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1. Bezifferung der Verbindungen
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1,2,3,4,6-Penta-O-benzoyl-B-D-glucopyranose

1,2,3,4,6-Penta-O- benzoyl-a-D-mannopyranose

1,2,3,4,6-Penta-O- benzoyl-B-D-galactopyranose
1,2,3,4-Tetra-O-benzoyl-B-L-rhamnopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-1-brom-B-D-glucopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-1-brom-a-D-mannpyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-1-brom-f-D-galactopyranose
2,3,4,-Tri-O-benzoyl-1-brom-a-L-rhamnopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-B-D-glucopyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-0-D-mannpyranose
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-B-D-galactopyranose
2,3.,4,-Tri-O-benzoyl-B-L-rhamnopyranose

p-Aminomethylbenzylalkohol
N-Benzyloxycarbonyl-p-aminomethylbenzylalkohol
N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-p-aminomethylbenzylalkohol
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-p-D-
glucopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)]benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-
mannopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-f-D-
galactopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4-tetra-O-benzoyl -B-L-
rhamnopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)]benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p3-D-
glucopyranosid
p-Amino-1-0-benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-glucopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-

mannopyranosid

p-Amino-1-0-benzyl-a-D-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-mannopyranosid
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[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosid

p-Amino-1-O-benzyl-B-D-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-galactopyranosid
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4-tetra-O-acetyl-B-L-
rhamnopyranosid
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-B-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure--tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-f-tert-butylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-3-L-
rhamnopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-tert-butylester
2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosid
3.,4,6-Tri-O-acetyl-glucopyrano-[2,1-d]-2-methyl-oxazolin
[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-p3-D-
glucopyranosid
N-o-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-B-D-glucopyranosid]-L-asparaginsdure-[-tert-butylester
(rac)-trans-Cyclohexandicarbonsiure

(R,R)-trans-Cyclohexandicarbonsdure
(R,R)-trans-1,2-Cyclohexandicarbonsdureanhydrid
(R,R)-trans-1,2-Cyclohexandicarbonsduremonoamid
(R,R)-trans-2-Aminocyclohexylcarbonsidurehydrochlorid
N-tert-Butyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiure
N-tert-Butyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsdurebenzylester
(R,R)-trans-2-Aminocyclohexylcarbonsdurebenzylester

Boc-(ACHC-ACHC)-Bn

Boc-(ACHC-ACHC)

(ACHC-ACHC)

Fmoc(ACHC-ACHC)

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGIBB))OrBu

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB))OrBu
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Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGalBB))OrBu
Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGIBB)-ACHC-ACHC-(AcGIBB))OrBu
Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB))OrBu
(ACHC-ACHC-(GIBB)-ACHC-ACHC-(GIBB))
Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-
(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB))OrBu
(ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB))
(ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-
ACHC-(ManBB))

2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl -B-D-glucopyranosyltrichloracetimidat
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl -a-D-mannpyranosyltrichloracetimidat
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl -B-D-galactopyranosyltrichloracetimidat
2,3,4,-Tri-O-benzoyl -B-L-rhamnopyranosyltrichloracetimidat
N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-a-pentafluorphenyl-p-tert-butyl-L-asparaginat
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsdure-p-pentafluorphenylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsdure-f3- pentafluorphenylester
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsdure-f3- pentafluorphenylester
N-Benzyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiure
N-Benzyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonséure-zert-butylester
(R,R)- trans-2-Aminocyclohexylcarbonsiure-zert-butylester
N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsdure
a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-  glucopyranosyl]-L-
asparaginsiure-p-tert-butylester
a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D- ~ mannopyranosyl]-L-
asparaginsdure--tert-butylester
a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-  galactopyranosyl]-L-
asparaginsiure-p-tert-butylester

N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonséure-

pentafluorphenylester
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2. Abkurzungen

AAV allgemeine Arbeitsvorschrift

abs absolut

Ac Acetyl

AcGalBB a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl]-
L-asparaginsdure

AcGIBB a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-
L-asparaginsdure

ACHC (R,R)-trans-2-Aminocyclohexylcarbonsiure

AcManBB  o-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl]-L-
asparaginsiure

Ac,O Essigsdureanhydrit

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

Asp L-Asparaginsdure

Ber berechnet

Bn Benzyl

BnBr Benzylbromid

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Boc,0 Di-tert-butyl-dicarbonat

BSA Bovin Serum Albumin

BOP Tris-(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphat

Bz Benzoyl

bzw. beziehungsweise

CD Circulardichroismus

CDI Carbonyl diimidazol

COSY Correlated Spectroscopy

CRD Carbohydrate Recogintion Domain

d Tage

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en

DC Diinnschichtchromatographie

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DEPT distorsionless enhanced by polarization transfer
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DIC
DIEA
DMAP
DMF
EDC
EE
ER
ESI
Et
Et,O
EtOH
FAB

Fmoc

FmocOSucc

Gal
GalBB
gef
gem
ges

GIBB

AcGalBB

AcGIBB

AcManBB

Gluc
GlcNAc
h

HAc
HATU

Diisopropylcarbodiimid
Diisopropylethylamin
Dimethylaminopyridin
Dimethylformamid
Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid
Essigsdureethylester

Endoplasmatisches Retikulum

Electron Spray Ionisation

ethyl

Diethylether

Ethanol

Fast Atom Bombardment
9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
9-Fluorenylmethyloxycarbonylsuccinimid
Galactose
a-[(p-Aminomethylbenzyl)-p-D-galactopyranosyl]-L-asparaginsdure
gefunden

gemessen

gesattigt

a-[(p-Aminomethylbenzyl)-B-D-glucopyranosyl]-L-asparaginsdure

a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl]-

L-asparaginsdure

o-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl]-
L-asparaginsdure
a-[(p-Aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl]-L-
asparaginsdure

Glucose

N-Acetylglucosamin

Stunde

Essigsdure

O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)oxybis-(pyrrolidino)-uronium hexafluorophosphat
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HBTU

HMBC
HOBT
HOAt
HoDhbt
HPLC
HSQC

i

LG

Lsg

O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)oxybis-1,1,3,3-tetramethyluronium
hexafluorophosphat

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Hydroxybenzotriazol

1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazin

High Performance Liquid Chromatography

Heteronuclear Single Quantum Correlation

Bezifferung der Aminosduren vom N-Terminus aus.
Abgangsgruppe

Losung

MALDI-TOF Matrix Associated Laser Dissorption — Time Of Flight

Me
MeOH
min
NMP
NMR
NOE
Pd/C
PEG
PIFA
OAc
PFP
PyBOP
quant
RT
SAAS
Sdp
Smp
s.0.
S.u.
TBS
TBTU
Bu

methyl

Methanol

Minuten

N-Methylpyrrolidon

Nuclear Magnetic Resonance
Nuclear Overhauser Effect
Palladium 10% auf Aktivkohle
Polyethylenglycol
[Bis-(trifluoracetoxy)iod]benzol
Acetyl

Pentafluorphenol
Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)-phosphonium hexafluorophosphat
quantitativ

Raumtemperatur

Sugar Amino Acids

Siedepunkt

Schmelzpunkt

siche oben

siche unten

Tris Buffer Saline
O-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3- tetramethyluronium hexafluorophosphat

tert-Butyl
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TFA Trifluoressigsiure

TFFH N, N-Tetramethylfluoroformamidinium hexafluorophosphat
THF Tetrahydrofuran

TMS Tetramethylsilan

TOCSY Total Correlation Spectroscopy

TOF Time Of Flight

Tween Polyoxyethylensorbitanmonopalmiat

V4 Benzyloxycarbonyl
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3. Einleitung und Aufgabenstellung

Kohlenhydrate sind zusammen mit den Stoffklassen der Proteine, Lipide und der
Nukleinsduren fiir jedes lebende Wesen von fundamentaler Bedeutung. Das wird besonders
deutlich, wenn man sich die drei grofSten Forschungsschwerpunkte der Biochemie in den
letzten 30 Jahren betrachtet: Die ,,Genomics®, die ,,Proteomics* und in den letzten Jahren vor
allem die ,,Glycomics*.

Wenn man heute von Kohlenhydratchemie spricht, sind nur noch duflerst selten ,,klassische*
Inhalte der Kohlenhydratforschung wie etwa die Funktion der Kohlenhydrate als
Strukturelement oder Energiespeicher von Interesse.

Vielmehr ist der so genannte ,,Zuckercode® als ,drittes Alphabet des Lebens* nach
Nukleinsduren und Proteinen in immer stirkerem MaBe Inhalt der Forschung.!"

Zucker stellen durch ihre enorme strukturelle Vielfalt ein ideales Medium zur
Informationsiibertragung dar. Dafiir sind vor allem die vielen Stereozentren und potenziellen
Ankniipfungspunkte, als auch die Derivatisierung der Hydroxylgruppen verantwortlich. Im
Vergleich mit Nucleinsduren oder Proteinen ist die Anzahl der mdglichen Kombinationen
weit weniger stark begrenzt. Die Anzahl der moglichen Kombinationen von Monosacchariden
in einem Hexasaccharids erscheint mit >10" riesig.””) Diese groBe Variabilitit ermdglicht
sehr spezifische Wechselwirkungen zwischen Glykanen und Rezeptoren. Die Zelle integriert
Oligosaccharide als Glycokonjugate in Form von Glycopeptiden oder Glycolipiden in ihre
Zellmembran.”! Dort kénnen sie von Rezeptorproteinen, so genannten Lectinen erkannt

215] [216] [217

werden.! I Ausserdem kommen Oligosaccharide auch auBerhalb der Zellen z.B. als

Mucine vor. ['¥!

Da extrem viele Vorginge auf zellulirer Ebene, angefangen bei Entwicklungsvorgingen™!,
{iber Immunerkennungsvorginge!'* bis hin zu Infektionen beispielsweise mit HIVY! iiber die
Erkennung von Glycokonjugaten ablaufen, ist die Erforschung der Informationscodierung
durch Kohlenhydrate von groBBem wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Interesse.

Die Erkennungsmechanismen sind nicht vollstindig aufgekldrt, obwohl von den
Bindungstaschen vieler Lectine Kristallstrukturen vorliegen. Das liegt vor allem an fehlendem
Probenmaterial, denn die Isolierung von Glycokonjugaten aus der Natur ist aufgrund der
Mikroheterogenitét, der kleinen verfiigbaren Mengen und der Zersetzungsempfindlichkeit der
Substanzen duflerst schwierig.

Aus den gleichen Griinden ist die Strukturaufkldrung von Oligosaccharidstrukturen aus der

Natur problematisch.
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Eine gingige Methode zur Strukturaufklarung ist die NMR- Spektroskopie, die sich auch fiir
Affinitidtsuntersuchungen anbieten wiirde, wobei hier die Probenmenge ein limitierender
Faktor ist.

Die grof3en Probleme bei der Isolierung von Glykanen aus der Natur stellen die Zuckerchemie
vor die Aufgabe, passende Molekiile synthetisch darzustellen. Es hat sich gezeigt, dass
synthetisch hergestellte Oligosaccharide und Glycokonjugate hervorragend als Liganden fiir
Lectine und damit zur Erforschung der entsprechenden Wechselwirkungen geeignet sind.
Allerdings steht man immer noch oft vor synthetisch kaum oder nur mit speziell angepassten
Kupplungsreaktionen und Schutzgruppenstrategien 16sbaren Problemen.

Durch die Vielzahl der moglichen Verkniipfungen ist eine automatisierte Synthese oder ein
flexibles Synthesekonzept noch nicht moglich.

Deshalb wird immer 6fter versucht, bei der Imitierung natiirliche Liganden die synthetischen
Probleme der Glycosylierungsreaktionen zu vermeiden, indem die Zuckerbausteine nicht
mehr direkt miteinander verkniipft werden. Dazu werden Monosaccharide tiber eine

Gertiststruktur miteinander verbunden und konnen sich so in Bindungstaschen einpassen (21

[531 1611

Die bisher bekannten Oligosaccharidmimetika hatten eine meist relativ flexible multivalente
Struktur, die sich variabel verschiedenen moglichen Liganden anpassen konnte. Dabei kommt
es vor allem auf eine mdglichst hohe Affinitdt zu einzelnen Liganden an. Die Affinitit des
Liganden zu speziellen Zuckersequenzen konnte so kaum untersucht werden.””

Genau diese Spezifitdt wire aber fiir die Untersuchung der charakteristischen spezifischen
Erkennungsmechanismen der Lectine wichtig.

Die Herstellung von Molekiilen, die durch ihre Affinitit zu bestimmten Sequenzen als
,molekularer Sonden* eingesetzt werden konnen erfordert die eindeutige Positionierung der
erkennenden Strukturelemente. Als Geriiststruktur besonders geeignet erscheinen dazu [-

Peptide. (133] [132]

Sie bilden schon bei Kettenlingen ab sechs Aminosduren starre
Helixstrukturen aus.

Die Verwendung eines Peptidriickgrates ldsst aulerdem eine sehr variable Blocksynthese zu.
Ein weiterer Vorteil des B-Peptidgeriists ist, dass sich die schon in unserer Arbeitgruppe
etablierten Neo- Glycopeptidbausteine fiir die Spotsynthese nahtlos in das neue
Synthesekonzept einpassen, so dass sowohl Monomere aus dieser Arbeit fiir die Spotsynthese

verwendet werden konnen, als auch fiir die Spotsynthese synthetisierte Bausteine in ein

starres Gertlist integriert werden konnen.
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Ziel dieser Arbeit sollte sein:

e Die Synthese neuer O- Glycopeptide mit rigidem, benzylischem Linkersystem, die als
Monomere fiir die in unserer Gruppe etablierte Spotsynthese verwendbar sind.

e Verwendung dieser Bausteine fiir den variablen Aufbau rigider glycosylierter [-
Peptide.

e NMR- spektroskopische Untersuchung der Sekundérstruktur der synthetisierten [-
Glycopeptide

e Uberpriifung der Affinitit zu Lectinen
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4. Allgemeiner Teil:

4.10ligosaccharide auf Zellmembranen

4.1.1 Vorkommen und Funktion

Oligosaccharide kommen in praktisch allen Organismen vor und tibernehmen dort vielfdltige
Aufgaben. Seit einigen Jahren geht man davon aus, dass ihr Stellenwert dem der
Nucleinsduren oder Proteine gleichkommt. Der Grund dafiir diirfte die riesige Zahl moglicher
Kombinationen bei Oligosacchariden sein. So kénnten rein rechnerisch ungefihr 1.05 x 10"
"yerschiedene Strukturen eines reduzierenden Hexasaccharids entstehen.

Oligosacchariden kommen in Kombination mit einem Protein (Glycopeptide), einem Lipid
(Glycolipide), oder einem Phospholipid (Glycophospholipid) in Organismen vor. !

Von besonderem Interesse sind zurzeit Glycopeptide, da sie in vielen extra — und
intrazellularen Prozessen eine entscheidende Rolle spielen.

Schon als wenig modifizierte core-Strukturen im Endoplasmatischen Retikulum (ER) sind die
Oligosaccharide an der Faltung, der Qualititskontrolle und Auswahl der Proteine beteiligt. Im
ER werden die Core-Strukturen der Oligosaccharide an Dolichylsulfat synthetisiert und
danach auf simultan wachsenden Proteinen iibertragen. Erst im Golgi- Apparat werden sie
dann durch Glycosylierung, und anbringen verschiedener funktioneller Gruppen modifiziert,

bevor sie an die Zelloberfliche gelangen. ™

Die Glycopeptide kommen vor allen Dingen in drei Klassen vor:
-N-Glycoside, die in der Regel an Asparaginsiure gebunden sind.!""

-O-Glycoside, die entweder an Serin oder an Threonin gebunden sind.

-iiber  Ethanolaminphosphat  an  Proteine = gebundenen  Glykane, die in

Glycosylphosphatidylinositolen, so genannten GPI- Ankern vorkommen.'

{“
[e]
"

B~ N, | o ° 7 A
HO N NH HO
NHA NHA b
o OW‘L‘ OH o
o
¥ I o
Asparagin R =H: Serin, CH;: Threonin  {iber Ethanolaminphosphat Ny ;

Abbildungl: Verschiedene Glycopeptidklassen.
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Die N-Glycoside werden in drei weitere Klassen unterteilt:

e den High Mannose Typ, der aus Mannose und Glucosamin — Bausteinen besteht

e den Complex Typ, der aulerdem Galactose und Sialinsdure enthélt

e den Hybridtyp
Alle drei Typen enthalten als Grundstruktur die so genannte Core-Struktur, ein verzweigtes
Pentasaccharid. Die Core-Struktur von Compex- und Hybridtyp wird durch Verarbeitung von
High Mannose Typ Glykanen hergestellt.['”

OiO

HO

HO

o
OH
OH
OH o .
HO o
O,
o
HO 0
HNAc H NA:
—y, Y 0 °p
HO™™ & My yww HNAc
$
HO S
> ~,
oH ©

OH

Abbildung 2:Core — Struktur

Auf der Zelloberfliche sind N-Glycoside dann fiir verschiedene Erkennungsprozesse
zustandig:

Darunter fillt zum einen die Kommunikation mit und die Adhésion von korpereigener Zellen,
z.B. in der Embryonalentwicklung und Gewebedifferenzierung; wird z.B. die enzymatische
Bildung der Core-Strukturen gestort, findet die embryonale Entwicklung nicht mehr
vollstindig statt.!'”!

Zum anderen spielen N-glycosylierte Proteine eine wichtige Rolle in der Immunabwehr, wo
sie fiir die Beladung und die korrekte Faltung der Proteine des major histocompatibility
complex (MHC) und der T-Zell-Rezeptoren, sowie teilweise fiir Erkennungsprozesse in der
humoralen Immunabwehr, z.B. bei rheumatischer Artritis, verantwortlich sind.14 1]
AuBlerdem sind N-Glycoside fiir die Zelladhdsion und Zell-Zell-Interaktion z.B. beim
Leucozytentransport wichtig.['* 11!

Eine weitere Aufgabe, die N-Glycoside mit den O-glycosylierten Glycopeptiden gemeinsam
haben, ist die Abschirmung von Proteinen gegen proteolytische Angriffe und ihre

Stabilisierung.!'”

Die O-Glycoside sind weitaus komplizierter aufgebaut und kommen in deutlich mehr

Modifikationen als die N-Glycoside vor. Ihre Rolle ist erst in Ansdtzen aufgeklart.
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Man kann speziell zwei Klassen O-glycosylierter Glycoproteine unterscheiden: Die Mucine
und die Proteoglycane.

Die Mucine bilden Oberflichen, die nicht durch wasserabweisende Schichten geschiitzt sind
und konnen groBBe Mengen Wasser aufnehmen, z.B. im Verdauungs- und Genitaltrakt. Sie
verhindern durch ihre hohe Wasseraffinitit die Austrocknung der Epithele und Endothele.
Des weiteren verhindern sie das Eindringen von Keimen und sorgen fiir Schmierung.!'®

Auch die extrazelluldre Matrix besteht zu grofen Teilen aus Mucin-Glycopeptiden, wobei
diese hier aufler der Strukturbildung auch noch eine Rolle in der Zell-Zell Erkennung und
Adhision haben.!"” Tumore konnen durch spezifische Glycanstrukturen der Mucine
nachgewiesen werden.*”

Mucine bestechen meist aus relativ einfachen Core-Strukturen, in denen GIcNAc mit der
Seitenkette von Threonin oder Serin verbunden ist. Typischerweise sind die Core — Strukturen
disialyliert.

Die Glycane der Proteoglycane bestehen aus sehr langen, linearen Strukturen mit repetitiven
Disaccharideinheiten aus Aminozucker und Hexose. Thre Aufgabe besteht hauptsédchlich in
der Stabilisierung von Peptidstrukturen, aber auch verschiedene Funktionen in intrazelluldren
Organellen werden diskutiert!*"

Des weiteren vermutet man, dass Storungen in der O-Glycosylierung von Proteinen mit
GlcNAc sowohl eine Rolle bei Typ II — Diabetes als auch bei der Plaquebildung bei

Alzheimer eine Rolle spielen.*”

4.1.2 Synthese von Oligosacchariden
Die Synthese natiirlicher Oligosaccharidstrukturen ist aufgrund der oben genannten

vielfdltigen Funktionen heute von immensem Interesse. Sei es, um zu Forschungszwecken
geniigend Substrat zur Verfligung zu haben, das auf natiirlichem Wege wegen der geringen

zur Verfiigung stehenden Mengen und der grofen Diversitdt kaum zu beschaffen ist, oder um

kiinstliche Impfstoffe herzustellen oder Arrays fiir serologische Tests zu bestiicken.!?! 24 2]

Der Bedarf an entsprechenden Substanzen stellt den Chemiker oft vor kaum losbare

[26]

synthetische Probleme. Trotz der groflen Anzahl an zur Verfiigung stehenden

Schutzgruppen und Aktivierungsmoglichkeiten sind entsprechende Synthesen immer noch

mit grofem synthetischen Aufwand verbunden.?7 2812911301 31]

4.1.3 Oligosaccharidmimetika
Da die Synthese natiirlicher Verbindungen oft einen groB3en synthetischen Aufwand bedeuten,

bemiiht man sich im Moment vermehrt, Molekiile aufzubauen, die dhnliche Eigenschaften wie



Dissertation Jan Horzer -14 -

ihre natiirlichen Vorbilder haben, jedoch leichter synthetisch zuginglich sind. Dazu muss das
Mimetikum eine Oberfldche besitzen, die dem zu imitierenden Glycan &hnelt. Oft sind nur
wenige Reste am nicht reduzierenden Ende fiir eine Erkennung durch einen Rezeptor
notwendig. Im Moment kann man zwei verschiedene Typen von Mimetika unterscheiden: Der

erste Typ versucht, Liganden fiir Lectine bereitzustellen, was im Fall von Galectinen wegen

[24] [32] [33] [34] 35]

deren Rolle bei Krebserkrankungen und im Immunsystem ®°! von groBem

Interesse ist. In diesem Zusammenhang wird auch an der Entwicklung von Impfstoffen gegen

HIV und Malaria sowie der direkten Adressierung von Wirkstoffen durch Oligosaccharide

01 BT B8 ¥ Der zweite Typ versucht, durch kompetitive Hemmung Enzyme der

[40] [41] [42]

geforscht. |
Oligosaccharid-Biosynthese auszuschalten.
Ein Grund fiir die Suche nach neuen Liganden ist der Bedarf an Modellverbindungen, um z.B.
mehr iiber die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen zu erfahren. So konnten durch
schrittweise Modifikation der Struktur Mimetika fir Sialyl-Lewis X (SLe*) und andere
komplexe Oligosaccharide gefunden werden.[**] [#41[431146]

Teilweise hatten die Mimetika fiir SLe* sogar hohere Bindungsaffinititen als die
Originalsubstanz, ein weiteres Argument fiir die Suche nach Mimetika.

Oligosaccharide unterliegen dem enzymatischen Abbau, was durch entsprechende Konzeption
der Mimetika wie z.B. Verwendung von C-Glycosiden oder benzylischen Glycosiden
verhindert werden kann.!*"! (4%

Immer mehr Mimetika vermeiden eine Verkniipfung ihrer Monomere iiber glycosidische
Bindungen. Eine Moglichkeit dabei ist die Verwendung von Peptidbindungen, fiir die
meistens gute Methoden etabliert sind. Dabei gibt es prinzipiell zwei Ansétze:

-Die direkte Funktionalisierung des Zuckermonomers, wobei die Hydroxylgruppe an C-1
durch eine Carboxylgruppe und eine der iibrigen Hydroxylgruppen durch eine Aminofunktion
ersetzt wird. Diese so genannten Sugar Amino Acids (SAAS) werden dann durch etablierte
Peptidkupplungsmethoden zu Mimetika verbunden, die z.B. Zelladhision oder die Infektion

[49] [S0

mit HIV verhindern kénnen. 15U Es existieren auch Abwandlungen dieses Systems, in

dem Amidbindung teilweise in Kombination mit Spacermolekiilen zum Aufbau multivalenter

Dendrimere verwendet werden. [*%

OH
OHOH
(0] (0]
HO Il
HO C—
PH N OH
N, c 0
XN
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Abbildung 3: Ausschnitt eines SAAS — Mimetikums von Suhara et al."'!

HO Sk
HO,
QH
0 HO
OH
OH OH
HO
(0]

HO

o

HN o

Q NH
o
HN
e} NH
o] o H

N NHFmoc

AcQO OAc \”/\/

AcO o

Abbildung 4: Multivalentes Dendrimer aus der Arbeitsgruppe von T.K. Lindhorst."™”

-Die Verkniipfung von Zuckermono- oder Oligomeren mit einer Aminoséure und der Aufbau
eines Peptid- oder Peptidihnlichen Riickgrades!> 124! 5311361 1371 [58]1391 601

Ho OH Ho OH Ho OH

AR ARy AR
ISONS SN S

o

o o
/<II///, \u /<///// u o0—< Iy, "
§ 1y ,‘«\ § um 4«\\ § iy, «\'«“

Abbildung 5: Glycopeptidoid mit Tn Antigenen 153]

In unserer Arbeitsgruppe wurden in den letzten Jahren eine Reihe von Neo- Glycopeptiden
synthetisiert, deren Bausteine aus einer trifunktionellen Aminoséure, einem Spacermolekiil
und einem daran befestigten Mono- oder Disaccharid besteht. Dabei wurden verschiedene
Aminosduren, verschiedene Spacer, verschiedene Glycosidtypen und verschiedene

Glycosylierungspositionen untersucht.!®!1 ¢
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Abbildung 6: Beispiel eines in unserer Arbeitsgruppe synthetisierten Neo-Glycopeptids.°"
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4.1.4 B-Aminosauren und B-Peptide
Aus folgenden Griinden haben B-Peptide in den letzten Jahren als Mimetika fiir a-Peptide und

als Geriistsubstanzen an Bedeutung gewonnen.[®’]

-B-Peptide sind kaum von Peptidasen und Proteasen abbaubar./**!

- B-Peptide haben relativ gut voraussagbare Sekundirstrukturen in Losungen. > 1°¢!

B-Peptide nehmen verschieden spezielle Konformationen an, je nachdem, welche Reste
enthalten sind. Es sind Helices, Faltblattstrukturen und Turns bekannt.[¢7! 1681 (6911701 [71]
Konformativ stark eingeschrinkte B-Aminosdurereste wie jene, in denen C, und Cg in einem
kleinen Ring liegen, nehmen extrem rigide Konformationen an und schon so genannte f33-
Aminoséuren, bei denen C; substituiert ist, unterstiitzen meistens schon die Helixbildung. Das
liegt daran, dass C-a und NH in cyclischen B;3- Aminosduren immer synclinal vorliegen,
wobei nicht cyclische B,3-Aminosduren sehr stark und Bs;- Aminosduren immer noch stark die

gauche- Konformation unterstiitzen.’ "]

055\
NH

Abbildung 7: Synclinale Konformation um die C,— C;-Bindung

So werden schon B-Peptide die aus nur 6 Aminosduren bestehen durch Verwendung
entsprechender Reste in eine von zwei moglichen Helixstrukturen gezwungen.

Verwendet man beispielsweise trans-2-Aminocylopentancarbonsidure (ACPC), so wird das
Hexapeptid in eine ,,12-Helix*“ gezwungen, definiert durch den Ring der sich aus der
Wasserstoftbriickenbindung C=0(7)""H-N(i+3) (mit i wird die N-terminale Aminosiure

beziffert) ergibt.["01 741 751761 177) 71

ZT
ZT
T

h N

Abbildung 8: H-Briicke, die die 12-Helix stabilisiert
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Verwendet man beispielsweise trans-2-Aminocylohexancarbonsiure (ACHC), so wird das

Hexapeptid in eine ,,14-Helix* %!

gezwungen, definiert durch den Ring der sich aus der
Wasserstoffbriickenbindung C=0(7)"H-N(i-2) ergibt.[79] [80] [81] [2]]83]

Die Ganghdhe der Helix betriigt dabei ungefihr 5A.

T
ZT
ZT

o

Abbildung 9: H-Briicke, die 14- Helix Stabilisiert.

a-Peptide oder B-Peptide ohne entsprechende Reste bilden bei entsprechender Lange kaum

Helixstrukturen aus. 341 (831 [861[871163]

Das wird deutlich wenn man sich das so genannte N-Capping betrachtet, das man bei N-
terminaler Asparaginsdure an einer Helix beobachten kann. Die einzig proteinogene [°-
Aminosdure Asparaginsdure kann in dieser Position theoretisch zwei verschieden H-Briicken
eingehen, wobei man aus entropischen Griinden glauben sollte, dass die H-Briicke iiber das a-
Carbonyl erfolgen sollte, was zu einer Helixerweiterung fithren sollte, da dabei nur zwei statt
drei Bindungen fixiert werden. Tatsdchlich ist aber das Gegenteil der Fall, was zum so
genannten ,,N-capping® fiihrt. Dabei ist das N-capping mit 1.0 - 2.0 kcal/mol bevorzugt.*! ]
Inzwischen ist bekannt, dass alternierende a- - Peptide auch schon bei entsprechend kurzer
Kettenlinge in Losung stabile Helices ausbilden.”® 1!

B-Peptide konnen durch Modifikation ihrer Seitenketten in ihrer Loslichkeit beeinflusst

79]

werden.”  AuBerdem kann durch entsprechende Seitenketten ihre Sekundirstruktur

stabilisiert werden. "2 23116811941

-B-Aminosduren neigen bei der Aktivierung nicht zum Racemisieren.

