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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese nicht-ionischer wasserloslicher Glyco-

peptide fiir die polyvalente Prdsentation von Kohlenhydraten.

Zunichst wurden Kohlenhydrate tiber Thioharnstoff-Gruppen an die g-Aminogruppe
von L-Lysin gebunden. Die erhaltenen Lysinderivate wurden anschlieend in kohlen-

hydrat-funktionalisierte N-Carboxyanhydride tiberfiihrt.

Durch Kombination dieser mannose-, glucose- und galactose-funktionalisierten N-
Carboxyanhydride mit diethylenglycol-funktionalisiertem Lysin-N-carboxyanhydrid,
gelang die direkte Synthese wasserloslicher Glycopeptide, ohne auf ionische Amino-
sduren zuriickzugreifen. Sowohl die Nickel(0)- als auch die triethylamin-initiierte Po-
lymerisation lieferte hochmolekulare Copolypeptide, deren Zusammensetzung sich

durch die Zusammenstellung der eingesetzten NCA-Gemische gut kontrollieren lédst.

Durch die zusidtzliche Verwendung des Cobausteins Ng-Trifluoracetyl-L-lysin gelang

dariiber hinaus die polymeranaloge Fluoreszenzmarkierung der Glycopeptide.

SchlieBlich konnte in FACS- und Fluoreszenz-Analysen gezeigt werden, dass die syn-
thetisierten Glycopeptide zu kohlenhydrat-spezifischen Bindungen mit T-Zellen und
Erythrocyten fihig sind. Da eine cytotoxische Wirkung ausgeschlossen werden konn-
te, erfiillen die synthetisierten Glycopeptide damit die wichtigsten Vorraussetzungen

fiir eine spétere biotechnologische Anwendung.

Zuletzt konnten aus glycosylierten Triblockcopolypeptiden auch kohlenhydrat-

modifizierte Nanopartikel hergestellt werden.



Summary

The present thesis discusses the synthesis of nonionic water-soluble glycopeptides for

a polyvalent carbohydrate presentation.

Initially, carbohydrates were linked to the g-amino group of L-lysine via thiocar-
bamide groups. The resulting lysine derivatives were converted into carbohydrate-

functionalized N-carboxyanhydrides.

The combination of this mannose-, glucose- and galactose-functionalized N-
carboxyanhydrides with diethyleneglycol functionalized lysine N-carboxyanhydride
led directly to water-soluble glycopeptides without utilizing ionic amino acids.
Nickel(0)- and triethylamine-initiated polymerization both resulted in high molecular
weight copolypeptides. The polymer composition directly correlated with the NCA

proportion.

Additionally, the utilization of Ng-trifluoroacetyl-L-lysine as a third building block

allowed the polymer analogous fluorescence labeling of glycopeptides.

Furthermore, FACS and fluorescence analysis revealed a carbohydrate specific bind-

ing of the synthesized glycopeptides to T cells and erythrocytes.

Due to their non-cytotoxic character the glycopeptides are potentially useful for bio-

technical applications.

Finally, nanoparticles bearing carbohydrates were prepared from glycosylated triblock

copolypeptides.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Polypeptide

1.1.1 Proteine

Proteine sind die vielseitigsten Makromolekiile lebender Systeme und spielen bei na-
hezu allen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Sie dienen unter anderem als
Strukturbausteine, der Signaliibertragung und dem Speichern und Transportieren ande-
rer Molekiile. AuBerdem wirken sie bei chemischen Umsetzungen als hoch spezifische
Katalysatoren. Chemisch betrachtet sind Proteine lineare Polymere, bei denen die -
Carboxylgruppe einer Aminosdure iiber eine Amidbindung mit der a-Aminogruppe
einer anderen Aminosédure verkniipft ist. Bemerkenswert ist, dass die Proteine samtli-
cher Lebensformen — vom Bakterium bis zum Menschen — aus den gleichen 20 Ami-
nosduren aufgebaut sind. Die gewaltige Fiille der Funktionen der Proteine hat ihren
Ursprung in der Verschiedenartigkeit und Vielseitigkeit dieser 20 natiirlichen Amino-
sduren. Erwdhnenswert ist auch, dass in natiirlichen Proteinen ausschlielich die L-
Isomere der Aminosduren vorkommen. Die funktionellen Eigenschaften der Proteine
hdngen, wie bei anderen biologischen Molekiilen, von ihrer dreidimensionalen Struk-

tur ab.

1 2 3 >

Aminosauresequenz 1

00076 :

Aminosauresequenz 2

Abbildung 1.1: Faltung eines Proteins. Die Raumstruktur der Proteine ist durch ihre Aminoséu-

resequenz festgelegt.!" !
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Ihre Polypeptidketten falten sich von selbst in eine genau definierte, vielgestaltige
Raumstruktur, die durch die Sequenz ihrer Aminosduren festgelegt wird (Abb. 1.1).0!
Diese spontane Faltung, stellt den Ubergang von der eindimensionalen Welt der Se-

quenzinformationen zur dreidimensionalen Welt biologischer Abldufe dar.

1.1.2 Proteinstruktur

Bei der Beschreibung der Architektur eines Proteins unterscheidet man zwischen vier
Organisationsebenen. Als Primérstruktur bezeichnet man die Aminosiduresequenz ei-
nes Proteins. In ihr ist die genaue Reihenfolge der einzelnen, auch Reste genannten,
Aminosduren entlang einer Peptidkette festgelegt. Die rdumliche Anordnung von A-
minosdureresten, die in der linearen Sequenz nahe beieinander liegen wird auch Se-
kundarstruktur genannt. Dazu gehdren periodische Polypeptidstrukturen wie a-Helices
und B-Faltblitter (Abb. 1.2), definierte Strukturen wie B-Turns und Q-Loops, sowie
deren Verteilung entlang einer Peptidkette. a-Helices werden durch intramolekulare
Wasserstoffbriicken stabilisiert, die sich jeweils zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff
einer Aminosidure und dem Amid-Proton der Aminosidure der Hauptkette ausbilden,

die in der linearen Sequenz vier Positionen weiter liegt (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Wasserstoffbriickenbindungen in der Sekundérstruktur von Polypeptiden: in-
tramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen einer a-Helix (links) und Wasserstoffbriickenbin-

dungen eines B-Faltblatts (rechts)*!
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Durch diese Anordnung sind aufeinander folgenden Aminosdurereste jeweils um 100°
gegeneinander verdreht, so dass eine volle Umdrehung der Helix 3.6 Aminosduren
entspricht.”! B-Faltblatt-Strukturen werden hingegen durch intra- und intermolekulare

Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert.

Die Gesamtanordnung der Polypeptidkette eines Proteins wird als Tertidrstruktur be-
zeichnet. Sie beschreibt also die rdumliche Beziehung von Aminosdureresten die in-
nerhalb der Aminosiduresequenz weit auseinander liegen. Proteine die aus mehr als
einer Polypeptidkette bestehen weisen eine vierte Organisationsebene auf. Die Quar-
tarstruktur beschreibt die riumliche Anordnung der einzelnen Peptidketten, sowie die
Art ithrer Wechselwirkungen untereinander. Die vier Hirarchieebenen der Proteinstruk-

tur sind in Abb. 1.3 dargestellt.

6666060

Primér- Sekundér- Tertiar-
struktur struktur struktur

[2, 6]

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der vier Hirarchieebenen einer Proteinstruktur.

Die erstaunliche Eigenschaft der Proteine, sich selbstindig zu komplexen dreidimen-
sionalen Strukturen zusammenzulagern, ist der Grund fiir ihre beherrschende Rolle in
der Biochemie.!”! Es ist daher nicht verwunderlich, dass grofe Anstrengungen unter-
nommen werden, um Syntheserouten zur Herstellung gleichwertiger kiinstlicher Poly-
peptide fiir biotechnologische Anwendungen zu entwickeln.'®'*) Bei der chemischen
Synthese von Polypeptiden treten jedoch immer einige Neben- und Abbruchreaktionen

auf.'"¥ Die daraus resultierenden Synthesefehler sind ein groBes Problem, da schon
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kleinste Fehler in der Aminosduresequenz zu umfassenden strukturellen und funktio-
nellen Unterschieden fiihren kdnnen. Das Hauptaugenmerk der Forschung im Bereich
der Peptidsynthese liegt daher auf der Eliminierung unerwiinschter Nebenreaktionen,

um der Perfektion der natiirlichen Proteinsynthese ndher zu kommen.

1.2 Polypeptidsynthese

1.2.1 Gentechnische Peptidsynthese

Zur Synthese von Polypeptiden gibt es zwei grundsétzlich verschiedene Ansitze. Bei
der biotechnischen bzw. gentechnischen Peptidsynthese macht man sich die Perfektion
der Natur zu Nutze. Durch den konservierten genetischen Code und die komplexe
Transkriptions- und Translationsmaschinerie, werden Synthesefehler in der Regel ver-
mieden. Durch das gezielte Einbringen von genetischer Information in einem Expres-
sionsvektor, konnen Zellen derart in ihrem Genom verdndert werden, dass diese an-
schlieBend das Zielpeptid exprimieren. Auf diese Weise konnen auch Polypeptide mit
komplizierter Aminosduresequenz dargestellt werden. GroBtechnische Anwendung
findet dieses Verfahren beispielsweise bei der gentechnischen Produktion von Human-

[15]' Die biotechnologische

insulin in Escherichia coli oder Saccharomyces cerevisiae.
Polypeptidsynthese hat jedoch den Nachteil, dass fiir jedes neue Polypeptid ein ent-
sprechendes Gen verwendet werden muss, das fiir die gewiinschte Peptidsequenz co-
diert. AuBBerdem ist fiir den Aufbau der Polypeptide, neben den natiirlichen Aminoséu-

ren, nur eine begrenzte Anzahl unnatiirlicher Aminosiuren geeignet.”’

1.2.2  Schrittweise Peptidsynthese

Die Alternative ist die Herstellung von Polypeptiden durch chemische Synthese. Die
bekannteste Methode hierfiir ist die so genannte schrittweise Synthese. Der Aufbau
der Polypeptidkette erfolgt hierbei sequenzspezifisch, durch sukzessive Kondensation
der einzelnen Aminosduren unter Bildung von Peptidbindungen. Zur Vermeidung un-
erwiinschter Nebenreaktionen miissen C- und N-terminale Schutzgruppen verwendet
werden. Daher ist nach jedem Kettenwachstumsschritt ein zweiter Reaktionsschritt

erforderlich, um durch Abspaltung einer Schutzgruppe ein Kettenende von seiner
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Schutzgruppe zu befreien und die Ankniipfung einer weiteren Aminosiure zu ermogli-
chen. Die Anzahl der Syntheseschritte und damit die Kettenldnge werden jedoch durch
die unvollstindige Umsetzung bei jedem Syntheseschritt limitiert. Neuere Fortschritte
auf diesem Gebiet sind in einem Ubersichtsartikel von SO-YEOP HAN ausfiihrlich er-

lautert.l'®

Eine Weiterentwicklung der schrittweisen Synthese ist die 1963 von BRUCE MERRI-
FIELD entwickelte Festphasenpeptidsynthese,!'”! fiir deren Entdeckung MERRIFIELD
1984 den Nobelpreis fiir Chemie erhielt. Bei diesem Verfahren ist das C-terminale
Ende der wachsenden Polypeptidkette reversibel an einen unldslichen Tréger gebun-
den. Die Verwendung eines Trdgermaterials, meist vernetztes Polystyrol, erleichtert
die Aufreinigung zwischen den einzelnen Syntheseschritten und ermoéglicht neben dem
Einsatz groBer Reagenziiberschiisse, zur Gewdihrleistung einer quantitativen Umset-
zung, auch die Automatisierung des Syntheseverfahrens. Wegen der beschriankten Be-
ladungskapazitit der Trigermaterialien eignet sich die Festphasensynthese jedoch
nicht zur Herstellung grofer Substanzmengen. So gibt es bei der Herstellung von Po-

lypeptiden bis heute keine grofStechnische Anwendung der Festphasensynthese.

Eine weitere Synthesemethode, die sich besonders zur Darstellung langkettiger Poly-
peptide eignet, ist die Polymerisation von a-Aminosdure-N-carboxyanhydriden
(NCAs). Diese ringdffnende Polymerisation gestattet zwar nicht den Aufbau kompli-
zierter Aminosduresequenzen, im Gegenzug ldsst sich aber der Polymerisationsgrad
(Pn), und damit die Molmasse, einfach durch Variation des Monomer/Initiator-
Verhéltnisses kontrollieren. Seit Ende der Vierziger Jahre ist die Polymerisation von
NCAs daher die meistverwendete Herstellungsmethode zur Darstellung von hochmo-
lekularen Polypeptiden im groBen MaBstab.!'® Bis heute wurden bereits iiber 200 ver-
schiedene NCAs synthetisiert. Diese beachtliche Vielfalt an Monomeren ermoéglicht
die Darstellung eines breiten Spektrums an Polypeptiden. Die Entwicklung dieser Syn-

thesemethode ist in mehreren Ubersichtsartikeln zusammengefasst.!'* 1% 201

1.2.3 Polymerisation von a-Aminosiure-/N-carboxyanhydriden

Die Synthese und Polymerisation von a-Aminosdure-N-carboxyanhydriden (NCAs)

wurden zu Beginn des letzten Jahrhunderts erstmals von HERRMANN LEUCHS be-
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schrieben.?” In den Jahren 1906 bis 1908 beschrieb er in drei Arbeiten Herstellung,
Eigenschaften und Polymerisation der nach ihm benannten Leuchs Anhydride.!*'!
Der Einsatz dieser cyclischen, hoch reaktiven a-Aminosdurederivate als Monomer fiir

die Herstellung von Polypeptiden durch ringdéffnende Polymerisation, setzte sich erst

[24-26 27-34

1921 mit den Arbeiten von THEODOR CURTIUS*?%) und FRITZ WESSELY™ > fort.
Neben ihrer Verwendung bei der ringdéffnenden Polymerisation, untersuchte man auch
ihre Eignung zur schrittweisen Synthese von Oligo- und Polypeptiden. Hier bieten die
NCAs den Vorteil, dass durch ihre Ringstruktur die Aktivierung der Carbonylgruppe
mit dem Schutz der a-Aminogruppe kombiniert ist. Beispielsweise gelang es einer von
ROBERT G. DENKEWALTER und RALPH HIRSCHMANN gefiihrten Forschungsgruppe
der Merck Company, das Enzym Ribonuclease-S ausschlieBlich durch schrittweise

3341 Ein groBer Nachteil ist ihre hohe Empfindlich-

Synthese mit NCAs herzustellen.!
keit gegen Feuchtigkeit und ihre geringe Lagerbestindigkeit, weswegen NCAs auch
nicht im Chemikalienhandel erhiltlich sind. Da der Einsatz von NCAs fiir die schritt-
weise Synthese von Polypeptiden auBBerdem zur Entstehung unerwiinschter Oligomeri-
sationsprodukte fiihren kann, werden NCAs bis heute kaum fiir den schrittweisen Auf-

bau von Polypeptiden verwendet.

Dies und die Entstehung unerwiinschter Oligomerisationsprodukte bei der schrittwei-
sen Synthese von Polypeptiden, sind der Grund warum NCAs bei diesem Syntheseweg
auch heute noch kaum eingesetzt werden. Ihr Hauptanwendungsgebiet ist nach wie vor

die Synthese von Homopolypeptiden durch ringéffnende Polymerisation.

Die Polymerisation von NCAs kann je nach verwendetem Monomer und Initiator nach
verschiedenen Mechanismen ablaufen. Bei der traditionellen Methode der NCA-
Polymerisation kommen als Initiator eine Reihe von Nucleophilen und Basen zum
Einsatz.!*?! Am hiufigsten werden primire Amine und Alkoxidanionen verwendet. Der
genaue Verlauf der Polymerisation hidngt mafigeblich vom Nucleophilie/Basizitit-

Verhiltnis des Initiators und dem zu polymerisierenden NCA ab.

Bei der Verwendung primirer aliphatischer Amine,'*™*® die stirker nucleophil als
basisch wirken, verlauft die Polymerisation idealerweise iiber eine nucleophilen ring-
offnenden Reaktion, bei der die Lidnge der Polymerkette linear mit der Umsetzung des
Monomers steigt (Schema 1.1). In reiner Form handelt es sich bei diesem als Amin-

[20, 49, 50

Mechanismus bezeichneten Prozess um eine lebende Polymerisation, I die zu
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definierten Polypeptiden mit niedrigen Polydispersitdten (PDs) fiihrt und die gezielte
Synthese von Blockcopolymeren, dendritischen Copolymeren und sternférmigen Po-

lymeren ermoglicht.

/\R; H L R )Ok L R

— =N N 2 N :

R NH2 + f E— R~ N OH E— R~ NH + C02
2

o Séko \[O(\H \g/\ )

n COZ +

Schema 1.1: Amin-Mechanismus der NCA-Polymerisation.

Die Initiierung der Polymerisation erfolgt durch den nucleophilen Angriff des Amins
am C-5 Carbonylkohlenstoffs des NCAs, der unter Ringdffnung zur Bildung einer
Carbaminséure fithrt. Durch Decarboxylierung der Carbaminsdure entsteht eine prima-
re Aminogruppe die wiederum ein weiteres NCA-Monomer angreifen kann. Das durch
Kettenwachstum gebildete Polypeptid enthilt als Endgruppe das urspriingliche Start-
molekiil. Der Amin-Mechanismus ermdglicht also die gezielte Einfiihrung funktionel-

ler Endgruppen.>'™*

Uberwiegt der basische Charakter des Initiators, wie bei tertiiren Aminen und Alkoxi-
den, so verlauft die Polymerisation iiber einen anionischen Prozess, der als Aktivierter
Monomer Mechanismus (AM-Mechanismus) bekannt ist (Schema 1.2). Obwohl der

14 .
t,[ » 331 werden sie in

Einsatz dieser Initiatoren zu wenig definierten Polypeptiden fiihr
einigen Fillen zur Herstellung von Polypeptide mit sehr hohen Molekulargewichten

verwendet, bei denen der Einsatz primirer Amine als Initiator keinen Erfolg bringt.">®
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H

/\ R3NH/\/A/,\AO
W L T oA N

RyNH*

H
~ NH + NCA N_ _O
+ 0 )Kr 2 0 N)H/
7\/7%0 /§ H+T(r:a£sfer O/&O R \C[)(
-C0O;

N-Aminoacyl NCA

weitere
Reaktion . ) Kondensation
mit NCA » Oligopeptd ———
oder N-Aminoacyl NCA

Schema 1.2: Mechanismus der NCA-Polymerisation iiber aktivierte Monomere (AM-

Mechanismus)

Im ersten Schritt dieses Mechanismus erfolgt die Deprotonierung eines NCA-
Stickstoffs durch den eingesetzten Starter. Das entstehende NCA-Anion greift als so
genanntes aktiviertes Monomer unter Bildung eines Dimers nucleophil am C-5 Carbo-

nylkohlenstoff eines weiteren NCAs an.!*’!

Durch Decarboxylierung und anschlief3en-
den Protonentransfer bildete sich ein N-Aminoacyl-NCA, welches sowohl iiber eine
nucleophile Aminofunktion als auch iiber eine elektrophile N-Acyl-NCA-Gruppe ver-
fiigt. Das weitere Kettenwachstum kann daher entweder liber den Amin-Mechanismus
oder durch den Angriff eines weiteren NCA-Anions auf die N-Acyl-NCA-Gruppe des
N-Aminoacyl-NCA (AM-Mechanismus) erfolgen. Die gebildeten Oligopeptide konnen
im weiteren Reaktionsverlauf zu hochmolekularen Polypeptidketten kondensieren.
Durch die in Schema 1.3 dargestellte Hydrolyse der N-Acyl-NCA-Gruppe erhélt man
schlieBlich ein Polypeptid mit einer Aminogruppe auf der einen und einer Carbo-

xylgruppe auf der anderen Seite. Der Initiator wird also nicht in das Polypeptid einge-

baut.
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Schema 1.3: Hydrolyse des Kettenendes beim AM-Mechanismus

Nach der Initiierung des Kettenwachstums kann ein System im Verlauf der Polymeri-
sation mehrfach zwischen dem Amin- und dem AM-Mechanismus hin- und herwech-
seln. Das Kettenwachstum iiber den Amin-Mechanismus ist sozusagen eine Nebenre-
aktion des AM-Mechanismus, und umgekehrt. Das grundlegende Problem der konven-
tionellen NCA-Polymerisation ist die fehlende Kontrolle iiber das wachsende Ketten-
ende. Nachdem der Initiator mit einem NCA-Monomer reagiert hat, nimmt er nicht
mehr aktiv an der weiteren Reaktion teil. Die gebildeten Amin-, Carbamat- oder NCA-
Anion-Endgruppen sind in der Lage eine Fiille unerwiinschter Nebenreaktionen einzu-
gehen.!" *7! Ein Beispiel fiir eine solche Nebenreaktion ist der in Schema 1.4 darge-

stellte Kettenabbruch bei der Synthese Alkyl-geschiitzter Polyglutamate.[zo]

RO.__O

< N —> © H
H,N “Polymer -ROH ” “Polymer

@) @)

Schema 1.4: Fiir Poly(y-O-alkyl-L-glutamat) typischer Kettenabbruch durch intramolekulare

nucleophile Substitution.

Aufgrund dieser Nebenreaktionen geht der lebende Charakter der durch primire Ami-
ne initiierten NCA-Polymerisation verloren. Die Struktur der nach dieser Methode
synthetisierten Blockcopolymere stimmt daher hdufig nicht mit der, durch die Reihen-
folge der Monomerzugabe, beabsichtigten Struktur iiberein. Aullerdem sind die Block-
copolymere oft mit erheblichen Mengen an Homopolymeren verunreinigt.'* In den
letzten Jahren wurden verschiedene Moglichkeiten untersucht, um storende Nebenre-
aktionen bei der NCA-Polymerisation zu unterdriicken und dadurch eine bessere Kon-

trolle des Molekulargewichts und der Polydispersitidt zu ermoglichen. Eine von THRA-
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SYVOULOS ALIFERIS ef al. veroffentlichte Methode kombiniert den Einsatz von sehr
stark nucleophilen Initiatoren mit einer Hochvakuum-Technik.[** IvAyLO DIMITROV
et al. synthetisierten definierte Diblockcopolymere aus Polystyrol und einem Polypep-
tidblock, indem sie das Hydrochlorid eines mit einer primiren Aminogruppe funktio-

[37] Die Dissoziation des Hydro-

nalisierten Polystyrols als Makroinitiator einsetzten.
chlorids setzt neben dem als eigentlicher Initiator fungierenden Amin auch ein Proton
frei, welches das Kettenwachstum iiber den AM-Mechanismus unterdriickt. Diese Me-
thode ermdglicht die Synthese von Blockcopolymeren mit einer Polydispersitét unter
1.03. Wie die Arbeiten von ALIFERIS und DIMITROV beschéftigen sich die meisten
Publikationen mit der Optimierung der bekannten amin-initiierten NCA-

Polymerisation.

Eine génzlich neue Polymerisationsmethode wurde von TIMOTHY J. DEMING et al.
etabliert. Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass niedervalente Ubergangs-
metall-Komplexe in cyclische Anhydride insertieren und unter Eliminierung von Koh-
lenstoffmonoxid weiterreagieren.?” Bei der Untersuchung zahlreicher Metallkomple-
xe hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit als Initiatoren bei der Polymerisation von
NCAs,!" 2% erwiesen sich besonders Ni(0)- und Co(0)-Komplexe als geeignet. Die
Entwicklung hocheffizienter Nickel- und Kobalt-Initiatoren, wie (2,2’-Bipyridin)(1,5-
Cyclooctadien)Nickel(0) (bpyNi(COD)) oder Tetrakis(trimethylphosphan)Kobalt(0)
((PMe3)4Co), ermdglicht heute die lebende Polymerisation von NCAs zu hochmoleku-
laren Polypeptiden. Die Arbeitsgruppe von TIMOTHY DEMING untersuchte jedoch
nicht nur die Anwendungsmoglichkeiten dieser Deming Initiatoren. Es gelang ihnen
auch den Reaktionsmechanismus dieser Polymerisation aufzukliren, indem sie '*C-
markierte NCAs mit Triphenylphosphin-Nickel(0)- und Triphenylphosphin-Kobalt(0)-
Komplexen umsetzten.’>" 7 7 811 Aufgrund ihrer geringen Reaktivitit konnen diese
Komplexe zwar mit NCAs reagieren, sind danach jedoch nicht mehr in der Lage durch

die Reaktion mit weiteren NCA-Monomeren Polypeptide aufzubauen.

Der Reaktionsmechanismus der Ubergangsmetall-Komplex initiierten NCA-
Polymerisation ist in Schema 1.5 dargestellt. Im ersten Schritt erfolgt die regiospezifi-
sche Insertion des Metallkomplexes in die O-Cs Bindung eines NCA-Rings. Dieser
oxidativen Addition folgt die Abspaltung von Kohlenstoffmonoxid. Durch die Additi-
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on eines weiteren NCA-Molekiuls und die anschleilende Kohlenstoffdioxid-
Elimination bildet sich ein Amido-alkyl-Metallacyclus (A).

0] O
23NH

o« ,
(LM + O ————> ()M ' 3NH = LM G
i ! o r

() (@) R (L)nM (L)aM(CO), R
+ NCA
-CO,
1 O
R
0]

Hl}l)\f B HN co oS
LoM---N-H <« (LM o] 2 (LM R
R ‘g‘R _C02 >7NH _Lx n>\

HN R A R H 0

o]
@)
]
e
0 BN R
Q‘ \7 O H H N o) \/ /(
Protonen HN N—)kNXR H _)J\ . Polymer
Wanderung H -co ;
O R 2 O
B

Schema 1.5: Mechanismus der Ubergangsmetall-Komplex initiierten NCA-Polymerisation.

Nach der Reaktion mit einem weiteren NCA kontrahiert sich dieser intermedidr gebil-
dete Sechsring unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid, zu einem Amido-Amidat-
Metallacyclus (B). Die Bildung dieses Fiinfrings erfolgt vermutlich iiber den Transfer
eines Amid-Protons auf den am Metallzentrum gebundenen Kohlenstoff, welcher zur
Abspaltung des Kettenendes vom Metallzentrum fiihrt. Wie man Schema 1.6 entneh-
men kann stellt der gebildete Amido-Amidat-Komplex das aktive Kettenende dar, liber
welches das eigentliche Kettenwachstum erfolgt. Das Kettenwachstum beginnt mit
dem nucleophilen Angriff der Amido-Gruppe auf den C-5 Carbonylkohlenstoff eines
NCA-Monomers. Der gebildete grole Metallacyclus, kontrahiert anschlieBend unter
Protonentransfer und CO,-Abspaltung wieder zu einem Amido-Amidat-Metallacyclus.

Dabei wird die Polypeptidkette um eine Monomereinheit verlédngert.



12 1. Einleitung

|
N m)\R
Polymer

Protonen
Wanderung

Polymer Polymer
Schema 1.6: Kettenwachstum bei der bpyNi(COD)-initiierten NCA-Polymerisation.

Die Metall-Komplex initiierte NCA-Polymerisation hat den Vorteil viele Nebenreakti-
onen zu vermeiden und ermoglicht damit die Kontrolle des Polymerisationsgrades bei
gleichzeitig sehr geringer Polydispersitit.'*! TIMOTHY DEMING et al. konnten iiber
diese Methode Polypeptide mit Molekulargewichten zwischen 500 Da und 500 kDa
und einer Molekulargewichtsverteilung von weniger als 1.20 synthetisieren.!"”) Da es
sich um eine lebende Polymerisation handelt, gestattet diese Methode auch die Her-
stellung von Blockcopolymeren und die Einfithrung funktioneller Endgruppen. Sogar
die enantioselektive Umsetzung eines racemischen NCA-Gemischs ist durch den Ein-

satz chiraler Liganden moglich.[™

Unabhédngig vom verwendeten Initiator erfolgt die Polymerisation der NCAs ohne de-
tektierbare Racemisierung am chiralen Zentrum."'*! Ob hierbei hohe Polymerisations-
grade und niedrige Polydispersititen erreicht werden kdnnen, hingt jedoch nicht nur
vom verwendeten Initiator ab. Eine entscheidende Rolle spielen auch die Loslichkeit
und Sekundérstruktur der wachsenden Peptidkette. Niedrige PDs lassen sich nur bei
Homopolypeptiden erreichen, die wahrend des gesamten Polymerisationsverlaufs im
Reaktionsmedium I6slich sind. Bei den meisten Homopolypeptiden fallen jedoch be-
reits die Oligomere wihren der Polymerisation aus dem Reaktionsmedium aus, dies

fiihrt zu hohen Polydispersititen. HANS R. KRICHELDORF et al. untersuchten dieses
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Phidnomen, indem sie die Zusammensetzung der Produkte einer amin-initiierten Poly-
merisation der NCAs von Sarkosin (N-Methylglycin) und L-Alanin mittels MALDI-
TOF Massenspektrometrie untersuchten.'*®) Obwohl die Polymerisationen unter identi-
schen Bedingungen durchgefiihrt wurden und die erhaltenen Polymere dhnliche Poly-
merisationsgrade aufwiesen, unterschieden sich die Polydispersitdten deutlich. Im Ge-
gensatz zu Polysarkosin, fiir das eine PD =1.15 ermittelt wurde, wies das erhaltene
Polyalanin eine sehr breite Molekulargewichtsverteilung auf, wie sie fiir Polykonden-
sationen typisch wére. Der charakteristische Unterschied zwischen beiden Polypepti-
den ist, dass nur die Peptidgruppen in Poly(L-Alanin) als Wasserstoffbriicken-Donoren
zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen fungieren konnen, um stabile Sekun-
dirstrukturen zu bilden. Der Verlauf der Polymerisation von L-Alanin, bei der schon
die wachsenden Oligomere im Reaktionsmedium unldslich sind, ist in Abb. 1.4 darge-
stellt. Der GroBteil der Oligopeptide fillt in Form von B-Faltblatt-Lamellen aus.!** **]

Einige bleiben jedoch in Lésung, setzen das Kettenwachstum fort und bilden ab einem

Polymerisationsgrad P,>11 16sliche a-Helices.

) b) TTTEETI0T ) TTTLTSLLL

5 LT T T T T T T O T T O T o L Lo
LT T O T T O T OO T O O T O

}\ﬁ ( g’] Kettenwachstum m Kettenwachstum T T T LTI

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

(

———

i i i

—~— = losliche Oligopeptide “BOBO00D> = Peptide mit a-helicaler Struktur <~ = Peptid mit -Faltblatt Struktur

mit einem P<11

<+

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der bei einer amin-initiierten Polymerisation von L-

[46]

Alanin auftretenden Sekundérstrukturen:'™' a) niedriger Umsatz, b) mittlere Umsatz, c) hoher

Umsatz.[*¢!

Die wachsenden Polypeptidketten liegen also in unterschiedlichen Sekundirstruktu-
ren vor, deren jeweilige Endgruppen unterschiedliche Reaktivititen aufweisen. Auch
die Reaktivititen der Kettenenden auf der Oberfliche der B-Faltblatt-Lamellen kon-
nen, wegen unterschiedlicher sterischer Abschirmung und Riickfaltung einzelner Ket-
tenenden, stark variieren.!*”! Diese breite Streuung der Endgruppenreaktivititen fiihrt

zu unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten der einzelnen Peptidketten und
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somit zu einer breiten Molekulargewichtsverteilung. Die Riickfaltung von Peptidket-
ten auf der Oberfldche ist auch bei der Synthese hochmolekularer Polypeptide ein er-
hebliches Problem, da aufgrund der sterischen Hinderung das Kettenwachstum voll-
stindig abbrechen kann. Daher konnten noch nie hochmolekulare Polypeptide mit
Molmassen groBer 20 kDa von ausschlieBlich B-Faltblatt bildenden Aminoséduren her-

gestellt werden.*"]

Um diesen Erkenntnissen Rechnung zu tragen, wurde der Zusammenhang zwischen
Primir- und Sekundidrstruktur durch eine Kombination von IR-Spektroskopie mit
Weitwinkelrontgenstreuung und Kleinwinkelréntgenstreuung untersucht.’*® *”1 Danach
lassen sich die verschiedenen Homopolypeptide anhand ihrer Sekundérstrukturen in

drei Klassen einteilen:

1. AusschlieBlich B-Faltblattstrukturen bildende Polyaminosduren: Glycin, Valin,

Isoleucin, Serin, Threonin und Cystein.

2. Polyaminosduren, die bei ausreichender Kettenldnge zur Ausbildung von a-
Helices fahig sind: Norleucin, Leucin, Histidin, Tryptophan, Phenylalanin, Ty-
rosin, B-Ester der Asparaginsdure, y-Ester der Glutaminsdure, N-substituierte

Lysine.

3. Polymere N-substituierter Aminosduren, die wie Polysarkosin statistische
Knédule oder auch spezielle Helices bilden konnen, z. B. Prolin und 4-

Hydroxyprolin.

Wichtig zum Verstdndnis des Verlaufs von NCA-Polymerisationen ist die Tatsache,
dass alle a-Helix-bildenden Homopolypeptide bis zu einem Polymerisationsgrad von

10+1 als p-Faltblatt vorliegen.!®**!

Lange Ketten mit niedrigen Polydispersitidten konnen nur von wenigen ldslichen, und
meist a-Helix-bildenden, Polypeptiden erhalten werden. Daher befassen sich mehr als
90% aller neueren Publikationen zum Thema NCA-Polymerisation mit Poly(y-alkyl-

glutamaten) und Poly(N,-benzyloxycarbonyl-lysin).[**!

Die von TIMOTHY J. DEMING et al. entwickelten Ubergangsmetall-Initiatoren ermog-

lichen zwar eine bessere Kontrolle bei einer Vielzahl von NCA-Polymerisationen, fiir
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die Synthese hochmolekularer Polypeptide gibt es jedoch bis heute weder einen uni-
versell einsetzbaren Initiator noch ein universelles Losemittel. Daher wurden die in
der Literatur beschriebenen optimalen Polymerisationsbedingungen meist fiir jede Po-

lymerisation einzeln empirisch ermittelt.

1.3 Molekulare Erkennung

Die gegenseitige Erkennung von Molekiilen steht am Anfang fast aller Prozesse in

(2] Meist werden hierbei niedermolekulare Liganden iiber

biologischen Systemen.
nichtkovalente schwache Wechselwirkungen reversibel an biologische makromoleku-
lare Zielstrukturen, wie Proteine, gebunden. Eine lange Zeit wenig beachtete Sub-
stanzklasse, deren Vertreter auf den meisten Zelloberflachen zu finden sind und deren
biologische Bedeutung zunehmend in den Mittelpunkt wissenschaftlicher Forschung
riickt, sind die Kohlenhydrate.””*! Sie spielen eine wichtige Rolle beim Zellwachstum,
bei der interzelluldren Kommunikation, der Immunabwehr, der Signaltransduktion und

(94961 Da die Wechselwirkungen zwischen Ligand und

auch der Tumorproliferation.
Rezeptor auf Kriaften kurzer Reichweite beruhen, muss ein Ligand eine geeignete Ges-
talt besitzen, um in die Bindungstasche des Rezeptormolekiils zu passen. Erkannt

wurde  dieses, der molekularen

Erkennung zu Grunde liegende, h
Schliissel-Schloss-Prinzip (Abb. 1.5) Ligand
erstmals 1894 durch EMIL + —

971 Aktives

Zentrum

FIScHER.””) FISCHER ging bei der

. . . Ligand-Rezeptor-Komplex
Entwicklung seiner Theorie von R P :

starren Liganden und Bindungsstellen

Rezeptor

aus.

