperidinlosung in Dichlormethan zum Baustein (40) Fmoc-ent-
schitzt, und ohne weitere Aufreinigung mit einem weiteren Asparaginsaurebaustein
Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19) nach der Aktivestermethode zum Tripeptid (37) gekuppelt
(Schema 20).
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OAc_OAc 0
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Bno "y,
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NH
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A
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AcO O™ NH "”/NH
OAc o) 0
BnO

Schema 20

Die Ausbeute betrug 40% des Tripeptids (37), etwas besser als bei der zuvor vorge-
stellten Methode. Beide Methoden lieferten dennoch unbefriedigende Ergebnisse
und mussen im Zusammenhang mit der Asparaginsaure stehen, die sich mit den
Schutzgruppen Benzyl und Fmoc schlecht zu den Tripeptiden (37) und (38) kuppeln

|asst.
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2.5.4 Darstellung der Tripeptide Fmoc-[Aib-Asp{AcGalBB)]-OtBu (43) und
Fmoc-[Aib-Asp{AcGlucBB)]-OtBu (44)

Um die endstandige Asparaginsaure in den Tripeptiden (37) und (38) zu ersetzen,
wurden in den beiden Tripeptiden Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (43) und Fmoc-
[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (44) eine aliphatische, helixerzwingende a-Aminosaure in
das Peptidriuckgrat eingebaut. Eine einfache, ebenfalls achirale a-Aminosaure ist die
Aminoisobuttersaure, die zu den a,a-Dialkylaminoséuren zahlt®". Durch den zusatzli-
chen Einbau der zweiten Methylgruppe am a-C-Atom wird die Drehbarkeit der Pept-
pidbindung herabgesetzt. Das Peptidruckgrat wird gefestigt und in die a-Helix ge-
zwungen. Des weiteren ist bekannt, dass die Aminoisobuttersaure Asparaginsaure-,
Phenylalanin- und D-Alaninbausteine in Naturstoffen ersetzen kann, ohne ihre biolo-
gische Aktivitdt zu schmalern™. Aus diesem Grund wurde die endstandige Asparag-
insaure in den Tripeptiden (37) und (38) durch den Aminoisobuttersaurenbaustein
(21) ersetzt.

Es wurde mit der Darstellung des Dipeptidbausteines Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41) be-
gonnen. Der a-benzylgeschitzte Asparaginsaurebaustein NHx-Asp-OtBu-OBn (34)
wurde mit dem Aminoisobuttersaurebaustein Fmoc-Aib-OPfp (21) nach der Aktives-
termethode zum Dipeptidbaustein (41) gekuppelt. Nach anschliel3ender Aufreinigung
hat man den Dipeptidbaustein Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41) mit einer Ausbeute von
67% erhalten (Schema 21).

@ ® )L
OPfp  + o) EE.12 hRT

‘e,
FmocHN BnO o) > BnO INH
NH;

21 34

NHFmoc

41
67%

Schema 21
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Das Dipeptid Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41) wurde anschlieBend mit 10% Trifluoressig-
saure in Dichlormethan zum Dipeptid Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42) entschutzt und ohne
weitere Aufreinigung umgesetzt. Der Galactosebaustein (4) wurde mit einer 5%igen
Piperdinlosung in DMF zum Galatosebaustein (22) entschutzt. Die beiden Rohpro-
dukte (22) und (42) wurden anschlieBend zum Tripeptid Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-
OtBu (43) gekuppelt (Tabelle 4 und Schema 22).

Tabelle 4: Optimierung der Kupplungsmethode mit Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42) und
dem Galactosebaustein (22) zum Tripeptides Fmoc-(Aib-Asp-(AcGalBB))-OtBu (43)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 46%

Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42)
Galactosebaustein-NH, (22)
PyBOP/HOBt | PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 62%
Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42),
Galactosebaustein-NH, (22)
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(0] (@)
NHFmoc
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Schema 22

Die gleiche Prozedur wurde flr den Glucosebaustein Fmoc-(Asp-Asp-(AcGlucBB))-
OtBu (44) angewendet. Das Dipeptid Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41) wurde mit 10%
Trifluoressigsaure in Dichlormethan zum Dipeptid Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42)
entschitzt und ohne weitere Aufreinigung umgesetzt. Der Glucosebaustein (3) wurde
ebenfalls mit einer 5%igen Piperdinldsung in DMF zum Glucosebaustein (22) Fmoc-
entschitzt. Die beiden Rohprodukte (22) und (42) wurden nach der PyBOP-
Methode, die sich beim Galactosebaustein (43) bewahrt hat, anschliefend zum
Tripeptid Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (44) gekuppelt. Nach Aufarbeitung hat
man das Tripeptid Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (44) mit einer Ausbeute von
57% erhalten(Schema 23).
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Schema 23

2.5.5 Darstellung des Tripeptids Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47)

Im nachsten Tripeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47) wurde eine
alicyclische B-Aminosdure im Peptidrickgrat eingebaut. Viele Literaturzitate
verweisen auf die (1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (7), die das Peptidrickgrat
in die 14-Helix zwingen kann, wenn das Peptidrickgrat aus mehr als 2/3 von
(1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsdure-Einheiten  besteht®™®',  Es sollte aber
zusatzlich untersucht werden, wie sich der Einbau von nur einer Einheit von (1R,2R)-
Aminocyclohexancarbonsaure (7) auf das Peptidrickgrat auswirkt. Ausgangspunkt
war die Darstellung des Dipeptides Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu (45). Hierzu wurde der
Aminosaurenbaustein Fmoc-ACHC-OH (8) direkt mit dem Asparaginsaurebaustein
NH2-Asp-OtBu-OBn (34) gekuppelt (Tabelle 5 und Schema 24).
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Tabelle 5: Optimierung der Kupplungsmethode von Fmoc-ACHC-OH (8) mit NH.-
Asp-OtBu-OBn (34) zum Dipeptidbaustein Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu (45)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 57%

1Fmoc-ACHC-OH (8),
NH,-Asp-OtBu-OBn (34)
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 54%
Fmoc-ACHC-OH (8),
NH2-Asp-OfBu-OBn (34)

O
(@) ‘4
~ Reaktions- o)

COOH /o) bedingungen
Tabelle 5 BnO ‘0,

+ BnO ", _— NH
"y NH, o)
NHFmoc O
(e

. ,I,//

NHFmoc

45
57%

Schema 24

Das Dipeptid Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu (45) wurde anschlieBend mit 20% Trifluores-
sigsaure in Dichlormethan zum Dipeptidbaustein Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46) ent-
schitzt und ohne weitere Aufreinigung mit dem Galactosebaustein (22) umgesetzt,
der zuvor mit einer 5%igen Piperdinlésung in DMF Fmoc-entschutzt wurde. Danach
erfolgte die KnlUpfung des Galactosebausteines (22) mit dem Baustein Fmoc-
(ACHC-Asp)-OH (46) zum Tripeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47). (Ta-
belle 6 und Schema 25)
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Tabelle 6: Optimierung der Kupplungsmethode des Galactosebausteins (22) mit
Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46) zum Tripeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HATU/HOBt HATU, HOBt, DIPEA, DMF 3h 56%

Galatosebaustein-NH; (22),
Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46)

HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 64%
Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46),
Galatosebaustein-NH; (22)

PyBOP/HOBt |PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 55%
Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46),
Galatosebaustein-NH; (22)

(0]
a o
OAc_OAc BnO ,
o ‘NH
ACO OMNH +
OAc O
“’NHFmoc
4 R, =Fmoc 5% Piperidin 45 R, = C(CH;), 20%TFA
22R; =H DMF, 2h, RT 46 R, = H CH,Cl,, 2h, RT
Reaktions- Ac ~OAc
bedingungen o)
Tabelle 6 AcO
—_— >
OAc

Schema 25
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Aufgrund der schlechten Ausbeuten von 14% der Ausgangsverbindung trans-(-)-
Cyclohexandicarbonsaure (6) bei der Enantiomerentrennung der (1R,2R)-
Aminocyclohexancarbonsaure (7) wurde auf einen zweiten Tripeptidbaustein mit
Glucose verzichtet (siehe Seite 25).

2.5.6 Darstellung der Tripeptide Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50)
und Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (51)

Bei den Tripeptiden Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) und Fmoc-[ACPC-Asp-
(AcGlucBB)]-OtBu (51) wurde eine zweite alicyclische [(-Aminosaure im
Peptidrickgrat eingebaut. Die (1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaure (9) kann wie
(1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (7) das Peptidrickgrat in die Helixform
zwingen, wenn das Peptidrickgrat aus mehr als 2/3 von (1S,25)-
Aminocyclopentancarbonsaure-Einheiten besteht. Allerdings wird die 12-Helix
bevorzugt®?'¥1, Es sollte wieder untersucht werden, wie sich der Einbau von nur
einer Einheit von (1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaure (7) auf das Peptidriickgrat
auswirkt. Hierfur wurde zuerst der Dipeptidbaustein Fmoc-(ACPC-Asp)-OtBu (48)
synthetisiert. Dazu wurde die Fmoc-(1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaure (16) mit
dem Asparaginsaurebausteines NH,-Asp-OtBu-OBn (34) zum Dipeptid Fmoc-
(ACPC-Asp)-OtBu (48) verknupft. (Tabelle 7 und Schema 26).

Tabelle 7: Optimierung der Kupplungsmethode des Bausteines Fmoc-ACPC-OH
(16) und NH2-Asp-OtBu-OBn (34) zum Dipeptid Fmoc-(ACPC-Asp)-OtBu (48)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 62%

NH2-Asp-OtBu-OBn (34),
Fmoc-ACPC-OH (16)
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 65%
NH,-Asp-OtBu-OBn (34),
Fmoc-ACPC-OH (16)
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Der Dipeptidbaustein (48) wurde mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlormethan zu
Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) tert.Butyl-entschutzt. Anschlieend wurde dieser Bau-
stein mit dem Galactosebaustein (22), der zuvor mit 5%iger Piperdinldsung in DMF
Fmoc-entschutzt wurde, zum Tripeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) ver-
knupft (Tabelle 8 und Schema 27).

Tabelle 8: Optimierung der Kupplungsmethode mit Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) und
dem Galactosebaustein (22) zum Tripeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HBTU/HOBLt HBTU, HOBLt, DIPEA, DMF 2h 62%

Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49),
Galactosebaustein-NH, (22)
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 60%
Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49),
Galactosebaustein-NH, (22)

Analog wurde fur den zweiten Tripeptidbaustein der Glucose Fmoc-[ACPC-Asp-
(AcGlucBB)]-OtBu (51) verfahren. Hierflir wurde der Dipeptidbaustein Fmoc-(ACPC-
Asp)-OH (49) mit dem Glucosebaustein (23) gekuppelt. (Tabelle 9 und Schema 27)
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Tabelle 9: Optimierung der Kupplungsmethode mit Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) und
dem Glucosebaustein (23) zum Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (51)

Methode: Reagentien: Losungs- Dauer: |Ausbeute:
mittel:
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 57%

Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49),
Glucosebaustein-NH, (23)
PyBOP/HOBt |PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 3h 49%
Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49),
Glucosebaustein-NH, (23)

O
O_R4
RZ OAc BnO "/NH
R, O
AC;&/ 0] M NH O 0\\\\\\\
OAc ©
4 R;=H,R;=0Ac,Ry=Fmoc | 5% Piperidin
22 R1 = H, R2 = OAC’R3 =H - DMF, 2h, RT 48 NHFmoc
- R, = C(CH,) 20%TFA

3 R;=0Ac, R, =H, R; =Fmoc 5% Piperidin 49 R’44 =H ¥ CH OCI 2h, RT
23 R; =0Ac,R;=H,R3=H <« DMF,2h, RT e

Reaktions-

Ry _0OAc
bedingungen IZL/O&/OW\/ NH
Tabelle 8und 9

OAc

Q‘NH Fmoc

50 R, = H, R, = OAc
51 R, = OAc, R, = H

Schema 27
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2.5.7 Darstellung der Tripeptide Fmoc-[ACPC-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu
(54) und Fmoc-[B-Ala-Asp-{AcGalBB)]-OtBu (57)

Als nachstes wurden die beiden Tripeptidbausteine (54) und (57) synthetisiert. Im
ersten Tripeptid (54) wurde die mittlere Asparaginsaure-Einheit im Tripeptid (51) ge-
gen die B-Aminosaure B-Alanin ersetzt und im zweiten Tripeptid (57) wurde die end-
standige Asparaginsaure im Tripeptid (37) gegen die B-Aminosaure B-Alanin ersetzt.
Sie dienten der NMR-Strukturaufklarung der Tripeptide. Fir die Darstellung des Tri-
peptids Fmoc-[ACPC-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (54) wurde wieder zuerst das Dipeptid
Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OtBu (52) aus den beiden Bausteinen Fmoc-ACPC-OH (17)
und NH2-Asp-OtBu-OBn (34) nach der PyBOP/HOBt-Methode dargestellt, die sich in
den letzten Kapitel gut bewahrt hat. Nach Aufarbeitung hat man das Dipeptid Fmoc-
(ACPC-B-Ala)-OtBu (52) mit einer Ausbeute von 59% erhalten.(Schema 28)

WWCOOH PyBOP, HOB, ><
. DIPEA, DMF
/\)k 2hRT

NHFmoc

NH

W\
30 \\\O

NHFmoc

55
59%

Schema 28

Anschliel3end wurde der Dipeptidbaustein (52) mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlor-
methan tert.Butyl-entschitzt. Man erhalt Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OH (53), welches ohne
Aufarbeitung weiterverwendet wurde. Zusammen mit dem Glucosebaustein (23) wur-
de nach der PyBOP/HOBt-Methode der Tripeptidbaustein Fmoc-[ACPC-B-Ala-
(AcGluclBB)]-OtBu (54) mit einer Ausbeute von 48% erhalten (Schema 29). Das Bei-
spiel zeigt, dass das Ersetzen von Asparaginsaure durch B-Alanin fir das Tripeptid

(54) keine Erhdhung der Ausbeute mit sich brachte.
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FUr die Darstellung des Tripeptides Fmoc-[B-Ala-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (57) wurde
zuerst das Dipeptid Fmoc-(B-Ala-Asp)-OtBu (55) aus den beiden Bausteinen Fmoc-
B-Alanin-OPfp (20) und NH,-Asp-OtBu-OBn (34) nach der Aktivestermethode darge-
stellt. Nach Aufarbeitung hat man das Dipeptid Fmoc-(B-Ala-Asp)-OtBu (55) mit einer

Ausbeute von 61% erhalten.(Schema 30)
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AnschlieRend wurde der Dipeptidbaustein (55) mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlor-
methan tert.Butyl-entschltzt. Man erhalt Fmoc-(B-Ala-Asp)-OH (56), welches ohne
Aufarbeitung weiterverwendet wurde. Mit dem Galactosebaustein (22), der zuvor mit
10%iger Diethylaminlosung Fmoc-entschutzt wurde, hat man nach der
PyBOP/HOBt-Methode den Tripeptidbaustein Fmoc-[B-Ala-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

(57) mit einer Ausbeute von 63% erhalten. (Schema 31)
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OAc o TR, 57
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22Ry=H DMF, 2h, RT
Schema 31

Die Ausbeute konnte durch den Einbau von B-Alanin gesteigert werden. Die

Asparaginsaure mit den Schutzgruppen Benzyl- und Fmoc flhren zu einer
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sterischen Hinderung, welche zum Beispiel die Kupplung zum Tripeptid (37)
erschweren. Zusammen mit dem Ergebnis des Tripeptides (47) ergibt sich ein
Zusammenhang der Ausbeuten mit der endstandigen Aminosaure des Tripeptides.
Die alicyclischen B-Aminosauren (8) und (17) lieferte gute Ausbeuten 57-64% in den
Tripeptiden, wahrend die a-Aminosaure Asparaginsaure unbefriedigende Ausbeuten
lieferte. Dagegen hatte die B-Aminosaure B-Alanin und die sterisch gehinderte
Aminoisobuttersaure keinen sterischen Einfluss auf die Peptidkupplung zum
Tripeptid. Im nachsten Kapitel wird untersucht, wie sich dieser Einfluss der
endstandigen Aminosauren auf die Hexapeptidsynthese auswirkt, wenn man

verschiedene Tripeptide miteinander verknUpft.

2.6 Hexapeptidsynthesen

2.6.1 Synthese des Hexapeptids Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-
Ala-(AcGalBB)]-OtBu (60)

Am Beispiel des einfachsten Vertreters des Hexapeptides mit der Abfolge Fmoc-[B-
Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-p-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (60) wurden die Aspekte der
Hexapeptidsynthese nach dem Baukastenprinzip erarbeitet und dann auf weitere

Hexapeptidsynthesen mit den dargestellten Tripeptiden aus Kapitel 2.7 Ubertragen.

Fir die finale Kupplung der beiden Tripeptide Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(28) und Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (29) wurde als erstes der
Tripeptidbaustein Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (29) mit 20%
Trifluoressigsaure zum Glucosebaustein Fmoc-[p-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH (58)
entschutzt. Das Tripeptid Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtfBu (28) wurde zeitgleich
mit 20%iger Piperidin-Losung in DMF zum Galactosebaustein NHj-[3-Ala-B-Ala-
(AcGalBB)]-OftBu (59) Fmoc entschutzt. Fir die Kupplung der beiden
Tripeptidbausteine (58) und (59) wurden die PyBOP/HOBt-Methode und andere
Kupplungsmethoden verwendet (Tabelle 10 und Schema 32).
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Tabelle 10: Optimierung der Kupplungsmethode mit dem Galatosetripeptid-NH;
(59) und dem Glucosetripeptid-OH (58) zum Hexapeptid (60)

Methode: Reagentien: Losungs- | Dauer: Ausbeut
mittel: e:
EDCI/HOBt EDCI, HOBt, NMM, DMF 1h bei 0°C, kein
Galatosetripeptid-NH, (59), 24 h bei RT |Umsatz
Glucosetripeptid-OH (58)
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 2h 56%

Galatosetripeptid-NH, (59),
Glucosetripeptid-OH (58)
TBTU/HOBt TBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 22%
Galatosetripeptid-NH, (59),

1 eq Glucosetripeptid-OH (58)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 2h 61%
Galatosetripeptid-NH, (59),
Glucosetripeptid-OH (58)

Auf gleiche Weise wurde ebenfalls ein weiteres Hexapeptid aus zwei
Galatcosebausteinen Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OfBu (28) verknupft. Hierfur
wurde NH.-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (59) mit dem Galatosebaustein Fmoc-[3-
Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OH (62), der zuvor mit 20% Trifluoressigsaure in
Dichlormethan entschitzt wurde, zum Hexapeptid Fmoc-[B3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)-B-
Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (63) umgesetzt. Es wurde die HBTU/HOBt-Methode
verwendet, sie hatte sich schon beim Hexapeptid (60) bewahrt. Nach der
Aufarbeitung konnte das Hexapeptid Fmoc-[B3-Ala-p-Ala-(AcGalBB)-B-Ala-3-Ala-
(AcGalBB)]-OtBu (63) mit einer Ausbeute von 45% erhalten werden(Schema 33).
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Fir die Strukturuntersuchung mittels CD-Spektroskopie und Lektinanbindung war es
notwendig, das Hexapeptid Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-3-Ala-(AcGalBB)]-
OtBu (60) vollstandig zu entschitzen, um Wasserstoffbriickenbindung in 2D-NMR zu
erkennen und die Anbindung von Lektinen moglich zu machen. Zuerst wurde mit
20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan die tert.Butylgruppe entschutzt. Anschliel3end
wurden die Acetylschutzgruppen und die Fmoc-Gruppe durch 7N Ammoniaklésung
in Methanol entfernt™®. Auf diese Weise wurden auch die Benzylschutzgruppen an
der Fmoc-Asp-OtBu-OBn-Derviaten entfernt und die a-Carboxylgruppe der

Asparaginsaure wurde als Saureamid erhalten.
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Das Hexapeptid Fmoc-[p-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (60)

wurde mit einer Lésung von 20% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid fur 18

Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wurde der Rickstand mit 7N
Ammoniaklésung in Methanol fir 24h bei Raumtemperatur gerihrt, der Rickstand
im Vakuum entfernt und in Wasser aufgenommen. Die Reinigung erfolgte
saulenchromatographisch an Biogel, die wassrige Phasen wurden lyophilisiert, man
hat weil’e Flocken mit einer Ausbeute von 71% des entschitzten Hexapeptid NH,-
(B-Ala-p-Ala-GlucBB-B-Ala-B-Ala-GalBB)-OH (61) erhalten. Auf gleiche Weise wurde
das Hexapeptid NH,-(B-Ala-B-Ala-GalB-3-Ala-p-Ala-GalBB)-OH (64) fur die CD-
Spektroskopie und das Lektinscreening mit einer Ausbeute von 67% synthetisiert
(Schema 34).

0 0
Ro_0Ac o% Ro ~OH OoH
R R 0
ACb Q O~ "~UNH I-TN ﬁB&/OW\/NH '/N
HN HN
0 1.) 20% TFA 0
in CHoCly
2 h bei RT
HN R HN
R, ~OAc 0 e 4_OH o]
R 0 2.) TN NH3 Rajéo )
A%B&/OW\/NH HN in MeOH HO O~ ANH
OAc 0 ?o 24 h bei RT OH 0 ?o

FmocHN H2N
60 R{=H, R, = OAc, R3= OAc,R4=H 61R{=H,Ry=OH,R3=0H, Ry=H 71%
63 Ry =H, R2= OAc, R3 =H, Ry = OAc 64 R{=H, Ry= OH, R3 =H, R4 = OH 67%

Schema 34

2.6.2 Hexapeptidsynthese mit den Tripeptiden (37) und (38)

Um ein reines Asparaginsaureruckgrat aufzubauen und um herauszufinden, wie sich
die Struktur der aneinandergeknupften Glykotripeptidbausteine in Hexapeptiden ver-
andert, sollten nun die Tripeptide Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37) und Fmoc-
[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (38) zu einem Hexapeptid verknlpft werden. Dazu wur-
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de der Galactosebaustein Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37) mit 5%iger Piperi-
dinlésung in DMF zum NHx-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (66) entschutzt. Zeitgleich
wurde mit 20%iger TFA-LOsung in Dichlormethan der Glucosebaustein Fmoc-[Asp-
Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (39) zum Glucosebaustein Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OH
(65) entschutzt. Versuche die beiden Tripeptide (65) und (66) zum Hexapeptid in L6-
sung zu kuppeln blieben erfolglos. Von allen hier vorgestellten Kuppplungsmethoden
(PyBOP, HBTU, EDCI, TBTU, HATU) brachte keine das gewiinschte Hexapeptid mit

reinem Asparaginsaurertckgrat.

2.6.3 Hexapeptidsynthese mit den Tripeptiden (43) und (44)

Um eine weitere a-Aminosauren im Peptidrickgrat zu verwenden, sollte nun heraus-
gefunden werden, ob sich die Kupplungsreaktivitat verbessert, wenn man eine ein-
fach achirale, aber helicesfordernde Aminoisobuttersaure an 3. Stelle der Tripeptide
verwendet. Hierfir wurden die Tripeptide Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (44) und
Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (43) zu einem Hexapeptid verknupft.

Hierflr wurde der Galactosebaustein Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (43) mit 5%
Piperidinlésung in DMF zum NH-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (68) entschitzt.
Zeitgleich wurde mit 20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan der Glucosebaustein
Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (44) zum Glucosebaustein Fmoc-[Aib-Asp-
(AcGlucBB)]-OH (67) entschutzt. Versuche die beiden Tripeptide (67) und (68) zum
Hexapeptid in Lésung zu kuppeln blieben ebenso wie bei den Tripeptiden (65) und
(66) erfolglos. Von allen hier vorgestellten Kuppplungsmethoden (PyBOP, HBTU,
EDCI, TBTU, HATU) brachte keine das gewunschte Hexapeptid mit reinem
Asparaginsaureruckgrat.
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2.6.4 Darstellung von Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-
(AcGalBB)]-OtBu (71)

Nachdem der Aufbau eines reinen Asparaginsaurertickgrates mit den Tripeptiden
(65) und (66) und auch der Ersatz der 3. Aminosaure im Rickgrat mit Aminoisobut-
tersaure in den Tripeptiden (67) und (68) keine Verbesserung in der Hexapeptidsyn-
these brachte, wurde nun untersucht, ob die Verknupfung zum Hexapeptid mdglich
wird, wenn nach zwei Asparaginsaure-Einheiten wie schon beim ersten Hexapeptid
(60) eine B-Aminosaure folgt. Aus diesem Grund wurde das Tripeptid Fmoc-[ACHC-
Asp-(AcGalBB)]-OfBu (47) zur Hexapeptidsynthese verwendet. Der Tripeptidbau-
stein Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47) wurde nun zum Hexapeptid (71) ver-
knUpft, das Tripeptid (47) mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlormethan zum Galacto-
setripeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OH (70) entschutzt. Zeitgleich wurde das
Tripeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47) mit 5%iger Piperidinldsung in
DMF zum Tripeptidbaustein NH.-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (69) Fmoc-ent-
schitzt. AnschlieRend wurden beide Tripeptidbausteine (69) und (70) zum Hexapep-
tid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (71) mit der PyBOP-
und HBTU-Methode umgesetzt, weil sich diese Methoden bei der Darstellung des
Hexapeptids (71) bewahrt haben (Tabelle 11 und Schema 35).

Tabelle 11: Optimierung der Kupplungsmethode mit den Tripeptiden (69) und (70)
zum Hexapeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (71)

Methode: Reagentien: Losungs- Dauer: |Ausbeute:
mittel:
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 1h 31%

Tripeptid-NH, (69)
Tripeptid-OH (70)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 1,5h 59%
Tripeptid-OH (70)
Tripeptid-NH. (69)
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47 R, = C(CHy, ] 20 TFA
70Ry=H h,RT
Reaktions- OAC__0Ac
bedingung o
Tabelle 11 AcO O~ NH
—_—
OAc
0
Ac_-OAc
0
AcO O\/\/\/NH
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Die Ausbeute war mit 59% fur die Synthese eines Hexapeptides Fmoc-[ACHC-Asp-
(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OfBu (71) gut. Im Gegensatz zur Peptidknlpfung
mit reinem Asparaginsaureruckgrat und mit der Aminoisobuttersaure, bei dem keine
Knlpfung zum Hexapeptid erfolgte, kann gesagt werden, dass die Kupplung von der
entstandigen B-Aminosaure abhangt. Aus diesem Grund war auch die Synthese des
ersten Hexapeptides (60) moglich, weil die endstandige Aminosaure des Tripeptides

(47) eine 3-Aminosaure war.
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Weiter wurde das Hexapeptid (71) noch vollstandig entschutzt. Hierfur wurde das
Hexapeptid Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (71) mit einer
Lésung von 20% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid tert.Butyl-entschitzt.
AnschlieBend mit 7N Ammoniaklésung in Methanol von den restlichen
Schutzgruppen befreit. Die Reinigung erfolgte an Biogel und man hat weil3e Flocken
des entschutzten Hexapeptid NH.-(ACHC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (72)
mit einer Ausbeute von 72% erhalten (Schema 36).

1.)20% TFA
in CH20I2
2 h bei RT

B
2.) 7N NH3
in MeOH

24 h bei RT

Ac OAc 0

AcO O\/\/\/N H ",
OAc HO

Schema 36
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2.6.5 Darstellung des Hexapeptids Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-
Asp-(AcGalBB)]-OtBu (75)

Zur Gegenuberstellung der (1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaure (7), welche die
14-Helix bevorzugt, wird in neuerer Literatur die (1S,2S)-Aminocyclopentancarbon-
saure (9) fur die Ausbildung von 12-Helixstrukturen in Peptidketten eingebaut. Als
Zwischenglied zwischen zwei Tripeptideinheiten hat sich im Hexapeptid (71) eine ali-
cylische B-Aminosaure bewahrt. Nun wurde untersucht, ob sich die (1S,2S)-Amino-
cyclopentacarbonsaure (9) ebenso fur die Hexapeptidsynthese eignet und wie sich
die Struktur hierdurch verandert®?,

Die beiden Tripeptidbausteine Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) und Fmoc-
[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (51) mit der Peptidabfolge Asp-Asp-ACPC werden
nun zum Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OfBu
(75) verknupft. Hierfur wurde zuerst der Glucosebaustein Fmoc-[ACPC-Asp-
(AcGlucBB)]-OfBu (51) mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlormethan zum Fmoc-
[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OH (74) entschutzt. Der Galactosebaustein Fmoc-[ACPC-
Asp-(AcGalBB)]-OfBu (50) wurde mit 5%iger Piperidinlosung in DMF zum NH.-
[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OfBu (73) entschutzt, dann zusammen mit dem Tripeptid
(74) zum Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OfBu
(75) umgesetzt (Tabelle 12 und Schema 37).

Tabelle 12: Optimierung der Kupplungsmethode mit den Bausteinen (73) und (74)
zum Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (75)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 1h 33%

Tripeptid-NH, (73)
Tripeptid-OH (74)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 1,5h 54%
Tripeptid-NH, (73),
Tripeptid-OH (74)
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Fir die komplette Entschitzung wurde das Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-
(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu  (75) mit einer Losung von 20%
Trifluoressigsaure in Methylenchlorid tert.Butyl-entschitzt, danach fir die Entfernung
der Acetylschutzgruppen, der Fmoc-Gruppe und den Benzylschutzgruppen mit 7N
Ammoniaklésung in Methanol behandelt. Man hat das entschitzte Hexapeptid NH.-
(ACPC-Asp-GlucBB-ACPC-Asp-GalBB)-OH (76) mit einer Ausbeute von 42%.
erhalten (Schema 38).
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2.6.6 Darstellung des Hexapeptids Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-
Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78)

Als Abschluss wurde noch ein gemischtes Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-
ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78) aus den beiden Tripeptiden Fmoc-[ACHC-Asp-
(AcGalBB)]-OtfBu (47) und Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) hergestellt. Mit
dem 14-Helixbildner ACHC (7) und mit dem 12-Helixbildner ACPC (9) sollte unter-
sucht werden, wie sich die beide Effekte in der Struktur in einem Hexapeptid aus-
wirkten. Hierfir wurde der Galactosebaustein Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]J-OtBu
(50) mit 20% Trifluoressigsaure in Dichlormethan zum Baustein Fmoc-[ACPC-Asp-
(AcGalBB)]-OH (77) tert.Butyl-entschutzt. Der Galactosebaustein Fmoc-[ACHC-Asp-
(AcGalBB)]-OtBu (47) wurde mit 5% Piperidinlésung in DMF zum Galactosebaustein
NH2-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (69) entschutzt. Dann wurde der Tripeptidbau-
stein (81) mit dem Tripeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OH (77) zum Hexapeptid
Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78) umgesetzt (Tabelle
13 und Schema 39).
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Tabelle 13: Optimierung der Kupplungsmethode mit den Tripeptiden (69) und (77)
zum Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78)

Methode: Reagentien: Losungs- |Dauer: |Ausbeute:
mittel:
PyBOP/HOBt PyBOP, HOBt, DIPEA, DMF 1h 32%

Tripeptid-NH, (69)
Tripeptid-OH (77)
HBTU/HOBt HBTU, HOBt, DIPEA, DMF 1,5h 47%
Tripeptid-NH, (69)
Tripeptid-OH (77)

47R;=Fmoc | 5% Piperidin
69R;=H DMF, 2h, RT
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80

Das Hexapeptid Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78)

wurde schlieBlich mit einer Lésung von 20% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid

zuerst tert.Butyl-entschitzt, dann mit einer 7N Ammoniakldésung in Methanol von den

restlichen Schutzgruppen befreit. Man hat das entschutzten Hexapeptid NH.-(ACPC-
Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (79) mit einer Ausbeute von 65 % erhalten.