Aber:
- rigide cyclische B-Aminosduren lassen sich, wohl aufgrund ihrer Struktur und ihres

sterischen Anspruchs, oft sehr schlecht schiitzen, kuppeln und entschiitzen. Dazu sind oft

95] [96

starke Aktivierungsmethoden nétig.! I Aus diesem Grund eignen sie sich teilweise cher
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schlecht fiir Festphasensynthesen bzw. ergeben keine mit a- Peptidparallelsynthesen

vergleichbaren Ausbeuten.””

B-Aminosduren konnen durch verschiedene Methoden Dargestellt werden:

e Durch von Seebach et al. modifizierte Arndt Eistert- Synthese mit anschlieBender

Wolf-Umlagerung aus o-Aminosauren®”) 81 P211100163]

Ny

0
1. EtOC(O)Cl, E;N \)J\
OOH ’ N

THF, -15° C
- 2. CH,N,, Et,0, =
BOC\N/\/COOBZ 0°C bis RT BOC\N/\/COOBZ
H 95 %

"o

CF 3 COzAg N
Et;N, THF,
H,0,

-20° C bis RT

88 %

_~COoH

Boc ~ COOBz
~ N/\/

H
Abbildung 10: p- Aminosiuresynthese durch Arndt Eistert- Synthese mit anschlieender Wolf-

Umlagerung

e Durch Mitsunobu- Reaktion mit NH; und anschlieflende Reduktion. !

e Durch Michael-Addition eines chiralen Amins an einen af-ungesittigten Ester und

Isomerentrennung.!””!

e Durch Hofmann-Abbau eines enantiomerenreinen Dicarbonsduremonoamids.

e Durch Reduktion eines chiralen Enamins.['%?!

4.1.5 Peptidkupplungsmethoden

In den letzten beiden Jahrzehnten sind eine groBe Anzahl moglicher Kupplungsreagenzien fiir
die Bildung von Amidfunktionen entwickelt worden, oft in Zusammenhang mit
entsprechenden Kupplungsproblemen.!' % 1%

Hier sollen diejenigen Methoden nach den verwendeten Abgangsgruppen klassifiziert und
vorgestellt werden, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die Auswahl kann
wegen der groBBen Methodenvielfalt nur exemplarisch sein.

Alle Methoden haben gemeinsam, dass eine gute Abgangsgruppe (LG) an der

Carboxylfunktion eingefiihrt wird, die ihrerseits in einem nucleophilen Angriff seitens der

Aminogruppe substituiert wird.
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Abbildung 11: Schema einer Peptidkupplungsreaktion

-Sdurehalogenide:

1051 [106]

N, N-Tetramethylfluorformamidiniumhexafluorphosphat (TFF H)!
TFFH kann mit Hiinigbase verwendet werden, wobei die Harnstoffbildung die treibende Kraft
bei der Umsetzung zum Fluorid darstellt. Ein Vorteil gegeniiber der Verwendung von

Acylchloriden ist die geringe Feuchtigkeitsempfindlichkeit und die geringe Tendenz zur

Racemisierung
PF6e B e ]
NG - O _~ PFs
0 N 0 N

R

DIEA
OH F T/ HF R O T/

Abbildung 12: Amidkupplung mit TFFH '

-Acylimidazole
Carbonyldiimidazol (CDI)'*"['%®]

Die Séure wird zum Acylimidazol umgesetzt. Dafiir ist keine Base erforderlich. Darauthin

wird das Amin zugegeben und das Amid bildet sich. Die Methode ist sogar mit

Hydrochloriden anwendbar.
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Abbildung 13: Peptidkupplung unter Verwendung von CDL!"""

-Carbodiimide:

Dicyclohexylcarbodiimid (DCO), Diisopropylcarbodiimid
Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid (EDC)

DIC >‘N=C=N_<

\N/\/\N:C:N/\

EDC *HCI

Abbildung 14: Carbodiimid- Kupplungsreagenzien

(DIC),

Carbodiimide reagieren auch ohne Basenzusatz, obwohl oft Hiinigs Base verwendet wird.

Dabei wird der O-Acylisoharnstoff als aktive Spezies gebildet. Die treibende Kraft hinter der

Kupplungsreaktion ist auch hier die Bildung des Harnstoffs !9/ {1101 [111]

Bei der Reaktion kann es als unerwiinschte Nebenreaktionen zur Bildung des unreaktiven N-

Acylharnstoffs oder zu Racemisierungen kommen. Um das zu verhindern, wird die Reaktion
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bei 00 C durchgefiihrt und es werden Nucleophile zugefiigt, die schneller mit dem O-
Acylharnstoff reagieren, als der Acyltransfer stattfinden kann. Man verwendet entweder
DMAP " oder z.B. Hydroxybenzotriazol (HOBt)als Zusatz.!''*!

Ein grofler Unterschied zwischen den Verfahren liegt in der Loslichkeit der entstehenden
Harnstoffderivate:

DCC: Schwer 16sliches Harnstoffderivat, das durch Filtration entfernt werden kann. Dadurch
ist DCC fiir die Losungssynthese, nicht aber fiir Festphasensynthesen geeignet, da der
Harnstoff kaum vom Harz zu trennen ist.

DIC: In DCM losliches Harnstoffderivat. Da der Harnstoff durch Waschschritte entfernt
werden kann ist DIC gut zur Festphasensynthese geeignet.

EDC: In Wasser und verdiinnten Séuren l0sliches Harnstoffderivat, das bei der wissrigen

Aufarbeitung entfernt werden kann. Anwendung ist deshalb die Losungssynthese.

| N

~ L
- PN
I —9% )

‘R——NH,

”>:

[eJO)
¥\
Z:O:Z

Abbildung 15: Peptidkupplung mit Carbodiimiden am Beispiel DIC
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Aktivester:
Aktivester konnen in aller Regel leichter als Alkylester hydrolysiert werden, da sie den
Carbonyl-Kohlenstoff deutlich elektrophiler machen. Dadurch konnen Amine relativ leicht

und praktisch ohne Racemisierung zum Amid reagieren.

o R: Aminoséurerest

)J\ R’":Kupplungsreagenz
R
R O/
Aktivester
HO
N N
R F /NQN =\ \N _— \N
HO—N HO—N
HO F / \ o
N
/

F F

PFP HOBt HOAt HODhbt

Abbildung 16: Gebriuchliche Alkohole zur Darstellung von Aktivestern.

Sehr gebrduchlich sind Hydroxybenzotriazol (HOBt) und Pentafluorphenol (PFP).

(1141 6der DIC alleine keinen Erfolg bringen.

Pentafluorphenol wird oft eingesetzt, wenn DCC
PFP-Ester konnen in situ hergestellt werden, z.B. in Kombination mit DIC bei der
Festphasensynthese, oder auch isoliert und gelagert werden. Sie reagieren schnell, speziell
auch mit Fmoc- geschiitzten Aminosduren und ohne Basenzusatz. Die Ausbeuten Mit PFP-
Aktivestern konnen noch durch Zusatz von 3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazin
(HoDhbt) gesteigert werden, das analog HOBT reagiert.

Funktioniert eine Kupplung mit HOBt nicht oder nur schlecht, vor allem bei stark gehinderten
Basen, so ist 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) oft noch eine Alternative, da

moglicherweise durch den Stickstoff des Pyridins eine Fixierung und zusdtzlich Aktivierung

der Base erfolgen kann.



Dissertation Jan Horzer -24 -

N 0
’ /N — > R—N
N/ N , R
: | R
H o
—_
| A 4
R’ R

Abbildung 17: Kupplung einer sterisch anspruchsvollen Base mittels HOAt.

Reagenzien fiir Eintopfreaktionen:

Statt eine Kombination z.B. aus DCC und HOBt zu verwenden, kann man auch
Phosphonium-, Uronium- oder Immoniumsalze, vor allem mit HOBt und HOAt- dhnlichen
Resten einsetzen.

Im Fall von Tris-(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphat (BOP) 3] werden Saure
und Amin mit BOP und einer Hilfsbase gemischt. Dabei reagiert die deprotonierte Séure
zundchst mit BOP zu einem Acylphosphonium-Aktivester, und HOBt seinerseits wieder mit
dem Aktivester zum Benzotriazolester.

Die treibende Kraft ist die Bildung des korrespondierenden Phosphorsaureamids.!''®!

N N
\O—P/®—N/
0 IL \ 0 \/
N
)k@ / \ - )k—\‘ ® /
R o NEL > R O—F|’—N\
N
oBt / AN
(0] ﬁ o)
— e
R OBt / ,L \ R NHR’

Abbildung 18: Eintopfreaktion mit BOP.!"'®
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Da das bei der Reaktion entstehende Hexamethylphosphorsduretriamid sehr giftig ist, hat man

Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)-phosphonium hexafluorophosphat (PyBOP) entwickelt,

[118

das in ganz dhnlicher Weise reagiert. !''"1 ''"®! Das dabei entstehende Phosphorsiureamid ist

deutlich weniger giftig.

\ PFL
\\N
N/ N
\
O—P—N
l

Abbildung 19: PyBOP

Ebenfalls bei den Uroniumsalzen werden Derivate des HOBt verwendet, die in ganz dhnlicher
Weise wie die Phosphoniumderivate reagieren, nur dass hier die Bildung des
Harnstoffderivats die treibende Kraft ist. Man unterscheidet TBTU- das Tetrafluoroborat!''”)
1207 yund HBTU- das Hexafluorophosphat!'?!! 22 131 Die nicht nucleophilen Gegenionen
haben allerdings wohl keinen Einfluss auf die Reaktion, so dass man nach aktuellem Wissen
wohl eigentlich auf Kupplungsversuche mit einer von beiden Spezies verzichten konnte falls

es keine anderweitigen Vorteile von einer der beiden gibt.

o
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_ |
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Abbildung 20: Kupplung mit HBTU bzw. TBTU.
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In gleicher Weise reagiert der HOAT- Abkommling HATU. HATU ist speziell bei stark

sterisch gehinderten Basen eine gute Methode. Sowohl bei HATU als auch beit HBTU/TBTU

gibt es ein Gleichgewicht zwischen O-Uronium und N-Guanidiniumform."'**

N\O%_
—

O-Uronium- Form

Abbildung 21: HATU in O-Uronium- und N-Guanidinium- Form
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N-Guanidinium- Form

Die N-Guanidiniumform ist die meistens produzierte Spezies, die auch kristallin

hauptsdchlich vorliegt, wihrend die O-Uronium-Form aktiver, aber auch aufwindiger

darzustellen ist.[

125][126]

Tabelle 1: Vor- und Nachteile der verwendeten Peptidkupplungsreagenzien

Kupplungs-

Vorteil Nachteil
reagenz
TFFH geringe Feuchtigkeitsempfindlichkeit
geringe Racemisierungstendenz
CDI keine Base erforderlich
sogar bei Hydrochloriden anwendbar
DCC Bildung von N-Acylharnstoff,
Racemisierung, Harnstoff nicht
wasserloslich, deshalb nur fiir
Losungssynthese geeignet
DIC Harnstoffderivat in DCM 16slich, Bildung von N-Acylharnstof,
deshalb fiir Festphasensynthese Racemisierung,
geeignet
EDC In Wasser und verd. Sdure l9sliches Bildung von N-Acylharnstof,
Harnstoffderivat. Losungssynthese Racemisierung,
PFP Aktivester konnen gelagert werden.
konnen mit DIC in situ verwendet
werden. Reagieren schnell, auch ohne
Basenzusatz.
HOBt Keine Vorfixierung sterisch
gehinderter Basen
HOAT

Vorfixierung stark sterisch gehinderter

Basen
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HODhbt Kann die Ausbeute einer PFP-
Kupplung steigern
BOP nur eine Komponente fiir zwei hochgiftiges Zwischenprodukt
Aktivierungsschritte notig.
PyBOP Wie BOP, jedoch ohne hochgiftiges
Zwischenprodukt
TBTU/HBTU | Ahnlich PyBOP einzusetzen, kaum
praktische Unterschiede
HATU Gute Methode bei stark sterisch

gehinderten Basen




Dissertation Jan Horzer -28 -

4.2 Synthesestrategie der 3 — Glycopeptide
In diesem Kapitel soll die Synthesestrategie zur Darstellung von B-Glycopeptiden dargestellt

werden. Dabei soll der Syntheseweg und nicht die jeweilige Methode im Vordergrund stehen.

4.2.1 Konzept fiir ein rigides Oligosaccharidmimetikum

Ziel dieser Arbeit war es, ein Synthesekonzept fiir Oligosaccharidmimetika zu erarbeiten, die,
im Gegensatz zu den bekannten Mimetika von Roy oder Lee, nicht als multivalente,
unspezifische Oberfliche mit einer groen Anzahl flexibel angebrachter Zuckerreste fiir

127) 128] (1291 1391 gndern es sollten Mimetika

Lectine als Liganden zur Verfiigung stehen,!
entstehen, die dem Lectin durch ihre relativ starre Struktur eine spezifische, nicht variable
Oberfliche zur Anbindung bereitstellen und somit auch nur spezifische Anbindungen
erlauben.

Mimetika mit geringer Steifigkeit des Riickgrates oder der Seitenketten haben oft das Problem
einer mehr oder weniger willkiirlichen oder zumindest schlecht vorhersagbaren Anordnung
der Zuckerreste, wodurch eine spezifische Sequenz kaum imitiert werden kann. Auf der
anderen Seite konnen sich solche Strukturen, wie die Dendrimere von Th. Lindhorst auch sehr
gut in Bindungstaschen einpassen.!'*!)

Um die Zuckerreste dhnlich wie im Oligosaccharid an ihrem jeweiligen Platz zu halten,
sollten ausschlieBlich starre strukturbildende Elemente zum Einsatz kommen.

In unserer Gruppe wurden schon mehrfach Mimetika synthetisiert, die ein Riickgrat aus
Asparaginsdure verwenden, wobei die B-Carboxylgruppe zum Aufbau des Riickgrates und die

a-Carboxylgruppe zur Ankniipfung des Zuckerrestes iiber einen Spacer verwendet wurde.[°

[62]

Diese Mimetika besitzen bei relativ kurzen Kettenlédngen aber keine starre Struktur.

“ OH' OH lﬁ OH ' OH “ Y on I OH I OH OH
0] (0] (0] (@)
o 0 o o
HO OHHO OHHO OHHO OH HO OH;HO OH;HO OH; HO OH;
Z &

Oligosaccharid /\ /\ /\ /\
7 % &

Abbildung 22: Schema einer Lectin-Oligosaccharid-Wechselwirkung auf einer Zellmembran und eines

Oligosaccharidmimetikums, das die gleichen Wechselwirkungen eingehen kann.
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Um das Riickgrat zu stabilisieren, soll das bestehende B-Peptidkonzept genutzt und ausgebaut

werden.

HO

Abbildung 23: Oligosaccharidmimetikum, das eine -Peptidhelix als Riickgrat nutz

Dazu soll eine starre B-Peptidhelix verwendet werden. Besonders geeignet erscheint die in 4.4
beschriebene 14-Helix, da hier jede i+3. Aminosédure wieder {iber der i. Aminoséure liegt.

Schon beschrieben ist in diesem Zusammenhang die Verwendung einer in Wasser stabilen 12-
Helix mit glycosylierten Seitenketten, die auch zur Bereitstellung nicht-multivalenter

Liganden fiir Lectine synthetisiert wurde.!'**!

OZucker Q B-Aminosaure

Abbildung 24: 14-Helix mit glycosylierter Seitenkette
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Die Wahl des B-Peptidriickgrates erfolgte anhand bekannter NOE- und CD-Daten fiir -
Peptide mit Seitenkettensubstituenten. Dabei war wichtig, dass durch die Wahl

entsprechender Aminoséduren eine 14-Helix zu erwarten war, da die Substituenten rigide in

[92]

eine Richtung ausgerichtet werden sollten.®™ Die Literaturergebnisse deuten darauf hin,

dass der Einbau von zwei ACHC pro Turn eine deutliche Stabilisierung der Helixstruktur
gegeniiber dem Einbau nur einer ACHC bringt. Dabei muss auch daran gedacht werden, dass

das synthetisierte Neo-Glycopeptid als Lectin-Ligand dienen soll und deshalb seine

[79]

Helixstruktur auch in Wasser beibehalten soll. Da bekannt ist, dass stark in ihrer

Konformation eingeschréinkte cyclische Aminosduren auch in Wasser stabile Helixstrukturen

annehmen, erschien ein Riickgrat aus moglichst groBen Anteilen an ACHC ideal. 179111331

Ein weiterer Vorteil der Verwendung von B-Glycopeptiden liegt in der durch ihre geringere
Affinitdit zu Glycosidasen herabgesetzte Hydrolyseempfindlichkeit im Vergleich zu a-

Glycopeptiden.!'*¥

C——o0H

/
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HoN N N N N
o o) 0 o

Abbildung 25: ACHC-Hexamer, mit stabilisierenden H-Briicken

Durch eine Sequenz, in der immer ein Asparaginsdure-Glycopeptidbaustein mit zwei ACHC-
Bausteinen abwechselt, war zu erwarten, dass man eine durch die Hydroxylgruppen der
Zuckerreste wasserlosliche, auch in Wasser stabile, 14- Helix- formige Struktur erhalten
wiirde. Zusétzlich war zu erwarten, dass sich die Helices immer zu dritt durch hydrophobe

Wechselwirkungen zu Sédulen aneinanderlagern wiirden.
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BN
. A/ =3

OZucker Q B-Aminosiure

Abbildung 26: Drei amphiphile 14-Helices Lagern sich zu einer Siule zusammen.

Dieses Verhalten ist von B-Peptidhelices mit zwei hydrophoben und einer hydrophilen Seite

82] [82] [135] [160]
hydrophob
4 //\
NH
HNT Y
o)

C00 0
hydrophil < f< =
O‘V\f\m\‘ © C}O lllH
H

bekannt |

Q Zucker hydrophob

Abbildung 27: Amphiphile 14-Helix aus -Glycohexapeptid mit 2 ACHC und einer Asp pro Turn.

Um die durch das helixféormige Riickgrat gewonnene Steifigkeit nicht in der Seitenkette vollig

zu verlieren, sollte der Zucker auch iiber relativ steife Strukturkomponenten angebunden
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werden. Dabei sollte ein Abstand von fiinf bis sechs Kohlenstoffen zum Riickgrat hergestellt
werden, was sich flir Lectintests als vorteilhaft erwiesen hat, denn durch zu lange Ketten kann
es zu einem abknicken des Spacers und dadurch zu unerwiinschten Wechselwirkungen mit
dem Peptidriickgrat kommen, durch Spacer ab mit weniger als vier C- Atomen kann es zu
sterischen Hinderungen des Zuckers und somit zu einer Verhinderung der Anbindung an ein
Lectin kommen.

Die Verwendung eines aromatischen Spacers schien aus zwei Griinden interessant: Zum einen
kann es durch m—m- Wechselwirkungen zu einem Stapeleffekt kommen, der wiederum
zusitzlich die Helix stabilisiert ' und die Zuckerreste anordnet, zum anderen gibt es in den
Lectin-Bindungstaschen Wechselwirkungen zwischen aromatischen Aminosduren und
Aromaten, was zu einer Vororientierung der Zuckerreste in der Bindungstasche und dadurch
zu einer besseren Anbindung fiihren kann. Allerdings ist es bei rigiden Spacern oft nétig eine
Vielzahl moglicher Liganden bereitzustellen, da sie auch das Einpassen in eine
Bindungstasche verhindern konnen.!"”!

Die Entscheidung fiel zugunsten benzylischer Spacer, die gegeniiber phenylischen Spacern
den Vorteil deutlich héherer Nucleophilitdt sowohl am O- als auch am N-Terminus haben. Da
die Zucker als O-Glycoside angebunden werden sollten und der Spacer als Amid mit der
Asparaginsdure verbunden sein sollte, ergab sich 4-Aminomethylbenzylalkohol als
Spacermolekiil.

Damit ergab sich folgende Beispielstruktur fiir ein B-Glycohexapeptid mit glycosylierter

aromatischer Seitenkette:

OH OH
OH OH
OH OH
HOf _O HOf O
o) o)
[48]
o) NH O NH
HoN NH c—Z N NH c—z COOH
a: i Vi
o) o o)

Abbildung 28: p-Hexapeptid mit glycosylierter aromatischer Seitenkette.
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Bei der Synthese sollte eine moglichst groe Konvergenz bei maximaler Flexibilitdt der
Sequenz erreicht werden, d.h. es sollte aus variabel einsetzbaren Ausgangsverbindungen mit
moglichst wenigen Arbeitsschritten jede gewiinschte Zuckersequenz herstellbar sein.

In literaturbekannten B-Peptidsynthesen in Ldsung ist es iiblich, kurze Oligomere zu
synthetisieren und durch aufeinander folgende Dimerisierungen diese dann zu groBeren
Strukturen zusammenzusetzen. ' 2]

Da bei der angestrebten Substanzklasse jeder ,,Buchstabe® bzw. Zuckerbaustein zundchst
einmal drei Aminosiuren bzw. einen Turn lang ist, sollten diese Einheiten die Bausteine sein,
aus denen durch entsprechende Oligomerisierungen jede gewiinschte Zuckersequenz
erhiltlich sein sollte.

Als Schutzgruppenstrategie kam nur die Fmoc- tBu- Strategie in Frage, da eine Bn- Boc-
Strategie Hydrierungen der synthetisierten Peptide erforderlich gemacht hitten, wodurch aber
die benzylischen Spacer mit abgespalten worden wéren. AuBlerdem ist die Fmoc-Strategie die

einzige wirklich etablierte Schutzgruppenstrategie fiir eine mogliche Festphasensynthese.

[43]

,
%,
NHFmoc

Abbildung 29: Beispiel fiir einen Tripeptidbaustein mit glycosylierter Seitenkette.

Dieser Baustein 43, 44, 45 wiederum sollte durch Peptidkupplung zwischen einem Fmoc-
geschiitzten ACHC-Dimer 42 und einem Asparaginsdure- Zuckerbaustein 24, 25, 26

aufzubauen sein.
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OAc

OAc
e
AcO (0] AcO o
OAc HN

OAc HoN —

)¢
[64] cootau i cootu
O,COOH Peptidkupplung O’ “So
+ >

%
NH

[42] [43] o

e}

. v
7, NHFmoc
NHFmoc

Abbildung 30: Aufbau eines Tripeptidbausteins aus ACHC- Dimer und Asparaginsiurebaustein.

Das bendétigte Dipeptid 42 sollte durch Kopplung zweier ACHC-Monomere dargestellt
werden.

Die Syntheseroute fiir den Asparaginsdurebaustein war mehr oder weniger klar, da die
Vorversuche dazu schon in meiner Zulassungsarbeit gemacht wurden.!*”

Es sollte zundchst der Spacer glycosyliert werden, um nach entsprechenden Ent- und, falls

notig, Umschiitzungsschritten den Spacer durch eine Peptidbindung an die a- Carboxylgruppe

der Asparaginsdure zu binden.

OPG
0 NHPG
PGO
PGO OH
OPG HO |
O- Glycosylierung
\
OPG
NHPG
0
PGO
PGO 0
OPG

Abbildung 31: Glycosylierungsschritt der Asparaginsiurebaustein- Synthese.
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OAc COOH
O FmocHN
AcO
AcO 0
OAc [20a] NH, [56]
N- entschiitztes Glycosid |COOtBu
Peptidkupplung
OAc
0 O NHFmoc
AcO
AcO @) N
OAc H
[24]
COOtBu

Abbildung 32:Kupplung zwischen Glycosid und Asparaginsiaure.
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4.3 Synthese der 3-Glycopeptide
4.3.1 Aufbau von Neo - Glycopeptidbausteinen

Es sollten Bausteine synthetisiert werden, in denen acetyl- bzw. benzoyl-geschiitzte Derivate
von Glucose, Galactose, Mannose, Rhamnose und N-Acetylglucosamin als Glycosyldonoren
verwendet werden und iiber die O-Benzylfunktion an den Spacer 14 als Glycosylakzeptor
gebunden werden. In der Literatur findet man fiir Glucose, Galactose, Mannose und

Rhamnose eine Vielzahl unterschiedlicher Aktivierungsmethoden. 138 11391 11401 1411 [142] [143]

[144] [145]
Bei N-Acetylglucosamin miissen wegen der Bildung des Oxazolins andere
Glycosylierungsbedingungen, z.B. mit CuCl, gewéhlt werden. Deshalb wird in diesem Kapitel

die Glycosylierung mit N-Acetylglucosamin extra behandelt. !'>71 1138111

4.3.2 Darstellung des Spacermolekiils

Das Spacermolekiil p-Hydroxymethylbenzylamin wird laut Literatur !'** durch Reduktion von
p-Cyanobenzaldehyd mit LiAlH4 und Isolierung durch Extraktion mittels eines Perforators
dargestellt. Das Verfahren ist relativ aufwendig und liefert nur mittleren Ausbeuten (39%).
Besser und deutlich einfacher ist die Darstellung durch Hydrierung mit Pd/C als Katalysator
in MeOH. Das Amin wird ohne Aufarbeitung direkt mit Benzyloxycarbonychlorid (Z-
Chlorid) geschﬁtzt.[lm Die Ausbeuten iiber beide Stufen sind deutlich besser (85%).

)_ﬁ@

N32CO3

C%C

[14]

Schema 1: Darstellung des Spacermolekiils durch Hydrierung mit anschlieender Z-Schiitzung.
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4.3.3 Darstellung der Glucose, Galactose, Mannose und Rhamnose-

Bausteine

Die Auswahl der Glycosylierungsmethode war schon durch die Vorversuche zur
Glycosylierung mit benzylischen Spacermolekiilen wihrend der Zulassungsarbeit
abgeschlossen.!*”!

Dort war versucht worden, acetylgeschiitzte Glucose-, Mannose- und Galactosederivate
mittels der BFs-Etherat- Methode, der Konigs-Knorr-Methode mit Silbercarbonat und der

Variante nach Helferich mit Quecksilbercyanid und Quecksilberbromid zu glycosylieren.!'*"!

91130 AyBerdem war versucht worden, benzoylgeschiitzte Glucosederivate als Donoren
nach der Trichloracetimidatmethode umzusetzen.

Die Helferich- Methode (42-76%) und die Trichloracetimidatmethode (84%) waren die
einzigen erfolgreichen Methoden, die restlichen Methoden ergaben keinen Umsatz.

Die Helferichmethode war deutlich einfacher durchzufiihren, da sie mit der sehr einfach
zuginglichen 2,3,4,6-Tetra-O-acety-1-bromglucose bzw. den entsprechenden Mannose- und
Galactosederivaten durchgefiihrt werden konnte, erbrachte aber nur maiBige bis gute
Ausbeuten (42-76%), wihrend die Trichloracetimidatmethode zwar mit der iiber drei Stufen
mit anschlieBender chromatographischer Reinigung zugénglichen 2,3,4,6-Tetra-O-

benzoylglucose und deren Mannose-, Galactose- und Rhamnosederivaten durchgefiihrt

wurde, dafiir aber exzellente Umsitze (68-76% liber zwei Stufen) erzielt.

Da fiir die Trichloracetimidatmethode 1- OH-freie Benzoylderivate der verwendeten Zucker
benétigt wurden, mussten diese durch Perbenzoylieren, Bromieren mit HBr in Eisessig und
Hydrolyse zundchst einmal nach literaturbekannten Vorschriften dargestellt werden.!"”!! Die
Benzoylschutzgruppen sind dabei unbedingt notwendig, wie Vorversuche gezeigt haben, da
bei direkter Verwendung von Acetylschutzgruppen wihrend der Glycosylierungsreaktion
nach kiirzester Zeit Zersetzung stattfindet und kein Produkt mehr isolierbar ist. !'**!

Aus den 1-OH- freien Derivaten wurde mittels Umsetzung mit DBU und Trichloracetonitril
die Trichloracetimidate 52, 53, 54, 55 dargestellt.[15 SIS Diege wurden mit dem Aglycon
14 bei -20° C unter saurer Katalyse mit TMSOTf umgesetzt, was mit ausgezeichneten
Ausbeuten gelang (s.u.).

Die benzoylgeschiitzten Glycoside 16, 17, 18, 19 wurden iiber Kieselgel filtriert und ohne

weitere Aufreinigung direkt unter Zemplén — Bedingungen entschiitzt.!*® Das Rohprodukt
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wurde in Pyridin und AcOAc acetyliert und Sdulenchromatographisch in hervorragenden
Ausbeuten (68-76% inklusive Zemplén- Entschiitzung und Acetyl- Schiitzung) isoliert 20,
21, 22, 23.

OBz
OBz
NH NHZ O, NHZ
o) BzO’ Sl :; \
e mo/mcm : /_Q_/ TMSOTE_ 70 0/\©\/
z
OBz 3 HO OBz
[52] [14] [16]
1. NaOMe in MeOH QAc
: . E o
2. Ac,0 in Pyridin _ ACO NHZ
> AcO o)
OAc
[20]

Schema 2: Glycosylierung nach der Trichloracetimidatmethode, Zemplén— Entschiitzung und
Einfiihrung der Acetylschutzgruppen.

Tabelle 2: Ausbeuten der Glycosylierungsschritte mittels der Trichloracetimidatmethode und der
nachfolgenden Umschiitzung.

Edukt Produkt Ausbeute
Bz Ac 6 8 %
Q /HH\ 0 NHZ
BzO AcO
BzO o cCly 5) AcO o o
OBz 2 0
Bz0 B2 Ac 69%
NH
Q QAcq
&/ /U\ AcO NHZ
BzO o CCly AcO
oz 54 /—Q_/
0
21
0Bz Ao QAC 76%
- NH .
BzO g )k NHZ
B20 o cCl AcO o
5 3 OAc
22
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4.3.4 Darstellung der N-Acetylglucosamin-Glycoside

2-Acetamidoglycoside sind in der Natur sehr weit verbreitet. Deshalb war es interessant, auch
einen entsprechenden Baustein zu synthetisieren.