. . . . Abbildung 1.5: Bildung eines Ligand-
Da Proteine jedoch flexibel sind und s s £

Rezeptor-Komplexes nach dem Schliissel-
sich die Konformation ihrer Bindungs-

Schloss-Prinzip

stelle durch die Bindung eines Li-

ganden deutlich verdndern kann, beschreibt das Schliissel-Schloss-Prinzip die Protein-
Ligand-Wechselwirkung nur unzureichend.”® Eine Weiterentwicklung stellt die Indu-

ced-fit-Theorie (Hand-im-Handschuh-Prinzip) dar (Abb. 1.6).°1 Sie beschreibt die
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Ligand-Rezeptor-Bindung als dynamischen Prozess, bei dem die Bindungsstelle des
Rezeptors erst nach der Anlagerung eines Liganden eine zu diesem komplementére

Form besitzt.

h In der Natur bewirkt diese

Ligand geometrisch und chemisch
+  —

komplementére Anlagerung kleiner

Aktives
Zentrum

Ligand-Molekiile an biologische

Lignad-Rezeptor-Komplex . . . . .
Rezeptoren einen Eingriff in die

Abfolge von Stoffwechsel- und

Rezeptor

Signaltransduktionsprozessen und
Abbildung 1.6: Bildung eines Ligand- I6st somit einen physiologischen

Effekt aus.

Rezeptor-Komplexes nach dem Induced-fit-
Prinzip
Ein Beispiel fiir eine solche
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung ist die spezifische Erkennung von Kolhen-
hydratstrukturen durch Lectine. Diese Proteine sind an verschiedenen zelluldren Pro-
zessen, wie Proteinfaltung, Zelladhision und Apoptoseinduktion beteiligt.!'®® Ein
funktionell wichtiges tierisches Lectin ist Galectin-3, ein Mitglied der ubiquitdren -

[101

Galactosid-bindenden Protein-Familie.'®"! Galectin-3 reguliert die Zellproliferation,

102

indem es fiir das Spleifien der pra-mRNA verantwortlich ist.!'°? Dariiber hinaus spielt

die Interaktion von Galectin-3 mit den Kohlenhydratgruppen membranstéindiger Mu-

cine eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung mukosaler Schutzfunktionen.!'%*!

Die wichtigste Funktion der Lectine ist jedoch der Forderung des Zell-Zell-Kontaktes.
Hierbei interagieren Lectine an der Oberfldche einer Zelle mit membranstindigen
Kohlenhydraten einer anderen Zelle. Ein Beispiel fiir eine solche Kohlenhydrat-
Protein-Erkennung ist die spezifische gegenseitige Erkennung von Endothelzellen und
Leukozyten bei Entziindungen. Diese Erkennung beruht auf der Wechselwirkung zwi-
schen membranstidndigen Glycoproteinen der Endothelzellen, den Selektinen, und der
Tetrasaccharid-Gruppe Sialyl-Lewis™ (SLe™).l'*17] SLeX ist als Bestandteil von Gly-

copeptiden und Glycolipiden auf der Leukozytenmembran lokalisiert.

Die einzelnen Bindungen zwischen Kohlenhydrat-Liganden und Rezeptor-Proteinen

sind im Vergleich zu anderen biologischen Wechselwirkungen jedoch relativ
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198 Thre Dissoziationskonstanten liegen gewdhnlich zwischen 10~ M und

schwach.!
5107 M. Dies sichert die Spezifitiat der Kohlenhydrat-Lectin-Bindung und erméglicht
auBerdem bei Bedarf eine Trennung.”! An der gegenseitigen molekularen Erkennung
biologischer Einheiten (Molekiile, Viren, Zellen usw.) sind jedoch meist mehrere Koh-
lenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen beteiligt. Durch den Chelateffekt bei der
gleichzeitigen Bildung mehrerer Ligand-Rezeptor-Bindungen wird die Bindungsstirke

191 S0 binden trivalente, natiirlich vorkommende Oligosaccharide

erheblich gesteigert.!
polyvalent mit ihren drei N-Acetyl-galactose-Gruppen an den C-Lectin-
Asialoglycoprotein-Rezeptor auf der Oberfliche von Leberzellen mit einer Dissoziati-
onskonstanten von 10® M, wihrend die Dissoziationskonstante der entsprechenden

einfachen Galactose nur 10 M betragt.!''"]

Diese polyvalenten Wechselwirkungen konnen durch die gleichzeitige Bindung meh-
rerer Liganden einer biologischen Einheit an mehrere Bindungsstellen eines Rezeptor-
Proteins (Abb. 1.7 A) einer anderen biologischen Einheit oder an mehrere verschiede-
ne Rezeptoren einer anderen biologischen Einheit (Abb. 1.7 B) zustande kommen. In
einigen Fillen ist fiir die polyvalente Bindung eine Reorganisation der Rezeptorprote-
ine auf der Zellmembran notwendig (Abb. 1.7 C). Diese Anpassung der Abstidnde der
einzelnen Rezeptoren an einen multivalenten Liganden wird als ligand-induziertes

Rezeptorclustering bezeichnet.!''!!
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's%%, %%}

Abbildung 1.7: Polyvalente Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung: A) Bindung eines polyvalenten
Liganden an mehrere Bindungsstellen eines membranstindigen Rezeptors, B) Gleichzeitige
Bindung eines polyvalenten Liganden an mehrere membranstindige Rezeptoren, C) Bindung

eines polyvalenten Liganden unter Rezeptorclustering

Das Prinzip der polyvalenten Bindung macht man sich auch in biochemischen Nach-
weiBreaktionen und biologischen Bindungsstudien zu Nutze.!''> '] So verwendeten
KEUN-HONG PARK et al. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierte kohlenhydrat-
funktionalisierte Polystyrole, um spezifische Wechselwirkung zwischen Glycopolyme-
ren und blutbildenden Zellen mittels konfokaler Laser-Mikroskopie zu untersu-

chen "4

1.4  Glycopeptide

Glycopeptide bzw. Glycoproteine entstehen durch kovalente Bindung von Kohlen-
hydraten an Peptide bzw. Proteine. Durch diese posttranslationale Modifikation wird
die ohnehin eindrucksvolle strukturelle Vielseitigkeit der Proteine noch einmal enorm

gesteigert.!'!”!
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Glycoproteine sind hdufig Bestandteil von Zellmembranen, wo sie bei Prozessen wie
der Zelladhision, der Infektion durch Viren oder der Bindung von Spermien an Eizel-

len eine wichtige Rolle spielen.l’!

Ein wichtiges Beispiel fiir eine spezifische Kohlenhydrat-Rezeptor-Bindung ist die
Erkennung von an den Haupthistokompatibiltits-Komplex (MHC) gebundenen Gly-

116

coproteinen durch Rezeptoren der T-Zellen.!'') Diese Erkennung ist ein wichtiger

Schritt bei der T-Zell vermittelten Immunabwehr.

Neben ihrer Funktion als Erkennungsmerkmal fiir einen bestimmten Rezeptor, sind
diese Kohlenhydrate auch mafligeblich fiir die Struktur und Funktion des Glycoproteins
verantwortlich. So zeigten PAULINE M. RUDD ef al. am Beispiel der Ribonuclease A
eindrucksvoll den Einfluss eines einzelnen Kohlenhydrats auf die Struktur und Funk-

tion eines Enzyms.!'!”!

Mit zunehmendem Verstdndnis der bedeutenden Rolle, die Glycoproteine in biologi-
schen Prozessen spielen, steigt auch das wissenschaftliche Interesse an dieser Verbin-
dungsklasse. Die Isolierung einzelner Glycoproteine aus natiirlichen Quellen ist je-
doch duBerst schwierig, da die meisten Glycoproteine in mehreren unterschiedlichen
Glycosylierungsmustern existieren kénnen.!"'™ Wegen dem steigenden Bedarf an Gly-
copeptiden fiir medizinische, biologische und pharmakologische Studien gewinnt, ne-
ben der schon hoch entwickelten Peptidsynthese, die chemische Glycopeptidsynthese
daher zunehmend an Bedeutung. Die Fortschritte bei der Synthese und biotechnologi-
schen Anwendung von Glycopeptiden sind in mehreren Ubersichtsartikeln zusammen-

gefasst [107, 118-121]

In der Natur findet die Glycosylierung von Proteinen im endoplasmatischen Retikulum
und im Golgi-Komplex statt. Die Ankniipfung der Kohlenhydrate erfolgt hierbei ent-
weder liber die Amid-Gruppe eines Asparaginrests (N-glycosidische Bindung), oder
die Alkoholfunktion eines Serin- oder Threoninrestes (O-glycosidische Bindung).
Auch bei der Herstellung synthetischer Glycopeptide werden die Kohlenhydratmole-
kiile meist an diese drei Aminosduren gebunden.!'®” ''% 1221331 pie 0. und N-
glycosidischen Bindungen sind jedoch weder besonders sdure- noch basenstabil. Be-
reits ab einem pH > 9 konnen Zuckermolekiile von einem Serinrest abgespalten wer-

den (Abb. 1.8).1'%7]
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Bei natiirlichen Glycoproteinen stellt die

Labilitdt der glycosidischen Bindung kein

o] H“0
o | L .
R'—C—N—? & _NHR" Problem dar, da sie in einem hocheffizienten
(I:H2 Puffersystem vorliegen. In der Synthese-
ROO chemie ist dies jedoch meist nicht der Fall.
- o/\?_"@ Daher miissen bei der Glycopeptidsynthese
or alle notwendigen Reaktionsschritte, insbeson-
OR
dere  die  Abspaltung der bendtigten
Abbildung 1.8: Struktur und Schutzgruppen, unter schr milden

Labilitat einer O-glycosidischen Bedingungen erfolgen. Gleichzeitig wird fiir

Galactose-Serin-Bindungen die komplizierte mehrstufige Synthese von
Glycopeptiden eine groBBe Vielzahl orthogonal
abspaltbarer Schutzgruppen bendtigt. Das Spektrum konventioneller Schutzgruppen
reicht daher fiir die Synthese komplexer Glycopeptide oft nicht aus. Ein Losungsan-
satz ist die Verwendung enzymlabiler Schutzgruppen. Die Verwendung von Enzymen
ermoglicht hierbei eine regio- und chemoselektive Abspaltung einzelner Schutzgrup-

pen unter sehr milden Bedingungen.!'?* '#*]

Bei der Glycosylierung synthetischer Polypeptide ist man jedoch nicht auf die drei
oben genannten Aminosduren beschriankt. Vielmehr kann der synthetische Chemiker,
fiir die Ankniipfung von Kohlenhydraten, auf ein breites Spektrum an Aminosdureres-

ten zurickgreifen. Dies ermoglicht eine we-
NHBoc
2]_cooR,
(CHa)n

sentlich stabilere Glycosyl-Peptidverkniipfung

BnO" als bei natiirlichen Glycopeptiden. BERNHARD

BnO WESTERMANN et al. berichten beispielsweise

iiber die Synthese gemidfl Abb. 1.9 aufgebauter
Abbildung 1.9: Struktur einer C-

: o C-glycosylierter a-Aminosduren als Bausteine
glycosylierten a.-Aminoséuren

fiir die Peptidsynthese.!'*"!

Obwohl kohlenhydrat-funktionalisierte o-Aminosduren tiberwiegend fiir die schritt-
weise Synthese von Glycopeptiden verwendet werden, eignen sie sich grundsitzlich
auch fiir die NCA-Polymerisation. Die Herstellung kohlenhydrat-funktionalisierter
NCAs gelang erstmals 1966 ERWIN RUDE et al. durch die direkte Phosgenierung von

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosyl)-L-serin Hydrobromid.!'*"]



1. Einleitung 21

KEIGO AOI et al. berichteten 1994 erstmals liber die Synthese von Glycopeptiden

durch die ringdffnende Polymerisation kohlenhydrat-funktionalisierter NCAs.['?*]

Durch amin-initiierte Polymerisation des in Abb.
OAc o}

1.10 dargestellten 0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f3- o /““2&0
D-glucopyranosyl)-L-Serin-N-carboxyanhydrids GO , o N0
Ser(AcsGlc)-NCA sowie die Copolymerisation AO DA
desselben mit L-Alanin-N-carboxyanhydrid (Ala- 31

NCA) gelang ihnen die Synthese von Ho-
Abbildung 1.10: Struktur des

mopolypeptiden und Blockcopolypeptiden mit von ERWIN RUDE synthetisierten
Molmassen zwischen 4 und 20 kDa in Ausbeuten Ser(Ac,Glc)-NCA.

zwischen 50% und 92%. Bei der anschlieBenden

Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen stellten sie weder eine Isomerisierung der B-
glycosidischen Bindung, noch eine Racemisierung des Polypeptids fest. In den fol-
genden Jahren verdffentlichten KEIGO AOI et al. weitere Arbeiten, in denen sie
Ser(AcsGlc)-NCA zur Herstellung von neuartigen Blockcopolymeren, Pfropf-
Copolymere, sowie zur Glycosylierung von Polyamidoamin-Dendrimeren einsetz-

[129-131] Figr all diese Anwendungen wurden aber ausschlieBlich das bereits von

ten.
ERWIN RUDE synthetisierte Ser(Ac4Glc)-NCA und das synthetisch sehr dhnliche O-(2-
N-acetyl-3,4,6-Tri-O-acetyl-B-D-glucosaminyl)-L-Serin-N-carboxyanhydrid ~ verwen-
det. Dieser Mangel an Diversitit ist auch der Grund, warum die Polymerisation koh-
lenhydrat-funktionalisierter NCAs fiir die Synthese von Glycopeptiden nie den glei-
chen Stellenwert erreichte, den die NCA-Polymerisation bei der Polypeptidsynthese
einnimmt. Meistens erfolgt die Synthese von Glycopeptiden daher nicht direkt durch
Polymerisation kohlenhydrat-funktionalisierter NCAs, sondern durch die Glycosylie-

rung mittels NCA-Polymerisation synthetisierter Polypeptide.''**
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2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen auf der Basis von Polypeptiden wasserldsliche, poly-
valente Liganden fiir polyvalente Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen syntheti-
siert werden. Fiir eine polyvalente Bindung miissen mehrere Kohlenhydrat-Molekiile
an einem wasserloslichen Triager gebunden sein. Die fiir biologische Anwendungen

essentielle Wasserloslichkeit soll auf zwei Arten erreicht

(2

werden: einerseits sollen wasserldsliche Glycopeptide
synthetisiert werden, andererseits sollen wasserunldsliche
Glycopeptide in Form von Nanopartikeln kolloidal
solubilisiert werden. Wie in Abb. 2.1 dargestellt ist,

erfolgt die polyvalente Pridsentation der Kohlenhydrate V Z‘
im zweiten Fall an der Oberflache der Nanopartikel. Nanopartikel
Im ersten Teil dieser Arbeit soll daher eine Syntheseroute

fiir die Darstellung wasserloslicher Glycopeptide

entwickelt werden. Die gute Wasserldslichkeit soll er- (2 )

. . . s (Z) (Z
reicht werden ohne auf ionische Aminosdurereste i

. . Glycopeptid
zuriickzugreifen.
Da bei der Synthese dieser Glycopeptide keine genaue Abbildung 2.1: Polyva-
Aminosduresequenz eingehalten werden muss, ist die lente Présentation von

Kohlenhydraten

NCA-Polymerisation die am  besten  geeignete
Darstellungsmethode. Es soll sowohl die Mdglichkeit
einer nachtriglichen Kohlenhydrat-Funktionalisierung von fertigen Polypeptidketten,
als auch die direkte Synthese von nicht-ionischen wasserloslichen Glycopeptide durch
Copolymerisation von kohlenhydrat-funktionalisierten NCAs untersucht werden. Hier-
fiir sollen zundchst geeignete NCAs identifiziert und synthetisiert werden. Anschlie-
Bend muss ein Initiator gefunden werden, der eine kontrollierte Polymerisation dieser

Monomere ermdglicht.

Im zweiten Teil soll die Eignung synthetischer Polypeptide fiir die Herstellung von
Nanopartikeln mit kohlenhydrat-modifizierten Oberflichen nach der Emulsions-
Diffusions-Verdampfungs-Methode untersucht werden. Hierzu sollen mittels NCA-

Polymerisation geeignete Polypeptide synthetisiert werden. Die Polypeptide sollen
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entweder direkt liber Kohlenhydrat-Funktionen verfiigen oder im Anschluss an die

Herstellung der Nanopartikel mit diesen modifiziert werden.

Um biologische Bindungsstudien zu ermdglichen, miissen die synthetisierten Glyco-
peptide dariiber hinaus durch polymeranaloge Umsetzung mit Fluoreszenzlabeln ver-

sehen werden.

Zuletzt soll die Eignung der synthetisierten Glycopeptide fiir eine zukiinftige Anwen-
dung im Bereich der gezielten Anfiarbung von Zellen und des gerichteten Transports
pharmakologischer Wirkstoffe untersucht werden. Dazu soll eine cytotoxische Wir-
kung der synthetischen Glycopeptide ausgeschlossen und ihre spezifische Bindungsfa-

higkeit an T-Zellen und Erythrocyten untersucht werden.
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3 Synthesestrategien

Zur Synthese von Glycopeptiden gibt es grundsitzlich zwei unterschiedliche Synthe-

sestrategien.

3.1 Polymeranaloge Glycosylierung

Bei der ersten Strategie werden in einem ersten Schritt zuckerfreie Polypeptide syn-
thetisiert. Die Glycosylierung der fertigen Peptidketten erfolgt anschlieBend in einer
polymeranalogen Umsetzung.!"**) Diese zweistufige Syntheseroute wird auch in der

natiirlichen Synthese von Glycopeptiden verfolgt.

A
Glycosyl-
— l:> donor é é

Monomer

mit $
reaktiven polymere Vorstufe mit
Gruppen reaktiven Gruppen

Glycopeptid

Schema 3.1: Schematische Darstellung der Synthese von Glycopeptiden durch polymeranaloge

Umsetzung von reaktiven Polypeptidketten mit Glycosyldonoren

Fiir die Ankniipfung der Zuckermolekiile werden Aminosédurereste mit reaktiven Grup-
pen, wie etwa Amino-, Alkohol- oder Sduregruppen, bendtigt. Das Hauptproblem der
ersten Synthesestrategie ist die unvollstindige Umsetzung dieser reaktiven Seitenket-
ten. Die nicht umgesetzten Gruppen konnen ungewollte, unspezifische Wechselwir-

kungen mit verschiedenen biologischen Makromolekiilen eingehen.

3.2 Polymerisation kohlenhydrat-funktionalisierter a-Aminosiuren

Bei der zweiten Strategie erfolgt die Anknilipfung der Zuckermolekiile an die Amino-
siuren bereits vor der Polymerisation.!'*®! Die Synthese der Glycopeptide erfolgt an-

schlieBend direkt aus diesen kohlenhydrat-modifizierten o-Aminoséuren.
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G b0 9 4
~+ = =

Monomer

mit Glycosyl- ‘
reaktiven donor kohlenhydrat- 4 > L |
Gruppen funktionalisiertes

Monomer Glycopeptid

Schema 3.2: Schematische Darstellung der direkten Synthese von Glycopeptiden aus kohlen-

hydrat-funktionalisierten Monomeren

Die zweite Synthesestrategie ist jedoch mit einem hohen synthetischen Aufwand ver-
bunden, da fiir die Synthese jedes einzelnen Glycopeptids die komplette Syntheseroute

durchlaufen werden muss.
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4 Glycopeptidsynthese durch polymeranaolge
Glycosylierung

4.1 Einleitung

Der einfachste und kostengiinstigste Weg zur Herstellung hochmolekularer Polypepti-
de ist die Polymerisation von NCAs. Nach dieser Methode lassen sich, mit Hilfe recht
simpler Reagenzien, Polypeptide in groBen Mengen bei gleichzeitig guten Ausbeuten
synthetisieren. Insbesondere zur Darstellung von Homopolypeptiden, statistischen Co-
polypeptiden und Blockcopolypeptiden, ist die NCA-Polymerisation das Mittel der
Wahl. Daher wurde diese Methode auch in der vorliegenden Arbeit zur Peptidsynthese

verwendet.

Im ersten Schritt erfolgt die Synthese von Copolypeptiden durch Copolymerisation
verschiedener NCAs. Eine Aminosdure soll im zweiten Schritt zur Anbindung der
Kohlenhydrate verwendet werden, eine andere Aminosdure soll als Abstandshalter
zwischen den Kohlenhydraten dienen. Wegen der mangelnden Toleranz der NCA-
Polymerisation gegeniiber nucleophilen und basischen Gruppen miissen die Reste aller
trifunktionellen Aminosiduren wéahrend der Polymerisation mit geeigneten Schutzgrup-
pen versehen sein. Bei statistischen Copolypeptiden ldsst sich der Anteil dieser glyco-
sylierbaren Aminosdurereste und damit auch der mittlere Abstand zweier benachbarter
Kohlenhydrate in der Peptidkette des Glycopeptide, durch das Mischungsverhéltnis
der beiden NCAs kontrollieren. Copolypeptide konnen entweder durch die Kombinati-
on der NCAs zweier verschiedener a-Aminosiduren oder durch Copolymerisation der-
selben trifunktionellen o-Aminosdure, mit zwei unterschiedlichen Schutzgruppen fiir
die dritte Funktion, dargestellt werden. CELINE GUILLERMAIN et al. synthetisierten
beispielsweise mehrere Diblockcopolypeptide durch sequenzielle Copolymerisation

von L-Lysin-NCAs mit verschiedener N,-Schutzgruppen.!'** '3

Die Verwendung
zweier verschiedener NCAs der gleichen Aminosédure hat den Vorteil, dass die Reakti-
vititen der beiden NCAs weniger stark differieren. Der Einsatz verschiedener Amino-
sduren erhoht hingegen die Diversitidt der Polypeptide. Im Rahmen dieser Arbeit wur-

den beide Synthesestrategien verfolgt.
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Bei der Auswahl der NCAs miissen verschiedene Kriterien beachtet werden. Die fiir
die Blockierung der funktionellen Gruppen der verschiedenen NCAs notwendigen
Schutzgruppen miissen eine selektive Entschiitzung des gewiinschten Aminosédurerests
ermoglichen. Aulerdem sollte die Abspaltung der Schutzgruppen unter milden Bedin-
gungen erfolgen, um einen Abbau der Polypeptidkette zu vermeiden. Die Loslichkeit

muss zudem auf den Verwendungszweck zugeschnitten sein.

Polypeptide, die zur Herstellung von Nanopartikeln verwendet werden, miissen in ei-
nem nur partiell mit Wasser mischbaren organischen Ldsungsmittel 16slich sein. Sie
diirfen aber weder vor noch nach der Glycosylierung gut in Wasser 16slich sein, da
sich die Nanopartikel sonst auflosen. Zur Synthese dieser Polypeptide konnen daher
die gebréduchlichen, gut polymerisierbaren NCAs y-Benzyl-L-glutamat Glu(Bzl), -
tert.-Butyl-L-glutamat Glu(#-Bu), Ng-Trifluoracetyl-L-lysin Lys(TFA), Ng-tert.-
Butyloxycarbonyl-L-lysin Lys(Boc) und N -Benzyloxycarbonyl-L-lysin Lys(Z) ver-

wendet werden, 20 134 133]

Das wichtigste Kriterium bei der Synthese l6slicher Glycopeptide ist die Wasserlds-
lichkeit der fertigen Glycopeptide. Eine gute Loslichkeit ist die Grundvoraussetzung
fiir den pharmakologischen oder medizinischen Einsatz der betreffenden Glycopepti-
den. Bei den heute gebrduchlichen wasserloslichen Polypeptiden (z.B. Poly-L-lysin
und Poly-L-asparaginsdure) handelt es sich jedoch um Polyelektrolyte. Thre Wasser-
16slichkeit ist, wie bei allen Polyelektrolyten, stark pH-abhidngig. Ein grofles Problem
ist auBerdem, dass die fir die Wasserloslichkeit verantwortlichen ionischen Amino-
sdurereste unspezifische Wechselwirkungen mit anderen geladenen Biopolymeren ein-
gehen konnen. Dies kann letztlich zu einer Agglomeration der Makromolekiile fithren.

Alle nichtionischen Homopolypeptide der natiirlichen Aminosduren sind hingegen

unldslich in Wasser, wenn die Anzahl der verkniipften Aminoséuren 25 iibersteigt.[’*!

SONGMING CHEN und RONALD WETZEL beschreiben aber ein Verfahren, um syntheti-
sche Polypeptide mit langen Polyglutaminketten unter Verwendung von Trifluoressig-
sdure und Hexafluorisopropanol zu desaggregieren, und dadurch in eine wasserlosli-

136

che Form zu iiberfiihren.!"*® Auch konnten ERIC LEWIN ALTSCHULER et al. bereits

1997 zeigen, dass der Einbau weniger abweichender Aminoséuren in Polyglutaminket-
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ten ausreicht, um deren Sekundir- und Tertidrstruktur so zu verdndern, das wasserlos-

liche Polypeptide erhalten werden.!'*”

Die Polypeptidketten der dargestellten Glycopeptide werden daher ebenfalls iiberwie-
gend aus Glutamin aufgebaut. Um Angriffspunkte fiir die anschlieBende Glycosylie-
rung in die Polypeptide einzubauen, wird Ng-Trifluoracetyl-L-lysin als Cobaustein
verwendet. Die Wahl fiel auf N -Trifluoracetyl-L-lysin, da sich das entsprechende
NCA Lys(TFA)-NCA 6 hervorragend fiir die NCA-Polymerisation eignet und gut 16sli-
che Polypeptide bildet.!"**) Die Glycosylierung der synthetisierten Polypeptide soll
nach der Abspaltung der TFA-Schutzgruppen durch die Umsetzung der N,-
Aminogruppe des Lysins mit Isothiocyanato-Zuckern (z.B. 1-Isothiocyanato-2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-a-D-mannose 25) erfolgen. Die nucleophile Addition von Aminen an
Isothiocyanate verlduft unter sehr milden Bedingungen mit exzellenten Ausbeuten.
AufBlerdem sind die gebildeten Thioharnstoffe sowohl gegen Sduren als auch gegen

Basen bestdndig und gewéhrleisten damit eine stabile Anbindung der Kohlenhydrate.

Der hohe Glutaminanteil soll nicht nur die Wasserldslichkeit der Glycopeptide ge-
wihrleisten, sondern auch fiir einen ausreichenden Abstand zwischen den zur Ankniip-
fung der Kohlenhydratmolekiilen vorgesehenen Lysinbausteinen sorgen. Ein ausrei-
chender Abstand zwischen den Lysinresten ist notwendig, um die Ankniipfung der

Kohlenhydrate nicht durch sterische Wechselwirkungen zu behindern.
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4.2 Synthese der Monomere

4.2.1 Einleitung NCA-Synthese

Die erste Syntheseroute zur Darstellung von a-Aminosdure-N-carboxyanhydriden
wurde bereits 1906 von HERMANN LEUCHS entdeckt, als er versuchte N-
Methoxycarbonylaminosdurechloride zu destillieren.!*'! Wie in Schema 4.1 gezeigt ist,
cyclisierten diese beim Erhitzen auf 70°C unter der Abspaltung von Chlormethan zu

den entsprechenden NCAs.

R
\X/H(CI — Hy,co=A i T oéHE;Lo

- CH,4ClI

Schema 4.1: NCA Synthese nach der Leuchs-Methode

Eine weitere Moglichkeit NCAs zu synthetisieren ist die von FRIEDRICH FUCHS und
A. C. FARTHING entwickelte direkte Phosgenierung der entsprechenden o-
Aminosdurederivate (Schema 4.2). ['** 3] Diese als Fuchs—Farthing—Methode[57] be-

kannte Variante ist die am haufigsten eingesetzte Methode zur Darstellung von NCAs.

Cl

0
oy —— CI)J\” on i
0

Cl - -
o HCI HCI
Schema 4.2: NCA Synthese nach der Fuchs-Farthing-Methode

Da sich jedoch nicht alle a-Aminosduren durch direkte Phosgenierung zu NCAs um-
setzen lassen, findet auch die Leuchs-Methode heute noch Anwendung.'*?! Um den
Umgang mit gasformigem Phosgen zu vermeiden, kommen meist leichter handhabbare
Phosgenersatzstoffe, wie das feste Bis(trichlormethyl)carbonat (Triphosgen), zum Ein-
satz. Diese setzen Phosgen erst wihrend der Reaktion bei hoheren Temperaturen

frei.l'*”) Allerdings entstehen bei dieser Methode Nebenprodukte wie Chlorwasser-
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stoff, N-Chloroformyl-Aminosdurechloride und a-Isothiocyanato-Saurechloride,!'*!]

die sich storend auf die Polymerisation auswirken konnen und daher ein mehrfaches
Umkristallisieren der erhaltenen NCAs erfordern. Obwohl NCAs gegen Wasser emp-
findlich sind und in wasserhaltigen organischen Losungsmitteln oberhalb von 20°C
rasch oligomerisieren, beschriecben DREW S. POCHE, MICHAEL J. MOORE und JENNI-
FER L. BOWLES, dass auch das Waschen der NCA-Ldsung bei 0°C mit Wasser und
Hydrogencarbonatlosung eine effektive Reinigungsmethode sein kann.!'**! Um die
Zerstorung der NCAs zu vermeiden, muss auf das Waschen aber sofort eine intensive

Trocknung der organischen Losung folgen.

Eine dritte Methode zur Darstellung von NCAs ist die in Schema 4.3 gezeigte direkte
Umsetzung der am oa-Stickstoff Z- oder Boc-geschiitzten Aminosdurederivate mit

Dichlormethylmethylether.!'**]

o R R Cl

Schema 4.3: Direkte Umsetzung einer Z-geschiitzten a-Aminosdure mit Dichlormethylmethyl-

ether.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass der verwendete fliissige Dichlormethylmethy-
lether leicht handhabbar und zugleich wesentlich weniger giftig ist, als die gewdhnlich
eingesetzten Phosgenderivate. Dichlormethylmethylether kann aulerdem in groflem
Uberschuss eingesetzt werden, da sich der nicht umgesetzte Ether, wegen seiner nied-
rigen Siedetemperatur (85°C), nach der Reaktion einfach destillativ aus dem Reakti-

onsgemisch entfernen lasst.
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4.2.2 Nomenklatur

Um die oft langen Namen der in dieser Arbeit verwendeten Aminosdurederivate abzu-

kiirzen, wird im Folgenden die in Abb. 4.1 erlduterte Kurzschreibweise verwendet.

YR
RZ‘N/\/WO‘F@ = Rjy-Lys(R2)-OR3
H o
0
HN
el P T Lys(R2)-NCA
H o}

Abbildung 4.1: Erlduterung der verwendeten Kurzschreibweise

4.2.3 Synthese von geschiitztem Glutamin und Glutamat

Die Darstellung von y-(2,2,2-Trichlorethyl)-L-glutamat-N-carboxyanhydrid 11 erfolgte
nach der in Schema 4.4 abgebildeten zweistufigen Synthese aus L-Glutaminsdure 1 in

einer Gesamtausbeute von 35%.

140°C HO A 0-_0 o
HO TosOH g—o_ - "\] O Triphosgen ?,;j
o oH (Toluol) < > n g (THF) 3
HoNi - + — 0 — é:
a b o]
a- Tl ) § o ) )
o]
cl’ cl al
1
2 11

Schema 4.4: Syntheseroute zur Darstellung von y-(2,2,2-Trichlorethyl)-L-glutamat-N-
carboxyanhydrid 11. a) Regiospezifische, sdurekatalysierte Veresterung der y-Carboxylgruppe

der Glutaminsdure 1, b) Phosgenierung des Glutaminsdureesters 2 mit Triphosgen.
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Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die von
KAZUNORI ISHIKAWA und TAKESHI ENDO

verdffentlichte Vorschrift.['4!

Die Veresterung der L-Glutaminsdure 1 mit 2,2,2-
Trichlorethanol wurde mit p-Toluolsulfonsdure
als Katalysator in Toluol bei 140°C durchgefiihrt.

Auf das in der Literatur durchgefiihrte mehrfache

NH3
A
(0] (e}
2e

Abbildung 4.2: Struktur des
bei der Umbkristallisation von

GIu(TCE) 2 als Nebenprodukt

Umkristallisieren aus einem

nol/Diethylether-Gemisch sollte unbedingt

Etha- gebildeten y-Ethy-L-glutamats

2e.

verzichtet werden. In dieser Arbeit hat sich

ndmlich herausgestellt, dass es hierbei zu einer Umesterung unter Bildung von 7y-

Ethyl-L-glutamat 2e (Abb. 4.3) kommt. Im '"H-NMR-Spektrum erkennt man dies an

den zusédtzliche auftretenden Signale bei einer chemischen Verschiebung von 4.15

ppm und 1.24 ppm, die den Protonen der CH,- und CH3-Gruppe des Ethylrestes zuge-

ordnet werden kdnnen. Auch das in Abb. 4.4 dargestellte Massenspektrum enthilt ein

Isotopen
277.95 280.01
N,/

277.95
\

100~

282.00

282.00
129.99 4
176.01

[(JERSVASN TN S T n.l.IL AML

100 200 300 400
m/z [Th]

Abbildung 4.4: Massenspektrum (ESI+) von
v-(2,2,2-Trichlorethyl)-L-glutaminsdure
Hydrotosylat 2 nach der Umkristallisation

aus einem Ethanol/Diethylether-Gemisch.

zusdtzliches Signal bei 176.01 Th.
Dieses m/z-Verhiltnis entspricht der
Masse des einfach protonierten

Aminosdureesters 2e.

Zur Uberpriifung dieses Befundes
wurde die Umkristallisation unter
Verwendung eines Gemischs aus
Isopropanol und Diethylether
wiederholt. Auch hier trat eine
entsprechende Umesterung auf. Der
zusdtzliche Peak im Massenspektrum
bei 190.27 Th, entspricht dem ge-
bildeten einfach protonierten Gluta-

minsdure-y-Isopropylester.

Die beschriebene Synthese liefert jedoch nicht das gewlinschte y-(2,2,2-Trichlorethy)-

L-glutamat, sondern das entsprechende Hydrotosylat 2. Obwohl sich das Tosylat-
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Anion nicht storend auf die folgende NCA-Synthese auswirkt, wurde es von ISHIKA-
WA und ENDO vor der Phosgenierung des Aminoséduteesters mittels lonenaustauschch-
romatographie durch ein Chlorid-Anion substituiert. Dies war notwendig, da eine aus-
reichende Reinigung des NCAs durch Umkristallisation sonst nicht moglich ist. Auf
diesen Ionenaustausch konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings verzichtet werden,
da das Tosylat-Anion bei der wassrigen Aufarbeitung nach der NCA-Synthese prob-

lemlos abgetrennt wird.

Die Uberfiihrung von y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutaminsiure Hydrotosylats 2 in das
entsprechende Glu(TCE)-NCA 11 erfolgte anschlieBend nach der allgemeinen Synthe-

sevorschrift auf Seite 34.

Das ebenfalls kommerziell nicht erhéltliche Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin (Gln(Trt)-
OH) 4 wurde gemdll Schema 4.5 aus dem verfiigbaren N,-Fluorenylmethoxycarbonyl-

Ns-triphenylmethyl-L-glutamin (Fmoc-GIn(Trt)-OH) 3 hergestellt.

& >_N' Piperidin HaN'
DMF
S e
o e OO

3
Schema 4.5: Synthese von Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin 4['*%)

Die selektive Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe erfolgte nach einer

literaturbekannten Methode in quantitativer Ausbeute. !'*> 146
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4.2.4 NCA-Synthese

Die Synthese der NCAs 6-13 erfolgte nach der Fuchs-Farthing-Methode durch die di-
rekte Phosgenierung der jeweiligen geschiitzten L-Aminosduren mit Triphosgen 5

(Schema 4.6).

O
NH,
(6] A HN
R“'KNOH * o, M ca, —————> L0
I 070 - 2HCI R
5 O

Schema 4.6: NCA-Synthese durch direkte Phosgenierung von a-Aminosduren mit Triphosgen

5.