(Schema 40)
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2.7 NMR-Untersuchung der Peptide

2.7.1 Allgemeines zur Peptid-Kernspinspektroskopie

Aminosauren liegen von Natur aus meistens in der L-Konfiguration vor, mit Ausnah-
me von Cystein liegen sie alle in der S-Form vor. Die Amidbindung liegt meistens in
der trans-Konfiguration vor, Ausnahme bildet das Prolin, welches in Peptidstrangen
auch cis-Anteile erkennen lassen. Diese cis-Anteile kann man im NMR-Spekrum gut
erkennen. Auf diese Weise kann man die NMR-Spektroskopie zur Aufklarung von
Peptidstrukturen miteinbeziehen.

Kurze Peptide liegen meistens in untergeordneten, nicht strukturierten ,Zufallsknau-
el“ (random coil) vor, langere Peptide kdnnen dagegen in gefalteter Form wie Helices
oder Blatter vorliegen. Die Besonderheiten von B-Aminosauren wurde in Kapitel 2
ausfuhrlich erértert, sie kdbnnen schon ab 6 B-Aminosauren stabile Helices ausbil-
den®®.Verifiziert wird die Struktur von Peptiden anhand von Daten aus TOCSY und
NOESY-Spektren, aber auch ROESY-Spektren kdnnen bei der Zuordnung behilflich

sein.

2.7.2 NOESY- und TOCSY-Spektren

Ein wichtigstes Experiment zur Strukturaufklarung von Peptiden ist das NOESY-
Experiment, weil es Informationen fur die Protonen/Protonen-Wechselwirkung fir
den Raum enthalt. Wichtig fir die Zuordnung der Protonen sind die Kreuzsignale,
die in Abbildung 19 schematisch dargestellt sind"*®. Ein typisches Merkmal von a-
Helices sind Kreuzsignalen im Bereich der Amidprotonen H“-H" des NOESY-
Spektrums, die aufgrund der raumlichen Nahe benachbarter Aminosauren
entstehen. Der NH-Signalbereichs von 7.5-9 ppm in NMR-Spektrum und deren
Kupplungen mit Signalen aus dem H"-H® und H"-Aliphaten l3sst erkennen, ob eine
a-Helix vorliegt oder nicht™% (Abbildung 19).
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Abb.19: Schematische Zuordnung der Protonen-Kreuzsignale im
NOESY nach F. Lottspeich und H. Zorbas

Far die Strukturaufklarung der Hexapeptide (61), (72) (76) und (79) wurde neben den
NOESY-Spektren die TOCSY-Spektren bendtigt, um zwischen intraresidualen und
interresidualen Kupplungen zu unterscheiden. Im TOCSY-Spektrum werden nur
Kreuzsignale aufgezeigt, die innerhalb eines Spinsystems entstehen. Durch Uberein-
anderlegungen von beiden Spektren, kdnnen die Signale im NOESY zur Strukturauf-
klarung beitragen. Im Unterschied zum TOSCY-Spektrum, tauchen im im NOESY-
Spektrum die zahlreichen H"-H"-Kupplungen auf, die im TOCSY nicht erscheinen.
Die Gegenlberstellung der beiden NMR-Spektren der Hexapeptide (72) durch Uber-
einanderlegen der NOESY-Spektren mit den TOCSY-Spektren (Abbildung 20) zei-
gen das Auftreten von H"-H"-Kupplungen. Dies ist ein Indiz fiir das Vorliegen einer
geordneten Struktur wie Helix oder Faltblatt. In a-Helices treten starke NOE-Signale
zwischen dem Hq-Proton des Aminosaurerestes i und dem H"-Proton des Aminoséu-
rerestes i+3 ((N(i+3)) auf. Des weiteren treten Uber mittlere Distanzen (i, i+2 — i, i+4)
Signale auf, die ebenfalls die Helixstruktur untermauern. Durch den Einbau von
ACHC-Bausteinen wurde eine stabile Sekundarstruktur ausgebildet, die eine a-Helix

darstellt!",
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Abb. 20: NMR-Spektrum des Hexapeptides (72) in D,O/H,O (9:1). Griine Signale: TOCSY-Spektrum,
pinke Signale: NOESY-Spektrum

Im Vergleich hierzu der gleiche Bereich des Hexapeptides (61). Hier treten keine zu-
satzlichen Signale im NOESY-Spektrum auf. Hier liegt eine offenkettige Struktur vor,
Kupplung Uber den Raum sind nicht zu erkennen. (Abbildung 21)
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Abb. 21: NMR-Spektrum des Hexapeptides (61) in D,O/H,O (9:1). Griine Signale: TOCSY-Spektrum,
rote Signale: NOESY-Spektrum

Die Spektren beim Hexapeptid (76) und (79) gleichen sich zum Hexapeptid (61).
Auch hier treten keine zusatzlichen Signale im NOESY-Spektrum auf. Es liegen
ebenfalls offenkettige Strukturen vor, Kupplungen Uber den Raum sind nicht zu er-
kennen. (Abbildung 22 und 23)
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Abb 22.: NMR-Spektrum des Hexapeptides (76) in DO/H,O/AcOH (9:1:0.5). Griine Signale: TOCSY-
Spektrum, rote Signale: NOESY-Spektrum
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Abb 23: NMR-Spektrum des Hexapeptides (79) in D,O/H,O (9:1).Grune Signale: TOCSY-Spek-
trum, rote Signale: NOESY-Spektrum

2.7.3 Chemische Verschiebung und Random-Coil-Struktur

Die chemische Verschiebung ist ebenfalls ein wichtiger Indikator fir die Aussagen
zur Sekundarstruktur eines Peptids oder Proteins!*?. Diese Methode erlaubt es,
eine qualitative Interpretation von 'He-, und C.- Verschiebungen in NMR-Spektren.
Hierbei wurde ein Vergleich der experimentell ermittelten chemischen
Verschiebungen mit den fur eine random coil-Struktur zu erwartenden chemischen
Verschiebungen gemacht. Auf diese Weise kann eine Unterscheidung zwischen a-
helikalen-, B-Faltblatt- und random coil-Strukturen bei den Hexapeptiden (61), (72),
(76) und (79) erfolgen. In allen Hexapeptiden sind die beiden Glykobausteine (3) und
(4) verwendet worden, die einen Asparaginsaure-Baustein enthalten. Die chemische

Verschiebung von Asparaginsaure in Helices, in B-Faltblatt- und Random Coil-
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Strukturen ist mehrfach tabelliert kann somit zur Strukturaufklarung herangezogen
werden. Die a-CH-Gruppe besitzt in willklrlichen Strukturen eine Verschiebung von
4.62 ppm. Bei einer Random Coil-Struktur bleibt dieser Wert unverandert, bei einem
B-Faltblatt verschiebt sich das a-CH-Signal auf einen Wert um 5.07 ppm und
helicalen Strukturen zu Werten um 4.45 ppm. Im Hexapeptid (61) verschiebt sich der
Wert zu 5.17 ppm ins Tieffeld, welches einer B-Faltblattstruktur entsprechen wiirde.
In den Hexapeptiden (76) und (79) verschiebt sich der Wert nur minimal zu 4.59
ppm, das einer Random-Coil-Struktur entspricht und beim Hexapeptid (72) zeigt die
Verschiebung des a-CH-Signal zu 4.45 ppm eine deutliche Verschiebung in Richtung

Hochfeld und deutet auf eine helicale Struktur hinl'42431144]

2.7.4 Strukturaufklarung der Hexapeptide

Zahlreiches auftreten von NOE-Signale zwischen i und i+3 Positionen sind ein deut-
licher Hinweis auf das Vorliegen einer a-helikalen Konformation in dem Hexapeptid
(72). Hingegen fehlen diese Signale im Hexapeptid (61) mit reinem B-Alaninrtckgrat
und in den Hexapeptiden (76) und (79) mit den beiden B-Aminosauren ACHC (7)
und ACPC (9). In diesen Strukturen liegt eine willkurliche Struktur vor (random coil).
Ein zusatzlicher Beweis fur die Struktur der Hexapeptide (61), (72), (76) und (79)
wurde im Zusammenhang mit den CD-Spektren der Hexapeptide (61), (72), (76) und
(79) diskutiert.
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2.8 CD-Spektren und Auswertung der Peptide

Zur Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von Peptiden und Proteinen kom-
men neben NMR-Spektroskopie auch die CD-Spektroskopie zum Einsatz, um auf
schnelle Weise an Informationen zur Sekundarstruktur zu bekommen. Die Circulardi-
chroismus (CD)-Methode lasst erkennen, ob ein Protein oder Peptid ungefaltet, eher
helikal oder als 3-Faltblatt vorliegt.

Die chromophoren Gruppen in Peptiden werden mit den beiden Komponenten circu-
lar rechts polarisiertem Licht und circular links polarisiertem Licht in Wechselwirkung
treten, so dass eine Absorptionsanderung auftritt. Diese Wechselwirkung kommt im-
mer dann in Molekilen vor, wenn eine optisch-aktive Verbindung vorliegt. AuRerdem
ist die Absorption abhangig von der Wellenlange, die eingestrahlt wird. In regelmafi-
gen Sekundarstrukturen kommt es wegen der definierten Anordnung der Chromo-
phore zueinander zu einer gegenseitigen Wechselwirkung, die sich wiederum auf die
Absorption und deren Frequenz auswirkt.

Anhand von CD-Spektren kann man schnell erkennen, ob eine Faltung vorliegt oder
nicht, allerdings reprasentiert sie nur die Summe aller Sekundarstrukturen und erlau-
ben ohne NMR-Spektren keine exakten Schlliisse auf die raumliche Gestalt!'** (Abbil-
dung 24).

— [(—Faltblatt

Elliptizitat 0]y oy X 102

200 220 240 260
Wellenlinge (nm)

Abb.24: CD-Spektren von Poly-L-Lysin!'!
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Im Fall von a- und B-Peptiden erlaubt die CD-Spektroskopie die Erkennung, welcher
Typ von Helix sich ausgebildet hat. Die Spektren kdnnen unterscheiden zwischen ei-
ner 31-Helix, 14-Helix 12-Helix, 12/10-Helix, 10-Helix, eines B-Faltblattes oder einer
ungeordneten Struktur (random coil)® .Die verschiedenen Strukturtypen unterschei-
den sich in ihren Maxima und Minima. Eingehend ist die 14-Helix-Struktur von (-
Peptiden von D. Seebach et al. untersucht worden. Hier liegt das Minimum bei 215-
216 nm und das Maximum bei 197 nm""\. Durch den Einbau von ACHC-Einheiten
kann die 14-Helix-Struktur weiter stabilisiert werden und selbst pH-Schwankungen
von pH 2 bis pH 12 Uberstehen. Weiter sollte die Verwendung von Methanol als L6-
sungsmittel fiir die CD-Messung stabilisierend auf die Helixausbildung wirken!'*?. Ne-
ben der 14-Helix stellte Appella et al. die 12-Helix vor, die durch den Einbau von
ACPC-Einheiten aufgebaut werden kann. lhre charaktistischen Signale im CD-Spek-
trum unterscheiden sich grundlegend von dem der 14-Helix. Das Maximum liegt bei
204 nm und der Nulldurchgang ist bei 214 nm. Das Minimum hingegen liegt bei 221
nm®%1 - Anders zeichnet sich die 12/10-Helix aus, die sich mit einem einzigen Maxi-
mum bei 205 nm mit einem hoher Elliziptitdt auszeichnet™®. Neben den Helices kon-
nen noch andere Strukturen vorliegen, das B-Faltblatt mit einem Maximum bei 187-
195 nm und einem schwachen Minimum bei 217 nm!™". Des weiteren kann man
eine ungeordnete Struktur (random coil) im CD-Spektroskopie erkennen, wenn ein
Maximum bei 212 nm und das Minimum um 190 nm vorliegt. Allerdings darf der Kur-

venverlauf nach 190 nm kein Maximum mehr erkennen lassen®®(Abbildung 25).

Abb. 25 nachste Seite: CD-Spektren der Hexapeptide (72) im Phosphatpuffer pH = 7.5 mit den Kon-
zentrationen ¢ = 0.5 mg/ml (hellblaue Linie) und ¢ = 0.25 mg/ml (magentafarbene Linie) und in Metha-
nol (rote Linie) mit einer Konzentration von ¢ = 0.5 mg/ml, Hexapeptid (76) im Phophatpuffer pH = 7.5
und Konzentration ¢ = 0.5 mg/ml (grine Linie), Hexapeptid (79) im Phosphatpuffer pH = 7.5 mit den
Konzentrationen ¢ = 0.25 mg/ml (dunkelblaue Linie) und dem Hexapeptid (61) im Phosphatpuffer pH =
7.5. Konzentration ¢ = 0.5 mg/ml (gelbe Linie).
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Das Hexapeptid (61) mit reinem B-Alanin zeigt bereits eine Verschiebung des Mini-
mums zu 200 nm und ein Maximum bei 190 nm wie in einer B-Faltblattstruktur, aller-
dings kann diese Struktur nicht in Einklang mit den 2D-NMR-Daten gebracht werden.
Die chemische Verschiebung der beiden Asparaginsaure-Signale wurden fur ein -
Faltblattstruktur sprechen™®. Auffallig hierzu ist noch, dass das Maximum bei stabi-
len Sekundarstrukturen nach 190 nm im positiven Bereich liegen muss, im Gegen-
satz zum Random Coil, dass kein Maximum nach 190 nm zeigt ['*21"%%,

Auch dieser Anhaltspunkt ist beim Hexapeptid (72) deutlich zu sehen. Somit kann
man das Spektrum des Hexapeptides (72) einer helicalen Struktur zuordnen. Das
Minimum liegt beim Hexapeptid (72) mit der Konzentration ¢ = 0.5 mg/ml im Phos-
phatpuffer pH 7.5 bei 192 nm und ein zweites Minimum bei 204 nm. Die positive
Bande bei 219 nm des n —p*-Ubergangs ist nur schwach erkennbar, kommt aller-
dings bei Random Coil Strukturen vor, allerdings bei 212 nm und starker in der posi-

151 Ausgeschlossen werden kann die 12-Helix und 10/12-Helix,

tiven Auslenkung
die jeweils Uber positive Maxima bei 204 nm bzw. 220 nm verfluigen. Allerdings zeigt
die Verwendung von Methanol keine Stabilisierung der Helixstruktur 19,

Alle Hinweise sprechen flr eine stabile Sekundarstruktur in helicaler Form. Literatur-
stellen mit CD-Spektren von Peptiden zeigen einen analogen Verlauf wie beim Hexa-
peptid (72) im Phosphatpuffer pH 7.5 1% Eine andere Veréffentlichung von
Shepard et al. zeigt ebenfalls CD-Spekren von a-helikalen Strukturen, allerdings von
cyclischen Penta- und Hexapeptiden™". Zusammen mit den Ergebnissen der NMR-
Daten, der chemischen Verschiebung und den vorliegenden Kreuzsignalen im NOE-
SY kann gesagt werden, dass eine helicale Struktur vorliegt, durch den Einbau von
ACHC eine 14-Helix !,

Die Sekundarstruktur fur das Hexapeptid (72) ist eine helicale Struktur, das Hexa-
peptid (61) hat die Tendenz zum Ausbilden eines B-Faltblattes und die Hexapeptide
(76) und (79) liegen in einer Random-Coil-Struktur vor in wassriger Losung bei einem
pH-Wert von 7.5.
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2.9 Lektin-Screening

2.9.1 Allgemeine Bedeutung und Wirkungsweise von Lektinen

Proteine sind in der Lage mit Kohlenhydraten in Wechselwirkung zu treten wie Enzy-
me und Antikorper. Eine andere Spezies dieser Gruppe sind Lektine, die in der Lage
sind Mono- und Oligosaccharidstrukturen reversibel und spezifisch zu binden. Im Ge-
gensatz zu den Enzymen haben Lektine keine katalytische Aktivitat und sie gehoren
wie die Antikorper nicht zur Immunabwehr. Jedes Lektin besitzt zwei oder mehr
CRDs (Carbohydrate Recognition Domain), welche Kohlenhydrate binden kdnnen.
Je nach Bindung sind Lektine dann di- oder polyvalent angebunden wie am Beispiel
der Erythrozyten, mit denen sich Lektine nicht nur oberflachlich mit den Kohlenhydra-
ten verbinden, sondern auch Querbindung mit dem ganzen Erythrozyten eingehen.
Dieses Phanomen wird Zellagglutination genannt. Durch die Anbindung kommt es
zur Ausfallung der Lektin-Erythrozyten-Verbindung. Diese Eigenschaft der Lektine
wird zum Nachweis und Charakterisierung benutzt®. lhr Vorkommen reicht von Vi-
ren, Bakterien Uber Pflanzen bis hin zu Tieren. Lektine wurden urspringlich nur aus
Pflanzenextrakten isoliert und zur Anlagerung an Blutzellen wie Erythrozyten einge-
setzt wurden. Spater fand man heraus, dass sich Lektine auch aus tierischen Orga-
nen gewinnen lassen und dass sie keineswegs alle an Erythrozyten binden. W.C.
Boyd und E. Shapleigh fuhrten daher 1954 den Begriff Lektin (lat: legere = auswah-
len) ein. Lektine besitzen mindestens zwei Zuckerbindungsstellen, sonst ware ihr An-
lagerungs-/Préazipitationsvermdgen nicht erklarbar’*”. Die Anbindung von Lektinen
an Zelloberflachen oder Liganden kann nicht allein von einzelnen Kohlenhydraten er-
reicht werden. Hieraus kann geschlossen werden, dass die Bindung sowohl von
Kohlenhydraten als auch Uber zusatzliche unspezifische Protein-Protein-Wechselwir-
kungen erfolgt. Einen groRen Einfluss hat die Anordnung der Kohlenhydrate an der
Zelloberflache, die fiir die Lektine zuganglich sein missen!™®. Obwohl ihre chemi-
sche Charakterisierung noch ungeklart ist, werden Lektine in den letzten Jahrzehn-
ten in steigendem Umfang in der medizinischen Grundlagenforschung eingesetzt.
Sie eignen sich, um bestimmte Zelltypen oder Zellfragmente (z.B. Membrantypen) zu

charakterisieren, Zellen in verschiedenen Entwicklungsstadien zu erkennen, gesun-
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de Zellen von Tumorzellen zu unterscheiden, die verschiedenen Phasen des Zellzy-
klus zu markieren und verschiedene Zelltypen affinitdtschromatographisch voneinan-

der zu trennen!™1%,

2.9.2 Lektine und ihre Wechselwirkungen

Wie bereits andeutet, hangt die Anbindung von Lektinen von mehreren Faktoren ab
und kann nicht nur ausschliel3lich Gber die CRDs erfolgen. Zum einem sind Wasser-
stoffbricken durch Wassermolekule beteiligt, dann koordinative Wechselwirkungen
mit divalenten lonen wie Ca®*- und Mn**-lonen und zusétzlich von Carbonylgruppen,
bei denen die benachbarte NH.-Gruppe eine Wasserstoffbrickenbindung zu einer
Zucker-OH-Gruppe ausbildet. Weiter bilden die Lektine ionische Wechselwirkungen
zwischen geladenen und ungeladenen Zuckergruppen und Aminofunktionen der
Aminosauren aus. Hierbei werden Wassermolekile als Bricke benutzt (Abbildung
26). Weiterhin ist bekannt, dass aromatische Reste wie Tryptophan oder Phenylala-
nin in den Bindungstaschen nichtpolare Wechselwirkungen (wie nichtaromatische
Wechselwirkung, mr-11-Stapelwechselwirkungen) zwischen dem unpolaren Bereich in

den Kohlenhydraten ausbildent'®""¢%],

Asp*<' “OH
O-.
OH 7o
Q
H
| HO
NH

2
Ca™" — o:<

Asn
Abb.26: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Mannose

und Aminosauren des Lektins Concanavalin Al'%,
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Dennoch sind die Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen als schwache Wechselwi-
kungen einzustufen. Die Bindungsenergie liegt zum Beispiel mit 22 kd/mol fir Con-
canavalin A ahnlich einer Wasserstoffbriicke mit einer Bindungsenergie von 20
kJ/mol®?,

2.9.3 Auswahl der Lektine und Farbemethode

Die Pflanzenlektine wurden nach ihrer Zuckerspezifitat ausgesucht, wobei zwischen
Lektinen zu unterscheiden ist, die Monosaccharide oder Oligosaccharide erkennen
kénnen® . Das Lektin Canavalia ensiformis (Con A) ist ein Legume-Lektin aus der
Riesenbohne, welches Mannose- und Glucose-Einheiten erkennt, wobei Mannose-

%3 Des weiteren wurde Phaseolus vulgaris

Einheiten besser als Glucose-Einheiten
E (PHA-E), ebenfalls ein Legume-Lektin aus der Kidney-Bohne verwendet, welches
mit Oligosacchariden wechselwirken kann. Abschlieend wurde ein Lektinscreening
mit Galanthus nivalis (GNA) durchgefuhrt, ein Monocot-Lektin aus Schneegléckchen,
welches Mannose-Oligosacchride erkennen kann!*l"®l. Diese drei Lektine sind Per-
oxidase gelabelt und kénnen mit 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) und Wasserstoff-
peroxid in einer Farbereaktion sichtbar gemacht werden. Hierbei wird der Farbstoff

AEC in einer Oxidation zu einem roten, in Wasser unloslichen, in Methanol I6slichen,

Farbstoff umgewandelt (Abbildung 27).
HoN
17, Hy,0, N
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Abb. 27: Farbreaktion mit AEC und Wasserstoffperoxid
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Die drei verschiedenen Lektine Con A, PHA-E und GNA wurden mit den verschiede-
nen Hexapeptiden (61), (64), (72), (76) und (78) getestet, ob eine Veranderung in
der Aminosaurenabfolge des Ruckgrates, Unterschiede in der Affinitat zwischen Lek-
tin und Glykopeptid ergeben. Die Proben der Hexapeptide wurden in Phosphatbuffer
pH 7.5 geldst, aus diesem Grund wurde als Blindprobe der Phosphatpuffer mitaufge-
tragen. AuBerdem dirfte das Lektin GNA keine Anbindung an alle Hexapeptide zei-
gen. In keinem dieser Hexapeptide wurde das Kohlenhydrat Mannose verwendet
und das Lektin GNA dirfte nur an Oligosaccharide mit Mannose-Einheit anbin-

denl16e1es]

2.9.4 Lektin-Screening auf Nitrocellulose

Um die synthetisierten Hexapeptide (61), (64), (72), (76) und (78) auf ihre Affinitat zu
Lektinen zu testen, wurden die entschutzenden (-Glykopeptide auf Nitrocellulose
aufgetragen. In vielen Publikationen werden Peptide auf Nitrocellulose Ubertragen,
weil es eine hohe Affinitat zu Peptiden aufweist. Aus diesem Grund war es wichtig,
nach Auftragung wassriger Losungen der Peptide, die Nitrocelluloseoberflache mit
BSA zu blockieren, weil sonst die Lektinlosung vollstandig absorbiert wird. Anschlie-

Rend wurden die peroxidase-gelabelten Lektine mit AEC angefarbt!'®/1168I169]

A J

Abb.28: Concanavalin A mit 1: Pufferlésung Phosphatpuffer pH 7.5, 2: Hexapeptid (72), 3: Hexapeptid
(61), 4: Hexapeptid (64), Hexapeptid (76) 6: Hexapeptid (79) mit einer Konzentration: 0.1 mg/ml / Volu-
men 0.5 pl
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Abb.29: PHE-A mit 1: Pufferlésung Phosphatpuffer pH 7.5, 2: Hexapeptid (72), 3: Hexapeptid (61), 4:
Hexapeptid (64), Hexapeptid (76) 6: Hexapeptid (79) mit einer Konzentration: 0.1 mg/ml / Volumen 0.5
ul

Abb.30: GNA mit 1: Pufferldésung Phosphatpuffer pH 7.5, 2: Hexapeptid (72), 3: Hexapeptid (61), 4:
Hexapeptid (64), Hexapeptid (76) 6: Hexapeptid (79) mit einer Konzentration: 0.1 mg/ml / Volumen 0.5
i



2. Aligemeiner Teil 96

Auffallig bei allen drei Lektin-Screening-Tests war die Farbung des gemischten He-
xapeptides NH,-(ACPC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (79), welches in allen
Fallen die starkste Anfarbung zeigt und somit die hdchste Affinitat mit Lektinen auf-
weist. Selbst bei Lektinen wie PHE-A und GNA, die nur Oligosaccharide oder Man-
nosebaustein erkennen, war der qualitative Test positiv, wenn auch nur schwache
Anfarbungen zu beobachten sind (Abbildung 28, 29 und 30).

Weiter fallt auf, das das Glykopeptid, welches nur Galatosebausteine (64) und ein 3-
Alaninrackgrat enthalt, fast gar keine Anfarbung zeigt und somit von Lektinen nicht
erkannt wurde. Das Hexapeptid (72), das eine geordnete Sekundarstruktur nach
NMR-Daten und CD-Spektrum,aufweist, zeigte wie beim Hexapeptid (64) und (76)
eine kaum sichtbare Anbindung an die Lektine. Es mussten weitere Lektine getestet
werden, die eine spezifische Anbindung flr Galatoseeinheiten besitzen, wie die Lek-
tine Erythrina corallodendron (coral tree) (ECorL)"" oder Soybean (SBA)""". Weiter
ist interessant, dass der Einbau von ACPC in das Ruckgrat (76) die Stabilitat der Se-
kundarstruktur nicht erhdht. Es liegt eine flexible Struktur in Losung vorliegen. Diese
Flexibilitat erhdhte aber nicht die qualitative Anbindung von Lektinen wie beim Hexa-
peptid (79). Die Anfarbung war wie bei den Hexapeptiden (61), (64) und (72) kaum
sichtbar.

Das Hexapeptide NH-(ACPC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (72) bietet sich als
bester Ligand fur Lektine an. Dieses Hexapeptid (72), welches nach NMR-Daten und
CD-Spektren eine ungeordnete Struktur besitzt, besitzt die beste Anbindung an die
Lektine Con A, PHE-A und GNA. Im Fall von GNA imitierte dieses Glykopeptid (72)
sogar Mannoseeinheiten, sonst ware eine Anbindung von GNA nicht mdglich gewe-
189 Schlussendlich muss die Struktur NHx-(ACPC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-

GalBB)-OH (72) weiter untersucht werden, es kann aber gesagt werden, dass die

sen

hohe Flexibilitdt des Hexapeptides (72) besser in die Bindungstasche der Lektine
passt als die starre unflexible Struktur des Hexapeptides (72), welches in einer stabi-
len Sekundarstruktur vorliegt. Eine Moglichkeit ware das Peptidrickgrat zu verlan-
gern, um eine Faltung des Peptides beobachten zu kénnen, welches die Struktur

besser einordnen lasst """ Weiter misste die Struktur mittels Molecular Modelling
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und zusatzlichen NMR-Methoden ermittelt werden, um eventuelle Besonderheiten
aufzudecken, die zur Anbindung der Lektine Con A, PHE-A und GNA flhrten. Das
Gebiet der B-Peptide und ihre Anwendungen in der pharmazeutischen und medizini-
schen Forschung ist bis heute noch groftenteils unerforscht und wird noch fir viele

neue Moglichkeiten in der Gestalt und Anwendung interessant bleiben°I*eIeel3]
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3. Experimentieller Teil

3.1 Chemikalienliste

Acetonitril puriss (Fluka), B-Alanin (Avocado), 3-Amino-9-ethylcarbazol (Sigma
Aldrich), Aminoisobuttersaure (Fluka), 5-Aminopentanol (Fluka), Ammoniumformiat
(Fluka),  Asparaginsaurederivat  (Novabiochem), O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N*-tetramethyl-uroniumhexafluorphospat (Fluka), O-(7H-Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’tetramethyluronium-hexafluorphosphat  (Fluka), = O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N"-tetramethyluroniumtetra-fluoroborat  (Fluka), = Benzylbromid  (Fluka),
Bromwasserstoff in Eisessig (33%ige Losung, Fluka), Chlorameisensaurebenzylester
(Fluka), Chlorameisensaurefluorenylmethoxy-carbonylester (Fluka), Chlor-
ameisensaureisobutylester (Fluka), Chlorsulfonylisocyanat (Fluka), Celite® 503
(Fluka), Cyclopenten (Fluka), D-Galactose (Fluka), D-Glucose (Fluka), fert.-
Dibutyldicarbonat (Fluka), Diethylamin (Fluka), N,N*-Dicylco-hexylcarbodiimid (Fluka),
Diisopropylethylamin (Aldrich), 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-
hydrochlorid (Fluka), 4-Dimethylaminopyridin (Fluka), (-) Ephedrin (Aldrich), 9H-
Fluorenyl-methoxycarbonylsuccinimid (Fluka), cis-Hexahydrophthalsaure-anhydrid
(Fluka), 1-Hydroxybenzotriazol (Aldrich), Isobuttersaure (Fluka), Lektine (Sigma
Aldrich, EY Laboratories INC.), (R)-(+)-Methylbenzylamin (Fluka), (S)-(-)-
Methylbenzylamin (Fluka), N-Methylmorpholin (Fluka), Molekularsieb 3A (Roth),
Natriumbisulfit-Losung (32%ig, Fluka), Natriumcyanoborhydrid (Fluka),
Natriummethanolat 7N in Methanol (Fluka), 2-Oxocyclopentancarbonsaureethylester
(Fluka), Palladium auf Aktivkohle (10%, trocken, Fluka), Pentafluorphenol (Fluka),
Phenyliod(ll)bis(trifluoroacetat) (Fluka), Polyoxyethylensorbitanmonopalmiat (Fluka),

Trifluoressigsaure (Fluka), Tris-(hydroxy-methyl)-aminoethan (Roth).
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3.2 Verwendete Geréte

'H- und "*C-Spektren:

Bruker AC 250 (5.9 T; 'H: 250.13 MHz, "*C: 62.86 MHz)
Bruker Avance Ultrashield (9.4 T; 'H: 400.13 MHz, "*C: 100.58 MHz)
Bruker AMX 600 (600 MHz) (Kapillar-NMR)

Interner Standard: Tetramethylsilan (TMS)

Als Losungsmittel wurde Deuterochloroform verwendet. Falls andere deuterierte

Lésungsmittel benutzt wurden, wird dies an der entsprechenden Stelle vermerkt.