Die Glycosylierungsmethoden unterscheiden sich signifikant von den Methoden zur
Darstellung anderer Glycoside. Das liegt daran, dass die Acetamidogruppe bei der
Verwendung von geschiitztem N-Acetylglucosamin als Glycosyldonor eine starke Tendenz
zur Bildung eines Oxazolins hat. Dieses kann allerdings wiederum als Glycosyldonor
verwendet werden und von einem Nucleophil angegriffen werden. Dadurch entstehen

ausschlieBlich 1,2-trans- Derivate.

Die Darstellung des Oxazolins 29 kann entweder mit Lewissduren wie TMSOTTf oder BF; aus

dem peracetylierten Derivat oder mit Schwermetallsalzen aus den Halogeniden erfolgen.!>”)

(58] 1 unserem Fall wurde das deutlich billigere Verfahren mit BF; verwendet, das mit

quantitativen ausbeuten zum Oxazolin 28 fiihrte.

OAc OAc
O CH,Cl
AcO 22
AcO OAc -HOAc
(0]

Schema 3: Bildung des Oxazolins

Die Glycosylierungsreaktion mit N-Acetylglucosaminderivaten als Glycosyldonor erfordert
drastische Reaktionsbedingungen wie die Aktivierung mit Lewis- oder Broenstedt- Sduren am
Riickfluss.

In unserem Fall wurde CuCl, verwendet und 50 h lang in Toluol am Riickfluss erhitzt, wobei

nur méBige Ausbeuten (30%) des gewiinschten Produkts 30 entstanden.!"*”)
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OAc

O, HQ
AcO
AcO O
[29] N HN [14]
}O
(e}

CuCl,,
CH,Cl,

50h Riickfluss

OAc

Q
) )
AcO 0,
NHAc
(0]
30%
[30] HN

(0]

Schema 4: Glycosylierung von GlcNAc mit CuCl,.

4.3.5 Einflihrung der Asparaginsaure in die Glycosidbausteine

Die Z- geschiitzten Glycoside 20, 21, 22, 23, 30 wurden durch Hydrierung mit Pd/C
entschiitzt. Das Problem war, dass die Z-Schutzgruppe nicht vollstindig orthogonal zu
Benzyl-Glycosiden ist. Bei der Hydrierung wurden alle Benzylgruppen reduziert, wobei
jedoch die Oxycarbonylfunktion der Z-Schutzgruppe zuerst reduziert wird. Die Reduktion
unter Zusatz mehrerer Aquivalente Ammoniumformiat als Reduktionsmittel bringt keine
groBere Selektivitit als die Hydrierung mit Hy.

Nachdem klar war, dass die Selektivitdit nur durch rechtzeitigen Reaktionsabbruch zu
erreichen war, wurde die Reaktion fiir das Glucose- Glycosid 20 optimiert, indem die
Reaktionszeit der Hydrierung auf zwei Minuten begrenzt wurde. Die Reaktion wurde
abgebrochen und der Reaktionsfortschritt durch DC tiberpriift. Dieses Vorgehen ist wichtig,
da die Aktivitdt des Katalysators je nach Charge und Alter sehr unterschiedlich sein kann.

Die Darstellung der a-PFP- aktivierten, B-tBu und Fmoc geschiitzten Asparaginsidure 56 fand
nach der in unserer Arbeitsgruppe etablierten Methode °') mit DCC und Pentafluorphenol
statt.

Die Umsetzung mit PFP- aktivierter Asparaginsdure 56 lauft mit teilweise sehr guten

Ausbeuten (42-85% inklusive der Z- Entschiitzung) ab.
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c AcO
AcO _MeOH . "5o
[20a]
0]
OBU | Et0Ac
PFPO v
NHFmoc
o [56]
OtBu
ACA(?CO /\Q\/ "’NHFmoc
Schema 5: Umsetzung des Glucosids 20 mit PFP- aktivierter Asparaginsiure 56.
Tabelle 3: Ausbeuten der Z-Entschiitzung und der nachfolgenden Kupplung mit Asparaginsiiure
Edukt Produkt Ausbeute
Ac 85%
0
AcO O/\Q\/NHZ
AcO
AcO 0
°® 0Ac 42%
o /\@\/ OtBu
NHZ & \
AcO o /\Q\/ NHFmoc
OAc 22
Ac OAG N 53%
Ao O \Hz ¢ Onc OtBu
O/_Q_/ 21 ACECO ::: “I'NHFmoc
N 12%
\©\/ otBu tiber drei
00@7\0 U INHEmoe Stufen
CCl
AcO OAcC 3
Ac 55%
AcO © O/\©\/NHZ OtBu
AcO
° HNAc Acgco /\Q\/ NHFmoc
30
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4.4 Aufbau von Neo-B-Glycotripeptidbausteinen

Fiir den Aufbau der Tripeptidbausteine 43, 44, 45 sollte zunichst ein Dimer aus ACHC 36
synthetisiert werden. Dazu musste zunédchst einmal die Aminosédure synthetisiert werden.

Da die Tripeptidbausteine Fmoc-geschiitzt vorliegen mussten, wurde zunichst versucht, die
ACHC-Dimere in Losung mittels einer Fmoc- tBu- Strategie darzustellen. Da die Einfiihrung
der Schutzgruppen als auch die Kupplungsreaktion nicht zufrieden stellend abliefen und
auBBerdem der synthetische Aufwand sehr hoch war, wurde nach einem Alternativweg
gesucht. Als weitere Mdoglichkeit gab es die Synthese mit Boc- Benzyl- Strategie, durch die in
sehr guter Ausbeute und mit méafigem synthetischen Aufwand ein ACHC- Dimer 40

160]

synthetisiert werden kann!'®” das dann auf Fmoc umgeschiitzt werden muss 42. Diese

Vorgehensweise erwies sich als praktikabel.

4.4.1 Synthese der B-trans-Aminocyclohexancarbonsaure [36]

Zunichst wird durch basenkatalysierte cis- trans- Isomerisierung mit anschlieBender

Hydrolyse  cis-Hexahydrophthalsdureanhydrid  in  trans-Hexahydrophtalsdure 32

umgewandelt. Dabei entstehet ein Racemat aus RR- und SS- Enantiomeren.!'®]

‘ ;

OH
” OH
. ///
o 1. NaOEt in 1(
EtOH RR 5
2. H,0, HCI
o [32]
(6]
O \\\\\“\
OH
OH
S, S

(0]

Schema 6: cis- trans- Isomerisierung und Hydrolyse von cis-Hexahydrophthalsiureanhydrid.

Dieses Racemat wird durch fraktionierte Kristallisation des Salzes aus (1R,2R)-

Hexahydrophthalsdure und (R)-1-Phenylethylamin gespalten.!'®"
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Die Abtrennung der Fraktionen muss in kleinen Schritten erfolgen, da nacheinander
ausfallende Fraktionen nicht unbedingt zuerst das eine und dann das andere Produkt liefern
missen, sondern auch der Fall eintreten kann, dass zuerst die (R,R)-Form ausfillt 33, dann
mehr oder weniger racemisches Produkt, dann vermehrt (S,S)- Form und danach nochmals
vermehrt (R,R)- Form, liegt die Vermutung nahe, dass hier auler thermodynamischen auch

kinetische Griinde eine entscheidende Rolle fiir die Kristallisation spielen. ['%%!

(0]
OH
", OH
///// 0
T
8 1.
OH
OH
B2 2. HCI, H,0 /(
R.R
20% °

[33]

Schema 7: Racematspaltung mit (R)-1-Phenylethylamin.!"*!

Die enantiomerenreine (R, R)-Hexahydrophthalsidure 33 wird durch Erhitzen mit Acetylchlorid
als Losungsmittel am RiickfluB in ihr Anhydrid 34 iberfiihrt '°", das nach Einengen und
Umkristallisation in CH,Cl, gelost wird und mit gasformig eingeleitetem Ammoniak
quantitativ zum Monoamid 35 reagiert, das als weiler Feststoff ausfillt und abgesaugt wird.
161 Das  Monoamid wird in  Acetonitril/Wasser 1:1  gelost und  mit
Phenyliod(IIT)bis(trifluoracetat) (PIFA) einem Hofmann-Abbau unterzogen. Nachdem
angesduert wurde, wird iiberfliissigem PIFA und lodbenzol ausgeethert und die wissrige
Phase wird einrotiert, wobei das ACHC 36 als Hydrochlorid in farblosen Kristallen ausfallt.

(164 Das Hydrochlorid ist gut lagerbar.
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0 o)
OH  CH,COCI .
“y, _~OH ",
[33] 1 quant \ [34]
o) o)
NH;
I
F3COCO~_.._-OCOCF;
|
0 0
1.
OH 1 Ha OH
‘v, ‘0, NH
N, *HCl K ’
0

Schema 8: Syntheseweg von der p-Dicarbonsiure zur p-Aminosiure.*!

4.4.2 Aufbau der Fmoc-(ACHC),- Dipeptide

Der Autbau der Dipeptide sollte nach der Fmoc- tBu- Strategie erfolgen, da diese auch fiir die
Verwendung in Festphasensynthesen geeignet ist und aulerdem zu den Zuckerbausteinen 24,
25, 26, 27, 31 orthogonal ist.

Zunichst einmal sollte daher versucht werden, die Fmoc-.*"* und tBu- geschiitzten ACHC-
Derivate 62, 63 darzustellen.

Deutlich grofere Probleme machte das /Bu- geschiitzte Derivat 62, das in der Literatur nicht
beschrieben ist.

Zur Darstellung tert-Butyl geschiitzter ACHC wurde diese zundchst am Aminoterminus Z-
geschiitzt 60 und mit diesem Derivat, dem Fmoc- Derivat sowie dem Hydrochlorid wurden
verschiedene Moglichkeiten zur Darstellung von tert-Butylethern getestet, wobei

ausschlieBlich das Verfahren mit Z-Schutzgruppe und POCl; das Produkt 61 lieferte.
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Tabelle 4: Versuche zur Darstellung von zert-Butylethern

Edukt Verfahren Ausbeute
Z-ACHC [60], Di-tert-butyl-dicarbonat, DM AP -
Fmoc-ACHC [63]
Z-ACHC [60], tBu-Trichloracetimidat, BF;«Et,O -
Fmoc-ACHC [63] Mikrowelle
Fmoc-ACHC [63] tert-Butanol -

H,S0Oy4, iso-Butylen Mikrowelle

ACHC*HCI [36] tert-Butanol -
H,SOy, iso-Butylen Mikrowelle

Z-ACHC [60] Pyridin, fert-Butanol, POCl; 67%

Fmoc- 63 / Z- 60 und rBu- 62 geschiitzte Derivate konnten weder mit TBTU/HOBt/DIEA,
noch mit EDC/DMAP oder TFFH/DIEA gekuppelt werden, so dass nach Alternativen gesucht

werden musste.

COOtBu
COOH
COO1Bu COOBu »
[63] m
"
Pd/C, H,, MeOH_ \\ ‘NHFmoc l
", - ", A\ CHOOH
/, /,
"NHZ "/NH,
[61] quant. [62] [42]
»
//NHFmoc

Schema 9: Zunichst geplante Dipeptidsynthese.

Dabei bot sich die bekannte Peptidsynthese mit Boc bzw. Bn- geschiitzter ACHC 37, 39 in
Losung an''®”), gefolgt von einer Umschiitzung auf Fmoc 42.

Dazu wurde zundchst ACHC mit Boc (81%) und anschlieBend mit Benzyl geschiitzt (87%)
38. Dies gelingt mit hervorragenden Ausbeuten und ist durch die Einfache Aufreinigung
durch Umkristallisation aus Hexan im Gramm-MafBstab sehr Okonomisch. Die Boc-

geschiitzte Produkt 37, 38 fallen sehr sauber als farblose Kristallnadeln an.
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COOH K2CO3_ COOH
H,0O/Dioxan
Boc,O o
‘e ///// ‘ ) ////
NH» [37] 81% NHBoc
[36]
BnBr COOBn
DBU
Benzol _
:lI/////N H B
[38] §7% o¢

Schema 10: Schiitzung der ACHC mit Boc- und Benzyl-Schutzgruppen

Die nachfolgende Boc- Entschiitzung l4uft quantitativ ab, iiberschiissige TFA und tert-
Butanol werden vollstdndig mit Toluol coevaporiert und Boc- und Bn- geschiitzte ACHC
werden in hervorragender Ausbeute (80%) mit EDC und DBU in DMF umgesetzt. Nach

wissriger Aufarbeitung lasst sich das Produkt aus Hexan umkristallisieren und féllt wiederum

in Kristallnadeln an.

COOBnN COOBn
20%TFA
DCM _
"/// 7
“/NHBoc I NH,
[38] [39] quantitativ
COOtBu COOBn
", EDC*HCI vy
NH, DMAP NH
[37] DMF
COOH
(0]
K I\ HBoc
[39] NHBoe [40]  80%

Schema 11: Darstellung des ACHC- Dimers.
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Da das Dipeptid 40 so nicht fiir die Kupplung an den Asparaginsiure- Baustein 24, 25, 26, 27,
31 zu gebrauchen ist, da die Schutzgruppen nicht orthogonal zueinander und zum
benzylischen Linkersystem sind, wird zunidchst komplett entschiitzt, indem 40 {iber Nacht in
Methanol Hydriert und so die benzyl- Schutzgruppe abgespalten wird. Nachdem das benzyl
entschiitzte Dipeptid 41a im Vakuum eingeengt ist, wird es ohne weitere Aufarbeitung in
20%TFA in CH,Cl, gel6st und fiir eine Stunde bei RT geriihrt. Das Produkt 41 wird eingeengt
und mit Toluol coevaporiert.

Das freie Dipeptid 41 wird dann ohne weitere Aufarbeitung in Aceton/Wasser gelost und im
stark alkalischen mit FmocOSucc geschiitzt.

Dieser Schritt ist problematisch. Speziell die geringe Ldslichkeit in fiir die Chromatographie
geeigneten Losungsmitteln und die schlechte Abtrennbarkeit durch Kristallisationsschritte
von tiberschiissigem Fmoc- Edukt machen Probleme.

So muss im Normalfall im préparativen Mallstab mindestens zwei Mal chromatographiert

werden.

COOBn COOH

[41b]
1. H,, Pd/C, MeOH

. /////
NH 2.20% TFA in DCM

O [::::::]/“l§§bo
‘ty, 7 //N HBoc ‘y ///
COOH
THF, NaOH [42]
FmocOSucc, H,O “u,
“IN 72 %

NaHCO, NH

:lI/////

[40]

I///
NHFmoc

Schema 12: Umschiitzung des ACHC- Dipeptids auf Fmoc.
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4.4.3 Aufbau der Neo-B-Glycotripeptidbausteine

Das Fmoc- geschiitzte ACHC- Dipeptid 42 lisst sich dann mit HOBt HBTU und DIEA in
sehr guten Ausbeuten (80-85%) mit den Bu- entschiitzten Asparaginsdurebausteinen 64, 65,
66 kuppeln. Dazu wird zunédchst das Fmoc- geschiitzte ACHC- Dipeptid [42] in trockenem
DMF gelost, die Kupplungssubstanzen und zuletzt nach etwa 5 min das freie Amin 64, 65, 66
zugegeben. Die Kupplung lduft innerhalb von ca. 20 min ab, der Umsatz wird mittels DC
kontrolliert. Das Rohprodukt féllt als weiller Feststoff aus, wenn die Reaktionslosung in
Wasser eingespritzt wird und kann abgesaugt werden. Die Glycotripeptidbausteine 43, 44, 45
lassen sich mit 2% MeOH in CHCl3 chromatographieren. In allen anderen fiir die
Chromatographie denkbaren Losungsmitteln sind sie kaum 16slich.

HPLC ist mit MeOH / CHCl; moglich und wurde mit einem Gradienten von 0 bis 20%
MeOH iiber 20 min durchgefiihrt.

Eine Kupplung mit EDC/ HOBt/ DIEA in DMF erbrachte nur 40 % Ausbeute bei deutlich
langerer Reaktionszeit, ist dem Verfahren mit HOBt/HBTU/DIEA also klar unterlegen.

OtBu
ACOCO /\Q\/ “/NHFmoc
[24]

20% Piperidin

: AcO "ty
in DMF AcO NH,

[64] OtBu

ZI

Schema 13: Fmoc- Entschiitzung der Asparaginsiurebausteine.
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COOH

OAc

O

‘7,
OtBu //N H

0 H +
AcO N "y
AcO o) NH, o
OAc 0
"
//N HFmoc
[42]
(0]
OAc
OtBu
Q H
AcO N~ 1y
AcO o g NH
OAc
HOBt (¢}
HBTU
DIEA, DMF . 85% I///N y
[43]
0
“
” NHF moc

Schema 14: Darstellung der Glycotripeptidbausteine.

(0]
OAc
OAc OtBu
-0 H
N« '
AcO c” N

AcO (0] o)
(0]
80%
[45] "INH
AcO OAc 10
(0]
(0]
OtBu "
AcO //N HFmoc

H
Ohe NN
o)
o)
o
80%
/,
[44] NH
o
I/ /
NHF moc

Schema 15: Weitere Glycotripeptidbausteine mit Mannose und Galactoseseitenkette.
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4.5 Aufbau von Neo-B-Glycopeptidoligomeren

Die Glycotripeptidbausteine 43, 44 werden nach Standartverfahren mit 20% TFA in CHCl;
iiber 18h bei RT 7Bu- bzw. mit 20% Piperidin in DMF {iber 2h bei RT Fmoc- entschiitzt. Das
so erhaltene freie Amin wird mit der freien Sdure wieder mit dem schon etablierten Verfahren
aus 4.4.3 mit HOBt/HBTU/DIEA in DMF umgesetzt. Die Reaktion lauft wieder erstaunlich
schnell ab und ist nach ca. 40 min beendet.

Wie schon bei den Tripeptidbausteinen 43, 44, 45 fillt beim langsamen injizieren in Wasser
ein weiller Feststoff aus, der sich nach Trockensaugen und erneutem Losen in CHCl; und
trocknen mit MgSOj4 hervorragend mit 4% MeOH in CHCl; chromatographieren lédsst. Das

Produkt 46, 47 fillt dabei als extrem scharfe Bande ohne erkennbare Verunreinigungen an. Es

geliert beim Eindampfen.
OAc. OAc
AcQ
OAc
0
o}
[44]
NH
oc
< < N
FmocHN NH NH (@)
o (0] OtBu
|
20% TFA 20% Piperidin
CHCl, DMF
[
HOBt, HBTU
DIEA, DMF
OAc OAc
AcO AcO
AcO OAc AcO, OAc
~0 ~0
o o
[47]
NH NH
oc oc
N N < < N N
FmocHN NH N:—>’NH NH NH o}
o} o} o} o o} OtBu

60%
Schema 16: Darstellung der Hexaglycopeptidbausteine, hier mit Mannoseresten.
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OAc OAc
AcO AcO
OAc OAc
AcO 0 AcO 0)
O 0]
[46]
NH NH
oC oC
N N < N N <3
FmocHN NH N:_>’ NH NH NH o)
(0] (0] 0] o) (0] OtBu
62%

Schema 17: Hexapeptid mit Glucoseresten

Die Hexapeptide 47 ihrerseits konnen wieder, wie schon bei den kleineren Peptiden
beschrieben, nach Standartverfahren mit 25% TFA in CHCIl3 iiber 12h bei RT fBu- bzw. mit
20% Piperidin in DMF iiber 12h bei RT Fmoc- entschiitzt werden. Dabei ist eine
Reaktionskontrolle mittels DC unbedingt nétig, da die zur Entschiitzung nétigen Zeiten mit
steigender Kettenldnge stark zunehmen. Auf ein vollstindiges Entfernen der Reagenzien
mittels Coevaporation mit Toluol ist grof3te Sorgfalt zu legen.

Die Hexapeptide werden mit den Standardmethoden aus 4.4.3 mit HOBt/HBTU/DIEA
gekuppelt und wissrig aufgearbeitet wie schon beschrieben. Die Abtrennung des Produktes
49 mittels Sdulenchromatographie erbringt keine zufrieden stellenden Ergebnisse, aber das
Produkt lésst sich gut mittels HPLC mit MeOH / CHCl; mit einem Gradienten von 0 bis 20%
MeOH {iber 20 min abtrennen.
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Piperidin 20% 20% TFA
DMF CHCL4

|
HOBt, HBTU
DIEA, DMF

OAc OAc OAc
AcQ

OAc ACO OAc AcO OAc AcO
OAc OAc ~OAc OAc
o) o) o)
[49]
o \ o \

40%
Schemal8: Synthese des Dodecaglycopeptids mit Mannoseresten

Die synthetisierten Glycopeptide 46, 47, 49 mussten flir die Durchfiihrung von Affinititstests
vollstindig entschiitzt werden. Dazu wurden nach Standartverfahren mit 25% TFA in CHCl;
tiber 12h bei RT die ¢Bu-, mit 20% Piperidin in DMF iiber 12h bei RT die Fmoc-
Schutzgruppe entfernt. AnschlieBend wurden die Acetylschutzgruppen abgespalten.

Fir die Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde eine 5 M ammoniakalische
Methanollosung verwendet und die Losung liber Nacht bei RT gertihrt.

Die Massenbestimmung ergab keinen Hinweis auf verbliebene Schutzgruppen.

Die entschiitzten Produkte konnten nicht chromatographisch aufgereinigt werden, was durch
den amphiphilen Charakter der Helix zu erkldren ist. Eine wissrige Aufarbeitung durch

Ausschiitteln der wissrigen Losung gegen Diethylether war aber erfolgreich (62 — 70%).
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OAc OAc OAc OAc
A OAc AcO OAc Ac OAc AcO OAc
OAc ¢ OAc ¢ OAc ¢ OAc
o) o] o) o)
[49]
0. o) (@)
NH NH NH NH
fo]@ ocC ocC, oG
N < N N < N < N N N < N
FmocHN NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH o
o o o o o o o o o o o OtBu
1.20% TFA in DMF
2.20% Piperidin in DMF
3.5M NH, in MeOH
OH OH OH OH
HO OH H OH HO OH HO OH
OH <OH ~OH <OH
yel 0 o 0
[5 1] 0. O. O O.
NH NH NH NH
o] oC, oC, ocC
N N N N N N < N < N N SN,
H2N NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH COONHs
¢ o o o) o) o o o o o o
60%

Schema 19: Komplette Entschiitzung der Glycopeptide
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4.6 Spektroskopische Untersuchung der Konformation der Neo —

Glycopeptidoligomere mittels NMR

4.6.1 NMR-Auswertung des voll geschiitzten Glucose- Hexaglycopeptids
46

Von der zu untersuchenden Substanz 46 wurden H-H-COSY, TOCSY, NOE mit 500ms und
700ms mixing time, sowie HSQC und HMBC- Spektren aufgenommen.

Die Sequenzzuweisung musste mittels NOE erfolgen, da die Carbonylsignale wegen der
Acetylschutzgruppen nicht aufzuldésen und so eine Sequenzanalyse mittels HMBC nicht
moglich war.

Die Zuweisung der Signale nach der Sequenz erfolgte mittels eines ,,Gangs* entlang des
Riickgrates, wobei die NOE- Signale der NH-Protonen mit Ca (i)und Ca (i-1) verwendet und
mit den TOCSY- Daten abgeglichen wurden. Die NOE- Signale, die auf diese Weise nicht
zugewiesen wurden, passten perfekt mit den fiir eine 14-Helix zu erwartenden Daten einer
[132]

Kopplung iiber den Raum {iiberein.

Folgende short range NOE- Daten wurden zur Sequenzzuweisung verwendet:

0)

1 1
o XM L
/U\O © )J\o o

()

Schema 20: Short-Range-NOE-Signale am Riickgrat benachbarter Protonen.
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Die Abbildung 34 zeigt, dass die Amid- Protonen der Peptidkette immer mit Ho und Hp (i)
und mit Ha (i+1) koppeln. So kann ein liickenloser ,,Gang® entlang des Riickgrates
unternommen werden kann.

Die nach dieser Zuweisung im verwendeten Bereich iibrigen Signale kénnen also nicht durch
aufgrund ihrer Primérstruktur in rdumlicher Nédhe zueinander liegende Protonen zustande
kommen, sondern miissen durch aufgrund ihrer Sekundirstruktur angendherte Protonen

entstehen.
Folgende long range NOE- Signale tiber den Raum konnten beobachtet werden:
O O>/ Q
£, {0

U et
)j\oo )j\oo

[46] 0 3

Schema 21: Long-Range -NOE-Signale

Die vorrangige Kopplung zwischen NH (i) und NH(i+3) deutet darauf hin, dass es sich bei der
Sekundarstruktur um die gewiinschte 14-Helix handelt.

Ein weiteres Indiz ist die Kopplung zwischen den beiden O-benzylischen Gruppen der Spacer.
Die beobachtete Struktur ldsst auf folgende Wasserstoffbriicken schlielen, durch die die 14-

Helix stabilisiert wird.



Dissertation Jan Horzer -56 -

Schema 22: Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der beobachteten 14-Helix.

Bei der Vermessung der entschiitzten Derivate 48, 50 ergaben sich spektroskopisch kaum
l6sbare Probleme, da ein Grof3teil der Signale zusammenfillt und nicht mehr auflsbar ist. Die
wenigen verwendbaren NOE- Signale wiirden mit einer Helixstruktur iibereinstimmen, jedoch
sind die Indizien so gering, dass eine gesicherte Aussage auf dieser Basis nicht getroffen
werden kann.

Allerdings finden sich in der Literatur einige Anhaltspunkte, die fiir die Hypothese einer
wasserloslichen und in Wasser stabilen Helixstruktur sprechen.

Methanol ist ein Losungsmittel, das die Helixbildung stark unterstiitzt, wobei, wie bei a-

Helices und Turns auch, die Stabilitit in Wasser stark herabgesetzt ist. (31 [16>] P8I [7111166]

Jedoch ist bekannt, dass B-Peptide, die ACHC enthalten auch in Wasser 14- Helices

ausbilden, die, je mehr ACHC sie enthalten, umso stabiler werden.[?1 7]

Da die Zunahme der Seitenketten-Polaritiit eine erhdhte Stabilitit der Helix bewirkt (1671 [168]

[169] [86] [170] [171] [172] [173] [82]

, wenn sich dabei die hydrophoben Seiten aneinanderlagern kénnen

(821 74T 1190 pann davon ausgegangen werden, dass das Peptid trotz der schwachen Indizien

seitens des NOE-Spektrums als Helix vorliegt.
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4.7 Aufbau einer Glycopeptidbibliothek

Bei der Synthese groBerer Peptide tritt das Problem der Aufreinigung nach jeder
Synthesestufe in den Vordergrund, da chromatographische Schritte immer mit einem hohen
Zeitaufwand und einem Ausbeutenverlust einhergehen. Mit der Erfindung der Merrifield-
Festphasensynthese an funktionalisierten Polystyrolkiigelchen 1963 71 [761 hat die
Festphasensynthese in weiten Bereichen die Losungssynthese von Peptiden verdriangt.

Dabei wird meistens der C-Terminus der ersten Aminosédure der Sequenz direkt an den festen
Trager gebunden und daran durch eine orthogonale Schutzgruppentechnik eine definierte
Sequenz aufgebaut.'”’! Der groBe Vorteil dieser Methode ist, dass man durch grofBe
Eduktiiberschiisse das Reaktionsgleichgewicht zum Produkt hin verschieben kann und das
Produkt hinterher durch einfache Waschschritte von den Reaktanden getrennt werden kann.
Oft kann das Edukt so wieder verwendet werden.

Die Festphasensynthese wurde seit den achtziger Jahren stark weiter entwickelt und durch die
Synthese neuer Harze, Membranen, Linker und Kupplungsreagenzien immer effektiver
gemacht, so dass heute viele Festphasensynthesen nach standardisierten Verfahren

automatisch ablaufen.['”81 [17°]

[180 181] [182]

Nach und nach wurden auBer Peptiden auch Oligonucleotide!"*” und Oligosaccharide!
dargestellt.

Viele der so dargestellten Substanzen zeigen biologische Aktivitit und viele haben auch
schon klinische Tests durchlaufen. !'**!

Die Moglichkeit, auf einer Harzkugel eine einzelne Substanz aufzubauen hat dazu gefiihrt,
dass in den letzten Jahren vermehrt durch die so genannte ,,Split and combine®- Technik
groBe Substanzbibliotheken herzustellen.!'®"

Mit dieser Methode lassen sich biologische Tests einer Vielzahl von Verbindungen
durchfiihren, jedoch ist man bei einem positiven Testergebnis gezwungen iliber aufwendige
Methoden die jeweilige Sequenz auf dem entsprechenden Harzkiigelchen zu ermitteln.

Um diese Problematik zu umgehen, macht es Sinn, die entsprechenden Sequenzen in rdumlich
getrennten Reaktoren in einer ,,Parallelsynthese® darzustellen, wobei die Sequenz immer
bekannt bleibt.

(186 praktisch

Eine weitere Vereinfachung brachte die 1988 von R. Frank !"® und J. Eichler
gleichzeitig entwickelte Synthese auf derivatisierten Cellulosemembranen. Dabei werden die
Reaktanden als Tropfen aufgebracht, so dass Punkte entstehen, daher der Name ,,Spot-

Synthese®, die so weit voneinander entfernt sind, dass es sich bei jedem Punkt um einen
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eigenen Reaktor mit einer eigenen Sequenz handelt. Dieses Verfahren ist also auch eine

[187) Sie hat den Vorteil, dass bei sehr geringem Verbrauch an Edukt eine

Parallelsynthese.
Vielzahl von Substanzen auf einer Oberfliche synthetisiert werden, und dass bei
Pipettiervolumina zwischen 0,5 und 3 pl genug Produkt entsteht, um eine Analytik mittels
MALDI-TOF oder HPLC-MS durchfiihren zu kénnen.!"*"!