Fir diese Synthesen wurde, in Anlehnung an Publikationen von CELINE GUILLER-
MAIN [ 1335 ynd DREW S. POCHER,!"*?! folgende allgemeine Synthesevorschrift erar-

beitet:

Die geschiitzten a-Aminosdure werden unter Schutzgasatmosphdre in wasserfreiem
Tetrahydrofuran (THF) gelost bzw. suspendiert und auf 65°C erwdrmt. Die warmen
Losungen werden mit festem Triphosgen versetzt, welches in situ die dreifache Menge
Phosgen freisetzt. Zur Entfernung des entstehenden Chlorwasserstoffs wird ein konti-
nuierlicher Schutzgasstrom durch das Reaktionsgefdl3 geleitet. Nach 3 h wird das Lo-
semittel am Rotationsverdampfer abdestilliert und der erhaltene Riickstand in Ethyl-

acetat aufgenommen.
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o} O O
O HN//< HN//< HN%
N P W W
3 F H (6] o) (e} (0]
Lsy(TFA)-NCA Glu(Bzl)-NCA Ala-NCA
6 9 12

0]

o N i<

QAOJ\H/\/\ OO >(O\[O]/\\\" © O j(\ /\«O

o
I
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(6] (0]
Lys(Z)-NCA Glu(‘Bu)-NCA
7 10 GIn(Trt)-NCA
o] 0 13
(o) HN//< Cl HN%
S Lo oS5l _o Lo
07 NI Cl N
H o) o) 0
Lys(Boc)-NCA Glu(TCE)-NCA
8 11

Abbildung 4.3: Strukturen und Benennung der synthetisierten NCAs

Die Reinigung der erhaltenen NCAs erfolgt durch mehrmaliges Waschen der organi-

schen Phase mit Wasser und wéssriger

. . Tabelle 4.1: Ausbeuten, der durch direk-
Natriumhydrogencarbonatlosung.
te Phosgenierung mit Triphosgen synthe-

Hierbei muss unbedingt ziigig gearbeitet tisierten NCAs

werden, um eine Oligomerisierung der

NCAs zu vermeiden. Abb. 4.3 zeigt die NCA  Kurzschreibweise  Ausbeute
nach dieser Vorgehensweise erhaltenen 6 Lys(TFA)-NCA 80 %
NCAs. Die isolierten Ausbeuten sind in 7 Lys(Z)-NCA 85 %
Tab. 4.1 aufgelistet. g Lys(Boc)-NCA 56 %
Das als Losungsmittel verwendete THF 9 Glu(Bzl)-NCA 78 %
muss, aufgrund seiner Mischbarkeit mit 10 Glu(£-Bu)-NCA 71 %
Wasser, vor der wissrigen Aufarbeitung
11 Glu(TCE)-NCA 51%
abdestilliert und durch Ethylacetat er-
) 12 L-Alanin-NCA 70 %
setzt werden. Dennoch ist Verwendung
13 GIn(Trt)-NCA 70%

von THF wiahrend der Reaktion dem

direkten Einsatz von Ethylacetat als Lo-
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sungsmittel vorzuziehen, da die als Edukte eingesetzten Aminosédurederivate eine hohe
Loslichkeit in THF aufweisen und THF ohne groBen Aufwand stets frisch an einer

Umlaufdestille uber Natrium absolutieren werden kann.

Auf die in der Literatur oft empfohlene Zugabe von Aktivkohle, zur Beschleunigung
des Zerfalls von Triphosgen in reaktives Phosgen, wurde nach einigen Versuchen ver-
zichtet, da die aufwendige Abtrennung der Aktivkohle zu einer Verschlechterung der

Produktqualitit fiihrte.

Die erfolgreiche Umsetzung der a-Aminosduren zu den entsprechenden NCAs zeigt
sich im 'H-NMR-Spektrum an den, im Vergleich zu den Signalen der Aminosiuren,
tieffeldverschobenen Signalen der a-H-Atome zwischen 4.38 ppm und 4.46 ppm. Im
BC-NMR-Spektrum werden die Signale der o-C-Atome ebenfalls tieffeldverschoben
und liegen nun zwischen 56,62 ppm und 57.09 ppm. Auch die neu dazugekommen
Signale der unter Ringschluss eingebauten Carbonylkohlenstoffe zwischen 151.92
ppm und 152.04 ppm bestitigen die Bildung der NCA-Ringe.

Mit 51-85% liegen die erzielten Ausbeuten im Rahmen der in der Literatur angegebe-

nen Werte, oder iibertreffen diese sogar.!'?” '4¢]

4.3 Polymerisation

1419 801 wurden fiir die Poly-

Auf Grund der in der Literatur beschriebenen Vorteile,[
merisation der synthetisierten NCAs Ubergangsmetall-Initiatoren eingesetzt. Bei der
Suche nach einem geeigneten Initiator fiel die Wahl auf bpyNi(COD). bpyNi(COD) ist
aufgrund seiner hoheren Oxidationsbestdndigkeit leichter zugédnglich und handhabbar
als (PMes)4Co und liefert hochmolekulare Polypeptide mit niedrigen PDs in exzellen-

ten Ausbeuten.!”’!

Da die bpyNi(COD)-initiierte NCA-Polymerisation wegen der Oxidationsempfind-
lichkeit des Initiators mit einem hohen synthetischen Aufwand verbunden ist, wird im
Rahmen dieser Arbeit auch die Synthese von Copolypeptiden mit Hilfe der weniger

aufwendigen amin-initiierten NCA-Polymerisation untersucht.



4. Glycopeptidsynthese durch polymeranaloge Glycosylierung 37

Die Molmassen der erhaltenen Polypeptide wurden mittels Gel-Permeations-
Chromatographie (GPC) bestimmt. Als Eluent wurde in Abhingigkeit von der Los-
lichkeit des untersuchten Polypeptids THF oder N,N-Dimethylacetamid DMAc ver-
wendet. Die in THF durchgefiihrten GPC-Messungen werden im Folgenden mit dem
Index ' und die in DMAc durchgefiihrten Messungen mit dem Index * gekennzeichnet.
Die Bestimmung der Molmassen, insbesondere sehr langer Polypeptidketten, erwies
sich jedoch als schwierig. In einigen Féllen lieferten die GPC-Messungen Molmassen
von lediglich einigen Hundert oder aber mehreren Millionen Dalton (Da). Die Proble-
me bei der GroBenausschluss-Chromatographie sind moglicherweise auf Wechselwir-
kungen der Polypeptide mit der stationdren Phase der GPC-Sdulen zuriickzufiihren,
welche dem Trennprinzip der GPC widersprechen. Vermutlich bilden sich auch Ag-
gregate aus, die wegen ihrer GroBe aullerhalb des Messbereichs der GPC liegen. Poly-
peptide deren Molmassen nicht bestimmt werden konnten, werden im Folgenden mit

der Abkiirzung n.a. fiir nicht analysierbar gekennzeichnet.

Um die Molekulargewichtsverteilungen der einzelnen Polypeptide miteinander ver-
gleichen zu konnen, wurden aus den Ergebnissen der GPC-Analysen auch die jeweili-
gen Polydispersititen (PDs) berechnet. Diese sind definiert als der Quotient aus dem

Gewichtsmittel (My) und dem Zahlenmittel (M,) der Molmasse (Gl. 4-1).

M
PD =" (4-1)
M

n

Um die Linge einer gebildeten Peptidkette mit dem eingesetzten I/M-Verhiltnis ver-
gleichen zu kdnnen, muss die Anzahl der Aminosduren berechnet werden, aus denen
die entsprechende Peptidkette aufgebaut ist. Da die Peptidketten aus mehreren Bau-
steinen aufgebaut sind, muss fiir die Berechnung des durchschnittlichen Polymerisati-
onsgrades (P,) zunédchst die durchschnittliche Molmasse einer imaginiren Monomer-

einheit (M

mono

) berechnet werden. Dies gelingt durch das Aufsummieren der geméaR

ihrer relativen Héufigkeit (hnca), mit der sie in den Polypeptidketten vertreten sind,

gewichteten Molmassen (Myca) der einzelnen Aminosdurebausteine (Gl. 4-2)

Mmono = ZhNCA M ey (4-2)

NCA
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Dividiert man anschlieBend die mittels GPC bestimmte mittlere Molmasse (My,) durch

M so erhédlt man gemil GI. 4-3 den durchschnittlichen Polymerisationsgrad des

mono

entsprechenden Copolypeptids.

P == (4-3)

4.3.1 bpyNi(COD)-initiierte Polymerisation

Der Verlauf der Nickel(0)-initiierten Polymerisation von NCAs wird stark von dem
verwendeten Losungsmittel beeinflusst. Wird DMF als Losemittel verwendet, so stim-
men die Molekulargewichte der erhaltenen Polypeptide mit dem verwendeten Mono-
mer/Initiator-Verhédltnissen iiberein. Die Verwendung von THF fiihrt hingegen zu Po-

lypeptiden deren Kettenldngen die erwarteten Werte weit libertreffen.

Die erhaltenen hohen Molekulargewichte sind jedoch nicht auf eine verringerte Kon-
trolle des Kettenwachstums zuriickzufiihren, vielmehr beruhen sie auf einer vermin-
derten Bildung der fiir das Kettenwachstum verantwortlichen aktiven Kettenenden.
Die Herabsetzung der Anzahl aktiver Kettenenden resultiert aus der Inaktivierung ei-
nes Teils der Nickel(0)-Komplexe durch den Einfang von CO, einer unvollstindigen
Kontraktion der intermedidr gebildeten Amido-Alkyl-Ringe und der Aggregation der

wachsenden Polymerketten in wenig polaren Losemitteln.!””!

Dieser Losemitteleffekt wurde in der vorliegenden Arbeit zur Synthese sehr langketti-
ger Polypeptide ausgenutzt, da er den Einsatz gréBerer Initiatormengen ermoglicht.
Sehr geringen Initiatormengen sind in zweierlei Hinsicht problematisch. Zum einen
lassen sich geringe Initiatormengen nur schwer handhaben, zum anderen werden da-
durch die Auswirkungen einer moglichen geringen Kontamination mit Sauerstoff ver-

starkt.

Um durch Feuchtigkeit ausgeldoste Nebenreaktionen zu vermeiden, wurden die ver-
wendeten Losemittel kurz vor der Polymerisation nach gidngigen Vorschriften ge-
trocknet und destilliert. AuBerdem wurden alle hier besprochenen Polymerisationen

unter Schutzgasatmosphére in silanisierten Glaskolben durchgefiihrt. Im Falle der
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triethylamin-initiierten Polymerisationen reichte Stickstoff als Schutzgas aus. Fiir die
Herstellung des (2,2’-Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Ni(0)-Komplexes (bpyNi(COD))
und der damit initiierten Polymerisationen wurde, wegen der Oxidationsempfindlich-
keit des Ni(0)-Zentrums, Argon als Schutzgas verwendet. Aullerdem wurden die Lo-
semittel und auch die NCA-Losungen durch das Anlegen eines Vakuums und an-

schlieBender Beliiftung mit Argon jeweils mindestens dreimal entgast.

Um eine Oxidation des Nickel(0)-Zentrums zu vermeiden, wurde die verwendete Initi-
atorlosung jeweils kurz vor der Polymerisation frisch hergestellt. Hierzu wurde 1 eq.
Bis(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0) in THF geldst und tropfenweise mit 1 eq. einer 2,2°-
Bipyridin-Losung in THF versetzt.!'*”) Die zunichst orangene Reaktionsldsung ver-
farbt sich durch die Bildung von bpyNi(COD) tief violett. Um einen vollstindigen
Ligandenaustausch (Schema 4.7) zu gewihrleisten wird die Losung noch 3 h bei

Raumtemperatur geriihrt.

Y |

[ N - Y
N™ N™
l/

Schema 4.7: Bildung des (2,2’-Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0)-Komplexes unter Li-

/

\

gandenaustausch.

Zur Abtrennung des freien 1,5-Cyclooctadiens wurde der erhaltene bpyNi(COD)-
Komplex anfangs auskristallisiert, abfiltriert und getrocknet. Die in die Polymerisati-
onen eingesetzten Initiatorlosungen wurden jeweils kurz vor der Polymerisation durch
Losen der entsprechenden Menge des isolierten Komplexes im verwendeten Lésungs-
mittel hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass das
beim Ligandenaustausch freiwerdende 1,5-Cyclooctadien die Polymerisation nicht
storen. Die nach dem Ligandenaustausch erhaltenen bpyNi(COD)-Losungen konnten
daher ohne vorherige Abtrennung des 1,5-Cyclooctadiens direkt als Initiatorldsung
eingesetzt werden. Durch dieses Vorgehen konnte der synthetische Aufwand zur Her-

stellung der bpyNi(COD)-Initiator-Losungen erheblich verringert werden.
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Die Synthese der Homopolymere Poly(N.-trifluoracetyl-L-lysin) 14, Poly(N.-tert.-

butyloxycarbonyl-L-lysin) 15 und Poly[y-(2,2,2-trichlorethyl)-L-glutamat] 16,17 er-

folgte durch die Polymerisation der entsprechenden NCAs 6, 8 und 11 mit bpy-
Ni(COD) in THF bei Raumtemperatur. Die nach der Zugabe der bpyNi(COD)-Losung

tiefviolette Reaktionslosung farbt sich rasch rot. Dieser Farbumschlag ist auf den Aus-

tausch des 1,5-Cyclooctadien-Liganden am Nickel(0)-Zentrum unter Bildung des A-

mido-Amidat-Metallacyclus zuriickzufiihren.

Nach zwei Tagen wurden die Polypeptide durch Eintropfen der jeweiligen Reaktions-

losung in ein Gemisch aus Methanol und Wasser gefillt. Die Initiator/Monomer-

Verhiltnisse (I/M), die erzielten Ausbeuten sowie die analytischen Daten der erhalte-

nen Polypeptide 14-17sind in Tab. 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Ausbeuten und Molmassen M, der mittels bpyNi(COD)-initiierter NCA-

Polymerisation dargestellte Homopolypeptide. (I/M: Initiator/Monomer-Verhéltnisse, PD: Po-

lydispersitit, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad, ': GPC-Messung erfolgte in THF, %
GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer Monomer Initiator /M Losemittel  M,, [g/mol] P, PD Ausbeute
14 Lys(TFA)-NCA  bpyNi(COD)  1/80 THF 172200" 768 1.19 81 %
15 Lys(Boc)-NCA bpyNi(COD)  1/70 THF 559200° 3019 1.78 86 %
16 Glu(TCE)-NCA  bpyNi(COD)  1/80 THF 313007 120 n. a. 27 %
17 Glu(TCE)-NCA  bpyNi(COD)  1/50 THF 223007 86 1.10 15 %

Die geringen Ausbeuten der Polymere 16 und 17 beruhen nicht auf einer unvollstdndi-

gen Umsetzung der NCAs, vielmehr sind sie auf die schlechte Abtrennbarkeit der nach

der Polymerisation ausgeféllten Polypeptide zurlickzufiihren.

Die Fillung der Poly[y-(2,2,2-trichlorethyl)-L-glutamat] 16 und 17 erwies sich nim-

lich als schwierig. Weder schwach polare organische Losemittel wie Diethylether oder

n-Hexan, noch Alkohol/Wasser-Gemische eigneten sich als Fillungsmittel, da stets

schlecht filtrierbare Niederschldge erhalten wurden. Die Fillung erfolgte schlieBlich

in einem Gemisch aus Methanol und 1 mM Salzsidure im Verhéltnis 1 zu 2. Doch auch



4. Glycopeptidsynthese durch polymeranaloge Glycosylierung 41

dieses Féllungsmittel lieferte einen sehr feinen, pulverartigen Niederschlag, der weder

durch Filtration noch durch Abzentrifugieren vollstindig extrahiert werden konnte.

Die Darstellung der statistischen Copolypeptide 18-23 erfolgte analog zur Synthese

der Homopolypeptide 14-17 durch Polymerisation der entsprechenden NCA-

Gemische. Die Zusammensetzung der eingesetzten NCA-Gemische, die eingesetzten
[/M-Verhiltnisse sowie die die Charakterisierungen der daraus erhaltenen Copolypep-

tide sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Zusammensetzungen und Molmassen M,, der mittels bpyNi(COD)-initiierter NCA-

Polymerisation dargestellten statistischen Copolypeptide. (I/M: Initia-

tor/Monomergesamtmenge-Verhéltnis, Ratio Poly: Zusammensetzung der synthetisierten Poly-
peptide, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad, PD: Polydispersitit, ': GPC-Messung er-
folgte in THF, *: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, I/'M e M, [g/mol] P, PD Ausbeute
Poly
18 1.0 Lys(TFA) 5.0 GIn(Trt) 1/40 n. a. 394007 114 1.18 70 %
19 1.0 Lys(TFA) 4.0 Glu(#-Bu) 1/70 1.0:3.5 44700* 218 1.66 72 %
20 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(Bzl) 1/70 1.0:4.6 26300° 119 1.08 87 %
21 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) 1/50 1.0:5.7 19100' 75 1.94 39 %
22 1.0 Lys(TFA) 8.0 Glu(TCE) 1/50 1.0:8.0 10300' 608 1.62 26 %
23 8.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) 1/50 7.1:1.0 32100' 140  2.04 24 %

Wie bei den Polyglutamaten 16 und 17 sind auch die bei der Synthese der Copolypep-
tide 21-23 erzielten, geringen Ausbeuten liberwiegend auf die schlechte Abtrennbar-

keit der ausgeféllten Polymere zurlickzufiihren.
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Die Zusammensetzung eines synthetisierten Copolypeptids ldsst sich allgemein {iber
die Integrationsverhéltnisse geeigneter eindeutig zugeordneter und aufgeldster Signal-
flichen im '"H-NMR-Spektrum bestimmen. Bei den Polypeptiden 21-23 wurden gemiB
ADbb. 4.4 die basisliniengetrennten Signalflichen der Methylen-Protonen des Trichlo-
rethylesters bei 4.86 ppm und der e-Methylen-Protonen der Lysinreste bei 3.14 ppm

miteinander verglichen.

DMSO-d6
1
(0]
Glutamat
4.86 [e)
| o
>VCI Wasser
Cl CI 1
Lysin
3.14
1 \A/J\\-
11.39 2.00
— —

50 45 40 35 3.0 25 20
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 4.4: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von Poly[Glu(TCE)-co-Lys(TFA)] 21,
aufgenommen in DMSO-ds. Die Zahlen unter den Peaks stellen die Integrationen der entspre-

chenden Signalfldchen dar.

Analog hierzu wurde die tatsdchliche Zusammensetzung von Poly[Glu(Bzl)-co-
Lys(TFA)] 20 aus den vollstdndig aufgeldsten Signalfldchen der beiden e-Methylen-
Protonen der Lys(TFA)-Reste bei 3.09 ppm und der beiden Benzyl-Protonen der
Glu(Bzl)-Reste bei 5.03 ppm abgeleitet.
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Wie man Abb. 4.5 entnehmen kann, sind im Fall von Poly[Glu(#-Bu)-co-Lys(TFA)] 15
die Signale der Glu(z-Bu)-Bausteine, wegen der fiir Polymere typischen Signalverbrei-

terung, jedoch nicht vollstindig von den Signalen der Lys(TFA)-Bausteine aufgeldst.

Wasser

&-CH,-Lysin

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 4.5: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von Copolypeptid 19, aufgenommen in
DMSO-d.

Daher wurde die Signalflichen der beiden e-Methylen-Protonen der Lys(TFA)-Reste
I1ys (blau) mit den vereinigten Signalflichen der a-Methylen-Protonen von Glu(#-Bu)
und Lys(TFA) IGu+1ys (rot) verglichen. Unter Berticksichtigung der Anzahl der Proto-
nen errechnet sich das tatsdchliche Verhdltnis der Aminosduren in dem Copolypeptid

19 nach Gl. 4-4.

Ly
n[Lys(TFA)] 5 Lys
n[Glu(t — Bu)] 1

]Glu+LyS 5 1

(4-4)

Lys

[\S)

Wie man in Tab. 4.3 erkennt korrelieren die aus den NMR-Spektren berechneten Zu-
sammensetzungen der synthetisierten Copolypeptide 19-23 gut mit den eingesetzten

NCA-Verhiltnissen.
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4.3.2 Amin-initiierte Polymerisation

Zur Darstellung der Homopolypeptide 24 und 25 wurden 3 Gew.% Losungen der ent-
sprechenden NCAs in DMF unter Schutzgasatmosphédre bei Raumtemperatur polyme-
risiert. Als Initiator kam Triethylamin zum Einsatz. Die durchgefiihrten Ansédtze und
die Charakterisierung der daraus erhaltenen Polypeptide sind in Tab. 4.4 zusammenge-

fasst.

Tabelle 4.4: Ausbeuten und Molmassen M,, der synthetisierten Homopolypeptide. (I/M: Initia-
tor/Monomer-Verhéltnisse, PD: Polydispersitdt, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad,

'* GPC-Messung erfolgte in THF, : GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer Monomer Initiator /'™ Losemittel M,, [g/mol] P, PD Ausbeute
24 Lys(TFA)-NCA NEt; 1/30 DMF 86900" 383 1.69 71 %
25 Glu(TCE)-NCA NEt; 1/30 DMF 1600 - 4.4 Mio> n.b. 3.16 49 %

Die Darstellung der statistischen Copolypeptide 26-31 erfolgte analog zur Synthese
der Homopolypeptide 24 und 25 durch Polymerisation der entsprechenden NCA-
Gemische. Die Zusammensetzung der polymerisierten NCA-Gemische, der jeweils

verwendete Initiator sowie das eingesetzte I/M-Verhéltnis sind in Tab. 4.5 aufgelistet.

Tabelle 4.5: Zusammensetzungen und Molmassen M,, der synthetisierten statistischen Copoly-
peptide. (I/M: Initiator/Monomergesamtmenge-Verhiltnis, Ratio: Zusammensetzung der synthe-
tisierten Polypeptide, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad, PD: Polydispersitit, : GPC-
Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, Initiator /M LM Ratio M, [g/mol] P, PD Ausbeute
26 1.0 Lys(TFA) 2.0 Glu(#-Bu) NEt; 1/50 DMF 1.0:2.0 186500° 899 1.25 78 %
27 1.0 Lys(TFA) 5.0 GIn(Trt) NEt; 1/50 DMF n. a. 7200* 21 1.28 56%
28 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30  DMF 2.0:1 1400° 6 1.38 53 %
29 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30  THF - ——- - - -

30 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50 DMF --- --- ---. --- ---

31 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50 THF 1:15.6 29297 11 1.64 38%
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Tab. 4.5 zeigt, dass die Verwendung von n-Hexylamin und Triethylamin als Initiator
fiir die Umsetzung von Glu(TCE)-NCA zu wenig definierten Produkten fiihrt. Eine
genauere Analyse dieses Befunds folgt in Anschnitt 4.4.

4.3.3 Synthese von Diblockcopolymeren

Die Synthese der Diblockcopolypeptide 32-35 (Tab. 4.6) erfolgte unter den gleichen
Synthesebedingungen wie die Herstellung der statistischen Copolypeptide. Die beiden
NCAs (NCA; und NCA;) wurden jedoch nicht gleichzeitig, sondern sukzessive mit

einem Zeitabstand von sechs Stunden zugegeben.

F
0
HN
6! 6!
=0 o)
HN ”, HN
—~NH
o ) D S
HN bpyNi(COD) /o o R 6 /o,
—_— \H/-\N)S*N~ _NH —_— W/I\N N
(THF) o Hue M (THF) o "
1 AR
N S x T T 527\ 53
oo 0 HN
0
7 F
FF
32

Schema 4.8: Synthese von Poly{[Lys(TFA)]ss-block-[Lys(Z)]s,7} durch sukzessive Copolyme-
risation von Lys(Z)-NCA 7 und Lys(TFA)-NCA 6.

Da die durch Triethylamin initiierte NCA-Polymerisation {iber den AM-Mechanismus
verlduft, ist sie nicht fiir die Synthese von Blockcopolymeren geeignet (siehe Einlei-
tung). Fiir die Darstellung der Diblockcopolypeptide 32-35 kam daher ausschlieBlich
bpyNi(COD) als Initiator zum Einsatz. Die Verwendung von bpyNi(COD) ermdglicht
es auBBerdem den Fortbestand des aktive Kettenendes der lebenden Polymerisation zu

tiberpriifen. Es ist darauf zu achten, dass die durch den Amido-Amidat-Metallacyclus
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hervorgerufene Rotfarbung der Reaktionslosung auch nach der Zugabe des zweiten

NCAs bestehen bleibt. Ein weiterer Farbumschlag wiirde die Oxidation des Nickel-

Zentrums und damit den Abbruch der Polymerisation anzeigen.

Tabelle 4.6: Ausbeuten, Zusammensetzungen und Molmassen M,, der verschiedenen Diblock-

copolypeptide. (I/Mges: Nipitiator/(Nnact + Nncaz), Ratio Poly: Zusammensetzung der synthetisier-

ten Diblockcopolypeptide, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad, PD: Polydispersitit,

GPC-Messung erfolgte in THF, ?: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

1.

Polymer NCA, NCA, I/l\/lges Ratio Poly M P, PD Ausbeute
[g/mol]
32 10 Lys(Z) 1 Lys(TFA) 1/70 9.9:1 150100? 580 1.49 70 %
33 10 Glu(Bzl) 1 Lys(TFA) 1/70 9.77 : 1 119800' 545  5.14 76 %
34 10 Lys(TFA) 1 Lys(Boc) 1/70 9.49: 1 196400" 875  1.59 100 %
35 10 Lys(Boc) 1 Lys(TFA) 1/70 10.0: 1 369500' 1621  4.78 86 %

Auch hier wurde die tatsdchliche Zusammensetzung der Blockcopolypeptide 32-35

iiber die Integrationsverhiltnisse geeigneter eindeutig zugeordneter und aufgeldster

Signalflichen im '"H-NMR-Spektrum bestimmt. Wie man Tab. 4.6 entnehmen kann,

stimmt die Zusammensetzungen der polymerisierten NCA-Gemische weitgehend mit

den Zusammensetzungen der jeweiligen Blockcopolypeptide iiberein.
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4.4  Vergleich der Polymerisationsmethoden

Um den Nutzen der synthetisch sehr anspruchsvollen bpyNi(COD)-Initiatoren zu ii-
berpriifen, werden im Folgenden die Ergebnisse der bpyNi(COD)-initiierten Polymeri-
sation denen der amin-initiierten Polymerisation gegeniibergestellt. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit, werden die Polypeptide hinsichtlich ihres Anwendungszwecks und

der enthaltenen Aminosduren in drei Gruppen unterteilt.

4.4.1 Polypeptide zur Darstellung von Nanopartikeln

Da die zur Darstellung von Nanopartikel vorgesehenen Polypeptide 14, 15, 19, 20, 24,
26 und 32-35 nicht in wasserldsliche Derivate iiberfithrt werden miissen, konnten sie
vollstindig aus den gut polymerisierbaren Bausteinen Lysin und Glutamat aufgebaut
werden. Bei der Polymerisation der entsprechenden NCAs bzw. NCA-Gemische traten
daher erwartungsgemdl keine Probleme auf. Sowohl die Homopolypeptide als auch
die statistischen Copolypeptide und die Diblockcopolypeptide konnten in guten Aus-
beuten (70-100%) erhalten werden. Wie fiir die verwendeten Initiatoren Triethylamin
und bpyNi(COD) erwartet iibertreffen die Polymerisationsgrade das I/M-Verhéltnis

um ein Vielfaches.

Auch die Zusammensetzungen der statistischen Copolypeptide 19, 20 und 26 sowie
der Diblockcopolypeptide 32-35 stimmen gut mit den Zusammensetzungen der einge-

setzten NCA-Gemische iiberein.

Sowohl die bpyNi(COD)-initiierte als auch die triethylamin-initiierten Polymerisation

fithren also zu definierten Polypeptiden.

4.4.2 Copolypeptide auf der Basis von GIn(Trt)

Die Synthese der iiberwiegend aus Glutamin aufgebauten Polypeptidketten erfolgte
zundchst durch die Polymerisation eines Gemisches von Ns-Triphenylmethyl-L-
glutamin-N-carboxyanhydrid (GIn(Trt)-NCA) 13 und Lys(TFA)-NCA 6. Die Trityl-
Schutzgruppe ist eine zur basenlabilen TFA-Schutzgruppe orthogonale Schutzgruppe

und ldsst sich selektiv mit Trifluoressigsédure abspalten. Aullerdem begiinstigt die Tri-



48 4. Glycopeptidsynthese durch polymeranaloge Glycosylierung

tyl-Schutzgruppe wegen ihres hohen sterischen Anspruchs die Ausbildung einer o.-
Helix, da diese Sekundérstruktur den grofiten Abstand zwischen den einzelnen Amino-
sdureresten aufweist. Wie in der Einleitung bereits erkldrt wurde, ist das Vorliegen
einer a-helicalen Struktur fiir einen reibungslosen Polymerisationsverlauf unabding-

bar.

Wie bereits beschrieben, wurden zur Darstellung der entsprechenden Copolypeptide
die beiden NCAs GIn(Trt)-NCA 13 und Lys(TFA)-NCA 6 in einem Verhiltnis von 5:1
gemischt und mit Triethylamin und bpyNi(COD) polymerisiert. Hierbei traten jedoch
sowohl in DMF als auch in THF Loslichkeitsprobleme auf. Bereits kurz nach der Zu-
gabe des Initiators konnte das Ausfallen eines weillen Niederschlags beobachtet wer-
den. Bei diesem Niederschlag handelt es sich um die wachsenden Polypeptidketten,
die mit wachsender Kettenldnge zunehmend unléslich werden. Zur Begriindung dieses
Sachverhalts sei auf Abb. 1.4 verwiesen. Trotz der Loslichkeitsprobleme wurde die
Polymerisation zwei Tage fortgefiihrt. Aus dem Uberstand konnten keine Polypeptide
gewonnen werden, und die aus dem Reaktionsmedium ausgefallenen Polypeptide wa-
ren auch in der Hitze in keinem géngigen Losungsmittel 16slich. Die fiir die GPC-
Messungen benétigten Losungen der Polypeptide 18 und 27 konnten nur unter groflem
Aufwand hergestellt werden. Hierzu wurden in der Hitze stark verdiinnte L&sungen

der Polypeptide hergestellt, die anschlieBend im Vakuum aufkonzentriert wurden.

Da die Bestimmung der Zusammensetzung der Polypeptide normalerweise mittels 'H-
NMR-Spektroskopie erfolgt, konnte sie wegen der Unloslichkeit der Proben im dafiir
bendtigten Konzentrationsbereich, nicht durchgefiihrt werden. Daher wurde fiir die

Berechnung von M

mono

nach Gl. 4-2 das eingesetzte Verhdltnis der NCAs (GIn(Trt)-

NCA)/Lys(TFA)-NCA 5:1) verwendet.

1 5 g 1 g g
Nt+—M, =—-37044—=—+—-224.18—=—=346.06—=— 4-5
GIn(Trt) 6 Lys(TFA) 6 mol 6 mol mol ( )

mono

Ry
6
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Wegen der schlechten Loslichkeit der wachsenden Peptidketten fiihrte die triethyla-
min-initiierte Polymerisation zu Peptiden, deren tatsidchlicher Polymerisationsgrad (P,

= 21) weit unterhalb des eingesetzten Monomer/Initiator-Verhdltnisses von 50/1 liegt.

Die unvollstindige Umsetzung der NCAs schldgt sich auch in der mit 56% sehr gerin-

gen Ausbeute nieder.

Die bpyNi(COD)-initiierte Polymerisation lieferte hingegen langkettige Polypeptide
(P, = 114) in annehmbaren Ausbeuten. Aufgrund ihrer Unloslichkeit konnten diese
Polypeptide aber nicht entschiitzt werden und waren daher nicht fiir eine Glycosylie-

rung geeignet.

4.4.3 Copolypeptide auf der Basis von Glu(TCE)

Die Tatsache, dass die direkte Synthese von hochmolekularem Polyglutamin, aufgrund
der schlechten Polymerisierbarkeit von Glutamin-NCAs und der geringen Loslichkeit
[148

der wachsenden Polypeptidketten, schwierig ist, ist ein bekanntes Problem.!'**! Eine

elegante Methode um diese Schwierigkeiten zu umgehen wurde von KAZUNORI ISHI-

1441981 Anstelle eines Glutamin-N-

KAWA und TAKESHI ENDO beschrieben.!
carboxyanhydrids verwendeten sie das gut polymerisierbare y-(2,2,2-Trichlorethy)-L-
glutaminsédure-N-carboxyanhydrid (Glu(TCE)-NCA) 11. Das gewiinschte Polygluta-
min erhdlt man anschlieBend durch Ammonolyse der Aktivestergruppen des erhaltenen
Polyglutamats in organischen Losemitteln. y-(2,2,2-Trichlorethy)-L-glutamat Ildsst

sich, mit geeigneten Nucleophilen, aber auch zu anderen wasserloslichen Glutamat-

und Glutaminderivaten umsetzen.
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Um die mit den unterschiedlichen Initiatoren erzielten Ergebnisse dieser Syntheserou-
te miteinender vergleichen zu kdnnen, fasst Tab. 4.7 die aus den Tabellen 4.2 - 4.5

bekannten Polypeptide auf Basis von Glu(TCE) noch einmal zusammen.

Tabelle 4.7: Vergleich der Zusammensetzungen und polymerisationsgrade P, der synthetisierten

Poly[Lys(TFA)-co-Glu(TCE)]e. (LM: verwendetes Losungsmittel, I/M: Initia-

tor/Monomergesamtmenge-Verhéltnis, 6 : 11: Stoffmengenverhéltnis der Bausteine Lys(TFA)

und Glu(TCE) im Polypeptid, P,: durchschnittlicher Polymerisationsgrad, PD: Polydispersitit)

Polymer NCA, NCA, Initiator /M LM 6:11 P, PD Ausbeute
16 Glu(TCE) -- bpyNi(COD) 1/80 THF -- 120 n.a. 27 %
17 Glu(TCE) --- bpyNi(COD) 1/50 THF - 86 1.10 15 %
21 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) bpy(Ni(COD) 1/50 THF 1.0:5.7 75 1.94 39 %
22 1.0 Lys(TFA) 8.0 Glu(TCE) bpy(Ni(COD) 1/50 THF 1.0 : 8.0 608 1.62 26 %
23 8.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) bpy(Ni(COD)  1/50 THF  7.1:1.0 140 2.04 24 %
25 Glu(TCE) NEt; 1/30 DMF - - - 49 %
28 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30 DMF 2.0:1 6 1.38 53 %
29 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30  THF - - - -
30 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50 DMF - - -- -
31 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50 THF 1:15.6 11 1.64 38 %

Tab. 4.7 kann man entnehmen, dass die amin-initiierte Polymerisation nur Oligopepti-
de mit Molmassen bis maximal 3 kDa in Ausbeuten von maximal 53% liefert. Auch
die Verwendung anderer Losungsmittel (DMAc, Dioxan und Dichlormethan), die Ver-
lingerung der Reaktionslaufzeit von drei auf zehn Tage und die Herabsetzung der Re-
aktionstemperatur von Raumtemperatur auf 5°C brachte keinen Erfolg. Ein weiteres
Problem ist, dass die Zusammensetzung dieser Peptide nicht mit der Zusammenset-
zung der eingesetzten NCA-Gemische iibereinstimmt. Die Kontrolle der Zusammen-
setzung der Peptidketten ist aber notwendig, da durch den Anteil des Ng-
Trifluoracetyl-L-lysins letztlich die Anzahl der im fertigen Glycopeptid gebundenen

Kohlenhydrate festgelegt wird.
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Die mangelnde Reaktionskontrolle bei der Polymerisation des Glu(TCE)-NCAs 11
zeigt sich auch bei der mit Triethylamin initiierten Synthese des Homopoly[y-(2,2,2-
trichlorethyl)-L-glutamat]s 25. Das in Abb. 4.6 gezeigte GPC-Elugramm des Polypep-
tids zeigt, dass es sich bei dem erhaltenen Produkt nicht um ein einheitliches Polypep-
tid, sondern um ein Gemisch von Polypeptiden unterschiedlicher Molmassen handelt.

Die aus der GPC-Messung errechneten Polymerisationsgrade schwanken zwischen 6

und 17000.