Chemische Verschiebungen & werden in parts per million (ppm) relativ zum internen
Standart angegeben.

Die Zuordnungen der Signale erfolgte durch Abgleich mit Vergleichssubstanzen,
sowie 'H-"H- COSY und "*C-'"H-COSY- Experimente.

Bei Bedarf wurden weitere zweidimensionale Experimente durchgefihrt (HMBC,
HSQC, TOCSY, NOESY).

Kopplungskonstanten J werden in Hz angegeben. Die Multipletts werden mit
folgenden Abklrzungen angegeben:

s: Singulett

d: Duplett

t: Triplett

q: Quartett

m: Multiplett

b: breites Signal
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Massenspektroskopie:

Massenspektrometer Finnigan TSQ 70 (El) und Massenspektrometer Bruker Apex |l
FT-ICR-MS (FAB), Massenfeinbestimmungen erfolgten nach der Peak-Matching-
Methode und der lonisierungsmethode FAB.

Maldi-TOF: Bruker Autoflex. Die Spektren wurden mit (2')-(4-Hydroxyphenylazo)-
benzoesaure als Matrix gemessen.

Schmelzpunktbestimmung:

Buchi 510 Melting Point Apparat mit Siliconélbad. Alle Schmelzpunkte sind

unkorrigiert.

Drehwertbestimmung:

Perkin-Elmer Polarimeter, Modell 341, Glaskuvette (I = 1 dm), Messung bei 20°C.

UV-Spektroskopie:

Shimadzu UV 2102 PC. UV-VIS-Scanning Spekrophotometer. Messung der
Absorption der Fmoc-Gruppe bei 300.1 nm.

Analytische Diinnschichtchromatographie:

Polygram SIL G/UVass-Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel. Die Detektion erfolgte
durch Fluoreszensloschung und / oder durch Verkohlung nach Besprihen der
Plattchen mit einer 5%igen Lésung von Schwefelsaure in Ethanol. In einigen Fallen
wurde auch eine 2%ige Losung von Ninhydrin in Ethanol verwendet.

Praparative Saulenchromatographie:

Glassaulen verschiedener Grolde, gepackt mit Kieselgel der KorngroRe 0.04-0.063
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mm. Die Eluenten werden in den einzelnen Arbeitsschritten angegeben.

HPLC-Chromatographie:

Praparative HPLC S1122 der Firma Sykam mit einer Normalphasensaule (Saphir 65
Si, 5uym 250 x 20 mm) der Firma Grom.

Circulardichroismus-Spektroskopie:

JAS-CO J-720 Circulardicchroismus-Spektrophotometer (1 mm Zelle) (Jasco, Japan)

Arbeitsweise:

Alle Losungsmittel wurden nach literaturbekannten Methoden gereinigt und
getrocknet. Alle feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden unter Argon
durchgeflihrt. Lésungen wurde vor Entfernung des Losungsmittels mit wasserfreiem
Natriumsulfat oder mit Magnesiumsulfat getrocknet. Losungsmittel wurden bei einer
Badtemperatur von 40°C im Vakuum entfernt.

3.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV1: Veresterung mit Pentafluorphenol und Dicyclohexylcarbodiimid""

Eine Losung der Carbonsaurekomponente (1.0 mmol) und Pentafluorphenol (1.2
mmol) in 50 ml Essigsaureethylester oder Dimethylformamid wird zunachst mittels
Salz/Kochsalz-Mischung auf 0°C gekuhlt. AnschlieRend gibt man in einer Portion
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (1.2 mmol) in 10 ml des zuvor verwendeten
Losungsmittel zu und ruhrt fur 1h bei 0°C, danach bei RT weiter. Nach beendeter
Reaktion filtriert man den ausgefallenen N-Cyclohexylharnstoff ab und entfernt das
Lésungsmittel im Vakuum. Der erhaltene Rickstand wird gegebenenfalls
chromatographiert oder kristallisiert.
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AAV2: Veresterung mit Pentafluorphenol und EDC*HCI

Eine Losung der Carbonsaurekomponente (1.0 mmol) wird zusammen mit Pen-
tafluorphenol (1.1 mmol) in 100 ml Dichlormethan bei Raumtemperatur und unter Ar-
gon geruhrt. AnschlieRend gibt man eine Losung von EDC (1.1 mmol) in 50 ml Di-
chlormethan unter Argon dazu und lasst die Mischung 24h bei Raumtemperatur ruh-
ren. Dann wird dreimal mit 1 N Salzsaure-Losung ausgeschdttelt, die wassrigen Pha-
sen dann noch zweimal mit je 50 ml Dichlormethan. Die vereinten organischen Pha-
sen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Der aufkonzentrierte Rickstand wird

gegebenenfalls chromatographiert oder umkristallisiert.

91]

AAV3: Einfithrung der Fmoc-Gruppe in Aceton/Wasser und Fmoc-OSu !

Eine Losung der Aminosaurekomponente (1 mmol) in 100 ml Aceton/Wasser (2:1)
werden auf 0°C mittels Eis/Kochsalzmischung gekuhlt. Dann werden Fmoc-OSu
(1mmol) und Natriumhydrogencarbonat (10 mmol) hinzugefugt und bei 0°C fur eine
Stunde gerthrt. Man Iasst die Mischung auf Raumtemperatur erwarmen und ruhrt
uber Nacht. Das Aceton wird im Vakuum entfernt, der Rickstand mit 100 ml Wasser
verdinnt und mit 200 ml Diethylether fir 1 Stunde bei Raumtemperatur kraftig ge-
ruhrt. Die Phasen werden getrennt. Die Etherphase wird danach noch dreimal mit je
50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung extrahiert und die vereinigten
Wasserphasen mit 1 N Salzsaureldésung auf pH 2 angesauert. Dann wird mit dreimal
50 ml Ethylacetat extrahiert und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmit-

tel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand chromatographisch oder kristallisiert.

AAV4: Einfithrung der Fmoc-Gruppe in THF und Fmoc-OSu

Die Aminosaurekomponente (1 mmol) wird in 15 ml THF bei 0°C geldst. In die ruh-
rende Losung wird Natriumhydroxid (2 mmol) hinzugefugt, gefolgt von Fmoc-OSu (1
mmol). Hierzu werden dann 7.5 ml Wasser und 7.5 ml THF zugeflgt und nach 5 Mi-
nuten noch Natriumcarbonat (2 mmol) in 7.5 ml THF. Die Reaktionslésung wird erst
1 h bei 0°C und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlielend wird

die Losung mit 1.5 N Salzsaurelosung auf pH 1 angesauert. Der entstandene Nie-
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derschlag wird mit dreimal 50 ml Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen noch dreimal mit 50 ml 1.5 N Salzsaurel6sung und dreimal mit 50 ml Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird chromatographisch aufgerei-

nigt oder kristallisiert.

AAV5: Einfithrung der Fmoc-Gruppe mit Fmoc-C| 7217174

Zu einer 10%igen Natriumcarbonat-Lésung (20 ml) der ungeschitzten Aminosaure
(1 mmol) werden bei 0°C im Eis/Kochsalz-Bad 1.1 mmol Fmoc-CI hinzugeflgt. Die
Mischung wird auf Raumtemperatur aufgetaut und fir weitere 2 Stunden bei RT ge-
ruhrt. Dann wird mit 400 ml Wasser verdunnt und zweimal mit 100 ml Ether gewa-
schen, um kleinere Mengen von 9-Fluorenylmethanol und Dibenzofulvene zu entfer-
nen. Die wassrige Phase wird dann wieder auf 0°C mittels Eis-Kochsalzbad gekunhlt
und mit 2N Salzsaurelésung auf pH 2 angesauert. Es entsteht ein weilerer Nieder-
schlag, der mit dreimal 100 ml Ethylacetat extrahiert wird. Die organischen Phasen
werden mit Wasser gewaschen, tUber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungs-
mittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird sdulenchromatographisch aufgerei-

nigt oder umkristallisiert.

AAV6: Peptidkupplung mit HATU/HBTU/TBTU !'o"I"7]

Zu einer Losung von 1 mmol Fmoc-B-Aminosaure in 5 ml dest. Dimethylformamid
werden bei RT 1 mmol HBTU oder 1 mmol HATU oder 1 mmol TBTU, je nach Me-
thode, 1 mmol Hydroxybenzotriazol und 2 mmol DIPEA zugefugt. Dann wird 1 mmol
tert.Butyl-B-Aminosaure in 5 ml dest. Dimethylformamid zugefugt und fir 30-60 min
geruhrt. AnschlieRend wird die Reaktionslosung auf 100 ml Wasser gegossen. Das
Peptid fallt meistens aus und kann abfiltriert werden. Wenn nicht, dann wird dreimal
mit 50 ml Chloroform extrahiert. Die organischen Phasen werden dreimal mit Wasser
gewaschen und dann Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im

Vakuum abzogen und der Ruckstand chromatographisch gereinigt.
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AAV7: Peptidkupplung mit EDCI/DCC und HOBt ['%®Iz2I7eln?7l

In einer Losung von einer N-terminalen geschutzten Aminosaure (1 mmol) in 10 ml
DMF werden 1mmol HOBt geldst und auf 0°C gekuhlt. Dann wird 1 mmol EDC*HCI
zur Reaktionsmischung gegeben und langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Dann
wird fir 1 Stunde weitergerihrt und anschliefend eine Lésung der C-terminal ge-
schitzten Aminosaure (1 mmol) mit 0.45 ml N-Methylmorpholidin in 5 ml DMF zuge-
geben. Das Reaktionsgemisch wird dann flr 24 h bei Raumtemperatur gerthrt und
auf 100 ml Wasser gegossen. Das Produkt wird mit dreimal mit 50 ml Ethylacetat ex-
trahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird saulenchro-

matographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV 8:Peptidkupplung mit PyBOP oder BOP !''I'7l

Zu einer Losung von 1 mmol Fmoc-B-Aminosaure in 5 ml dest. Dimethylformamid
werden bei RT 1 mmol PyBOP, 1 mmol Hydroxybenzotriazol und 2 mmol DIPEA zu-
gefugt. Dann wird 1 mmol tert.Butyl-B-Aminosaure in 5 ml dest. Dimethylformamid
zugefugt und fur 1-3 h gerthrt. AnschlieRend wird mit 50 ml Chloroform verdiinnt und
auf 100 ml Wasser gegossen. Die organische Phase wird dreimal mit Wasser gewa-
schen und dann tber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im Vaku-

um abzogen und der Ruckstand chromatographisch gereinigt.

AAV9: Fmoc-Entschiitzung mittels Piperidin ['"?

FUr die Entschitzung der Fmoc-Schutzgruppe wird die Fmoc-geschitzten Amino-
sauren in eine 20%ige oder 5%ige Piperidinlosung in DMF gegeben und fur 1-2
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Nach DC-Kontrolle wird mit Toluol verdinnt
und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. AnschlieRend wird der Rickstand noch
3-5 mit Toluol koevaporiert und im Vakuum getrocknet. Der Ruckstand kann chroma-

tographisch aufgereinigt.
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AAV10: Fmoc-Entschiitzung mittels Diethylamin ['*2

Die Fmoc-geschutzte Aminosaure wird zu einer 10%igen Losung von Diethylamin in
Dichlormethan gegeben und bei Raumtemperatur fur 2-3h geruhrt. Nach DC-Kontrol-
le wird mit Toluol verdinnt und das Losungsmittel wird anschlielRend im Vakuum ent-
fernt. Der Ruckstand wird noch 3-5 mal mit Toluol koevaporiert und ohne weitere
Aufreinigung verwendet.

AAV11: tert.Butyl-Entschiitzung mittels Trifluoressigsaure "'

Die tert.Butyl-geschitzte Aminosaure wird zu einer 20%igen Losung von Trifluores-
sigsaure in Chloroform gegeben und fir 12-18h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach
DC-Kontrolle wird die Reaktionslésung mit Toluol verdinnt und das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach mehrmaligen Koevaporieren mit Toluol wird im Vakuum ge-

trocknet und gegegenfalls chromatographisch gereinigt.

AAV12: Entschiitzung der Acetylgruppe mittels Ammoniak in Methanol"'"™

Fir die Entschitzung der Acetylgruppen werden die teilentschiutzten Glykopeptide zu
einer 7N Ammoniakldsung in Methanol gegeben und fur mindestens 24 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. Nach DC-Kontrolle wird das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt, der Riuckstand in Wasser aufgenommen und mit Wasser an Biogel saulen-
chromatographisch aufgereinigt.

AAV 13: Hydrierung der Z-Gruppe mit Palladium auf Aktivkohle!®I®’!

Die Z-geschutzte Verbindung wird zu einer Ethanollésung mit 10% Palladium auf Ak-
tivkohle in einen Zweihalskolben unter Argonatmosphare zugegeben. Bei Anwesen-
heit von Acetylschutzgruppen wird eine katalytische Menge Essigsaure hinzugefugt.
Dann wird unter Wasserstoffatmosphare fur 2-5h bei Raumtemperatur hydriert. Nach
Beendigung der Z-Entschutzung durch DC-Kontrolle wird Uber Celite abfiltriert und
das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wird ohne weitere Aufreinigung wei-

terverwendet.
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3.4 Darstellungen

zu Kapitel 2.3.4.1

N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl)-L-asparaginsaure-B-tert-butylester (3)

45 g (7.95 mmol) (5-[Benzyloxycarbonylamino]-pentyl-2,3,4,5-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosid (1) wird nach D. Réseling!'? hergestellt und anschlieBend nach AAV
13 Z-entschitzt. Dann werden 4.6 g (8 mmol) N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
asparaginsaure-B-tert-butyl-a-pentafluorphenylester, nach D. Roseling!™?
synthetisiert, in Essigsaureethylester geldost und dann fur 1.5 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. (DC-Kontrolle: Toluol-Aceton 4:1). Nach Reaktionsende
konzentriet man die Losung im Vakuum und reinigt das Rohprodukt
chromatographisch auf (PE:EE (2:1).

Ausbeute: 6.8 g (8.2 mmol, 71% der Theorie)

Drehwert: [a]o®® = -1.4 (c = 1.0, CHCI,) (Literatur: [a]o®=-1.1 (c = 1.00, CHCl,)
NMR-Daten stimmen mit der Literatur tGberein!'.

FAB-MS fiir C42HsiN2O15 (m/z = 826.9): 827.4 [M+H]', 849.2 [M+Na]'

N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl)-L-asparaginsaure-B-tert-butylester (4)

45 g (7.95 mmol) (5-[Benzyloxycarbonylamino]-pentyl-2,3,4,5-tetra-O-acetyl-3-D-
galactpyranosid (2) wird nach D. Roseling!'? hergestellt und anschlieBend nach AAV
13 Z-entschutzt. Dann werden 4.6 g (8 mmol) N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-
asparaginsaure-p-tert-butyl-a-pentafluorphenylester, nach D.Réseling!? synthetisiert,
in Essigsaureethylester gelost und dann fur 1.5 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. (DC-Kontrolle: Toluol-Aceton 4:1). Nach Reaktionsende konzentriert man
die Losung im Vakuum und reinigt das Rohprodukt chromatographisch auf (PE:EE
(2:1).
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Ausbeute: 3.6 g (4.4 mmol, 43% der Theorie, 44% der Literatur)

Drehwert: [a]o® = +0.5 (¢ = 1.0, CHCIs) (Literatur: [a]p®* = +0.6 (c = 1.00, CHCIs)
FAB-MS fiir C4HssN2O15 (m/z = 826.9): 827.4 [M+H]*, 849.2 [M+Na]’

zu Kapitel 2.3.5.1

Synthese von trans-1,2-Cyclohexandicarbonsaure (5)

Zu einer Losung von 100 ml abs. Ethanol werden 6 g (0.26 mol) Natrium in kleinen
Stlucken in einen 250 ml Zweihalskolben unter Argon eingetragen. Wenn alles Natri-
um aufgeldst ist, wird 20 g (0.13 mol) cis-Hexahydrophthalsaureanhydrid zugegeben
und dann fur 4h unter Rickfluss erhitzt. Anschlie3end wird das Ethanol im Vakuum
entfernt und der Rickstand in 200 ml dest. Wasser aufgenommen. Die alkalische
Losung wird dreimal mit Diethylether ausgeethert, dann mit Aktivkohle behandelt und
uber Celite abfiltiert. Das Filtrat wird auf einen pH-Wert zwischen 2 und 1 mit 2 N HCI
gebracht. Die trans-1,2-Cyclohexandicarbonsaure scheidet sich als feiner Nieder-

schlag ab, der aus Wasser kristallisiert wird. Man erhalt farblose Kristalle.

Ausbeute: 13.5 g (78.4 mmol, 60% der Theorie)
Schmelzpunkt: 218° C (Literatur: 220 °C)®"

Enantiomerentrennung der trans-1,2-Cyclohexandicarbonsiure (6)*”

In einem 250 ml Rundkolben mit 100 ml Ethanol und (R)-1-Phenylethylamin (8,5 g,
35 mmol) wird bei -78°C eine racemische Mischung der trans-1,2-Cyclohexandicarb-
onsaure (12 g, 70 mmol) (5) in kleinen Portionen zugegeben. Die Mischung wird an-
schlielend 1h bei -78°C geruhrt und dann langsam auf Raumtemperatur gebracht.
Ein weilRer Niederschlag bildet sich, der von der Ldsung filtert wird. Dieser Nieder-
schlag wird dreimal in 160 ml Ethanol/Toluol-Mischung (1:1) kristallisiert. Die erhalte-

nen Kristalle werden in 1N HCI-Lésung gel6st und dreimal mit 50 ml Diethylether ex-
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trahiert. Die Losung wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Man erhalt weille Kristalle.

Ausbeute: 1.3 g (7.7 mmol, 11% der Theorie)
Schmelzpunkt: 176°C (Literaturwert: 177°C)
Drehwert: [a]o® = -18.6 (c = 1.0, Aceton) (Literatur: [a]o®=-18.5 (c = 1.00, Aceton)

NMR-Daten stimmen mit der Literatur Gibereint®®,

zu Kapitel 2.3.5.2

Darstellung von trans-(-)-Cyclohexandicarbonséure (6) mit Substilisin®®’

Aus trans-(x)-Cylcohexandicarbonsaure (5) wird nach J. B. Rogan in Dichlorethan
mit Ethanol und Schwefelsaure zum trans-(1)-Cylcohexandicarbonsaurediethylester
verestert®®. AnschlieBend wird 5.15 g (25 mmol) trans-(x)-Cylcohexan-
dicarbonsaurediethylester in einer Losung von 15 ml 0.375 M Tris-Pufferlésung pH
7.5 und 5 ml Dimethylsulfoxid mit 70 mg Substilisin versetzt und zusatzlich noch 3.8
g (35 mmol) Calciumchlorid hinzugefugt. Das Reaktionsgemisch wird auf 25°C
erwarmt und durch Zugabe von 2M Natriumhydroxid-Losung bei pH 7.5 gehalten.
Nach 6h wird Uber Celite filtriert, dann zweimal mit Diethylether extrahiert. Das
Wasser wird am Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch mit
Dichlormethan/MeOH (10:1) gereinigt. Der Monoester wird in Ethanol gelést und mit
0.6 g (25 mmol) LiOH bei 0°C versetzt und 12h bei 0°C gerthrt. Dann wird mit 2N
Salzsaure angesauert auf pH 2 und die Reaktionsldsung dreimal mit Diethylester

extrahiert. Nach Entfernen des Losungsmittel erhalt man weille Kristalle.

Ausbeute: 0.4 g (2.5 mmol, 14% der Theorie)
Drehwert: [a]o® = -16.2 (c = 1.0, Aceton) (Literatur: [a]o®°=-18.5 (c = 1.00, Aceton)
Schmelzpunkt: 176°C (Literaturwert: 177°C)"®

NMR-Daten stimmen mit der Literatur Gberein®®”.
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zu Kapitel 2.3.5.3

Darstellung von Fmoc-(1R,2R)-trans-2-Aminocyclohexancarbonsaure (8)**”

2.2 g (12.8 mmol) trans-1,2-Cyclohexandicarbonsaure (6) wird in 35 ml Acetylchlorid
gegeben und am Ruckfluss erhitzt, bis sich die Carbonsaure geldst hat. Dann wird
das Uberschussige Acetylchlorid unter Vakuum entfernt. Anschliel3end wird der wei-
Re Feststoff in Dichlormethan geldst. Dann wird Ammoniakgas bei Raumtemperatur
durch geleitet, bis sich ein weiler Feststoff abscheidet. Das Dichlormethan wird im
Vakuum entfernt und der Rickstand wird in 100 ml Acetonitril/Wasser (1:1) gelost.
Es wird 5.5 g (12.8 mmol) PIFA zugegeben und die Mischung bei Raumtemperatur
Uber 18h geruhrt. Dann wird mit 140 ml Wasser verdinnt und mit 21 ml konz. HCI
angesauert. Die Losung wird dreimal mit 50 ml Diethylether ausgeschuttelt. Die
Etherphase wird noch dreimal mit 10%iger wassrigen Salzsaure gewaschen und die
vereinigten wassrigen Phasen im Vakuum zur Trockenen eingeengt. Es wird aus
Ethanol/Diethylether umkristallisiert und man erhalt das Hydrochlorid der 2-Aminocy-
clohexancarbonsaure als weilde Kristalle. Nach AAV 4 werden trans-2-Aminocyclo-
hexancarbonsaurehydrochlorid (7) (1,3 g, 7,3 mmol) und 9H-Fluorenylmethoxycar-
bonylsuccinimid (2.5 g, 7.2 mmol) zu N-Fmoc-trans-2-aminocyclohexancarbonsaure
(8) umgesetzt. Der Riuckstand wird aus Ethylacetat/n-Hexan umkristallisiert. WeilRe

Kristalle.

Ausbeute: 1,4 g (72% der Theorie)
Literatur: [a]o®° = -40 (c = 1.00, Chloroform) (Literatur: [a]o® = -42 (c = 1.00, CHCI5))

Schmelzpunkt: 219°C (Literaturwert 222°C)""),
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zu Kapitel 2.3.5.4

Darstellung von 6-Azabicyclo[3.2.0]heptan-7-on (10)®"

Zu einer Lésung von 2.5 g (3 ml, 30 mmol) Cyclopenten in 50 ml Dichlormethan bei
-78°C werden 2.5 ml (30 mmol) Chlorsulfonylisocyanat uUber einen Zeitraum von 10
min langsam hinzugetropft. Dann wird fir 1h bei -78°C gerlihrt und langsam auf
Raumtemperatur erwarmt. Die Reaktionslosung wird fur 48 h bei Raumtemperatur
weitergerthrt, dann langsam auf 50 ml Natriumbisulfit-Lésung gegeben und mit 2N
Natronlauge auf pH 10 gebracht. Dann wird die wassrige Phase dreimal mit Ethyla-
cetat extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird am
Hochvakuum getrocknet, ein weilder Feststoff bleibt zurlick, der sdulenchromatogra-
phisch aufgereinigt wird (PE/EE 6:4).

Ausbeute: 2.1 g (18.9 mmol, 62% der Theorie)

Schmelzpunkt: 50°C (Literatur: 52-54°C)®",

Darstellung von trans-(t)-Aminocyclopentancarbonsaure (11)"3"

Zu einer Lésung von 2.1 g (18.9 mmol) 6-Azabicyclo[3.2.0]heptan-7-on (10) in 50 ml
abs. Ethanol werden 0.9 g (36 mmol) hinzugefugt und die Reaktionsmischung wird
fur 12h unter Rlckfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird anschlieffend im Vakuum
entfernt und der Ruckstand in 18%iger Salzsaure aufgenommen und fur weitere 24h
am RuUckfluss erhitzt. Danach wird die wassrige Salzsaure im Vakuum entfernt und
der Ruckstand in 30 ml Methanol aufgenommen. Die Losung wird den unldslichen
Salzen getrennt und das Filtrat zur Trocknen eingeengt und ohne weitere Aufreini-

gung weiterverwendet.

Ausbeute: 3 g (18.9 mmol) quantitativ
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Darstellung von N-Boc-trans-2-Aminocyclopentancarbonséure (12)""*”

In 300 ml Dioxan/Wasser 2:1-Mischung wird 3 g (18.9 mmol) trans-(%)-
Aminocyclopentancarbonsaure (11) geldst. Dazu werden K,CO; (26.3 g, 190 mmol)
und Boc,O (4.1 g, 18.9 mmol) gegeben und 5h bei Raumtemperatur geruhrt. Die
Reaktionsmischung wird mit konz. Salzsaure auf pH 2 eingestellt und dann dreimal
mit jeweils 200 ml Ethylacetat ausgeschuttelt. Die organischen Phasen werden mit
MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird aus n-Hexan

umkristallisiert und es entstehen farblose Kristalle.
Ausbeute: 2.8 g (12.1 mmol, 64% der Theorie)

NMR-Daten stimmen mit der Literatur (iberein!'®.

Darstellung von [N-(tert-Butyloxycarbonyl)-trans-2-aminocyclopentancarbonyl]-
(R)-(+)-(a)-methylbenzylamin (13)

Zu einer Losung von 4.8 g (23 mmol) N-Boc-frans-2-Aminocyclopentancarbonsaure
(12) in 200 ml trockenem THF werden 2.4 g (23 mmol) N-Methylmorpholin und 3.14
g (23 mmol) Isobutylchloroformiat (ICBF) unter Argon bei -15°C gegeben. Nach 10
min Ruhren wird zur Losung 2.8 g (23 mmol) (R)-(+)-a-Methylbenzylamin in 10 ml
trockenem THF gegeben. Das Reaktionsgemisch wird noch fur eine Stunde bei -15°
C gerlhrt, anschlieBend auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 4h geruhrt. Dann
werden 40 ml Wasser hinzugefugt und die Mischung dreimal mit je 100 ml Ethylace-
tat extrahiert. Die organische Phase wird noch dreimal mit je 75 ml gesattigter Natri-
umhydrogencarbonatlésung, gesattigter Natriumchlorid-Lsg. und Wasser gewaschen
und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt

und der Ruckstand saulenchromatographisch gereinigt (Chloroform/Methanol 19:1)
Diastereomerenmischung: 5.6 g (18.4 mmol, 80% der Theorie)

NMR-Daten stimmen mit der Literatur (iberein®®®.
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Darstellung von (1S,2S)-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-cyclopen-

tancarbonséure (16)

5.6 g (18.4 mmol) Diastereomerengemisch (13) werden in 40 ml Trifluoressigsaure
bei 0°C geldst und 1h gerlhrt. Dann wird auf Raumtemperatur erwarmt und weitere
2h geruhrt. Die Trifluoressigsaure wird im Vakuum entfernt und der Rickstand in 200
ml Ethylacetat gelost, dreimal mit gestattigter Natriumhydrogencarbonatlosung drei-
mal gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Va-
kuum entfernt. Es verbleibt ein gelbes Ol. Das Rohprodukt mit beiden Diasteremeren
(14) und (15) wird durch Saulenchromatographie getrennt (Chloroform/Methanol/Es-
sigsaure (19:1:1). Das Isomere (15) wird als erste Fraktion mit einer Ausbeute von
1.9 g (8.2 mmol) isoliert.

1.9 g (8.2 mmol) (15) wird anschlieRend mit 20 ml konz. HCl am Ruckflufd fur 8 h er-
hitzt. Dann wird das Wasser entfernt und der Rickstand in 4 ml konz. Ammoniak
aufgenommen. Das (R)-(+)-(a)-Methylbenzylamin wird durch Extraktion mit dreimal
10 ml Ethylacetat entfernt. Die wassrige Phase wird im Vakuum getrocknet. Zur Iso-
lierung wird das Aminosaurehydrochlorid nach AAV3 Fmoc geschutzt und man erhalt
weilde Kristalle von Fmoc-ACPC (16).

Ausbeute: 0.67 g (1.9 mmol, 24 % der Theorie)
Drehwert: [a]o*= -39 (c = 1.00, Chloroform) (Literatur: [a]o*° = -42 (¢ = 1.00, CHCI5))

Schmelzpunkt: 220°C (Literaturwert 222°C)"®"),

Darstellung des (1S,2S)-2-[(1',S)-Phenylethyl]-aminocyclopentancarbonsaure-
hydrochlorid (17)

Zu einer Losung von 2-Oxocyclopentancarbonsaureethylester (11 g, 9.6 ml, 64.7
mmol) in Benzol (100 ml) werden unter Argon 8.0 g (66.1 mmol) (S)-(-)-(a)-Methyl-
benzylamin mit einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsdure am Wasserabschei-
der fur 4-5h zum RuUckfluss erhitzt. Nach beendeter Reaktion wird die organische

Phase zweimal mit 50 ml verdinnter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen
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und anschliellend Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernung des Lésungsmit-
tels wird der Ruckstand in 250 ml abs. Ethanol gelost und unter Argon 50 ml Isobut-
tersaure zugegeben. Dann wird das Gemisch auf 72°C am Ruckfluss erhitzt. Es wer-
den 10.6 g (168.7 mmol) Natriumcyanoborhydrid in 5 Portionen Uber 6h hinzugege-
ben. Die Reaktion ist in 6-8 h abgeschlossen. Dann wird mit 100 ml Wasser verdunnt
und das Ethanol im Vakuum entfernt. (Vorsicht: HCN-Gas-Bildung mdglich). Der
Ruckstand wird dann mit dreimal 200 ml Diethylether extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen werden uber ein Chromatographiesaule mit Silicalgel filtriert
und mit 400 ml Diethylether eluiert. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt, der
Ruckstand in 300 ml Ethylacetat gelost und mit 19 ml 4N HCI in Dioxan versetzt. Die
Lésung wird auf 0°C gekuhlt und nach einer Stunde formiert sich ein weiler Nieder-
schlag. Der Feststoff wird isoliert und anschlieRend aus Ethanol umkristallisiert und

dann noch einmal aus Acetonitril.
Ausbeute: 9.4 g (37.7 mmol, 49% der Theorie)

Schmelzpunkt: 238°C (Literaturwert: 240 - 241°C)F°.