In den Letzten Jahren sind immer neue planare funktionalisierte Polymermembranen auf den
Markt gekommen und es wurden viele Bibliotheken auf funktionalisierten Glasplatten
aufgebaut.['* 1]

Dabei ist eine Miniaturisierung moglich, so dass so genannte ,Biochips®“ heute
Substanzbibliotheken von bis zu 200000 Spots aufweisen.!'”’! Dabei werden lediglich pMol
an Eduktsubstanz bendtigt.["*

Durch Festphasensynthese hergestellte Oligosaccharid- und Glycopeptidbibliotheken stehen
wegen der oft groflen synthetischen Probleme noch ganz am Anfang der Entwicklung, wobei
auch hier Fortschritte erzielt worden sind.!'*1 101 [19411193]

Deshalb werden Oligosaccharide oft in Losung aufgebaut und erst anschlieend auf einem
Glastriger immobilisiert.["?® (P71 [19%]

Ein groBer Fortschritt in der Glycopeptidsynthese war die Idee von Meldal, die gut etablierte
Fmoc- Strategie aus der Peptidsynthese auf vorher glycosylierte, PFP- aktivierte Aminoséuren
anzuwenden und so die sehr schwierige nachtrigliche Glycosylierung der Peptide zu

[199

vermeiden."™ Diese Synthese ist gut automatisierbar und es war durch ,,split and combine*-

Technik moglich, eine Heptaglycopeptidbibliothek mit 300000 Substanzen zu

o 200] [201
synthetisieren.!?*" 201]
oH OH H
0 Q Q
HO H F HO' F HO F
HO F F
NH O (0] OH F F OH F. F
)\ 0 HOX o 0 )
o 0 F o J\H‘\o F J\H‘\o F
0. NH F 0. NH F O, NH F
OH
Y HO Y Y
(@] o} (6]

0 0

Abbildung 33: Meldals glycosylierte PFP- aktivierte und Fmoc- geschiitzte Aminosiuren.!"”

Hummel P® gelang die Spotsynthese von Glycopeptiden mit kohlenhydratderivatisierter

(20211199 2 eine Zellulosemembrane nach Frank/

Asparaginsdure, die mittels PFP- Aktivierung
Eichler angebunden wurde. Dabei wurde allerdings im Gegensatz zu unserem System die a-

Carboxylfunktion aktiviert und der Zuckerrest iiber die f-Carboxylgruppe angebunden.®
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AcO
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Abbildung 34: Baustein fiir eine Glycopeptid- Spotsynthese nach Hummel. ©*°

In unserer Arbeitsgruppe waren schon dhnliche Substanzbibliotheken mit S- Glycopeptiden

aufgebaut worden. ! Dabei wurden Kettenlingen bis zu fiinf Bausteinen dargestellt.

OAc

OAc
-0

AcO COOtBu

AcO

ZT

S NHFmoc

Abbildung 35: Beispiel eines in unserer Arbeitsgruppe zum Aufbau von Spot- Bibliotheken
synthetisierten Bausteins.""!

4.7.1 Derivatisierung von Cellulosemembranen

Die Cellulosemembran wurde mit Epibromhydrin funktionalisiert und das entstehende
Bromid mit einem aus 4,7,10-Trioxa-1,13-Tridecandiamin bestehenden ,,Safety Catch
Linker“*®, der die Aufgabe hat, fiir den notigen Abstand zur Membranoberfliche zu sorgen,
umgesetzt. Die freie Aminogruppe kann an dieser Stelle schon mit einem Aktivester
umgesetzt werden. Um sich aber die Moglichkeit eines Abldsens von der Membrane
vorzubehalten, wurde zusdtzlich ein orthogonal zur Fmoc- Strategie spaltbarer Linker
eingefiihrt. Dabei wurde der Rink-Amidlinker verwendet, der sich in TFA- Dampf problemlos

spalten lasst und sich in Vorversuchen als praktikabler als ein Photolinker erwiesen hatte.**”!
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Abbildung 36: Shematische Darstellung der Derivatisierung der Cellulosemembran mit Safety Catch- und
Rink-Amid-Linker.
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Abbildung 37: Abspalten des Rink-Linkers mit TFA.

Um sterische Hinderungen in der Nidhe des Linkers zu vermeiden, wurde als erste
Aminosdure Fmoc-Gly-OPFP an den Linker gebunden. Die Membranen wurden Fmoc-

geschiitzt im Dunkeln gelagert und erst kurz vor ihrer Verwendung entschiitzt.

(OAc),

5M NH;
in MeOH]

HN"  |120% Piperidin
in DMF

Y

NHFmoc

0]

TFA-Dampf O\/NH

L/

Abbildung 38: Orthogonale Schutzgruppen- und Linkerstrategie fiir die Spotsynthese.
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4.7.2 Aus Monomerbausteinen

Da durch die Aktivierung mit Pentafluorphenol in Vorversuchen 2% (201 1137]

gute Ergebnisse
bei dhnlichen Spotsynthesen erzielt wurden, und da die entsprechenden Aktivester isolierbar,
lagerbar, und ohne Hilfsbase umsetzbar sind, sollte der Aufbau einer Glycopeptidbibliothek
aus monomeren Asparaginsdurebausteinen 24, 25, 26 auch mit dieser gut etablierten Methode
versucht werden."”!

Dazu muss die Carboxylgruppe der Bausteine 24, 25, 26 zuerst einmal mit TFA entschiitzt

werden und mit DCC und Pentafluorphenol zum Pentafluorphenylester 57, 58, 59 umgesetzt

werden.
0]
OtBu
AC,g)co ',/NHFmoc
[24] .
F F
(0]
1.20% TFA in CHCl, 0] F
2. DCC, PFP, EtOH y F
> AC/.C\)CO /NHFmoc

[57] 80%

Schema 23: Aktivierung der Asparaginsiurebausteine mit Pentafluorphenol.
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Tabelle 5: Ausbeuten der Pentafluorphenolaktivierung der Bausteine

Edukt Produkt Ausbeute

OtBu j:i[
ACA?CO /\Q\/ /NHFmoc 80 %
/\Q\/ “/NH

[24] ACAOCO Fmoc
[57]

Ac
AcO OtBu

- & v %* oW, ﬁﬁ nr

[59] AcO

-n

AcO

AcO HFmoc
[58]

F
OAc OtBu j;i[
-0,
AcO 70 %
N

[25]

Die Pentafluorphenylester werden dann als 0.1 molare Losungen mit HOdHbt auf die
Membrane aufgetragen. Die Bausteine reagieren dann mit den freien Aminogruppen der
Membrane zu Amiden.

Da trotzdem keine Reaktion zu 100% abléuft, schliefit sich an jeden Kopplungsschritt ein
Abbruchschritt an, der {ibrig gebliebene Funktionen auf der Oberfliche durch quantitative

Reaktionen so derivatisiert, dass beim nédchsten Schritt keine falsche Sequenz entstehen kann.
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Waschen +
Trocknen

Fmoc-
Entschiitzung

Bromphenolblau- Bromphenolblau-
Lest Test
Acetylieren

Abbildung 39: Schema eines Spotsynthese- Zyklusses

Von besonderer Wichtigkeit sind bei der Spotsynthese die Waschschritte. Dabei hat sich
bewihrt, nach dem Spotten zweimal 5 min mit DMF zu waschen und, um bei nicht
vollstindig abgelaufener Synthese noch eine Wiederholung des Kupplungsschrittes
vornehmen zu konnen, die zweite Waschlosung kurz mit Bromphenolblau anzufarben. Bei
nicht vollstandiger Reaktion erfolgt dabei eine blaue Anfarbung der Spots. Bei nur ganz
leichter Anfarbung kann dann ohne zu trocknen direkt acetyliert werden. Danach muss ein
mal 1 min und drei mal 5 min mit DMF gewaschen werden. Mdchte man sicher gehen, dass
alle librigen Aminogruppen acetyliert sind, kann man genau wie im letzten Schritt mit
Bromphenolblau testen.

Nach der Fmoc-Abspaltung mit Piperidin kommt der wichtigste Waschschritt, da schon
kleinste auf der Membrane verbleibende Spuren von Piperidin zu einer Fmoc-Abspaltung
wihrend des Spot-Schrittes und damit zur Bildung einer Fehlsequenz fithren kénnen. Dabei
haben sich fiinf Waschschritte mit DMF und drei anschlieBende Waschschritte mit Methanol
als praktikabel erwiesen. Ethanol ist deutlich schlechter geeignet aber unter Umstdnden
wegen der geringeren Toxizitdt doch eine Alternative.

Fir alle Wasch- und Reaktionsschritte mit Losungsmittelbddern wurde auf einem

Orbitalschiittler in Kristallisationsschalen gearbeitet.
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ﬂ
HNK o
(fO
-
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Acetylieren ,

Schema 24: Ablauf der Spot- Synthese mit PFP- aktivierten Asparaginsiurebausteinen.

Nach dem letzten geplanten Kupplungsschritt wird die Aminogruppe entschiitzt und

anschlieBend mit AcOAc in DMF acetyliert. Damit ist die Aminogruppe dauerhaft geschiitzt.
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Anschliefend wird die Membran fiir 14 h in 5SM methanolischer Ammoniaklésung acetyl-
entschiitzt.

Nach diesem Schritt kann die Membran fir Lectintests verwendet werden.

o)
N,
o/\O\/ NHAC
H
N
0
H
N
HO% (0] m
/\O\/ O
H
N
o}
H
N

Abbildung 40: Fertig aufgebautes und entschiitztes Glycopeptid.

Soll eine weitere Analytik erfolgen, wird der Rink-Amid-Linker durch inkubieren der

Membran in TFA- Dampf abgespalten.

Im abgebildeten MALDI-TOF — Spektrum sieht man deutlich das gewiinschte Tetramer,
jedoch sind auch Kettenabbruchprodukte nach zwei und drei Zyklen zu erkennen. Auflerdem
ist noch ein Peak des Pentamers zu sehen. Dieser Peak ist nur dadurch zu erklédren, dass die
Fmoc- Schutzgruppe bei einigen Ketten wihrend eines Kupplungsschrittes entschiitzt worden

sein muss, was zu einer Doppelkupplung gefiihrt haben muss.
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Abbildung 41: Maldi-Tof Massenspektrum des Tetramers aus Abb. 45 mit vier Mannoseeinheiten.

4.7.3 Versuch einer Ubertragung der Synthesestrategie auf

Trimerbausteine

Die Ubertragung dieses Synthesekonzepts auf helixformige Glycopeptide, wie sie vorher in
Losung synthetisiert worden waren, erschien von Anfang an fraglich. ACHC ist als extrem
sterisch anspruchsvolle Aminosdure bekannt, speziell, wenn eine Fmoc- geschiitzte ACHC an
den C- Terminus einer weiteren ACHC gekuppelt werden soll. Dabei sind die Ausbeuten
speziell fiir eine Spotsynthese, deren Produkte direkt auf dem Trager und nicht erst nach
aufwendigen Reinigungsschritten iiber HPLC getestet werden sollen mit Ausbeuten zwischen
40 und 80% pro Kupplungsschritt zu niedrig. Die einzig bekannte Moglichkeit, an festen
Phasen, hier Wang- Harzen, passable, wenn auch immer noch zu niedrige bis 80% Ausbeuten
pro Kupplungsschritt zu erreichen, ist die Verwendung einer mikrowellengestiitzten

Synthese.”>! 6]

Auch auf Cellulosemembranen sind mikrowellengestiitzte Spot- Synthesen bekannt. 2
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Da auch die Trimerbausteine aufgrund ihrer Schutzgruppenstrategie potentiell fiir
Umsetzungen in einer Festphasensynthese geeignet sind und durch vorziehen von zwei von
drei Kupplungsschritten in die Losungssynthese zumindest die Anzahl der Kupplungsschritte
an der festen Phase relativ gering wire, war die Spotsynthese zumindest einen Versuch wert.
Allerdings lieBen sich die Trimerbausteine 43, 44, 45 mit keiner der getesteten Methoden an

die feste Phase anbinden und auch Versuche, sie direkt an den Safety Catch Linker oder direkt

an den Rink-Linker zu binden schlugen komplett fehl. !

Es konnten also mit Hilfe der Spotsynthese keine Substanzbibliotheken aufgebaut werden, die

207]

den in Losung aufgebauten Glycopeptiden entsprachen.

Mit folgenden Kupplungsreagenzien wurden Kupplungsversuche unternommen:

Tabelle 6: Kupplungsmethoden, die zur Kupplung der Tripeptide erprobt wurden.

Diese Kupplungsmethode wurde auch unter
1. HOBt, HBTU, Zusatz von 10 Agivalenten LiCl mit
DIEAP 1208] verschiedenen Zeiten und Leistungen in der
Mikrowelle durchgefiihrt.
Diese Kupplungsmethode wurde bei
2. HOBt, DIEA verschiedenen Temperaturen von
20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt.
Diese Kupplungsmethode wurde bei
3. TBTU, DIEA verschiedenen Temperaturen von
20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
4, EDC, HOBT, verschiedenen Temperaturen von
DIEA 121011213 20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
5. DIC, PFP, HODhbt, verschiedenen Temperaturen von
DIEA 20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt.
Diese Kupplungsmethode wurde bei
6. BOP, DIEA verschiedenen Temperaturen von
20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
7. PyBOP, DIEA™ '] | verschiedenen Temperaturen von
(212] 20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
8. HATU, HOBt, verschiedenen Temperaturen von
DIEAIHOOTBIRI 190100 C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
9. TFFH, DIEA %] verschiedenen Temperaturen von
20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
Diese Kupplungsmethode wurde bei
10. BOP, EDC, DIEA verschiedenen Temperaturen von
20-100" C im Trockenschrank durchgefiihrt
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4.8 Lectintest

1936 wurde ein Protein aus Canavalia ensiformis isoliert, das zur Agglutination von

Blutzellen fiihrte. Diese Agglutination erfolgte selektiv und analog zu den von Landsteiner

1908 entdeckten Blutgruppen.

In diesem Zusammenhang wurde wegen der Spezifitit das erste Mal von Lectinen

gesprochen. Heutzutage werden unter Lectinen Proteine verstanden, die spezifisch, nicht

kovalent und reversibel an Glycane anbinden konnen, ohne enzymatisch aktiv zu sein und

ohne durch eine Immunreaktion induziert worden zu sein.

Sie konnen eine oder mehrere CRDs (Carbohydrate Recognition Domain) besitzen, man

spricht dabei von Mono- oder von Multivalenz. Dadurch ldsst sich auch die Agglutination von

Blutzellen erkldren, wobei multivalente Lectine als ,Briicken® zwischen den

Oberflachenglycanen mehrerer Zellen binden. Diese Agglutination kann durch Zugabe der

jeweils spezifischen Zucker verhindert werden.

Lectine sind in fast allen Lebewesen und in Viren zu finden. Sie erfiillen dort die

unterschiedlichsten Aufgaben.

Diese reichen von Erkennungsprozessen zwischen Zellen, Zellen und Antikorpern, Erkennung

von Zellen durch Viren bis hin zur Erkennung einzelner Molekiile innerhalb und auf3erhalb

der Zelle wie etwa Glycopeptide oder Hormone.[*'>1 2141 1217]

Sie sind wissenschaftlich von groBem Interesse, um aufgrund ihrer Spezifitdt Untersuchungen

an komplexen Oligosacchariden und Glycopeptiden vorzunehmen, sowie um Verdnderungen

an Zelloberflichen aufgrund physiologischer Prozesse und Krankheiten wie z.B. Krebs zu

detektieren.

Lectine sind heutzutage in groBBer Auswahl im Handel erhéltlich, sie werden entweder durch

Affinitdtschromatographie aus Organismen isoliert, oder sie werden durch rekombinante

DNA- Techniken gewonnen.

Die Anbindung kommt durch verschiedene Effekte zustande!*'®! 12191

e Wasserstoffbriickenbindungen

e durch Wassermolekiile vermittelte Wasserstoffbriicken

e koordinative Wechselwirkungen mit divalenten Ionen wie Ca’" oder Mn*" und
Carbonylgruppen, wobei die benachbarte NH;- Gruppe eine
Wasserstoffbriickenbindung zu einer Zucker- OH-Gruppe ausbildet.
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ionische =~ Wechselwirkungen = zwischen = geladenen = Zuckergruppen  und
Aminofunktionen der Aminoséduren des Lectins, wobei Wasser als Briicke dient.
Nichtpolare Wechselwirkungen zwischen unpolaren Bereichen des Zuckers (B-Face)

und aromatischen Resten von Tryptophan oder Phenylalanin in der Bindungstasche.

~ao
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Asn

Abbildung 42: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Mannose und Aminosiureseitenketten des

Mannose bindenden Lectins Concanavalin A.?*"

Trotzdem sind sie im Vergleich mit anderen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen als schwach

einzustufen. Die Bindungsenergie liegt z.B. fiir Concanavalin A bei 5.3 kcal/mol.!

221]

Die Affinitdt eines Lectins zu einem Monosaccharid wird durch die Affinitit zu einem

multivalenten Liganden um bis zu drei Zehnerpotenzen iibertroffen. Das ist durch eine

einfache Addition der Bindungskonstanten nicht zu erkldren. Hier spielen zusétzlich

verschiedene Effekte eine Rolle:

Durch die  Verdringung von  Losungsmittelmolekiilen  entsteht  eine
Entropievergroflerung.

Die Mehrfachbindung (Chelateffekt) verhindert beim statistischen Bruch einer
einzelnen Bindung den kompletten Bindungsverlust zum Liganden.

Hohe Ligandenkonzentrationen begiinstigen die statistische Maoglichkeit einer
Riickbindung.

Durch Anndherung der Liganden werden die Rezeptoren ausgerichtet.

Lectine sind von der Struktur her sehr unterschiedlich, wobei sich pflanzliche Lectine deutlich

starker voneinander unterscheiden, als tierische Lectine. Trotzdem gibt es auch bei Pflanzen
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teilweise grofBle Strukturiibereinstimmungen, die oft zur Identifizierung neuer Lectine
beitragen.

Die Einteilung der Lectine erfolgt zundchst einmal in pflanzliche und tierische Lectine.
Pflanzliche Lectine werden ihrerseits wieder nach ihrer Affinitit zu verschiedenen Zuckern
eingeteilt (Mannose, Galactose/N-Acetylgalactosamin, N-Acetylglucosamin, L-Fucose und
N-Acetylneuraminséure).

Pflanzliche Lectine sind nicht membranstdndig, sondern 16slich und bestehen aus mindestens
zwei, oft aber drei oder vier Untereinheiten mit oft jeweils mehreren CRDs, was ihre
Féhigkeit z.B. zur Himaglutination erklart.

Thre Aufgaben liegen vor allem in der Abwehr von Fressfeinden und Krankheiten.??2 122

pflanzliche Lectine

Mannose ||Gallactose/N-Acetyl-[ | N-Acetyl- L-Fucose N-Acetyl-
galactosamin glucosamin neuraminsaure

Abbildung 43: Einteilung pflanzlicher Lectine

Tierische Lectine werden in drei Grundgruppen unterteilt: S- Typ, C- Typ und P-Typ-

Lectine.

Die S- Typ-Lectine oder auch Galectine binden Galactose und sind fiir die Zelladhésion
[24]

notig.
Die C-Typ-Lectine benétigen fiir eine Anbindung Ca”"- Tonen (siche Abb.42)

Sie sind durch eine Bindungsdoméne mit konservierter Aminosduresequenz charakterisiert,
wobei ein Teil ausschlieBlich und ein anderer in Verbindung mit Ca*" an den Zucker bindet.
Sie werden ihrerseits noch einmal in Untergruppen aufgeteilt:

-Endotheline Lectine sind membranstindige Rezeptoren, die z.B. fiir die Phagocytose bei
Makrophagen notwendig sind.

-Collectine besitzen C- Lectin-CRDs die an kollagene Strukturen gebunden und 16slich sind.
Beispiele sind die MBPs (Mannose binding Proteins) im Serum und die SP-A und SP-D

(surfactant Protein A and D) in der Lunge.
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- Selectine sind eine Gruppe von drei membrangebundenen Lectinen, die die Adhdsion von
Leukozyten an Endothelien vermitteln:**"

L-Selektin: Ein Zelladhédsionsmolekiil, das auf Lymphozyten vorkommt.

P-Selektin: kommen auf Endothelzellen und Blutplittchen vor. Sie vermitteln die Adhésion
von Leukozyten und Blutplittchen an Entziindungsstellen. P-Selektine Binden an
Transmembranmolekiile woran N-Glycane mit terminaler Sialinsdure gebunden sind.
E-Selektin: kommen auf Endothelzellen vor. Sie vermitteln die Adhésion von Leukozyten an
Entziindungsstellen. E-Selektine binden an Transmembranglycoproteine mit einer Mucin-
dhnlichen Struktur woran O-Glycane mit terminaler Sialinsdure sowie Tyrosinphosphat

gebunden sind.[??>! (2261 227]

Die P-Typ Lectine besitzen einen als Mannose-6-phosphat bezeichneten Rezeptor. Sie sind

fiir den Vesikeltransport aus dem trans- Golgi in die Endosomen und fiir die Detektion und

Aufnahme lysosomaler Enzyme aus dem extrazelluldren Medium verantwortlich.?**]
tierische Lectine
S-Typ C-Typ P-Typ

Endotheline Lectine | Collectine | Selectine

| |
L-Selectin E-Selectin P-Selectin

Abbildung 44: Einteilung tierischer Lectine.

4.8.1 Lectintest der Bibliothek

Zum Testen der Glycopeptide wurden zwei Mannose bindende Lectine ausgewihlt:1#*"!

e Das Concanavalin A, das Mannose besser als Glucose, jedoch nicht nur spezifisch
Oligomere, sondern auch Monomere erkennt.
e Das GNA aus Galantus nivalis, das Man-a-1,3-Man Oligomere erkennt und kaum

Affinitit zu Monomeren aufweist.[>>% (231112321
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Die Lectine wurden Peroxidase labeled verwendet. Zur Sichtbarmachung wurde die
Farbreaktion mit AEC und H,O, verwendet, bei der durch Oxidation ein roter, in Wasser

unloslicher, durch Methanol aber auswaschbarer Farbstoff entsteht.

HoN

AEC N

/ '/, H,0,
Q\ j' Peroxidase

Zucker Lectin-POD \

/

\
Wousters Rot

CoHs

OH"

Abbildung 45: Farbtest mit 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) und Wasserstoffperoxid.
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TR ' Y
131 121 111
Glu
132 122 112 Gal Glu
133 123 113 Man
231 221 211 Glu
232 2221 1212 Gal Gal
3. Zyklus [ 233 223| 213 Man
331 321 311 Glu
1.Zykl
yKlus 332 322 312 Gal Man
e 333 323 313 Man
) ___/ ___ \__J
2. Zyklus Man  QGal Glu
1: Glucose
2: Galactose
3: Mannose

Die Nummerierung beginnt immer mit dem C-Terminalen Buildingblock

Abbildung 46: Test Mit POD-markiertem ConA und AEC.

Der Test der Bibliothek aus Abb. 51 mit ConA zeigte eine erhohte Affinitit zu den
Mannosereichen Regionen, wobei die Affinitét stirker war, je mehr Mannosebausteine in die
Sequenz eingebaut waren. Reine Glucose- und Galactosesequenzen zeigten dhnlich geringe
Affinitdten zu ConA.

In einem Vergleichstest der Bibliothek aus Abb. 51 mit GNA konnte keine Spezifische

Affinitét zu einer bestimmten Sequenz festgestellt werden.
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Deshalb wurde fiir der Test mit GNA fiir eine Bibliothek wiederholt, deren Peptidlinge auf
vier Bausteine erhoht wurde, wobei jeder Spot zuerst mit einem Mannosebaustein belegt
wurde. Darauf wurden in gleicher Reihenfolge wie oben beschrieben eine 27er- Bibliothek
aus D-Glucose-, D-Galactose-, und D-Mannosebausteinen aufgebaut. Die Bibliothek wurde
nach dem gleichen Protokoll, jedoch mit POD- labeled GNA inkubiert und mit AEC getestet.
Dabei zeigte sich eine spezifische Anbindung in den mannosereichen Regionen, die sich
speziell von den galactosereichen Regionen unterscheidet. Das ist bemerkenswert, da GNA
dafiir bekannt ist, kaum Affinitdt zu Monosacchariden zu haben. Auch die glucosereichen
Regionen hatten eine im Vergleich zu den galactosereichen Regionen etwas erhohte Affinitit.
Diese Ergebnisse sind homolog zu den bisher in unserer Arbeitsgruppe mit GNA getesteten
Bibliotheken, bei denen erhohte Affinititen erst bei Glycopeptiden mit vier oder flinf

Zuckereinheiten festgestellt werden konnten.**”)
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Die Nummerierung beginnt immer mit dem C-Terminalen Buildingblock

Abbildung 47: Test mit POD- Markiertem GNA und AEC

4.8.2 Lectintest der Neo — Glycopeptidoligomere

Da die synthetisierten B-Glycopeptide auch auf ihre Affinitit zu Lectinen getestet werden
sollten, es aber nicht mdglich war, sie per Spotsynthese herzustellen, musste Nitrocellulose als
Trigermaterial verwendet werden, das eine sehr hohe Affinitdt zu Peptiden aufweist und
daher zur Immobilisierung der in Losungssynthese dargestellten Glycopeptide sehr gut
geeignet ist. Lectintests mit aus der Natur isolierten Oligosacchariden und Glycopeptiden sind

gut etabli ort [2331 12341 (235] [236]
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Die Substanzen 51, 50, 48 wurden in Verdiinnungen von 0.001 mmol/l bis Immol/l in
Portionen von jeweils einem pl aufgetragen und trocknen gelassen. Danach wird mit TBS-
Puffer gespiilt und mit BSA blockiert und nochmals mit TBS gespiilt.

Danach wird die Membran in der Lectinlosung inkubiert und nach weiteren Waschschritten

die Lectinmenge durch die Farbreaktion der Peroxidase mit AEC qualitativ ermittelt.

0.0001 mmol/l

0.001 mmol/l

0.1 mmol/l

1mmol/l

[51] [50] [48]

Abbildung 48: Lectintest der Glycopeptide [51], [S0], [48] mit Con A

Der Affinititstest mit ConA zeigt eine erhohte Affinitdit zu den mannosehaltigen
Glycopeptiden 51 und 50, wogegen es zum glucosehaltigen Glycopeptid [48] kaum Affinitit
aufweist. Die Affinitit zu 51 und 50 ist sehr dhnlich, die ldngere Zuckersequenz mit vier
Mannoseeinheiten in 51 bringt also keine signifikant hohere Affinitét im Vergleich zu 50 mit
nur zwei Mannoseeinheiten.
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0.001 mmol/l

0.01 mmol/l

0.1 mmol/l

1 mmo/1

[51] [50] | [48]

Abbildung 49: Lectintest der Glycopeptide 51, 50, 48 mit GNA.

Der Affinititstest mit GNA zeigt eine hohe Affinitdit zum Glycopeptid [51] mit vier
Mannoseeinheiten, jedoch auch eine nur wenig schwichere Affinitit zu 50 und 48. Diese
Ergebnisse zeigen, dass durch die Vororientierung der Zuckereinheiten in der 14-Helix schon
deutlich kiirzere Zuckersequenzen von nur zwei Zuckereinheiten von GNA wie ein
Oligosaccharid erkannt werden. AuBBerdem scheinen nicht unbedingt Mannoseeinheiten notig
zu sein, um Man-o-1,3-Man Oligomere zu imitieren, denn 48 hat mit seinen beiden
Glucoseeinheiten eine dhnlich hohe Affinitdt zu GNA wie 50 mit zwei Mannoseeinheiten.
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5. Praktischer Teil

5.1 Verwendete Chemikalien
AEC (Aldrich), Asparaginsdurederivate (Novabiochem), Benzotriazol-1-

yloxytri(pyrrolidino)-phosphoniumhexafluorphosphat  (Fluka), Benzoylchlorid (Fluka),
Benzyloxycarbonylchlorid (Aldrich), Bromwasserstoff in Essigsdure 33% (Fluka),
Carbonyldiimidazol (Fluka), fert-Butyl-dicarbonat (Acros), DBU (Aldrich), N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid (Fluka), Diisopropylcarbodiimid (Fluka), 3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-
oxo-1,2,3-benzotriazin (Fluka), Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid (Fluka),
Diisopropylethylamin (Fluka), 4-Dimethylaminopyridin (Merck), D-Galactose (Glycon
Biochem), D-Glucose (Glycon Biochem), D-Mannose (Glycon Biochem), N-
Acetylglucosamin (Glycon Biochem), 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (Aldrich), 1-
Hydroxybenzotriazol (Aldrich), Lectine (Sigma-Aldrich / EY Laboratories INC.),
Molekularsieb 3A und 4A (Roth), Natriummethanolat 5SM in Methanol (Fluka), Pd auf
Aktivkohle 10% (Fluka), Pentafluorphenol (Fluka), Piperidin (Riedel de Héden), Rink-Amid-
Linker ( Novabiochem), TBTU (Novabiochem), N,N-Tetramethylfluorformamidinium
hexafluorphosphat ~ (Fluka),  Trichloracetonitril ~ (Fluka),  Triethylamin  (Fluka),
Trifluoressigsdure  (Fluka), Tris-(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorphosphat BOP
(Fluka),

5.2 Allgemein:

Zur Durchfiihrung der Versuche sowie Isolierung und Charakterisierung wurden folgende

Gerite verwendet:

NMR- Spektroskopie:

'H- Spektren wurden auf Bruker AC 250 (250 MHz), Bruker Avance 400 (400 MHz), und
Bruker AMX 600 (600 MHz) aufgenommen.