0,3
0,2
0,1 -
0 -
0,1 -
0,2
0,3
0,4 |
-0,5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Elutionszeit [min]

Detektorsignal

Abbildung 4.6: GPC-Elugramm des Homopoly[y-(2,2,2-trichlorethyl)-L-glutamat]s 25. Die
Probe wurde in einer Konzentration von 3 mg/ml in DMAc aufgegeben und mit einem RI-

Detektor detektiert.
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Die Probleme bei der amin-initiierten Polymerisation von Glu(TCE)-NCA 11 beruhen
wahrscheinlich auf der in Schema 4.9 dargestellten Nebenreaktion. Im Vergleich zu
gebrduchlichen stabilen Schutzgruppen begiinstigt die hohe Reaktivitit des 2,2,2-
Trichlorethylesters die nucleophile Substitution von Trichlorethanol, welche den Ab-

bruch des Kettenwachstums zur Folge hat.

. C
Clj\/o 0

< H H
N. —> O N.
H,N Polymer _ CCl,CH,0H H Polymer

0] 0]

Schema 4.9: Kettenabbruch durch intramolekulare nucleophile Substitution

Dies zeigte sich bereits bei der Synthese von Glu(TCE)-NCA, bei der das Problem
auftrat, dass die Trichlorethyl-Reste leicht durch andere Alkohole substituiert wurden.
Amine sind daher keine geeigneten Initiatoren fiir die Synthese hochmolekularer Po-

lypeptide auf Basis von Glu(TCE)-NCA 11.

Durch den Einsatz von Nickel(0)-Initiatoren kann diese Nebenreaktion vermieden
werden. Unter Verwendung von bpyNi(COD) als Initiator gelang daher die Synthese
von langkettigem Poly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat].

Die Polymerisationsgrade der erhaltenen Homopoly[y-(2,2,2-trichlorethyl)-L-
glutamat]e entsprechen dem 1.5- (16) bzw. 1.7-fachen (17) I/M-Verhiltnis. Die Ver-
wendung von THF als Losungsmittel fithrte also, wie erwartet, zur Bildung von Poly-
peptidketten, deren Lénge die nach dem I/M-Verhiltnis zu erwartende Kettenldnge iiber-
trifft. Die Kettenldnge der Polyglutamate 16 und 17 betrdgt dennoch nur einen Bruch-
teil der Kettenlinge des auf gleichem Weg synthetisierten Polylysins 14, dessen Po-

lymerisationsgrad annéhernd dem 10-fachen I/M-Verhéltnis entspricht.
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Auch die im GPC-Elugramm von 16 ersichtliche Uneinheitlichkeit der Polyglutamat-
ketten (Abb. 4.7), deutet bei der bpyNi(COD)-initiierten Polymerisation des
GIu(TCE)-NCA 11 auf eine geringe Reaktionskontrolle hin.
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Abbildung 4.7: A) GPC-Elugramm von Homopoly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 16. Die
Probe wurde in einer Konzentration von 3 mg/ml in DMAc aufgegeben und mit einem RI-
Detektor detektiert. B) GPC-Elugramm von Homopoly(N.-trifluoracetyl-L-lysin) 14. Die Probe
wurde in einer Konzentration von 3 mg/ml in THF aufgegeben und mit einem RI-Detektor de-

tektiert.

Um zwei geeignete Copolypeptide fiir die Glycosylierung zu erhalten, wurden die
NCAs 11 und 6 im Verhiltnis von 5:1 und 8:1 gemischt und mit bpyNi(COD) in THF
polymerisiert. Problematisch ist hierbei der bei der Synthese der Homopolypeptide 14,
16 und 17 offenbarte Unterschied im Polymerisationsverhalten der NCAs 6 und 11.
Dieser Unterschied der Polymerisierbarkeit der beiden NCAs konnte dazu fithren, dass
die tatsdchliche Zusammensetzung des synthetisierten Polypeptids von der beabsich-
tigten abweicht. Um die Korrelation zwischen der Zusammensetzung der in die Poly-
merisation eingesetzten NCA-Gemische und der Zusammensetzung der erhaltenen Po-
lypeptide zu untersuchen, wurde zusitzlich das liberwiegend aus N¢-Trifluoracetyl-L-
lysin aufgebaute Copolypeptid 23 synthetisiert. Hierzu wurde ein Gemisch der NCAs
39 und 6 im Verhiltnis 1:8 unter den gleichen Reaktionsbedingungen polymerisiert,

die auch zur Synthese der Copolypeptide 21 und 22 verwendet wurden.

Die in Tab. 4.7 zusammengefassten Ergebnisse der durchgefiihrten Polymerisationen

zeigen, dass die aus den NMR-Spektren berechnete Zusammensetzung der syntheti-
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sierten Polypeptide 21-23 gut mit dem eingesetzten Verhiltnis der NCAs 6 und 11

korreliert.

Der Einsatz von bpyNi(COD) fiihrt also im Gegensatz zu n-Hexylamin und Triethyla-

min zu definierten Polypeptiden mit gut kontrollierbarer Zusammensetzung.

4.5 Polymeranaloge Glycosylierung

Um die Glycosylierung der synthetisierten Polypeptide zu ermdglichen, miissen zuerst
die fiir die Ankniipfung der Kohlenhydratmolekiile vorgesehenen Aminogruppen ent-
schiitzt werden. Die selektive Abspaltung der TFA-Schutzgruppen erfolgte mit Kali-
umcarbonat bei 80°C (Schema 4.10).[146: 14

A
K,COs4
o (MeOH/H,0) o
—>

o} O

(¢}

Cl Cl
ClI ClI Cl ClI
21, 22 21E, 22E

Schema 4.10: Abspaltung der TFA-Schutzgruppen von Poly[Glu(TCE)-co-Lys(TFA)] mit Kali-

umecarbonat bei 80°C

Die erhaltenen teilentschiitzten Polypeptide 21E und 22E waren jedoch in allen ge-
brauchlichen Losungsmitteln vollkommen unldslich. Auch die Verwendung stirkerer
nicht nucleophiler Basen, wie DIPEA oder Triethylamin, welche die Abspaltung der
TFA-Schutzgruppe bereits bei Raumtemperatur ermoglichen, fiihrte zu unldslichen
Polypeptiden. Die schlechte Loslichkeit erklédrt sich durch die Ausbildung von Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den freien Aminogruppen des Lysins und den

Carbonylgruppen der Glutamatreste. Wegen der Unloslichkeit der Produkte konnte der
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Erfolg der Reaktion nicht mittels NMR-Spektroskopie iiberpriift werden. Die erfolg-
reiche Abspaltung der TFA-Schutzgruppe zeigte sich lediglich im IR-Spektrum. Hier
fehlte die fiir die Carbonylgruppe des Trifluoracetylamids charakteristische Bande bei
1725 cm™.

4.6 Zusammenfassung

Zur Synthese der NCAs wurden verschiedene geschiitzte Aminosduren mit Triphosgen
umgesetzt. Die Fuchs-Farthing-Methode lieferte die literaturbekannten NCAs 6-10
und 12 in Ausbeuten zwischen 56% und 85%. Glu(TCE)-NCA 11 und GIn(Trt)-NCA
13 konnten iiber zweistufige Synthesen in Overall-Ausbeuten von 35% und 70% syn-

thetisiert werden.

Die bpyNi(COD)-initiierte Polymerisation dieser NCAs lieferte Homo- und Copoly-
peptide mit Molmassen zwischen 10 kDa und 560 kDa. Auch die Zusammensetzungen
der statistischen Copolypeptide 19-23 sowie der Diblockcopolypeptide 32-35 stimmen

gut mit den Zusammensetzungen der eingesetzten NCA-Gemische iiberein.

Die fiir die polymeranaloge Glycosylierung vorgesehenen Copolypeptide waren je-
doch nach der partiellen Abspaltung ihrer Schutzgruppen vollstindig unldslich in allen
gebrduchlichen Losungsmitteln und konnten daher nicht mit Kohlenhydraten funktio-

nalisiert werden.

Die Synthesestrategie wasserlosliche Glycopeptide durch Glycosylierung von Poly-
peptiden auf Glutaminbasis darzustellen, war also wegen der fehlenden Kontrolle des
Polymerisationsgrades, der geringen Ausbeute sowie der anhaltenden Probleme bei

der Loslichkeit der Polypeptide nicht erfolgreich.
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5 Synthese von Glycopeptiden durch Polymerisation
kohlenhydrat-funktionalisierter NCAs

5.1 Einleitung

Eine in Chemie und Biowissenschaften weit verbreitete Methode um die Wasserlos-
lichkeit synthetischer Polymere zu erhdhen, ist die Ankniipfung von Polyethylenglycol
(PEG) an ein Ende der Polymerkette.!'**">*) Der Einsatz von PEG-haltigen Blockco-
polymeren hat sich besonders bei der Herstellung von Wirkstofftransportsystemen be-
wihrt,!'"*1°%1 da PEG biologisch vertrigliche ist, lange Zeit ohne Degradation im

Blutstrom zirkulieren kann und nicht immunogen ist.!’* ¥

Die Herstellung solcher Blockcopolymere erfolgt gewohnlich durch Anpfropfen langer
linearer PEG-Ketten an fertige Polypeptide bzw. Proteine.!'”” '**] Der Peptidblock
kann aber auch ausgehend vom Ende des PEGs sukzessive aufgebaut werden. Hierzu
werden o-Amino-Polyethylenglycol-o-Methylether als Makroinitiatoren fiir die ring-
6ffnende Polymerisation von NCAs eingesetzt.!'”” '®) Die erstaunliche Eigenschaft
des PEGs sowohl in Wasser, als auch in den meisten organischen Losungsmitteln her-
vorragend 16slich zu sein, wirkt sich auch positiv auf den Polymerisationsverlauf aus.
Wihrend der Polymerisation hédlt der PEG-Block die wachsende Peptidkette in Lo-
sung, wodurch eine vollstindige Umsetzung der NCAs und niedrige PDs erreicht wer-
den. Ein Problem bei der Ankniipfung langer PEG-Ketten an hydrophobe Peptidblocke

(161

ist aber, dass dadurch die Sekundirstruktur der Peptide verandert!'®'! und die Peptide

gegen die Erkennung durch biologische Rezeptoren abgeschirmt werden. AuBBerdem

neigen die gebildeten amphiphilen Copolymere zur Micellenbildung.!'>"’

Ein anderer Weg um die erstaunliche Solubilitdt von PEG auf Polypeptide zu iibertra-
gen wurde von MIAOER YU et al. beschrieben.!”* Anstatt eine lange PEG-Kette an das
Ende der Polypeptidkette zu binden, versahen sie jedes Aminosdure-Monomer mit ei-
ner kurzen Ethylenglycol-Einheit. Die erhaltenen mono- und diethylenglycol-
monomethylether-funktionalisierten Lysin-NCAs wurden mit Ubergangsmetall-
Initiatoren polymerisiert. Auf diese Weise erhielten sie nicht nur wasserldsliche Poly-

peptide, sondern umgingen auch den Einsatz sehr teurer monofunktionalisierter Polye-
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thylenglycole. Die vielen kurzen Diethylenglycol-Reste erzeugen eine hohe Ethy-
lenglycoldichte rings um die Polypeptidkette, die das Polypeptid vor dem Abbau

[

durch Proteasen schiitzt, ohne seine Sekundirstruktur zu verdndern. ['* '®2! Analysen

mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie zeigten, dass die Polypeptide in einem pH-

Bereich von 2-12 eine vollstindig a-helicale Sekundirstruktur aufweisen.!”*!

Der Einbau der Kohlenhydrate soll durch die Verwendung geeigneter kohlenhydrat-
funktionalisierter NCAs als Cobausteine erfolgen. Wie bereits erwdhnt wurde, ist die
Auswahl an literaturbekannten kohlenhydrat-tragenden NCAs sehr begrenzt. Neben
der bereits 1966 von ERWIN RUDE et al. beschriebenen Synthese von 0-(2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-L-serin-N-carboxyanhydrid gibt es nur eine wei-
tere publizierte Syntheseroute zur Darstellung kohlenhydrat-funktionalisierter NCAs.
In dieser von MATTHEW I. GIBSON et al. publizierten Methode erfolgte die Glycosy-
lierung der Aminosduren durch die Umsetzung von N,-Boc-geschiitzten Aminosiduren
mit peracetylierten 1-Brom-a-Pyranosen (R-(a)Br) in Gegenwart von Iod.['?* !¢
Hierdurch konnten sie auf den nicht mehr zeitgemifen Einsatz des giftigen Quecksil-
bercyanids verzichten, der fiir die von RUDE durchgefiihrte Koenigs-Knorr Reaktion

erforderlich ist.

HX_ R 2, K2CO4 X_ R 1) TEA X_ R
Im (CH5CN) R (DMC) R
R—(a)Br + OH — 3 oH — " o
BocHN 5h, RT ezal 2.) Triphosgen HN
o a-Pinen )/—O
(EtOAC) o}

Schema 5.1: Synthese von kohlenhydrat-funktionalisierten Aminosédure-N-carboxyanhydriden
nach MATTHEW I. GIBSON et al. (R: verschiedene peracetylierte Zucker, R’: H oder CH;, X: O
oder S).['*%]

Nach der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurden die erhaltenen O- und S-
glycosylierten Aminosduren, durch Umsetzung mit Triphosgen, in die entsprechenden
NCAs tberfiihrt. Die Overall-Ausbeute der in Schema 5.1 dargestellten dreistufigen
Synthese lag je nach Zucker zwischen 12% und 30%. Die Homopolypeptide der von
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MATTHEW I. GIBSON et al. zur Synthese der kohlenhydrat-funktionalisierten NCAs
verwendeten o-Aminosduren Serin, Threonin und Cystein gehdren jedoch alle zur
Gruppe ausschlieBlich B-Faltblattstrukturen bildender Polyaminosiuren.*” Folglich
sind die von GIBSON et al. dargestellten NCAs fiir die Synthese langkettiger Glyco-

peptide durch NCA-Polymerisation nicht geeignet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher zwei Syntheserouten entwickelt, welche die
Darstellung von kohlenhydrat-funktinoalisierten NCAs auf Basis der gut polymeri-
sierbaren Aminosdure L-Lysin ermoglichen. Um einen gleichméBigen Einbau der koh-
lenhydrat-funktionalisierten Aminosduren in die Polylysinkette zu gewdihrleisten,
muss die Reaktivitdt dieser kohlenhydrat-funktionalisierten NCAs mit der Reaktivitat
des als Cobaustein verwendeten Ng-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-NCA (Lys(DEG)-
NCA) 43 iibereinstimmen. Stark differierende Reaktivititen haben unterschiedliche
Einbaugeschwindigkeiten zur Folge, so dass anstelle von statistischen Copolymeren
Multiblockcopolymere erhalten werden und die Zusammensetzungen der Polypeptide
von den Zusammensetzungen der eingesetzten NCA-Gemische abweichen kénnen.*!

Letzteres Problem wurde bereits bei der Synthese von Poly{[y-(2,2,2-trichlorethyl)-L-

glutamat]-co-[ Ng-trifluoracetyl-L-lysin]} 28 und 31 beschrieben.

Daher wurde fiir die Synthese der kohlenhydrat-funktionalisierten NCAs 56a-c¢ eben-
falls Lysin verwendet, welches von Yu et al. auch bei der Synthese von Lys(DEG)-
NCA 43 verwendet wurde. Die Verwendung von Lysin hat auBerdem den Vorteil, dass

es die a-helicale Struktur des restlichen Polypeptids nicht stort.

5.2 Synthese der Monomere

Fiir die Herstellung kohlenhydrat-funktionalisierter Lysin-NCAs miissen die Kohlen-
hydratmolekiile regioselektiv an die e-Aminogruppe des Lysins gebunden werden.
Hierzu bendtigt man Lysinderivate mit freien - und geschiitzten a-Aminogruppe. Als
Schutzgruppen bieten sich vor allen Boc und Z an, da sich die entsprechend geschiitz-
ten Aminosduren mit Dichlormethylmethylether direkt in ithre NCAs iiberfiihren las-

sen.
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Obwohl  Ny-tert.-Butyloxycarbonyl-L-Lysin (Boc-Lys-OH) 39 und N,
Benzyloxycarbonyl-L-Lysin (Z-Lys-OH) 38 kommerziell erhiltlich sind, wurde auch
ein Syntheseweg (Schema 5.2) erprobt, um Z-Lys-OH 38, in Anlehnung an eine von
AIMEE BENCE und PETER CROOKS verdffentlichte Vorschrift zur regioselektiven

Schiitzung von Lysin,'®! kostengiinstig im grofen MaBstab zu synthetisieren.

1.
(CSO CI)CJ)\O/©

NaOH
(EtOH/H,0)
LiOH
j\/\/\/NH HZO) )J\/\/\/ \/@ 2)HCI j\/\/\/NH
HO™ 2 —> HO ——> Ho ?
NH, b) HN_ O

Y 38

36 37 OE

Schema 5.2: Synthese von N,-Benzyloxycarbonyl-L-Lysin 38. a) regioselektive basenkatalysier-

te Iminbildung,!'®*! b) Z-Schiitzung mit anschlieBender saure Hydrolyse des &-Imins.!'®*!

Da die selektive Z-Schiitzung der a-Aminogruppe des L-Lysins 36 nicht moglich ist,
musste zundchst die e-Aminogruppe blockiert werden. Hierfiir wurde die e-
Aminofunktion in wéssriger Lithiumhydroxid-Losung regioselektiv mit Benzaldehyd
umgesetzt. Hierbei wurde eine Ausbeute von 42% erzielt. Das erhaltene N;-
Benzyliden-L-Lysin 37 kann im '"H-NMR-Spektrum einfach anhand der charakteristi-
schen Signale der Aromaten-Protonen zwischen 7.09 ppm und 7.51 ppm identifiziert
werden. Die freie a-Aminogruppe wird anschlieBend mit Chlorameisensdurebenzy-
lester umgesetzt. Nach der sauren Hydrolyse des e-Imins erhédlt man das Z-Lys-OH 38
in einer Ausbeute von 45%. Die erfolgreiche Umsetzung kann man an der Tieffeldver-
schiebung des Signals des a-Wasserstoffatoms von 3.35 ppm auf 4.01 ppm erkennen.
Obwohl wegen der geringen Overall-Ausbeute von 19% noch Optimierungsbedarf be-
steht, bietet die beschriebene Syntheseroute die Moglichkeit Z-Lys-OH 38 im groflen
Mafstab darzustellen.
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5.2.1 Synthese von diethylenglycol-funktionalisierten NCAs

Die Synthese des N:-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-NCA (Lys(DEG)-NCA) 43 er-
folgte nach der von MIAOER YU et al. verdffentlichten dreistufigen Synthesevorschrift

(Schema 5.3) ausgehend von 2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]essigsiure 40.!7*!

/O\/\O/\/O\)J\OH 40
NHS
DCC | a)
(THF)

(0]
(0]
O

gj Na,CO,
(H,O/THF)

38
Hl;l/go b
HZNWOH )
o
O
HNAO

42

(6]
/O\/\O/\/O\)J\N/\/\/WOH
H
(e}

CIYO\
cl c)
(CH,CI,)
O
(6] HN 5
/O\/\O/\/O\)J\N/\/\ K«
O

Schema 5.3: Darstellung von N.-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-NCA 43 nach YU et al.."¥ a)
Aktivierung der Sé#urefunktion, b) nucleophile Substitution mit Z-Lys-OH 38, c¢) NCA-
Ringschluss

Zur Aktivierung der Carbonsédurefunktion wurde die 2-[2-(2-
Methoxyethoxy)ethoxy]essigsdure 40 mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als Kupplungsreagenz zum N-{2-[2-(2-Methoxy-
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ethoxy)ethoxy]acetyl}-oxysuccinimid 41 umgesetzt. Die Reaktion erfolgte bei 0°C in
THF und lieferte den Aktivester 41 in anndhernd quantitativer Ausbeute. Die Bildung
des N-Hydroxysuccinimidesters 41 konnte mittels NMR-Spektroskopie durch das Auf-
treten des charakteristischen breiten Singulets der Succinimid-Protonen bei 12.53 ppm
bestdtigt werden. Der Aktivester 41 wurde anschlieBend mit N,-Benzyloxycarbonyl-L-
lysin (Z-Lys-OH) 38 in Gegenwart von Natriumcarbonat bei 20°C zum Ng-
Benzyloxycarbonyl-N¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin (Z-Lys(DEG)-OH) 42 umge-
setzt. Als Reaktionsmedium wurde ein 1:1 Gemisch aus THF und Wasser verwendet.
Die durch das Wasser bedingte teilweise Hydrolyse des Aktivesters wurde zu Gunsten
der vollstindigen Loslichkeit des Z-Lys-OH 38 als Nebenreaktion in Kauf genommen.
Obwohl die DC-Analyse die vollstindige Umsetzung der Edukte zeigte, konnte nach
der von MIAOER YU et al. beschriebenen Aufarbeitung nur sehr geringe Mengen des
Produkts isoliert werden. Die Extraktion des Lysinderivats 42 mit Ethylacetat gelang
erst nachdem der pH-Wert des vom THF befreiten Reaktionsgemischs mit Essigsdure
auf pH = 4 angesduert wurde. Die Herabsetzung des pH-Wertes hat eine Protonierung
der Carboxylatgruppe des Lysins 42 zur Folge, wodurch die Loslichkeit von 42 in E-
thylacetat verbessert und gleichzeitig die Loslichkeit in Wasser verringert wird. Durch
diese Vorgehensweise konnte die Ausbeute auf 74% gesteigert werden. Die Identitét
und hohe Reinheit des Produktes 42 konnte im Massenspektrum anhand des Molekiil-
peak [M+Na]" bei einem m/z-Verhiltnis von 463.2 Th bestitigt werden. Auch die 'H-
NMR-spektroskopische Untersuchung zeigte die fiir die Bildung von Z-Lys(DEG)-OH
42 erwartete Verschiebung der Signale der a-CH,-Gruppe des Aktivesters von 4.48
ppm auf 3.97 ppm.

Die Uberfithrung des Lysins 42 in das N,-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-NCA 43
erfolgte unter Riickfluss mit Dichlormethylmethylether in wasserfreiem Dichlor-
methan. Die Verwendung von Dichlormethylmethylether ermdglichte die direkte Um-
setzung des Lysins 42 ohne vorherige Abspaltung der Z-Schutzgruppe. Da der fliissige
Dichlormethylmethylether nach der Reaktion leicht abgetrennt werden kann, wurde er
im Uberschuss (1.5 eq.) eingesetzt. Um die vollstindige Umsetzung von 42 zu garan-
tieren, wurden nach % der Reaktionszeit zudem weitere 0.25 eq. Dichlormethylmethy-
lether zugegeben. Eine wissrige Aufarbeitung des NCAs 43 war wegen dessen guter

Wasserloslichkeit nicht moglich. Zur Reinigung wurde das 6lige Rohprodukt daher in
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wasserfreiem THF geldst und portionsweise mit n-Hexan versetzt, bis sich gerade so
eine zweite Phase bildete. Die untere gelbe Phase wurde verworfen. Die obere farblose
Phase wurde mit n-Hexan verdiinnt und zur Auskristallisation des Produktes auf -20°C
gekiihlt. Hierbei wurde das hochreine Produkt 43 in Form farbloser Nadeln in einer

zufrieden stellenden Ausbeute von 74% erhalten.

Die schrittweise Zugabe des Dichlormethylmethylethers war fiir die vollstindige Um-
setzung des Z-Lys(DEG)-OH 42 erforderlich. Wenn die gesamte Menge an Dichlor-
methylmethylether zu Beginn der Reaktion zugegeben wurde, waren die erhaltenen
NCAs stets mit geringen Mengen des Edukts 42 verunreinigt. Die Abtrennung des
nicht umgesetzten Z-Lys(DEG)-OH 42 war mit einem erheblichen Ausbeuteverlust

verbunden und fiihrte in einigen Fillen zur Oligomerisierung der NCAs.

Die Bildung des NCA-Rings spiegelte sich im '"H-NMR-Spektrum durch die Tieffeld-

verschiebung des Signals des a-Amino-Protons von 5.71 ppm auf 7.77 ppm wider.

Mit einer Overall-Ausbeute der dreistufigen Synthese von 55% konnte die von MIA-

OER YU et al. erzielte Gesamtausbeute von 26% mehr als verdoppelt werden.
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5.2.2 Synthese von mannose-funktionalisierten NCAs

Die fiir die Darstellung von Ng-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-
thioxo-2-aza-ethyl)]-L-lysin-NCA (Lys(Man-NCS)-NCA) 49 entwickelte Syntheserou-

te ist in Schema 5.4 skizziert.

OAc OAc
Ac,0 HBr KSCN s
(Pyridin) (Essigsaure) o (CH3-CN) o ¢
OH —» AcO - OAc —> AcO -~ Br —— AcO' N
c)
AcO OAc AcO OAc
44a 45a 46 47
d)
o]
/g DIPEA
HN™ ~O (DMF)
HQN/\/\/\H/OH
(0]
38
CIYO\
cl OAc o
(CH,Cly) AcO,
2Ll cO,, o ‘,9,’ HNAO
- :
e) AcO N’C‘N/\/\/ﬁfOH
H
OAc (0]
49 48

Schema 5.4: Syntheseroute zur Darstellung von Lys(Man-NCS)-NCA 49. a) Acetylierung mit

[166]

Acetanhydrid in Pyridin,!'°® b) nucleophile Substitution mit Bromwasserstoffsiure, ¢) nuc-

leophile Substitution mit Kaliumrhodanid, !'°”! d) nucleophile Addition von Z-Lys-OH, e) Um-

setzung des Z-geschiitzten Lysins 48 mit Dichlormethylmethylether!’*!

Im ersten Schritt wurden die Hydroxy-Gruppen der Mannose 44a mit Essigsdurean-

hydrid in Pyridin acetyliert.!'®®

Die Zusammensetzung des erhaltenen Anomerenge-
mischs von a-Anomer/B-Anomer = 2.1:1 konnte aus dem 'H-NMR-Spektrum abgelei-
tet werden. Das Dublett bei 6.05 ppm kann hierbei mit Hilfe der Karplus-Gleichung,
anhand seiner groBeren *J-Kopplungskonstanten, dem Anomeren-Proton des o-

Anomers zugeordnet werden.
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Die Umsetzung von 45a mit Bromwasserstoffsdure in Essigsdure bei 0°C liefert die
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-Brom-a-D-mannose 46 in einer Ausbeute von 93,1166, 168]
Wegen der Nachbargruppenbeteiligung der Acetyl-Gruppe in Position 2 wird hierbei
ausschlieBlich das a-Anomer gebildet.['®" 7% Im '"H-NMR-Spektrum zeigt sich die

Umsetzung an der Tieffeldverschiebung des Signals des Anomeren-Protons auf 6.29
ppm.

Die nucleophile Substitution des Broms mit Kaliumrhodanid lieferte schlielich den
fertigen Glycosyldonor 47 in einer Ausbeute von 79%.!'°”! Die Bildung der 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-1-isothiocyanato-a-D-mannose 47 kann anhand der Verschiebung des
Signals des Anomeren-Protons auf 5.54 ppm im 'H-NMR-Spektrum und der charakte-
ristischen Bande der Isothiocyanat Valenzschwingung bei 2068 cm™ im IR-Spektrum

bestitigt werden.

N¢-(2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-ethyl))-N-
(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Z-Lys(Man-NCS)-OH) 48 ldsst sich durch Umsetzung
von 47 mit Ny-Benzyloxycarbonyl-L-lysin (Z-Lys-OH) 38 in Gegenwart von N,N-
Diisopropyl-Ethylamin (DIPEA) in einer Ausbeute von 32% gewinnen. Der durch den
nucleophilen Angriff der N.-Aminogruppe des Lysins auf den Kohlenstoftf des Isothio-
cyanats gebildete Thioharnstoff verbindet hierbei die Lysinseitenkette mit dem ano-
meren Kohlenstoff der 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-mannose. Diese Bindung hat gegeniiber
den natiirlichen O- und N-glycosidischen Bindungen den Vorteil, dass sie weder sdu-
re- noch basenlabil ist. Die Bildung von 48 zeigt sich im '*C-NMR-Spektrum am Auf-
treten des fiir Thioharnstoffgruppe typischen Kohlenstoffsignals bei 211.63 ppm.

In ihrer Arbeit iiber die Darstellung O- und S-glycosylierter NCAs berichten MAT-
THEW 1. GIBSON et al., dass die Phosgenierung der von ihnen synthetisierten kohlen-
hydrat-funktionalisierten Aminosduren mit Triphosgen nicht ohne vorherige Entschiit-
zung der o-Aminogruppe moglich war.!'?*) Auch die erzielten Ausbeuten von 26 % bis
maximal 51 % sind nicht zufriedenstellend. Wie bei der Synthese von Lys(DEG)-NCA
43 gezeigt werden konnte, ermoglicht die Verwendung von Dichlormethylmethylester
jedoch die direkte Umsetzung von Ny-geschiitzten Lysinderivaten zu den entsprechen-

den NCAs in guten Ausbeuten, ohne vorherige Abspaltung der Boc- bzw. Z-
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Schutzgruppen. Bei der analogen Umsetzung der kohlenhydrat-funktionalisierten A-
minosiure 48 wird der Dichlormethylmethylester im 2.5-fachen Uberschuss einge-
setzt. Da das gebildete Lys(Man-NCS)-NCA 49 nicht in Wasser 16slich ist, kann hier
anstelle der Umkristallisation wieder auf die, aus der allgemeinen Synthesevorschrift
auf Seite 34 bekannte, wéssrige Aufarbeitung mit Natriumhydrogencarbonat zuriick-
gegriffen werden. Ein solcher Reinigungsschritt wird auch von MATTHEW I. GIBSON
et al. empfohlen, wurde aber in der von ihnen verdffentlichten Arbeit nicht unter-

nommen.[m]

Auf diese Weise erhdlt man das pulverformige NCA 49 in einer Ausbeute von 35%.
Die Bildung des NCA-Rings konnte anhand des dafiir charakteristischen Signals des
Urethan-Kohlenstoffs bei 151.89 ppm im '*C-NMR-Spektrum bestitigt werden.

Fiir die in Schema 5.4 skizzierte fiinfstufige Syntheseroute konnte somit eine Overall-

Ausbeute von 7.5% erzielt werden.

5.2.3 Synthese von kohlenhydrat-funktionalisierten NCAs

Bei der Synthese von statistischen Copolypeptiden mit hohem Lys(DEG)-Gehalt musst
beachtet werden, dass die 3,6,9-Trioxa-decanoyl-Reste dieses Bausteins rings um das

Riickgrat der Polypeptidkette eine Hiille bilden (Abb. 5.1).

Polypeptidrickgrat

Diethylenglycolhille

Abbildung 5.1: Abschirmung des Polypeptids durch die gebildete Diethylenglycolhiille

Hierdurch werden alle Liganden, die einen zu geringen Abstand zum Polypeptidriick-
grat haben, vor einer Erkennung durch biologische Rezeptoren abschirmt. Daher wur-
de der Abstand zwischen dem gebundenen Zucker und der Peptidkette gemifl Abb. 5.2
im Vergleich zu Lys(Man-NCS)-NCA 49 um eine Diethylenglycoleinheit verlangert.
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Abbildung 5.2: Vergroflerung des Abstandes zwischen Peptidriickgrat und Kohlenhydrat

Die fiir die Synthese der entsprechenden kohlenhydrat-funktionalisierten Lysin-NCAs
erarbeitete sechsstufige Syntheseroute ist in Schema 5.5 exemplarisch fiir Ng-(8-
(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl))-L-
lysin-NCA (Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA) 56a skizziert. Zur Optimierung der NCA-
Bildung wurden zwei verschiedene Syntheserouten mit unterschiedlichen Lysinderiva-
ten getestet. Hierbei wurde neben dem bereits zur Synthese von Lys(Man-NCS)-NCA
49 und Lys(DEG)-NCA 43 eingesetzten Z-geschiitzten Z-Lys-OH 38 (Syntheseschema
rechts) auch das Boc-geschiitzte Pendant (Boc-Lys-OH) 39 (Syntheseschema links)
glycosyliert.
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Schema 5.5: Syntheseroute zu Darstellung von N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-
thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl)]-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(Ac;Man(EO),NCS)-NCA) 56a. a)
literaturbekannte dreistufige Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-o-D-
mannose, b) Lewissdure (TMSOTT) katalysierte Acetalbildung durch nucleophile Substitution mit 52
in Dichlormethan, c¢) DIPEA-katalysierte nucleophile Addition von Boc-Lys-OH 39 in DMF/H,0, d)
DIPEA-katalysierte nucleophile Addition von Z-Lys-OH 38 in DMF/H,0, e) NCA-Cyclisierung mit
Dichlormethylmethylether in Dichlormethan.
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Um die Zuckerspezifitdt biologischer Rezeptoren untersuchen zu kénnen, wurden ne-
ben Lys(AcsMan(EO),NCS)NCA 56a auch die entsprechenden 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-
Glucose und 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-Galactose tragenden NCAs 56b (Glucose) und 56¢
(Galactose) synthetisiert (Abb.5.3).

OAc
0
A o) S AN
o) Py Lo
AcO” YOI N N
OAc Al 0

56¢

Abbildung 5.3: Strukturen von Lys(Ac,Glc(EO),NCS)-NCA) 56b und Lys(Ac,Gal(EO),NCS)-
NCA) 56¢

Zuerst wurden die Kohlenhydrate liber die in Schema 5.6 dargestellte, literaturbekann-

te dreistufige Synthese in die jeweiligen Trichloracetimidate 51a-c¢ iiberfiihrt.!'”"]

ACZO N2H4 AcOH
(Pyridin) (DMF)
OH ——» AcO Ac —» AcO

a Mannose a90% (a:p=2.1:1) a 100% (a:p = 9:1)
44 < b Glucose 45 < b 89% (a:p =2.7:1) 50 { b91% (a:p =2.9:1)
¢ Galactose ¢ (kommerziell) (a) ¢ 100% (a:p = 2.5:1)
CCl3-CN
c) Cs,CO;
(CH,Cl,)
OAc OAc OAc
HN  Cl HN  Cl HN  ClI
o M o M o Mo
AcOr -0« AcOr O ClI  AcO o I
AcO  OAc AcO  OAc AcO  DAc
51a67% () 51b 55% (B) 51¢c 69% (B)

Schema 5.6: Synthese der 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-o.-D-pyranosen Sla-

¢ a) Acetylierung der Hydroxy-gruppen, b) regioselektive Deacetylierung der anomeren

Hydroxy-Gruppe, c) basenkatalysierte nucleophile Addition von 50a-c
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Im ersten Schritt wurden alle Hydroxy-Gruppen der Zucker mit Essigsdureanhydrid in
Pyridin acetyliert. Bei Galactose entfiel dieser Schritt, da die kommerziell erhéltliche
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-Galactose 45¢ als Ausgangsstoff fiir die Synthese von
56c¢ diente. Die anomere Hydroxy-Gruppe wurde anschlieBend mit Hydrazinacetat in

DMEF bei 50°C regioselektive deacetyliert.!'”!]

Zur Aktivierung der anomeren Hydroxy-Gruppe wurde diese schlieBlich in Gegenwart
von Ciésiumcarbonat in wasserfreiem Dichlormethan mit Trichloracetonitril zum
Trichloracetimidat umgesetzt. In den '*C-NMR-Spektren der Produkte 51a-c¢ zeigen
die einzelnen Signale der anomeren Kohlenstoffatome bei 94.46 ppm (51a), 92.89
ppm (51b) und 93.51 ppm (S1c), dass jeweils ausschlieBlich ein Anomer gebildet
wurde. Die Bildung der anomerenreinen Trichloracetimidate S1a-c ldsst sich anhand
des Reaktionsmechanismus erkldren. Sie beruht auf der Nachbargruppenbeteiligung

der Acetyl-Gruppe in Position 2.1'¢"]

Die Zusammensetzungen der Anomerengemische wurden aus den 'H-NMR-Spektren
abgeleitet. Mit Hilfe der Karplus-Gleichung konnen die Dubletts der Protonen der Po-
sition 1, anhand ihrer *J-Kopplungskonstanten, den jeweiligen Anomeren zugeordnet
werden.""?! Hierbei zeichnen sich bei Mannose die a-Anomere, bei Glucose
(Abb. 5.4) und Galactose hingegen die B-Anomere durch eine groBere °J-

Kopplungskonstante aus.