Darstellung der (71S,2S)-2-[9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino)cyclopen-

tancarbonsaure (16)°%°"

6.27 g (21 mmol) ((1S,2S)-2-[(1',S)-Phenylethyl]-aminocyclopentancarbonsaurehy-
drochlorid (17) wird in THF/MeOH/H,O (100 ml) gel6ést und auf 0°C gekuhlt. Dann
werden bei 0°C 4.41 g (105 mmol) LIOH*H.O hinzugeflgt. Das Reaktionsgemisch
wird fur 9h weitergeruhrt, dann werden (1N, 110 ml) Salzsaure bei 0°C zugegeben
und dann das Wasser im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird dann in 400 ml
MeOH geldst, mit 10% Pd-C (2 g) versetzt und mit 6.6 g (105 mmol) Ammoniumfor-
miat fur 2-3h am Ruckfluss erhitzt. Es wird dann Uber Celite abfiltriert und das Filtrat
zur Trockenen eingeengt. Man erhalt das HCI-Salz der (1S,2S)-Aminocyclopentan-
carbonsaure, welches ohne Aufreinigung Fmoc geschutzt wird. Dazu wird der weil3e
Feststoff (21 mmol) in Aceton/Wasser (2:1) geldst, auf 0°C gekuhlt und mit 17.1 g
(210 mmol) Natriumhydrogencarbonat versetzt. Dann wird 9H-Fluorenylmethoxycar-
bonylsuccinimid (8.92 g, 26.4 mmol) hinzugegeben und fur 1 h Stunde bei 0°C ge-
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rihrt. AnschlieBend wird auf Raumtemperatur erwarmt und das Reaktionsgemisch
fur weitere 18h geruhrt.

Anschlief3end wird mit 100 ml Wasser verdinnt und das Aceton im Vakuum entfernt.
Der Ruckstand wird mit weiteren 300 ml Wasser verdinnt und zusatzlich mit 300 ml
Diethylether Uberschichtet. Diese Mischung wird flr 1 Stunde heftig gerthrt. Die or-
ganische Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wird mit 1N HCI angesauert (pH =
2), dann dreimal mit 100 ml Ethylacetat extrahiert, Gber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der weil3e Feststoff wird aus Dichlorme-
than/n-Hexan umkristallisiert. Man erhalt weile Kristalle. Chromatographie: Petro-
lether/Ethylacetat/AcOH (6:3:0.5)

Ausbeute: 4.6 g (13.2 mmol, 63% der Theorie)

Drehwert: [a]p® = -35.6 (¢ = 1.20, MeOH) (Literatur: [a]o®®=-36.2 (c = 1.21, MeOH))
Schmelzpunkt: 161°C (Literatur: 162-164 °C)*"

NMR stimmen mit der Literatur Gberein.

FAB-MS fiir C21H21NO,4 (m/z = 351.1): 352.0 [M+H]", 473.9 [M+Na]"

zu Kapitel 2.4.6.1

Darstellung von Fmoc-Asp-OH-OBn (18) ['*!

1.5 g (3 mmol) Fmoc-Asp-OtBu-OBn, dargestellt nach S. Nakabayash!"®", wird mit 3
ml Trifluoressigsaure und 1 ml Anisol tert.Butyl-entschutzt. Nach 1h wird das L6-
sungsmittel entfernt und der Rickstand chromatographisch aufgereinigt
(Chloroform/Methanol 4:1).

Ausbeute: 1.19 g (2.7 mmol, 89% der Theorie)
Drehwert: [a]p®= +11.4 [(c = 1.8, CHCl3), Literatur: [a]o®= +12 (c = 1.84, CHCI)

NMR-Daten stimmen mit der Literatur (iberein!"®4.
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Darstellung von Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19)!"""

Nach AAV1 wird 0.45 g (1Tmmol) Fmoc-Asp-OH-OBn (18) mittels Dicyclohexylcarbo-
diimid Pentafluorphenol-aktiviert. Nach Kristallisation aus n-Hexan erhalt man weile
Kristalle.

Ausbeute: 0.48 g (0.79 mmol, 79% der Theorie)
FAB-MS flr C21H21NO4 (m/z = 611.1): 612.3 [M+H]*

'H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.67 (d, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.49 (d, 2H, Fmoc-Gruppe),
7.32 (t, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.23 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 5.73 (s, 2H,
-CH2-Benzyl), 5.13 (s, 1H, CH-Asp), 4.71 (m, 2H, -CH.-Fmoc), 4.33 (m, 1H, CH-
Fmoc), 4.15 (m, 1H, -CH>-Asp), 3.30 (m, 1H, -CH.-Asp).

BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 168.1, 165.3, 154.3 (CO), 142.1, 139.7, 133.1, 127 1,
127.0, 126.9, 126.2, 125.5, 123.5, 122.9, 118.5 (aromatische C, Fmoc-, Benzyl- und
Pentafluorphenol-Gruppe), 66.6 (-CH.-Fmoc), 65.9 (-CH.-Benzyl), 48.8 (-CH-Asp),
45.5 (-CH-Fmoc), 36.5 (-CH.-Asp-).

zu Kapitel 2.4.6.2

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-B-alanin-pentafluorphenyester (20)

Nach AAV2 werden N-Fluorenylmethoxycarbonyl-3-alanin (2.06 g, 6.62 mmol),
dargestellt nach Capino et al.'®!, und 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (1.32 g, 6.88 mmol) Pentafluorphenol-aktiviert. Der
Ruckstand wird an Kieselgel (PE/EE 1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 2.92 g (6.1 mmol, 78% der Theorie)
NMR-Daten stimmen mit der Literatur Giberein®®®.
FAB-MS fur CzH16FsNO4 (m/z = 477.1): 478.1 [M+H]", 500.1 [M+Na]*
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Darstellung von Fmoc-Aib-OPfp (21)"""

Nach AAV2 werden 1.95 g (6 mmol) Fmoc-Aminoisobuttersaure, dargestellt nach
Valle et al.'®, zusammen mit 1.1 g (6 mmol) Pentafluorphenol und 1.4 g DCC Pfp-
aktiviert. Nach Aufarbeitung und Kristallisation aus n-Hexan erhalt man den aktivier-
ten Baustein Fmoc-Aib-OPfp (21).

Ausbeute: 2.2 g (4.5 mmol, 75% der Theorie)
Schmelzpunkt: 132°C (Literatur: 133-135°C)!"8°,
FAB-MS flr CasH1sFsNO4 (m/z = 491.1): 492.0 [M+H]*

zu Kapitel 2.5.1

Darstellung von a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-f-tert-butylester (22)

826 mg (1 mmol) N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert-butylester (4) wird nach AAV
10 mit einer 10%igen Lésung von Diethylamin in Dichlormethan bei Raumtempera-
tur fir 3h Fmoc-entschutzt. Nach DC-Kontrolle mit PE:EE (1:1) wird mit Toluol ver-
dinnt und das Ldsungsmittel wird anschlieBend entfernt. Der Ruckstand noch 3-5

mal mit Toluol koevaporiert und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.81 g (1 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (24)

0.81 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl]-L-
asparaginsaure-B-tert.butylester (22) werden zusammen mit 0.52 g (1.1 mmol)
Fmoc-p-Ala-OPfp (20) in 20 ml Ethylacetat flir 12h bei Raumtemperatur gerthrt. DC-

Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das
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Rohprodukt wird sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1) aufge-

reinigt.

Ausbeute: 0.58 g (0.65 mmol, 65% d. Theorie)

Drehwert: [a]o®= +2.1 (c = 1.0, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.69 (d, 2 H, Fmoc), 7.54 (d, 2 H, Fmoc), 7.30 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.23 (t, 2H, Fmoc), 6.89 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.61 (b, 1H, NH-B-Ala-
Gruppe), 5.86 (1H, b, NH-B-Ala-Fmoc), 5.31 (m, 1H, H-4, Juss = 3.5 Hz), 5.21 (m,
1H, H-2, Jy1.2 = 8.1 Hz), 4.96 (m, 2H, NH-CH-Asp, H-3), 4.52 (b, 1H, -CH-Fmoc),
4.35 (m, 2H, -CH.-Fmoc), 4.06 (m, 1 H, H-1, Ju1s2 = 8.1 Hz), 3.81 (m, 2 H, H-6a und
H-6b), 3.42 (m, 3H, H-5 und O-CH>-), 3.15 (m, 2 H, NH-CH>-3-Ala), 2.82 (m, 1 H,
CHx>-Asp), 2.57 (m, 1 H, -CH,.Asp-), 2.33 (m, 4H, CH,-B-Ala, -CH>-NH), 2.07, 1.98,
1.97, 1.92 (4x s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.43 (m, 2 H, -CH»-CH>-NH-), 1.39 (m, 2 H, O-
CHx-CH-), 1.36 (s, 9 H, CHs-tert-Butyl), 1.26 (m, 2 H, O-CH»-CH,-CH,-CH>-CH,-
NH-).

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 171.7, 171.2, 170.8, 170.7, 170.6, 156.5 (CO), 144.2,
141.3, 128.1, 127.4, 125.1, 120.8 (Fmoc-Gruppe aromatische C), 101.7 (C-1), 82.1
(Cq-tert-Butyl), 71.3 (C-5), 70.2 (C-3), 69.2 (O-CHy-), 67.4 (C-2), 67.1 (-CH,-Fmoc),
66.8 (C-4), 61.3 (C-6), 50.1 (CH-Asp), 47.6 (CH-Fmoc), 39.8 (-CH,-NH-Pentyl), 37.3
(CH2-Asp), 36.6 (-NH-CH,-B-Ala), 36.4 (-CH.-Asp), 36.0 (-CH.-B-Ala), 29.5 (O-CH.-
CHy-), 29.4 (-CH,-CH2-NH-), 28.2 (C(CHs)s), 23.5 (O-CH2-CH,-CH2-CH2-CH,-NH-),
21.6, 21.5, 21.4, 21.2 (CO-CHs).

FAB-MS flir C4sHs9N3O16 (m/z = 897.9): 898.1 [M+H]*, 920.2 [M+Na]"

FT‘ICR'MS [M+H]+(theor,)= 89839681 5 [M+H]+(gemessen)= 89838674

Darstellung von NH.-[B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (26)

0.25 g (0.28 mmol) N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-

O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (24) wird mit einer
10%igen Lo6sung von Diethylamin in Dichlormethan nach AAV 10 bei Raumtempera-
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tur fir 3h Fmoc-entschiitzt. Nach DC-Kontrolle mit CH,Cl,:EtOH (19:1) wird mit Tolu-

ol verdunnt und das Losungsmittel wird anschliellend entfernt. Der Rickstand noch

3-5 mal mit Toluol koevaporiert und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.21 g (0.28 mmol) quantitativ

Darstellung von Gal-B-Ala-B-Ala (28)

Nach AVV11 werden 0.21 g (0.28 mmol) N-B-Alanin-a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (26) in 20 ml
Ethylacetat zusammen mit 0.15 g (0.31 mmol) Fmoc-B-Ala-OPfp (20) fir 4h bei
Raumtemperatur gerthrt. DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lo6-
sungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Di-

chlormethan/Ethanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.15 g (0.16 mmol, 56% der Theorie)

Drehwert: [a]p® = -4.5 (c = 0.65, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.69 (d, 2 H, Fmoc), 7.53 (d, 2 H, Fmoc), 7.30 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.23 (t, 2H, Fmoc), 6.89 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.61 (b, 1H, NH-B-Ala-
Gruppe), 6.43 (b, 1H, NH-B-Ala-Gruppe), 5.82 (1H, b, NH-B-Ala-Fmoc), 5.31 (m, 1H,
H-4), 5.21 (m, 1H, H-2, Ju1.2 = 8.1 Hz), 4.93 (m, 1H, H-3, Ju2is = 10.6 Hz), 4.65 (b,
1H, CH-Asp), 4.34 (m, 1H, H-1, Ju12 = 8.0 Hz), 4.28 (m, 2H,-CH,-Fmoc), 4.06 (m, 3
H, H-6a und H-6b, CH-Fmoc), 3.81 (m, 2 H, -O-CH,-, H-5), 3.42 (m, 1 H, -O-CH,-),
3.38 (m, 4 H, NH-CH.-B-Ala-), 3.13 (-NH-CH>-CH-), 2.71 (dd, 1 H, CH:-Asp), 2.55
(dd, 1 H, -CH>-Asp-), 2.34 (s, 4H, -CH»-B-Ala-), 2.07, 1.98, 1.97, 1.91 (s, 12 H, CHs-
Acetyl), 1.48 (m, 2 H, -CH,-CH>-NH-), 1.40 (m, 2 H, O-CH»-CH>-), 1.36 (s, 9 H, CHs-
tert-Butyl), 1.26 (m, 2 H, O-CH,-CH,-CH»-CH»-CH>-NH-).

BC-NMR: (CDCIl5): 8(ppm) = 175.9, 171.6, 171.5, 171.3, 170.4, 170.2, 170.1, 169.7,
156.5 (CO), 143.9, 141.2, 127.6, 127.0, 125.1, 119.9 (Fmoc-Gruppe, aromatische
C), 101.3 (C-1), 81.9 (Cq-tert.Butyl), 70.8 (C-5), 70.6 (C-3), 69.9 (O-CH--), 68.9 (C-2),
66.9 (-CH>-Fmoc), 61.6 (C-4), 49.9 (CH-Asp), 47.6 (CH-Fmoc), 39.8 (-CH>-NH-), 37.2
(CH2-Asp), 36.2 (-NH-CH>-B-Ala), 35.9 (-CH»-B-Ala), 35.6 (-CH>-3-Ala), 29.5 (O-CH.-
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CHz-), 29.4 (-CHp-CHp-NH-), 28.4 (C(CHs)s), 23.5 (O-CH-CH,-CHp-CHp-CH,-NH-),
20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (Acetyl).

FAB-MS flr CssHesN4sO17 (m/z = 968.4) = 969.3 [M+H]"
FT'ICR'MS [M+Na]+(theor) = 991 41 587, [M+Na]+(gemessen) = 991 41 707

Darstellung von a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-
L-asparaginsaure-B-tert-butylester (23)

826 mg (1 mmol) N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert-butylester (3) wird mit einer
10%igen Loésung von Diethylamin in Dichlormethan nach AAV 13 bei Raumtempera-
tur fir 2-3h Fmoc-entschitzt. Nach DC-Kontrolle mit (PE:EE (1:1) wird mit Toluol ver-
dinnt und das Loésungsmittel wird anschlieRend entfernt. Der Rickstand wird noch

3-5 mal mit Toluol koevaporiert und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.77 g (1 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (25)

0.77 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-L-as-
paraginsaure-B-tert-butylester (23) werden in 20 ml Ethylacetat zusammen mit 0.52 g
(1.1 mmol) Fmoc-B-Ala-OPfp (20) fur 3h bei Raumtemperatur gerihrt. DC-Kontrolle
mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das Rohpro-

dukt wird sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.55 g (0.61 mmol) entspricht 61% d. Theorie

Drehwert: [a]o®=-5.1 (¢ = 1.0, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.72 (d, 2 H, Fmoc), 7.55 (d, 2 H, Fmoc), 7.34 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.27 (t, 2H, Fmoc), 7.03 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.47 (b, 1H, NH-B-Ala-
Gruppe), 5.71 (1H, b, NH-B-Ala-Fmoc), 5.35 (m, 1H, H-3, Juzns = 9.6 Hz), 5.15 (m,
1H, H-4, Jisns = 9.8 Hz ), 4.99 (m, 1H, H-2, Jion1 = 8.1 Hz), 4.69 (b, 1H, CH-Asp),
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4.34 (m, 1H, H1, Ju1m2 = 8.1 Hz), 4.16 (m, 3H, -CH-Fmoc, H-6a), 4.06 (m, 2 H, H-6b,
-CH>-Fmoc), 3.84 (m, 1H,-CH-Fmoc), 3.61 (m, 1 H, O-CH>-), 3.43 (m, 2H, H-5 und
O-CH.-), 3.17 (m, 2 H, -NH-CH--B-Ala), 2.73 (dd, 1 H, CH»-Asp), 2.56 (dd, 1 H, -CH,-
Asp-), 2.33 (m, 4H, -CH»-B3-Ala, -CH»>-NH), 2.11, 2.02, 2.00, 1.95 (s, 12 H, CHs-Ace-
tyl), 1.53 (m, 2 H, -CH>-CH,-NH-), 1.44 (m, 2 H, O-CH»-CH,-), 1.39 (s, 9 H, CHs-tert.-
Butyl), 1.29 (m, 2 H, O-CH2-CH,-CH>-CH,-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCls): 6(ppm) = 172.1, 171.9, 171.7, 170.8, 170.7, 170.6, 158.7 (CO),
144.4, 141.7, 128.1, 127.5, 125.5, 120.4 (Fmoc-Gruppe aromat.), 100.1 (C-1), 82.3
(Cq-tert.Butyl), 72.8 (C-3), 71.7 (C-5), 71.3 (C-2), 69.4 (O-CH-), 68.2 (C-4), 67.4
(-CH2-Fmoc), 61.6 (C-6), 51.2 (CH-Asp), 47.6 (CH-Fmoc), 39.8 (-CH,-NH-Pentyl),
37.7 (-NH-CH.-B-Ala), 36.6 (-CH:-Asp), 36.0(-CH.-B-Ala), 29.5 (O-CH,-CH,-), 29.4
(-CH2-CH2-NH-), 28.4 (C(CHas)3), 23.5 (O-CHx-CH,-CH,-CH2-CH-NH-), 21.4, 21.2,
21.1, 21.0 (Acetyl).

FAB-MS fur C4sHssN3O16 (M/z = 897.9) : 898.1 [M+H]*
FT'ICR'MS [M+H]+(theor,)= 89839681 5 [M+H]+(gemessen)= 89838684

Darstellung von NH.-[-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (27)

0.25 g (0.28 mmol) Fmoc-[B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (25) wird mit einer 10%igen LO-
sung von Diethylamin in Dichlormethan nach AAV 13 bei Raumtemperatur flr 2h
Fmoc-entschutzt. Nach DC-Kontrolle mit (Dichlormethan/Ethanol (19:1)) wird mit To-
luol verdinnt und das Losungsmittel wird anschlieRend entfernt. Der Ruckstand noch

3-5 mal mit Toluol koevaporiert und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.19 g (0.28 mmol) quantitativ

Darstellung von Gluc-B-Ala-3-Ala (29)

0.19 g (0.28 mmol) N-B-Alanin-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopy-

ranosyl]-L-asparaginsaure--tert.butylester (27) in 20 ml Ethylacetat zusammen mit
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0.15 g (0.31 mmol) Fmoc-B-Ala-OPfp (20) fir 4 h bei Raumtemperatur gerthrt. DC-

Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das

Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1) aufge-

reinigt.

Ausbeute: 0.15 g (0.17mmol, 56% der Theorie)

Drehwert: [a]s®=-12.5 (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.73 (d, 2 H, Fmoc), 7.57 (d, 2 H, Fmoc), 7.36 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.27 (t, 2H, Fmoc), 7.00 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.68 (b, 1H, NH-B-Ala-
Gruppe), 6.43 (b, 1H, NH-B-Ala-Gruppe), 5.70 (1H, b, NH-B-Ala-Fmoc), 5.16 (m, 1H,
H-3, Jrzns = 9.6 Hz), 5.05 (m, 1H, H-4, Jusns = 9.8 Hz) 4.93 (m, 1H, H-2, Ju1m2 = 8.1
Hz), 4.68 (b, 1H, CH-Asp), 4.41 (m, 1H, H-1,Jy.2 = 8.1 Hz) 4.33 (m, 2H, -CH:-
Fmoc), 4.20 (m, 2H, H-6a,CH-Fmoc), 4.08 (m, 1H, H-6b), 3.81 (m, 1H, O-CH>-), 3.64
(m, 2H, H-5, O-CH>-), 3.45 (m, 4H, NH-CH>-B-Ala), 3.16 (m, 2 H, -CH,-NH), 2.75 (dd,
1 H, CHx-Asp), 2.57 (dd, 1 H, -CH>-Asp-), 2.33 (s, 4H, -CH,-B-Ala), 2.04, 2.01, 1.98,
1.97 (s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.51 (m, 2 H, -CH,-CH,-NH-), 1.41 (m, 2 H, O-CH,-CH--),
1.39 (s, 9 H, CHs-tert.Butyl), 1.29 (m, 2 H, O-CH,-CH,-CH-CH,-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCl): 8(ppm) = 171.5, 171.3, 170.7, 170.3, 169.6, 169.4, 161.2, 156.5
(CO), 143.9, 143.7, 141.2, 127.6, 127.0, 125.2, 119.9 (Fmoc-Gruppe, aromatische
C), 100.8 (C-1), 81.7 (Cq-tert-Butyl), 72.7 (C-3), 71.7 (C-5), 71.3 (C-2), 69.9 (O-CH>-),
68.4 (C-4), 66.7 (-CH,-Fmoc), 61.9 (C-6), 49.4 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc), 39.4
(-CH2-Asp ), 37.3 (-CHx-NH-Pentyl), 37.2 (NH-CH>-B-Ala), 36.2 (NH-CH:-B-Ala), 36.0
(-CH2-B-Ala), 35.7 (-CHx-B-Ala), 29.0 (O-CH:-CH-), 28.9(-CH,-CH,-NH-), 28.1
(C(CHa)s), 23.1 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-), 20.7, 20.6, 20.6, 20.5 (Acetyl).

FAB-MS fiir C4sHe:N4O 17 (m/z = 968.4) = 969.2 [M+H]*,991.2 [M+H]*
FT-ICR-MS: [M+Na]+geor) = 991.41587, [M+Na]+ gemessen) = 991.41540

Darstellung von 3-Aminopropionsaure-tert.butylester (30)

Nach AAV 13 wird eine Lésung von 1.39 g (5 mmol) 3-(Benzyloxycarbonylamino)-

propionsaure-tert-butylester, dargestellt nach Takeda et al.'®™ und Palladium auf
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Aktivkohle (50 mg) unter Wasserstoffatmosphare Z-entschitzt. Nach beendeter
Reaktion wird der Katalysator Uber Celite abfiltriert und das Ldésungsmittel im
Vakuum entfernt. Der erhaltene Ruickstand wird ohne weiteres Aufarbeiten

umgesetzt.

Ausbeute: 0.79 g (5 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-tert.Butylester (31)!

Zu einer Losung von 0.79 g (5 mmol) 3-Aminopropionsaure-tert-butylester (30) in 25
ml Dichlormethan wird 1.77 g (5 mmol) N-Fluorenylmethoxycarbonyl-3-alanin-
pentafluorphenyester (32) hinzugefliigt und flir 18 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt (DC-Kontrolle: PE-EE 1:1). Nach beendeter Reaktion wird das Losungsmittel
entfernt und der Ruickstand saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat
(1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 1.49 g (3.4 mmol, 68% der Theorie)

Schmelzpunkt: 126°C

'H-NMR: (CDCl;): & = 7.69 (d, 2 H, Fmoc), 7.52 (d, 2 H, Fmoc), 7.32 (t, 2 H, Fmoc),
7.24 (t, 2 H, Fmoc), 4.29 (d, 2 H, -CH>-Fmoc) 4.14 (m, 1 H, -CH-Fmoc), 4.06 (m, 2 H,
-NH-CH,-CH-CO-NH-CH>-CH-), 3.42 (m, 2 H, -NH-CH,-CH>-CO-NH-CH>-CH>-),
2.36 (M, 4 H, -NH-CH»-CH.-CO-NH-CH,-CH,-), 1.38 (s, 9 H, C(CHs)s).

BC-NMR: (CDCl3): & = 174.0 (-CH,-CH,-CO-NH-CH>-CH,-), 172.1 (-CO-C(CHz)s),
159.3 (-O-CO-NH-CH>-), 146.7, 1441, 1304, 129.8, 127.9, 122.7 (Fmoc,
aromatische C), 84.0 (Cq-tert.Butyl), 69.5 (Fmoc-CH2-O-), 50.0 (-NH-CH,-CH,-CO-
NH-), 39.8 (-NH-CH,-CH,-CO-NH-CH,-), 38.7 (-CH-CH,-CO-), 37.8 (-NH-CH,-CH_-
CO-NH-CH,-), 37.8 (-CO-NH-CH,-CH,-CO-), 30.9 (C(CHz3)3).

FAB-MS fiir C2sHs0N2Os (m/z = 438.2): 439.1 [M+H]*, 461.1 [M+Na]*
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Darstellung von Fmoc-g-Alanyl-B-Alanin-OH (32)

Nach AAV 11 wird 0.74 g (1.7 mmol) Fmoc-f-Alanyl-B-Alanin-tert.Butylester (31) mit
einer Losung von 20%igen TFA in DMF tert.Butyl-entschutzt. Es wird fur 3 Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt und mit Toluol verdinnt. Das Ldsungsmittel wird im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wird noch dreimal mit Toluol koevaporiert. Das

erhaltene gelbe Ol wird ohne Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 0.65 g (1.7 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-$-Alanyl-B-Alanin-OPfp (33)

Nach AAV 1 werden 0.65 g (1.7 mmol) Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-OH (32) und 0.35 mg
(1.9 mmol) Pentafluorphenol mit 0.39 g (1.9 mmol) N,N-Dicyclohexylcarbodiimid bei
0°C far 1 Stunden geruhrt. DC-Kontrolle: PE-EE (1:1). Nach beendeter Reaktion
filtriert man den ausgefallenen N-Cyclohexylharnstoff ab und entfernt das
Losungsmittel im Vakuum. Der erhaltene Ruckstand wird an Kieselgel

chromatographisch gereinigt (PE-EE 1:1).
Ausbeute: 0.88 g (1.6 mmol, 94% der Theorie)

'H-NMR: (CDCl;): & = 7.68 (d, 2 H, Fmoc), 7.51 (d, 2 H, Fmoc), 7.31 (t, 2 H, Fmoc),
7.22 (t, 2 H, Fmoc), 5.99 (b, 1 H, -NH-CH,-CH,-CO-NH-CH_-), 5.36 (b, 1 H, -NH-CH.-
CH-CO-NH-CH.-), 4.30 (d, 2 H, -CH>-Fmoc), 4.13 (m, 1 H, -CH-Fmoc), 3.57 (d, 2 H,
-NH-CH>-CH-CO-NH-CH>-CH,-), 3.43 (d, 2 H, -NH-CH,-CH,-CO-NH-CH,-CH,-), 2.87
(t, 2 H, -NH-CH,-CH>-CO-NH-CH>-CH>-), 2.36 (m, 2 H, -NH-CH2-CH,-CO-NH-CH.-
CHo-).

BC-NMR: (CDCl;): 6 = 172.8 (-CH,-CH-CO-NH-CH,-CH,-), 158.1 (-O-CO-NH-CH>-),
144.4, 144.3, 141.7, 128.1, 127.4, 125.5, 120.3 (Fmoc, aromatische C), 67.1 (Fmoc-
CH>-0O-), 47.6 (-NH-CH,-CH,-CO-NH-), 37.3 (-NH-CH,-CH,-CO-NH-CH,-), 36.3 (-CH-
CH,-CO-), 34.3 (-NH-CH.-CH,-CO-NH-CH>-), 33.8 (-CO-NH-CH>-CH>-CO).

FAB-MS fiir Co7H1FsN2Os (m/z = 548.1): 549.0 [M+H]*, 571.0 [M+Na]*



3. Experimentieller Teil 124
Darstellung von Gal--Ala--Ala (28):

a) Pentafluorphenol-Methode:

0.65 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-L-
asparaginsaure-p-tert.butylester (22) in 20 ml Dichlormethan wird zusammen mit
0.61 g (1.1 mmol) Fmoc-B-Ala-B-Ala-OPfp (33) fur 12h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Ldsungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH.CI,/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.64 g (0.67 mmol, 67% der Theorie)

b) EDCI/HOBt-Methode

Nach AAV 7 werden 0.65 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) in 10 ml DMF zusammen
mit 0.38 g (1 mmol) Fmoc-B-Ala-p-Ala-OH (32) fur 1h bei 0°C gerlhrt, danach bei
Raumtemperatur flr weitere 18h gerthrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das
Lésungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit
CH.CI/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.11 g (0.12 mmol, 12% der Theorie)

c) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.65 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) in 10 ml DMF zusammen
mit 0.38 g (1 mmol) Fmoc-B-Ala-p-Ala-OH (32) fir 5h bei Raumtemperatur gerihrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-

produkt wird saulenchromatographisch mit CH.CI,/EtOH(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.52 g (0.54 mmol, 54% der Theorie)
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c) TBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.65 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) in 10 ml DMF zusammen
mit 0.38 g (1 mmol) Fmoc-B-Ala-p-Ala-OH (32) fur 4h bei Raumtemperatur gerihrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH.CI,/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.33 g (0.34 mmol, 34% der Theorie)

c) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.65 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) in 10 ml DMF zusammen
mit 0.38 g (1 mmol) Fmoc-B-Ala-B-Ala-OH (32) fur 4h bei Raumtemperatur gerthrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH.CI,/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.43 g (0.44 mmol, 44% der Theorie)

Drehwert: [a]o*° = -4.5 (c = 0.65, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.69 (d, 2 H, Fmoc), 7.53 (d, 2 H, Fmoc), 7.30 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.23 (m, 7H, Fmoc/Benzylgruppe), 6.89 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.61 (b,
1H, NH-B-Ala-Gruppe), 6.43 (b, 1H, NH-B-Ala-Gruppe), 5.82 (1H, b, NH-B-Ala-
Fmoc), 5.31 (m, 1H, H-4), 5.21 (m, 1H, H-2, Ju1.w2 = 8.1 Hz), 4.93 (m, 1H, H-3, Juo-ts =
10.6 Hz), 4.65 (b, 1H, CH-Asp), 4.34 (m, 1H, H-1, Ju12 = 8.0 Hz), 4.28 (m, 2H,-CH-
Fmoc), 4.06 (m, 3 H, H-6a und H-6b, CH-Fmoc), 3.81 (m, 2 H, -O-CH,-, H-5), 3.42
(m, 1 H, -O-CH2-), 3.38 (m, 4 H, NH-CH>-3-Ala-), 3.13 (-NH-CH>-CH-), 2.71 (dd, 1
H, CH2-Asp), 2.55 (dd, 1 H, -CHx-Asp-), 2.34 (s, 4H, -CH.-B-Ala-), 2.07, 1.98, 1.97,
1.91 (s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.48 (m, 2 H, -CH,-CH>-NH-), 1.40 (m, 2 H, O-CH>-CH>-),
1.36 (s, 9 H, CHs-tert-Butyl), 1.26 (m, 2 H, O-CH,-CH>-CH,-CH>-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCIl5): 8(ppm) = 175.9, 171.6, 171.5, 171.3, 170.4, 170.2, 170.1, 169.7,
156.5 (CO), 143.9, 141.2, 127.6, 127.0, 125.1, 119.9 (Fmoc-Gruppe aromatische C),
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101.3 (C-1), 81.9 (Cq-tert.Butyl), 70.8 (C-5), 70.6 (C-3), 69.9 (O-CH,-), 68.9 (C-2),
66.9 (-CH2-Fmoc), 61.6 (C-4), 49.9 (CH-Asp), 47.6 (CH-Fmoc), 39.8 (-CH.-NH-), 37.2
(CHz-Asp), 36.2 (-NH-CH.-B-Ala), 35.9 (-CH.-B-Ala), 35.6 (-CH>-3-Ala), 29.5 (O-CH.-
CH:-), 29.4 (-CH>-CH2>-NH-), 28.4 (C(CHzs);), 23.5 (O-CH,-CH;-CH>-CH>-CH.-NH-),
20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (Acetyl).