C- Spektren wurden auf Bruker AC 250 (62.9 MHz), Bruker Avance 400 (100 MHz), und
Bruker AMX 600 (151 MHz) aufgenommen.

Das deuterierte Losungsmittel wurde als interner Standart verwendet.

Chemische Verschiebungen & werden in parts per million (ppm) relativ zum internen Standart
angegeben. Die Zuordnungen der Signale wurde durch Abgleich mit Vergleichssubstanzen,
Inkrementberechnungen sowie 'H-'H- COSY sowie "“C-'H-COSY- Experimente
durchgefiihrt.
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Bei Bedarf wurden weitere zweidimensionale Experimente durchgefiihrt (HMBC, HSQC,
TOCSY, NOESY).
Kopplungskonstanten J werden in Hz angegeben. Die Multipletts werden mit folgenden

Abkiirzungen angegeben:

S: Singulett
d: Duplett
t: Triplett
q: Quartett

m: Multiplett

dd:  Duplett eines Dupletts

ddd: Duplett eines Dupletts eines Dupletts
dt: Duplett eines Tripletts

b: breites Signal

Massenspektrometrie:

Massenspektrometer Finnigan TSQ 70 (EI) und Massenspektrometer Bruker Apex II FT-ICR-
MS (FAB), Massenfeinbestimmungen erfolgten nach der Peak-Matching-Methode und der
Ionisierungsmethode FAB.

Maldi-TOF: Bruker Autoflex. Die Spektren wurden mit a-Cyano-m-hydroxyzimtsiure als

Matrix gemessen.

Elementaranalyse:

Die Elementaranalysen wurden mit einem Euro EA 300 der HEKAtech GmbH aufgenommen.

Drehwerte:
Polarimeter Modell 341 der Firma Perkin Elmer. Die Messungen wurden bei 20° C in einer
Quarzglaskiivette mit 10 cm Lénge bei einer Wellenlinge von 589 nm (Na-Lampe)

durchgefiihrt.

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktbestimmungsapparatur Biichi SMP -20 in Siliconol.
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Schmelzpunktbestimmungsapparatur Biichi B-540.
Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

HPLC:
Priaparative HPLC S1122 der Firma Sykam mit einer Normalphasenséule (Saphir 65 Si, Sum

250 x 20 mm) der Firma Grom.

Analytische Diinnschichtchromatographie:

Kieselgel Polygram SIL G/UV254 Fertigfolien der Firma Macherey & Nagel. Die Detektion
erfolgte  durch  Fluoreszenzloschung oder Verkohlung mit 3%  ethanolischer
Schwefelsdurelosung. Zur Detektion freier Amine wurde eine 5% ethanolische

Ninhydrinldsung verwendet.

Priparative Sidulenchromatographie:
Glassdulen verschiedener Grof3e gefiillt mit Kieselgel der GréBe 0.032-0.063 mm der Firma
Macherey & Nagel. Die Laufmittel sind in den Arbeitsvorschriften angegeben.

Arbeitsweise:

Alle Losungsmittel wurden nach literaturbekannten Methoden gereinigt und /oder getrocknet.
Alle feuchtigkeits- und luftempfindlichen Reaktionen wurden in ausgeheizten und mit Argon
gespiilten Apparaturen unter Argon durchgefiihrt.

Losung mit organischen Losungsmitteln wurden vor dem Aufkonzentrieren mit wasserfreiem

MgSO, getrocknet.
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5.3 Umsetzungen

Zu4.3.1

p-Aminomethylbenzylalkohol (13)

20 g p-Cyanobenzaldehyd (0.1527 mol) werden in 200 ml abs. Diethylether gelost. 10.5 g
(0.276 mol) LiAlH4 werden in 100 ml abs. Diethylether suspendiert und langsam zugetropft,
so dass die Reaktionsldsung leicht siedet. Die entstehende Kruste wird durch gelegentliches
Schwenken von der Wand des Kolbens gelost. Nach Beendigung der Reaktion wird
iiberschiissiges LiAlH4 unter Eiskithlung langsam mit Wasser hydrolysiert. Die
Reaktionsmischung wird in einen Perforator iiberfiihrt und drei Tage lang mit Diethylether
perforiert.

Das Rohprodukt wird einrotiert und direkt weiter umgesetzt.

Ausbeute: 8.1 g (59 mmol, 39%) (Lit ["**: 68%)

5 g p-Cyanobenzaldehyd (0.0382 mol) werden in 50 ml Methanol geldst und es werden im
Argongegenstrom 50 mg Pd / C zugegeben.

Die Reaktionsmischung wird bei RT und Umgebungsdruck 24 h lang unter H,-Atmosphére
hydriert (DC — Kontrolle, da die Reaktionszeiten je nach Aktivitdt des Katalysators stark
variieren konnen. Das Pd / C wird iiber Celite abfiltriert und das Losungsmittel am Vakuum
entfernt.

Das Rohprodukt wird direkt weiter umgesetzt.

N-benzyloxycarbonyl-p-aminomethylbenzylalkohol (14)

5.07 g p-Methylaminobenzylalkohol (13) (37 mmol) werden in 50 ml DCM gelést. Dazu
werden 70 ml 1M wissrige Natriumcarbonat-Losung gegeben. Die Reaktionslosung wird auf
0° C gekiihlt und 5.2 ml Benzyloxycarbonylchlorid (6.29 g, 37 mmol) in 50 ml
Dichlormethan werden langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei RT
geriihrt, die organische Phase wird abgetrennt, mit MgSO4 getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Das Produkt wird sdulenchromatographisch abgetrennt (100 % Toluol, dann
Toluol : Aceton=10: 1).

Ausbeute: 8.8 g (32 mmol, 85 % )liber zwei Stufen (Hydrierung und Z-Schiitzung)

'"H NMR (CDCly): 8 = 7.37 — 7.27 (m, 9H, Aryl), 5.14 (s, 2H, CH> -NHCOO), 4.68 (s, 2H, O-
CH,), 4.38 (d, 2H, J = 5.56 Hz, NH-CH>).
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BC NMR (CDCl;): & = 156.6 (NCOO), 140.4, 17.98, 136.6, 128.7, 128.4, 128.3, 127.9, 127.5
(Aryl), 67.1 (NHCOO-CH,), 65.1 (O-CH>), 45.0 (NH-CH,).

Smp. 120°C

m/z fiir C;sH;7NO3 (FAB) =294.0 (m + Na")
EA:

Ber: C:70.83 H: 6.32 N:5.16
Gef: C:71.12 H: 6.24 N: 4.96

N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-p-aminomethylbenzylalkohol[m] (15)

2.301 g p-Methylaminobenzylalkohol (14) (16.8 mmol) und 4.35 g Fmoc — Chlorid (16.8

mmol) werden in 20 ml Dichlormethan gelost. Dazu werden 30 ml 1M wissrige NaHCO3-
Losung gegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei RT geriihrt, die organische

Phase wird abgetrennt, mit MgSO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Das Produkt wird aus Toluol umkristallisiert.

Ausbeute: 5.25 g (14.6 mmol, 87%)

Smp. 178" C

m/z fiir Cp3H,NO;3 (FAB): 360.2 (M +H) ", 382.1 (M + Na) "
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Zu 4.3.2

AAV 1 Perbenzoylierung von Hexosen

0.17 mol Hexose (30.6 g) werden in 300 ml trockenem Pyridin gelost und 193 ml (1.67 mol)
Benzoylchlorid werden bei 0° C zugetropft. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt
und anschlieBend fiir 1 h auf 70° C erhitzt. Nach dem Erkalten wird die Mischung auf
Eiswasser gegossen und dreimal mit je 200 ml DCM extrahiert. Die organischen Phasen
werden dreimal mit je 300 ml 1 N Salzsdure, einmal mit Wasser, zweimal mit je 200 ml ges.
NaHCOs-Losung und einmal mit Wasser gewaschen.

Die organische Phase wird mit MgSO4 getrocknet und am Vakuum eingeengt. Das
Rohprodukt wird mit Toluol coevaporiert, bis kein Geruch nach Pyridin mehr festzustellen ist.

Das Produkt wird Sédulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Toluol: Aceton 30 : 1).

1,2,3,4,6-Penta-O-benzoyl-B-D-glucopyranose (1)
Smp. = 185°C (187°C'***)(Ethanol)
Ausbeute: 80 %

NMR- Spektren entsprechen der Literatur!>*!

1,2,3,4,6-Penta-O- benzoyl--D-galactopyranose (3)
Smp. = 150°C (151°C**%)) (Ethanol)
Ausbeute: 80 %

NMR- Spektren entsprechen der Literatur®*®

1,2,3,4,6-Penta-0- benzoyl-a-D-mannopyranose (2)
m.p. = 159°C (161°C™** (Ethanol)
Ausbeute: 60 %

NMR- Spektren entsprechen der Literatur>*
1,2,3,4-Tetra-O-benzoyl-a-LRhamnopyranose (4)
Smp.: 200°C (199°C ***N(Ethanol)
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AAYV 2 Bromierung perbenzoylierter Hexosen

15 g der perbenzoylierten Hexose aus AAV 1 werden in 50 ml DCM gelost. Die Losung wird
auf 0° C abgekiihlt und es werden 12 ml (68 mmol) 33 % Bromwasserstoff in Eisessig
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur weitere 2 h geriihrt. Die
Reaktionslosung wird auf Eiswasser gegossen und die organische Phase mit ges. NaHCOs-
Losung und nochmals mit Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und im Vakuum
eingedampft. 2%
2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl-1-brom-p-D-glucopyranose (5)
Ausbeute: 12 g (87 %, 18.2 mmol)

NMR- Spektren entsprechen der Literatur 24!

2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl-1-brom-p-D-galactopyranose (7)
Ausbeute: 11.6 g (84 %, 17.6 mmol)

NMR- Spektren entsprechen der Literatur®*?

2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl-1-brom-a-D-mannopyranose (6)
Ausbeute: 11.0 g (80 %, 16.8 mmol)

NMR- Spektren entsprechen der Literatur!***!

2,3,4,-Tri-O-benzoyl-1-brom-p-L-rhamnopyranose (8)
Ausbeute: 9,82 (92% der Theorie)
Smp.: 159°C (164°C %1 (CH,CL,)
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AAV3 1-OH-Benzoylhexose

16 mmol der bromierten Benzoylhexose aus AAV 2 werden in einer Mischung aus 50ml H,O
und 50ml Aceton geldst und mit 10 g Nal fiir 24 h bei 40°C geriihrt.

Der im Vakuum konzentrierte Riickstand wird in 100ml CH,Cl, aufgenommen und mit 50 ml
H,0, 50 ml ges. NaHCOs-Lsg., 50 ml ges. Na,S,03-Lsg. und 50 ml H,O gewaschen.

Die organische Phase wird {iber Na,SO, getrocknet und am Hochvakuum eingedampft. Es

entsteht ein farbloser Schaum.

2,3,4,6-Tetra-0-benzoyl-B-D-glucopyranose (9)
NMR- Spektren entsprechen der Literatur*! [24°]
Ausbeute: 7,8g (11.7 mmol )73%

m/z (FAB) = 619.0 (m +Na")
[a]}) = 72° (c = 1, CHCl;)
Smp. = 118°C (CH,Cl,)

2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl-o-D-mannopyranose (10)
NMR- Spektren entsprechen der Literatur®**!
Ausbeute: 6.7 g (10.8 mmol) 63%

m/z (FAB) =619.0 (m +Na")

[a])=-81° (c = 1, CHCl3)

2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl-f-D-galactopyranose (11)
NMR- Spektren entsprechen der Literatur®*®!
Ausbeute: 7.7 g (11.5 mmol) 72 %

m/z (FAB) =619.0 (m +Na")

[a]) =+100° (c = 1, CHCL)

2,3,4,-Tri-O-benzoyl-f-L-rhamnopyranose (12)

NMR- Spektren entsprechen der Literatur®*”!

Smp.: 205°C (Toluol)
[a]}) = 158° (c = 0.42, CHCl5)
Ausbeute: 6.5 g (13.6 mmol) 85 %
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AAYV 4 Trichloracetimidate

Unter Inertbedingungen werden 125 pl (0.85 mmol) DBU bei 0° C zu einer Losung von 1.7
ml (17 mmol) Trichloracetonitril und 5 g (8.4 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzoylhexopyranose in
40 ml Dichlormethan gegeben. Die Reaktionsmischung wird 2 h lang bei Raumtemperatur
geriihrt, im Vakuum eingeengt und das Produkt wird durch Flashchromatographie (Tol :

Aceton 10 : 1) abgetrennt.

2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl -p-D-glucopyranosyltrichloracetimidat (52)
Ausbeute: 4.47g ( 6.05 mmol, 72%)
[a]) = 82° (c=1, CHCl3)

NMR — Daten entsprechen der Literatur®*”

2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl -p-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (54)
Ausbeute: 5.5g ( 6.7 mmol, 80%)

[a]) = 141° (c=1, CHCl;)

Smp 140° C

NMR — Daten entsprechen der Literatur'>**

2,3,4,6-Tetra-0O-benzoyl -a-D-mannpyranosyltrichloracetimidat (53)
Ausbeute: 5.0g ( 6.1 mmol, 73%)
[a])=-37° (c=1, CHCl;)

NMR — Daten entsprechen der Literatur®*”

2,3,4,-Tri-O-benzoyl -p-L-rhamnopyranosyltrichloracetimidat (55)
Aus 5g (10,5mmol) Edukt

Ausbeute: 4.55g ( 7.03 mmol, 70%)

[a]}) = +148.3° (c=1, CHCl;)

Smp = 146° C (CH,Cl,)

NMR — Daten entsprechen der Literatur®*”’
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AAYV 5 Glycosylierung nach der Trichloracetimidat Methode

Unter Inertbedingungen werden zu einer Losung von 6 g (8.1 mmol) des Trichloracetimidats
(AAV 4) und 2g (7.4 mmol) 14 in 200 ml trockenem DCM bei 20°C 8 ul (0.04 mmol)
TMSOTT zugegeben.

Nach 30 min (DC —Kontrolle) gibt man 0.2 ml Pyridin zur Reaktionsmischung. Das Produkt
wird am Vakuum eingeengt, das Pyridin mit Toluol coevaporiert. Das Produkt wird mittels
Flash — Saulenchromatographie filtriert, eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Das

Produkt wird roh in AAV 6 eingesetzt.

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-f-D-
glucopyranosid (16)

Ansatz: 3.0g (4,1 mmol)

Ausbeute: 3.0g (3.5 mmol, 85%)

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.97-7.74 (m, 8H, Aryl), 7.50-7.18 (m, 17H, Aryl), 7.04 (m,
4H, Aryl), 5.78 (t, 1H, H-3, Ju3.14=9.6 Hz), 5.62 (t, 1H, H-4, Jya.ys= 9.6 Hz), 5.53 (m, 1H, H-
2, Jm-ms= 9.5 Hz), 5.08 (s, 2H, Spacer-O-CH,-Ph), 5.00 (bs, 1H, NH), 4.81(d, 1H, Z-CH,-Ph
J=12,6 Hz), 4.61 (d, 1H, Z-CH,-Ph, J = 12,6 Hz), 4.75 (d, 1H, 1-H, Jy;.;>= 7.8 Hz), 4.56 (d,
1H, H-6a, Jys.ne=3.0 Hz), 4.44 (dd, 1H, H-6b, Jus.ue=>5.3Hz), 4.25 (d, 2H, NH-CH,-Ph),
4.03 (m, 1H, C-5).

BC NMR (CDCl): 8=166.3, 165.9, 165.3, 165.2 (CO-Bz), 156.5 (Z-CO Spacer) 138.3,135.2,
133.6, 133.4, 133.4, 133.3, 130.0, 129.9, 129.9, 129.4, 128.9, 128.9, 128.7, 128.5, 128.5.
128.4, 128.3, 128.2, 127.7 (Aryl), 99.4 (C-1), 73.0 (C-3), 72.4 (C-2), 71.9 (C-4), 70.4 (C-5),
69.9 (Z-CH,Ph), 67.0 (O-CH,Ph), 63.2 (C-6), 44.9 (NH-CH,Ph).

m/z (Fab) (m+H)" =850.2, (ber.: 850.28)

EA: C H N

Ber.: 71.78 5.04 1.71

Gef.: 70.66 5.10 1.65

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-
mannopyranosid (17)
Ansatz: 5.2g (7 mmol)

Wird direkt weiter umgesetzt.
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[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-p-D-
galactopyranosid (18)
Ansatz: 6g (8.1 mmol)

Wird direkt weiter umgesetzt.

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4-tetra-O-benzoyl -B-L-
rhamnopyranosid (19)
Ansatz: 4g (6.5 mmol)

Wird direkt weiter umgesetzt.

AAYV 6 Zemplén — Entschiitzung und Acetylierung

Zu einer Losung von 4.9 mmol (oder entsprechend der Ansatzgrof3e umgerechneten Mengen)
des Benzoyl- geschiitzten Glycosids aus AAV 5 in 35 ml trockenem Methanol unter Argon
werden unter Rithren 870 pl einer 1 M NaOMe- Losung zugespritzt. Die Reaktionsldsung
wird 3h bei Raumtemperatur geriihrt und der vollstindige Umsatz mittels DC {iberpriift
(DCM : Methanol = 20 : 1). Die Reaktionslésung wird mit Dowex — Ionentauscher (H'-
Form) unter Schiitteln neutralisiert, der Ionentauscher abfiltriert , die Losung am Vakuum
eingeengt und am Hochvakuum getrocknet.

Das entschiitzte Glycosid wird in 60 ml trockenem Pyridin gelost und 9 ml (9.72 g, 95 mmol)
Essigsdureanhydrid werden bei 0° C zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3h lang
geriihrt, auf 200ml Eiswasser gegossen und dreimal mit je 100 ml DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 100 ml 1 N Salzséure, einmal mit
Wasser, zweimal mit je 200 ml ges. wissriger NaHCO;-Losung und noch einmal mit Wasser
gewaschen.

Die organische Phase wird abgetrennt, mit MgSOy4 getrocknet, abfiltriert und am Vakuum
eingeengt. Das Rohprodukt wird mehrmals mit Toluol coevaporiert.

Das Produkt wird durch Saulenchromatographie abgetrennt (Kieselgel, Toluol:Aceton = 20:1)

und fallt als farbloser, amorpher Schaum an.
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[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-
glucopyranosid (20)

'H-NMR (CDCl3): 8= 7.18-7.29 (m, 9H, Aryl), 5.10 (t, 1H, H-3, Jy3.14=9.6 Hz), 5.07 (s, 2H,
Spacer-Z-CH,-Ph), 5.03 (t, 1H, H-4, Jus.us= 9.6 Hz), 4.99 (t, 1H, H-2, Ji.m3= 9.09 Hz), 4.80
(d, 1H, O-CH,-Ph, J=12.38 Hz), 4.53 (d, 1H, O-CH»-Ph, J=12.38 Hz), 4.46 (d, 1H, 1-H, Ju;.
m=7.89 Hz), 4.31 (d, 2H, NH O-CH,-Ph), 4.20 (d, 1H, H-6a, Jus.ne.=4.55 Hz), 4.09 (dd, 1H,
H-6b, Jus-nev=2.27Hz, Juea-ner= 12.38 Hz ), 3.58-3.61 (m, 1H, C-5), 2.03 (s, 3H, Acetyl- CHz),
1.95 (s, 3H, Acetyl- CHs3), 1.94 (s, 3H, Acetyl- CH3), 1.93 (s, 3H, Acetyl- CH3).

PC-NMR (CDCly): 8=170.8, 170.4, 169.5, 169.4 (COO Acetyl), 156.5 (NCO-O Spacer),
138.4, 136.5, 136.1, 128.7, 128.3, 127.8 (Aryl), 99.4 (C1), 72.9 (C-3), 72.0 (C-2), 71.4 (C-4),
70.5 (C-5), 68.5 (Z-CH;-Ph), 67.0 (O-CH,-Ph), 62.1 (C-6), 45.0 (NH-CH»-Ph), 20.9, 20.8,
20.7,20.7 (Acetyl-CHj3).

Ansatz: 3g (3.5 mmol)

Ausbeute: 1.7 g (2.8 mmol) 80%

m/z (Fab) [m + H]" = 602.2, (ber. 602.22)

[a]) =-36.7° (c = 1, CHCl;)

EA: C H N
Ber.: 59.89 586 2.33
Gef.: 59.83 590 2.10

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-
galactopyranosid (22)

'H-NMR (CDCl3):8= 7.30-7.20 (m, 9H, Aryl), 5.33 (d, 1H, H-4, Jy3.14=2.78 Hz), 5.22 (dd,
1H, H-2, Jio-m3= 10.36 Hz), 5.08 (s, 2H, Z-CH,-Ph), 5.04 (bs, NH), 4.93 (dd, 1H, H-3), 4.83
(d, 1H, O-CH,-Ph J=12.12 Hz), 4.55 (d, 1H, O-CH,-Ph J=12.12 Hz), 4.45 (d, 1H, 1-H, Jui-
m= 8.08Hz), 4.33 (bs, 2H, NH-CH,-Ph), 4.17-5.05 (m, 2H, H-6a, Jis.n6.=6.56 Hz, H-6b, Jus.
neb=0.57Hz), 3.82 (t, 1H, C-5), 2.10 (s, 3H,CH3 Acetyl), 2.01 (s, 3H,CH3 Acetyl), 1.96 (s,
3H,CHj3 Acetyl), 1.92 (s, 3H,CH3 Acetyl).

PC-NMR(CDCl;):8=170.4, 170.3, 169.5, 169.4 (COO Acetat), 156.5 (NCO-O Spacer) 138.4,
136.5, 136.1, 128.7, 128.3, 128.3, 128.2, 127.8, (m, Aryl), 99.9 (C1), 71.0(C-3), 70.8 (C-5),
70.5 (Bz-Z), 68.9 (C-2), 67.2 (O-CH,-Ph),67.0 (C-4), 61.4 (C-6), 44.9 (NH-CH»-Ph), 20.9,
20.8, 20.8, 20.7 (Acetyl- CH3)
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m/z (Fab) [m + H]" = 602.2 (ber.: 602.22)
Ansatz: 6g (8.1 mmol) in AAV 5
Ausbeute: 3.36 g (5.59 mmol) 69%

[a]) =-33.5° (c = 1, CHCl)
EA: C H N

Ber.: 59.89 586 2.33
Gef.: 59.60 5.83 2.04

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-
mannopyranosid (21)

'H-NMR (CDCl3):8= 7.22-7.29 (m, 9H, Aryl), 5.30 (dd, 1H, H-3, Ji3.44=9.86 Hz), 5.23(d,
1H, H-4), 5.19-5.20 (m, 1H, H-2, Juo.u3= 3.28 Hz), 5.06 (s, 3H, Z-CH,-Ph, NH), 4.79 (bs,
IH, 1-H, Juim= 1.27Hz), 4.62 (d, 1H, O-CH,-Ph J=11.87Hz), 4.46 (d, 1H, O-CH,-Ph
J=11.87Hz), 4.31 (d, 2H, NH-CH,-Ph), 4.19 (dd, 1H, H-6a, Jus.ne=5.05 Hz), 3.98 (dd, 1H,
H-6b, Jusuen=2.27Hz, Jueaneb= 12.38 Hz ), 3.90-3.94 (m, 1H, C-5), 2.06 (s, 3H,CHj3 Acetyl),
2.04 (s, 3H,CHj3 Acetyl), 1.96(s, 3H,CH3 Acetyl), 1.91 (s, 3H,CH3 Acetyl).
BC-NMR(CDCl;):6=170.8, 170.1, 170.0, 169.8 (COO Acetat), 156.5 (NCOO Spacer) 138.7,
136.6, 135.6, 128.7, 128.7, 128.3, 127.9, (m, Aryl), 96.8 (C1), 69.7(C-2), 69.5 (O-CH,-Ph),
69.2 (C-3), 68.8 (C-5), 67.0 (Z-CH,-Ph), 66.3 (C-4), 62.5 (C-6), 44.9 (NH-CH»-Ph), 21.0,
20.9, 20.8, 20.8, (Acetyl-CH3)

Ansatz: 5.54g (7,6 mmol) in AAV 5)

Ausbeute: 3.42 g, (5,7 mmol) 76%

m/z (Fab) [m + H]" = 602.1, (ber.: 602.22)

[a]}) = +42° (c = 1, CHCL;)
EA: C H N

Ber.: 59.89 586 2.33
Gef.: 59.74 5.87 2.07

[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2,3,4-tetra-O-acetyl-p-L-
rhamnopyranosid (23)

Ansatz: 4g (6.5 mmol) in AAV 5
Das Produkt aus AAV 6 wird direkt in AAV 7 eingesetzt.
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Zu4.3.3

2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosid (28)

Zu einer Losung von 24.7g (0.11 mol) N-Acetylglucosamin in 250 ml trockenem Pyridin
werden bei 0° C 84 ml (85.09 g, 0.83 mol) AcOAc zugegeben. Nach fiinf Minuten wird das
Eis entfernt und die Reaktionslosung noch 1,5 h weitergeriihrt (DC- Kontrolle). Die
Reaktionslosung wird auf 1,5 1 Eiswasser gegossen und die wéssrige Phase dreimal mit je 100
ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden fiinf mal mit je 300 ml 1 N
HCI, mit 300 ml Wasser, mit 300 ml ges. NaHCOs;- Lsg. und nochmals mit Wasser
gewaschen, mit MgSQOy4 getrocknet, abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Das Produkt wird
mehrmals mit Toluol coevaporiert.

Das Produkt wird aus Petrolether (60°-95") umkristallisiert und am Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 38.4 g (0.096 mol) = 86%

NMR- Daten entsprechen der Literatur''>”

2-Phenyl-4,5-dihydro-(3,4,6-tri-O-acetyl-1,2-didesoxy-a-D-glucopyranoso)[2.1-d]-1.3-
oxazol (29)

Zu einer Losung von 6 g (15.42 mmol) 28 in 100 ml Dichlormethan werden 24 ml (0.92
mmol) BF; - Et,0 gegeben und die Reaktionslosung 48 h bei RT geriihrt.

Die Reaktionslosung wird mit 100 ml Wasser, 100 ml ges. NaHCOs- Lsg. und nochmals mit
100 ml Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet, im Vakuum eingeengt und am
Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: Quantitativ

[158][159]

NMR- Daten entsprechen der Literatur
m/z (FAB) = 330.1 [m+H]" (ber.: 330.11)
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[p-(N-Benzyloxycarbonylaminomethyl)|benzyl-2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-p-D-
glucopyranosid (30)

Zu einer Losung von 454 mg (1.38 mmol) durch mehrfaches Coevaporieren mit abs. Toluol
getrocknetem 29 in 20 ml abs. DCM werden 204 mg (1.52 mmol) frisch getrocknetes CuCl,
gegeben und die griinliche Reaktionslosung unter Argon 50 h unter Riickfluss erhitzt.

Die Reaktionslosung wird im Vakuum eingeengt und das Produkt mittels Flash-
Chromatographie (Silicagel, Toluol : Aceton = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.245 g (0.415 mmol) =30 %

'H NMR (CDCl3):8= 7.34-7.23 (m, 9H, Aryl), 5.41 (d, 1H, J = 8.85 Hz, HNAc), 5.25 (t, 1H,
H-3, Ju3.14=9.60 Hz), 5.12 (s, 2H, CH»-Z), 5.06 (t, 1H, H-4, Jus.5s= 9.60 Hz), 4.84(dd, 2H, O-
CH,-Ph, J = 12.12 Hz), 4.60 (d, 1H, Jui.m= 8.59 Hz, 1-H), 4.56(dd, 2H, O- CH,-Ph, J =
12.12 Hz), 4.36 (d, 2H, J = 6.07 Hz, NH-CH,-Ph), 4.25 (dd, 1H, H-6a, Jus.16,.=4.80 Hz, Jea-
neb= 12.38 Hz ), 4.14 (dd, 1H, H-6b, Jus.ueb=2.02Hz, Juea-ner= 12.38 Hz ), 3.93 (dd, 1H, Jmo.
m= 18.95 Hz, H-2), 3.64 (m, 1H, C-5), 2.08 (s, 3H, Acetyl-CHs3), 2.00 (s, 3H, Acetyl-CHs),
1.89 (s, 3H, Acetyl-CH3).

PC NMR(CDCls):8= 171.2 171.0, 170.4, 169.6 (COO-Acetat), 150.9 (NCOO-Z), 138.6,
136.6, 136.4, 128.8, 128.6, 128.4, 128.2, 127.8, (Aryl), 99.6 (C1), 72.6 (C-3), 72.1 (C-5), 70.5
(O-CH,-Ph), 68.7 (C-4), 62.3 (C-6) 54.8 (C-2), 45.0(NH-CH,-Ph), 23.5, 21.0, 20.9, 20.8
(Acetyl- CH3).

[a]}) =-29.1° (CHCL)

Smp.: 125 °C

m/z (m+Na)" = 623.1, ber.: 623.23

EA: C H N
ber.: 59.99 6.04 4.66

gef.:  60.09 6.19 4.47
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Zu4.3.4
N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-a-pentafluorphenyl-p-zer-butyl-L-asparaginat

(36)

[250] [62]

Eine Losung von 2,24g (12.16mmol) Pentafluorphenol und 5g (12.16mmol) N-a-
Fluorenylmethoxycarbonyl-B-tert-butyl-L-asparaginsiure in 50ml EtOAc wird auf 0 C
gekiihlt und 5g (12.66mmol) Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben.

Das Reaktionsgemisch wird 4h bei RT gertihrt.