H-1 a-Anomer (3J = 3.76)

H-1 B-Anomer (3J = 8.28)

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 5.4: *J-Kopplungskonstanten der Anomerensignale von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-
glucopyranose 45b im 'H-NMR-Spektrum, aufgenommen in CDCl;. Die Zahlen unter den A-

nomerensignalen stellen die Integrationen der entsprechenden Signalfldchen dar.
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Die Darstellung von 2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethanol ((EO),NCS) 52 sollte nach
einer von H. TAIIMA und G. LI verdffentlichten Synthesevorschrift erfolgen.!'’*! Zu-
ndchst wurde 2-(2-Hydroxyethoxy)ethylamin gemidl Abb. 5.7 in Gegenwart von
Triethylamin mit Schwefelkohlenstoff zum 2-(2-hydroxyethoxy)ethyldithiocarbamat

umgesetzt.
Die Dehydrosulfurierung des
o
Dithiocarbamats erfolgte anschlieBend mit HO™ ™" ""NH, cs,
(THF)
Wasserstoffperoxid unter stindiger Kiihlung. s
Bei der anschlieBenden Aufkonzentrierung HO/\/O\/\NJ\SH

H
zersetzte sich das Produkt allerdings

schlagartig in einer stark exothermen o oS <H128§:
) ) HO™ > " N7

Reaktion unter Bildung von Schwefel. Um 52

dies zu vermeiden, musste das angesduerte

Reaktionsgemisch, entgegen der publizierten Schema 5.7: Synthses von 2-(2-

[173] Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52

Syntheseanleitung, vor dem
Abdestillieren des organischen
Losungsmittels mit Wasser verdiinnt werden. Nach der sdulenchromatographischen
Reinigung wurde das 2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52 in einer Ausbeute von
79% erhalten. Im IR-Spektrum beweist das Vorhandensein der charakteristischen
NCS-Valenzschwingungsbande bei 2084 cm™, dass die Umsetzung zum 2-(2-

Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52 erfolgreiche war.

Im ndchsten Schritt wurden die Trichloracetimidate Sla-c in wasserfreiem Dichlor-
methan mit 52 zu den entsprechenden 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-
oxapentyl)-pyranosen 53a-c umgesetzt. Diese in Schema 5.8 dargestellte Acetalbil-

dung erfordert aber zusétzlich den Einsatz einer Lewisséure.

TMSOTf
OAc Molsieb NCS
HN Cl -78°C
6} >—€CI o /4
AcO d ot Ho T "nes
CH,Cly)
AcO OAc 52 (CH:Cl)
51a-c 53a-c

Schema 5.8: TMSOTf-katalysierte Acetalbildung.
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In der Literatur wird hierfiir entweder Bortrifluorid-ethyletherat (BF3'OEt,)!'"¥ oder
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOT)!'”?! verwendet. Die durch BF;OEt,
katalysierte Reaktion kann bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Der Einsatz von
TMSOTT erfordert hingegen, dass das Reaktionsgemisch, vor der Zugabe der Lewis-
sdure auf -78°C gekiihlt wird. Die Verbindungen 53a-c¢ wurden analog zu beiden Lite-
raturvorschriften synthetisiert. Dabei hat sich herausgestellt, dass unter Verwendung
von TMSOTT doppelt so hohe Ausbeuten erzielt werden kdnnen wie unter Verwen-
dung von BF3'OEt,. Die Erkldrung hierfiir lieferte eine diinnschichtchromatograpische
Untersuchung der erhaltenen Produkte, die zeigte, dass bei der BF3 OEt,-katalysierten
Umsetzung etliche Nebenprodukte gebildet wurden. Die Ausbeuten der, wegen der
Nachbargruppenbeteiligung der Acetylgruppe in Position 2, anomerenreinen sdulench-
romatographisch gereinigten Acetale sind in Tab. 5.1 zusammengefasst. Die Ankniip-
fung von 52 konnte anhand der, im Vergleich zu den jeweiligen Trichloracetimidaten,
hochfeldverschobenen Anomerensignale nachgewiesen und durch Massenspektro-
metrie bestdtigt werden. Die Identifizierung der erhaltenen Anomere erfolgte abermals
anhand der groBen “J-Kopplungskonstanten der Anomerensignale in den 'H-NMR-

Spektren.

Tabelle 5.1: Ausbeuten der BF;'OEt,- und TMSOTf{-katalysierten Synthese der 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-pyranosen 53a-c¢ im Vergleich.

Zucker Lewissdure ~ Anomer Ausbeute
AcsMan(EO),NCS 53a BF; OEt; o 30 %
Ac4GlIc(EO),NCS 53b BF3'OEt, B 51 %
Ac4Gal(EO),NCS 53¢ BF3'OEt, B 23 %
AcsMan(EO),NCS 53a TMSOTf o 70 %
Ac4Glc(EO),NCS 53b TMSOTf B 67 %
Ac4Gal(EO),NCS 53¢ TMSOTf B 74 %

Die Glycosylierung der Lysinbausteine erfolgt durch Umsetzung der Glycosyldonoren

53a-c¢c mit Ny-(Benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Boc-Lys-OH) 39 in Gegenwart von DI-
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PEA in DMF (Schema 5.9). Wegen der Unloslichkeit der Aminosdure 39 in organi-
schen Losungsmitteln war die Zugabe von Wasser erforderlich. Die daraus resultie-
rende teilweise Hydrolyse der Isothiocyanat-Gruppen der Pyranosen 53a-c¢ wurde zu

Gunsten eines homogenen Reaktionsgemisches in Kauf genommen.

OAc 39 OAG oj<

DIPEA

(@]
AcO o (DMF/H,0) AcO o S HN/go
\ » :
A AcO o/\/o\/\N)kN/\/\/\ffOH
cO OAc O—\— H H
NCS OAc (6]
53a-c 54a-c

Schema 5.9: Basenkatalysierte Glycosylierung von Boc-Lys-OH 39.

Um die bei der Extraktion von Z-Lys(DEG)-OH 42 aufgetretenen Ldslichkeitsproble-
me zu vermeiden, wurden auch die erhaltenen wissrigen LOsungen von Boc-
Lys(AcsMan(EO),NCS)-OH 54a, Boc- Lys(AcsGlc(EO),NCS)-OH 54b und Boc-
Lys(Ac4Gal(EO),NCS)-OH 54c¢ vor dem Extraktionsschritt mit Essigsdure auf pH = 5
angesiuert. Zur Abtrennung des eingesetzten Uberschusses an Boc-Lys-OH 39, sowie
etwaige Hydrolyseprodukte wurden die erhaltenen kohlenhydrat-funktionalisierten
Aminosduren sdulenchromatograpisch gereinigt. Als Laufmittel wurde ein Gemisch
aus FEthylacetat, Ethanol und Essigsdure verwendet. Obwohl die S&ulenchroma-
tographie, aufgrund einer starken Bandenverbreiterung, mit erheblichen Ausbeutever-
lusten verbunden war, war sie fiir die anschlieBende Synthese der entsprechenden
NCAs unverzichtbar. Um die Produkte von der im Laufmittel enthaltene Essigsédure zu
befreien, mussten diese im Anschluss an die Sdulenchromatographie erneut in Ethyl-
acetat gelost und solange mit Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen werden, bis
der Essigsduregeruch verschwunden war. Die vollstdindige Umsetzung der Isothiocya-
nate zeigt sich in den IR-Spektren am Fehlen ihrer charakteristischen Banden zwi-
schen 2100 cm™ und 2200 cm™'. Die Ankniipfung der Glycosyldonoren 53a-c¢ an die

Aminosdure 39 konnte mittels IR-Spektroskopie anhand der charakteristischen Bande
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der N-H Deformationsschwingung der gebildeten Thioharnstoff-Gruppe bei 1600 cm’
'bestitigt werden. Aus den 'H-NMR-Spektren ist auerdem ersichtlich, dass die Um-
setzung weder eine Isomerisierung der anomerenreinen Zucker, noch eine Racemisie-

rung des L-Lysins zur Folge hat.

Die analoge Glycosylierung wurde auch mit Z-Lys-OH 38 anstelle von Boc-Lys-OH
39 durchgefiihrt. Die Bildung der entsprechenden Produkte Z-Lys(AcsMan(EO),NCS)-
OH 55a, Z-Lys(Acs4Glc(EO),NCS)-OH 55b und Z-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 55c
konnte mittels Massenspektrometrie anhand der Molekiilpeaks [M+H]" bei einem m/z-
Verhiltnis von 758.31 bestidtigt werden. Wie man Tab. 5.2 entnehmen kann, wurden
bei der Umsetzung der Isothiocyanante 53a-c¢c mit Z-Lys-OH 38 in etwa die gleichen

Ausbeuten erzielt wie bei der Verwendung von Boc-Lys-OH 39.

Tabelle 5.2: Bei der Umsetzung der Glycosyldonoren 53a-c¢ mit Boc-Lys-OH und Z-Lys-OH er-

zielten Ausbeuten.

Produkt Edukt Ausbeute
Boc-Lys(AcsMan(EO),NCS)-OH 54a Boc-Lys-OH 45 %
Boc-Lys(AcsGlc(EO),NCS-OH 54b Boc-Lys-OH 17 %
Boc-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 54¢ Boc-Lys-OH 20 %
Z-Lys(AcsMan(EO),NCS)-OH 55a Z-Lys-OH 43 %
Z-Lys(AcsGlc(EO),NCS)-OH 55b Z-Lys-OH 36 %
Z-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 55¢ Z-Lys-OH 20 %

Das Voranschreiten der ausgehend von 2-(2-Hydroxyethoxy)ethylamin dreistufigen
Synthesen der kohlenhydrat-funktionalisierten Lysine 54a-c¢ und 55a-c kann gemill
ADbb. 5.5 anhand der Verdnderung der charakteristischen Banden der Amino-, Isothio-

cyanat- und Thioharnstoff-Gruppen leicht mittels IR-Spektroskopie verfolgt werden.
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Abbildung 5.5: IR(ATR)-Spektren von A) 2-(2-Hydroxyethoxy)ethylamin (schwarz), B) 2-(2-
Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52 (rot), C) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-
oxapentyl)-B-D-galactopyranose (AcsGal(EO),NCS) 53¢ (schwarz), D) N,.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-B-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(fert.-butyloxycarbonyl)-L-
lysin (Boc-Lys(Ac4Gal(EO),NCS)-OH) 54¢ (blau)

Die Umsetzung der glycosylierten Lysinderivate 54a-c und 55 a-c zu den entspre-
chenden NCAs erfolgte schlielich gemadf3 Schema 5.10 mit Dichlormethylmethylether
in wasserfreiem Dichlormethan in der Siedehitze. Wie bei der Darstellung von
Lys(Man-NCS)-NCA 49 konnte, wegen der Wasserunldslichkeit der erhaltenen NCAs,

auch hier eine wéssrige Aufarbeitung erfolgen.
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A k
OAc o

AcO__ s HI}IAO
AcO O/\/O\/\HJ\HWOH
OAc (0]
54a-c
A Cl_O
(CHCly) o]
OAc
O
AcO 0 S AN
ACO O/\/O\/\N)J\N/\/\“"KW
OAc Al 0]
56a-c

Schema 5.10: NCA-Cyclisierung mit Dichlormethylmethylether.

Die bei der Synthese von Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a, Lys(AcsGlc(EO),NCS)-
NCA 56b und Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56c¢ erzielten Ausbeuten sind in Tab. 5.3
zusammengefasst. Die Bildung der NCA-Ringe kann mittels '>C-NMR-Spektroskopie
anhand der Verschiebung der Signale des a-Kohlenstoffs von iiber 50 ppm auf etwa

38 ppm bestétigt werden.

Tabelle 5.3: Bei der Umsetzung der Boc- und Z-geschiitzten kohlenhydrat-funktionalisierten

Aminosduren 54a-c und 55a-c zu den entsprechenden NCAs erzielte Ausbeuten.

Lysin Edukt Ausbeute
Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA S6a Boc-Lys(Acs;Man(EO),NCS)-OH 54a 55 %
Lys(AcsGlc(EO),NCS)-NCA 56b Boc-Lys(AcysGlc(EO),NCS)-OH 54b 71 %
Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢ Boc-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 54c¢ 55 %
Lys(Acs;Man(EO),NCS)-NCA 56a Z-Lys(Acs;Man(EO),NCS)-OH 55a 76 %
Lys(AcsGlc(EO),NCS)-NCA 56b Z-Lys(Ac4Glc(EO),NCS)-OH 55b 80 %

Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢ Z-Lys(Ac,Gal(E0),NCS)-OH 55¢ 82 %
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Die Umsetzung der Z-geschiitzten Lysinderivate brachte durchweg hohere Ausbeuten
als die Umsetzung der entsprechenden Boc-geschiitzten Aminosduren. Daher ist die
von Z-Lys-OH 38 ausgehende Syntheseroute (Schema 5.5 rechts) der von Boc-Lys-
OH 39 ausgehenden (Schema 5.5 links) vorzuziehen.

Fiir die ausgehend von Mannose 44a, Glucose 44b und 1,2,3,4,6-Pentaacetyl-
ganactopyranose 45c¢ sechs- bzw. fiinfstufige Syntheseroute konnten somit Overall-
Ausbeuten von 14% (Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a), 9% (Lys(AcsGlc(EO),NCS)-
NCA 56b) und 8% (Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢) erzielt werden.

5.3 Kohlenhydrat-funktionalisierte Triblockcopolypeptide

Fiir die direkte Herstellung von kohlenhydrat-tragenden Nanopartikeln aus kohlenhyd-
rat-funktionalisierten Polypeptiden wurden zwei Triblockcopolypeptide synthetisiert.
Neben dem mannose-funktionalisierten NCA 49 kamen hierfiir die Cobausteine
Lys(DEG)-NCA 43 und L-Alanin-NCA (Ala-NCA) 12 zum Einsatz. Lys(DEG)-NCA
43 wurde eingesetzt, um die Ldslichkeit der Polypeptide zu erh6hen, Ala-NCA 12 soll
als lipophiler Bestandteil hingegen der Stabilisierung der Partikel dienen.

Die Darstellung der Triblockcopolypeptide 57 und 58 erfolgte gemidll Schema 5.11
durch sukzessive Copolymerisation von Ala-NCA 12, Lys(DEG)-NCA 43 und
Lys(Man-NCS)-NCA 49 mit bpyNi(COD) in THF.
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0
HN OAc
N B AcO :
HsC' j@/\OAc
0
12 AcO Y ©
NH
(THF) | bpyNi(COD) s=
NH
CH,Jo O R CHs o R\ N /N/ CHsllo
L Y 43 - AL N %9 - N
W/\Njﬁfu NH — > N 7(_ — N N
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Schema 5.11: Reaktionsverlauf der Synthese der mannose-tragenden Triblockcopolypeptide 57

und 58.

Die Zusammensetzungen der Triblockcopolypeptide 57 und 58, die neben dem koh-
lenhydrat-tragenden Peptidblock aus hydrophoben Alanin- und hydrophilen
Lys(DEG)-Blocken unterschiedlicher Linge aufgebaut sind, sind in Tab. 5.4 zusam-

mengefasst.

Tabelle 5.4: Ausbeuten der Synthesen der kohlenhydrat-tragenden Triblockcopolypeptide 57
und 58. (Ratio Poly: Mengenverhidltnis der Aminosduren im Polypeptid, I/Alanin: Verhiltnis
Initiator/12, M,,: Molmasse, PD: Polydispersitét)

Polymer NCA, NCA, NCA; Ratio Poly I/Alanin M,, Ausbeute

57 10 Ala 10 Lys(DEG) 1 Lys(Man-NCS) 9.9:10:1 1:40 n. a. 92%

58 2 Ala 10 Lys(DEG) 1 Lys(Man-NCS) 2.2:10.1:1 1:8 n. a. 88%
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5.4 Statistische kohlenhydrat-funktionalisierte Copolypeptide

Um das Polypeptid nicht mit Kohlenhydraten zu iiberladen, soll durchschnittlich nur
etwa jede zehnte Aminosdure der Sequenz ein Kohlenhydratmolekiil tragen. Beriick-
sichtigt man, dass Poly[Lys(DEG)] in einer vollstindig o-helicalen Struktur vor-

[19- 176 1771 entspricht dies etwa einem Zuckermolekiil je 2.5 Windungen der o-

liegt,
Helix. Bei einer Ganghdhe von 0.54 nm je Windung entspricht dies einem durch-
schnittlichen Abstand von etwa 1.35 nm entlang der Polypeptidkette. Da die einzelnen
Aminosdurereste zudem gegeneinander verdreht sind, verfiigen die Kohlenhydratmo-
lekiile liber ausreichend Platz um die fortschreitende Polymerisation nicht durch steri-

sche Wechselwirkungen zu behindern.

Um das Polymerisationsverhalten der synthetisierten kohlenhydrat-funktionalisierten
NCAs 56a-c¢ zu untersuchen, wurden Gemische aus diesen NCAs und Lys(DEG)-NCA
43 in unterschiedlichen Zusammensetzungen mit verschiedenen Initiatoren polymeri-
siert. Da sich zudem die von YU et al. veroffentlichte Arbeit ausschlielich mit der
Ubergangsmetall-katalysierten ((PMe;)4Co) Polymerisation von Lys(DEG)-NCA 43
beschéftigt, musste auch die Eignung dieses NCAs fiir die amin-initiierte NCA-
Polymerisation iberpriift werden. In diesem Zusammenhang berichteten LEO VAN
KRALINGEN et al. iiber erhebliche Probleme bei der hexylamin-initiierten Polymerisa-
tion von Ng-(12-Benzyl-1,11-dioxo-3,6,9,12-tetraoxa-dodecyl)-L-lysin-NCA berichte-
ten, das Lys(DEG)-NCA 43 sehr dhnlichen ist. '™ Zur Synthese der Lys(DEG)-
haltigen Polypeptide 59-63 wurde daher Triethylamin verwendet, welches sich bereits

bei anderen Polymerisationen bewéhrt hat.
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Schema 5.12: Synthese kohlenhydrat-funktionalisierter Copolypeptide

Alle Polymerisationen erfolgten aus 5 Gew.%-igen Losungen der NCA-Gemische,
unter striktem Luft- und Feuchtigkeitsausschluss. Die gemidfl Schema 5.12 erhaltenen
statistischen Copolypeptide wurden nach zwei Tagen in Diethylether gefillt, in Me-
thanol gelost und durch Ultrafiltration gereinigt. Tab. 5.5 enthilt eine Zusammenstel-
lung der durchgefiihrten Polymerisationen. Die teilweise geringen Ausbeuten sind
grofitenteils auf Verluste bei der Aufreinigung der zédhen, klebrigen Polypeptid-

Niederschldge zuriickzufiihren.
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Poly[Lys(DEG)] und die synthetischen Glycopeptide 60-69 sind miafig in Wasser und
gut in polaren und miBig polaren Losungsmitteln wie THF, DMF, Dimethylsulfoxid
(DMSO), Alkoholen und Chloroform l6slich. Thre Wasserldslichkeit erhdhte sich nach
der Abspaltung der Acetylschutzgruppen jedoch deutlich.

Die Zusammensetzungen der synthetisierten Glycopeptide 60-69 wurden gemall Abb.
5.6 aus den 'H-NMR-Spektren iiber die Integrationsverhiltnisse der eindeutig zuge-
ordneten und voneinander aufgelosten Signale der e-Methylen-Protonen der
Lys(DEG)-Reste (blau) und der Protonen der Positionen 2, 3 und 4 der Pyranoseringe

(griin) bestimmt.

LO
ACOm
A O
co OAc \~
Glucose
—
‘ (CH,)e Lys(PEG)
519 505 4.95 i
' Lot 3.22
|
100 1.00 1.00 15.83
e | Sy E— |

53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 5.6: NMR-Spektrum des Glucose tragenden Polypeptids 62, aufgenommen in CDClj;.
Die Zahlen (rot) unterhalb der Basislinie spiegeln das Integrationsverhiltnis der Signalfldchen
der e-Methylen-Protonen der Lys(DEG)-Bausteine (blau) und der Glucose-Protonen (griin) wi-

der.
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Um ein moglichst genaues Ergebnis zu erzielen werden hierbei die Signalflichen der
drei Pyranose-Protonen 7y ,, I3 und Iy 4 aufsummiert und der Signalfliche der beiden
e-Methylen-Protonen der Lys(DEG)-Reste /;,, gegeniibergestellt. Berilicksichtigt man
die Anzahl der Protonen, so errechnet sich das tatsdchliche Verhéltnis der Aminoséu-

ren in den Glycopeptide (Lys(DEG)/Lys(AcsPyranose(EO),NCS)) wie folgt:

LyS(DEG) _ E . ILys
Lys(EO, — Pyrannose) 2 I, ,+1, ,+1, ,

(5-1)

Die iiber diese Methode bestimmten Zusammensetzungen der Polypeptide 60-69 sind
in Tab. 5.5 aufgelistet. Man erkennt, dass die Zusammensetzungen der erhaltenen
Glycopeptide gut mit den Zusammensetzungen der eingesetzten NCA-Gemische iiber-
einstimmen. Sowohl die bpyNi(COD)-initiierten als auch die triethylamin-initiierten
Polymerisationen fiihren also zu definierten Glycopeptiden.

(201 weisen die

Wie bei der triethylamin-initiierten Polymerisation zu erwarten war,
erhaltenen Polypeptide Molmassen auf, die einem Mehrfachen der eingesetzten I/M-
Verhéltnisse entsprechen. Bemerkenswert ist auBlerdem, dass die triethylamin-
initiierte Polymerisation der bpyNi(COD)-initiierten Polymerisation beziiglich der
Molekulargewichte und Zusammensetzungen der erhaltenen Polypeptide beinahe e-
benbiirtig ist. Einzig die niedrigeren Polydispersitdten rechtfertigen den hoheren syn-

thetischen Aufwand, der mit der Verwendung des synthetisch anspruchsvollen Uber-

gangsmetall-Initiators verbunden ist.

Um die Wechselwirkung der synthetisierten Glycopeptide mit Zelloberflachen (E-
rythrocyten und T-Zellen) mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusscytometrie
untersuchen zu kdénnen, mussten diese zusdtzlich mit Fluoreszenzlabeln versehen wer-
den. Die Auswahl eines geeigneten Fluorszenzlabels erfolgte unter Beriicksichtigung
der zur Verfiigung stehenden apparativen Gegebenheiten. Wegen seines breiten An-
wendungsspektrums in den Biowissenschaften und seiner hohen Fluoreszenzquanten-

ausbeute fiel die Wahl hierbei auf Fluoresceinisothiocyanat (FITC).
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Problematisch ist, dass FITC, wie alle gebrduchlichen Fluorophore, neben der zur An-
kniipfung an die Glycopeptide vorgesehenen Isothiocyanat-Funktion iiber weitere, fir

ihre Fluoreszenz und Ldoslichkeit

NCS
SCN unabdingbare, funktionelle Gruppen
o)
O O COOH verfiigt (Abb. 5.7). Wegen der
o) —
‘ O O \ geringen  Toleranz  der  NCA-
HO 0 OH HO o) o) .. ,
Polymerisation gegeniiber
lactoide Form chinoide Form . .
nucleophilen und basischen Gruppen,
Abbildung 5.7: pH-abhingige Struktur von kann die Synthese
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) fluoreszenzmarkierter ~ Glycopeptide

daher nicht iiber die Polymerisation
fluoreszenzmarkierter NCAs erfolgen. Dies bedeutet, dass die Ankniipfung der Fluo-
rophore nach der Polymerisation erfolgen muss. Hierzu wird neben Lys(DEG)-NCA
43 und den kohlenhydrat-tragenden NCAs S56a-c zusétzlich Lys(TFA)-NCA 6 mit in
die Glycopeptidketten einpolymerisiert. Nach der Abspaltung der TFA-Schutzgruppen
werden die entschiitzten e-Aminogruppen gemdl Schema 5.13 mit der Isothiocyanat-

Gruppe des Fluoresceins zu den entsprechenden Thioharnstoffen umgesetzt.

FF F s N
0 F HN /
HN ° =S N s
HN H,N HoN HN HN
Base FITC
— —
HN
H,N HN
< (0] 2 HN):S
FF \
= Fluorescein

Schema 5.13: Fluoreszenzmarkierung der Glycopeptide

Um die Folgen einer unvollstdndigen Umsetzung dieser Aminogruppen und die An-
zahl der, fiir unspezifischen Wechselwirkungen mit Biomolekiilen bereitstehenden,
Carbonsdure- und Alkoholfunktionen des Fluoresceins zu begrenzen, soll der Anteil
von Lys(TFA) an der Polypeptidkette so gering wie moglich gehalten werden. Ande-
rerseits soll der TFA-Lysin-Anteil im zu polymerisierenden NCA-Gemisch hoch ge-
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nug sein, damit jede Polypeptidkette iiber mindestens ein Fluorophor verfiigt. Auller-
dem muss die Fluoreszenz stark genug sein, um mit gingigen Verfahren detektiert zu
werden. Fiir die Synthese der Glycopeptide 70-77 wurde daher ein Lys(TFA)-Anteil
von etwa 5% und fiir die Synthese der voraussichtlich sehr langen Glycopeptide 78-80
ein Lys(TFA)-Anteil von etwa 2.5% verwendet. Die auf dieser Grundlage durchge-

fithrten Polymerisationen sind in Tab. 5.6 aufgelistet.

Die Bestimmung der Zusammensetzungen der synthetisierten Glycopeptide 71-80 er-
folgte wie gewohnt iliber die Integrationsverhdltnisse geeigneter eindeutig zugeordne-
ter und aufgeldster Signalflichen in den "H-NMR-Spektren. Zur Berechnung der An-
teile der ethylenglycol- und kohlenhydrat-funktionalisierten Aminosduren wurden
auch hier die Signale der e-Methylen-Protonen der Lys(DEG)-Reste und der Protonen
der Positionen 2, 3 und 4 der Pyranoseringe verwendet. Da sdmtliche Signale der Me-
thylen-Protonen des trifluoracetyl-geschiitzten Lysins mit anderen Signalen iiberlagert
sind, wurde zur Berechnung des Anteils an Lys(TFA) auf das Signal des &-Amid-
Protons des Lys(TFA)-Rests bei einen chemischen Verschiebung von 8.8 ppm zuriick-
gegriffen. Die auf diese Weise berechneten Zusammensetzungen sind in Tab. 5.6 zu-

sammengefasst.
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Die Sekundéarstruktur der geschiitzten Polypeptide wurde mittels IR-Spektroskopie
untersucht. In Abb. 5.8 sind exemplarisch die Spektren der Polypeptide 59 und 76 ab-
gebildet.

™
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Abbildung 5.8: IR(ATR)-Spektren von A) Poly[Lys(DEG)] 59 und B) Poly{[Lys(DEG)]-co-
[Lys(AcyGlc(EO),NCS)]-co-[Lys(TFA)]}76

Die Lage der Amid I -Bande (C=0-Valenzschwingung) bei 1650 cm™ und der Amid II
—Bande (N-H-Deformationsschwingung) bei 1535 cm™ entsprechen einer vollstindig
a-helicalen Sekundirstruktur.’* '"°! Weder die TFA-Schutzgruppen noch die sperri-
gen Kohlenhydrate storen also die von YU ef al. mittels Zirkulardichroismus-
Spektroskopie bereits bestétigte a-helicale Struktur des Homopoly[Lys(DEG)]. Die
entsprechenden Amid-Banden einer B-Faltblatt-Konformation wiirden hingegen bei
1630 cm™ (Amid I) und 1520 cm™ (Amid II) liegen.!"®” Im Gegensatz zu dem Spekt-
rum des Homopolypeptids Poly[Lys(DEG)] 59 enthalten die Spektren der Glycopepti-
de 60-69 und 71-80 zusidtzlich die C=O-Valenzschwingungs-Banden der Acetyl-
Gruppen bei 1750 cm™'. Dariiber hinaus kann man in den IR-Spektren der Polypeptide
70-80 die C=0-Valenzschwingungs-Banden der TFA-Schutzgruppen bei 1720 cm

erkennen.
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5.4.1 Fluoreszenz-Markierung der Glycopeptide durch polymeranaloge

Umsetzung

Damit man das Fortschreiten dieser polymeranalogen Umsetzung verfolgen kann, wer-
den die Bezeichnungen der Polypeptide (70-80) beibehalten. Sie werden nach der Ab-
spaltung der Schutzgruppen lediglich um ein E und nach der Fluoreszenzmarkierung

um ein F erweitert.

Bei der zur Entfernung der Schutzgruppen in Methanol durchgefiihrten Zemplén-
Reaktion, erfolgt gemédB Schema 5.14 eine simultane Abspaltung der Acetyl- und
Trifluoracetyl-Schutzgruppen.l'®"! Die entstehenden niedermolekularen Verbindungen
werden durch Ultrafiltration entfernt. Nach Gefriertrocknung erhédlt man die ent-
schiitzten Polypeptide 70E, 71E und 73E-79E in quantitativen Ausbeuten. Zusétzlich
zu den kohlenhydrat- und TFA-funktionalisierten Polypeptiden wurde probeweise
auch jeweils ein Mannose (67), ein Glucose (65) und ein Galactose (63) tragendes

Glycopeptide entschiitzt welches keine Lys(TFA)-Bausteine beinhaltet (Tab. 5.7).

OAc OH OH

Acoj@/\OAc HOj@/\OH
AcO : ° HO Y o

FITC
NaOCH, DIPEA
(Methanol) (DMF)
e —
a) b)
71E, 75E, 78E 71F, 75F, 78F

Schema 5.14: Fluoreszenzmarkierung eines mannose-tragenden synthetischen Glycopeptids. a)
Abspaltung der Schutzgruppen (Zemplén-Reaktion)!'®'! und b) nucleophile Addition von Fluo-
resceinisothiocyanat (FITC)
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Die vollstindige Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen zeigt sich in den 'H-NMR-
Spektren der entschiitzten Glycopeptide am Verschwinden der Signale der Acetyl-
Protonen zwischen 1.9 ppm und 2.2 ppm und in den IR-Spektren am Verschwinden
der C=0-Valenzschwingungs-Bande bei 1750 cm™.!"**! Die simultane Abspaltung der
TFA-Schutzgruppen konnte anhand des fehlenden &-Amid-Protonen-Signals des
Lys(TFA)-Rests bei 8.8 ppm in den 'H-NMR-Spektren und der, fiir TFA charakteristi-
schen C=0-Valenzschwingungs-Bande bei 1720 cm™ ebenfalls bestitigt werden
(Abb.5.9).

12
12

1.0
1.0

1 Acetyl—»
[(Glucose)

0.8
0.8

Reflektivitat
0k

Reflektivitat
0.4 0k

0.4

0.z
0.z

20‘00 18‘00 1 BIDD 1 4‘00 12‘00 1 UIUU 2000 1 SIDD 1 BIDD 1 4‘00 12‘00 1 DIDD
Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm]

Abbildung 5.9: 10 IR(ATR)-Spektren von A) Poly{[Lys(DEG)]-co-[Lys(Ac4Glc(EO),NCS)]-
co-[Lys(TFA)]}76 und B) Poly{[Lys(DEG)]-co-[Lys(Glc(EO),NCS)]-co-[L-Lysin]}76E

Die Molmassen der erhaltenen schutzgruppenfreien Glycopeptide wurden mittels GPC
bestimmt. Um zu iiberpriifen, ob es im Verlauf der Reaktion zu einer Degradierung der
Polypeptidketten kommt, werden die nach GIl. 4-2 und 4-3 berechneten Polymerisati-
onsgrade mit den Polymerisationsgraden der entsprechenden geschiitzten Polypeptide
verglichen. Auf gleiche Weise wird auch bei den fluoreszenzmarkierten Polypeptiden
verfahren. Bei der Berechnung der Polymerisationsgrade der fluoreszenzmarkierten
Polypeptide wird von einer vollstdndigen Umsetzung der freien Aminogruppen ausge-

gangen.
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Tabelle 5.7: Molmassen M, der Polypeptide vor und nach der Abspaltung der Acetyl-
Schutzgruppen. (Zucker: in den Polypeptiden enthaltene Zucker, P,: durchschnittlicher Polyme-
risationsgrad, PD: Polydispersitit, >: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

M., entschiitztes M.,
Polymer Zucker P, Zucker P,
[g/mol] Polymer [g/mol]
63 Acy4Gal(EO),NCS 37400° 116 63E Gal(EO),NCS 34500 113
65 Ac,GIc(EO),NCS 29400? 91 65E Glc(EO),NCS 23753 78
67 AcysMan(EO),NCS 130000* 410 67E Man(EO),NCS 125000 414

In den Tab. 5.7 und 5.8 kann man erkennen, dass die mittels GPC bestimmten Polyme-
risationsgrade und die theoretisch zu erwartenden Polymerisationsgrade hdufig diffe-
rieren. Da diese Abweichung jedoch sowohl zu hoheren als auch geringeren Molmas-
sen fiithrt, ist sie wohl nicht das Resultat eines Abbaus der Peptidketten, sondern er-
klért sich aus den bereits beschriebenen Problemen bei der GPC. Hiernach beruhen die
Probleme bei der Bestimmung des Polymerisationsgrades moglicherweise auf Wech-
selwirkungen zwischen den Polypeptiden und der stationdren Phase der GPC-Séulen,
die dem Trennprinzip der GPC widersprechen. Diese Vermutung wird durch die Tat-
sache untermauert, dass die aus den GPC-Messungen berechneten Polymerisationsgra-
de bei der Entschiitzung, bei der potentiell zu Wechselwirkungen beféhigte funktionel-
le Gruppen generiert werden, sinken und bei der anschlieBenden Umsetzung der gebil-
deten freien Amine wieder ansteigen. Dieser Trend zeigt sich besonders deutlich am
Beispiel der Umsetzung des kohlenhydratfreien Polypeptids 70 (Pn.(70) = 156 —>
P,(70E) = 107 = P,(70F) = 155). Die Umsetzung der bei der Entschiitzung entstehen-
den freien Aminogruppen mit FITC fiihrt dazu, dass der mittels GPC bestimmte Poly-
merisationsgrad des fluoreszenzmarkierten Polypeptids 70F mit dem des zugrunde

liegenden geschiitzten Glycopeptids 70 nahezu iibereinstimmt.
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Tabelle 5.8: Vergleich der Polymerisationsgrade P, der geschiitzten, entschiitzten und fluores-
zenzmarkierten Polypeptide. (Fluoro-Polymer: fluoreszenzmarkiertes Polypeptid, n. a.: nicht

analysierbar, n. b.: nicht berechenbar, *: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer P, PD enischitztes P, PD Fluoro- P, PD
Polymer Polymer
70 156 1.25 70E 107 1.60 70F 155 1.26
71F
71 251 1.40 71E 196 1.22 379 1.34
73 131 1.94 73E 139 1.16 --- --- ---
74 104 1.66 74E 83 1.81 74F 83 3.13
75 121 1.71 75E 108 1.69 75F n. a. n. a.
76 118 1.69 76E 97 1.67 76F 91 2.90
77 121 1.81 77E 124 1.41 77F 146 1.28
78 n. a. n. a. 78E n. a. n. a. 78F n. a. n. a.
79 144 1.37 79E n. a. n. a. 79F 147 1.37

Die Fluoreszenzmarkierung der entschiitzten Glycopeptide 70E, 71E und 74E-79E
erfolgt schlielich durch die in Schema 5.15 gezeigte Umsetzung der, mit DIPEA
deprotonierten, freien Aminogruppen mit FITC in wasserfreiem DMF. Die destillative
Entfernung des DMFs wird im Hochvakuum bei einer Wasserbadtemperatur von weni-

ger als 40°C durchgefiihrt, um eine Denaturierung der Glycopeptide zu vermeiden.