FAB-MS fiir C4sHesN4O17 (m/z = 968.4) = 969.3 [M+H]*
FT-ICR-MS: [M+Na]"gneor)= 991.41587, [M+Na]" gemesseny = 991.41707

Darstellung von Gluc-B-Ala--Ala (29):

0.67 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-L-as-
paraginsaure-B-tert.butylester (23) in 20 ml Dichlormethan zusammen mit 0.61 g (1.1
mmol) Fmoc-B-Ala-B-Ala OPfp (33) fir 12h bei Raumtemperatur geruhrt. DC-Kontrol-
le mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird
saulenchromatographisch mit CH,CI,/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.55 g (0.57 mmol, 57% der Theorie)

Drehwert: [a]o™® = -12.5 (¢ = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.73 (d, 2 H, Fmoc), 7.57 (d, 2 H, Fmoc), 7.36 (t, 2 H,
Fmoc) , 7.27 (t, 2H, Fmoc), 7.00 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.68 (b, 1H, NH-B-Ala-
Gruppe), 6.43 (b, 1H, NH-B-Ala-Gruppe), 5.70 (1H, b, NH-B-Ala-Fmoc), 5.16 (m, 1H,
H-3, Jizns = 9.6 Hz ), 5.05 (m, 1H, H-4, Jusns = 9.8 Hz ) 4.93 (m, 1H, H-2, Ju112 = 8.1
Hz), 4.68 (b, 1H, CH-Asp), 4.41 (m, 1H, H-1, Ju2 = 8.1 Hz) 4.33 (m, 2H, -CH--
Fmoc), 4.20 (m, 2H, H-6a,CH-Fmoc), 4.08 (m, 1H, H-6b), 3.81 (m, 1H, O-CH,-), 3.64
(m, 2H, H-5, O-CH>-), 3.45 (m, 4H, NH-CH»-3-Ala), 3.16 (m, 2 H, -CH»-NH), 2.75 (dd,
1 H, CH>-Asp), 2.57 (dd, 1 H, -CH>-Asp-), 2.33 (s, 4H, -CH,-B-Ala), 2.04, 2.01, 1.98,
1.97 (s, 12 H, CHs-Acetyl), 1.51 (m, 2 H, -CH.-CH.-NH-), 1.41 (m, 2 H, O-CH,-CH--),
1.39 (s, 9 H, CHs-tert.Butyl), 1.29 (m, 2 H, O-CH-CH-CH.,-CH,-CH>-NH-).

BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 171.5, 171.3, 170.7, 170.3, 169.6, 169.4, 161.2, 156.5
(CO), 143.9, 143.7, 141.2, 127.6, 127.0, 125.2, 119.9 (Fmoc-Gruppe aromatische
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C), 100.8 (C-1), 81.7 (Cq-tert-Butyl), 72.7 (C-3), 71.7 (C-5), 71.3 (C-2), 69.9 (O-CH--),
68.4 (C-4), 66.7 (-CH,-Fmoc), 61.9 (C-6), 49.4 (CH-Asp), 47.2 (CH-Fmoc), 39.4
(-CH2-Asp ), 37.3 (-CH2-NH-Pentyl), 37.2 (NH-CH.--Ala), 36.2 (NH-CH.-B-Ala), 36.0
(-CH2-B-Ala), 35.7 (-CH:-B-Ala), 29.0 (O-CHx-CH,-), 28.9(-CH,-CH»-NH-), 28.1
(C(CHa3)3), 23.1 (O-CH2-CH2-CH2-CH,-CH2-NH-), 20.7, 20.6, 20.6, 20.5 (Acetyl).

FAB-MS firr CssHe:N4O17 (m/z = 968.4) = 969.2 [M+H]*,991.2 [M+H]*
FT-ICR-MS: [M+Na]+geor) = 991.41587, [M+Na]+ gemessen) = 991.41540

zu Kapitel 2.5.2

Darstellung von NH,-Asp-OtBu-OBn (34)""*

1 g (2 mmol) Fmoc-Asp-OtBu-OBn, dargestellt nach S. Nakabayash et al."® werden
nach AAV 9 mit 5%iger Piperidinldsung in DMF bei Raumtemperatur 2h geruhrt. Mit-
tels DC-Kontrolle (CHCI;:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert.
Dann verdlinnt man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal, bis kein Geruch nach Pipe-
ridin mehr wahrgenommen werden kann. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.62 g (2 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35)

a) EDCI/HOBt-Methode

0.62 g (2 mmol) NH.-Asp-OtBu-OBn (34) werden nach AAV 7 in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.89 g (2 mmol) Fmoc-Asp-OH-OBn (18) fur 1h bei 0°C geruhrt, danach bei
Raumtemperatur flr 18h gerthrt. DC-Kontrolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:1). Das
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Lésungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit

Petrolether/Ethylacetat (1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.48 g (0.68 mmol, 34% der Theorie)

b) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.62 g (2 mmol) NH,-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.89 g (2 mmol) Fmoc-Asp-OH-OBn (18) flr 2h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:1). Das Losungsmittel wird entfernt
und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Petrolether/ Ethylacetat
(1:1) und danach mittels HPLC mit einem Gradienten (n-Heptan/Ethylacetat — 90:10
zu 60:40) eluiert.

Ausbeute: 0.71 g (1 mmol, 50% der Theorie)

c) TBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.62 g (2 mmol) NH2-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.89 g (2 mmol) Fmoc-Asp-OH-OBn (18) fur 3h bei Raumtemperatur ge-
rahrt. DC-Kontrolle mit PE/EE (1:1). Das Ldsungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit PE/EE (1:1) und danach mittels HPLC mit
einem Gradienten (n-Heptan/Ethylacetat — 90:10 zu 60:40) eluiert.

Ausbeute: 0.44 g (0.62 mmol, 31% der Theorie)

d) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.62 g (2 mmol) NH2-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.89 g (2 mmol) Fmoc-Asp-OH-OBn (18) fir 2h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:1). Das Losungsmittel wird entfernt

und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat (1:1)
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und danach mittels HPLC mit einem Gradienten (n-Heptan/Ethylacetat — 90:10 zu
60:40) eluiert.

Ausbeute: 0.59 g (0.84 mmol, 42% der Theorie)

e) Pentafluorphenol-Aktivester-Methode

0.62 g (2 mmol) NH,-Asp-OtBu-OBn (34) werden in 20 ml DMF zusammen mit 1.22
g (2 mmol) Fmoc-Asp-OPfp-OBn (18) fur 12h bei Raumtemperatur in Ethylacetatge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:1). Das Losungsmittel wird entfernt
und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat (1:1)
aufgereinigt.

Ausbeute: 0.59 g (0.96 mmol, 48% der Theorie)

Drehwert: [a]o®= +15.3 (¢ = 1.0, Chloroform)

'H-NMR: (DMSO-d¢): & = 7.78 (d, 2H, Fmoc), 7.63 (d, 2H, Fmoc) 7.34 (m, 14 H, Aro-
maten von Fmoc- und Bn-Gruppe), 6.69 (d, 1H, -NH-Asp), 6.21(d, 1H, -NH-), 5.21
(m, 4H, -CH.-Benzyl), 4.84 (m, 1H, CH-Asp), 4.82 (m, 1H, CH-Asp), 4.41-4.23 (m,
3H, CH- und CH,.Fmoc), 2.96-2.68 (2dd, 4H, CH,.Asp), 1.22 (s, 9H, tert.Butyl).
BC-NMR: (DMSO-ds): & = 171.5, 170.7, 169.1, 169.0 156.0 (CO), 144.3, 141.6,
135.8, 135.5, 130.4, 129.0, 128.7, 128.5, 128.2, 127.9, 127.8, 127.3, 125.4, 125.2,
120.7, 120.3 (14 C, aromat. Fmoc und Benzyl), 82.2 (C,-tert.Butyl), 66.4 (-CH--
Fmoc), 66.3 (-CH,-Benzyl) 66.1 (-CH.-Benzyl), 51.3 (-CH-Asp), 49.2 (-CH-Asp), 47.2
(-CH-Fmoc), 38.1 (-CH.-Asp), 37.6 (-CH»-Asp), 28.4 (9C, tert.Butyl)

FAB-MS fir C41H42N2Og (m/z = 706.29) = 707.2 [M+H]"

Darstellung von Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36)

Nach AAV11 wird der 0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu (35) fur 2h mit einer
20%igen TFA-Losung in Dichlormethan tert.Butyl-entschutzt. Nach Abzug des Lo6-

sungsmittel wird der Ruckstand 5 mal mit 50 ml Toluol koevaporiert. Wenn kein Ge-
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ruch nach Trifluoressigsaure mehr vorhanden ist, wird im Vakuum getrocknet. Der

Ruckstand wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.68 g (1mmol, quantitativ)

Darstellung von Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) flir 2h bei Raumtemperatur gerihrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,Cl./ EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.13 g (0.11 mmol,11% der Theorie)

b) EDCI/HOBt-Methode

0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) werden nach AAV 7 in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (22) fur 1h bei 0°C gerthrt, danach bei
Raumtemperatur flr weitere 18h. DC-Kontrolle mit CH.Cl,/ EtOH (19:1). Das L6-
sungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit
CHCl./ EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.11 g (0.09 mmol, 9% der Theorie)
c) TBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.70 g (1Tmmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (22) fur 3h bei Raumtemperatur geruhrt.
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DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Ldsungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,Cl./ EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.22 g (0.18 mmol, 18% der Theorie)

d) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (22) fur 2h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 0.39 g (0.32 mmol, 32% der Theorie)

e) HATU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (22) fir 2h bei Raumtemperatur gerihrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.34 g (0.84 mmol, 28% der Theorie)

Drehwert: [a]o**= +8.8 (c = 0.5, Chloroform)

1H-NMR: (de-DMSO): &(ppm) = 8.31 (d, 1H, Asp-NH-Asp-), 8.15 (d, 1H, Asp-NH-
Asp), 7.76 (d, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.58 (d, 1H, Asp-NH-Fmoc), 7.52 (t, 2H, Fmoc-
Gruppe), 7.23 (t, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.15 (m, 12H, Benzyl-, Fmoc-Gruppe), 5.09 (m,
1H, H-3, Jrors = 10.6 Hz), 4.99 (m, 1H, H-4, Juzns = 3.53 Hz), 4.90 (m, 5H,-CH.-Ben-
zyl,-CH-Asp), 4.76 (m, 1H, H-2, Juorz = 9.5 Hz), 4.48 (m, 2H, -CH,-Fmoc), 4.38 (m,
2H, H-1, CH-Asp), 4.10 (m, 2H, H-6a, CH-Asp), 4.02 (m, 2H, H-6b, CH-Fmoc), 3.87
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(m, 2H, H-5, -O-CH.-), 3.52 (m, 1H, -O-CH--), 2.87 (m, 2H,-CH>-NH-Pentyl), 2.56 (m,
2H, CH2>-Asp), 2.43 (m, 2H, CH--Asp), 2.21 (m, 2H, CH.-Asp), 1.92, 1.84, 1.80, 1.73,
(s, 12H, Acetyl), 1.27 (m, 2H,0-CH,-CH,-CH»-CH>-CH,-NH-), 1.17 (m, 11H, C(CH3)3,
0O-CH2-CH,-CH,-CH>-CH2-NH-), 1.07 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH.-CH>-CH>-NH).
BC-NMR: (ds-DMSO): &(ppm) = 171.7, 171.5, 170.3, 170.1, 169.9, 169.7, 169.5,
169.3, 169.0, 162.6, 156.2 (CO), 144.3, 143.2, 141.4, 138.1, 135.2, 128.7, 128.3,
128.0, 127.9, 127.6, 127.4, 127.0, 125.6, 120.5 (Fmoc, Benzyl, aromat.), 100.2 (C-
1), 80.9 (Cy), 70.6 (C-5), 70.1(C-3), 69.3 (-O-CH,-), 69.0 (C-2), 67.7(C-4), 66.3(-CH.-
Benzyl), 66.2(-CH,-Benzyl), 64.0(-CH.-Fmoc), 61.5(C-6), 50.9 (CH-Asp), 49.8 (CH-
Asp), 49.6 (CH-Asp), 46.9 (CH-Fmoc), 38.9 (-CH,-NH-Pentyl), 38.6 (-CH.-Asp), 37.2
(-CH2-Asp), 36.9 (-CH,-Asp), 31.1(0O-CH,-CH_-), 28.9 (-CH,-CH,-NH-), 27.9 (tert.Bu-
tyl), 23.1 (O-CH,-CH2-CH,-CH»-CH>-NH), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (Acetylgruppen).

FAB-MS flr CesHzeN4O21 (m/z = 1236.5): 1237.2 [M+H]*

Maldi-TOF fir CesH76N4O21 (m/z = 1236.5): = 1259.58 [M+Na]"

Darstellung von Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (38)
HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.70 g (1mmol) Fmoc-(Asp-Asp)-OH (36) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (23) fur 2h bei Raumtemperatur
geruhrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,Cl./EtOH(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.38 g (0.31 mmol, 31% der Theorie)

Drehwert: [a]o®= +3.1 (c = 0.5, Chloroform)

'H-NMR: (CDCl5): 8(ppm) = 7.68 (d, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.52 (d, 2H, Fmoc-Gruppe),
7.32 (m, 14H, Fmoc-, Benzylgruppen), 6.97 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.81 (d, 1H,
Asp-NH-Asp-), 6.64 (d, 1H, Asp-NH-Asp-), 6.25 (d, 1H, Asp-NH-Fmoc), 5.31 (m, 1H,
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H-3), 5.13 (m, 6H,-CH.-Benzyl, H-4, H-2), 4.64 (m, 1H, CH-Asp), 4.77 (m, 1H, CH-
Asp), 4.65 (m, 2H,--CH-Fmoc), 4.36 (m, 1H, H-1, Juin2 = 8.1 Hz), 4.08 (m, 4H, H-6a,
H-6b, CH-Fmoc, H-5), 3.81 (m, 2H, -O-CH,-), 3.12 (m, 2H,-CH.-NH-Pentyl), 2.73-
2.39 (m, 6H,-CH2-Asp), 2.06, 1.98, 1.97, 1.91 (s, 12H, Acetyl), 1.50 (m 2H, O-CH,-
CH>-CH,-CH,-CH2-NH-), 1.36 (m, 11H, C(CH3)3;), O-CH,-CH,-CH.-CH,-CH>-NH-),
1.25 (m, 2H, O-CH,-CH2-CH,-CH,-CH2-NH-).

C-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 170.2. 169.3, 169.1, 168.9, 168.6, 168.5, 155.1 (CO),
142.8, 142.7, 140.2, 134.3, 134.1, 127.6, 127.5, 127.4, 127.3, 127.2, 127.0, 126.6,
126.0, 124.2, 124.1, 118.9 (Fmoc, Benzylgruppen, aromat.), 100.2 (C-1), 80.9 (C,,
tert.Butyl), 69.8 (C-3), 69.5 (C-5), 68.8 (C-2), 67.9 (-O-CH,-), 66.5 (C-4), 66.4 (-CH.-
Fmoc), 66.2 (-CH»>-Benzyl), 65.9 (-CH-Benzyl), 60.2 (C-6), 49.9 (CH-Asp), 48.3 (CH-
Asp), 48.2 (CH-Asp), 46.0 (CH-Fmoc), 38.5 (-CH>-Asp), 36.6 (-CH>Asp-), 36.5
(-CHx>-Asp), 36.1 (CH:-NH-Pentyl), 28.0 (O-CH.-CH,-), 27.9(-CH2-CH,-NH-),
27.0(tert.Butyl), 22.0 (O-CH2-CH,-CH»-CH,-CH,-NH-), 19.7, 19.6, 19.6, 19.5 (Acetyl-
gruppen).

FAB-MS flr CesH7sN4O21 (m/z = 1236.5): 1237.5 [M+H]*, 1259.5 [M+Na]*
Maldi-TOF flr CesHzsN4O21 (m/z = 1236.5): 1259.57 [M+Na]+

Zu Kapitel 2.5.3

Darstellung von Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39)

0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-L-
asparaginsaure-B-tert.butylester (22) in 10 ml Ethylacetat werden zusammen mit
0.67 g (1.1 mmol) Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19) fur 12h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:2). Das Losungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat (1:2) auf-

gereinigt.

Ausbeute: 0.60 g (0.58 mmol, 58% der Theorie)
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Drehwert: [a]o®®=-2.8 (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.70 (d, 2 H,Fmoc), 7.52 (d, 2 H, Fmoc), 7.32 (t, 2 H,
Fmoc), 7.22 (m, 7H, Fmoc-/Benzylgruppe), 6.91 (d, 1H, Pentyl-NH-Asp-), 6.62 (b,
1H, NH-Gruppe), 5.98 (d, 1H, -NH-Asp-Fmoc), 5.14 (m, 3H, H-4, -CH,-Benzyl), 5.00
(t, 1H, H-2, Jhois = 9.5 Hz), 4.89 (m, 1H, H-3, Juss = 7.9 Hz), 4.60 (b, 2H, CH--
Fmoc), 4.38 (m, 2H, H-1, CH-Fmoc), 4.16 (m, 3H, CH-Asp, H-6a und H-6b), 4.03 (m,
1 H, CH-Asp), 3.76 (m, 1 H, O-CH>-), 3.39 (m, 1 H, O-CH--), 3.12 (m, 2 H, -CH>-NH-
Pentyl), 2.75 (m, 3 H, CH,-Asp), 2.43 (m, 1 H, -CH--Asp-), 2.01, 1.99, 1.96, 1.93 (4x
s, 12H, CHs-Acetyl), 1.46 (m, 2 H, O-CH,-CH,-CH,-), 1.37 (s, 9H, CHs-tert.Butyl),
1.29 (m, 4H, O-CH,-CH>-CH,-CH,-CH>-NH-).

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 171.1, 170.8, 170.3, 169.9, 169.8, 164.5 (CO), 144.2,
1441, 141.7, 137.8, 135.7, 128.9, 128.8, 128.6, 128.1, 127.5, 125.6, 120.4 (Fmoc-
Gruppe Benzyl, aromat.), 101.1 (C-1), 82.2 (Cq-tert.Butyl), 73.2 (C-5), 72.1 (C-3),
71.7 (O-CH-), 68.9 (C-2), 67.5 (-CH.-Benzyl-), 67.4 (CH,-Fmoc), 61.7 (C-4), 60.7 (C-
6), 49.6 (CH-Asp), 47.5 (CH-Fmoc), 39.8 (-CH>-NH-Pentyl), 38.3 (CH>-Asp), 37.9
(CH2-Asp), 29.5 (O-CH,-CHy-), 29.3 (-CH-CH.-NH-), 28.4 (C(CHs);), 23.5 (O-CH.-
CH2-CH,-CH,-CH2-NH-), 21.4, 21.2, 21.1, 21.0 (CO-CHs).

FT-ICR-MS: [M+H]" theory = 898.38533, [M+H]" gomessony = 898.38684

Darstellung von NH.-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (40)

0.52 g (0.5 mmol) Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39) werden nach AAV 9 mit 5%iger
Piperidinlésung in DMF bei Raumtemperatur 2h Fmoc-entschitzt. Mittels DC-Kon-
trolle (CHCI;:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert. Dann ver-
dinnt man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal, bis kein Geruch nach Piperdin mehr
wahrgenommen werden kann. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet und ohne

weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.45 g (0.5 mmol) quantitativ
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Darstellung von Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37)

0.45 g (0.5 mmol) NH2-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu (39) werden in 10 ml Ethylacetat zu-
sammen mit 0.34 g (0.55 mmol) Fmoc-Asp-OPfp-OBn (19) fur 12h bei Raumtempe-
ratur geruhrt. DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird
entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Etha-
nol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.25 g (0.2 mmol, 40% der Theorie)

Drehwert: [a]o**= +8.8 (¢ = 0.5, Chloroform)

'H-NMR: (ds-DMSO): &(ppm) = 8.31 (d, 1H, Asp-NH-Asp-), 8.15 (d, 1H, Asp-NH-
Asp), 7.76 (d, 2H, Fmoc), 7.58 (d, 1H, Asp-NH-Fmoc), 7.52 (t, 2H, Fmoc), 7.23 (t,
2H, Fmoc), 7.15 (m, 12H, Benzyl, Fmoc), 5.09 (m, 1H, H-3, Juns = 10.6 Hz), 4.99
(m, 1H, H-4, Juzne = 3.53 Hz), 4.90 (m, 5H,-CH--Benzyl,CH-Asp), 4.76 (d, 1H, H-2,
Jhre = 8.1 Hz), 4.48 (m, 2H, -CH,-Fmoc), 4.38 (m, 2H, H-1, CH-Asp), 4.10 (m, 2H,
H-6a, CH-Asp), 4.02 (m, 2H, H-6b, CH-Fmoc), 3.87 (m, 2H, H-5, -O-CH,-), 3.52 (m,
1H, -O-CH,-), 2.87 (m, 2H,-CH.-NH-Pentyl), 2.56 (m, 2H, CH.-Asp), 2.43 (m, 2H,
CHx-Asp), 2.21 (m, 2H, CH--Asp), 1.92, 1.84, 1.80, 1.73, (s, 12H, Acetyl), 1.27 (m,
2H,0-CH2-CH2-CH,-CH2-CH2-NH-), 1.17 (m, 11H, C(CHjs);, O-CH2-CH,-CH2-CH,-CH,-
NH-), 1.07 (m, 2H, O-CH>-CH,-CH,-CH,-CH>-NH-).

BC-NMR: (ds-DMSO): d(ppm) = 171.7, 171.5, 170.3, 170.1, 169.9, 169.7, 169.5,
169.3, 169.0, 162.6, 156.2 (CO), 144.3, 143.2, 141.4, 138.1, 135.2, 128.7, 128.3,
128.0, 127.9, 127.6, 127.4, 127.0, 125.6, 120.5 (Fmoc, Benzyl, aromat.), 100.2 (C-
1), 80.9 (C,), 70.6 (C-5), 70.1(C-3), 69.3 (-O-CH,-), 69.0 (C-2), 67.7(C-4), 66.3(-CH_-
Benzyl), 66.2(-CH,-Benzyl), 64.0(-CH.-Fmoc), 61.5(C-6), 50.9 (CH-Asp), 49.8 (CH-
Asp), 49.6 (CH-Asp), 46.9 (CH-Fmoc), 38.9 (-CH,-NH-Pentyl), 38.6 (-CH.-Asp), 37.2
(-CH>-Asp), 36.9 (-CH,-Asp), 31.1(O-CH,-CH2-), 28.9 (-CH,-CH>-NH-), 27.9 (tert.Bu-
tyl), 23.1 (O-CH,-CH2-CH,-CH2-CH,-NH-), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (Acetylgruppen).

FAB-MS fur CesH76N4O21 (m/z = 1236.5): 1237.2 [M+H]"

Maldi-TOF fir CesH7eN4O21 (m/z = 1236.5): = 1259.58 [M+Na]"
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zu Kapitel 2.5.4

Darstellung von Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41)

0.29 g (1mmol) NH.-Asp-OtBu-OBn (34) werden in 10 ml Ethylacetat zusammen mit
0.50 g (1 mmol) Fmoc-Aib-OPfp (21) fir 12h bei Raumtemperatur gerthrt. DC-Kon-
trolle mit Petrolether/Ethylacetat (1:2). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat (1:2) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.38 g (0.67 mmol, 67% der Theorie)

Drehwert: [a]p**= +10.2 (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.69 (d, 2H, Fmoc-Gruppe), 7.51 (d, 2H, Fmoc-Gruppe),
7.33 (t, 2 H, Fmoc-Gruppe), 7.26 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.93 (b, 1H,
NH-CO-), 5.10 (m, 2H, -CH--Benzyl), 4.29 (m, 2H,-CH,-Fmoc), 4.14 (m, 1H, CH-
Asp), 3.09 (m, 1H, CH-Fmoc), 2.89 (m, 1H, CH;-Asp), 2.76 (m, 1H, CH>-Gruppe-
Asp ), 1.45 (m, 6H, (CHs)-Aib), 1.28 (m, 9H, C(CHz3)s).

BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 172.3, 168.9, 167.4 (CO), 142.2, 139.6, 133.5, 126.9,
126.7, 126.6, 1259, 1254, 123.4, 118.3 (Fmoc-, Benzyl-Gruppe), 80.1 (C,
tert.Butyl), 65.7(-CH2>-Benzyl), 64.9 (-CH.-Fmoc), 55.1 (C,, Aib), 47.4 (-CH-Fmoc),
45.3 (-CH-Asp), 35.4 (-CH2-Asp), 26.2 (C(CHzs)s), 23.8 (-CHs-Aib), 20.7 (-CHs-Aib).

FAB-MS fir C33H33N207 (m/z = 5863) = 587.1 ['\/H‘H]+

Darstellung von Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42)

Nach AAV 11 werden 0.59 g (1mmol) Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu (41) in 10%iger TFA-L6-
sung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-entschiutzt. Dann wird
mit 10 ml Toluol verdinnt und das Losungsmittel entfernt. Nach Koevaporierung des
Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet und ohne weitere

Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.54 g (1mmol) quantitativ
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Darstellung von Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (43)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.54 g (1mmol) Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (22) fur 2h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.51 g (0.46 mmol,46% der Theorie)

b) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.54 g (1mmol) Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester ~ (22) fur 2 h bei
Raumtemperatur gertihrt. DC-Kontrolle mit CH.CI/EtOH (19:1). Das Losungsmittel
wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI,/EtOH
(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.69 g (0.62 mmol, 62% der Theorie)

Drehwert: [a]o”= +7.5 (c = 0.75, Chloroform)

1H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.73 (d, 2H, Fmoc), 7.55 (d, 2H, Fmoc), 7.36 (t, 2H,
Fmoc), 7.29 (m, 7H, Fmoc-, Benzylgruppe), 6.95 (b, 1H, -NH-Asp-), 6.73 (t, 1H, -NH-
Fmoc), 5.34 (m, 2H, H-4, Jusne = 3.3 Hz ,-CH-Asp), 5.13 (m, 3H, H-2, -CH-Benzyl,
H-3), 4.97 (m, 2H, H-3, -CH-Asp), 4.76 (b, 1H, -CH-Fmoc), 4.61 (m, 1H, H1, Juime =
7.8 Hz), 4.29 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.07 (m, 3H, CH.-Fmoc, H-5), 3.76 (m, 2H, -O-
CH2-), 3.04 (m, 2H, -CH,-NH-Pentyl), 2.74 (m, 3H, -CH2-Asp), 2.43 (m, 1H, -CH,-Asp)
2.06, 1.98, 1.96, 1.91 (s, 12H, Acetyl), 1.40 (m, 8H, Aib-CHs;, O-CH,-CH»-CH>-CH-
CH2-NH-), 1.34 (s, 11H, C(CHas)s, O-CH2-CH2-CH>-CH2-CH2-NH-),1.20 (m 2H, O-CH.-
CH,-CH,-CH,-CH,-NH-).