Der ausgefallene N-Cyclohexylharnstoff wird {iber Cellite abfiltriert, das Losungsmittel am
Vakuum abgezogen.

Das Produktgemisch wird an Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
EtOAc:Petrolether =1:2).

Ausbeute: 5,4 g (9,3mmol) = 86%.

NMR — Daten entsprechen der Literatur'>"

AAV 7 : Hydrieren der Benzyloxycarbonyl — geschiitzten Aminofunktion und Kupplung
mit N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-a-pentafluorphenyl-p-zerz-butyl-L-asparaginat (56)
Zu einer Losung von 5 mmol (oder dem entsprechend berechneten Ansatz) des Z —
geschiitzten Glycosids aus AAV 6 20, 21, 22, 23, 30 in 70 ml Methanol werden im
Argongegenstrom 50 mg Pd auf Kohlenstoff gegeben und die Reaktionsmischung wird unter
H,-Atmosphére hydriert. Nach 3 min Riihren wird die Reaktion abgebrochen und eine
Reaktionskontrolle durchgefiihrt. Je nach Fortschritt wird weiter hydriert und regelméBig in
kurzen Abstinden eine Reaktionskontrolle durchgefiihrt. Ist das Edukt auf der DC
verschwunden und noch kein verkohlbarer, nicht UV — aktiver Spot auf der DC zu erkennen,
wird die Reaktion abgebrochen, die Reaktionsmischung iiber Celite abfiltriert und im
Vakuum eingeengt.

Das entstandene Amin wird in 70 ml Ethylacetat gelost und es werden 5 mmol N-
Fluorenylmethyloxycarbonyl-a-pentafluorphenyl-p-tert-butyl-L-asparaginat (56) zugegeben
und die Reaktionsmischung wird 4h bei RT gertihrt.

Das Produkt wird im Vakuum eingeengt und sédulenchromatographisch abgetrennt (Kieselgel,

Toluol : Aceton=20:1).
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N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-ter-butylester (24)

'H-NMR (CDCl;): &= 7.67- 7.70 (q, 2H, Fmoc-Aryl), 7.49 (d, 2H, Fmoc-Aryl) 7.19-7.35 (m,
4H, Aryl Spacer), 7.15 (s, 4H, Fmoc-Aryl) 6,73 (s, 1H, NH Spacer), 5.89 (d, 1H, CH-NH-
C0),5.10 (t, 1H, H-3, Ju3.54=9.4 Hz), 5.03 (t, IH, H-4, Jya.us= 9.6 Hz), 4.99 (t, 1H, H-2, Jip».
= 9.09 Hz), 4.81 (d, 1H, O-CH,-Ph, J=12.38 Hz), 4.51 (d, 1H, O-CH,-Ph, J=12.38 Hz),
4.46 (m, 2H, 1-H, Ju;.mo= 7.83 Hz, CH Asp), 4.37 (m, 3H, NH-CH,-Ph, CH,-Fmoc), 4.19 (dd,
1H, H-6a, Jys.n6a=4.55 Hz, Juea-nep= 12.38 Hz ), 4.09 (d,1H,CH Asp), 4.13 (dd, 1H, H-6b, Jys.
neb=2.27Hz, Juea-neb= 12.38 Hz ), 3.57-3.60 (m, 1H, C-5), 2.90, 2.55 (2dd, 2H, CH; Asp), 2.03
(s, 3H, CHs-Acetyl), 1.94 (s, 3H, CH3-Acetyl), 1.93 (s, 3H, CHs-Acetyl), 1.926 (s, 3H, CHs-
Acetyl), 1,37 (s, 9H, Bu).

BC-NMR(CDCls): &= 171.4, 170.8, 170.5, 170.4, 169.5 (COO Acetat), 169,4 (COO Asp,
NCOO Fmoc), 143.8, 141.5, 137.9, 136.1, 128.7, 128.2, 127.9, 127.8, 127.2, 125.1, 120.2 (m,
Aryl), 99.4 (C-1), 82.1 (C-(CHs)3), 73.0 (C-3), 71.4 (C-2), 72.0(C-5), 71.4 (O-CH,-Ph), 68.5
(C-4), 67.3 (Fmoc-CH,), 62.0 (C-6), 51.3 (CH-Asp), 47.3 (CH Fmoc), 43.4 (NH-CH,-Ph),
37.5 (CH; Asp), 28.2 (CH; tBu), 20.9, 20.8, 20.8 (Acetyl- CHs)

Ansatz: 4.3g (5Smmol) 20

Ausbeute: 3.65g (4.25 mmol) 85 %

m/z (Fab) [m + Na]" = 883.1, (ber.: 883.34)

[a]}) - 14.4° (c =1, CHCL,)
EA: C H N

Ber.. 6278 6.09 3.25
Gef.: 62.06 6.12 293

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f3-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-3-tert-butylester (26)

'H NMR (CDCl): 8= 7.69- 7.67 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.49 (m, 2H, Fmoc-Aryl) 7.19-7.34 (m,
4H, Aryl Spacer), 7.15 (s, 4H, Fmoc-Aryl) 6,73 (s, 1H, NH Spacer), 5.90, (d, 1H, CH-NH-
C0),5.31(d, 1H, H-4, Jy3.14=3.03 Hz), 5.20 (dd, 1H, H-2, Jy,.3= 10.35 Hz), 4.91 (dd, 1H, H-
3), 4.80 (d, 1H, O-CH»-Ph J=12.38 Hz), 4.52 (d, 1H, O-CH»-Ph J=12.38 Hz), 4.48 (b, 1H,
CH-Asp), 4.42 (d, 1H, 1-H, Ju;.m= 8.09 Hz), 4.35-4.38 (m, 4H, NH-CH,-Ph, CH,-Fmoc),
4.04-4.16 (m, 3H ,H-6a,b Jus.gep Jus-nea=6.56 Hz, Fmoc-CH), 3.80 (t, 1H, C-5), 2.89, 2.55
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(2dd, 2H, CH; Asp), 2.08 (s, 3H, CHs-Acetyl), 1.98 (s, 3H, CH3s-Acetyl), 1.94 (s, 3H, CHs-
Acetyl), 1.90 (s, 3H, CH3-Acetyl), 1.36 (s, 9H, /Bu).

BC NMR(CDCls): &= 171.9, 170.4, 170.2, 170.2, (COO Acetat), 169,5 (COO Asp), 156.2
(NCOO Fmoc), 143.8, 141.4, 137.9, 127.9, 127.8, 127.2, 125.1, 120.2, (Aryl), 99.9 (C-1),
82.1 C-(CHs)3, 71.0 (C-3), 70.8 (CH-Fmoc), 70.4(O-CH,-Ph), 68.9 (C-5, C-2) 67.2 (Fmoc
CH,, C-4), 61.4(C-6), 51.3 (CH-Asp), 47.3 (CH Fmoc), 43.4 (NH-CH,-Ph), 37.5 (CH, Asp),
28.2 (CHj3 ¢ Bu), 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (Acetyl- CHs)

Ansatz: 1.86 g (3.1 mmol) [22]

Ausbeute 1.12 g (1.3 mmol) 42 %

m/z (Fab) [m + Na]" = 883.2, (ber.: 883.34)

[a])=+10.3° (c = 1.0, CHCl5)
EA C H N

Ber.: 62.78 6.09 3.25
Gef.: 62.61 599 2091

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-p-tert-butylester (25)

'H NMR (CDCls): &= 7.68 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.49 (d, 2H, Fmoc-Aryl) 7.16-7.35 (m, 8H,
Aryl Spacer, Fmoc), 6,77 (s, 1H, NH Spacer), 591 (d, 1H, CH-NH-CO),5.30(dd, 1H, H-3,
Ju3msa=10.11 Hz), 5.23 (d, 1H, H-4,), 5.20 (m, 1H, H-2, Jy.u3= 3.03 Hz), 4.80 (bs, 1H, 1-H,
Jui-m=2.18 Hz), 4.59 (d, 1H, O-CH,-Ph, J=4.87 Hz), 4.48 (bs, 1H, CH-Asp), 4.45 (d, 1H, O-
CH,-Ph J=11.87 Hz), 4.35-4.42 (m, 4H, NH- CH,-Ph, CH,-Fmoc), 4.19 (q, 1H ,H-6a Jyea-
neb=12.13Hz, Jus.ne=5.05Hz), 4.12 (t, 1H, Fmoc-CH), 3.97 (dd, 1H, H-6b Jus.nen=12.39Hz),
3.91-3.93 (m, 1H, C-5), 2.89-2.56 (m, 2H, CH, Asp), 2.06 (s, 3H, Acetyl-CH3), 2.03 (s, 3H,
Acetyl-CH3), 1.96 (s, 3H, Acetyl-CHs3), 1.91 (s, 3H, CHs-Acetyl), 1,37 (s, 9H, tBu).

PC NMR(CDCls): &= 171.4, 170.8, 170.5, 170.1, 170.0 (COO) 169.9 (CONH Asp), 156.2
(NCOO Fmoc), 143.8, 141.4, 138.2, 135.6, 128.7, 127.9, 127.9, 127.2, 125.1, 120.2 (Aryl),
96.8 (C-1), 82.1 C-(CHz)3, 69.7 (C-2), 69.5 (O-CH,-Ph), 69.3 ( C-3), 68.7 (C-5), 67.3 (Fmoc-
CH,), 66.3 (C-4), 62.5 (C-6), 51.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc), 43.4 (NH-CH»-Ph), 37.6
(CH; Asp), 28.2 (CH3 1Bu), 21.0, 20.9, 20.8 , 20.8 (Acetyl- CH3).

Ansatz: 2.15g (3.58 mmol) [21]

Ausbeute 1.62 g (1.88 mmol) 53 %
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[ =+39.7° (c = 1, CHCL)

m/z (Fab) [m + Na]" = 883.1, (ber.: 883.34)
EA: C H N

Ber.. 62.78 6.09 3.25

Gef: 6281 631 2.97

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-p-L-
rhamnopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-tert-butylester (27)

'H-NMR (CDCL): &= 7.72 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.54 (m, 2H, Fmoc-Aryl) 7.20-7.39 (m, 8H,
Aryl Spacer, Fmoc), 6,75 (s, 1H, NH Spacer), 5.91 (bd, 1H, CH-NH-CO), 5.28(dd, 1H, H-3,
Ju3-ma=12.88 Hz), 5.20 (d, 1H, H-2 Juo.43= 6.57 Hz), 5.00 (t, 1H, H-4, Jus.ns= 10.10Hz), 4.71
(bs, 1H, 1-H, Ju;.mo= 1.52 Hz), 4.60 (d, 1H, O-CH,-Ph J= 11.87 Hz), 4.47 (b, 1H, CH-Asp),
4.41 (d, 1H, O-CH,-Ph J=11.87 Hz), 4.35-4.39 (m, 4H, N- CH,-Ph, CH,-Fmoc), 4.12 (m,1H,
Fmoc-CH), 3.79-3.85 (m, 1H, C-5), 2.57 — 2.96 (m, 2H, CH, Asp), 2.06 (s, 3H, CH3s-Acetyl),
1.97 (s, 3H, CH3-Acetyl), 1.91 (s, 3H, CH3z-Acetyl), 1.36 (s, 9H, Bu), 1.14 (d, 1H ,H-6 Jus.1e
= 6.06Hz).

BC-NMR(CDCl): 8= 171.5, 170.6, 170.3 (COO Acetat), 170.2, 170.1 (COO Asp), 156.4
(NCOO Fmoc) 143.8, 141.5, 138.0, 136.0, 128.6, 128.4, 128.0, 127.9, 127.3, 125.2, 120.2,
(Aryl), 96.7 (C1) 82.2 (C-(CH3)3), 71.3 (C-4), 70.0 (C-2), 69.4 ( C-3), 69.2 (O-CH;-Ph), 67.3
(Fmoc-CH,), 66.7 (C-5), 51.3 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc), 43.5 (NH-CH,-Ph), 37.6 (CH;
Asp), 28.2 (CH3 Bu), 21.1, 21.0, 20.9 (Acetyl- CH3), 17.6 (C-6).

Ansatz: 4g (6.5 mmol) in AAV 5
Ausbeute: 0.61 g (0.76mmol) = 12%

m/z (Fab) (m + Na)" = 825.2, (ber.: 825.33)
[a]}) =-27.8° (¢ = 1, CHCl3)

EA: C H N
ber.: 65.47 6.64 3.55
gef.: 6533 6.48 3.21
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N-a-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(p-aminomethylbenzyl)-2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-p-D-glucopyranosid]-L-asparaginsidure-p-tert-butylester (31)

'H NMR (CDCls): 6= 7.8 (dd, 2H, J; = 2.78 Hz, J, = 7.33 Hz, Fmoc-Aryl), 7.60 (bd, 2H,
Spacer-Aryl) 7.44 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.35-7.21 (m, 4H, Fmoc-Aryl, Spacer-Aryl), 6.93 (s,
1H, Ph-CH,-NH), 6.06 (bd, 1H, CH-NH-CO), 5.63 (bd,1H, ANAc), 5.25 (t, 1H, H-3, Jus.
14=9.60 Hz), 5.12 (t, 1H, H-4, Jys.ns= 9.60 Hz), 4.87 (d, 1H, O-CH,-Ph, J=12.13 Hz), 4.66
(d, 1H, Ju1.m2= 8.34 Hz, 1-H), 4.57 (d, 1H, O-CH,-Ph, J=12.13 Hz), 4.58 (d, 1H, J = 12.12
Hz, CH Asp), 4.46 (m, 3H, Ph-CH,-NH, Fmoc-CH),4.45 (d, 2H, J = 7.07 Hz, Fmoc-CH),
4.31 (dd, 1H, H-6a, Jus.n6=3.80 Hz, Juea-nev= 12.38 Hz ), 4.25 (d, 2H, J = 7.07 Hz, Fmoc-
CH,), 4.19 (dd, 1H, H-6b, Jus.uev=2.29Hz, Jyea-ne= 12.38 Hz ), 4.00 (dd, 1H, Jip-m3= 10.11
Hz, H-2), 3.68 (m, 1H, C-5), 2.98, 2.68 (2bdd, 2H, CH; Asp), 2,21(s, 3H, Acetyl- CHs), 2.05
(s, 3H, Acetyl- CHs), 1.93(s, 3H, Acetyl- CH3), 1,49 (s, 9H, tBu)

BC NMR(CDClL): 8= 171.4 171.1, 171.0, 170.7, 170.4, 169.6 (COO-Acetat, COO- Asp),
156.3 (NCOO-Fmoc), 143.8, 141.5, 138.0, 136.3, 128.6, 128.0, 127.8, 127.3, 125.5, 120.3
(Aryl), 99.6 (C1), 82.2(C-(CHzs)3), 72.6 (C-3), 72.0 (C-5), 70.5 (O-CH,-Ph), 68.8 (C-6), 62.3
(NH-CH,-Ph), 54.7 (C-2), 51.4 (CH-Asp), 47.3 (CH-Fmoc), 43.5 (Fmoc CHy), 37.6 (CH,
Asp), 28.2 (CH;3 ¢ Bu), 23.5, 21.0, 20.9, 20.8 (Acetyl- CH3)

Ansatz: 0.25g (0.41 mmol) [30]

Ausbeute: = 0.28 g (0.33 mmol) 80 %

m/z (FAB) = (m + Na)" = 881.2, (ber.: 881.35)

[a]) =-29.2" (c =1, CHCly)

EA: C H N

ber.: 62.85 6.21 4.89
gef.:  63.02 6.41 4.61
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Zu 441

Racematspaltung der Enantiomere (R,R) (33)-und (S,S)-trans-Cyclohexandicarbonsiure
19.36 g (20.4 ml, 0.16 mol) (R)- Phenylethylamin werden in 220 ml Ethanol gel6st und auf
-78°C abgekiihlt. Dazu werden langsam 27 g 32 (0.175 mol) gegeben.

Nach 10 min wird der Kryostat ausgeschaltet und die Reaktionsmischung erwérmt sich
langsam, wobei sich das Edukt langsam vollstindig l0st.

Etwa 3min nach dem vollstindigen Losen fangt das Rohprodukt an, auszukristallisieren. Zu
diesem Zeitpunkt wird das Rohprodukt nacheinander in mehreren Fraktionen mit einer
Saugfritte abgetrennt.

Von den einzelnen Fraktionen werden jeweils Proben von etwa 20 mg in 1N HCI gelost, die
dabei entstehende freie Sdure wird mit Diethylether extrahiert, die organische Phase mit
Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert. Von den Proben werden Drehwerte mit
c=Igemessen und die Fraktionen mit negativem Wert unter -7° werden weiter verwendet.

Das Rohprodukt wird mehrmals aus Ethanol umkristallisiert. beim Kritallisieren wird nur auf
Raumtemperatur abgekiihlt, um die andere Fraktion in Losung zu halten.

Nach dreimaligem Umkristallisieren wird wie oben beschrieben eine Probe genommen und
der Drehwert bestimmt. Gegebenenfalls muss nochmals umkristallisiert werden.

Das so erhaltene Produkt wird in 1N HCI aufgeldst dreimal mit Diethylether extrahiert, liber
Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert.

Ausbeute der (R, R)- trans-Cyclohexandicarbonsdure (33): 5.4 g (0.03 mol), 18%
[a]}) =-18.2° (c = 1.00, Aceton) Lit.: -18.4° (c=1.00, Aceton)
Smp. = 178° C [

(R,R)- trans- 1,2-Cyclohexandicarbonsiureanhydrit 34

5.4 g [33] (0.031 mol) werden mit 20 ml Acetylchlorid zum Sieden erhitzt und so lange
Acetylchlorid zugegeben (etwa 10 ml), bis sich das gesamte Edukt geldst hat.

Das Acetylchlorid wird abgedampft und das Produkt am Hochvakuum getrocknet. [34]
entsteht als farblose, kristalline Substanz.

Ausbeute: 4.8g (0.031 mol) 34, quant.

Smp. = 162°C (Lit.: 163°C**?)

(R,R)- trans- 1,2-Cyclohexandicarbonsiuremonoamid 35
4.8 g (0.031mol) 34 werden in Dichlormethan geldst und durch Einleiten von gasférmigem

Ammoniak umgesetzt. Die Reaktion ist beendet, wenn ein weiller Feststoff ausgefallen ist und
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das Reaktionsgefill wieder abgekiihlt ist. Nach Reaktionsende wird noch 15 min Druckluft
durch die Reaktionsmischung geleitet um {berschiissigen Ammoniak zu entfernen. Der
entstandene weille Feststoff wird in einer Saugfritte trockengesaugt und am Hochvakuum
getrocknet

Ausbeute: 4.8 g (0.031 mol) 35, quant.

(R,R)- trans- 2-Aminocyclohexylcarbonsiurehydrochlorid 36

12 g (27,8mmol) [Bis-(trifluoracetoxy)iod]benzol (PIFA) werden in 100 ml
Acetonitril/Wasser 1:1 gelost. Dazu werden 4.8 g (28 mmol) 34 gegeben und bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 600ml Wasser
verdiinnt und mit 60 ml konz. Salzsdure angesduert. lodbenzol und nicht umgesetztes PIFA
werden dreimal ausgeethert. Die Etherphase wird dreimal mit 1M HCIl gewaschen und die
vereinigten wéssrigen Phasen werden einrotiert, wobei das Hydrochlorid als farblose
kristalline Substanz entsteht.

Das Produkt wird Aus Ethanol/Diethylether umkristallisiert, wobei nach dem Abkiihlen durch
mehrfaches Einengen und Zugeben von Diethylether weiteres Produkt auskristallisiert wird.
Ausbeute: 4.05 g 36 (22.5 mmol) 81%

[a]}) =-46" (c = 1.00, Wasser) ['>

NMR-Daten entsprechen der Literatur!'®*!

Zu 4.4.2

N-Benzyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiaure (60)

Eine Mischung von 11 ml 2M NaOH mit 3.2 ml (22.8 mmol) Benzyloxycarbonylchlorid wird
auf 0° C gekiihlt. Dazu werden 2g (11.7 mmol) ACHC-HCI 36 in 11 ml 2M NaOH werden
langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird langsam auf RT erwidrmt und 48h bei RT
geriihrt. Das Produkt wird dreimal mit jeweils 50 ml CH,Cl, extrahiert, die organische Phase
mit MgSO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Das Produkt wird durch Flash- Sdulenchromatographie (Tol:Aceton = 10:1) gereinigt.
Ausbeute: 2.98 g (10.5 mmol) 90%

m/z (FAB-MS) =[m+H]"=278.0, (ber.: 278.13)

'H-NMR: § = 7.33-7.26 (m, 5H, Z-Aryl), 6.01 (1H, NH), 5.03 (m, 2H, CH,-Ph), 3.73 bs, 1H,
(CH-NH), 2.31 (m, 1H, CH-COO), 2.06- 1.22 (m, 8H, CHa).
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BC-NMR: § = 179.11 (CO-ACHC), 155.78 (OCONH), 136.56, 128.63, 128.17, (Aryl), 66.82
(-CH,-Ph), 51.59 (CHNH), 49.38 (CHCO), 32.80, 28.76 (CH, ACHC), 24.61, 24.46 (CH,
ACHO).

N-Benzyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiure-tert-butylester (61)

Zu einer Losung von 1g (3.6 mmol) [60] in 8 ml Pyridin und 13 ml fert-Buthanol werden bei -
10° C unter Argon 0.6 ml (0.66 mmol) POCI; langsam zugespritzt. Nach 15 min wird die
Reaktionsmischung auf RT erwdrmt und 16h bei RT gertihrt.

Danach werden zur Reaktionsmischung langsam 10 ml Wasser gegeben. Die
Reaktionsmischung wird mit DCM extrahiert, am Vakuum eingeengt und mit Toluol
coevaporiert.

Das Produkt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Tol:Aceton = 10:1).

Ausbeute: 0.8g (2.4 mmol), 67 %

m/z = (m+H)" = 334.0, (ber.: 334.19)

EA C H N
ber. 68.44 8.16 4.20
gef. 68.24 8.12 4.04

'"H NMR: § = 7.70-7.26 (m, 5H, Z-Aryl), 5.07 (m, 2H, Ph-CH,), 4.77 (bs, 1H, CH-NH), 3.70
(m, 1H, CH-COO), 2.12- 1.12 (m, 19H, CHa, 1.38 (tBu)).

C NMR: § = 173.01 (CO-ACHC), 155.12 (OCONH), 136.45, 128.25, 127.88, 127.80
(Aryl), 80.40 (C(CHs)3), 66.26 (CH,-Ph), 52.28 (CHNH), 50.85 (CHCO), 32.97, 28.50 (CH,
ACHC), 27.71 (CH; /Bu), 24.46, 24.24 (CH, ACHC).

(R,R)- trans-2-Aminocyclohexylcarbonsiure-zer-butylester (62)

Zu einer Losung von 0.67g (2 mmol) 61 in 30 ml Methanol werden im Argongegenstrom 20
mg Pd auf Kohlenstoff gegeben und die Reaktionsmischung wird 12h lang hydriert. Die
Reaktionsmischung wird iiber Celite abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Das Produkt wird

direkt weiter umgesetzt.
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N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiure (63)

1.07 g (6 mmol) 36 werden in 60 ml THF gel6st und 0.3 g (7.5 mmol) NaOH zugegeben.
Danach werden 2.04 g Fmoc-OSucc (6 mmol) und 20 ml Wasser zugegeben. Nach 10 min
werden 500 mg (6 mmoL) NaHCO; zugegeben und bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wird mit 1N Salzsdure auf pH 1 angesduert, wobei ein weiller Feststoff
ausfdllt. Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat (200 ml) verdiinnt, wobei der weille
Feststoff nur teilweise in Losung geht, und die wéssrige Phase wird abgetrennt und
verworfen. Die organische Phase wird mit 100 ml 1N Salzsidure gewaschen. Die organische
Phase wird einrotiert und aus Ethylacetat / Hexan umkristallisiert.

[a]) = -37.3° (CHCL), (Lit.:-42°)!%"

Ausbeute: 1.7g (4.6 mmol) = 78%

NMR-Daten entsprechen der Literatur!'>!

N-tert-Butyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiure (37)

In 330 ml Dioxan/Wasser 2:1-Mischung wird 36 (4.03g, 22.5 mmol) geldst. Dazu werden
K,COs5 (31 g, 224 mmol) und Boc,O (4.9 g, 22.4mmol) gegeben und 5h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit konz. Salzsdure auf pH 2 eingestellt und dann
dreimal mit jeweils 200 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Phasen werden mit
MgSO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird aus Hexan
umkristallisiert und es entstehen farblose Kristalle.

Ausbeute: 4.42 g (18.2mmol) 81%

Smp: 156 C (n-Hexan) (Lit.: 154-155°CH'>]]

N-tert-Butyloxycarbonyl-(R,R)- trans-2-aminocyclohexylcarbonsiurebenzylester (38)
1.78 g (6.37 mmol) 37 werden in 180 ml trockenem Benzol gelost. Dazu werden 0.87 ml
(7.32 mmol) Benzylbromid und 1.1 ml (7.4 mmol) DBU gegeben. Die Reaktionsmischung
wird fiir 6h unter Argon am Riickfluss erhitzt. Dabei setzt sich ein weiler Niederschlag ab.
Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und filtriert. Nach Einengen im
Vakuum bleibt ein farbloser Feststoff zuriick, der aus n-Hexan umkristallisiert wird. Es
entstehen farblose Kristalle

Ausbeute: 2.12 g (6.4 mmol) 87%

Smp.: 110°C (n-Hexan) (Lit.: 103°C %
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(R,R)- trans- 2-Aminocyclohexancarbonsiurebenzylester (39)
3.32g (9.95 mmol) 38 werden in 30 ml 20% TFA in Dichlormethan geldst und fiir 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wird mit 30 ml Toluol verdiinnt und die TFA mehrfach mit

Toluol coevaporiert. Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Boc-(ACHC-ACHC)-OBn (40)

Zum Produkt 39 (3.32g, 9.95mmol) werden 2.42 g (9.95 mmol) 38, 1.36 g (13.53mmol)
DMAP, 70 ml DMF und 4.23 g (22.1 mmol) EDC * HCI gegeben und die Reaktionsmischung
wird 48 h unter Argon geriihrt. Das Losungsmittel wird mit Toluol coevaporiert und der
Riickstand wird mit 210 ml 1IN HCI versetzt. Der Riickstand, der sich nicht aufldst wird
abfiltriert und nochmals mit 1N HCI gewaschen. Das erhaltene Rohprodukt wird aus n-Hexan
umkristallisiert.

Ausbeute: 3.61 g ( 7.9 mmol) 80%

[a]}) = -12.4° (c=1.00, Aceton)

m/z (FAB) =459.3 (M + H)" (ber.: 459.28)

Smp.: 202°C (n-Hexan) (Lit.: 195°C, 1,2-Dichlorethan!'®")

'H-NMR (CDCls): & = 7.30 -7.40 (m, 5H, Aryl), 6.22 (bd, ] = 7.83 Hz, NH), 5.08 (d, 2H, J =
12.38 Hz, Ph-CH,), 4.67 (bd, 1H, J = 9.11Hz, NH), 4.05 (m, 1H, BocHNCH), 3.47 (m, 1H,
CONHCH), 2.38 (m, 1H, HNCOCH), 2.14 — 1.81 (m, 5H), 1.78-1.55 (m, 5H, ), 1.84 — 1.32
(m, 10H, ACHC-CH>, tBu), 1.10 — 1.30 (m, 6H, ACHC-CH,).

BC-NMR (CDCls): § = 175.9, 175.5 (ACHC-Carbonyl), 158.0 (Boc-Carbonyl), 138.3, 130.8,
130.5, 130.4 (Aryl), 81.8 (C(CH3)3), 68.6 (Ph-CH>), 55.1, 53.1, 52.0, 51.9 (CH-ACHC), 36.0,
34.6, 33.0, 30.8 (CH,-ACHC), 30.7 (C(CHa)3), 26.8, 26.7 (CH,-ACHC).

Boc-(ACHC-ACHC) (41a)

5g (10.9 mmol) 40 werden in 60 ml Methanol geldst, im Argongegenstrom wird eine
Spatelspitze Pd / C zugegeben und die Reaktionsmischung wird bei Umgebungsdruck unter
H,-Atmosphére liber Nacht hydriert. Das farblose, kristalline Produkt wird ohne weitere

Reinigung direkt weiter umgesetzt.
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(ACHC-ACHC) (41b)

4 g (10.9 mmol) 41 werden in 60 ml 20 % TFA in DCM gel6st und 1 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 60 ml Toluol verdiinnt und mehrfach mit Toluol
coevaporiert. Es entsteht eine farblose, amorphe Substanz.

Ausbeute: 2.9 g (10.9 mmol) quantitativ

Fmoc-(ACHC-ACHC) (42)

0.525 g (1.96 mmol) 41b werden ohne weitere Aufarbeitung in 60 ml THF geldst und 0.1 g
(2.5 mmol) Natriumhydroxid zugegeben. Danach werden 0.67 g Fmoc-OSucc (1.96 mmol)
und 20 ml Wasser zugegeben. Nach 10 min werden 168 mg (2 mmoL)
Natriumhydrogencarbonat zugegeben und bei Raumtemperatur tiber Nacht gertihrt.