HoN N®
DIPEA O COOH
+

Schema 5.15: nucleophile Addition von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
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Da verbleibende freie Aminogruppen zu unspezifischen Wechselwirkungen mit Bio-
molekiilen befahigt sind, miissen sie vollstindig zu den entsprechenden Thioharnstoff-
Gruppen umgesetzt werden. Daher wird das FITC in mindestens fiinffachem Uber-
schuss eingesetzt. Dariiber hinaus wird nach einem Tag noch eine weitere Spatelspitze
FITC zugegeben, um auch die letzten freien Aminogruppen mit frischem FITC umzu-
setzen. Das iiberschiissige niedermolekulare Fluorescein wird durch kontinuierliche
Ultrafiltration gegen eine 5 kDa Cellulose-Membran abgetrennt. Zundchst wird mit
dem dreifachen Volumen einer 0.25 M Kochsalz-Losung ultrafiltriert, um moglicher-
weise elektrostatisch an die Glycopeptide gebundene Fluorescein-Molekiile zu entfer-
nen. AnschlieBend wird das eingeschleppte Salz durch Ultrafiltration mit einem Me-
thanol/Wasser-Gemisch und schlielich reinem Methanol wieder entfernt. Die Ultra-
filtration wird mindestens solang durchgefiihrt, bis das anfangs leuchtend gelbe Filtrat
vollkommen farblos ist und unter UV-Licht nicht mehr fluoresziert. Nachdem das Me-
thanol abdestilliert und durch Wasser ersetzt wurde liefert die Lyophilisation der er-
haltenen, leuchtend gelben Losung schlieBlich das fertige fluoreszenzmarkierte Gly-
copeptid 70F, 71F und 74F-79F in Form eines orangenen, watteartigen Feststoffs
(Tab. 5.8)

Wegen der geringen Menge des gebundenen Fluoresceins und der Uberlagerung der

Fluorescein-Signale durch die tibrigen Signale der Glycopeptide, konnte der Erfolg
der Umsetzung weder durch NMR- noch durch IR-
Spektroskopie bestitigt werden.

Die in Abb. 5.11 dargestellte starke Farbung und
Fluoreszenz der nach der Ultrafiltration erhaltenen

Glycopeptidlosungen bestétigen jedoch ohne jeden

Zweifel die Ankniipfung der Fluorophore.

Um die Kupplungsausbeute der Anbindung des
Abbildung 5.11: 0.1 Gew.%

Losungen von 74E (links) FITC zZu bestimmen, wurden die
und 74F (rechts) in Methanol Anregungsspektren der fluoreszenzmarkierten
Glycopeptide mittels UV/Vis-Spektroskopie

aufgenommen. Wegen der pH-abhidngigen Fluoreszenzstirke des Fluoresceins erfolg-
ten die Messungen in PBS-Pufferlosung bei pH = 7.4. Die erhaltenen Kurven sind in

Abb. 5.12 dargestellt.
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Abbildung 5.12: Absorptionsspektren der fluoreszenzmarkierten Glycopeptide und von reinem

Fluorescein

Um den Anteil der FITC-markierten Lysinbausteine zu berechnen, wurden die Integra-
tionsflachen der zwischen 400 nm und 550 nm liegenden Absorptionspeaks der fluo-
reszenzmarkierten Glycopeptide Ip,1y mit der Integrationsfliche des Absorptionspeaks
von reinem Fluorescein Ipjyorescein Verglichen. Der Anteil der FITC-markierten Lysin-
bausteine am Gesamtpolypeptid ldsst sich anschliefend aus den Glycopeptideinwagen

mpory Nach GI. 5-2 berechnen.

Anteil (FITC) = Pn/([IPoly/IFluorescein ' nFluorescein]/[mPoly/MPoly]) (5'2)

Vergleicht man den Anteil der FITC-markierten Lysinbausteine (Anteil FITC) mit
dem Anteil der in die jeweiligen Ursprungspeptide 70, 74-79 einpolymerisierten
Lys(TFA)-Bausteine (Anteil TFA), so erhélt man schlieBlich die in Tabelle 5.9 zu-

sammengefassten Kupplungsausbeuten.
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Tabelle 5.9: Kupplungsausbeute der FITC-Anbindung. (Anteil FITC: Anteil der FITC-
markierten Lysinreste an den fluoreszenzmarkierten Glycopeptiden, Anteil Lys(TFA): Aus den

"H-NMR-Spektren abgeleiteter Anteil von Lys(TFA) an den Ursprungspolypeptiden 70, 74-79)

Polypeptid Anteil FITC Anteil TFA Kupplungsausbeute
70F 1/24.7 1/19.5 79%
74F 1/15.2 1/23.2 153%
75F 1/46.6 1/19.4 42%
76F 1/51.3 1/19.3 38%
77F 1/21.1 1/14.1 67%
78F 1/39.0 1/43.7 112%
79F 1/16.2 1/29.7 183%

Die geringen Kupplungsausbeuten bei der Fluoreszenzmarkierung der Glycopeptide
70E und 75E-77E deuten auf eine unvollstindige Abspaltung der TFA-Schutzgruppen
oder auf eine unvollstindige Umsetzung der freien Aminogruppen hin. Der Grund fiir
diese Schwierigkeiten ist vermutlich, dass die betroffenen Gruppen durch die langen
3,6,9-Trioxa-decanoyl-Reste des Cobausteins Lys(DEG) abgeschirmt werden. Das
geringe Absorptionsvermogen der Glycopeptide 70F und 75F-77F ist moglicherweise
aber auch auf das Ausbleichen der Proben zuriickzufithren, die unter Lichtausschluss

, . . . 182, 183
gelagert werden miissen, um das Ausbleichen des Fluoresceins zu vermeiden.'8% %3

Der Befund, dass die fiir die Synthese der Glycopeptide 74F, 78F und 79F berechne-
ten Kupplungsausbeuten iiber 100% liegen, kann hingegen auf eine elektrostatische
Anlagerung von FITC an die entsprechenden Glycopeptide zuriickzufiihren sein. Eine
solche Verunreinigung sollte jedoch eigentlich nach der durchgefiihrten Ultrafiltration
mit Natriumchlorid-haltiger Waschlosung beseitigt sein. Die abweichenden Werte sind
daher eventuell auch durch eine unzureichende Genauigkeit der zur Bestimmung der

Kupplungsausbeuten angewendeten Methode zu erkldren.
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Sowohl die IR-Spektren der entschiitzten Glycopeptide, als auch die IR-Spektren der
fluoreszenzmarkierten Glycopeptide enthalten ausschlieBlich die fiir eine a-Helix ty-
pischen Amid I-Bande bei 1650 cm™ und Amid II-Bande bei 1535 cm™. Die vollstéin-
dig a-helicale Struktur der synthetischen Glycopeptide wird also weder durch die Ab-

spaltung der Schutzgruppen noch durch die Ankniipfung der Fluorophore verdndern.

Die fertigen fluoreszenzmarkierten Glycopeptide 70F, 71F und 74F-79F sind iiber
einen breiten pH-Bereich gut in Wasser und vielen organischen Losungsmittel wie

DMSO, THF, DMAc, Chloroform und Methanol 16slich.

5.5 Zusammenfassung

Die Darstellung von Glycopeptiden erfolgte durch Polymerisation kohlenhydrat-
funktionalisierter NCAs.

Die Synthese von Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a, Lys(AcsGlc(EO),NCS)-NCA
56b und Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56c erfolgte iiber eine sechsstufige Synthese-
route ausgehend von den jeweiligen Zucker. Die Ankniipfung der Kohlenhydratmole-
kiile erfolgte hierbei iiber Thioharnstoff-Gruppen, die Uberfiihrung der erhaltenen Ly-
sinderivate in die entsprechenden NCAs mit Dichlormethylmethylether.

Durch Kombination dieser mannose-, glucose- und galactose-funktionalisierten NCAs
mit N¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-N-carboxyanhydrid 43, bei dessen Synthese
die Ausbeute, gegeniiber der literaturbekannten Vorschrift, von 26% auf 55% gestei-
gert werden konnte, gelang die direkte Synthese der Glycopeptide 59-69. Sowohl die
(2,2’-Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0)- als auch die triethylamin-initiierte Po-
lymerisation lieferte hierbei hochmolekulare (M = 30-130 kDa) statistische Polypepti-
de, deren Zusammensetzung sich durch das Mengenverhiltnis der polymerisierten
NCAs gut kontrollieren ldst. Die zur Abspaltung der Schutzgruppen durchgefiihrte
Zemplén-Reaktion lieferte schlielich die nicht-ionischen wasserloslichen Glycopep-

tide 63E, 65E und 67E in quantitativer Ausbeute.

Durch die zusitzliche Verwendung des Cobausteins Ng-Trifluoracetyl-L-lysin gelang

dariiber hinaus auch die fiir biologische Bindungsstudien erforderliche, polymeranalo-
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ge Fluoreszenz-Markierung der entsprechenden mannose-, glucose- und galactose-

tragenden Glycopeptide.

Die dargestellten Glycopeptide weisen eine a-helicale Struktur auf und sind in Wasser
iiber einen breiten pH-Bereich 16slich, womit sie eine grundlegende Voraussetzung fiir

eine biotechnologische Anwendung erfiillen.

Die fiir Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a, beschriebene Syntheseroute ist grundsétz-
lich auch fiir die Synthese von Lysin-NACs geeignet, die anstelle von Einfachzuckern
mit komplexeren Kohlenhydraten oder anderen biologischen Liganden funktionalisier-
ten sind. Es muss lediglich darauf geachtet werden, dass alle die NCA-Polymerisation
storenden funktionellen Gruppen mit geeigneten Schutzgruppen blockiert sind. In
Kombination mit dem biologisch kompatiblen und gegeniiber biologischen Rezeptor-
molekiilen inerten Baustein Lys(DEG)-NCA 43 eroffnet die vorgestellte Synthesestra-
tegie damit den Zugang zu einem breiten Spektrum hoch interessanter funktionalisier-
ter Polypeptide. In Analogie zu der erfolgreich durchgefiihrten kovalenten Fluores-
zenzmarkierung ist zudem die zusitzliche kovalente Bindung pharmakologischer

Wirkstoffe denkbar, welche einen gerichteten Wirkstofftransport ermdglichen konnte.
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6 Nanopartikel

6.1 Einleitung

Im Laufe der letzten Jahre hat die Nanotechnologie zu groflen Durchbriichen in Wis-
senschaft und Technik gefiihrt. Insbesondere im Bereich der Biowissenschaften macht

1591 resultierenden,

man sich die bemerkenswerten, aus ihrer geringen GroBe (< 1pm)!
Eigenschaften von Nanopartikeln zu Nutze. So hat sich gezeigt, dass Nanopartikel
neben einer kontrollierten Abgabe, auch den gezielten Transport von Wirkstoffen er-
moglichen, wobei sie die Fahigkeit besitzen verschiedene biologische Barrieren zu

[184, 185

iiberwinden. 'In der Pharmakologie werden meistens auf Polymeren basierende

Nanopartikel eingesetzt.

Allgemein lassen sich solche Nanopartikel in Kern und Hiille unterteilen. Der oft li-
pophile Kern bleibt nach der Herstellung meist unverdndert. Er dient zur Solubilisie-
rung und Stabilisierung des eingekapselten Arzneistoffs. Die Hiille hingegen ist fiir
spatere Modifizierungen zuginglich. Das Ankniipfen von Liganden kann beispielswei-
se einen gezielten Wirkstofftransport ermdglichen. Die am haufigsten verwendeten
Polymere sind aliphatische Polyester, wie Polymilchsdure (PLA), Polyglycolsiure
(PLG) und Poly(milchsdure-co-glycolsiure) (PLGA).['81%1 Diese Polyester werden
bereits seit den 70er Jahren fiir biomedizinische Anwendungen eingesetzt und sind

1 Die Synthese neuer biologisch kompatibler und ab-

daher weitgehend erforscht.!
baubarer Polymere zur Herstellung maBBgeschneiderter Nanopartikel ist daher von gro-
Bem Interesse. Meist handelt es sich hierbei um Diblockcopolymere, deren einzelne
Blocke sich durch unterschiedliche Hydrophilien auszeichnen. In diesem Zusammen-
hang konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass sich Polypeptide und
Blockcopolymere mit Polypeptidblocken hervorragend zur Herstellung und Stabilisie-

[63, 66, 67, 192-202] CHONG-SU CHO et al. verdffentlichten

rung von Nanopartikeln eignen.
bereits 1999 eine Arbeit, in der sie die Synthese amphiphiler Diblockcopolymere aus
Poly(y-benzyl-L-glutamat) und Polyethylenglycol (PEG) zur Darstellung von Nano-
partikeln iiber eine Diafiltrations-Methode beschreiben.!'>” Eine Verldngerung des
Peptidblocks fiihrt hierbei zu einer Zunahme der NanopartikelgroBe. In einer spiteren

Arbeit gelang ihnen, durch den Einsatz von mit Galactose funktionalisiertem PEG,
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auch die Herstellung von Nanopartikeln die Galactose-Liganden auf ihrer Oberfldche

[202] ROBERT L. CLARK et al. zeigten 2009, dass neben den gewdhnlich ver-

tragen.
wendeten amphiphilen Blockcopolypeptiden auch andere Polypeptide zur Darstellung
von Nanopartikeln geeignet sind."? Sie verwendeten ein Elektrospray-Verfahren um
Nanopartikel aus gentechnisch erzeugten elastindhnlichen Polypeptiden herzustellen.
Auch hier hatte die Léange der Polypeptide einen starken Einfluss auf die Morphologie

der erhaltenen Nanopartikel.

6.2 Synthesestrategie

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Darstellung und Oberflichenmodifizierung von
Nanopartikeln auf Polypeptidbasis untersucht werden. Die Darstellung der Nanoparti-
kel sollte nach der Emulsions-Diffusions-Verdampfungs-Methode erfolgen.”***! Bei
diesem Verfahren wird das Polymer zunéchst in einem nur partiell mit Wasser misch-
barem organischen Losungsmittel gelost. Die Wahl fiel hierbei auf Ethylacetat, da es
eine geringe Mischbarkeit mit Wasser aufweist und leicht destillativ abgetrennt wer-
den kann. Die Lésung wird mit einem Uberschuss an Wasser versetzt und mit Hilfe
eines Homogenisators mechanisch emulgiert. AnschlieBend wird das organische Lo-
sungsmittel durch Anlegen eines Vakuums verdampft. Hierbei diffundiert das organi-
sche Losemittel langsam aus den polymerhaltigen Tropfchen in die wéssrige Phase

und hinterldsst das zuvor geloste Polymer in Form kolloidaler Nanopartikel.

Die Modifizierung von Nanopartikeln erfolgt in der Literatur meist durch die Aktivie-
rung von Sédurefunktionen an der Oberfldche der Partikel. Diese Vorgehensweise bie-
tet sich besonders zur Oberflichenmodifizierung von PLGA-Nanopartikeln an, da die-

se ohnehin iiber freie Sduregruppen verfiigen.!'®"

Fiir die Glycosylierung von Polypeptiden steht wegen der Vielfalt der Aminosduren
prinzipiell eine groBe Fiille unterschiedlicher Funktionalititen zur Auswahl. Die Bin-
dung eines Zuckers kann beispielsweise liber die Sdurefunktion einer Glutaminsdure-
Seitenkette, der Alkoholfunktion einer Serin-Seitenkette, der Thioalkoholgruppe einer
Cystein-Seitenkette oder der Amin-Gruppe einer Lysin-Seitenkette erfolgen. Von die-
sen Aminosduren eignen sich in der Praxis jedoch nur Lysin und Glutamat fiir die

NCA-Polymerisation.'””! Alle anderen natiirlichen Aminosduren mit reaktiven Seiten-
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ketten scheiden wegen der schlechten Polymerisierbarkeit ihrer NCAs aus. Die Ver-
wendung von Lysin bietet gegeniiber der Verwendung von Glutaminsdure mehrere
Vorteile. Zum einen ist es fiir die Umsetzung von Aminogruppen nicht notwendig die-
se vorher zu aktivieren, zum anderen kann die Abspaltung der Schutzgruppe leicht
iiberpriift werden, da die Protonierung der Amine mit einem deutlichen Anstieg des C-
Potentials einhergeht. Fiir die Kohlenhydrat-Modifizierung der Nanopartikeloberfli-
chen fiel die Wahl daher auf Lysin.

N T a b o

NH H,N NH, NH HN

FQ H JH<F H H
H,N NH

Pl M X —> : —> O -®

g BN NK HoN NH, HN NH
F%O HN . E NH, @ NH @

Schema 6.1: Synthesestrategie fiir die Kohlenhydrat-Modifizierung von Nanopartikeloberflé-

chen am Beispiel eines Partikels auf Basis von Lys(TFA).

Die Ankniipfung von Zuckermolekiilen an die Aminofunktionen der Lysinreste kann
beispielsweise liber Amid- oder Thioharnstoffgruppen erfolgen. Die Arbeitsgruppe
von MARY J. CLONINGER verwendete beispielsweise Isothiocyanato-Zucker um die
Oberflichen von Polyamidoamin-Dendrimeren zu glycosylieren.'’* 17229 Um die e-
Aminogruppe des Lysins wahrend der NCA-Synthese und der anschlieBenden Polyme-
risation zu maskieren, muss diese mit einer Schutzgruppe blockiert sein. Nach der
Herstellung der Nanopartikel werden geméf Schema 6.1 einige der an der Oberflache
der Nanopartikel lokalisierten Schutzgruppen abgespalten, um freien Aminosédurereste
als Reaktionsstellen zur Verfiigung zu stellen. Hierfiir sollen sowohl sdure- als auch

basenlabile Schutzgruppen verwendet werden.

Die Entschiitzung sollte unter moglichst milden Bedingungen durchgefiihrt werden,

um die Nanopartikel nicht zu zerstoren.

In der vorliegenden Arbeit kamen daher Trifluoracetylester (TFA) als basenlabile und

tert.-Butylcarbamat (Boc) als sdurelabile Schutzgruppe zum Einsatz. Trifluoracetyl-
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Schutzgruppen lassen sich unter sehr milden Bedingungen bereits mit Kaliumcarbonat
abspalten.!'*®! Die Verwendung der sdurelabilen Boc-Schutzgruppe hat hingegen den
Vorteil, dass die entschiitzten Aminogruppen wihrend der Reaktion automatisch pro-
toniert werden. Der Verlauf der Abspaltungsreaktion kann daher in situ verfolgt wer-

den, ohne die Reaktion zu unterbrechen.

Die Abspaltung zu vieler Schutzgruppen kann jedoch, aufgrund der elektrostatischen
Abstoflung protonierter Aminogruppen, die Stabilitdt der Nanopartikel beeintridchti-
gen. Um diesem Effekt zu begegnen wurden neben Homopolypeptiden auch statisti-
sche Copolypeptide synthetisiert. Durch die Verwendung orthogonaler Schutzgruppen

lasst sich so die Anzahl der entschiitzten Aminogruppen begrenzen.

Um ein Zerplatzen der Nanopartikel wéhrend der Abspaltung der Schutzgruppen zu
verhindern, wurden zudem Diblockcopolypeptide synthetisiert, bei denen ein Block
gemill Abb. 6.2 selektiv entschiitzt werden kann, wéhrend der andere Block unverén-

dert bleibt.

“

0
=0
HN
§ Base S =
20 4 E—
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H -1
X y liphophiler Bolck freien NH,-Gruppen
HN
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FF
32

Schema 6.2: Partielle entschiitzung von Poly{[N.-tert.-butyloyxcarbonyl-L-lysin]e o-block-[N-

trifluoracetyl-L-lysin];} 32.

Nach der partiellen Abspaltung der Schutzgruppen soll der unverdndert lipophile
Block die Nanopartikel stabilisieren. Um eine ausreichende Stabilisierung zu errei-

chen, betrdgt die Lange des zur Entschiitzung vorgesehenen Teils daher auch nur 1/10
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der Lange der unverdnderten lipophilen Peptidkette. Zur Abspaltung waren wiederum

die basenlabile TFA- und die sdurelabile Boc-Schutzgruppe vorgesehen.

6.3 Herstellung der Nanopartikel

Die Herstellung der Nanopartikel erfolgte in Kooperation mit MANUEL J. SANTANDER
ORTEGA aus dem Arbeitskreis fiir Biopharmazie und Pharmazeutische Biotechnologie

von Prof. Dr. CLAUS-MICHAEL LEHR.

6.3.1 Herstellung der Polypeptidlosungen

Die fiir die Herstellung der Nanopartikel verwendete Emulsions-Diffusions-
Verdampfungs-Methode beruht auf der Emulgierung eines Zwei-Phasen-
Gemisches.!***! Als wissrige Phase wurde eine 1 Gew.% Losung von Polyvinylalko-
hol (PVA) in MilliQ Wasser verwendet. Der PVA dient dazu die Nanopartikel zu sta-
bilisieren. Als organische Phase dienen Ldsungen der synthetisierten Polypeptide in

Ethylacetat, mit einer Massenkonzentration () von 1 mg/ml.

Da es keine verldsslichen Literaturdaten zur Loslichkeit geschiitzter Polypeptide in
Ethylacetat gibt, wurden verschiedene Homopolypeptide, statistische Copolypeptide
und Diblockcopolypeptide synthetisiert.

Bei der Uberpriifung der Loslichkeit stellte sich jedoch heraus, dass bis auf die beiden
Homopolypeptide 24 und 14 (Poly(N-trifluoracetyl-L-lysin)) und das statistische Co-
polypeptid 26 (Poly{[N.-trifluoracetyl-L-lysin]-co-[y-tert.-butyl-L-glutamat]}) alle
synthetisierten Polypeptide bestenfalls mifig in Ethylacetat 16slich sind. Auch nach-
dem die Polypeptide mehrere Tagen lang unter Hitzezufuhr in Ethylacetat geriihrt
wurden, konnten keine Losungen erhalten werden, deren Konzentration die fiir die
Nanopartikelherstellung erforderliche Konzentration von 1 mg/ml auch nur annidhernd

erreichten.
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Um dennoch Losungen dieser Polypeptide in Ethylacetat in ausreichender Konzentra-
tion zu erhalten, wurden die Polypeptide zundchst in THF gelost. Diese Lésungen
wurden dann mit Ethylacetat verdiinnt und am Rotationsverdampfer (Wasserbadtem-
peratur < 40°C) auf etwa ein Viertel eingeengt. Wegen der tieferen Siedetemperatur
wurde hierbei ein Grofiteil des THFs abgetrennt. Die so erhaltenen klaren Losungen
wurden, durch Zugabe der entsprechenden Menge Ethylacetat, auf eine Konzentration

von 1mg/ml eingestellt.

Von den vier Diblockcopolypeptiden wurden anhand ihrer vergleichsweise guten Los-
lichkeit das basisch entschiitzbare Polymer 32 und das sauer entschiitzbare Polymer 34
zur Herstellung von Nanopartikel ausgewidhlt. Zusammen mit dem statistischen Copo-
lymer 26 und den drei Homopolypeptiden 14, 15 und 24 standen damit fiir die Nano-
partikelherstellung sechs unterschiedliche Polypeptid-Losungen (B = 1 mg/ml) zur
Verfiigung.

6.3.2 Emulsions-Diffusions-Verdampfungs-Verfahren

Zur Herstellung der Nanopartikel wurden je 0.5 ml der organischen Polypeptidldsun-
gen mit 2.0 ml wéssriger PVA-Losung gemischt. Diese Zwei-Phasen-Gemische wur-
den emulgiert, mit 2.5 ml MilliQ Wasser verdiinnt und erneut homogenisiert. An-
schlieBend wurde die erhaltene Emulsion am Rotationsverdampfer vom Ethylacetat
befreit. Auf diese Wiese wurden kolloidale wéssrige Losungen der Nanopartikel mit

einer Konzentration von ca. 0.1 mg/ml erhalten.

Die GroBen und die GroBenverteilung der geldsten Nanopartikel wurden mittels Pho-
tonenkorrelationsspektroskopie ermittelt. Von allen Polypeptiden konnten mono-
disperse Nanopartikel mit Polydispersitidtsindices (PDIs) zwischen 0.052 und 0.117

gewonnen werden.
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Tabelle 6.1: GroBe und Polydispersitdt der Nanopartikel in Abhédngigkeit von der Molmasse
und Zusammensetzung der zugrunde liegenden Polypeptide (M (Poly): mittlere Molmasse des
verwendeten Polymers, PDI: Polydispersititsindex, ': GPC-Messung erfolgte in THF, *: GPC-
Messung erfolgte in DMAc).

Nanoparti- M,,(Poly) Durchmesser

el Polypeptid (e/mol] (] PDI
Nano 1 Poly[Lys(TFA)] 24 86900' 171.5+1.8  0.095
Nano 2 Poly[Lys(TFA)] 14 172200' 178.4 £3.2  0.098
Nano 3 Poly[Lys(Boc)] 15 5592007 182.1+4.5 0.117
Nano 4 Poly {[Glu(z-Bu)]ses-co-[Lys(TFA)]300} 26 1865007 189.3+1.9  0.103
Nano 5 Poly{[Lys(Z)]ss-block-[Lys(TFA)]s,;} 32 1501007 176.6 £0.2  0.052
Nano 6 Poly{[Lys(TFA)]ss-block-[Lys(Boc)]79,} 34 196400' 166.7 £5.5 0.098

Aus Tab. 6.1 ist ersichtlich, dass weder die Molmassen der Polypeptide noch deren
Zusammensetzug einen signifikanten Einfluss auf die Grofe der gebildeten Nanoparti-
kel haben. So besitzen die aus Poly[Lys(TFA)] 14 und 24 aufgebauten Partikel einem
in etwa den gleichen Durchmesser, obwohl 14 eine doppelt so hohe Molmasse wie 24
besitzt. Dieses auf den ersten Blick iliberraschende Ergebnis resultiert aus der Herstel-
lungsmethode. Bei der Verwendung der Emulsions-Diffusions-Verdampfungs-
Methode hiangt die GroBe der Nanopartikel iiberwiegend von der in jedem einzelnen
Tropfchen der organischen Phase geldsten Polypeptidmenge und der Dichte der ferti-
gen Nanopartikel ab. Bei einer konstanten Tropfchengrof3e hat die Molmasse der Po-
lypeptide aber keinen Einfluss auf die Masse des in den einzelnen Tropfchen geldsten
Polymers. Ein moglicher Einfluss der Polymere beschridnkt sich also auf die Dichte
der fertigen Nanopartikel und GroBe der organischen Tropfchen der Emulsion. Die
erhaltenen Daten weisen also darauf hin, dass die Ldnge der Polymerketten und deren
Hydrophilie weder die TropfchengroBBe noch die Dichte der Nanopartikel signifikant
beeinflusst. Die Erhohung der Polypeptidkonzentration wiirde hingegen zu einem An-

stieg der NanopartikelgroBe fiithren. 25 20¢]
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Um Aussagen iliber die Morphologie der Nanopartikeln treffen zu konnen, wurden die-
se mittels Rasterkraftmikroskopie (engl.: Atomic Force Microscopy AFM) untersucht.
Die in Abb. 6.1 abgebildeten AFM-Aufnahmen zeigen, dass die erhaltenen Nanoparti-

kel eine sphirische Gestalt aufweisen.

Abbildung 6.1: AFM-Aufnahmen der Nanopartikel auf Basis von A) Poly(N.-trifluoracetyl-L-
lysin) 24 und B) 32 Poly[(N.-benzyloyxcarbonyl-L-lysin)-block-(N,-trifluoracetyl-L-lysin)] auf

Glimmer.

6.3.3 Abspaltung der Schutzgruppen

Um die Ankniipfung von Kohlenhydratmolekiilen zu ermdglichen werden die Oberfla-
chen der Nanopartikel Nano 1, Nano 2, Nano 4 und Nano 5 von den dort ansdssigen
TFA-Schutzgruppen (basenlabil) und die Oberflichen der Nanopartikel Nano 3 und
Nano 6 von den dort ansdssigen Boc-Schutzgruppen (sdurelabil) befreit. Das Fort-
schreiten der Reaktionen kann anhand der Anderung des {-Potentials verfolgt werden.
Durch die Protonierung der erhaltenen freien Amino-Funktionen verschiebt sich das (-
Potential von anfangs negativen Werten (-1 mV bis -4 mV) ins Positive. Um die voll-
stindige Protonierung der entschiitzten Aminogruppen zu gewihrleisten, wurden die

C-Potentiale sdmtlicher Nanopartikel in salzsauren Losungen (pH = 2.5) gemessen.

Der Versuch die TFA-Schutzgruppen mit Natriumhydroxid zu entfernen, hatte jedoch
keine Anderung des {-Potentials zur Folge und auch die GréBe der Nanopartikel blieb
unverdndert. Dieser Befund ist vermutlich auf die Abschirmung der Nanopartikel
durch den sie umhiillenden amphiphilen PVA zuriickzufiihren, welcher die Wanderung

der lipophoben Hydroxid-lonen an die Nanopartikeloberflachen verhindert.
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Unter Verwendung der lipophileren Base Triethylamin konnte hingegen, ebenso wie
bei der Abspaltung der Boc-Schutzgruppen mit Salzsdure, eine Erhohung des (-
Potentials festgestellt werden. Wie man Abb. 6.2 entnehmen kann, hatte die Abspal-
tung der Schutzgruppen jedoch einen starken Anstieg der Polydispersitdt zur Folge.
Dies ist vermutlich auf die Zerstorung der Nanopartikel zurlickzufiihren, die sich in

der elektrostatischen AbstoBung der entschiitzten Aminogruppen begriindet.

Intensitat [%]
=]
Intensitat M%)
=1

U1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000
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Abbildung 6.2: GroBenverteilung der aus Poly(N,-trifluoracetyl-L-lysin) 24 hergestellten Na-
nopartikel vor (links) und nach (rechts) der Abspaltung der Boc-Schutzgruppen. Die unter-
schiedlich gefarbten Kurven im rechten Graph zeigen die GroBenverteilungen nach verschiede-

nen Entschiitzungsversuchen.

Dieses Problem konnte auch durch die Verwendung anderer Entschiitzungs-
Reagenzien wie Trifluoressigsdure, Ammoniak oder Kaliumcarbonat nicht behoben
werden. Und auch die langen lipophilen Blocke der Diblockcopolypeptide vermochten

die Nanopartikel nicht zu stabilisieren.
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6.3.4 Nanopartikel auf Basis kohlenhydrat-funktionalisierter Polypeptide

Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist die Darstellung von Nanopartikeln
aus bereits fertigen kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptiden, da hierdurch die
problematische Ankniipfung der Kohlenhydratmolekiile an die fertigen Nanopartikel
entfillt. Erste Experimente erbrachten bereits viel versprechende Ergebnisse. So ge-

lang es Nanopartikel aus kohlenhydrat-funktionalisierten Triblockcopolypeptiden her-
zustellen (Tab. 6.2).

Tabelle 6.2: GroBe und Polydispersitit der Nanopartikel auf Basis kohlenhydrat-
funktionalisierter Triblockcopolypeptide (PDI: Polydispersitdtsindex).

. ) . Durchmesser
Nanopartikel Triblockcopolypeptid PDI
[nm]
Nano 7 Poly{Ala-block-[Lys(DEG)]-block-[Lys(Man-NCS]} 57 150.8 £5.0 0.44
Nano 8 Poly{Ala-block-[Lys(DEG)]-block-[Lys(Man-NCS]} 58 1654+4.3 042

Die groBen PDIs hdngen damit zusammen, dass neben den Nanopartikeln (Durchmes-
ser < 170 nm) eine zweite Uberstruktur mit einem Durchmesser von mehreren Tausend
Nanometern gebildet wird. Ein Beispiel fiir eine solche Grdéfenverteilung ist in Abb.

6.3 dargestellt.
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Abbildung 6.3: GroBenverteilung der aus Poly{[L-Ala]-block-[Lys(DEG)]-block-[Lys(Man-
NCS]} 58 hergestellten Nanopartikel.

Vermutlich handelt es sich hierbei um Mizellen, deren Bildung durch den amphiphilen

Charakter der Polypeptide 57 und 58 begiinstigt wird.!"” > 2°°1 Unter Beriicksichti-
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gung dieser Ergebnisse wire daher der Einsatz hydrophoberer, ethylenglycol-freier,

kohlenhydrat-funktionalisierter Polypeptide erfolgversprechend.

6.4 Zusammenfassung und Ausblick

Fiir die Darstellung kohlenhydrat-modifizierter Nanopartikel wurden, durch Polymeri-
sation unterschiedlicher geschiitzter NCAs, zunédchst verschiedene Homopolypeptide,
statistische Copolypeptide und Diblockcopolypeptide mit basenlabilen TFA- oder sdu-

relabilen Boc-Schutzgruppen synthetisiert.

Mit Hilfe der Emulsions-Diffusions-Verdampfungs-Technik gelang daraus die Dar-
stellung von spharischen Nanopartikeln mit einem mittleren Durchmesser von 167-189

nm und einem Polydispersitdtsindex von 0.05-0.12.

Die anschlieBende Abspaltung der Schutzgruppen hatte jedoch stets die Zerstorung der
Nanopartikel zur Folge. Die Ankniipfung von Kohlenhydraten an die Nanopartikelo-

berfliche war daher nicht moglich.

Ein Weg dieses Problem zu umgehen, ist die Darstellung von Nanopartikeln aus be-
reits fertigen kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptiden. Erste Experimente in die-
ser Richtung erbrachten bereits viel versprechende Ergebnisse. So gelang die Darstel-
lung von Nanopartikeln aus den mannose-funktionalisierten Triblockcopolypeptiden
57 und 58. Angesichts der hohen Polydispersitidtsindices der erhaltenen Nanopartikel
(Nano 7 und Nano 8) besteht bei der Auswahl geeigneter Glycopeptide jedoch noch
Optimierungsbedarf. Erfolgversprechend wire moglicherweise die Verwendung von
hydrophoben statistischen Glycopeptide oder Blockcopolypeptiden mit hydrophoben

Phenylalanin-Blocken.
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7 Bindungsstudien der kohlenhydrat-funktionalisierten

Polypeptide

Die synthetisierten fluorescein-markierten Glycopeptide wurden in verschiedenen
Fluoreszenzanalysen auf ihre Biokompatibilitdit und Bindungseigenschaften hin unter-
sucht. Um die synthetisierten Glycoproteine auf ihre grundsitzliche Eignung fiir eine
spiatere Anwendung im Bereich des gerichteten Wirkstofftransports oder der spezifi-
sche Zellmarkierung zu untersuchen, muss zundchst eine cytotoxische Wirkung der
kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptide ausgeschlossen werden. Um die Spezifitit
der Bindung dieser Glycopeptide an Kohlenhydrat-Rezeptoren zu iiberpriifen, wurden
dariiber hinaus Bindungsstudien an verschiedenen Blutzellen, die sich in ihrem Reper-

toire an Oberflichenrezeptoren unterscheiden, durchgefiihrt.

7.1 Cytotoxizititsanalysen

Zunichst wurden die kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptide am KIST Europe
hinsichtlich ihrer Cytotoxizitdt untersucht. Hierzu wurden humane T-Zellen mit Hilfe
des Human T Cell Enrichment Cocktail der Firma Rosette Sep aus Vollblut isoliert.
Diese Zellfraktion wurde in komplettiertem phenolrot-freiem RPMI 1640 Medium kul-
tiviert. Nach Expansion der Zellen erfolgte die Aktivierung der T-Zellen mit Hilfe des
T Cell Activation/ Expansion Kits der Firma Miltenyi Biotech.