3. Experimentieller Teil 138

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 171.3, 170.7, 170.3, 169.9, 169.7, 169.4, 169.3 156.8,
154.9 (CO), 143.3, 140.9, 134.8, 128.4, 127.9, 127.4, 126.7, 124.7, 122.9, 120.6.
119.6 (Fmoc und Benzyl, aromat.) 100.7 (C-1), 81.4 (C, tert.Butyl), 70.6 (C-5), 70.2
(C-3), 69.5 (-O-CH,-), 68.6 (C-2), 67.2 (CH>-Fmoc), 67.0 (CH-Benzyl), 66.7 (C-4),
61.2 (C-6), 56.4 (C, Aib), 49.4 (CH-Asp), 49.1 (CH-Asp), 46.7 (CH-Fmoc), 39.2
(-CH2-NH-Pentyl), 37.2 (CHx-Asp), 36.5 (CH>-Asp), 28.9 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH.-
NH-), 28.8 (O-CH-CH,-CH2-CH2-CH,-NH-), 27.0 (C(CHa)s), 25.3 (CHs-Aib), 25.0
(CHs-Aib), 22.7 (O-CH,-CH,-CH>-CH,-CH»-NH-), 20.4. 20.3, 20.3. 20.2 (Acetyl)

FAB-MS fiir Cs;H72N4sO+9 (m/z = 1116.5) = 1117.2 [M+H]", 1139.0 [M+Na]"

FT-ICR-MS: [M+Na]" tneor)= 1139.46830, [M+Na]" gemesseny = 1139.46778

Darstellung von Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (44)

PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.54 g (1mmol) Fmoc-(Aib-Asp)-OH (42) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsaure-3-tert.butylester (23) fur 3h bei Raumtemperatur
geruhrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.64 g (0.57 mmol, 57% der Theorie)

Drehwert: [a]o®=-1.5 (¢ = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.74 (d, 2H, Fmoc), 7.55 (d, 2H, Fmoc), 7.36 (t, 2H,
Fmoc), 7.31 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.94 (b, 1H, -NH-Asp), 6.72 (t, 1H,
-NH-Aib-Fmoc), 5.18 (m, 3H, H-3, -CH>-Benzyl), 5.05 (m, 1H, H-4, H-2 Jio.1s = 9.6
Hz), 4.89 (m, 1H, H-1, Ju1.42 = 8.0 Hz), 4.76 (m, 1H, -CH-Asp), 4.61 (m, 1H,-CH-Asp),
4.33 (m, 2H, -CH,-Fmoc), 4.20 (m, 1H,-CH-Fmoc), 4.07 (m, 2H, H-6a und H-6b),
3.79 (m, 1H, H-5), 3.63 (m, 1H -O-CH,-), 3.39 (m, 1H, -O-CH--), 3.35 (m, 1H,-CH--
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NH-Pentyl), 2.79 (m, 3H, -CH.-Asp), 3.04 (m, 1H, -CH,-Asp), 2.05, 2.03, 1.98, 1.96
(s, 12H, Acetyl), 1.48 (m, 8H, Aib-CH; O-CH,-CH,-CH,-CH2-CH»-NH-), 1.37 (s, 11H,
C(CHs)s, O-CH2-CHo-CH-CH,-CH2-NH-, 1.31 (m, 2H,0-CH,-CH2-CHo-CH,-CH,-NH-).
*C-NMR: (CDCI3): 5(ppm) = 173.8, 170.9, 170.4, 170.3, 169.9, 169.6, 169.4, 169.0
(CO), 143.5, 143.3, 140.9, 134.8, 127.9, 127.8, 127.7, 127.4, 126.7, 124.7, 124.7,
119.6 (Fmoc und Benzyl) 100.4 (C-1), 81.3 (Cq tert.Butyl), 72.4 (C-3), 71.4 (C-5),
70.9 (C-2), 69.4(-O-CH,-), 68.1 (C-4), 67.2 (CH,-Benzyl), 66.4 (CH,-Fmoc), 61.6 (C-
6), 56.4 (C, Aib), 49.3 (CH-Asp), 49.1 (CH-Asp), 46.8 (CH-Fmoc), 39.4 (-CH,-NH-
Pentyl), 37.2 (CHx-Asp), 36.5 (CHz-Asp), 28.6 (O-CHz-CH,-CH,-CH,-CH-NH-), 28.6
(O-CHp-CH,-CH,-CHo-CHo-NH-), 27.7 (C(CH3)s), 25.1(CHs-Aib), 22.6 (O-CH,-CH,-
CH,-CH,-CH2-NH-), 20.4. 20.3, 20.3. 20.2 (Acetyl).

FAB-MS fiir Cs;H72N4O1e (M/z = 1116.5) = 1117.5 [M+H]"

FT-ICR-MS: [M+Na]"gneor)= 1139.46830, [M+Na]" gemessery = 1139.46657

zu Kapitel 2.5.5

Darstellung von Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu (45)

a) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.29 g (1mmol) NHx-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.37 g (1 mmol) Fmoc-ACHC-OH (8) fur 2h bei Raumtemperatur
geruhrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das LOosungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.36 g (0.57 mmol, 57% der Theorie)

b) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.29 g (1Tmmol) NH2-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.37 g (1 mmol) Fmoc-ACHC-OH (8) fur 3h bei Raumtemperatur gerihrt.
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DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Ldsungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,Cl/EtOH(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.34 g (0.54 mmol, 54% der Theorie)

Drehwert: [a]s”=-12.3 (¢ = 1.0, Chloroform)

1H-NMR (CDCls): &(ppm) = 7.71 (d, 2H, Fmoc), 7.54 (d, 2H, Fmoc), 7.37 (t, 2 H,
Fmoc), 7.27 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 7.66 (b, 1H, Asp-NH-ACHC), 5.13
(m, 2H, -CHz-Benzyl), 4.82 (m, 2H,CH.-Fmoc), 4.29 (m, 3H, CH-Asp, CH-Fmoc,
ACHC-CH-NH), 3.57 (b, 1H, ACHC-CH-CO), 2.87 (dd, 1H, -CH.-Asp), 2.60 (dd, 1H,
-CH;-Asp), 2.01 (m, 2H, -CH2-ACHC), 1.69 (m, 3H, -CH2-ACHC), 1.31 (m, 13H,
C(CHs)s, CH-ACHC).

BC-NMR (CDCls): 8(ppm) = 173.5, 170.6, 170.1, 155.6 (CO), 144.0, 141.2, 135.2,
128.4, 128.3, 128.1, 127.6, 127.5, 126.9, 124.9, 124.2, 119.8 (Fmoc-, Benzyl-Grup-
pe), 78.7 (C, tert.Butyl), 67.2 (CHx-Benzyl), 66.5 (CH.-Fmoc), 52.1 (CH-Asp), 51.9
(ACHC-CH-NH-), 48.4 (CH-Fmoc), 47.0 (ACHC-CH-CO), 37.3 (-CH:-Asp), 32.4
(-CH-ACHC), 28.5 (-CH,-ACHC), 27.8 (C(CHs)s), 24.6 (-CH.-ACHC), 24.5 (-CH_-
ACHC).

FAB-MS fiir C5;H42N,O; (m/z = 626.3): 627.1[M+H]"

Darstellung von Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46)

Nach AAV 11 werden 0.63 g (1mmol) Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu (45) in 20%iger TFA-
Lésung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-entschitzt. Dann wird
mit 10 ml Toluol verdinnt und das Losungsmittel entfernt. Nach Koevaporierung des
Ruckstand mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet und ohne weitere Auf-

arbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.59 g (1mmol) quantitativ
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Darstellung von Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47)

a) HATU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.59 g (1Tmmol) Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.63 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (22) fur 3h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.64 g (0.56 mmol, 56% der Theorie)

b) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.59 g (1mmol) Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (22) fur 2h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit CH.CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.74 g (0.64 mmol, 64% der Theorie)

c) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.59 g (1mmol) Fmoc-(ACHC-Asp)-OH (46) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (22) fur 2h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit CH.CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH.CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.64 g (0.55 mmol, 55% der Theorie)
Drehwert: [a]p”=-14.4 (c = 0.5, Chloroform)
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'H-NMR: (CDCl3): 8(ppm) = 8.00 (b, 1H, Asp-NH-ACHC-), 7.73 (d, 2H, Fmoc),
7.56(d, 2H, Fmoc), 7.34 (m, 9H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.82 (b, 1H, Asp-NH-
Asp), 6.43 (b, 1H, -NH-Fmoc), 5.41 (m, 1H, H4, Jusne = 3.1 Hz), 5.16 (m, 3H, -CH--
Benzyl, H2), 5.06 (m, 1H, H-3, Jusns = 3.1 Hz), 4.80 (b, 1H, -CH-Asp), 4.48 (m, 1H,
H-1, Ju1e = 7.3 Hz), 4.28 (m, 4H, -CH.-Fmoc, H-6a und H-6b), 4.15 (d, 2H, H-5,
-CH-Fmoc), 3.90 (m, 1H, ACHC-CH-NH-), 3.60 (m, 2H, -O-CH,-), 3.50 (m, 1H,
ACHC-CH-CO-), 3.30 (m, 2H,-CH.-NH-Pentyl), 2.67 (m, 2H, -CH>-Asp), 2.40 (m, 2H,
-CH,-Asp), 2.10, 2.06, 2.04, 2.02 (s, 12H, Acetyl) 1.72 (m, 4H, -CH,-ACHC,0-CH,-
CH»-CH,-CH»>-CH2-NH- ) 1.57 (m, 4H, -CH,-ACHC, O-CH,-CH,-CH>-CH,-CH>-NH-),
1.32 (s, 11H, tert.Butyl, -CH.-ACHC), 1.25 (m, 4H, -CH»-ACHC, O-CH,-CH,-CH.-CH-
CH2-NH-).

BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 173.5, 171.4, 170.8, 170.7, 170.3, 169.4 (CO), 144.2,
143.9, 141.4, 128.5, 128.3, 127.7. 127.2, 127.0, 125.2, 120.0 (Fmoc- und Benzyl-
gruppe, aromat.) 100.8 (C-1), 81.9 (C, tert.Butyl), 72.9 (C-5), 71.8 (C-3), 71.5 (-O-
CH-), 69.8 (C-2), 68.6 (-CH.-Fmoc), 67.3 (-CH>-Benzyl), 65.1 (C-4), 62.1 (C-6), 51.8
(-ACHC-CH-NH), 50.0 (-CH-Asp), 49.1(-CH-Asp), 47.2 (-CH-Fmoc), 45.2 (ACHC-CH-
CO) 39.6(-CH>-NH-Pentyl), 37.4 (-CHx-Asp) 37.3 (-CH.-Asp), 30.8 (ACHC-CHy-),
30.7 (O-CH;-CH,-CH2-CHx-CH2-NH-), 28.9 (O-CH,-CH>-CH,-CH,-CH>-NH-), 28.0
(C(CHs)s), , 25.1 (-CH>-ACHC), 23.1 (O-CH>-CH,-CH»-CH,-CH,-NH-), 20.8, 20.7, 20.6
(Acetyl).

FAB-MS flr CeH76N4O19 (m/z = 1156.5): 1157.4 [M+H]", 1179.4 [M+Na]*
FT-ICR-MS: [M+Na]’(theor.) = 1179.49960, [M+Na]*(gemessen) = 1179.49971

zu Kapitel 2.5.6

Darstellung von Fmoc-(ACPC-Asp)-OtBu (48)

a) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.29 g (1 mmol) NHx-Asp-OfBu-OBn (34) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.35 g (1 mmol) Fmoc-ACPC-OH (16) fur 2h bei Raumtemperatur
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geruhrt. DC-Kontrolle mit CH.CI,/EtOH (19:1). Das Ldsungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,Cl/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.38 g (0.62 mmol, 62% der Theorie)
b) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.29 g (1Tmmol) NH2-Asp-OtBu-OBn (34) in 10 ml DMF zusam-
men mit 0.35 g (1 mmol) Fmoc-ACPC-OH (16) fur 3h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Roh-
produkt wird saulenchromatographisch mit CH,CI,/EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.40 g (0.65 mmol, 65% der Theorie)

Drehwert: [a]s®= +2.7 (¢ = 1.0, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.72 (d, 2H, Fmoc), 7.52 (d, 2H, Fmoc), 7.35 (t, 2 H,
Fmoc), 7.27 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.64 (b, 1H, Asp-NH-ACPC), 5.10
(m, 2H, -CH-Benzyl), 4.82 (m, 1H, CH-Asp), 4.29 (m, 2H, CH>-Fmoc), 3.45 (m, 1H,
ACHC-CH-NH), 3.34 (m, 1H, ACHC-CH-CO ), 2.86 (d, 1H, -CH--Asp), 2.60 (d, 1H,
-CH,-Asp), 1.67 (m, 2H, -CH.-ACPC) 1.46 (m, 2H, -CH.-ACPC ), 1.31 (s, 9H,
C(CHs)3), 1.24 (m, 2H, -CH.-ACPC).

BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 172.7, 169.6, 168.1, 154.6 (CO), 142.9, 139.7, 134.8,
127.3, 126.9, 126.7, 126.5, 126.3, 126.0, 124.2, 119.1 (Fmoc-, Benzyl-Gruppe), 79.4
(Cq tert.Butyl), 65.1 (-CH.-Benzyl), 64.2 (-CH,-Fmoc), 54.3 (-ACHC-CH-NH), 48.9
(-CH-Asp), 47.8 (-CH-Fmoc), 45.7 (-ACHC-CH-CO), 36.0 (-CH:-Asp), 31.8 (-ACHC-
CHy-), 29.7 (-ACHC-CH>-), 26.6 (C(CHz)3), 22.3 (-ACHC-CH>-).

FAB-MS fiir CasHaoN2O7 (m/z = 612.3): 613.2 [M+H]", 635.2 [M+Na]"



3. Experimentieller Teil 144
Darstellung von Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49)

Nach AAV 11 werden 0.61 g (1Tmmol) Fmoc-(ACPC-Asp)-OtBu (48) in 20%iger TFA-
Lésung in Dichlormethan fur 2 h bei Raumtemperatur tert.Butyl-entschutzt. Dann
wird mit 10 ml Toluol verdinnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach Koevaporierung
des Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet und ohne weitere

Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.55 g (1mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50)
a) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.55 g (1Tmmol) Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (22) fur 2h bei Raumtemperatur ge-
rahrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH,CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.71 g (0.62 mmol, 62% der Theorie)

b) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.55 g (1mmol) Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert.butylester (22) fur 3h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt. DC-Kontrolle mit CH.CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CH.CI./EtOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.69 g (0.60 mmol, 60% der Theorie)
Drehwert: [a]o*°= +8.7 (c = 0.5, Chloroform)
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'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.73 (d, 2H, Fmoc), 7.69 (b, 1H, Asp-NH-ACPC-), 7.55
(d, 2H, Fmoc), 7.27 (m, 9H, Fmoc- und Benzylgruppe), 7.04 (b, 1H, Asp-NH-Asp),
6.84 (b, 1H, -NH-Fmoc), 5.33 (m, 1H, H-4, Jusns = 3.2 Hz), 5.15 (m, 3H, -CH.-Benzyl,
H-2, Juzns = 10.1 Hz), 4.97 (m, 2H, -CH-Fmoc, H-3), 4.89(m, 1H, -CH-Asp), 4.65 (b,
1H, -CH-Asp), 4.37 (m, 1H, H-1, Ju12 = 7.7 Hz), 4.11 (m, 4H, H-6a und H-6b, -CH,-
Fmoc)), 3.97 (m, 1H, H-5), 3.82 (m, 2H, ACPC-CH-NH-), 3.60 (m, 1H, ACPC-CH-
CO-), 3.50 (m, 2H, -O-CHy-), 2.78 (m, 4H,-CH>-NH-Pentyl, -CH.-Asp), 2.46 (m, 1H,
-CH,-Asp), 2.13, 2.04, 2.02, 2.00 (s, 12H, Acetyl) 1.78 (m, 4H, -CH,-ACPC,0-CH,-
CH»-CH,-CH»-CH>-NH- ) 1.66 (m, 2H, -CH»-ACPC), 1.51 (m, 2H, O-CH»>-CH,-CH,-
CH>-CH2-NH-), 1.38 (s, 11H, tert.Butyl, -CH,-ACPC), 1.24 (m, 4H, -CH,-ACPC, O-
CH2-CH,-CH»-CH2-CH2-NH-).

BC-NMR: (CDCl5): 8(ppm) = 173.5, 171.4, 171.1, 170.4, 170.3, 170.2, 169.7, 169.5,
156.5 (CO), 143.9, 141.4, 135.4, 128.5, 128.4, 128.3, 127.7. 127.1, 1251, 125.0,
120.0 (Fmoc- und Benzylgruppe, aromat.) 101.3 (C-1), 81.7 (C, tert.Butyl), 70.9 (C-
5), 70.7 (C-3), 69.8 (-O-CH,-), 69.0 (C-2), 67.4 (-CHx-Fmoc), 67.1 (-CH.-Benzyl),
66.8 (C-4), 61.3 (C-6), 57.8 (-ACPC-CH-NH), 54.5 (ACPC-CH-CO), 49.7 (-CH-Asp),
49.4 (-CH-Asp), 47.3 (-CH-Fmoc), 39.6(-CH.-NH-Pentyl), 38.2 (-CH.-Asp) 36.7
(-CHz-Asp), 32.9 (ACHC-CH:-), 29.1 (0O-CH,-CH,-CH,-CH-CH.-NH-), 28.06
(C(CHs)s), 27.4 (O-CH2-CH,-CH,-CH2-CH2-NH-), 23.8 (-CH»-ACHC), 23.1 (O-CH.-
CH2-CH2-CH2-CH,-NH-), 20.8, 20.7, 20.6 (Acetyl).

FAB-MS fiir CssH7N4O1o (M/z = 1142.5): = 1143.1 [M+H]"
FT-ICR-MS: [M+Na]"tneor) = 1165.48395, [M+Na]" gemesseny = 1165.48237

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (51)

a) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 0.55 g (1mmol) Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.62 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopy-
ranosyl]-L-asparaginsaure-f3-tert.butylester (23) fur 2h bei Raumtemperatur gerthrt.

DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
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das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 0.65 g (0.57 mmol, 57% der Theorie)

b) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.55 g (1mmol) Fmoc-(ACPC-Asp)-OH (49) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopy-
ranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (23) fur 3h bei Raumtemperatur gerthrt.
DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 0.56 g (0.49 mmol, 49% der Theorie)

Drehwert: [a]o**= +3.1 (¢ = 0.5, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 8.00 (b, 1H, Asp-NH-ACPC-), 7.73 (d, 2H, Fmoc), 7.59
(d, 2H, Fmoc), 7.35 (m, 9H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.82 (b, 1H, Asp-NH-Asp),
6.43 (b, 1H, -NH-Fmoc), 5.19 (m, 3H, -CH>-Benzyl, H-4, Jusns = 9.3 Hz), 5.03 (m,
2H,-CH-Asp, H-3, Jus+s = 9.3 Hz), 4.94 (m, 1H, H-2, Ju1.2 = 8.1 Hz), 4.60 (m, 1H,
-CH-Asp), 4.41 (m, 1H, H1, Ju1e = 8.1 Hz), 4.26 (m, 3H, H-6a und H-6b, -CH,-
Fmoc), 3.97 (m, 2H, -CH>-Fmoc, H-5), 3.82 (m, 1H, ACPC-CH-NH-), 3.60 (m, 2H,
ACPC-CH-CO-, -O-CH>-), 3.50 (m, 1H, -O-CH>-), 3.20 (m, 2H, -CH>-NH-Pentyl), 2.67
(m, 2H, -CH»-Asp), 2.40 (m, 1H, -CH,-Asp), 2.30 (m, 1H, -CH,-Asp), 2.04, 2.00, 1.98,
1.96 (s, 12H, Acetyl) 1.78 (m, 4H, -CH,-ACPC, O-CH,-CH>-CH,-CH>-CH>-NH- ) 1.51
(m, 4H, -CH>-ACPC, O-CH,-CH,-CH,-CH.-CH,-NH-), 1.38 (s, 9H, tert.Butyl), 1.24 (m,
6H, -CH.-ACPC, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH2-NH-).

BC-NMR: (CDCl5): 8(ppm) = 173.8, 171.4, 171.1, 170.6, 170.3, 170.2, 169.7, 169.4,
156.5 (CO), 143.9, 141.4, 135.4, 128.5, 128.4, 128.3, 127.7. 127.1, 125.1, 125.0,
120.0 (Fmoc- und Benzylgruppe, aromat.) 100.8 (C-1), 81.7 (C, tert.Butyl), 72.9 (C-
3), 71.8 (C-5), 71.4 (C-2), 69.8 (-O-CH,-), 68.6 (C-4), 67.4 (-CH,-Fmoc), 66.8 (-CH.-
Benzyl), 62.0 (C-6), 57.1 (-ACPC-CH-NH), 52.5 (ACPC-CH-CO), 49.7 (-CH-Asp),
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494 (-CH-Asp), 47.3 (-CH-Fmoc), 39.6(-CH.-NH-Pentyl), 38.2 (-CH:-Asp) 36.9
(-CH2-Asp), 329 (ACHC-CH.-), 29.1 (O-CH.-CH-CH2-CH,-CH,-NH-), 28.06
(C(CHa3)3), 27.4 (O-CH2-CH,-CH,-CH,-CH2-NH-), 23.8 (-CH,-ACHC), 23.1 (O-CH,-
CH2-CH,-CH»-CH2-NH-), 20.8, 20.7, 20.6 (Acetyl).

FAB-MS fiir CsoH7aN4sO19 (M/z = 1142.5) = 1143.3 [M+H]" 1164.9 [M+Na]"

FT-ICR-MS: [M+Na]"tneor) = 1165.48395, [M+Na]" gemesserny = 1165.48529

zu Kapitel 2.5.7

Darstellung von Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OtBu (52)
PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.29 g (1mmol) B-Alanin-tert.Butylester (30) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.35 g (1 mmol) Fmoc-ACPC-OH (16) fur 2h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird ent-
fernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol
(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.28 g (0.59 mmol, 59% der Theorie)

Drehwert: [a]o®= +13.3 (c = 0.5, Dichlormethan)

'H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.81 (d, 2H, Fmoc), 7.59 (d, 2H, Fmoc), 7.35 (t, 2H,
Fmoc), 7.33 (m, 3H, Fmoc-Gruppe, -NH-CO-ACPC), 6.96 (d, 1H, -NH-CO-Fmoc),
4.15 (m, 3H, -CH,- und -CH-Fmoc), 3.39 (m, 2H,-NH-CH--p-Ala), 3.12 (m, 1H, -NH-
CH-ACPC), 2.27 (m, 1H, -CO-CH-ACPC), 1.78 (m, 2H, -CH.-CO-B-Ala), 1.57 (m, 2H,
-CH,-ACPC), 1.31 (m, 2H, ACPC-CH,-), 1.28 (s, 9H, C(CHs);), 1.13 (m, 2H, ACPC-
CHo-).

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 174.8, 172.6, 154.6, (CO), 143.4, 140.1, 126.9, 126.4,
124.7, 124.5, 119.5 (Fmoc-Gruppe, aromat.), 79.4 (C, tert.Butyl), 64.9 (-CH.-Fmoc),
50.5 (-ACPC-CH-NH), 48.1 (CH-Fmoc), 46.4 (-ACPC-CH-CO), 34.3 (-NH-CH,-3-Ala),
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31.9 (-CH2>-CO-B-Ala), 28.7 (-ACPC-CHz-), 27.3 (C(CHs)3), 24.3 (-ACPC-CH2-), 23.9
(-ACPC-CHy-).

FAB-MS fiir CasHaoN2O7 (m/z = 478.2) = 479.2 [M+H]'

Darstellung von Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OH (53)

Nach AAV 11 werden 0.48 g (1mmol) Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OtBu (52) in 20%iger
TFA-L6sung in Dichlormethan fir 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-entschiitzt. Dann
wird mit 10 ml Toluol verdinnt und das Losungsmittel entfernt. Nach Koevaporierung
des Ruckstand mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet und ohne weitere

Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 0.43 g (1Tmmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[ACPC--Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (54)

PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 0.43 g (1mmol) Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OH (53) in 10 ml DMF zu-
sammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopy-
ranosyl]-L-asparaginsaure-f3-tert.butylester (23) fur 3h bei Raumtemperatur geruhrt.
DC-Kontrolle mit Dichlormethan/Ethanol (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 0.56 g (0.48 mmol, 48% der Theorie)

Drehwert: [a]p*= +6.3 (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (de-DMSO): §(ppm) = 8.16 (d, 1H, Asp-NH-B-Ala), 7.87 (d, 2H, Fmoc), 7.83
(m, 1H, Pentyl-NH-Asp), 7.69 (d, 2H, Fmoc), 7.31 (t, 2H, Fmoc), 7.22 (m, 3H, Fmoc,
-B-Ala-NH-ACPC), 5.26 (m, 1H, H-4, Jusa = 9.4 Hz, 4.89 (1, 1H, H-2, Ju12 = 8.1 Hz),
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4.74 (d, 2H, -CH.-Benzyl), 4.57 (m, 1H, -CH-Asp), 4.28 (m, 2H, -CH>-Fmoc), 4.18 (m,
2H, H-1, CH-Fmoc), 3.96 (m, 2H, H-6a und H-6b, Jxearer = 12.2 Hz), 3.70 (m, 1H, H-
5), 3.43 (m, 1H, -O-CH--), 3.21 (m, 4H,-O-CH.-, ACPC-CH-NH-, NH-CH>-CH,-), 3.03
(m, 2H, -CH.-NH-Pentyl), 2.61 (m, 1H, -CH>-Asp), 2.40 (m, 1H, -CH>-Asp), 2.26 (m,
4H, -CH,-CH>-B3-Ala, -CH>-ACPC), 2.01, 1.99, 1.98, 1.93, (4s, 12H, Acetyl) 1.46 (m,
4H, -CH,-ACPC, O-CH2-CH,-CH>-CH,-CH,-NH-), 1.36 (s, 13H, C(CHjs);),-CH--ACPC,
0O-CH2-CH,-CH,-CH>-CH2-NH-) 1.23 (m, 2H, -CH.-ACPC, -O-CH»-CH,-CH>-CH,-CH,-
NH-)

BC-NMR: (de-DMSO): &(ppm) = 170.7, 170.5, 170.4, 169.9, 169.8, 169.4, 156.5
(CO), 144.2, 141.1, 127.9, 127 .4, 125.5, 120.5 (Aromat-Fmoc), 100.3 (C-1), 80.7 (C,
tert.Butyl), 72.4 (C-3), 71.3 (C-5), 70.9 (C-2), 69.3 (-O-CH-), 68.6 (-CH>-Benzyl),
67.9 (CH.-Fmoc), 65.7 (C-4) 62.1 (C-6), 57.3 (ACPC-CH-NH), 49.7 (-CH-Asp), 47.0
(-CH-Fmoc), 38.9 (ACPC-CH-CO), 38.4 (-CH,-NH-Pentyl), 38.1 (-CH.-Asp), 37.4
(-CH,-ACPC), 36.6 (O-CH,-CH»-CH>-CH»-CH>-NH-), 35.9 (-NH-CH:-B-Ala), 35.5
(-CH2>-B-Ala), 29.4 (-CH»-ACPC), 28.9 (0O-CH,-CH>-CH,-CH»-CH>-NH-), 27.9
(C(CHs)s), 22.8 (O-CH,-CH,-CH2-CH,-CH2-NH-), 20.8, 20.7, 20.6 (Acetyl).

FAB-MS fir C51H63N4017 (m/z = 10084) =1009.4 ['\/H‘H]Jr
FT-ICR-MS: [M+Na]"tneory= 1031.44717, [M+Na]" gemesseny = 1031.44532

Darstellung von Fmoc-(B-Ala-Asp)-OtBu (55)

0.62 g (2 mmol) NH,-Asp-OtBu-OBn (34) werden mit 0.95 g (2 mmol) Fmoc-B-Alanin-
OPfp (20) fur 12h in 10 ml Ethylacetat bei Raumtemperatur gertihrt. DC-Kontrolle mit
Petrolether/Ethylacetat (1:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt

wird saulenchromatographisch mit Petrolether/Ethylacetat (1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.70 g (1.22 mmol, 61% der Theorie)

Drehwert: [a]o**= +0.9 (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR: (CDCl,): 8(ppm) = 7.73 (d, 2H, Fmoc), 7.55 (d, 2H, Fmoc), 7.34 (t, 2H,
Fmoc), 7.29 (m, 7H, Fmoc- und Benzylgruppe), 6.57 (d, 1H, Asp-NH-3-Ala), 5.58 (b,
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1H, -NH-Fmoc), 5.17 (m, 2H, -CH>-Benzyl), 4.85 (m, 1H, -CH-Asp), 4.33 (m, 2H,
-CH>-Fmoc), 4.17 (m, 1H, CH-Fmoc), 3.47 (m, 2H,-CH.-NH-B-Ala), 2.90 (m, 1H,-CH.-
Asp), 2.69 (m, 1H, -CH--Asp), 2.93 (m, 2H, -CH,-B-Ala), 1.35 (s, 9H, C(CH:)s).
BC-NMR: (CDCls): &(ppm) = 170.6, 170.1, 160.2, 156.7 (CO), 147.5, 143.9, 141.2,
135.1, 132.0, 128.6, 128.4, 128.2, 127.0, 125.1, 124.3, 119.9 (C, Fmoc- und Benzyl-
gruppe, aromat.), 82.1 (C, tert.Butyl), 67.6 (CH,-Benzyl), 66.7 (CH.-Fmoc), 48.7 (CH-
Fmoc), 47.2 (CH-Asp), 37.2 (-CH,-NH-B-Ala), 35.9 (-CH:-Asp), 33.3 (-CH:-p-Ala),
27.9 (C(CHa)s).

FAB-MS fiir CasHseN2O7 (m/z = 572.3): 573.1 [M+H]", 595.0 [M+Na]"

Darstellung von Fmoc-(B-Ala-Asp)-OH (56)

Nach AAV 11 wird 0.57 g (1 mmol) Fmoc-(B-Ala-Asp)-OtBu (55) wird in 20%iger
TFA-L6sung in Dichlormethan fur 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wird
mit Toluol verdinnt und im Vakuum das Losungsmittel entfernt. Der Rickstand wird
noch dreimal mit 10 ml Toluol koevaporiert. Der Ruckstand wird ohne weitere

Aufarbeitung umgesetzt.

Ausbeute: 0.52 g (1mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[B-Ala-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (57)

Nach AAV 6 werden 0.52 g (1mmol) Fmoc-(B-Ala-Asp)-OH (56) in 10 ml DMF
zusammen mit 0.61 g (1 mmol) a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-B-tert.butylester (23) fir 2h bei Raumtemperatur
geruhrt. DC-Kontrolle mit CH,CI,/EtOH (19:1). Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Ethanol (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 0.69 g (0.63 mmol, 63% der Theorie)
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Drehwert: [a]o®= -3.9 (¢ = 0.50, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): &(ppm) = 7.73 (d, 2H, Fmoc), 7.57 (d, 2H, Fmoc), 7.25 (m, 9H,
Fmoc- und Benzylgruppe), 7.01 (d, 1H, -NH-CO-Asp), 6.81 (d, 1H, Asp-NH-Asp),
6.73 (d, 1H, -NH-CO-B-Ala), 5.65 (b, 1H, -NH-Fmoc), 5.10 (m, 3H, H-3, -CH,-Benzyl),
5.02 (m, 1H, H-4, Jusns = 9.8 Hz), 4.90 (m, 2H, H-2,-CH-Asp), 4.58 (m, 1H, -CH-Asp),
4.38 (d, 1H, H-1, Jur.2 = 8.0 HZ), 4.28 (d, 2H, -CH>-Fmoc), 4.16 (m, 2H, H-6a und H-
6b, Juearer = 12.3 Hz, Jueans = 4.8 Hz), 4.06 (m, 1H,-CH-Fmoc), 3.76 (m, 1H, H-5) 3.
81 (m, 1H, O-CH>-) 3.40 (m, 3H, O-CH--, -CH>-CH>-B-Ala), 3.12 (m, 2H, -CH,-NH-
Pentyl), 2.73 (m, 2H, -CH.-Asp), 2.41 (m, 2H, -CH.-Asp), 2.03, 2.00, 1.98, 1.96 (s,
12H, Acetyl), 1.47 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH>-CH>-CH>-NH-), 1.36 (s, 11H, C(CHjs);, O-
CH,-CH,-CH,-CH»-CH2-NH-), 1.24 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-).