Das Reaktionsgemisch wird mit 1N Salzsdure auf pH 1 angesduert, wobei ein wei3er Feststoff
ausfillt. Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat (200 ml) verdiinnt, wobei der weille
Feststoff nur teilweise in Losung geht, und die wéssrige Phase wird abgetrennt. Die
organische Phase wird mit 100 ml 1N Salzsdure gewaschen. Die organische Phase wird
einrotiert und aus Ethylacetat / Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 0.69 g (1.41 mmol) 72%

[a]) = -30.7° (DMF)

m/z (HRMS) = 491.25397 [m+H]" (ber.: 491,2468)

'H-NMR (CDCls): & = 7.25- 7.71 (m, 8H, Fmoc), 5.62 (bd, J = 8.37 Hz, NH), 4.80 (bs, 1H,
NH), 4.34 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.15 (m, 1H, Fmoc CH), 1.78-1.55 (m, 4H, CH-ACHC), 1.84
—1.32 (m, 10H, CH,-ACHC), 1.10 — 1.30 (m, 6H, CH,-ACHC).

BC-NMR (CDCl;): & = 175.9, 175.5 (ACHC-Carbonyl), 158.0 (Boc-Carbonyl), 138.3, 130.8,
130.5, 130.4 (Aryl), 81.8 (C(CHs)3), 68.6 (Ph-CH»-), 55.1, 53.1, 52.0, 51.9 (CH-ACHC),
36.0, 34.6, 33.0, 30.8 ,26.8, 26.7 (CH,-ACHC).
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Zu443

AAYV 9 Darstellung der Glycotripeptidbausteine

0,3 g (0,35 mmol) des geschiitzten Asparaginsdurebausteins [56, 57, 58] werden in 3ml 20%
Piperidin in DMF gel6st und 1h bei RT geriihrt. Vollstindige Umsetzung wird mittels DC
kontrolliert. DMF und Piperidin werden mit Toluol coevaporiert.

0,17 g (0,35 mmol) [42] werden in 5ml trockenem DMF gelost. Dazu werden 0,17 g HBTU
(0.45 mmol), 0,06 g HOBT (0.44 mmol) und 0,1 ml DIEA (13.8 mmol) gegeben und die
Reaktionsmischung fiir 40 min unter Argon bei RT geriihrt.

Das Reaktionsgemisch wird in einer Pipette aufgenommen und langsam in 50 ml Wasser
eingespritzt, wobei ein weiller Feststoff ausfillt. Dieser wird mit einer Fritte (Por.4)
abgenutscht und trocken gezogen. Das Rohprodukt wird in Chloroform gelost, die Losung mit
MgSO4 getrocknet und am Vakuum eingeengt. Das Produkt wird durch
Sdulenchromatographie (Kieselgel, Chloroform /Methanol = 40:1) abgetrennt.

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGIBB))OrBu (43)
Nach AAV 9

Q@
T3

'H NMR (CDCl): 6 = 7.82 (bs, 1H, Fmoc-Aryl), 7.73 (d, 2H, Spacer-Aryl), 7.61 (m, 2H,
Fmoc-Aryl), 7.26-7.38 (m, 6H, Fmoc-Aryl), 7.17 (d, 2H, Spacer-Aryl), 7.03 (bs, 1H, NH
Spacer), 6.12 (bs, 1H, ACHC-NH), 5.40 (bs, 1H, Asp-NH), 5.15 (t, 1H, H-3, Jy3.14=9.4 Hz),
5.08 (t, 1H, H-4, Jyans= 9.6 Hz), 5.03 (t, 1H, H-2, Jyo.u3= 9.10 Hz),4.86 (m, 1H, CH-Asp),
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4.83 (d, 1H, O-CH,-Ph, J = 12.33 Hz), 4.55 (d, 1H, Ph-CH,-O, J = 12.33 Hz), 4.52 (d, 1H, 1-
H, Jui.m= 8.08 Hz), 4.43 (m, 2H, Ph-CH,-NH), 4.27 (bm, 1H, ACHC HNCOCH), 4.20 (m,
4H, H-6a, H-6b, Fmoc-CHa, Jus-ne.=4.55 Hz, Juea-nev= 12.38 Hz ), 4.09 (m,2H,CH Asp, H-
6b,), 3.96 (bs, IHLACHC CONHCH), 3.65 (m, 1H, C-5), 3.45 (m, lH, CONHCH ACHC),
2.93 (m, 2H, CH; Asp), 2.40 (m, 1H, ACHC HNCOCH), 2,08 (s, 3H, CH3-Acetyl), 2.00 (s,
3H, CHs-Acetyl), 1.99 (s, 3H, CHs-Acetyl), 1.97 (s, 3H, CH3-Acetyl), 2.18-1.88 (m, 2H,
ACHC CH,), 1.52- 1,78 (m, 5H, ACHC CH,), 1,378 (s, 9H, tBu) 1.05-1.35 (m, 8H, ACHC
CH,).

BC-NMR(CDCly): &= 174.5, 173.8, 172.2, 171.1 (COO ACHC, Asp), 170.8, 170.6, 169.8,
169.8 (COO Acetat), 156.5 (OCOO Fmoc), 144.4, 141.6, 139.5, 135.5, 128.4, 128.2, 128.0,
128.0, 127.4, 125.6, 120,4 (Aryl), 99.7 (C1), 81.9 C-(CH3);, 77.7 (ACHC-NH-CH), 73.3 (C-
3), 72.2 (C-2), 71.7 (C-5), 71.0 (Ph-CH,-O), 68.8 (C-4), 67.2 (Fmoc CH,), 62.3 (C-6), 53.8
(ACHC NH-CH), 51.9 (Asp CH), 50.3, 49.3 (ACHC CH-CO) 47.5 (CH Fmoc), 43.7 (Ph-
CH>-NH), 37.0 (CH; Asp), 33.4, 30.8, 29.6 (ACHC CH,), 28.4 (CH3 /Bu), 25.3, 25.2, 25.1
(ACHC CHy), 21.2,21.1, 21.0 (Acetyl- CH3)

[a])) =-34.5° (c=1.00, DMF)
m/z (HRMS) = [m+Na]" = 1133.49448 (ber.: 1133.4947)
Ausbeute: 0,33g (0,29 mmol) 85 %
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Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGalBB))OrBu (45)

nach AAV 9
OY
)\o 0
o
o)

NHFmoc

"H NMR (CDCls): 6 = 7.80 (bs, 1H, Fmoc-Aryl), 7.73 (d, 2H, J = 17.33Hz, Spacer-Aryl),
7.59 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.26-7.38 (m, 6H, Fmoc-Aryl), 7.16 (d, 2H, Spacer-Aryl), 7.01 (bs,
1H, NH Spacer), 6.08 (bs, 1H, ACHC-NH), 5.40 (bs, 1H, Asp-NH), 5.36 (d, 1H, H-4, Jus.
ne=3.3 Hz), 5.23 (dd, 1H, H-2, Jyo.u3= 8.06 Hz), 4.96 (dd, 1H, H-3, Ju3.ua= 3.30 Hz), 4.84
(m, 1H, CH-Asp), 4.82 (d, 1H, Ph-CH,-O, J = 12.38 Hz), 4.54 (d, 1H, Ph-CH,-0O, J = 12.38
Hz), 4.48 (d, 1H, 1-H, Jy;.m;>= 10.36 Hz), 4.42 (m, 2H, NH,-Fmoc), 4.28 (bm, 1H, ACHC
CONHCH HNCOCH), 4.14 (m, 5H, Fmoc-CH, H-6a, H-6b, Ph-CH,-NH), 3.94 (bs,
1H,ACHC CONHCH), 3.85 (m, 1H, C-5), 3.41 (m, 1H, ACHC HNCOCH), 2.67 (m, 2H, CH,
Asp), 2.34 (m, 1H, ACHC HNCOCH), 2,08, 1.99, 1.93, 1.90 (s, 12H, CH3-Acetyl), 2.18-1.88
(m, 2H, ACHC CH,), 1,78 - 1.52 (m, SH, ACHC CH»), 1,33 (s, 9H, tBu) 1.05-1.35 (m, 8H,
ACHC CHy).

13C NMR(CDCly): § = 174.3, 173.7, 172.0, (COO ACHC, Asp), 170.6, 170.5, 170.3, 169.7
(COO Acetat), 156.3 (OCOO Fmoc), 141.4, 139.3, 135.4, 128.0, 127.8, 127.3, 127.2, 127.2,
125.4, 120.1 (Aryl), 99.9 (C-1), 81.7 C-(CHs)s, 77.4 (ACHC-NH-CH), 71.1 (C-3), 70.9 (C-5),
70.7 (Ph-CH,-0), 69.0 (C-2), 67.3 (C-4), 61.5 (Fmoc CHa, C-6), 58.2, 53.8 (ACHC NH-CH),
51.6 (Asp CH), 50.1, 49.4 (ACHC CH-CO) 47.3 (CH Fmoc), 43.5 (Fmoc-CH,), 36.8 (CH,
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Asp), 33.2, 30.7, 30.6, 29.4 (ACHC CH,) 28.4 (CH; 1Bu), 25.1, 25.0, 24.9 (ACHC CH,),
21.0, 20.9, 20.9, 20.8 (Acetyl- CH3).
Ausbeute: 0.31 g (0.27 mmol) 80%

[a]) = -29.1° (c=1.00, DMF)
m/z (HRMS) = [m+Na]" = 1133.49017 (ber.: 1133.4947)

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB))O7Bu (44)

nach AAV 9
OY
o)
o) o)
o)
HN o)

% o)

()\
o) o)

TN i

C\
O
,,,///
NH
O
[ ] ,,,////
NHFmoc

"H-NMR (CDCl;): 8= 7.80 (bs, 1H, Fmoc-Aryl), 7.73 (d, 2H, J = 17.33Hz, Spacer-Aryl), 7.59
(m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.26-7.38 (m, 6H, Fmoc-Aryl), 7.16 (d, 2H, Spacer-Aryl), 7.01 (bs, 1H,
NH Spacer), 6.13 (bs, 1H, ACHC-NH), 5.39 (bs, 1H, Asp-NH), 5.34 (dd, 1H, H-3, Jus.
n4=5.81 Hz), 5.25 (d, 1H, H-4, Jy3.54= 9.35 Hz), 5.23 (m, 1H, H-2), 4.84 (m, 1H, H-1), 4.81
(m, 1H, CH-Asp), 4.64 (d, 1H, Ph-CH,-O, J= 12.37 Hz), 4.46 (d, 1H, Ph-CH,-O, J= 12.37
Hz), 4.42 (m, 2H, Ph-CH,-NH), 4.28 (bm, 1H, ACHC CONHCH HNCOCH), 4.25 (m, 3H,
Hé6a, Fmoc-CH,), 4.14(m, 1H, Fmoc-CH), 4.03 (m, 1H, H-6b), 3.97 (m, 2H, H-5, ACHC
CONHCH), 3.44 (m, 1H, HNCOCH ACHC), 2.67 (m, 2H, CH, Asp), 2.11(s, 3H, CHs-
Acetyl), 2.09(s, 3H, CHs-Acetyl), 2.01(s, 3H, CHj3-Acetyl), 1.95 (s, 3H, CH3-Acetyl),
2.18-1.88 (m, 2H, ACHC CH,), 1,78 - 1.52 (m, 5SH, ACHC CH,), 1,37 (s, 9H, tBu) 1.05-1.35
(m, 8H, ACHC CH,).
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BC-NMR(CDCly): &= 174.1, 173.4, 171.7, (COO ACHC, Asp), 170.7, 170.0, 169.8, 168.7
(COO Acetat), 156.1 (OCOO Fmoc), 141.2, 139.3, 134.7, 128.2, 128.0, 127.6, 127.1, 127.0,
125.2, 119.9 (Aryl), 96.8 (C1), 81.8 (C-(CH3)3), 77.4 (ACHC-NH-CH), 69.7 (C-2), 69.6 (Ph-
CH»-0), 69.4 (C-3), 68.8 (C-5), 66.9 (Fmoc CH,), 66.3 (C-4), 62.7 (C-6), 58.2, 53.5 (ACHC
NH-CH), 51.6 (Asp CH), 50.0, 49.4 (ACHC CH-CO) 47.3 (CH Fmoc), 43.5 (Ph-CH,-NH),
36.9 (CHy Asp), 33.2, 29.4, 29.3 (ACHC CH,), 28.2 (CHs /Bu), 25.1, 25.0, 24.9 (ACHC
CH,), 21.1,21.0, 20.9, 20.9 (Acetyl- CHs)

Ausbeute: 0.31 g (27.1 mmol) 80%

[a]}) = +21.4° (c=1.00, DMF)
m/z (HRMS) = [m+Na]" = 1133.49015, (ber.: 1133.4947)

Zu 4.5

AAYV 10 Darstellung der Glycohexapeptide (46, 47)

30 mg (0,027 mMol) des geschiitzten Glycotripeptidbausteins 43, 44 werden in 3 ml 20%
TFA in Chloroform geldst und 18h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird nach vorheriger
Zugabe von 3 ml Toluol abdestilliert und die TFA so oft coevaporiert.

Die freie Sdure wird am Hochvakuum getrocknet und direkt weiter umgesetzt.

30 mg (0,027 mMol) des geschiitzten Glycotripeptidbausteins 43, 44 werden in 3ml 20 %
Piperidin in DMF gelost und 2 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wird mehrmals mit
Toluol coevaporiert.

Das freie Amin wird am Hochvakuum getrocknet und direkt weiter umgesetzt.

Das freie Amin aus 43, 44 und die freie Sdure aus 43, 44 (jeweils aus 0.027 mmol Edukt)
werden in 2 ml DMF gelost. 5 mg HOBt (35mmol), 13mg HBTU (35mmol) und 9ul DIEA
(0.054mmol) werden zugegeben und 40 min bei RT geriihrt.

Die Reaktionsmischung wird mit einer Pipette in 20ml Wasser gespritzt, worauf das
Rohprodukt als farbloser Feststoff ausfillt. Das Rohprodukt wird mit einer Fritte(Por. 4)
abgenutscht, mit 60 ml Wasser nachgewaschen und trocken gezogen.

Das Produkt wird sdulenchromatographisch (5% MeOH in Chloroform) gereinigt.
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Fmoc(ACHC-ACHC-(AcGIBB)-ACHC-ACHC-(AcGIBB))OrBu (46)

OAc OAc

OAc OAc

AcO ] AcO o

$
S

~N
FmocHN

'H-NMR (CDCl5): 8= 8.79 (bm, 1H, NH Asp), 8.37 (d, 1H, J = 6.34 Hz, NH Asp), 8.32 (t,
1H, J = 6.34 Hz, NH-Bn), 8.25 (d, 1H, J = 8.72 Hz, NH-ACHC), 8.06 (t, 1H, J = 5.95 Hz,
NH-Bn), 7.95 (d, 1H, J = 7.48 Hz, Ar), 7.90 (d, 2H, J = 7.93 Hz, Ar) 7.82 (d, 1H, J =7.53
Hz, Ar), 7.80 (d, 1H, J =19.02 Hz, ACHC-NH), 7.55 (d, 1H, J = 8.71 Hz, NH-ACHC), 7.52
(d, 1H, J, =16.65 Hz, NH-ACHC), 7.36 (m, 3H, Fmoc-Aryl), 7.25 (m, 4H, Fmoc-Aryl,
Spacer-Aryl), 7.10 (dd, 4H, J, = 7.93 Hz, J, = 25.76 Hz, Spacer-Aryl), 5.15 (m, 2H, H-3,),
5.11 (m, 1H, CH-Asp), 5.05 (m, 2H, H-4), 4.95 (m, 5SH, CH-Asp, H-1, H-2), 4.85 (d, 1H, J =
11.89 Hz, O-Bn), 4.78 (d, 1H, Ph-CH,-O, J = 12.28 Hz), 4.54 (d, 1H, J = 11.89 Hz, Ph-CH,-
0), 4.48 (d, 1H, Ph-CH,-O, J = 12.28 Hz), 4.35-3.93 (m, 16 H, Fmoc-CH, H-6a, ACHC-
CHNH, H-6b, Fmoc-CH,, ACHC-CHNH, Ph-CH,-NH, C-5, ACHC-CHNH), 3.75 (bm, 1H,
ACHC-CHNH,, 2.75 (m, 6H, CH, Asp, 2 ACHC-COCH), 2.49 (m, 1H, ACHC-COCH), 2.36
(m, 1H, ACHC-COCH), 2.08, 2.06, 2.04, 2.04, 1.99, 1.99, 1.98 (s, 24H, CHs-Acetyl), 2.18-
1.88 (m, 2H, ACHC CH,), 1.90- 1,70 (m, 14H, ACHC CH,), 1,52 (s, 9H, tBu) 1.47-1.15 (m,
16H, ACHC CH,).

BC-NMR(CDCly): 8= 174.5, 173.8, 172.2, 171.1 (COO ACHC, Asp), 170.8, 170.6, 169.8,
169.8 (COO Acetat), 156.5 (OCOO Fmoc), 144.4, 141.6, 139.5, 135.5, 128.4, 128.2, 128.0,
128.0, 127.4, 125.6, 120,4 (Aryl), 99.8, 99.7 (C1), 81.6 C-(CH3)3, 72.9 (C-3), 71.7 (C-2), 71.7
(C-5), 70.7, 70.4 (Ph-CH»-O), 69.0 (C-4), 66.4 (Fmoc CH,), 62.3 (C-6), 51.3 (ACHC NH-
CH), 50.7, 50.4, (Asp CH), 50.4, 50.2, 50.0, 49.8, 49.6, 49.3, 49.2 (ACHC CH-CO), (ACHC
NH-CH), 47.4 (CH Fmoc), 42.5, 42.3 (Ph-CH,-NH), 38.6, 36.8, (CH; Asp), 35.7, 35.4, 33.7,
32.6, 31.0, 30.9, 30.8, 30.6, 30.2, 29.6, (ACHC CH,), 27.9(CH; tBu), 26.2, 25.9, 25.7, 25.7,
25.4,25.2 (ACHC CHy), 20.3, 20.2, 20.2, 20.1 (Acetyl- CH3).
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Tabelle 7: Signale von Protonen des Riickgrates, die der Sequenz zugewiesen werden konnten.

1 Asp 2 ACHC 3ACHC 4 Asp SACHC 6ACHC
8.77 7.53 7.78 8.35 8.25 7.51
NH NH NH NH NH NH
4.83 4.22 3.84 4.95 4.21 3.62

CH CHNH CHNH CH CHNH CHNH,
2.79 2.33 2.82 2.60-2.90 2.47 2.77

CH, CHCO CHCO CH, CHCO CHCO
2.06 1.97 1.86 2.08

CHNHCH, | CHNHCH, CHNHCH, | CHNHCH,

Die Sequenz wurde mittels NOE aufgeklirt, wobei die NOE — Signale von NH (i) — Ca (i+1)

verwendet wurden.

Tabelle 8: Noe- Signale, die nicht zwischen am Riickgrat benachbarten Protonen auftreten

NH 1 NH 2 NH 3 NH 4 NH 5 NH 6
Cp4 Ca 5 Cp6 CBI1,CB2 | CB3,CB2 CB3
Cp3
Co4 Cal

Cy,05 Cy,0 6
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m/z (HRMS) = [m+2H]*" = 963.44046, (ber.:963.4421)
Ausbeute: 33 mg (17 umol), 63%

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB))OrBu (47)
nach AAV 10

OAc OAc
OAc
AcQ OhAc AcO
OAc OAc
AN AN
0] 0]
(0) (0]
NH INH
/
oC OoC
N N N N N S
FmocHN NH NH NH NH NH 0
0 o) (0) fe) ') OtBu

'H-NMR (CDCls): 8= 8.29 (d, 1 H, J = 8.59 Hz, NH — Asp), 7.81 (d, 1 H, J = 8.59 Hz, NH-
ACHC), 7.78- 7.62 (m, 4 H, NH-Asp, Aryl), 7.55 (d, 1H, J = 7.33 Hz, NH-ACHC), 7.44 (d,
1H, J = 8.84 Hz, NH-Asp), 7.34 (d, 1H, NH ACHC), 6.93-7.30 (m, 12 H, Ar, Ph-CH,-NH),
6.60-6.83 (m, 4H, Ar), 5.16-5.30 (m, 6H, H-3, H-4, H-2) 5.98 (m, 1H, Asp-NH), 4.88 (m, 1H,
Asp-CH), 4.72-4.77 (m, 2H, H-1), 4.59 — 5.20 (m, 2H, Ph-CH»-0), 4.42 - 4.59 (m, 2H, Ph-
CH»-0), 4.42 - 3.87 (m, 16 H, Fmoc-CH,, Fmoc-CH, Ph-CH>-NH, H-6, ACHC-CHNH,
ACHC-CHNH, H-6, ACHC-CHNH, C-5), 3.85 - 3.60 (m, 3 H, ACHC-CHNH, NH-CH>-Ph,
), 2.90 - 2.72 (m, 4H, CH, -Asp), 2.71 - 2.28 (m, 6H, ACHC-COCH, ACHC-COCH, CH,-
ACHC, ACHC-COCH), 2.25 - 2.14 (m, 1H, ACHC-CHCO) 2.13- 1.80 (m, 29 H, 2.05, 2.04,
2.03, 2.02, 1.96, 1.96, 1.91, 1.90 CHs-Acetyl ACHC-HCO, ACHC-CH, ), 2.18-1.80 (m, 2H,
ACHC-CH,), 1,78 - 1.52 (m, 9H, ACHC-CH,), 1,45 (s, 9H, tBu) 1.05-1.55 (m, 18H, ACHC-
CH,).
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BC-NMR(CDCl):8= 175.54, 174.55, 174.42, 172.86, 171.29, 171.11 (COO ACHC, Asp),
170.97, 170.24, 170.13, 170.12, 170.03, 170.01, 169.34, 168.62 (COO Acetat), 156.83
(OCOO Fmoc), 145.10, 144.33, 141.30, 141.25, 138.49, 137.45, 135.07, 135.00, 128.35,
128.31, 128.15, 127.55, 127.30, 127.10, 126.71, 125.88, 125.66, 119.84 (Aryl), 96.66, 96.61
(C-1), 82.44 (C-(CHj3)3), 69.61 (C-2), 69.33, 69.27 (C-3), 69.14 (Ph-CH,-O), 68.71 (C-5),
67.04 (Fmoc CHa), 66.67 (C-4), 62.52 (C-6), 51.23, 50.23 (ACHC NH-CH), 49.78 (Asp CH),
49.77,-49.43 (ACHC CH-CO) 47.51 (CH Fmoc), 42.55, 42.42 (Ph-CH,-NH), 36.80, 36.58
(CH; Asp), 33.23, 32.58, 32.50, 30.72, 30.64, 30.32, 29.80, 29.43 (ACHC CH,), 28.24 (CH; ¢-
Bu), 25.83, 25.48, 25.30, 24.99, 24.89 (ACHC CH,), 20.92, 20.85, 20.83, 20.79, 20.73
(Acetyl- CHs)

m/z (HRMS) = [m+H]" = 1925.87617 (ber.:1925.8764)

Ausbeute: 34 mg (18 umol) 67%

Fmoc(ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB)-ACHC-ACHC-
(AcManBB)-ACHC-ACHC-(AcManBB))OrBu (49)

15 mg (7.8:10° Mol) des geschiitzten Glycohexapeptids 47werden in 3 ml 25% TFA in
Chloroform gelost und 12h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird nach vorheriger Zugabe
von 3 ml Toluol abdestilliert und die TFA so oft coevaporiert, bis kein essigsaurer Geruch
mehr festgestellt werden kann.

Die freie Séure wird am Hochvakuum getrocknet und direkt weiter umgesetzt.

15 mg (7.8%10°° Mol) des geschiitzten Glycohexapeptids 47 werden in 3ml 20 % Piperidin in
DMF gelost und 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wird mehrmals mit Toluol
coevaporiert, bis kein Geruch nach Piperidin mehr festgestellt werden kann.

Das freie Amin wird am Hochvakuum getrocknet und direkt weiter umgesetzt.

Das freie Amin aus 47 und die freie Sdure aus 47 (jeweils aus 15 mg, 7.8%10° Mol) werden in
2 ml DMF gelést. 3 mg HOBt (8*10 mol), 1.2 mg HBTU (8.9%10° mmol) und 1.5 pl DIEA
(9*10° Mol) werden zugegeben und 70 min bei RT geriihrt.

Die Reaktionsmischung wird mit einer Pipette in 10ml Wasser gespritzt, worauf das
Rohprodukt als farbloser Feststoff ausfillt. Das Rohprodukt wird mit einer Fritte (Por. 4)
abgenutscht, mit 30 ml Wasser nachgewaschen und trocken gezogen.

Das Produkt wird sdulenchromatographisch (5% MeOH in Chloroform) gereinigt.
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Da das Produkt noch nicht vollig sauber ist, wird es nochmals mittels HPLC (MeOH 0-20%
in 20 min, dann isokratisch mit 20 % MeOH) gereinigt.

OAc OAc OAS  oAc

AcO AcO Ohc AcQ AcO
OAc OAc <OAc OAc
[e] o]
O %

Das 600 MHz Kapillar-NMR-Spektrum war aus Auflosungsgriinden kaum auszuwerten.
Lediglich die Integration des tert-Butyl-Peaks konnte zum Integral der Acetylgruppen ins
Verhiltnis gesetzt werden und stimmten mit dem erwarteten Verhéltnis 16:3 iiberein.

m/z (ESI-MS) = [m+H+Na]*" = 1788.79890, [m+2H]*" = 1777.81267 (ber.: 1777.80575)
Ausbeute: 11 mg, (3.1 pmol) 40%
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AAYV 11 Entschiitzung

10 mg (2.8 -10 pmol Glycopeptid werden in 3 ml 20% TFA in Chloroform geldst und 18h bei
RT geriihrt. Das Losungsmittel wird nach vorheriger Zugabe von 3 ml Toluol abdestilliert und
die TFA so oft coevaporiert, bis kein essigsaurer Geruch mehr festgestellt werden kann.

Die freie Séure wird am Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 4 ml 20 % Piperidin in DMF gel6st und 10 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionslosung wird mehrmals mit Toluol coevaporiert, bis kein Geruch nach Piperidin
mehr festgestellt werden kann.

Das freie Amin wird am Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 5 ml SM NHj in MeOH gel6st und 20 h bei RT gertihrt. Danach wird
Argon durch die Reaktionslosung geleitet, bis kein Geruch nach Ammoniak mehr festgestellt
werden kann. Die Losung wird am Vakuum eingeengt und am Hochvakuum getrocknet. Das
Produkt wird in 10 ml Wasser gelost und dreimal mit je 5 ml Diethylether ausgeschiittelt.

AbschlieBend wird es am Hochvakuum getrocknet.

(ACHC-ACHC-(GIBB)-ACHC-ACHC-(GIBB)) (48)

OH OH
HO HO

OH OH

HO o HO o

NH
0oC

~

N\\\ ;- N\H COOH

'"H-NMR (600 MHz Kapillar- NMR) (CDCls, 5% CD;OD): 8 = 10.16 (COOH), 7.34-7.19
(m, 8H, Aryl), 4.97 (Asp-CH), 4.72 (d, 4H, Ph-CH,-0), 4.38 (H-1), 4.33 (ACHC-CHNH),
4.10 (ACHC-CHNH), 4.08 (ACHC-CHNH), 4.95, 4.1 (ACHC-CHCO), 3.87 (C-6a,b), 3.66
(C-5), 3.39 (H-3), 3.30 (ACHC-CHCO), 3.29 (H-4), 3.23 (H-2), 3.21 (m, Ph-CH>-NH), 3.29,

o)
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3.15 (Asp-CHa), 3.06-2.53 (m, Asp-CHa) 2.99, 2.93 (ACHC-CHCO), 2.80, 2.74, 2.54, 2.48
(ACHC-CHCO) 2.03 — 1.15 (m, 32 H, CH,-ACHC).

BC-NMR: § = 172.2 (COOH), (CONH — ACHC)), 127.7, 127.0, 126.8, 125.8, 125.3, 125.2
(Aryl), 102.9 (C-1), 77.6 (C-3), 77.6 (C-2) 74.4 (C-4),( 71.0(C-6), 42.2 (ACHC-CHNH),
48.0, 49.0 (Asp-CH>), 49.5, 49.7 (ACHC-CHNH), 40.8 (Ph-CH,-NH), 39.5, 39.7 (Asp-CH,),
38.0, 37.8, 35.8, 33.2 (ACHC-CHCO), 24.0- 33.1 (CH,-ACHC).

m/z (HRMS) = [m+H] = 1311.66131 (ber.: 1311.6612)

Ausbeute: 4.8 mg (3.64 pmol) 70%

(ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB)) (50)

OH
OH oH OH
HO HO
OH OH
\
\o [e)
10) (0]

T/

/NH
ocC
HoN N NH NH
(0] 0 o

'H-NMR (600 MHz Kapillar- NMR) 6 = 8.87 (bd, 1 H, J = 8.97 Hz, Asp b -NH), 8.19 (m, 4
H, Asp a — NH), 4.80 (Asp a-CH), 4.75 (Asp b-CH), 4.47 (d, 2H, J = 127 Hz, Ph-CH,-0O),
4.424 (s, 1H Ph-CH,-0), 4.27 (d, 2H, Ph-CH,-NH, J = 90 Hz), 4.17 (s, 1H Ph-CH,-O), 4.35
(s, 1H, Ph-CH,-NH), 3.95 (m, 3H, ACHC-CHNH), 3.90- 3.5 (m, 14H, Man-CH, CH,, Ph-
CH>-NH,), 3.42 (ACHC CH-NH3), 3.05 (m, 2H, CH,-Asp), 2.8 (ACHC-NH, CHCO), 2.67
(m, 2H, CH;-Asp), 2.66-1.10 (m, 32 H, ACHC-CH,).

o)

beobachtete NOEs:

NH 3 - Ca4

NH 4 - Ca 5

Ca3 - CB6 > zu erwarten bei 14 - Helix
CHNHCH, 2 - CHNHCH, 5 > zu erwarten bei 14 - Helix
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Tabelle 9: Signale von Protonen des Riickgrates, die der Sequenz zugewiesen werden konnten.