Die aktivierten T-Zellen wurden mit den statistischen Glycopeptide 74F-76F inkubiert
und anschliefend einem XTT Assay unterzogen. Bei diesem colorimetrischen Test
werden die Zellen fiir vier Stunden mit dem blassgelben Tetrazoliumsalz XTT (Natri-
um 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfonatophenyl)-tetrazolium-5-carboxanilid) inku-
biert. Durch die metabolische Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen wird das
Tetrazoliumsalz in Anwesenheit von 0,2 Gew.% Phenazin Methosulfat (PMS) zu ei-
nem orangefarbenen Formazansalz reduziert (Schema 7.1). Bei diesem Nachweisver-
fahren besteht eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl lebender Zellen bzw. der

Gesamtmenge mitochondrialer Dehydrogenasen und der Entstehung des orangefarbe-
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nen Formazansalzes. Die daraus resultierende Anderung der Absorption kann photo-

metrisch bei 450 nm nachgewiesen werden.
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Schema 7.1: Colorimetrischer Assay zur Bestimmung der Cytotoxizitét

Zur Bestimmung der Cytotoxizitit der kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptide
wurden 2,5°10° T-Zellen in 100 ul phenolrot-freiem RPMI 1640 Medium ausgesit, mit
einer Reihe von Konzentrationen (0,02 uM — 2 uM) der zu untersuchenden Polypepti-
de 74F-76F versetzt und fiir 24 h bzw. 48 h bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle
wurden die T-Zellen mit der entsprechenden Menge Idarubicin versetzt. Dieses cyto-
toxische Anthracyclin-Antibiotikum aus der Gruppe der Cytostatika, welches durch
Interkalation in die DNA die Topoisomerase II und damit die Nukleinsédure- und Pro-
teinsynthese inhibiert, wird zur Therapie von Leukdmien eingesetzt. Die Inkubation
der T-Zellen mit Idarubicin fiihrt im Vergleich mit unbehandelten Zellen zu einer
deutlichen Abnahme der optischen Dichte (OD) bei 450 nm, die mit einer Abnahmen
der Zellviabilitit gleichzusetzen ist. Die Inkubation mit den kohlenhydrat-
funktionalisierten Polypeptiden 74F-76F fiihrt unabhéngig von Konzentration und In-
kubationsdauer nicht zu einer verringerten Absorption bei 450 nm und somit nicht zu
einer verminderten Zellviabilitdt (Abb. 7.1). Demnach kann eine cytotoxische Wir-
kung der synthetischen Glycopeptide ausgeschlossen werden. Auch bei einer Ausdeh-
nung der Inkubationszeit auf 72 h konnten keine cytotoxischen Effekte durch die syn-

thetisierten Polypeptide nachgewiesen werden.
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Abbildung 7.1: XTT Assay zur Untersuchung der kohlenhydratfunktionalisierten Polypeptide
74F-76F auf Cytotoxizitit in T-Zellen. 2,510° T-Zellen wurden in 100 pl phenolrot-freiem
RPMI 1640 Medium ausgesédt, mit entsprechenden Mengen Polypeptid bzw. Idarubicin versetzt
und 48 h inkubiert.

7.2  Bindungsstudien an aktivierten T-Zellen

Um die Bindungseigenschaften der kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptiden an
aktivierten T-Zellen zu untersuchen, wurden am KIST Europe Durchflusscytometrie-
Analysen mit den fluoreszenzmarkierten Glycopeptiden 74F, 75F und 76F sowie mit

dem kohlenhydrat-freien Polypeptid 70F durchgefiihrt.



110

7. Bindungsstudien der kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptide

T-Zellen 4°C T-Zellen 4°C
& —T-Zellan 37°C 2] —T-Zellen 37°C

] ) —T0F 1h 4°C ] —TEF 1h 4°C

=% AL —TOF 3h 4°C L fr )¢ —7BF 3h 4°C
% o e 70F 1h 37°C % 1 e 7BF 1h 37°C
L ——T0F 3h 37°C g ——TEF 3h 37°C

2]
! al:_.' ] wr et i
Fluoreszzenzintensitat
c D,

. T-Zellen 4°C 1 T-Zellen 4°C
2] —T-Zellan 37°C ;:E e T-Zellen 37°C

1 —T73F 1h 4°C 1 i —74F 1h 4°C

E?; I"‘-I'-- —T3F Zh 4°C F &4 h‘ RN T4F 3h 4°C
E ] | —75F 1h 27°C E liw . ___T4F 1h aveC
o —75F 3h 37°C 0+ 0 74F 3h 37°C

% 7l ]

1 1! wr 1P i

Flul:ureszénzintens'rtét

w! r e wt

Fluoreszenzintensitat

Abbildung 7.2: Durchflusscytometrie polypeptid-behandelter T-Zellen. In RPMI 1640 kultivier-
te T-Zellen wurden mit 0,2 mg/ml des Polypeptids (A) 70F (kohlenhydrat-frei), (B) 76F (glu-

cose-funktionalisiert), (D) 74F (galactose-

(C) 75F (mannose-funktionalisiert) bzw.

funktionalisiert) inkubiert.

Beim kohlenhydrat-freien Polypeptid 70F und beim glucose-funktionalisierten Poly-
peptid 76F konnte bei einer Inkubationstemperatur von 37°C nur eine leichte Anbin-
dung der FITC-markierten Polypeptide an die T-Zellen beobachtet werden. Auch beim
mannose-funktionalisierten Polypeptid 75F fiihrte die Inkubation bei 37°C lediglich
zu einer schwachen Fluoreszenz der T-Zellen. In Abb. 7.2 erkennt man, dass die Kur-
ven der polypeptid-behandelten Zellen gegeniiber den unbehandelten T-Zellen nur

leicht verschoben sind.

Die Inkubation mit dem galactose-funktionalisiertem Polypeptid 74F fiihrte dagegen
zu einer deutlichen Fluoreszenzfirbung der T-Zellen (Abb. 7.3). Die Kurve der be-
handelten T-Zellen wird durch Inkubation mit dem galactose-funktionalisierten Poly-
peptid deutlich nach rechts verschoben. Dies bedeutet eine deutliche Zunahme der

griinen Fluoreszenz (Abb. 7.2 D).
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Abbildung 7.3: Geometrisches Mittel der Fluoreszenz der mit den Polypeptiden 70F (kohlen-
hydrat-frei), 74F (galactose-funktionalisiert), 75F (mannose-funktionalisiert), 76F (glucose-

funktionalisiert) inkubierten T-Zellen.

Dariiber hinaus ergaben die durchflusscytometrischen Analysen, dass die Bindung des
galactose-funktionalisierten Polypeptids stark temperaturabhéngig ist. Die Inkubation
der T-Zellen bei 4°C fiihrt zu einer vernachldssigbaren Steigerung der griinen Fluores-
zenz. Die Inkubation bei 37°C fiihrt dagegen zu einem signifikanten Anstieg der grii-
nen Fluoreszenz. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Aufnahme des galactose-
funktionalisierten Polypeptids auf einem aktiven, energieverbrauchenden, rezeptor-
vermittelten, endocytotischen Transportprozess beruht und nicht auf einen passiven

Diffusionsvorgang.

Eine andere Erkldrung fiir die Temperaturabhéngigkeit der Fluoreszenzfirbung wire,
dass die fluoreszenzmarkierten Glycopeptide iiber polyvalente Wechselwirkungen ge-

bunden werden, die ein Rezeptorclustering erfordern (Schema 7.2).
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Schema 7.2: polyvalente Bindung eines multivalenten kohlenhydrat-funktionalisierten Polymers

bei 37°C und 4°C.

Bei 37°C konnen sich die Rezeptormolekiile innerhalb der Zellmembran bewegen und
sich dem, durch das Glycosylierungsmuster der relativ starren a-helicalen Glycopep-
tide vorgegebenen, Abstand der Liganden anpassen (Schema 7.2 oben). Bei 4°C ist die
Beweglichkeit der Rezeptoren entlang der Zellmembran so stark eingeschridnkt, dass
dieses Rezeptorclustering nicht moglich ist (Schema 7.2 unten). Die Polymere konnen

daher nur tiber schwache monovalente Wechselwirkungen gebunden werden.

7.3  Bindungsstudien an Erythrocyten

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. INGOLF BERNHARDT wurde der Effekt von FITC-
markierten kohlenhydrat-funktionalisierten Polypeptiden auf Erythrocyten untersucht.
Diese kernlosen Zellen wurden mit den FITC-markierten Glycopeptiden 74F, 78F und
79F sowie mit dem kohlenhydrat-freien Polypeptid 70F inkubiert.

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften an Erythrocyten wurden die Polypeptide

mit 2 pl Zellsuspension versetzt und mit einer HIS-TRIS-Losung auf ein Gesamtvo-
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lumen von 500 pl verdiinnt. Die Konzentration der fluoreszenzmarkierten Polypeptide
wurde auf 100 pg/ml festgesetzt. Die roten Blutzellen wurden fiir 30 min mit den Po-
lypeptiden inkubiert und anschlieBend dreimal mit einer HIS-TRIS-Losung gewa-
schen. AnschlieBend wurden die Zellen an einem inversen Fluoreszenzmikroskop un-

tersucht.

Fluorescein

70F

T9F

78F

T4F

Abbildung 7.4: Fluoreszenzanalysen polypeptid-behandelter Erythrocyten.
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Wie man Abb. 5.4 und Tab. 7.1 entnehmen kann wiesen dabei Zellen, die mit dem
kohlenhydrat-freien Polypeptid 70F inkubiert wurden nahezu keine griine Fluores-
zenzfirbung auf. Erythrocyten die mit dem glucose-funktionalisierten Polypeptid

79F inkubiert wurden, weisen

Tabelle 7.1: Auszdhlung der Fluoreszenzanalyse dagegen eine leichte

(bei der Auszdhlung wurde nicht zwischen stark Fluoreszenzfirbung auf. Die
und schwach gefiarbten Zellen unterschieden)

mannose- und galactose-

. Anteil funktionalisierten Polypeptide

Glycopeptid Zucker )

gefirbter Zellen 78F bzw. 74F fiihren dagegen

70F 20% bei der Inkubation  mit

74F Galactose 93% Erythrocyten Zu einer

78F Mannose 100% deutlichen Fluoreszenzfarbung.

79F Glucose 67%

Die im Vergleich zu dem
kohlenhydrat-freien Polypeptide
70F starke Bindung der Glycopeptide 74F, 78F und 79F zeigt, dass die Bindung die-
ser Glycopeptide nicht auf unspezifischen Wechselwirkungen sondern auf der Erken-
nung der Glycopeptide durch Kohlenhydratrezeptoren (beispielsweise Lectinen) be-

ruht.

Die unterschiedlich starke Bindung der glucose-, mannose- und galactose-
funktionalisierten Polypeptide weist zudem auf eine kohlenhydratspezifische Erken-

nung der Glycopeptide durch die Erythrocyten hin.[''# 207 208]

Fiir eine genauere Analyse der Zuckerspezifitit der Wechselwirkungen zwischen Gly-
copeptiden und Erythrocytenmembran reichen die Daten jedoch nicht aus, da hierbei
weitere Faktoren wie die Blutgruppe oder die Zellform der Erythrocyten (Discocyten

oder Echinocythen) beriicksichtigt werden miissen.
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7.4  Zusammenfassung und Ausblick

Zunichst wurde eine cytotoxische Wirkung der Glycopeptide durch XTT Assays aus-
geschlossen. AnschlieBend wurden die spezifischen Bindungsfihigkeiten der fluores-
zenz-markierten Glycopeptide an Erythrocyten und T-Zellen mittels Fluoreszenzmik-

roskopie und Durchflusscytometrie untersucht.

Hierbei fiel besonders die starke Bindungsaffinitit des galactose-funktionalisierten
Polypeptids 74F zu T-Zellen ins Auge. Die mannose- und glucose-tragenden Polypep-
tide 75F und 76F zeigten, genau wie das kohlenhydrat-freie Polypeptid 70F, allenfalls
eine geringe Bindungsfihigkeit an T-Zellen. Die durchflusscytometrischen Analysen
ergaben aulerdem, dass fiir die Bindung des galactose-funktionalisierten Polypeptids

vermutlich ein Clustering der membranstindigen Rezeptoren erforderlich ist.

Bei den Bindungsstudien an Erythrocyten fiihrte das glucose-funktionalisierte Poly-
peptid 79F zu einer schwachen, die mannose- und galactose-funktionalisierten Poly-
peptide 78F und 74F zu einer starken Fluoreszenzfirbung der Erythrocyten. Im Ge-
gensatz dazu war bei dem kohlenhydrat-freien Polypeptid 70F keine Anbindung an
Erythrocyten feststellbar.

Die Unterschiede in den Bindungsaffinitidten sprechen fiir eine spezifische Erkennung
der an die Polypeptide gebundenen Kohlenhydrate durch Rezeptoren auf den Zell-

membranen sowohl der T-Zellen als auch der Erythrocyten.

Die synthetisierten Glycopeptide erfiillen damit die wichtigsten Grundvoraussetzun-
gen fiir eine spdtere biologische oder pharmakologische Anwendung. Zukiinftig ist
auch eine, zur Fluoreszenz-Markierung analoge, kovalente Bindung pharmakologi-
scher Wirkstoffe denkbar. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kann man bereits sa-
gen, dass die dargestellten Glycopeptide viel versprechende Kandidaten fiir eine zu-
kiinftige Anwendung im Bereich der gezielten Anfdarbung von Zellen und dem gerich-

teten Transport von pharmakologischen Wirkstoffen sind.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit behandelt die Synthese kohlenhydrat-
funktionalisierter Polypeptide fiir die multivalente Prisentation von Kohlenhydraten.
Die Darstellung dieser Glycopeptide erfolgte durch ringéffnende Polymerisation koh-
lenhydrat-funktionalisierter NCAs.

Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA  56a, Lys(AcsGIc(EO),NCS)-NCA  56b  und
Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢ wurden, ausgehend von den jeweiligen Zucker, iiber
eine sechsstufige Syntheseroute synthetisiert. Die Ankniipfung der Kohlenhydratmo-
lekiile an die e-Aminogruppe von L-Lysin erfolgte hierbei iiber Thioharnstoft-
Gruppen, die Uberfithrung der erhaltenen Lysinderivate in die entsprechenden NCAs

mit Dichlormethylmethylether.

Durch Kombination dieser mannose-, glucose- und galactose-funktionalisierten N-
Carboxyanhydride mit dem diethylenglycol-funktionalisierten Lysin-N-
carboxyanhydrid 43, gelang anschlieBend die direkte Synthese wasserldslicher Glyco-
peptide, ohne auf ionische Aminosdurereste zuriickzugreifen. Sowohl die (2,2’-
Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0)- als auch die triethylamin-initiierte Polymeri-
sation lieferte hierbei hochmolekulare (M = 30-130 kDa) statistische Copolypeptide,
deren Zusammensetzung sich durch die Zusammenstellung der polymerisierten NCA-
Gemische gut kontrollieren lies. Die zur Abspaltung der Schutzgruppen durchgefiihrte
Zemplén-Reaktion lieferte schlielich die nicht-ionischen wasserloslichen Glycopep-
tide 63E, 65E und 67E in quantitativer Ausbeute. Die dargestellten Glycopeptide wei-
sen eine o-helicale Struktur auf und sind in Wasser iliber einen breiten pH-Bereich
16slich, womit sie eine grundlegende Voraussetzung fiir eine biotechnologische An-

wendung erfiillen.

Durch die zusétzliche Verwendung des Cobausteins Ng-Trifluoracetyl-L-lysin gelang
dariiber hinaus auch die polymeranaloge Fluoreszenzmarkierung der synthetisierten

Glycopeptide.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden unterschiedliche basen- und sdurelabil geschiitz-
te NCAs polymerisiert um geeignete Polypeptide fiir die Herstellung von kohlenhyd-

rat-modifizierten Nanopartikeln zu synthetisieren.

Mit Hilfe der Emulsions-Diffusions-Verdampfungs-Technik gelang daraus die Dar-
stellung von sphérischen Nanopartikeln mit einem mittleren Durchmesser von 167-
189 nm. Die Ankniipfung von Kohlenhydraten an die Nanopartikeloberfliche war je-
doch nicht moglich, da die Nanopartikel bei der Abspaltung der Schutzgruppen zer-

stort wurden.

Dieses Problem konnte durch die Verwendung kohlenhydrat-funktionalisierter Poly-
peptide umgangen werden. So gelang es Nanopartikel aus den mannose-
funktionalisierten Triblockcopolypeptiden 57 und 58 darzustellen. Angesichts der ho-
hen Polydispersitidtsindices der erhaltenen Nanopartikel (Nano 7 und Nano 8) besteht
bei der Identifizierung geeigneter Glycopeptide jedoch noch Optimierungsbedarf. Er-
folgversprechend wére moglicherweise die Verwendung von hydrophoben statisti-
schen Glycopeptide oder Blockcopolypeptiden mit hydrophoben Phenylalanin-
Blocken.

SchlieBlich konnte in Durchflusscytometrie- und Fluoreszenz-Analysen gezeigt wer-
den, dass die synthetisierten fluoreszenz-markierten Glycopeptide zu kohlenhydrat-
spezifischen Bindungen mit T-Zellen und Erythrocyten fdhig sind. Hierbei fiel beson-
ders die starke Bindungsaffinitit des galactose-funktionalisierten Polypeptids 74F zu
T-Zellen ins Auge. Die Temperaturabhidngigkeit dieser molekularen Erkennung deutet
darauf hin, dass die polyvalente Bindung des galactose-funktionalisierten Polypeptids

ein Clustering der membranstdndigen Rezeptoren erfordert.

Da auBerdem eine cytotoxische Wirkung der Glycopeptide durch XTT Assays ausge-
schlossen werden konnte, erfiillen die synthetisierten Glycopeptide die wichtigsten

Grundvoraussetzungen fiir eine spétere biotechnologische Anwendung.

Abschlieend bleibt zu erwéhnen, dass die zur Darstellung der kohlenhydrat-

funktionalisierten NCAs 49 und 56a-c¢ erarbeitete Syntheseroute grundsitzlich auch
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fiir die Synthese von Lysin-NACs geeignet ist, die anstelle von Einfachzuckern mit
komplexeren Kohlenhydraten oder anderen biologischen Liganden funktionalisierten
sind. In Kombination mit dem, gegeniiber biologischen Rezeptormolekiilen inerten,
Baustein Lys(DEG)-NCA 43 eroffnet die vorgestellte Synthesestrategie den Zugang
zu einem breiten Spektrum von biologisch kompatiblen, gezielt funktionalisierten Po-
lypeptiden. In Analogie zu der erfolgreich durchgefiihrten kovalenten Fluoreszenz-
markierung ist dariiber hinaus auch eine kovalente Bindung pharmakologischer Wirk-

stoffe denkbar.

Auf der Grundlage der der vorliegenden Arbeit kann man daher sagen, dass die syn-
thetisierten Glycopeptide viel versprechende Kandidaten fiir eine zukiinftige Anwen-
dung im Bereich der gezielten Anfiarbung von Zellen und dem gerichteten Transport

pharmakologischer Wirkstoffe darstellen.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Feinchemikalien und Losemittel

Feinchemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Fluka, Lancaster, ABCR,
Acros Organics oder Riedel-deHaén, N,-Benzyloxycarbonyl-L-lysin wurde von der
Firma Aroz Technologies LLC (USA) erworben und ohne weitere Reinigung einge-
setzt. Losemittel fiir Synthesen wurden in technischer Reinheit eingesetzt. Absolutier-
te Losemittel wurden entweder in wasserfreier p. a. Qualitdt eingesetzt, oder iliber
gdngige Verfahren getrocknet und destilliert. Losemittel fiir spektroskopische Unter-
suchungen wurden in spektroskopischer Reinheit erworben. Puffer- und Nanopartikel-
Losungen wurden mit frisch entionisiertem Wasser (MilliQ-Qualitdt) angesetzt, das

iiber eine Simplicity Anlage der Firma Millipore Corp. erhalten wurde.

9.2 Methoden und Gerite

Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

NMR-Spektren wurden mit einem Spektrometer des Typs AVANCE 500 ('H: 500.27
MHz, "*C: 125.79 MHz) oder des Typs Magnet System 400 MHz Ultra shield plus
("H: 400.00 MHz) der Firma Bruker Biospin aufgenommen. Die Messtemperatur be-
trug 25°C. Zur Messung der Spektren wurden 10-30 mg der Substanz in 650-700 pl
Losemittel geldst. Polypeptide, die in den gdngigen NMR-Losemitteln nur méaBig 16s-

lich sind, wurden in Suspension gemessen.

Zur Kalibrierung der chemischen Verschiebung wurden die Signale der nicht vollstin-
dig deuterierten Losemittel verwendet.?*”) Fiir *C-Spektren in D,O wurde Acetonitril
als interner Standard zugegeben und das Signal des CH3-Kohlenstoffs (& = 1.32 ppm)

zur Kalibrierung herangezogen.

Die Rohdaten wurden mit der Software ACDLabs 7 (Version 7.11, Build: 15. Juli
2003) der Firma Advanced Chemistry Development Inc. ausgewertet. Die chemischen
Verschiebungen sind in parts per million (ppm) angegeben. Bei der Angabe der Mul-

tiplizititen in den 'H-NMR-Spektren wurde s fiir Singuletts, d fiir Dubletts, dd fiir
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Doppeldubletts, t fiir Tripletts, q fiir Quartetts und quin fiir Quintett verwendet. Uber-

lagernde Signale und Multipletts wurden mit m, breite Signale mit br gekennzeichnet.

Infrarotspektroskopie

Infrarotspektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Tensor 27 der Firma Bruker
Optik GmbH als Reflexionsspektren mit der GoldenGate-Micro-ATR-Technik aufge-
nommen. Zur Auswertung der Spektren wurde das Programm OPUS 4 (Version 4.2,

Build: 4.2.73) verwendet.

Massenspektrometrie (MS)

Alle ESI-Spektren wurden von der Firma magrochem mit einem Micromass ZQ-4000
Massenspektrometer der Firma Waters GmbH aus methanolischer Losung aufgenom-

men und mit der Software MassLynx (Version: 4.0 SP1) ausgewertet.

Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)

Massenmittel My, und Polydispersitit PD wurden mittels organischer GPC ermittelt. In
Abhédngigkeit von der Loslichkeit der Substanzen wurde entweder THF oder DMAc
als Losungsmittel verwendet. Die GPC-Messungen in THF erfolgten unter Einsatz
einer Reihenschaltung aus einer Vor-(MCX) und zweier Trennsdulen (MCX 10° und
MCX 10° der Firma Polymer Standard Service GmbH. Zur Detektion wurde ein PSS
SLD 7000 BI-MwA Lichtstreu-Detektor der Firma Polymer Standard Service GmbH,
ein LR40 Brechungsindex-Detektor der Firma VisoTek GmbH (Wellenlédnge: 670 nm)
und 2487 Dual A UV-Detektor der Firma Waters GmbH (Wellenldnge: 315 nm) ver-
wendet. Fiir die GPC-Messungen in DMAc wurde hingegen eine SDV Saule der Firma
Polymer Standard Service GmbH mit einer PartikelgréBe von 10° A gewihlt (Trennbe-
reich 1-1000 kDa). Zur Detektion diente hier nur ein RI-Detektor 2410 der Firma Wa-
ters. Die Molmassen wurden relativ zu Polystyrolstandards (M, = 1.62-1090 kDa) er-

mittelt.
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Diinnschichtchromatographie (DC)

Diinnschichtchromatograpische Untersuchungen wurden auf Fertigfolien der Firma
Macherey-Nagel & Co. (ALUGRAM SIL G/ UV254; Schichtdicke 0.25 mm) durchge-
fithrt. Die Verbindungen wurden direkt unter UV-Licht (A= 254 nm) oder durch Ein-
tauchen in eine schwefelsaure, ethanolische, Anisaldehyd-Losung (2:190:8) und an-

schlieBender Erwdarmung mit einem Heilluftfon sichtbar gemacht.

pH-Wert

pH-Wert-Messungen und Einstellungen erfolgten mit dem pH-Meter MP220 der Firma
Mettler-Toledo GmbH.

Kontinuierliche Ultrafiltration

Zur Ultrafiltration wurden die Polypeptide in Methanol geldst und mit dem etwa zehn-
fachen Volumen an Methanol gegen eine UF-C5 Membran der Firma Microdyn-Nadir
GmbH kontinuierlich filtriert (Membranmaterial: Regeneratcellulose, Ausschlussgren-
ze Herstellerangabe: 5 kDa). Als Riihrzellen dienten Filtrationszellen der Firma Berg-
hof GmbH. Der kontinuierliche Losungsmittelzufluss wurde mit einer Gamma/L Pum-

pe der Firma ProMinent Dosiertechnik GmbH geregelt (Druck < Sbar).

Bestimmung von Grofle und Oberflichenladung (C-Potential) bei Nanopartikeln

Die Bestimmung der GroBe und GroBenverteilung der Nanopartikel erfolgte durch
Photonenkorrelationsspektroskopie mit dem Zeta Sizer Nano-ZS der Firma Malvern
Instruments in wéssrigen Losungen mit einer Massenkonzentration von = 0.1 mg/ml.
Die Messung des (-Potentials wurde ebenfalls mit dem Zeta Sizer Nano-ZS in salzsau-
ren Losungen (pH = 2.5) mit einer Massenkonzentration von = 0.1 mg/ml durchge-
fiihrt. Zur Auswertung der Daten wurde die Software Zetasizer Software 6.01 verwen-

det.



122 9. Experimenteller Teil

Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy AFM)

Die Morphologie der Partikel wurde mittels AFM untersucht. Hierzu wurde ein Ras-
terkraftmikroskop von Typ Bioscope verwendet, dass mit einem Bioscope BS3-Z2-
Scankopf (Digital Instruments Inc./Veeco, Santa Barbara, California, USA), einem
Zeiss Axiovert und einem Nanoscope IV NS 4—Controller (Digital Instruments
Inc./Veeco, Santa Barbara, California, USA) ausgestattet war. Die Partikel wurden
unter Umgebungsbedingungen im Intermittierenden-Modus (Tapping-Mode) mittels
einer NSC-16-Messspitze (Mikromasch, San Jose, Californien, USA), mit einer Reso-
nanzfrequenz von 150-190 kHz und einer Federkonstante von ca. 40 N/m untersucht.
Die Proben wurden unverdiinnt auf Glimmer (INCI: Mica) aufgetragen und an der Luft
getrocknet. Zur Auswertung der Daten wurde die Software NanoScope SPM verwen-

det.

Durchflusscytometrie (FACS)

Die Fluoreszenzintensititen der zuvor mit Polymeren inkubierten T-Lymphozyten
wurden mit einem Durchflusscytometer des Typs FACSCalibur der Firma Becton Di-
ckinson gemessen. Dabei betrug die Exzitationswellenlinge 488 nm (luftgekiihlter
Argon-Laser). Das von den Zellen emittierte Licht wurde in einem Wellenldngen-
spektrum von 530 nm (+/- 15 nm) mit einem optischen FL1-Detektor detektiert. Die
Rohdaten wurden mit dem Programm BD CellQuest Pro (V 5.1.1) der Firma Becton

Dickinson ausgewertet.

Fluoreszenzmikrospopie

Die Fluoreszenzanalysen wurden an einem Mikroskop des Typs Eclipse TE 2000-E
der Firma Nikon durchgefiihrt. Als Lichtquelle diente das VisiChrome high speed Po-
lychromator System der FirmaVisitron Systems in Verbindung mit einem Exitations-
filter (450-490 nm) der Firma AHF. Die Detektion des Fluoreszenzlichts erfolgte mit
einer DCC Kamera, Model 512B der Firma Cascade Photometrics (USA), in Verbin-
dung mit dem Software Programm MetaVue der Firma MDS Analytical Technologies.
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9.3 Synthesen

9.3.1 Monomere

Die Synthese der a-Aminosdure-N-carboxyanhydride 6-13 erfolgte nach der Fuchs-
Farthing-Methode®"! durch die direkte Phosgenierung der jeweiligen geschiitzten L-
Aminosduren mit Triphosgen (Bis(trichlormethyl)carbonate) 5. Alle Reaktionen wur-
den in Anlehnung an die von CELINE GUILLERMAIN"* "3l und DREW S. POCHER**
publizierten Vorschriften durchgefiihrt. Da die Synthesebedingungen aller acht Reak-
tionen identisch waren, wird hier lediglich eine allgemeine Synthesevorschrift fiir ei-
nen 10 mmol Ansatz (bezogen auf die eingesetzte Aminosdure) angegeben. Im Rah-
men dieser Arbeit hat sich jedoch gezeigt, dass mit Hilfe dieser Synthesevorschrift

NCAs problemlos auch in kleineren oder groBeren Mengen hergestellt werden konnen.

Im Anschluss an die allgemeine Synthesevorschrift wird die Synthese des in dieser
Arbeit hdufig verwendeten N -Trifluoracetyl-L-lysin-N-carboxyanhydrids 6 ausfiihr-
lich beschrieben. Fiir die librigen NCAs werden nur gegebenenfalls zusétzlich durch-

gefiihrte Reinigungsschritte sowie die analytischen Daten angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir a-Aminosiure-/N-carboxyanhydride

10 mmol der entsprechenden geschiitzten a-Aminosdure werden unter Stickstoffatmo-
sphiare in 100 ml wasserfreiem THF gelost bzw. suspendiert und auf 65°C erwarmt.
Unter Stickstoffgegenstrom werden 4 mmol Triphosgen zugegeben. In einigen Féllen
bildet sich direkt nach der Zugabe des Triphosgens ein weiller Niederschlag, der sich
jedoch schnell wieder auflost. Die Reaktionslosung wird unter Riickfluss geriihrt. Zur
Entfernung des entstehenden Chlorwasserstoffs wird ein kontinuierlicher Schutzgas-
strom durch das Reaktionsgefdl geleitet. Falls sich die Aminosdure nach 1 h nicht
vollstindig gelost hat, wird eine zusidtzliche Spatelspitze Triphosgen zugegeben. Nach
3 h wird das Losemittel am Rotationsverdampfer abdestilliert und der erhaltene Riick-
stand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wird auf 0°C gekiihlt und mit
eiskalter wassriger Natriumchloridlosung, dreimal mit eiskalter wéssriger Natrium-
hydrogencarbonatlosung und noch einmal mit eiskalter wiassriger Natriumchloridlo-

sung gewaschen. Hierbei muss unbedingt ziigig gearbeitet werden. Die organische
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Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und auf 10 ml eingeengt. Diese Losung
tropft man zu 200 ml n-Hexan und riihrt 30 min bei 0°C nach. Um einen flockigen, gut
filtrierbaren Niederschlag zu erhalten, sollte das n-Hexan hierbei stark geriihrt werden
wihrend die NCA-Losung zugetropft wird. Andernfalls bildet sich héufig ein zdher
Niederschlag, der noch grofe Mengen des Losungsmittels enthdlt und an den Gefal3-
winden auskristallisiert. Zur vollstindigen Fillung wird das Gemisch anschlieBend 18
h bei -20°C ruhen gelassen. Das Produkt wird abgesaugt, mit viel n-Hexan gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Die so erhaltenen Produkte sind in der Regel NMR-
spektroskopisch rein. Zur weiteren Reinigung kénnen diese weillen Feststoffe noch
umkristallisiert werden. Ein universal einsetzbares Losemittel gibt es hierfiir jedoch
nicht. Die Ausbeuten der iiber die allgemeine Synthesevorschrift erhaltenen Produkte

sind in Tab. 9.1 zusammengefasst.

Tabelle 9.1: Ausbeute isolierter NCAs

NCA Aminoséure Schutzgruppe R Ausbeute
Lys(TFA)-NCA 6 L-Lysin TFA 80%
Lys(Z)-NCA 7 L-Lysin Z 85%
Lys(Boc)-NCA 8 L-Lysin Boc 56%
Glu(Bzl)-NCA 9 L-Glutaminsdure Benzyl 78%
Glu(#-Bu)-NCA 10 L-Glutaminsdure tert.-Butyl 71%
GIu(TCE)-NCA 11 L-Glutaminsdure Trichlorethyl 51%
Ala-NCA 12 L-Alanin --- 70%
GIn(Trt)-NCA 13 L-Glutamin Trityl 70%
0O 0] 0] 0
N4 HN H HN N
R~~~ 0 ) : o N ‘ o 0
‘N R” R
N T T HoC
@) ¢ O o] O O
6/7/8 9/10/11 13 12
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Ne-Trifluoracetyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid (TFA-Lys-NCA) 6

@)
. I
z

oA Ao

2.4 g (10 mmol) N,-Trifluoracetyl-L-lysin werden unter Stickstoffatmosphédre in 100
ml wasserfreiem THF suspendiert und auf 65°C erwédrmt. Unter Stickstoffgegenstrom
werden 1.2 g (4.0 mmol) Triphosgen zugegeben. Der entstehende weille Niederschlag
16st sich schnell wieder auf und die klare Reaktionslosung wird 3 h unter Riickfluss
und Stickstoffstrom geriihrt. AnschlieBend wird das THF am Rotationsverdampfer ab-
destilliert. Der erhaltene Riickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und zii-
gig mit eiskalter wéssriger Natriumchloridlésung, dreimal mit eiskalter wéssriger
Natriumhydrogencarbonatlosung und noch einmal mit eiskalter wissriger Natrium-
chloridlésung gewaschen. Die organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrock-
net und auf 10 ml eingeengt. Diese Losung tropft man zu 200 ml stark geriihrtem n-
Hexan und riihrt 30 min bei 0°C nach. Zur vollstindigen Fallung wird das Gemisch 18
h bei -20°C ruhen gelassen. Das Produkt wird abgesaugt, mit n-Hexan gewaschen und

im Vakuum getrocknet. Man erhilt das Produkt als weilen pulvrigen Feststoff.
Ausbeute:  2.15 g (8.0 mmol)
80% (bezogen auf N,-Trilfuoracetyl-L-lysin)

'"H-NMR:  &/ppm (DMSO-ds) = 1.23-1.41 (m, 2H, d); 1.49 (quin, *Jy.y = 7.27 Hz,
2H, ¢); 1.61-1.79 (m, 2H, c); 3.16 (q, *Juu = 6.64 Hz, 2H, ); 4.42 (t,
3Jun = 5.27 Hz, 1H, b); 9.07 (s, 1H, a-NH); 9.36 (s-Br, 1H, ¢-NH)

BC-NMR:  &/ppm (DMSO-dg) = 21.58 (d); 27.64 (¢); 30.52 (c); 38.82 (©); 56.94 (b);
115.96 (q, 'Je.r = 288.0 Hz 2); 151.94 (2); 155.64/155.99/156.35/156.71
(1); 171.58 (2)
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IR(ATR): Viem™! = 1166 (s); 1257 (s); 1297 (m); 1313 (m); 1377 (m); 1476 (w);
1547 (S, 8N-H); 1692 (S, Vc=0 Amid); 1762 (S, Vc=0 Anhydrid); 1807 (S, V(C=0 An-
hydrid); 2955 (m), 3316 (S)

Ne-Benzyloxycarbonyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(Z)-NCA) 7

Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.
Ausbeute:  2.60 g (8.5 mmol)
85% (bezogen auf N.-Benzyloxycarbonyl-L-lysin)

"H-NMR: d/ppm (DMSO-d¢) = 1.25-1.42 (m, 4H, d/e¢); 1.61-1.75 (m, 2H, ¢); 2.98
(q, *Ju.u = 6.53 Hz, 2H, ©); 4.41 (t, *Juu = 5.77 Hz, 1H, b); 5.00 (s, 2H,
); 7.23 (t-br, *Jy.y = 5.52 Hz, 1H, &-NH); 7.27-7.38 (m, 5H, 4/5/6);

9.05 (s-br, 1H, a-NH)

BC.NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 21.56 (d); 28.74 (¢); 30.60 (¢c); 39.92 (©); 56.97 (b);
65.10 (2) 127.67/127.70/128.31 (4/5/6); 137.23 (3); 151.93 (2); 156.07
(1); 171.61 (2)

IR(ATR):  ¥/cm™ = 1138 (s); 1247 (s); 1286 (m); 1341 (w); 1369 (m); 1454 (m);

1529 (s, dn-n); 1686 (S, Ve=0 Urethan); 1772 (S, Vc=0 Anhydrid); 1805 (s, vc=o
Anhydrid); 1849 (s); 2865 (m); 2938 (m); 3337 (s)
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Ne-tert.-Butyloxycarbonyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(Boc)-NCA) 8

0
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Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.
Ausbeute:  1.52 g (5.6 mmol)
56% (bezogen auf N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-lysin)

'"H-NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 1.15-1.40 (m, 4H, d/c); 1.36 (s, 9H, 3); 1.58-1.75
(m, 2H, ¢); 2.88 (q, *Ju.u = 6.52 Hz, 2H, f); 4.42 (dd, *Jiu = 7.15 Hz/
3Jin = 5.14 Hz 1H, b); 6.75 (t-br, *Ju.y = 5.27 Hz, 1H, &-NH); 9.04 (s-
br, 1H, o-NH)

BC.NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 21.56 (d); 28.21 (3); 28.83 (¢); 30.60 (c); 39.71 ();
56.98 (b); 77.21 (2); 151.92 (2); 155.44 (1); 171.60 (2)

IR(ATR): 7 /em™ = 1248 (s); 1345 (m); 1380 (m); 1455 (m); 1525 (s, dx.n); 1650
(S, Vc=0 Urethan); 1768 (8, Vc=0 Anhydrid); 1806 (S, Vc=0 Anhydrid); 2867 (m);

2935 (m); 3335 (s)

v-Benzyl-L-glutaminsiure-/N-carboxyanhydrid (Glu(Bzl)-NCA) 9

O
HN
@o AP
\H/\\
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Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.