C-NMR: (CDCl5): 8(ppm) = 171.3, 170.7, 170.6, 170.3, 169.9, 169.6. 169.5, 169.4,
156.1 (CO), 143.9. 141.2, 135.1, 128.6, 128.5, 128.3, 127.6, 127.0, 125.2, 119.5 (C,
Fmoc und Benzylgruppe, aromat.), 100.7 (C-1), 81.8 (C, tert.Butyl), 72.4 (C-5), 71.7
(C-3), 71.3 (-CH:-Benzyl), 68.8 (O-CH-), 67.5 (C-2), 66.7 (-CH,-Fmoc), 65.8 (C-4),
61.9 (C-6), 49.2 (-CH-Asp), 47.2 (-CH-Fmoc), 39.4 (-CH>-NH-Pentyl), 37.7 (-CH.-
Asp), 37.2 (-CH:-Asp), 37.0 (-CH,-NH-B-Ala), 36.9(-CH,-B-Ala), 30.7 (O-CH,-CH,-
CH,-CH,-CH,-NH-), 28.5 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-), 27.9 (C(CHs)s), 23.0 (O-
CH,-CH,-CH,-CH,-CH2-NH-), 20.7, 20.6, 20.6, 20.5 (Acetyl).

FAB-MS fiur C56H70N4019 (m/z = 11025) =1124.8 [M+Na]+

FT'lCR'MS. [M+Na]+(theor,) = 1 125.4526, [M+Na]+(gemessen) = 1 125.451 6

zu Kapitel 2.6.1

Darstellung von Fmoc-[-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH (58)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.05 mmol) Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu (29)

in 20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-

schutzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdiunnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach
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Koevaporierung des Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 45 mg (0.05 mmol) quantitativ

Darstellung von NH.-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (59)

50 mg (0.05 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (28) werden nach AAV 9 mit
5%iger Piperidinlésung in DMF bei Raumtemperatur 2h gerihrt. Mittels DC-Kontrolle
(CHCI3:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert. Dann verdinnt
man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal mit Toluol. Der Ruckstand wird im Vakuum

getrocknet und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 40 mg (0.05 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(60)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 45 mg (0.05 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH (58) in
10 ml DMF zusammen mit 40 mg (0.05 mmol) NHx-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(89) fur 2h bei Raumtemperatur geruhrt. DC-Kontrolle mit CHCIls/MeOH (19:1). Das
Lésungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit
CHCI3/MeOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 46 mg (0.03 mmol, 56% der Theorie)

b) TBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 45 mg (0.05 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH (58) in
10 ml DMF zusammen mit 40 mg (0.05 mmol) NHx-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(59) fir 2h bei Raumtemperatur geruhrt. DC-Kontrolle mit Chloroform/Methanol
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(19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch mit Chloroform/Methanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 18 mg (0.01 mmol, 22% der Theorie)

c) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 45 mg (0.05 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH (58) in
10 ml DMF zusammen mit 40 mg (0.05 mmol) NH:-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(59) fur 2h bei Raumtemperatur geruhrt. DC-Kontrolle mit Chloroform/Methanol
(19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch mit Chloroform/Methanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 49 mg (0.03 mmol, 61% der Theorie)

Drehwert: [a]p**= +1.7 (c = 0.5, Chloroform)

'H-NMR: (CDCl5): &(ppm) = 7.92 (m, 1H, Asp-NH-B-Ala), 7.73 (m, 1H, Asp-NH-B-
Ala), 7.54 (d, 2H, Fmoc), 7.40 (d, 2H, Fmoc), 7.17 (t, 2H, Fmoc), 7.08 (t, 2H, Fmoc),
5.91 (m, 1H, -NH-Fmoc), 5.17 (s, 2H, -CH-Asp), 4.93 (m, 2H, H-3 Gal und H-3 Gluc,
Jho-3 = 9.6 Hz), 4.83 (m, 3H, H-4 Gal und H-4 Gluc, H-2 Gal), 4.72 (m, 1H, H-2 Gluc,
Jio-z = 9.6 Hz), 4.47 (m, 2H, CH»>-Fmoc), 4.28 (m, 1H, H-1 Gluc, Juiwe = 7.8 Hz), 4.02
(m, 4H, H-1 Gal, H-6a und H-6b Gal und Gluc, -CH-Fmoc), 3.94 (m, 4H, H-6a und H-
6b Gal und Gluc, H-5 Gluc und Gal), 3.75 (m, 2H,-O-CH>-), 3.66 (m, 2H, -O-CH>-),
3.24 (m, 8H, NH-CH»-CH>-B-Ala), 2.97 (m, 4H, -CH>-NH-Pentyl), 2.39 (m, 2H, -CH--
Asp, -CH>-B3-Ala), 2.21 (m, 6H, CH>-Asp, -CH>-p-Ala), 1.94, 1.90, 1.87, 1.85, 1.83,
1.82, 1.81, 1.79, 1.75, (s, 24H, Acetyl), 1.34 (m, 6H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-,
-CH,-CH:-B-Ala, O-CH,-CH2-CH,-CH2-CH2-NH-), 1.19 (s, 9H, C(CHs)s), 1.11 (m, 6H,
-CH,-CH.-B-Ala, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 170.7, 170.4, 170.3, 170.2, 169.5, 165.5, 164.5, 164.3
(CO), 1451, 143.5, 127.4, 126.8, 1241, 119.6 (Fmoc-aromat), 100.8 (C-1-
Galatose), 100.3 (C-1-Glucose), 81.4 (C, tert.Butyl), 74.2 (C-5-Galac), 72.6 (C-3-
Gluc), 71.3(C-3-Galac), 71.1(C-5-Gluc), 70.7 (C-2-Galac), 70.2 (C-2-Gluc), 69.6 (-O-
CH.-Pentyl), 68.7 (C-4-Galac), 68.1(C-4-Gluc), 62.0 (C-6-Galac), 61.7(C-6-Gluc),
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60.9 (-CH.-Fmoc), 50.2 (CH-Asp), 48.7 (CH-Asp), 46.8 (CH-Fmoc), 39.1 (-CH,-NH-
Pentyl), 35.6, 35.5, 35.4 35.4 (B-Ala-CH-CO), 32.8, 32.7, 32.0, 31.5 (NH-CH.-B-Ala),
28.7 (O-CH,-CH»-CH,-CH2-CH2-NH-), 28.5 (0O-CH,-CH2-CH,-CH-CH.-NH-), 27.4
(C(CHs)3), 22.7(0-CH»-CH,-CH,-CH2-CH>-NH-), 21.9, 21.2, 20.3, 20.2, 20.1, 20.1,
20.3 (Acetyl).

FAB-MS fiir C77H10sNsO3¢ (M/z = 1640.7) = 1641.5 [M+H]"

FT-ICR-MS: [M+2Na]™ theor) = 843.34525, [M+2Na]™ gemessen) = 843.34425

Darstellung von Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OH (62)

Nach AAV 11 werden 30 mg (0.03mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (28) in
20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-
schitzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdinnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach
Koevaporierung des Ruckstand mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 20 mg (0.03 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[B3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)-B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu (63)
HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 20 mg (0.03 mmol) Fmoc-[p-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OH (62) in
10 ml DMF zusammen mit 25 mg (0.03 mmol) NH:-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
(59) fir 1h bei Raumtemperatur gerthrt. DC-Kontrolle mit Chloroform/Methanol
(19:1). Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch mit Chloroform/Methanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 18 mg (0.03 mmol, 43% der Theorie)
Drehwert: [a]o®= +4.2 (c = 0.75, Chloroform)
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FAB-MS fiir C77H10sNeO31 (m/z = 1640.7) = 1641.6 [M+H]"
FT-ICR-MS: [M+2Na]"* neor) = 843.34525, [M+2Na]"* gemessen) = 843.34522

Darstellung von NH.-(B-Ala-B-Ala-GlucBB-B-Ala-B-Ala-GalBB)-OH (64)

Nach AAV 11 werden 30 mg (0.018 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-3-Ala-B-
Ala-(AcGalBB)]-OtBu (63) mit einer 20%igen Lésung von Trifluoressigsaure in Chlo-
roform gegeben und fur 6h bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wird das Lo6-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach mehrmaligen Koevaporieren mit Toluol wird
im Vakuum getrocknet. Fur die Entschutzung der Acetylgruppe werden die teilent-
schitzten Glykopeptidbaustein zu einer 7N Ammoniakldsung in Methanol (10 ml) ge-
geben und fur mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt (AAV 12). Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Ruckstand in Wasser aufgenommen,
dann zweimal mit 5 ml Diethylether extrahiert und die Wasserphase an Biogel sau-
lenchromatographisch aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung erhalt man weile Flo-
cken.

Ausbeute: 13 mg (0.013 mmol, 71% der Theorie)

Drehwert: [a]p®=-2.7 (c = 0.15, Wasser)

'H-NMR: (H.0/D;0 9:1): 8(ppm) = 8.29 (m, 1H, Asp-NH-B-Ala), 7.96 (m, 3H, Asp-
NH-B-Ala, Asp-NH-B-Ala), 7.60 (m, 2H, B-Ala-NH-B-Ala), 6.87 (m, 2H, -NH-Pentyl),
4.52 (m, 1H, H-4 Gal), 4.40 (m, 1H, H-3 Gluc), 4.25 (m, 1H, -CH-Asp), 3.94 (m, 1H,
-CH-Asp), 3.79 (m, 4H, H-4 Gluc, H-2 Gal, H-2 Gluc, H-3 Gal), 3.65 (m, 6H, H-1, H-
6a und H-6b von Gal, Gluc) 3.54 (m, 6H, -CH>-3-Ala), 3.48 (s, 6H, -CH>-B-Ala, OH-
Gruppen), 3.37-3.21 (m, 8H, H-5, Gluc und Gal, OH-Gruppen) , 3.12 (m, 4H, -O-CH,-
Pentyl), 2.77 (m, 4H, -CH>-Asp), 2.58-2.53 (m, 8H, -NH-CH.-B-Ala), 2.38 (m, 4H,
-CH,-NH-Pentyl), 1.49 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH>-CH,-CH>-NH-), 1.37 (m, 4H, O-CH,-
CH2-CH,-CH>-CH2-NH-), 1.21 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH2-NH-).

BC-NMR: (H.0/D,0 9:1): (ppm) = 174.6, 173.9, 172.9, 167.0, 153.3 (CO), 101.5 (C-
1 Gal), 100.1 (C-1 Gluc), 78.2 (C-5), 75.9 (C-3), 73.7 (C-2), 71.6 (-O-CH-), 69.5 (C-
4), 61.8 (C-6), 54.3 (-CH-Asp), 52.1-CH-Asp), 44.2 (-CH2-Asp), 44.1 (-CH2-Asp), 40.1
(-CH>-NH-Pentyl), 36.8 (-CH.-CO-B-Ala), 36.6 (-CH.-CO-B-Ala), 35.6 (-CH.-CO-B-
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Ala), 35.5(-CH-CO-B-Ala) , 32.9 (-NH-CH.-B-Ala-), 30.8(-NH-CH>-B-Ala-), 30.6 (-NH-
CH,-B-Ala-), 29.1(-NH-CH,-B-Ala-), 28.8 (O-CH,-CH.-CH,-CH»-CH2-NH-), 27.9 (O-
CH2-CH,-CH2-CH2-CH,-NH-), 23.1 (O-CH2-CH2-CH,-CH2-CH,-NH-).

FAB-MS fiir C4,H7sNsO21 (m/z = 1026.5) =1049.8 [M+Na]"
FT'ICR'MS [M+H]+(theor)= 10275041, [M+H]+(gemessen)= 10275070

Darstellung von NH.-(B-Ala-B-Ala-GalBB-3-Ala-B-Ala-GalBB)-OH (64)

Nach AAV 11 werden 15 mg (0.009 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-
Ala-(AcGalBB)]-OtBu (63) mit einer 20%igen Lésung von Trifluoressigsaure in Chlo-
roform gegeben und flr 6h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wird das L6-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach mehrmaligen Koevaporieren mit Toluol wird
im Vakuum getrocknet. Fur die Entschutzung der Acetylgruppe werden die teilent-
schitzten Glykopeptidbaustein zu einer 7N Ammoniakldsung in Methanol (10 ml) ge-
geben und fur mindestens 24h bei Raumtemperatur gerihrt (AAV 12). Das Lésungs-
mittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand in Wasser aufgenommen, dann
zweimal mit 5 ml Diethylether extrahiert und die Wasserphase an Biogel saulenchro-

matographisch aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung erhalt man weile Flocken.

Ausbeute: 6 mg (0.006 mmol, 67% der Theorie)

Drehwert: [a]p”=-3.9 (c = 0.15, Wasser)

FAB-MS flir C42H74NsO21 (m/z = 1026.5) =1049.9 [M+Na]’
Maldi-MS: [M+Na]’ theor) = 1049.504, [M+Na]" gemessen) = 1049.491

zu Kapitel 2.6.2

Darstellung von Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OH (65)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (38) in
20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-
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schitzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdinnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach
Koevaporierung des Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 40 mg (0.04 mmol) quantitativ

Darstellung von NH,-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (66)

50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (37) werden nach AAV 9 mit
5%iger Piperidinlésung in DMF bei Raumtemperatur 2h gerihrt. Mittels DC-Kontrolle
(CHCI3:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert. Dann verdinnt
man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal mit Toluol. Der Rickstand wird im Vakuum

getrocknet und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 45 mg (0.04 mmol) quantitativ

zu Kapitel 2.6.3

Darstellung von Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OH (67)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OfBu (44) in
20%iger TFA-Lésung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-
schutzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdiunnt und das Losungsmittel entfernt. Nach
Koevaporierung des Ruckstand mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet
und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 45 mg (0.04 mmol) quantitativ
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Darstellung von NH.-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (68)

50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (43) werden nach AAV 9 mit
5%iger Piperidinlésung in DMF bei Raumtemperatur 2h gerihrt. Mittels DC-Kontrolle
(CHCI3:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschutzung kontrolliert. Dann verdunnt
man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal, bis kein Geruch nach Piperdin mehr wahr-
genommen werden kann. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet und ohne wei-

tere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 47 mg (0.04 mmol) quantitativ

zu Kapitel 2.6.4

Darstellung von NH,-[ACHC-Asp-{AcGalBB)]-OtBu (69)

50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (47) werden nach AAV 9 mit
5%iger Piperidinlésung in DMF bei RT 2h geruhrt. Mittels DC-Kontrolle (CHCI;:MeOH
(4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert. Dann verdiinnt man mit Toluol
und koevaporiert 3-5 mal, bis kein Geruch nach Piperdin mehr wahrgenommen wer-

den kann. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet und weiterverwendet.
Ausbeute: 42 mg (0.04 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OH (70)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OfBu (47) in
20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan fur 2h bei RT tert.Butyl-entschitzt. Dann wird
mit 10 ml Toluol verdinnt und das Losungsmittel entfernt. Nach Koevaporierung des

Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet und weiterverwendet.

Ausbeute: 44 mg (0.04 mmol) quantitativ
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Darstellung von Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (71)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 44 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OH (70) in 10
ml DMF zusammen mit 42 mg (0.04 mmol) NH,-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (69)
fur 2h bei RT gerthrt. DC-Kontrolle mit CHCI;/MeOH (19:1). Das Lésungsmittel wird
entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CHCl;/MeOH (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 25 mg (0.012 mmol, 31% der Theorie)

b) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 44 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OH (70) in 10
ml DMF zusammen mit 42 mg (0.04 mmol) NH.-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (69)
fur 2h bei RT gerthrt. DC-Kontrolle mit CHCI;/MeOH (19:1). Das Lésungsmittel wird
entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CHCI;/MeOH (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 49 mg (0.024 mmol, 59% der Theorie)

Drehwert: [a]p”=-15.2 (¢ = 0.25, Dichlormethan)

'H-NMR: (CDCl3): 8(ppm) = 7.72 (d, 2H, Fmoc), 7.56 (d, 2H, Fmoc), 7.34 (m, 14H,
Fmoc-, Benzylgruppen), 7.12 (b, 1H, Asp-NH-Asp), 6.80 (b, 1H, Asp-NH-ACHC),
6.60 (b, 1H, Asp-NH-ACHC), 6.04 (s, 1H, -NH-Fmoc), 5.40 (s, 2H, H-4), 5.11 (m, 4H,
H-2, H-3), 4.96 (m, 4H, -CH-Asp) 4.41 (m, 2H, H-1), 4.17 (m, 2H, -CH>-Fmoc), 4.07
(m, 5H, H-6a und H-6b, -CH-Fmoc), 3.84 (m, 4H, H-5, ACHC-CH-NH), 3.57 (m, 2H,
-O-CH,-), 3.33 (m, 4H, -O-CH_-, -CH>-NH-Pentyl), 3.12 (m, 4H, -CH--Pentyl, ACHC-
CH-CO), 2.84 (m, 4H, -CH>-Asp), 2.62 (m, 4H, -CH»>-Asp), 2.13, 2.10, 2.00, 1.94,
1.79, 1.71 (m, 24H, Acetylgruppen), 1.78 (m, 6H, -CH,-ACHC, O-CH,-CH,-CH,-CH-
CH2-NH-), 1.69 (m, 4H, -CH»-ACHC), 1.52 (m, 12H, -CH,-ACHC, O-CH>-CH,-CH,-
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CH,-CH,-NH-), 1.32 (s, 9H, tert.Butyl), 1.30 (m, 6H, -CH.-ACHC, O-CH,-CH,-CH--
CH,-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCIl5): 8(ppm) = 181.9, 181.7, 179.2, 178.6, 173.3, 173.1, 170.2, 168.9,
154.1 (CO), 141.25, 139.5, 137.8, 129.3, 128.5, 128.3, 128.1, 127.8, 126.3, 125.1,
124.4 (Fmoc-Gruppe, Benzylgruppen) 100.1 (C-1) 89.8 (C, tert.Butyl), 71.3 (C-5),
70.5 (C-3), 70.0 (-O-CHy-), 69.6 (-CH>-Fmoc), 68.8 (-CH,-Benzyl), 68.6 (-CH.-Ben-
zyl), 68.4 (C-2), 67.2 (C-4), 62.0 (C-6), 58.6 (ACHC-CH-NH), 57.2 (ACHC-CH-NH),
53.8 (-CH-Asp), 53.3 (-CH-Asp), 52.1 (-CH-Asp), 50.0 (-CH-Asp), 44.2 (ACHC-CH-
CO), 43.9 (ACHC-CH-CO), 39.8 (-CH,-NH-Pentyl), 38.1 (-CH.-NH-Pentyl), 36.1
(-CH2-Asp), 33.5 (-CH,-Asp), 33.1 (-CH,-Asp), 32.7 (-CHx-Asp), 32.4 (-CH-ACHCQC),
31.5 (-CHx-ACHC), 30.1(-CH,-ACHC), 29.8 (-CH,-ACHC), 29.5(-CH,-ACHC), 29.4
(O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-),  28.9  (O-CHx-CHx-CHx-CHx-CHx-NH-),  27.9
(C(CHas)s), 27.6 (-CH-ACHC), 24.2(-CH,-ACHC), 23.0 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH.-
NH-), 20.5, 19.1, 19.9, 19.1 (Acetyl).

FAB-MS fiir C101H152NsOss (m/z = 2016.9): 2017.9 [M+H]'

FT-ICR-MS: [M+Na]"gneor)= 2017.90978, [M+Na]" gemessery = 2017.91603

Darstellung von NH.-(ACHC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (72)

Nach AAV 11 werden 30 mg (0.015 mmol) Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-
Ala-(AcGalBB)]-OtBu (71) mit einer 20%igen Lésung von Trifluoressigsaure in Chlo-
roform gegeben und fur 6h bei RT geruhrt. Anschliefend wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach mehrmaligem Koevaporieren mit Toluol wird im Vakuum ge-
trocknet. Fur die Entschitzung der Acetylgruppe werden die teilentschutzten Glyko-
peptidbaustein zu einer 7N Ammoniaklésung in Methanol (10 ml) gegeben und fir
mindestens 24h bei RT geruhrt (AAV 12). Das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt
und der Rickstand in Wasser aufgenommen, dann zweimal mit 5 ml Diethylether ex-
trahiert und die Wasserphase an Biogel saulenchromatographisch aufgereinigt.

Nach Gefriertrocknung erhalt man weilde Flocken.

Ausbeute: 13 mg (0.011 mmol, 72% der Theorie)
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Drehwert: [a]o”=-41.0 (c = 0.15, Wasser)

'H-NMR: (CDCl3): 8(ppm) = 8.55 (m, 1H, Asp-NH-Asp), 8.34 (m, 1H, Asp-NH-Asp),
8.31 (m, 1H, Asp-NH-ACHC), 8.10 (Asp-NH-ACHC), 8.00 (m, 1H, ACHC-NH-Asp),
7.63 (d, 1H, -CH,-NH-Pentyl), 7.51 (d, 1H, -CH>-NH-Pentyl), 6.89 (m, 1H, -NH--
Amid), 6.80 (m, 1H, -NH--Amid), 4.55 (m, 4H, -CH-Asp), 4.48 (m, 2H, H-4), 3.96 (m,
7H, OH-Gruppen, -ACHC-CH-NH-) 3.61 (m, 6H, OH-Gruppen, O-CH,-Pentyl, H-2),
3.59 (m, 8H, H-3, H-6a und H-6b, -~ACHC-CH-NH), 3.32 (m, 4H, H-1, H-5), 2.58 (m,
12H, -CH>-Asp, -CH.-NH-Pentyl), 2.27 (s, 2H, ACHC-NH.), 1.93 (m, 2H, -CH,-
ACHC), 1.82 (m, 6H, -CH>-ACHC, O-CH-CH»-CH>-CH>-CH>-NH-), 1.67 (m, 4H,
-CH,-ACHC, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-) 1.46 (m, 16H, -CH.-ACHC, O-CH,-CH,-
CH,-CH,-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCl): &(ppm) = 175.1, 174.1, 172.3, 168.9, 154.0 (CO), 102.9 (C-1),
75.0 (C-2), 74.9 (C-3), 72.3 (C-5), 69.4 (C-4), 68.9 (O-CH,-Pentyl), 68.8 (O-CH,-Pen-
tyl), 69.9 (C-6), 51.4 (-CH-Asp), 50.1 (-CH-Asp), 49.8 (ACHC-CH-NH-), 48.9 (ACPC-
CH-NH,), 48.4 (ACHC-CH-CO), 46.63 (ACPC-CH-CO), 38.4 (Pentyl-CH,-NH-), 36.1
(-CH2-Asp), 35.9 (-CH,-Asp), 30.9 (-CH2-Asp) , 30.8 (-CH2-Asp), 29.4 (-CH.-ACHC),
29.0 (-CH>-ACHC), 28.9(-CH,-ACHC), 28.8(-CH,-ACHC), 28.7(-CH»-ACHC), 28.6
(-CH.-ACHC), 27.5 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-), 27.2 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH.-
NH-), 23.8 (-CH,-ACHC), 23.4 (-CH,-ACHC), 22.6 (O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-).

Long-Range-NOE-Signale:

6. Aminosaure | 5. Aminosaure | 4. Aminosaure | 3. Aminosaure | 2. Aminosaure | 1. Aminosaure
ACHC Asp Asp ACHC Asp Asp
8.00 8.34 8.10 8.31 8.55
-NH- -NH- -NH- -NH- -NH-
4.60 4.55 - 4.62 4.55 -
-CH- -CH-Asp- -CH-Asp- -CH- -CH-Asp- -CH-Asp-
2.62 2.58 2.43 2.77 2.59 2.53
-CH,- -CH,-Asp- -CHx-Asp- -CH- -CHx-Asp- -CHx-Asp-
- 1.37 1.32 - 1.30 -
CH-NH-CH,- CH-NH-CH>- CH-NH-CH»- CH-NH-CH»- CH-NH-CH»- CH-NH-CH»-
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Short-Range-NOE-Kupplungen:

7.80 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp) — 7.05 (m,1H, -NH-Amid) und zu 6.95 (m,1H,
-NH,-Amid

7.78 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp) — 7.05 (m,1H, -NH,-Amid) und zu 6.95 (m,1H,

NH,-Amid

FAB-MS flr C52H33N10023 (m/Z = 12206) 1221.5 ['\/H‘H]+
FT-ICR-MS: [M+H+Na]" greor) = 622.299987, [M+H+Na]" gemessen = 622.299950

zu Kapitel 2.6.5

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OH (74)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu (51)
in 20%iger TFA-L6sung in Dichlormethan fur 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-
schutzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdiunnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach
Koevaporierung des Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 40 mg (0.04 mmol) quantitativ

Darstellung von NH,-[ACPC-Asp-AcGalBB)]-OtBu (73)

50 g (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) werden nach AAV 9 mit
5%iger Piperidinlésung in DMF bei Raumtemperatur 2h gerihrt. Mittels DC-Kontrolle
(CHCI3:MeOH (4:1)) wird der Verlauf der Entschitzung kontrolliert. Dann verdinnt

man mit Toluol und koevaporiert 3-5 mal, bis kein Geruch nach Piperdin mehr wahr-
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genommen werden kann. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet und ohne wei-
tere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 35 mg (0.04 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
(75)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 40 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OH (74) in
10 ml DMF zusammen mit 35 mg (0.04 mmol) NH.-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
(73) fur 1h bei RT geruhrt. DC-Kontrolle mit CHCIs/MeOH (19:1). Das Losungsmittel
wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CHCIl;/MeOH
(19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 26 mg (0.013 mmol, 33% der Theorie)
b) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 40 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OH (74) in
10 ml DMF zusammen mit 35 mg (0.04 mmol) NH,-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
(73) fur 1.5h bei RT geruhrt. DC-Kontrolle mit CHCI;/MeOH (19:1). Das Lésungsmit-
tel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit
CHCI3/MeOH (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 43 mg (0.022 mmol, 54% der Theorie)
Drehwert: [a]p”= +19.2 (c = 0.12, Dichlormethan)
'H-NMR: (CDCl): 8(ppm) = 7.72 (d, 2H, Fmoc), 7.56 (d, 2H, Fmoc), 7.34 (m, 14H,
Fmoc-Gruppe, Benzylgruppen), 7.12 (b, 1H, Asp-NH-Asp), 6.80 (b, 1H, Asp-NH-
ACPC), 6.60 (b, 1H, Asp-NH-ACPC), 6.04 (s, 1H, -NH-Fmoc), 5.40 (m, 2H, H-4 Gluc
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und Gal), 5.18 (m, 4H, -CH,-Benzyl), 5.11 (m, 4H, H-2 Gal und Gluc, H-3 Gal und
Gluc), 4.97 (m, 2H, -CH-Asp) 4.41 (m, 2H, H-1 Gluc und Gal, -CH-Asp), 4.07 (m, 7H,
-CH,-Fmoc, H-6a und H-6b, -CH-Fmoc), 3.83 (m, 4H, H-5, ACPC-CH-NH), 3.46 (m,
2H, -O-CH>-), 3.33 (m, 4H, -O-CH.-, -CH>-NH-Pentyl), 3.12 (m, 4H, -CH>-Pentyl,
ACPC-CH-CO), 2.97 (m, 4H, -CH>-Asp), 2.83 (m, 4H, -CH--Asp), 2.09, 2.05, 2.00,
1.98, 1.95, 1.93 (m, 24H, Acetylgruppen), 1.69 (m, 6H, -CH,-ACPC, O-CH,-CH,-CH-
CH2-CH2-NH-), 1.63 (m, 2H, -CH.-ACPC), 1.44(m, 10H, -CH,-ACPC, O-CH,-CH,-
CH2-CH,-CH2-NH-), 1.32 (s, 9H, tert.Butyl), 1.27 (m, 6H, -CH>-ACPC, O-CH,-CH,-
CH»-CH,-CH2>-NH-).

BC-NMR: (CDCIl5): 8(ppm) = 172.8, 172.6, 172.4, 172.1, 171.6, 169.3, 164.7, 161.0,
158.8 (CO), 148.8, 145.9, 143.7, 140.1, 137.9, 130.9, 130.7, 130.3, 129.2, 1291,
128.8, 127.6, 127.2, 123.1, 121.7 (Fmoc- und Benzylgruppen, aromatisch), 103.4 (C-
1-Gal), 100.2 (C-1-Glu), 83.0 (C, tert.Butyl), 74.8 (C-3-Glu), 73.8 (C-5-Gal), 73.5 (C-
5-Glu), 73.1 (C-3-Gal), 72.7 (C-2-Glu), 72.3 (C-2-Gal), 71.9 (C-4-Glu), 71.0 (C-4-
Gal), 69.6 (-O-CH-), 69.2 (-O-CH,-), 65.2 (CH.-Fmoc--), 64.1 (-CH>-Benzyl), 63.4
(CH2-Benzyl), 59.1 (C-6-Glu), 57.0 (C-6-Gal) , 54.0 (-ACPC-CH-NH), 52.7 (-ACPC-
CH-NH), 52.4 (-CH-Asp), 51.9 (-CH-Asp), 49.2 (-CH-Asp), 46.9 (-CH-Asp), 42.0
(ACPC-CH-CO), 41.7 (ACPC-CH-CO), 38.6 (-CH.-NH-Pentyl), 37.5 (-CH,-NH-Pen-
tyl), 35.2 (-CHx-Asp), 33.6 (-CH2-Asp), 33.1(-CH2Asp), 31.1 (-CH..Asp), 30.6 (-CH,-
ACPC), 30.1 (-CH,-ACPC), 29.6 (O-CH,-CH>-CH,-CH2-CH>-NH-), 29.4 (O-CH,-CH.-
CH2-CH2-CH2-NH-), 28.3 (C(CHs)s), 26.7 (-CH.-ACPC), 26.1 (-CH.-ACPC), 25.3
(-CH>-ACPC), 25.1 (O-CHx-CH2-CH,-CH-CHJ>-NH-), 22.9, 22.9, 22.8, 22.7, 22.6
(Acetyl).