1 Asp 2 ACHC 3ACHC 4 Asp SACHC 6ACHC
8.28 8.25 8.25 8.87 8.25
NH NH NH NH NH
4.88 3.95 3.95 4.75 3.95 3.42
CH CHNH CHNH CH CHNH CHNH,
2.57 2.33 2.86 2.63-2.90 2.30 2.80
CH, CHCO CHCO CH, CHCO CHCO
1.81 1.97 1.92 2.14
CHNHCH, | CHNHCH, CHNHCH, | CHNHCH,

m/z (HRMS) = [m+H]" = 1311.66009 (ber.: 1311.6612)
Ausbeute: 4.5 mg (3.43 pumol) 66%

(ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-ACHC-(ManBB)-ACHC-
ACHC-(ManBB)) NH,'( (51)

H OH H OH
HOO HO Hoo HO
OH OH OH OH
—OH —OH —OH ~OH
(o} O 0 [¢]
(0] O, 0. 0.
NH NH NH NH
oC, oC, o o]
N < N N N N < N N N < < O\
H2N NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH NH COO'NHs4
o o o] 0 o) 0 o) o] o o] 0

m/z (HRMS) = [m + 2H]* = 1311.16614 (ber.: 1311.16915)
Ausbeute: 4.5 mg (1.7 pmol) 62%
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Zu 4.7

AAYV 8 Aktivierung der Bausteine mit Pentafluorphenol

1 mmol des geschiitzten Bausteins aus AAV 7 wird in 20 ml einer 20 % TFA — Losung in
DCM gelost und 2 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslésung wird mit 20 ml Toluol verdiinnt,
um eine Konzentrierung der TFA beim Einengen zu vermeiden, und mehrfach mit Toluol
coevaporiert, bis kein essigsaurer Geruch mehr festgestellt werden kann.

Das Produkt wird in Ethylacetat gelost und 0.184 mg (1 mmol) Pentafluorphenol sowie 0.247
g (1.2 mmol) DCC zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 5 h bei RT geriihrt, der
entstandene Dicyclohexylharnstoff wird liber Celite abfiltriert, die Losung am Vakuum
eingeengt und das Produkt wird sdulenchromatographisch (Kieselgel, Toluol : Aceton = 20 :

1) abgetrennt.

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-f-D-
glucopyranosyl]-L-asparaginsiure-f-pentafluorphenylester (57)

'H-NMR (CDCl5): &= 7.81 (bd, 2H, Fmoc-Aryl), 7.60 (d, 2H, Fmoc-Aryl) 7.26-7.45 (m, 8H,
Aryl Spacer, Fmoc), 6,84 (s, 1H, NH-CH,-Ph), 5.94 (b, 1H, CH-NH-CO), 5.11-5.24 (m, 3H,
H-2, H-3, H-2), 4.81 (m, 2H, O-CH,-Ph), 4.81 (bs, 1H, CH Asp), 4.64 —4.58 (m, 5H, H-1,
Fmoc — CH,, NH-CH»-Ph), 4.30 — 4.19 (m, 3H, H-6a, CH Asp, H-6b), 3.72 (m, 1H, C-5),
3.50 —3.18 (m, 2H, Asp-CH>), 2,15 (s, 3H, Acetyl-CH3), 2.07 (s, 3H, Acetyl-CHs), 2.06 (s,
3H, Acetyl- CHs3), (s, 3H, Acetyl- CH3).

BC-NMR(CDCl3): &= 170.94 170.47, 169.61, 169.53 (COO Acetat), 167.82 (COO Asp),
156.31 (NCOO Fmoc), 143.62, 141.47, 137.49, 136.33, 128.20, 128.01, 127.86, 127.25,
125.05, 120.23 (Aryl), 99.59 (C-1), 72.94 (C-3), 71.94 (C-2), 71.43(C-5), 70.58 (O-CH,-Ph),
68.54 (C-4), 67.51 (Fmoc CH,), 62.07 (C-6), 51.22 (CH-Asp), 47.23 (CH Fmoc), 43.61 (NH-
CH,-Ph), 35.57 (CH; Asp), 20.88, 20.77, 20.75, 20.73 (Acetyl- CH3).

Ausbeute: 0.78 g (0.8 mmol) 80 %

[a]}) =-18.7° (c = 1, CHCl;)

m/z (Fab) = 971.2 [m+H]" (ber.: 971.26)

Smp. = 110° C (Toluol)

EA: C H N

Ber.: 58.15 446 2.89

Gef.: 58.65 4.87 2.82



Dissertation Jan Horzer -119 -

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-a-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-
galactopyranosyl]-L-asparaginsiure-3- pentafluorphenylester (59)

'H NMR (CDCls): 8= 7.69- 7.67 (q, 2H, Fmoc-Aryl), 7.47 (d, 2H, Fmoc-Aryl) 7.14-7.33 (m,
4H, Aryl Spacer, Fmoc), 6,62 (s, 1H, NH Spacer), 5.73 (d, 1H, CH-NH-CO),5.41(d, 1H, H-4,
Ju3-m4=3.03 Hz), 5.30 (dd, 1H, H-2, Jix.n3= 10.36 Hz), 5.01 (dd, 1H, H-3), 4.76 (bs, 1H, CH -
Asp), 4.74 (dd, 2H, O-CH,-Ph), 4.52 (d, 1H, 1-H, Jg1.n2= 12.36 Hz), 4.46-4.43 (m, 4H, NH-
CH,-Ph, CH,-Fmoc), 4.14-4.03 (m, 3H ,H-6a,b Jys.neb Jus-n6.=6.56 Hz, Fmoc-CH), 3.80 (t,
1H, C-5), 3.28 — 3.02 (m, 2H, CH, Asp), 2,08(s, 3H, Acetyl- CH3), 1.98 (s, 3H, Acetyl-
CH3), 1.93 (s, 3H, Acetyl- CHs3), 1.90 (s, 3H, Acetyl- CH3).

BC NMR(CDCls): 8= 170.50 170.36 , 169.65, 169.53, (COO Acetat), 167.97 (COO Asp),
156.20 (OCOO Fmoc) 143.64, 141.52, 137.48, 136.42, 128.23, 128.05, 127.89, 127.29,
125.09, 120.27, (Aryl), 100.08 (C1), 71.08(C-3), 70.88 (CH-Fmoc), 70.52 (O-CH,-Ph),
69.01 (C-5, C-2) 67.54 (Fmoc CH,), 67.22 (C-4), 61.46 (C-6), 51.24 (CH-Asp), 47.27 (CH
Fmoc), 43.66 (NH-CH»-Ph), 35.54 (CH, Asp), 20.91, 20.87, 20.85, 20,76 (Acetyl- CH3).
Ausbeute: 0.73 g (0.75 mmol), 75 %

[a]) =-16.2° (c = 1, CHCl)

Smp. = 99°C (Toluol)

m/z (Fab) [m+H] = 971.2 (ber.:971.26)

EA: C H N

Ber.: 58.15 4.46 2.89

Gef.: 58.02 4.81 2.65

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-o-[(p-aminomethylbenzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl]-L-asparaginsiure-f3- pentafluorphenylester (58)

'H NMR (CDCls): 8= 7.78 (m, 2H, Fmoc-Aryl), 7.57 (m, 2H, Fmoc-Aryl) 7.24-7.43 (m, 8H,
Aryl Spacer, Fmoc), 6,90 (bs, 1H, NH Spacer), 6.00 (bd, 1H, CH-NH-CO), 5.39(dd, 1H, H-3,
Ju3ms=10.11 Hz), 5.34 (d, 1H, H-4,), 5.31 (m, 1H, H-2), 4.90 (bs, 1H, 1-H), 4.79 (bd, 1H,
CH-Asp), 4.61 (dd, 2H, O-CH,-Ph), 4.47 (m, 4H, NH-CH,-Ph, CH,-Fmoc), 4.28 - 4.14 (m,
3H ,H-6a, Fmoc-CH, H-6b), 3.98-4.01 (m, 1H, C-5), 3.15 —3.36 (m, 2H, CH; Asp), 2,17 (s,
3H, Acetyl- CH3), 2.13 (s, 3H, Acetyl- CH3), 2.05 (s, 3H, Acetyl- CH3), 2.02 (s, 3H, Acetyl-
CHs;).
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C NMR(CDCl3):6 = 170.93, 170.21, 170.09, 169.88, 169.61 (COO Acetat), 167.74 (COO
Asp), 156.20 (OCOO Fmoc), 143,64, 141.46, 137.86, 135.85, 129.17, 128.73, 127.98,
127.95, 127.22, 125,07, 120.20, (m, Aryl), 97.01 (C1), 69.71(C-2), 69.29(0-CH,-Ph), 69.01
( C-3), 68.72 (C-5,) 67.49 (Fmoc CH,), 66.35 (C-4) 62.50(C-6), 51.24 (CH-Asp), 47.21 (CH
Fmoc), 43.54 (NH-CH,-Ph), 35.60 (CH, Asp), 21.05, 21.00, 20.89, 20.80 (Acetyl-CHs).
Ausbeute: 0.68 g, (0.70 mmol) 70 %

[y =+32.1° (¢ = 1, CHCL)

Smp. = 106° C (Toluol)

m/z (Fab) [m+H] = 971.1 (ber.: 971.26)

EA: C H N

Ber.: 58.15 4.46 2.89

Gef.: 58.05 4.60 2.68

Vorbereitung des Papiers:

1. Reinigen des Cellulose-Papiers: 16 Blatter Whatman CH 1 (Nr. 1001 917) 10 - 14 cm
a) Dreimal 0,5 h unter leichtem Schiitteln mit Dioxan (500 ml) waschen.

b) Dreimal 0,5 h unter leichtem Schiitteln mit Methanol (500 ml)waschen.

¢) Im Luftstrom und anschlieBend im Exsikkator am Hochvakuum vollstédndig trocknen.

2. Derivatisieren der Hydroxylgruppen auf der Celluloseoberflache:
Die Papiere werden in einer groBen DC-Kammer 2 h lang bei RT in einer 10%
Epibromhydrin- Lésung in Dioxan mit 1% Perchlorsdure (50 ml) ziehen gelassen.

Danach wird wie in 1.gewaschen und getrocknet.

3. Auftragen des Safety-Catch-Linkers:

a) Die Papiere werden in einer groBen DC-Kammer 2 h lang bei RT in 50 ml einer 20%
Loésung von 4,7,10-Trioxa-1,13-Tridecandiamin in DMF ziehen gelassen.

b) Die Papiere werden fiir 0,5 h in 100 ml einer 5 M methanolischer NaOMe-Losung
gewaschen.

¢) Es wird siebenmal mit je 500 ml Methanol nachgewaschen und am Vakuum im Exsikkator

getrocknet.
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4. Aufspotten des Rink-Amid-Linkers:

135 mg (0.25 mmol) Rink-Amid-Linker, 190 mg (0.50 mmol) HATU, in 25 ml NMP losen
und 85 pl DIEA zugeben.

Der Linker wird in den gleichen Volumina wie hinterher die Spot- Synthese geplant ist in
zweil Zyklen mit einer Reaktionszeit von jeweils 90 min aufgetragen.

Danach wird dreimal zwei Minuten lang mit je 100 ml 4% Ac,O in DMF geschwenkt.

Die Membranen werden einmal zwei Min mit 100 ml DMF und drei mal zwei Min mit je 100

ml MeOH gewaschen und anschlieBend wie oben beschrieben getrocknet.

5. Entschiitzen der Fmoc-Gruppen:

Die Papiere werden 30 min lang in einer 20% methanolischen Piperidin- Losung ziehen
gelassen.

Danach wird dreimal mit DMF und dreimal mit Methanol unter leichtem Schiitteln

gewaschen und im Exsikkator am Hochvakuum getrocknet.

6. Derivatisieren mit PFP- Fmoc- Glycin:

116 mg (0.25 mmol) PFP- Fmoc- Glycin werden in 1 ml NMP gelost. Dazu werden 0.125
mmol (20.4 mg) HoDhbt gegeben.

Die Losung wird in den gleichen Volumina wie hinterher die Spot- Synthese geplant ist
doppelt mit einer Reaktionszeit von jeweils 90 min aufgetragen.

Danach wird dreimal zwei Minuten lang mit je 100 ml 4% Ac,O in DMF geschwenkt.

Die Membranen werden einmal zwei min mit 100 ml DMF und drei mal zwei min mit je 100

ml MeOH gewaschen und anschlieBend wie oben beschrieben getrocknet.

Vor der Verwendung der Membrane muss Fmoc wie in 5. beschrieben abgespalten werden.
Bei den Waschvorgéingen ist darauf zu achten, die Papiere einzeln in die Waschlosung zu
geben, um ein Verkleben der Blitter zu vermeiden. Auflerdem sollte das Schiitteln auf das
Notigste beschrinkt bleiben, da die Oberfldchen der Membranen durch das Reiben aneinander
stark beschédigt werden koénnen.

Beim Trocknen sollten die Papiere gut getrennt stehen, da sonst die Trockenzeiten

unverhdltnisméfBig hoch werden.
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Durchfiihrung der Spot- Synthese:

2x90 min 0.1 mmol des PFP- aktivierten Bausteins werden in 1 ml einer HoDhbt-
Losung (0.06 mmol/ml) geldst.
Diese Losung wird zweimal mit 90 min Reaktionszeit auf die entschiitzte
Membrane aufgespottet.

Bei Bedarf 1 ml einer 1% Losung von Bromphenolblau in DMF zu 30ml MeOH und die

Membran damit schwenken, um eventuell noch vorhandene Amingruppen anzuféarben.

3x2 min Mit 4% Ac,0 in DMF acetylieren.

4x2 min Mit DMF waschen

4x2min Mit MeOH waschen

Bei Bedarf 1 ml einer 1% Ldsung von Bromphenolblau in DMF zugeben, um die Spots

anzufarben

Trocknen

1x8min mit 20% Piperidin in DMF Fmoc abspalten
4x2 min Mit DMF waschen

4x2min Mit MeOH waschen

Bei Bedarf 1 ml einer 1% Ldsung von Bromphenolblau in DMF zugeben, um die Spots
anzufarben.

Trocknen

Jetzt kann die nichste Aminosiure gekuppelt werden oder durch einen Acetylierungsschritt

die Festphasensynthese abgebrochen werden.

Acetyl-Entschiitzung:
Die Membran wird 15 h lang in 5 M NHj; geschwenkt. Das Gefdl3 (Petrischale) wird dabei

mit Parafilm zusétzlich abgedichtet.

Die Membran kann nach dem Trocknen fir Affinititstest verwendet werden.

Spalten des Rink-Linkers und abldsen des Peptids von der Membran

Um das Produkt weiter zu untersuchen, oder um es z.B. auf eine Nitrozellulosemembran zu
iibertragen, muss der Rink- Linker gespalten werden.
20 ml TFA und 20 ml CHCI; werden in eine grole DC- Kammer oder in einen entfetteten

Exsikkator (um verharzen des Fettes zu verhindern) gegeben. Nach 30 min wird die Membran
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auf einem Uhrglas in den TFA-Dampf gelegt. Sofortige Rotfarbung der Spots zeigt eine
Reaktion an.
Nach 30 min. wird die Membran aus dem Dampf genommen, die einzelnen Spots werden

ausgeschnitten und in Methanol extrahiert.

Bemerkungen:

DMF und NMP miissen frei von Aminen sein.

MeOH, Dioxan und Ac,O wurden vor Gebrauch destilliert.

Zu4.8.1

Lectin- Screening:

Puffer-Losungen:

Stammldsungen 1 M:

A: Spiilpuffer TBS pH 7.5:
121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf'in 1 L dd H,O
Mit 1 N HCI auf pH 7.5 eingestellt

B: Spiilpuffer TBS /Tween
121.14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan auf'in 1L dd H»0, 2,5 g Tween 20 auf 1 L
dd H,O
Mit 1 N HCI auf pH 7.5 eingestellt

Gebrauchspuffer 20 mM:

2 % Losungen der Stammldsungen in dd H,O

Farbepuffer:

A: Acetatpuffer: pH 5.0: Gebrauchspuffer
4.10 g NaOAc in 900 mL dd H,O
Mit konz. HCI auf pH 5.0 eingestellt

B: TBS-Puffer: pH 9.5
2.42 g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan aufin 1 L dd H,O
Mit 1N NaOH auf pH 9.5 eingestellt
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Lectinlosungen:
Die Standartkonzentration der Lectinldsungen liegt bei 0.05 pM. Je nach
Anbindungsintensitédt kann die Konzentration angehoben oder gesenkt werden, um

eine maximale Intensititsbandbreite der Farbreaktion zu erhalten.

5 nmol Lectin werden in 100 ml TBS- Spiilpuffer (pH 7.5) gelost und 10 uL einer 0.1
M CaCl, — Losung sowie 10 pL einer 0.1 M MnCl, — Losung zugegeben.

Bei Phosphatase— Nachweisreaktionen kann die Losung mit 50 pL einer 1M NaNj3 —

Losung haltbar gemacht werden, nicht aber bei Peroxidase — Nachweisreaktionen.

Lectintest mit POD — labeled Lectinen / AEC- Farbreaktion

1. Vorbereitung der Membran:
1 x30s, 2 x 5 min mit 25 ml TBS — Puffer (pH 7.5) spiilen

1 x 5 min mit 25 ml TBS / Tween spiilen

2. Inkubation mit Peroxidase labeled Lectin:
Ix1lh Membran mit 25 ml POD — Lectin — Losung inkubieren. (Lésung kann
wieder verwendet werden).
1 x30s,2 x5 min mit 25 ml TBS — Puffer (pH 7.5) spiilen
1 x 5 min mit 25 ml TBS / Tween spiilen

3. Farbungsreaktion mit AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol):
5—15min mit 50 ml frisch hergestellter H,O, / AEC / Acetatpuffer — Farbelosung
schwenken:
= 20 mg AEC in 2.5 ml DMF I6sen und mit 47.5 ml Acetatpuffer (50
mM, pH 5.0 ) in einem separaten Gefdll mischen, 25 pl 30% H,O,

zugeben und direkt verwenden.

Bei erreichen der gewlinschten Farbintensitdt wird die Farbereaktion durch Zugabe von

20 ml H,O gestoppt. Die Membran wird gescannt.
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Zu 4.8.2

Mit den entschiitzten Glycopeptiden werden Stammldsungen von 1mmol/l hergestellt.

Diese werden um jeweils eine Zehnerpotenz weiter verdiinnt (0.1 mmol/l. 0.01 mmol/l, 0.001
mmol/l).

Auf eine Nitrocellulosemembran werden jeweils 0.5 pl der Losung aufgetragen und trocknen
gelassen.

Die Membran wurde 3 x 5 min mit TBS-Puffer gespiilt

Die Membran wird 30 min in 3% BSA in TBS (Blockierl6sung) geschwenkt.

Die Blockierlosung ist wieder verwendbar und wir daher ins Vorratsgefdl3 zuriickgegeben.
Die Membran wird 3 X 5 min mit 25 ml TBS- Puffer gespiilt.

Danach wird wie in 4.8.1 beschrieben mit POD- labeled Lectin inkubiert und getestet.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein in unserer Gruppe entwickeltes System zur Darstellung
von  Oligosaccharidmimetika, bei dem  {iber einen  Spacer glycosylierte
Asparaginsdurebausteine in einer Festphasen-Spot-Synthese miteinander verkniipft werden,
um O-glycosidische Bausteine mit einem benzylischen Linkersystem erweitert. Der
benzylische Spacer wurde aufgrund seiner Hydrolyseunempfindlichkeit, hohen Steifigkeit
und seiner Aromatizitdt ausgewdhlt. Diese Eigenschaften sind wichtig, um die Zucker an
einem rigiden Riickgrat starr anbinden zu kdnnen. Auflerdem wird der aromatische Charakter
in manchen Féllen zur Anbindung an Lectine bendétigt.

In der Bausteinsynthese wurden leicht zugangliche benzoylgeschiitzte
Monosaccharidtrichloracetimidate von Glucose, Mannose, Galactose und Rhamnose mit N-
Benzyloxycarbonyl-p-aminomethylbenzylalkohol als Spacermolekiil glycosyliert. Danach
musste auf Acetylschutzgruppen umgeschiitzt werden, da sie am Ende der Synthese unter
milden Bedingungen mit 5M Ammoniak in Methanol abgespalten werden kann. Die

Glycosylierung und Umschiitzung lief mit guten Ausbeute (68-76%) ab.

OBz OBz
o E NHZ o
BzO + TMSOTf  BzO NHZ
Bzomo cCli g — B0 o
OBz OBz

OAc
1. NaOMe in MeOH
2. Ac,0 in Pyridin ACO O NHZ
> AcO O
OAc

Im Falle von N-Acetylglucosamin war die Aktivierung durch Bildung des Acetyloxazolins

\

und die Glycosylierung mit CuCl, nétig.

QAc CuCl,,
CH,Cl
AcO O, HO /_Q SthRilzck fluss
AcO > O .
Ac
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Nach Umschiitzung auf Acetyl- Schutzgruppen und Entschiitzung der Aminofunktion des
Spacers wurde mit Pentafluorphenol-aktivierter, Fmoc und /Bu geschiitzter Asparaginsdure

zum vollstdndigen Baustein gekuppelt.

OAc OAc
0 H,, Pd/C 0
NHZ 2> NH
AcO AcO 2
Amo _MeOH Amo/\@\/
OAc OAc
O
OtBu EtOAc
PFPO ‘)
NHFmoc
(6]
Y 0
Ac

OtBu

° §
‘7
AC/Sco o) /NHFmoc
OAc o

Die Umsetzungen liefen nach einigen Optimierungen, speziell bei der Synthese des
Spacermolekiils und der Z- Entschiitzung des Glycosids, mit guten Ausbeuten ab (42-85%)

Die so erhaltenen Bausteine konnten dann zur Erstellung von Glycopeptidbibliotheken auf
modifizierten Zellulosemembranen durch Spot- Synthese nach der Fmoc- Strategie und fiir
anschlieBende Affinitétstests mit Lectinen verwendet werden. dabei konnte gezeigt werden,
dass die Zuckerreste von Mannose erkennendem ConA gut und spezifisch erkannt wurden,
wihrend erst ab einer Kettenlinge von vier Asparaginsdurebausteinen eine spezifische

Affinitdt zu GNA nachgewiesen werden konnte.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die bestechenden Bausteine bei der Synthese
helixformiger B-Peptide zu integrieren, um dadurch Mimetika mit einer hohen Steifigkeit und
vorhersagbarer Sekundirstruktur zu erhalten.

Um eine Moglichst stabile Helix zu erhalten, bei der immer die vierte Aminosdure wieder
tiber der ersten liegt, eine so genannte ,,14-Helix“, fiel die Wahl auf die f- Aminosduren
(R,R)-trans-2-Aminocyclohexylcarbonsidure ,,ACHC*, die als extrem Helix-stabilisierend
bekannt ist und aulerdem zur Ausbildung der erwiinschten ,,14-Helix* fiihrt. Die ACHC-
Dipeptide wurden nach einer Boc/benzyl- Strategie dargestellt und dann auf Fmoc
umgeschiitzt, da wegen des benzylischen Spacers eine Fmoc- Strategie angewandt werden
musste. Diese Dipeptide konnten dann mit HBTU/HOBt/DIEA in sehr guten Ausbeuten mit

den schon bestehenden Bausteinen zu Tripeptiden gekuppelt werden.
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COOH
(0]
OAc o,

OtBu //N H
0 H +
AcO N "//
AcO o/\©\/ NH, o)
OAc 0

‘v

///
NHFmoc
(0]
OAc
OtBu
0 H
AcO N< "y
AcO o} g NH
OAc
HOBt (0]
HBTU
DIEA, DMF )
> /NH
(0]
I/ /
NHF moc

Durch Kupplung dieser glycosylierten Tripeptide konnten dann mit der gleichen
Kupplungsmethode mit HBTU/HOBt/DIEA Hexapeptide und durch Kupplung der
Hexapeptide Dodecapeptide synthetisiert werden.

Diese Hexapeptide und Dodecapeptide konnten anschlieBend vollstdndig entschiitzt und
einem Affinitdtstest mit Lectinen unterworfen werden. Dabei wurde zusétzlich zu der schon
beschriebenen hohen Affinitit der mannosehaltiger Glycopeptide zu ConA eine hohe Affinitét

der mannose- und glucosehaltigen Hexa-und Dodecapeptide zu GNA festgestellt werden.
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Ac OOAc Ac OOAc Ac OOAc Ac OOAc
OAc OAc OAc OAc
OAc OAc
OOAc o OOAc o

e RS

1.20% TFA in DMF
2. 20% Piperidin in DMF
3. SM NH; in MeOH

OO HOO HOOY ! Ho2H

OH OH OH OH
OH OH OH OH

NH
oc o
HaN  D-NH Nh Lj>—NH NH NH COONH4
o o o

Die vermutete ,,14-Helix* der geschiitzten Hexapeptide konnte durch NOE- Experimente
bestitigt werden. Dabei wurden speziell die long-range-NOE-Kopplungen zwischen den NH-
Protonen des Riickgrates und den CH-a und CH-B der Ringe betrachtet. Die gefundenen
Kopplungen deuten auf eine Helixstabilisierung durch die Wasserstoftbriickenbindungen

C=0(i)"H-N(i-2), wie fiir andere ,,14-Helices* beschrieben, hin.
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Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Oligosaccharidmimetika in Form von benzylischen
O-Glycosiden dargestellt. Um die Glycoside an einem B-Peptidriickgrat aufreihen zu koénnen,
wurden die Glycoside jeweils mit der a-Carboxylfunktion einer Asparaginsdure verkniipft.
Diese so glycosylierten Asparaginsdurebausteine konnten nach Aktivierung mit
Pentafluorphenol und HOdhbt {iber eine Fmoc-Strategie durch Spotsynthese miteinander
verknilipft werden. Die entstandene Substanzbibliothek konnte mit Lectinen einem
Affinitétstest unterzogen werden.

Um ein steiferes Riickgrat zu erhalten, wurde die Eigenschaft von B-Peptiden schon bei sehr
kurzer Kettenldnge ab sechs Aminosduren starre Helixstrukturen auszubilden ausgenutzt.
Deshalb wurden die Asparaginsdurebausteine mit einem Fmoc- geschiitzten R,R-
Aminocyclohexancarbonsdure- Dipeptid iiber eine Fmoc- Strategie mit HOBt/HBTU/DIEA-
Aktivierung in Losung zu B-Tripeptidbausteinen verkniipft. Diese Tripeptidbausteine konnten
ihrerseits nach der gleichen Strategie miteinander zu glycosylierten B-Hexapeptiden verkniipft
werden. Uber NOE-Messungen konnte eine 14-Helixstruktur der geschiitzten p-Hexapeptide
nachgewiesen werden. Die vorgefertigten B-Tripeptidbausteine entsprechen also einem
Umgehung der Helix. Durch die Moglichkeit, pro Kupplungsreaktion einen variablen
Zuckerer an der Helix zu positionieren, ergibt sich eine hohe Flexibilitdt der Zuckersequenz
am Riickgrat.

Die glycosylierten B-Hexapeptide konnten ihrerseits nach der gleichen Strategie miteinander
zu glycosylierten B-Dodecapeptiden verkniipft werden wie fiir die glycosylierten Tri- und
Hexapeptide beschrieben.

Nach dem vollstdndigen Entschiitzen der glycosylierten B-Peptide konnten sie auf einer
Nitrozellulosemembrane immobilisiert werden und einem Affinitdtstest mit Lectinen
unterzogen werden. Der Test verlief im Falle von Con A wie erwartet fiir Mannose haltige
Glycopeptide positiv aus. Allerdings konnte im Fall von GNA, einem Man-a-1,3-Man
Oligomere  erkennenden Lectin eine im Gegensatz zu den aus reinen
Asparaginsdurebausteinen bestehenden Glycopeptiden stark erhohte Affinitit schon bei

kurzen Zuckersequenzen festgestellt werden.

Abstract
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The present work describes the synthesis of benzylic O-Glycosides as new
oligosaccharidemimics. The glycoside is linked to the a- carboxylic group of aspartic acid
thus being able to be arranged along a B-peptide backbone. These glycosylated aspartic acid
buildingblocks were coupled by spot synthesis using a Fmoc- strategy after activation via
PFP/HOdhbt. The developed substance bibliotheca could be subjected to an affinity screening
by lectins.

To afford a more rigid backbone the character of B-peptides forming a inflexible helix
structure actually in short chain length about six amino acids was exploited.

Thus the aspartic acid building blocks were linked to a R,R- aminocyclohexanecarboxylic
acid dipeptide by a coupling reaction using HOBt/HBTU/DIEA activation and Fmoc-strategy
in solution affording B-tripeptide building blocks. These tripeptide building blocks could be
coupled among themselves to afford glycosylated B-hexapeptides using the same strategy. By
using NOE-NMR-methods a 14-Helix structure of the protected glycosylated 3-Hexapeptides
could be detected. The precast B-tripeptide building blocks correspond to one turn on the
helix. Using the possibility of positioning one variable sugar per coupling reaction on the on
the helix a high flexibility of the sugar sequence is afforded.

The hexapeptide building blocks could be coupled among themselves affording glycosylated
B-dodecapeptides by using the same strategy as described for the glycosylated tri- and
hexapeptides.

After complete deprotection the glycosylated B-peptides could be immobilized on
nitrocellulose membrane and subjected to an affinity screening by lectins. The screening with
Con A, a mannose binding lectin, proceeded positive as expected for mannose containing
glycopeptides. For GNA, a Man-a-1,3-Man oligomere recognizing lectin a significantly
raised affinity for short sugar sequences in contrast to the glycopeptides containing solely

aspartic acid building blocks was determined.
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