FT-ICR-MS: [M+2Na]"* teor)= 1017.41332, [M+2Na]" gemesseny = 1017.41851
FT-ICR-MS: [M(-20Ac)+H+Na]"* treor) = 963.395086,
[M('ZOAC)+H+Na]++(gemessen) = 96338794
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Darstellung von NH,-(ACPC-Asp-GlucBB-ACPC-Asp-GalBB)-OH (76)

Nach AAV 11 werden 30 mg (0.015 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-
Asp-(AcGalBB)]-OtBu (75) mit einer 20%igen Ldsung von Trifluoressigsaure in Chlo-
roform gegeben und flr 6h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wird das L6-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach mehrmaligem Koevaporieren mit Toluol wird
im Vakuum getrocknet. Fur die Entschutzung der Acetylgruppe werden die teilent-
schutzten Glykopeptidbaustein zu einer 7N Ammoniaklésung in Methanol (10 ml) ge-
geben und fur mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt (AAV 12). Das
Lésungsmittel wird anschlielend im Vakuum entfernt und der Rickstand in Wasser
aufgenommen, dann zweimal mit 5 ml Diethylether extrahiert und die Wasserphase
an Biogel saulenchromatographisch aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung erhalt man

weille Flocken.

Ausbeute: 2 mg (0.009 mmol, 12% der Theorie)

Drehwert: [a]p™® = +51.2 (c = 0.15, Wasser)

'H-NMR: (D,0/H,0/AcOH (9:1:0.5)): &(ppm) = 8.02 (m, 1H, Asp-NH-Asp), 7.64 (m,
1H, Asp-NH-Asp), 7.51 (m, 1H, Asp-NH-ACPC), 7.34 (m, 1H, Asp-NH-ACPC),7.32
(m, 1H, ACPC-NH-Asp), 7.51 (d, 1H, -CH.-NH-Pentyl), 4.68 (m, 2H, -CH-Asp), 4.36
(d, 1H, H-1-Galac), 4.27 (m, 2H, H-1, -CH-Asp), 3.88 (m, 3H, -CH-Asp, H-4), 3.72
(m, 3H, H-6a und H-6b, -ACPC-CH-NH-) 3.58 (m, 4H, H-6a und H-6b, H-5), 3.46 (m,
2H, -ACPC-CH-NH, H-3), 3.46 (m, 9H, O-CH--Pentyl, H-2, OH-Gruppen), 3.16 (m,
7H, Pentyl-CH.-NH-, OH-Gruppen), 2.89-2.64 (m, 10H, OH-Gruppen, -CH,-Asp),
2.22 (m, 1H, -ACPC-CH-), 2.00 (m, 3H, -ACPC-CH-, ACPC-NH,), 1.82 (m, 6H, -CH,-
ACPC), 1.64 (m, 6H, -CH>-ACPC, O-CH,-CH,-CH>-CH,-CH>-NH-), 1.55 (m, 4H, -CH.-
ACPC, 0O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH>-NH-) 1.49-1.33 (m, 12H, -CH,-ACPC, O-CH,-CH-
CH>-CH,-CH2-NH-).

BC-NMR:(D20/H,0/AcOH (9:1:0.5)): &(ppm) = 174.2, 168.8, 165.7, 165.1, 164.5,
160.4, 155.3 (CO), 101.6 (C-1 Galac), 100.6 (C-1 Gluc), 78.1 (C-2 Galac), 76.6 (C-2
Gluc), 75.4 (C-3), 70.9 (C-5), 69.5 (C-4), 67.8 (O-CH:-Pentyl), 67.4 (O-CH,-Pentyl),
64.2 (C-6 Galac), 62.6 (C-6 Gluc), 50.9 (-CH-Asp), 50.8 (-CH-Asp), 50.5 (— CH-Asp),
47.2 (ACPC-CH-NH-), 46.7 (ACPC-CH-NH,), 45.7 (ACPC-CH-CO), 40.2 (Pentyl-
CH,-NH-), 38.4 (-CH.-Asp), 38.1 (-CHz-Asp), 36.1 (-CH:-Asp), 30.2 (-CH,-ACPC),
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29.5 (-CH,-ACPC), 29.1 (-CH,-ACPC), 27.4 (-CH,-ACPC), 27.0 (-CH,-ACPC), 22.7
(O-CH-CH,-CH2-CHo-CH2-NH-), 21.8 (O-CH,-CHy-CH2-CHo-CHz-NH-), 20.8 (-CHo-
ACPC), 20.6 (O-CH,-CHa-CH2-CH,-CH,-NH-).

FAB-MS fiir CsoHssN19O2; (m/z = 1192.6) = 1193.0 [M+H]" , 1214.2 [M+Na]'
FT-ICR-MS: [M+2Na]"* tneor) = 619.2746, [M+2Na]"" gemessen = 619.27532

zu Kapitel 2.6.6

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OH (77)

Nach AAV 11 werden 50 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (50) in
20%iger TFA-LO6sung in Dichlormethan flir 2h bei Raumtemperatur tert.Butyl-ent-
schitzt. Dann wird mit 10 ml Toluol verdinnt und das Lésungsmittel entfernt. Nach
Koevaporierung des Ruckstands mit 5 mal 10 ml Toluol wird im Vakuum getrocknet

und ohne weitere Aufarbeitung weiterverwendet.

Ausbeute: 40 mg (0.04 mmol) quantitativ

Darstellung von Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (78)

a) PyBOP/HOBt-Methode

Nach AAV 8 werden 40 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OH (77) in 10
ml DMF zusammen mit 35 mg (0.04 mmol) NH.-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (73)
fur 1h bei Raumtemperatur gerihrt. DC-Kontrolle mit Chloroform/Methanol (19:1).
Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch
mit Chloroform/Methanol (19:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 25 mg (0.013 mmol, 32% der Theorie)
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b) HBTU/HOBt-Methode

Nach AAV 6 werden 40 mg (0.04 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OH (77) in 10
ml DMF zusammen mit 35 mg (0.04 mmol) NH,-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu (73)
fur 1 h bei RT gerihrt. DC-Kontrolle mit CHCI;/MeOH (19:1). Das Lésungsmittel wird
entfernt und das Rohprodukt wird saulenchromatographisch mit CHCls/MeOH (19:1)

aufgereinigt.

Ausbeute: 38 mg (0.019 mmol, 47% der Theorie)

Drehwert: [a]p”=-9.2 (¢ = 0.1, Chloroform)

'H-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7.96 (b, 1H, Asp-NH-Asp), 7.78 (d, 2H, Fmoc), 7.55 (d,
2H, Fmoc), 7.28 (m, 14H, Fmoc, 2 Benzylgr.), 5.33 (s, 2H, -CH.-Benzyl), 5.14 (m,
4H, H-4, -CH,-Benzylgr.), 4.96 (m, 4H, H-2, -CH-Asp), 4.39 (m, 4H, H-3, CH-Asp),
4.28 (m, 2H, H-1), 4.07 (m 6H, -CH>-Fmoc-, H-6a und H-6b), 3.84 (m, 4H, H-5,
-ACPC-CH-NH, ACHC-CH-NH-), 3.59 (b, 1H, -CH-Fmoc) 3.41 (m, 4H, -O-CH,-), 3.25
(m, 4H, -O-CH.-, ACPC-CH-CO, ACHC-CH-CO), 2.83 (m, 4H, -CH,-Asp), 2.49 (m,
4H, -CH>-Asp), 2.08, 2.03, 1.99, 1.94, 1.93 (s, 24H, Acetyl), 1.86 (m, 3H, -CH>-NH-
Pentyl), 1.76 (m, 4H, -CH,-ACHC, O-CH,-CH,-CH,-CH>-CH>-NH-), 1.46 (m, 12H,-
CH,-ACHC, -CH.-ACPC, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH-), 1.36 (s, 11H, C(CHzs)s,
-CH,-ACHC) 1.23 (m, 8H,-CH,-ACPC, O-CH>-CH,-CH»-CH>-CH,-NH-).

BC-NMR: (CDCls): 8(ppm) = 175.4, 174.7, 172.7, 171.7, 169.9, 169.7, 169.6, 155.5
(CO), 149.8, 140.7, 128.9, 128.0, 127.6, 127.2, 126.5, 124.6, 124.4, 123.7, 121.0
(Fmoc und Benzylgr.), 100.7 (C-1), 84.0 (C4 tert.Butyl), 70.3 (C-5), 69.9 (C-3), 69.4
(O-CH-), 68.3 (C-2), 67.6 (-CH.-Benzyl), 66.5 (-CH.-Fmoc), 65.5 (C-4), 60.6 (C-6),
53.9 (ACPC-CH-NH), 51.8 (ACHC-CH-NH), 49.9 (-CH-Asp), 48.5 (-CH-Asp), 47.7
(-CH-Fmoc), 45.9 (ACPC-CH-CO), 42.0 (ACHC-CH-CO), 39.3 (-CHx-NH-Pentyl),
38.8 (-CH2-NH-Pentyl), 38.3 (-CH.-Asp), 38.0(-CH,-Asp), 36.4(-CH»-Asp), 36.2 (-CH.-
Asp), 35.4(-CH,-ACHC), 28.7(-CH,-ACPC), 28.4 (-CH-ACPC),

27.9 (0O-CHz-CHx-CH,-CH2-CH2-NH-), 27.6 (O-CH,-CH:-CH,-CH-CH.-NH-), 27.4
(C(CHs)s), 26.8 (O-CH,-CH2-CH2-CH,-CH2-NH-), 24.4(-CH,-ACHC), 24.2(-CH.-
ACHC), 23.8 (-CH,-ACPC), 22.6, 22.4, 21.4, 20.1, 20.0 (Acetyl).
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FAB-MS fiir C100H130NsO35 (m/z = 2002.9) = 2004.1 [M+H]"

FT-ICR-MS: [M+2H]"" theor) = 1002.43921, [M+2H]"* gemessen) = 1002.43534

Darstellung von NH.-(ACPC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH (79)

Nach AAV 11 werden 30 mg (0.015 mmol) Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-
(AcGalBB)]-OtBu (78) mit einer 20%igen Losung von Trifluoressigsaure in Chloro-
form gegeben und fur 6h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt. Nach mehrmaligem Koevaporieren mit Toluol wird im Vakuum ge-
trocknet. Fur die Entschitzung der Acetylgruppe werden die teilentschitzten Glyko-
peptidbausteine zu einer 7N Ammoniaklésung in Methanol (10 ml) gegeben und flr
mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt (AAV 12). Das Lésungsmittel
wird danach im Vakuum entfernt und der Rickstand in Wasser aufgenommen, dann
zweimal mit 5 ml Diethylether extrahiert und die Wasserphase an Biogel saulenchro-

matographisch aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung erhalt man weile Flocken.

Ausbeute: 12 mg (0.01 mmol, 65% der Theorie)

Drehwert: [a]o”= +5.9 (c = 0.13, Wasser)

'H-NMR: (CDCl5): 8(ppm) = 8.43 (m, 1H, Asp-NH-Asp-), 8.32 (m, 1H, Asp-NH-Asp-),
8.27 (m, 1H, Asp-NH-ACHC-), 8.11 (m, 1H, ACHC-NH-Asp), 7.94 (m, 1H, Asp-NH-
ACPC), 7.80 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp), 7.78 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp), 7.05 (m,1H,
-NH>-Amid), 6.95 (m,1H, -NH.-Amid), 5.82 (m, 1H, CH-Asp), 4.59-4.40 (m, 4H, H-4,
-CH-Asp), 4.34 (m, 2H, H-1), 412 (m, 2H, H-2, -CH-Asp), 3.82 (m, 4H, H-2, -CH-
Asp), 3.66-3.54 (m, 16H, -OH-Gruppen, H-6a und H-6b, -ACPC-CH-CO, -ACHC-CH-
CO) 3.39 (m, 6H, -O-CH.-, H-5), 3.09 (m, 6H,-CH,-NH-Pentyl,-ACPC-CH-NH,
-ACHC-CH-NH) 2.66-2.40 (m, 8H, -CH>-Asp), 1.93 (m, 4H, -CH.-ACHC, -CH»-ACPC,
-ACPC-NH;), 1.64 (m, 6H, -CH.-ACHC, -CH»-ACPC), 1.52 (m, 6H,-CH>-ACHC, -CH,-
ACPC, O-CH,-CH-CH,-CH»-CH>-NH-), 1.41 (m, 6H, -CH,-ACHC, -CH,-ACPC, O-
CH2-CH,-CH2-CH2-CH,-NH-), 1.24 (m, 6H, -CH,-ACHC, -CH,-ACPC, O-CH,-CH,-
CH>-CH,-CH2-NH-).

BC-NMR: (CDCIl,): 8(ppm) = 174.5, 173.9, 170.9, 170.7, 169.2, 169.1, 167.9, 167.0,
165.6, 164.6 (CO), 101.8 (C-1), 76.7 (C-5), 76.2 (C-3), 73.7 (O-CH>-), 71.6 (O-CH>-),
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, 68.7(C-4), 61.6 (C-6), 56.3 (CH-Asp), 54.9 (CH-Asp), 54.0 (ACPC-CH-NH), 51.9
(ACHC-CH-NH), 51.3 (CH-Asp), 43.6(ACPC-CH-CO), 41.5 (ACHC-CH-CO), 40.9(-
CH,-NH-Pentyl), 39.9 (-CHx-Asp), 37.9 (-CHx-Asp), 37.4 (-CH:-Asp), 33.8 (-CH.-
ACHC), 32.6 (-CH.-ACPC), 31.4 (-CH-ACHC), 29.1 (O-CH2-CH>-CH>-CH>-CH>-NH-),
28.3 (O-CH2-CH,-CH2-CH2-CH,-NH-), 27.9 (-CH,-ACPC), 24.2 (-CH.-ACHC), 23.1(O-
CH,-CH,-CH,-CH2-CH2-NH-), 20.8 (-CH.-ACPC).

Long-Range-NOE-Signale:

6. Aminosaure | 5. Aminosaure | 4. Aminosaure | 3. Aminosaure | 2. Aminosaure | 1. Aminosaure
ACPC Asp Asp ACHC Asp Asp
7.94 8.32 8.1 8.27 8.43
-NH- -NH- -NH- -NH- -NH-
2.48 - 2.54 2.6
-CH.-Asp- -CH.-Asp- -CH,-Asp-

Short-Range-NOE-Kupplungen:

7.80 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp) — 7.05 (m,1H, -NH>-Amid) und zu 6.95 (m,1H,
-NH,-Amid

7.78 (m, 1H, -NH-Pentyl-Asp) — 7.05 (m,1H, -NH--Amid) und zu 6.95 (m,1H,

-NH>-Amid

Maldi-TOF fir C51H87N11022 (m/z = 1205.6): 1228.60 [M+Na]+, berechnet
1228.59 [M+Na]+
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zu Kapitel 2.9.4

Lektin-Screening

Puffer-Losungen:

Stammldésungen 1 M:

A: Spulpuffer TBS pH 7.5:
121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf 1 L
destilliertem H,O, mit 1 N HCI auf pH 7.5 eingestellt

B: Spulpuffer TBS /Tween
121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf 1L
destilliertes H,O, 2,5 g Tween 20 auf 1 L destilliertem HO,
mit 1 N HCI auf pH 7.5 eingestellt

Gebrauchspuffer 20 mM:
2 %ige Losungen der Stammldsungen in destilliertem H.O

Farbepuffer:

A: Acetatpuffer: pH 5.0:
4.10 g NaOAc in 900 mL destilliertem H.O,mit konz. HCI
auf pH 5.0 eingestellt

B: TBS-Puffer: pH 9.5
2.42 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf 1 L
destilliertem H,O, mit 1N NaOH auf pH 9.5 eingestellt

dann wird: 20 mg AEC in 2.5 ml DMF I6sen und mit 47.5 ml
Acetatpuffer (50 mM, pH 5.0 ) in einem separaten Gefal}
mischen, 25 pl 30% H:0O, zugeben und direkt verwenden.
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Lektinlosungen:
Die Standardkonzentration der Lektinldsungen liegt bei 0.05 yM.
Je nach Anbindungsintensitat kann die Konzentration
angehoben oder gesenkt werden, um eine maximale Intensitats-

bandbreite der Farbreaktion zu erhalten.

5 nmol Lektin werden in 100 ml TBS- Spulpuffer (pH 7.5) gelost
und 10 pL einer 0.1 M CaCl, — Lésung sowie 10 pL einer 0.1 M

MnCl, — Lésung zugegeben.

Lectintest mit POD — labeled Lectinen / AEC- Farbreaktion

Mit den entschitzten Glykopeptiden (61) (63) (72) (76) und (79) werden Stamm-
I6sungen von je 1 mmol/l hergestellt in Wasser. Auf eine Nitrocellulosemembran
werden jeweils 0.5 yl der Losung aufgetragen und trocknen gelassen. Die Membran
wurde 3 x 5 min mit TBS-Puffer gespult und anschlieBend mit TBS-Tween-Puffer 1x
5 min gespult.

Die Membran wird 30 min in 3% BSA in TBS (Blockierlésung) geschwenkt. Die
Blockierldsung ist wieder verwendbar und wird daher ins Vorratsgefal
zurtckgegeben. Die Membran wird 3 x 5 min mit 25 ml TBS- Puffer gespilt und 1x 5
min mit TBS-Tween-Puffer gespult. Dann wird die Membran fir 1 h mit der
Lektinlosung POD- labeled inkubiert, die Loésung wird wiederverwendet. Die
Membran wird 3 x 5 min mit 25 ml TBS- Puffer gespult und 1x 5 min mit TBS-Tween-
Puffer gesplilt.

FUr die Farbungsreaktion wird die Membran 15 min mit 50 ml frisch hergestellter
H.O, / AEC / Acetatpuffer — Farbelésung geschwenkt. Nach 15 min wird
abgebrochen und mit dest. Wasser gespult. Die Membran wird getrocknet und

eingescannt.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die aus unserer Arbeitsgruppe entwickelten Glyko-
peptidbausteinen (3) und (4) verwendet, mit dem Aufbau aus einer Kohlenhydrat-
Einheit, einer Spacer-Einheit und einer Aminosauren-Einheit, die miteinander ver-
bunden sind. Diese Glykopeptidbausteine wurden fur die Imitierung von Glykomime-
tika benutzt. Hierflir werden sie zuerst zu Tripeptidbausteine verknupft, die wiederum
zu langeren Peptidketten nach dem Baukastenprinzip zu Hexapeptide gekuppelt
werden. Diese Tripeptidbausteine wurden nach der Schutzgrupppenstrategie
Fmoc/tert.Butyl dargestellt. Die Asparaginsaure in den Glykopeptidbausteinen (3)
und (4) fungiert hierfur wie eine B-Aminosauren und wurde Uber die B-Carboxylfunkti-
on als B-Peptid verknupft. Weiter wurden alicyclische B-Aminosauren in das Ruck-
grat der Tripeptide eingebaut, um bekannte Strukturen der B-Peptide wie Helices, -
Faltblatter oder Turns darzustellen. Die Darstellung der Tripeptide (28) und (29) hat
mit dem Einbau des Dipeptidbausteines Fmoc-B-Ala-B-Ala-OH nach der
PyBOP/HOBt-Methode mit einer Ausbeute von 67% begonnen. Dann wurden die
beiden Tripeptide (58) und (59) mit der HBTU/HOBt-Methode zum Hexapeptid (60)
in einer Ausbeute von 61% dargestellt. AnschlieRend wurde das Hexapeptid (60)
vollstandig zum Hexapeptid (61) t mit einer Ausbeute von 71% entschitz (Abbildung
30).

Weiter wurden die beiden alicyclischen B-Aminosauren ACHC und ACPC eingebaut,
die stabile Sekundarstrukturen wie Helices durch ihren Einbau erzwingen. Die beiden
B-Aminosauren wurden nach bekannten Methoden in einer Ausbeute von 53% fur
ACHC und von 63% fur ACPC hergestellt. Hieraus wurde als erstes das Fmoc-
(ACHC-Asp)-OH mit dem Glykobaustein (22) zum Tripeptid (47) verknUpft nach der
HBTU/HOBt-Methode mit einer Ausbeute von 64%. AnschlieBend wurden die Tri-
peptide (69) und (70) mit den endstandigen B-Aminosauren ACHC zum Hexapeptid
(71) nach der HBTU/HOBt-Methode in einer Ausbeute von 59% erhalten. Nach voll-
standiger Entschutzung hat man das Hexapeptid (72) mit einer Ausbeute von 72%
erhalten (Abbildung 31).



4. Zusammenfassung 173

Auf gleiche Weise wurde das Hexapeptid (75) aus den Tripeptiden (73) und (74) mit
der HBTU/HOBt-Methode in einer Ausbeute von 54% und das Hexapeptid (78) mit
den Tripeptiden (73) und (77) in einer Ausbeute von 47% hergestellt (Abbildung 32).
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Abb.30: Darstellung des Hexapeptide (61)
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Abb. 31: Darstellung des Hexapeptides (72)

Die Strukturaufklarung der Hexapeptiden (61) (72) (76) und (79) erfolgte durch Aus-
wertung der NOESY- und TOSCY-Spektren und die Betrachtung der chemischen
Verschiebung bei den Hexapeptiden (61) (72) und (79), die auf eine offenkettige
Struktur hinweist. Dagegen zeigte das Hexapeptid (72) Kupplung Uber den Raum,
die eine stabile Sekundarstruktur in Form einer a-Helix bekraftigen. Die Auswertung
der CD-Spektren hat diese Aussage der Hexapeptiden (61) (72) (76) und (79) gefes-
tigt. Die Kurvenverlaufe der Hexapeptiden (76) und (79) im Phosphatpuffer pH 7.5
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zeigen eine Random Coil Struktur. Dagegen weist der Kurvenverlauf des Hexapepti-
des (72) auf eine stabile Sekundarstruktur hin, die der a-Helix.

Zum Abschluss wurden die erhaltenen Hexapeptide (61) (72) (76) und (79) auf Nitro-
cellulose gespottet und einem Lektinscreening unterworfen. Mit den Lektinen Con A,
PHE-A und GNA wurde untersucht, ob eine Anderung im Peptidriickgrat eine Auswir-
kung auf die Affinitat von Lektinen an die Glykopeptiden (61) (72) (76) und (79) zur
Folge hat. Die Lektine waren alle peroxidase-gelabelt und konnten mit AEC ange-
farbt werden. Auffallig war hierbei die qualitative Anbindung aller drei Lektine an das
Hexapeptid (79), welches keine stabile Sekundarstruktur besitzt. Die starre Struktur
des Hexapeptides (72) ergab nur im Fall von Con A eine sichtbare Farbung durch
AEC, ebenfalls das Hexapeptid (76), welches noch eine sichtbare Verfarbung mit
Con A und GNA erhalt. Die anderen offenkettigen Hexapeptide (61) und (76) zeigten
qualitativ geringe Anbindung. Somit wurde die flexible Struktur (79) mit dem Einbau

von ACPC und ACHC fur die Imitation von Glykomimetika bevorzugt.

OH
OH
HO 0]
Ho O\/\/\/ NH
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Abb.32: Hexapeptide (76) und (79)
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5. Anhang

5.1 Bezifferung der Verbindungen

1 [5-(Benzyloxycarbonylamino)-pentyl]-2,3,4,5-tetra-O-acetyl-B-D-gluco-
pyranosid

2 [5-(Benzyloxycarbonylamino)-pentyl]-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-3-D-galacto-
pyranosid

3 N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsaure-p-tert-butylester

4 N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(5-aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsaure-3-tert-butylester

5 trans-(z)-Cylcohexandicarbonsaure

6 trans-(-)-Cyclohexandicarbonsaure

7 (1R,2R)-Aminocyclohexancarbonsaurehydrochlorid

8 (1R,2R)-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-cyclohexancarbonsaure

9 (1S,2S)-Aminocyclopentancarbonsaurehydrochlorid

10 6-Azabicyclo[3.2.0]heptan-7-on

11 trans-(x)-Aminocyclopentancarbonsaure

12 N-(tert-Butyloxycarbonyl)-trans-2-Aminocyclopentancarbonsaure

13 [N-(tert-Butyloxycarbonyl)-trans-2-aminocyclopentancarbonyl]-(R)-(+)-a-
methylbenzylamin

14 trans-(1R,2R)-2-Aminocyclopentancarbonyl)-(R)-(+)-a-methylbenzylamin

15 trans-(1S,2S)-2-Aminocyclopentancarbonyl)-(R)-(+)-a-methylbenzylamin

16 (1S,2S)-2-(9H-Fluoren-9-yImethoxycarbonylamino)-cyclopentancarbonsaure

17 Ethyl-(1S,2S)-2-[(1'S)-Phenylethyl]-aminocyclopentancarbonsaurehydrochlorid

18 Fmoc-Asp-OH-OBn

19 Fmoc-Asp-OPfp-OBn

20 Fmoc-B-Ala-OPfp

21 Fmoc-Aib-OPfp

22 a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-L-asparagin-
saure-f3-tert-butylester
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23 a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-L-asparagin-
saure-f3-tert-butylester

24 Fmoc-[B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu

25 Fmoc-[B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu

26 NH.-[B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu

27 NH.-[B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu

28 Fmoc-[3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtfBu

29 Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu

30 B-Alanin-tert.Butylester

31 Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-tert.Butylester

32 Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-OH

33 Fmoc-B-Alanyl-B-Alanin-OPfp

34 NH2-Asp-OtBu-OBn

35 Fmoc-(Asp-Asp)-OtBu

36 Fmoc-(Asp-Asp)-OH

37 Fmoc-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

38 Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OfBu

39 Fmoc-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu

40 NH.-[Asp-(AcGalBB)]-OtBu

41 Fmoc-(Aib-Asp)-OtBu

42 Fmoc-(Aib-Asp)-OH

43 Fmoc-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

44 Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu

45 Fmoc-(ACHC-Asp)-OtBu

46 Fmoc-(ACHC-Asp)-OH

47 Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

48 Fmoc-(ACPC-Asp)-OtBu

49 Fmoc-(ACPC-Asp)-OH

50 Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu

51 Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OtBu

52 Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OtBu

53 Fmoc-(ACPC-B-Ala)-OH
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54
95
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

Fmoc-[ACPC-B-Ala-(AcGlucBB)]-OtBu
Fmoc-(B3-Ala-Asp)-OtBu

Fmoc-(B-Ala-Asp)-OH

Fmoc-[B-Ala-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)]-OH
NH.-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGlucBB)-B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
NH2-(B-Ala-B-Ala-GlucBB-B-Ala-p-Ala-GalBB)-OH
Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OH
Fmoc-[B-Ala-B-Ala-(AcGalBB)-3-Ala-B-Ala-(AcGalBB)]-OtBu
NH.-(B-Ala-B-Ala-GalB-B-Ala-B-Ala-GalBB)-OH
Fmoc-[Asp-Asp-(AcGlucBB)]-OH
NH2-[Asp-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
Fmoc-[Aib-Asp-(AcGlucBB)]-OH
NH.-[Aib-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
NH,-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OH
Fmoc-[ACHC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
NH2-(ACHC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH
NH,-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)]-OH
Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGlucBB)-ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
NH,-(ACPC-Asp-GlucBB-ACPC-Asp-GalBB)-OH
Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)]-OH
Fmoc-[ACPC-Asp-(AcGalBB)-ACHC-Asp-(AcGalBB)]-OtBu
NH2-(ACPC-Asp-GalBB-ACHC-Asp-GalBB)-OH
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5.2 Abkiirzungen

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift

A Angstrom

abs. absolutiert

Ac Acetyl

Ac,O Essigsaureanhydrid

AcGalBB a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-
L-asparaginsaure

AcGlucBB a-[(5-Aminopentyl)-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-3-D-glucopyranosyl]-L-
asparaginsaure

ACHC (1R, 2R)-Aminocyclohexancarbonsaure

ACPC (1S, 2S)-Aminocyclohexancarbonsaure

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol

Ala L-Alanin

Aib Aminoisobuttersaure

Asp Asparaginsaure

Bn Benzyl

BnBr Benzylbromid

Boc tert.Butyl

Boc,O Di-tert-butyldicarbonat

BOP Tris-(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphat

BSA Bovin Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Konzentration

CD Circulardichroismus

COSsYy Correlated Spectroscopy

CRD Carbohydrate Recognition Domain

CSl Chlorosulfonylisocyanat

d Duplett

DC Dunnschichtschromatographie

DCC N,N™-Dicylcohexylcarbodiimid
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DCM
dd
DEPT
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
EDCI
EE

Et
EtOH
Et.O
FAB
Fmoc
Fmoc-ClI
Fmoc-OSu
GalBB
GlucBB
Gly

gef.
gem.

ges.

HAc
HATU

HBTU

HOBt
HPLC
HSQC
Hz

Dichlormethan

Duplett von Duplett

distorsionless enhanced by polarization transfer
Diisopropylethylamin

4-(Dimethylamino)-pyridin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid
Essigsaureethylester

Ethyl

Ethanol

Diethylether

Fast Atom Bombardment

Fluorenylmethoxycarbonyl
Chlorameisensaurefluorenylmethoxycarbonylester
9H-Fluorenylmethoxycarbonylsuccinimid
a-[(5-Aminopentyl]-B-D-galactopyranosyl)-L-asparaginsaure
a-[(5-Aminopentyl]--B-D-glucopyranosyl)-L-asparaginsaure
L-Glycin

gefunden

gemessen

gesattigt

Stunde

Essigsaure
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N-tetramethyluronium-
hexafluorphospat
O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

1-Hydroxybenzotriazol

High Performance Liquid Chromatography
Heteronuclear Single Quantum Correlation

Hertz
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i Bezifferung der Aminosaure vom N-Terminus aus

J Kopplungskonstante

konz. Konzentriert

Lit. Literatur

Lsg. Losung

M molar

m Multiplett

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption — Time of Flight

MeOH Methanol

min Minuten

N Normalitat

NMP N-Methylpyrrolidon

NMR Kernresonanzspektroskopie

NOE Nuclear Overhauser Effect

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

OAc Acetyl

Pd/C Palladium auf Aktivkohle (10%)

PE Petrolether 60/90

Pfp Pentafluorphenol, Pentafluorphenyl

PIFA Phenyliod(lIl)bis(trifluoroacetat)

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytri(pyrrolidino)-phosphoniumhexafluor-
phosphat

q quartar

quant. quantitativ

ROESY Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

RT Raumtemperatur

S Singulett

Sdp. Siedepunkt

Ser L-Serin

Smp. Schmelzpunkt

t Triplett

TBS

Tris Buffer Saline



5. Anhang 182

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumtetra-
fluorborat

tBu tert.Butyl

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TMS Tetramethylsilan

TOCSY Total Correlation Spectroscopy

TOF Time of Flight

Tween Polyoxyethylensorbitanmonopalmiat

Z Benzyloxycarbonyl
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