Ausbeute:  2.10 g (7.8 mmol)
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78% (bezogen auf L-Glutaminsédure-y-benzylester)

'H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 2.03-2.15 (m, 1H, c); 2.21-2.29 (m, 1H,

); 2.57 (t,

3T = 7.03 Hz, 2H, d); 4.37 (t, *Jun = 5.52 Hz, 1H, b); 5.12 (s, 2H, 1);

6.76 (s-br, 1H, a-NH); 7.30-7.38 (m, 5H, 3/4/5)

BC-NMR:  &/ppm (CDCl;) = 26.80 (c); 29.64 (d); 56.82 (b); 67.02 (1);
128.28/128.51/128.65 (3/4/5); 139.21 (2); 152.04 (); 169.40 (¢); 172.31

(2)

IR(ATR): V/em™! = 1185 (s); 1197 (s); 1254 (s); 1284 (w); 1313 (m); 1340 (m);
1362 (m); 1388 (m); 1447 (m); 1496 (m); 1583 (w); 1606 (w); 1703 (s,
Ve=0 Ester); 1775 (S, Vc=0 Annhydrid); 1843 (8, V=0 Anhydria); 1866 (m); 2936

(w); 3251 (s)

y-tert.-Butyl-L-glutaminsaure-N-carboxyanhydrid (Glu(z-Bu)-NCA) 10

O
HN
0 Lo
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Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.

Ausbeute:  1.60 g (7.1 mmol)

71% (bezogen auf L-Glutaminsédure-y-tert.-butylester)

'H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 1.43 (s, 9H, 2); 2.01-2.10 (m, 1H, c); 2.18-2.26 (m,
1H, ¢*); 2.44 (t, *Jiy = 7.03 Hz, 2H, d); 4.38 (m, 1H, b); 6.79 (s-br, 1H,

o-NH);

BC.NMR:  8/ppm (CDCly) = 26.94 (¢); 27.97 (2); 30.95 (d); 57.09 (b); 81.83 (1);

151.98 (1); 169.56 (¢); 171.90 (2)
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IR(ATR): Viem™! = 1156 (s); 1245 (s); 1284 (s); 1310 (m); 1335 (m); 1370 (m);
1394 (w); 1413 (w); 1455 (m); 1696 (S, vc=0 Ester); 1791 (S, Vc=0 Anhydrid);
1834 (w); 1859 (s, Vc=0 Anhydrid); 2985 (m); 3350 (s)

Alanin-N-carboxyanhydrid (Ala-NCA) 12

0

HN
)

H,C"
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Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.
Ausbeute:  0.80 g (7.0 mmol)
70% (bezogen auf L-Alanin)

'"H-NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 1.33 (d, *Jiu = 7.03 Hz, 3H, ¢); 4.46 (q, “Jun =
7.03 Hz, 1H, b); 8.98 (s-br, 1H, NH);

BC-NMR:  &/ppm (DMSO-dg) = 16.77(c); 52.81 (b); 151.68 (d); 172.49 (a)
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v-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutaminsiure Hydrotosylat 2

Die Synthese von 2 erfolgte in Anlehnung an eine von KAZUNORI ISHIKAWA und TA-

KESHI ENDO verdffentlichten Vorschrift.['4]

10 g (68 mmol) L-Glutaminsdure, 12 g (80 mmol) 2,2,2-Trichlorethanol und 19,4 g
(102 mmol) para-Toluolsulfonsdure Monohydrat werden in 130 ml Toluol suspendiert
und 6 h bei 140°C am Wasserabscheider geriihrt. Zur Abtrennung noch ungeldster
Feststoffe wird die Reaktionslésung heill durch einen vorgeheizten Biichnertrichter
filtriert. Man lasst das Filtrat abkiihlen und féllt das Produkt in 800 ml Diethylether.
Der Niederschlag wird abgesaugt, mit 600 ml Diethylether gewaschen und im Vakuum

getrocknet. Auf diese Weise erhdlt man 38 als weillen pulverformigen Feststoff.
Ausbeute:  21.05 g (46.7 mmol)

69% (bezogen auf L-Glutaminséure)
"H-NMR:  &/ppm (DMSO-dg) = 1.94-2.17 (m, 2H, ¢); 2.28 (s, 3H, 5); 2.32-2.83 (m,

2H, d); 3.98 (t, Ty = 6.28 Hz, 1H, b); 4.85-4.92 (m, 2H, 1); 7.11 (m,
2H, 3); 7.41 (m, 2H, 2); 8.26 (s-br, 3H, a.-NH;)

BC-NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 20.77 (5); 24.94 (c); 29.08 (d); 51.12 (b); 73.23 (D);
95.18 (2); 125.47 (2); 128.06 (3); 137.71 (4); 145.51 (1); 170.38 (a);
170.47 (¢)

IR(ATR): P/em™ = 1111 (m); 1187 (m); 1230 (m); 1251 (m); 1282 (w); 1308 (m);
1373 (m); 1447 (m); 1545 (m, vc=c); 1652 (m, vc=c); 1742 (s, Vc=0 Siure);
1793 (s, Vc=0 Ester); 1848 (m); 2961 (w); 3168 (m); 3271 (s)
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Molmasse: 276.97 g/mol

MS(ESI):  m/z (MeOH) = 277.95 [M-OTos]"

v-(2,2,2-Trichlorethy)-L-glutaminsiure-/N-carboxyanhydrid (Glu(TCE)-NCA) 11

s HN
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Die Darstellung erfolgt liber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123. Zur wei-

teren Reinigung wird das Produkt zweimal aus 1,2-Dichlorethan umkristallisiert.

Ausbeute:  1.55 g (5.1 mmol)
51% (bezogen auf 2)

'"H-NMR:  &/ppm (DMSO-dg) = 2.16-2.25 (m, 1H, ¢); 2.28-2.37 (m, 1H, ¢’); 2.72 (t,
Tyn = 7.03 Hz, 2H, d); 4.46 (t, *Ju.y = 6.78 Hz, 1H, b); 4.77 (s, 2H, 1);
6.46 (s-br, 1H, a-NH)

BC-NMR:  8/ppm (DMSO-dg) = 26.63 (c); 29.25 (d); 56.62 (b); 74.24 (1); 94.48 (2);
152.01 (¥); 169.03 (¢); 170.78 (2)

IR(ATR): P/em™ = 1111 (m);1187 (m); 1207 (w); 1230 (m); 1250 (m); 1282 (m);
1329 (m); 1372 (w); 1417 (w); 1447 (m); 1526 (w); 1739 (s, Vc=0 Ester);
1792 (S, Vc=0 Anhydrid); 1847 (m, vc—o Annydrid); 2960 (s); 3167 (m); 3253
(m)
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Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin (GIn(Trt)-OH) 4

Die selektive Entschiitzung des Ny-Fluorenylmethoxycarbonyl-Ns-triphenylmethyl-L-

glutamins (Fmoc-GIn(Trt)-OH) 3 erfolgte nach einer literaturbekannten Methode.

146]

[145,

5 g (8.2 mmol) Fmoc-GIn(Trt)-OH 3 werden in 50 ml wassserfreiem DMF geldst, mit

10 ml Piperidin versetzt und 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung

wird am Rotationsverdampfer auf 10 ml eingeengt und das Produkt in 300 ml Diethyl-

ether ausgeféllt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit 500 ml Diethylether gewa-

schen. Man erhilt das Produkt 4 als weilles Pulver.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

Molmasse:

MS(ESI):

3.17 g (8.2 mmol)
100% (bezogen auf 3)

&/ppm (DMSO-dg) = 1.70-1.89 (m, 2H, c¢); 2.32-2.46 (m, 2H, d); 3.11 (¢,
3T = 6.53 Hz, 1H, b); 7.16-7.27 (m, 15H, 3/4/5); 7.70 (s-br, 1H, a-
NH); 8.99 (s, 1H, 6-NH)

d/ppm (DMSO-de) = 27.51 (¢); 32.89 (d); 53.54 (b); 69.18 (1); 126.26
(5); 127.41 (3); 128.48 (4); 144.95 (2); 170.24/171.72 (a/e)

7 /em™ = 1080 (w); 1115 (w); 1258 (w); 1289 (w); 1327 (m); 1381 (m);
1445 (m); 1490 (m); 1518 (s, On-= Amid); 1595 (m, On-r amin); 1649 (s,
V=0 Amid); 2360 (m); 3028 (m); 3255 (m)

388.46 g/mol

m/z (MeOH) = 387.31 [M-H]
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Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin-/N-carboxyanhydrid (GIn(Trt)-NCA) 13
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O
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Die Darstellung erfolgt iiber die allgemeine Synthesevorschrift auf Seite 123.
Ausbeute:  2.88 g (6.9 mmol)
70% (bezogen auf 4)

'H-NMR:  8/ppm (DMSO-ds) = 1.76-1.94 (m, 2H, ¢); 2.32-2.47 (m, 2H, d); 4.33 (t,
i = 6.78 Hz, 1H, b); 7.15-7.28 (m, 15H, 3/4/5); 8.66 (s, 1H, 8- NH);
9.02 (s, 1H, a-NH)

BC-NMR:  &/ppm (DMSO-ds) = 26.85 (¢); 30.77 (d); 56.42 (b); 69.28 (1); 126.35
(5); 127.47 (3); 128.48 (4); 144.79 (2); 151.86 (1); 170.59/171.38 (a/e)
IR(ATR): P/em™ = 1105 (s); 1186 (w); 1214 (w); 1253 (w); 1278 (w); 1358 (w);

1446 (m), 1490 (S); 1597 (W), 1662 (S, Vc=0 Amid); 1779 (S, Vc=0 Anhydrid);
1853 (m, Vc=0 Anhydrid); 2931 (W), 3057 (W), 3304 (m)

Ne-Benzyliden-L-lysin 37

Die Synthese wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von YUNGUI PENG und TAO YE

durchgefiihrt.!'®]
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50 g (274 mmol) L-Lysin Monohydrochlorid werden in 140 ml 2 M wissriger Li-
thiumhydroxidlosung geldst und mit einem Kryostaten auf 0°C gekiihlt. Man tropft 30
ml (297 mmol) Benzaldehyd langsam zu und riihrt die erhaltene Emulsion mit Hilfe
eines KPG-Riihrers 4 h bei 0°C. Die durch den gebildeten weillen Niederschlag breii-
ge Suspension wird noch 45 min bei 4°C nachgeriihrt und anschlieBend mit 250 ml
kaltem Ethanol verdiinnt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit 100 ml kaltem
Ethanol gewaschen. Das Produkt wird in 250 ml kaltem Ethanol resuspendiert, erneut
abgesaugt und mit 500 ml kaltem Ethanol gewaschen. Man erhélt 37 in Form eines

weillen Feststoffs.
Ausbeute:  26.5 g (113 mmol)
42% (bezogen auf L-Lysin Monohydrochlorid)

'H-NMR:  8/ppm (D,0) = 1.16-1.56 (m, 6H, c/d/c); 3.11 (m, 2H, 1); 3.35 (t, Ty =
6.78, b); 7.09-7.51 (m, SH, 3/4/5); 7.98 (s, 1H, 1)

BC-NMR:  &/ppm (D,0) = 22.94 (d); 29.08 (¢); 31.64 (c); 55.80 (b); 60.12 (D);
127.87/128.54/130.75 (3/4/5); 135.04 (2); 162.66 (1); 183.20 (2)

Ng-Benzyloxycarbonyl-L-lysin (Z-Lys-OH) 38

Die Synthese von 38 erfolgte in Anlehnung an eine von AIMEE BENCE und PETER

CROOKS verdffentlichte Vorschrift zur regioselektiven Schiitzung von Lysin.!'®*

25 g (106 mmol) 37 werden in einem Gemisch aus 50 ml 1 M wiéssriger Natrium-

hydroxidlosung und 50 ml Ethanol geldst und mit einem Eis/Kochsalz-Bad auf -20°C
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gekiihlt. 15.6 ml (106 mmol) eiskalter Chlorameisensdurebenzylester werden zusam-
men mit 154 ml eines vorgekiihlten Gemisches aus 1 M wéssriger Natriumhydroxidlo-
sung und Ethanol im Verhéltnis (v/v) 2.5 : 1 iiber einen Zeitraum von 1 h portionswei-
se zugegeben. Nachdem das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwdrmt ist, gibt
man 22 ml konzentrierte Salzsdure zu und rithrt 10 min nach. Es bildet sich ein weiler
Niederschlag. Die Suspension wird 5 min bei 50°C geriihrt und anschlieend am Rota-
tionsverdampfer auf 100 ml eingeengt. Nachdem der pH-Wert mit 1 M wissriger
Natriumhydroxidlosung auf pH = 6.2 eingestellt ist, wird die nun fast klare Losung
filtriert und zweimal mit je 100 ml Diethylether gewaschen. Die wissrige Phase wird

gefriergetrocknet und man erhélt 38 als weilles Pulver.
Ausbeute:  13.46 g (48 mmol)
45% (bezogen auf 37)

'"H-NMR:  &/ppm (Methanol-ds) = 1.35-1.80 (m, 6H, c/d/c); 3.09 (t, *Jy.y = 6.78,
2H, f); 3.99-4.03 (m, 1H, b); 5.03-5.08 (m, 1H, h); 7.24-7.36 (m, 5H,
/k/1)

BC-NMR: &/ppm (Methanol-ds) = 23.96 (d); 30.58 (¢); 33.80 (c); 41.63 (f); 57.60
(b); 67.38 (h); 128.77/128.91/129.42 (j/k/1); 138.35 (i); 158.20 (2);
179.51 (a)

IR(ATR): V/em! = 1048 (m); 1130 (w); 1243 (s); 1341 (w); 1407 (m); 1454 (w);
1517 (S, 8N-H Urethan); 1588 (S, 6N-H Amin); 1689 (S, Vc=0 Urethan); 2935 (m),
3033 (w); 3286 (m)
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N-{2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]acetyl}-oxysuccinimid 41
O
\o/\/o\/\owoﬁ
0]
O

30 g (0.168 mol) 2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]essigsdure und 22.5 g (0.195 mol)
NHS werden in 900 ml THF geldst und mit einem Eisbad gekiihlt. Zu dieser Losung
gibt man 36 g (0.174 mol) DCC und riihrt 30 min bei 0°C. Hierbei bildet sich nach
kurzer Zeit ein weiBler Niederschlag. Das Reaktionsgemisch wird fiir 20 h in den
Kiihlschrank (4°C) gestellt. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird abgesaugt
und das Filtrat auf 30 ml eingeengt. Die Losung wird wegen des ausfallenden Nieder-
schlags erneut filtriert und anschlieBend am Rotationsverdampfer vom restlichen Lo-
semittel befreit. Das 6lige Produkt wird mit 30 ml THF verdiinnt und fiir 2 h auf 4°C
gekiihlt. Man filtriert iiber Celite und spiilt mit wenig THF nach. Dieser Vorgang wird
so oft wiederholt, bis sich beim Abkiihlen kein Niederschlag mehr bildet. Nach der
Trocknung im Vakuum erhilt man das Produkt 41 als blassgelbes Ol.

Ausbeute:  43.82 g (0.159 mol)
95% (bezogen auf 2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]essigsidure)

'H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 2.81 (s-br, 4H, b); 3.34 (s, 3H, 7); 3.50-3.53 (m, 2H,
); 3.60-3.62 (m, 2H, 5); 3.65-3.68 (m, 2H, 4); 3.76-3.78 (m, 2H, 2);
4.48 (s, 2H, 2)

BC-NMR:  &/ppm (CDCls) = 25.47 (b); 58.93 (7); 66.41 (2); 70.47 (4/5); 71.23 (3);
71.77 (6); 165.93 (1); 168.73 (2)

IR(ATR): V/em™! = 1065 (s, ve.o.c); 1198 (s, veo-o-c); 1250 (w); 1297 (w); 1355
(m); 1429 (w); 1455 (w); 1531 (w); 1732 (s, vc=0); 1784 (m vc=0 suc-
cinimid); 1817 (m’ Vc=0 Succinimid); 2881 (S)
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Ny-Benzyloxycarbonyl-NV¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin 42

@)

PN

HN" 0

O
/O\/\O/\/OQkN/\/\/\H/OH
H
(@]

20 g (71. 3 mmol) Z-Lys-OH 38 werden in einer Lésung von 8.6 g (102 mmol) Natri-
umcarbonat in 300 ml Wasser suspendiert. Durch Zugabe von 200 ml THF wird die
Aminosédure gelost. Hierbei ist eine leichte Gasentwicklung erkennbar. Man stellt die
Temperatur der Losung mit einem Wasserbad auf 20°C ein und gibt 21.6 g (78.5
mmol) N-{2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxyJacetyl}-oxysuccinimid 41 geldst in 150 ml
THF zu. Die Losung erwdrmt sich unter Gasentwicklung auf 25°C. Nach 2 h Riihren
bei 20°C wird das THF am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die wissrige Losung
wird mit Essigsdure auf pH 4 angesduert und dreimal mit je 200 ml Ethylacetat extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit wissriger Natriumchloridldosung
gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Lo-
semittel befreit. Der erhaltene weille Feststoff wird aus einem Gemisch aus Diethy-
lether und Methanol im Verhéltnis (v/v) 1:1 umkristallisiert. Man erhdlt das Produkt
42 als farblose Kristalle.

Ausbeute:  18.48 g (55,6 mmol)
78% (bezogen auf 38)
DC: R¢=0.15 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

'H-NMR:  &/ppm (CDCl3) = 1.29-1.61 (m, 4H, d/c); 1.72-1.90 (m, 2H, ¢); 3.28 (q-
br, Juu = 6.28 Hz, 2H, ©); 3.35 (s, 3H, 7); 3.53-3.56 (m, 2H, 6); 3.62-
3.66 (m, 6H, 3/4/5); 3.97 (m, 2H, 2); 4.36 (q, Jun = 6.52 Hz, 1H, b);
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5.68 (m, 2H, h); 5.71 (d-br, *Jy.x = 8.03 Hz, 2H, a-NH); 7.18 (t-br, *Jy.
u=5.77 Hz, 1H, e-NH); 7.26-7.33 (m, 5H, {/k/1)

BC-NMR: &/ppm (CDCl3) = 21.83 (d); 28.47 (¢); 31.39 (c); 38.17 (©); 53.50 (b);
58.83 (7); 66.82 (h); 69.99 (2); 70.05/70.77 (3/4); 70.26 (5); 71.64 (0);
128.02/128.08/128.45 (j/k/1); 136.29 (1); 156.04 (g); 170.70 (1); 174.24
(2)

IR(ATR): 7/em™ = 1038 (m); 1092 (s, ve.o-c); 1110 (w); 1133 (w); 1162 (w); 1177
(w); 1215 (m, vco-o-c); 1233 (m); 1268 (m); 1290 (m); 1312 (w); 1344
(m); 1372 (w); 1427 (m); 1464 (m); 1540 (S, ON-H Urethan); 1617 (S, On-n
Amid); 1712 (s, ve=0); 2888 (m); 2927 (m); 3066 (w); 3301 (s)

Molmasse: 440.49 g/mol

MS(ESI):  m/z (MeOH) = 463.08/463.21 [M+Na]"; 439.22 [M-H]; 475.12 [M+CI]

Ne-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(DEG)-NCA) 43

HN

O
/O\/\O/\/O\)LN/\/\\\"
H

o I,

Zu einer Losung von 10 g (22.7 mmol) 42 in 180 ml wasserfreiem Dichlormethan gibt
man unter Stickstoffatmosphéire 3 ml (33.2 mmol) Dichlormethylmethylether. Das Re-
aktionsgemisch wird 26 h unter Riickfluss geriihrt, wobei nach 20 h weitere 0.5 ml
(5.5 mmol) Dichlormethylmethylether zugegeben werden. Das Losemittel wird am
Rotationsverdampfer abdestilliert, das 6lige Rohprodukt in 50 ml wasserfreiem THF
aufgenommen und mit 30 ml n-Hexan verdiinnt. Hierdurch bildet sich ein Zweipha-
sensystem. Man trennt die untere gelbe Phase ab, versetzt den Uberstand mit weiteren
20 ml n-Hexan und kiihlt die Losung fiir 18 h auf -20°C. Das auskristallisierte Produkt
wird abgesaugt, mit wenig n-Hexan gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Man

erhdlt 43 in Form farbloser nadelférmiger Kristalle.
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Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

Molmasse:

MS(ESI):

5.54 g (16.7 mmol)
74% (bezogen auf 42)

8/ppm (CDCls) = 1.41-1.49 (m, 2H, d); 1.54-1.62 (m, 2H, ¢); 1.75-1.84
(m, 1H, ¢); 1.93-2.01 (m, 1H, ¢’); 3.28 (q, *Juu = 6.53 Hz, 2H, f); 3.35
(s, 3H, 7); 3.54-3.56 (m, 2H, 6); 3.61-3.69 (m, 6H, 3/4/5); 3.98 (m, 2H,
); 4.27 (dd, *Jyu = 7.03 Hz/ *Juw = 4.52 Hz, 1H, b); 7.32 (t-br, *Jyu =
5.52 Hz, 1H, &-NH); 7.77 (m, 1H, a-NH)

O/ppm (CDCls) = 21.29 (d); 28.32 (e); 30.67 (c); 37.82 (1); 57.42 (b);
58.81 (7); 69.96 (2); 70.02/70.33/70.98 (3/4/5); 71.65 (6); 152.25 (2);
170.41 (1); 170.90 (2a)

P/em™! = 1040 (m); 1096 (s, ve.o-c); 1187 (w); 1200 (w); 1278 (m);
1303 (m); 1346 (m); 1439 (m); 1466 (m); 1557 (m); 1639 (s, vc=0 Amid);
1775 (S, Vc=0 Anhydrid); 1829 (w); 1847 (m, vc=0 anhydrid); 2866 (s); 2927
(m); 3097 (s); 3329 (s)

332.35 g/mol

m/z (MeOH) = 333.26 [M+H]"; 355.23 [M+Na]’; 331.18/332.25 [M-H];
367.25 [M+CI]
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1,2,3,4,6-Penta-0-acetyl-D-mannopyranose 45a

OAc

AcO' - OAc

AcO OAc

10 g (55.5 mmol) D-(+)-Mannose 44a werden in einem Gemisch aus 80 ml Pyridin und
80 ml Essigsdureanhydrid geldst und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 1 d zeigt die
Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, He-

xan/Ethylacetat 1:1), dass die Mannose vollstindig umgesetzt ist.

Die Losung wird langsam auf 400 ml Eiswasser gegossen und der ausfallende Nieder-
schlag dreimal mit je 200 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird
dreimal nacheinander mit je 100 ml 2 M Salzsdure, dreimal mit je 150 ml geséittigter
wissriger Natriumhydrogencarbonatldsung und zweimal mit je 200 ml geséttigter Nat-
riumchloridlosung gewaschen. Anschlieend wird das Produkt iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losemittel befreit. Nach der Trocknung
im Vakuum erhdlt man einen kompakten Feststoff, der innerhalb einiger Monate lang-

sam auskristallisiert.
Ausbeute:  19.46 g (50 mmol)

90% (bezogen auf die eingesetzte Mannose 44a)
DC: R¢=0.33 (Ethylacetat/Hexan 1:1)

'"H-NMR:  8/ppm (CDCls) = 1.97/1.97/2.02/2.06/2.06/2.13/2.14/2.18 (8xs, 15H, s-
CHs); 3.75-3.80 (m, 0.32H, B-5); 4.00-4.13 (m, 1,68H, o-5/a-6/B-0);
4.22-4.29 (m, 1H, o-6"/B-6"); 5.10 (dd, *Jy.y = 10.04 Hz/ *Jyy = 3.26
Hz, 0.32H, B-3); 5.22-5.32 (m, 2.36H, a-2/a-3/a-4/B-4); 5.45 (dd, *Jy.qu
=3.26 Hz/ *Jy.y = 1.00 Hz, B-2); 5.83 (d, *Jy.y = 1.26 Hz, 0.32H, B-1);
6.05 (d, *Jy.n = 1.75 Hz, 0.68H, a-1)
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BC-NMR:

8/ppm (CDCl3) = 20.44/20.54/20.57/20.61/20.67/20.77 (s-CHs); 62.00
(B-6); 62.04 (a-6); 65.36 (B-4); 65.49 (a-4); 68.12 (B-2); 68.27 (a-2);
68.67 (a-3); 70.55 (a-5); 70.57 (B-3); 73.22 (B-5); 90.36 (B-1); 90.54
(a-1);
167.97/168.27/168.44/168.48/168.64/169.69/169.77/170.10/170.53  (s-
C=0)

1,2,3,4,6-Penta-0O-acetyl-D-glucopyranose 45b

Die Darstellung erfolgt iiber die fiir 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose for-

mulierte Synthesevorschrift auf Seite 140.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

19.25 g (49.3 mmol)
89% (bezogen auf die eingesetzte Glucose 44b)
R¢=0.33 (Ethylacetat/Hexan 1:1)

8/ppm (CDCl3) = 1.99/1.99/2.00/2.01/2.02/2.06/2.07/2.09/2.16 (9xs,
15H, s-CH;); 3.80-3.84 (m, 0.27H, B-5); 4.05-4.11 (m, 1.73H, a-5/a-
/B-6); 4.22-4.29 (m, 1H, a-6/B-6"); 5.05-5-14 (m, 2H,0-2/p-2/0-4/p-
); 5.23 (t, Ty = 9.79 Hz, 0.27H, B-3); 5.45 (t, *Jy.y = 9.54 Hz,
0.73H, a-3); 5.69 (d, *Jy.y = 8.28 Hz, 0.27H, B-1); 6.30 (d, *Jy.u = 3.76
Hz, 0.73H, a-1)

8/ppm (CDCl3) = 20.41/20.52/20.62/20.65/20.77/20.84 (s-CH3); 61.38
(a-6/B-6); 67.67 (B-4); 67.81 (a-4); 69.12 (a-2); 69.76 (a-3/a-5); 70.15
(B-2); 70.65 (B-5); 72.72 (B-3); 89.00 (a-1); 91.63 (B-1);
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168.72/168.92/169.21/169.35/169.61/170.06/170.19/170.57/170.59  (s-
C=0)

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-brom-a-D-mannose 46

OAc

AcOr- ~1Br

AcO OAc

14 g (35.9 mmol)1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose werden bei 0°C in 60 ml
einer 33 Gew.% Ldsung von HBr in Essigsdure gelost und 3 h bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionslosung auf 500 ml Eiswasser gegossen und
zweimal mit je 200 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
werden mit Wasser, zweimal mit wéssriger Natriumhydrogencarbonatlosung und noch
einmal mit Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer vom Losemittel befreit. Nach der Trocknung im Vakuum erhidlt man ein

hochviskoses farbloses Ol, das glasartig erstarrt.
Ausbeute:  13.73 g (33.4 mmol)

93% (bezogen auf 45a)
DC: R¢=0.43 (Ethylacetat/Hexan 1:1)

'"H-NMR:  &/ppm (CDCl3) = 2.00/2.07/2.09/2.17 (4xs, 4x3H, s-CH3); 4.13 (dd, *Jy.u
= 12.30 Hz/ *Jy.u = 2.26 Hz, 1H, 6); 4.19-4.24 (m, 1H, 5); 4.32 (dd, *Ju.
n=12.30 Hz/ *Jy.n = 5.02 Hz, 1H, 6°); 5.36 (t, *Jiu = 10.04 Hz, 1H, 4);
5.44 (dd, *Jy.y = 3.51 Hz/ *Jyu = 1.76 Hz, 1H, 2); 5.71 (dd, *Jypu =
10.04 Hz/ *Jy.y = 3.51 Hz, 1H, 3); 6.29 (d, *Jy.u = 1.26 Hz, 1H, 1)
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BC-NMR:  &/ppm (CDCl3) = 20.50/20.57/20.60/20.69 (s-CHs); 61.40 (6); 65.28 (4);
67.89 (3); 72.09 (2); 72.80 (5); 83.03 (1); 169.48/169.50/169.61/170.43
(s-CHa)

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-isothiocyanato-o-D-mannose 47

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von DAVIDE PROSPERI und GIOVANNI RUS-

SO durchgefiihrt.!'®”]

12.3 g (33.3 mmol) Tetrabutylammoniumiodid und 6.5 g (66.9 mmol) Kaliumrhodanid
werden unter Stickstoffatmosphire in 300 ml {iber Molekularsieb 4 A getrocknetem
Acetonitril geldst und mit 50 g gepulvertem Molekularsieb 4 A versetzt. Zu dieser
Suspension tropft man langsam eine Losung von 13.7 g (33.3 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-1-brom-o-D-mannose 46 in 150 ml wasserfreiem Acetonitril und rithrt 3 h unter
Riickfluss. Das Reaktionsgemisch wird iiber Celite filtriert und am Rotationsverdamp-
fer vom Losemittel befreit. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung (Kiesel-
gel; Ethylacetat/Hexan 3:5) erhdlt man das Produkt 47 als leicht gelblichen kristalli-

nen Feststoff.
Ausbeute:  10.23 g (26.3 mmol)
79% (bezogen auf 46)
DC: R¢=0.27 (Ethylacetat/Hexan 3:5)

'"H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 1.99/2.05/2.09/2.16 (4xs, 4x3H, s-CHs); 4.07-4.16 (m,
2H, 5/6); 4.27 (dd, *Jyu = 12.30 Hz/ *Jy.q = 5.27 Hz, 1H, 6°); 5.25-5.34
(m, 3H, 2/3/4); 5.54 (d, *Jy.u = 2.01 Hz, 1H, 1)
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BC-NMR:  &/ppm (CDCl3) = 20.52/20.61/20.67/20.72 (s-CH3); 61.82 (6); 65.31 (4);
68.33 (3); 69.65 (2); 71.61 (5); 82.78 (1); 14424 (7);
169.53/169.67/170.49 (s-CH3)

IR(ATR): ¥/em™ = 1009 (m); 1042 (m); 1071 (m); 1133 (m); 1216 (s, Vco-o-ch);
1335 (w); 1370 (s); 1431 (w); 1735 (s, vc=0); 2068 (s, VN=c=s); 2146 (m);
2989 (w)

Ne-(2-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-o-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-ethyl))-NV,-
(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Z-Lys(Man-NCS)-OH) 48

5.28 g (13.56 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-isothiocyanato-a-D-mannose 47 werden
in 100 ml DMF gel6st und mit 7.60 g (27.12 mmol) Z-Lys-OH 38 versetzt. Zu der er-
haltenen Suspension gibt man 6 ml (35 mmol) DIPEA und riihrt 30 min nach. Es wird
so lange Wasser zugetropft, bis sich das Z-Lys-OH 16st (ca. 50 ml). Die klare gelbli-
che Losung wird 2 d bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird die Reaktionslo-
sung mit Essigsdure auf pH 5 angeséuert und am Rotationsverdampfer auf etwa 30 ml
eingeengt. Nach der Zugabe von 100 ml Wasser wird die Losung dreimal mit je 100
ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden erst mit wéssri-
ger Natriumhydrogencarbonatlosung und dann mit wassriger Natriumchloridlosung
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Lo6-

semittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Kieselgel;
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Essigsdure/Ethylacetat 0.3:100) gereinigt. Die vereinigten organischen Extrakte wer-

den auf 10 ml eingeengt und in 150 ml Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wird so

lange mit wissriger Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen bis der Geruch nach

Essigsdure verschwunden ist. AnschlieBend wird die organische Phase mit wéssriger

Natriumchloridlésung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemit-

tel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Nach der Trocknung im Hochvakuum erhélt

man 48 als leicht gelblichen kristallinen Feststoff.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

2.94 g (4.4 mmol)
32% (bezogen auf 47)
R¢= 0.33 (Ethylacetat/Hexan 100:0.3)

§/ppm (CDCl3) = 1.41-1.49 (m, 2H, d); 1.60-1.65 (m, 2H, ¢); 1.72-1.81
(m, 1H, ¢); 1.87-1.96 (m, 1H, c’) iiberlagert mit 1.92/2.02/2.06/2.14
(4xs, 4x3H, s-CHs); 3.51-3.67 (m, 2H, f); 4.03-4.07 (m, 1H, 5); 4.13-
4.25 (m, 2H, 6); 4.41 (g-br, *Jyy = 7.28 Hz, 1H, b); 5.09 (s, 2H, h); 5.24
(t, *Ju.n = 9.28 Hz, 1H, 4); 5.31-5.37 (m, 3H, 1/2/3); 5.78 (d-br, *Jyu =
8.03 Hz, 1H, a-NH); 6.89 (m, 1H, e-NH); 7.28-7.34 (m, 5H, i/k/l); 7.78
(s-br, 1H, NH-C=S)

8/ppm (CDCl3) = 20.49/20.56/20.63/20.74 (s-CHs); 22.37 (d); 28, 32 (¢);
32.09 (c); 45.08 (); 53.34 (b); 62.11 (6); 66.07 (4); 67.12 (h);
68.50/68.63 (2/3); 69.34 (5); 80.80 (1); 128.12/128.19/128.50 (i/k/1);
136.13 (i); 156.26 (2); 169.60/169.92/170.86/175.80 (5-C=0); 176.00
(2); 211.63 (7)



146 9. Experimenteller Teil

Ne-[2-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-ethyl)|-L-
lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(Man-NCS)-NCA) 49

1.24 g (1.85 mmol) 48 werden unter Stickstoffatmosphédre in 50 ml wasserfreiem
Dichlormethan geldst, mit 335 ul (3.7 mmol) Dichlormethylmethylether versetzt und
18 h unter Riickfluss geriihrt. Anschlieend gibt man weitere 100 pl (1.1 mmol) Dich-
lormethylmethylether zu und riihrt weitere 6 h unter Riickfluss. Das Losemittel wird
am Rotationsverdampfer abdestilliert, der Riickstand in 150 ml Ethylacetat aufge-
nommen und nacheinander ziigig mit eiskalten wéssrigen Losungen von Natriumchlo-
rid, Natriumhydrogencarbonat und erneut Natriumchlorid gewaschen. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Ldse-
mittel befreit. Das Produkt wird in 20 ml wasserfreiem THF gelost, auf 200 ml »-
Hexan gegossen und 30 min im Eisbad geriihrt. Zur vollstindigen Féllung ldsst man
das Gemisch fiir 20 h bei -20°C ruhen. Das Produkt wird abgesaugt, mit n-Hexan ge-
waschen und im Hochvakuum getrocknet. Auf diese Weise erhdlt man Lys(Man-

NCS)-NCA 49 als weillen pulverformigen Feststoff.
Ausbeute: 362 mg (0.64 mmol)
35% (bezogen auf 48)

'H-NMR:  8/ppm (CDCl3) = 1.14-1.83 (m, 6H, c/d/c); 1.97/2.00/2.04/2.17 (4xs,
4x3H, s-CH;); 3.15-3.27 (m, 2H, 1); 3.78 (m, 1H, 5); 4.00-4.26 (m, 3H,
/b); 5.00-5.52 (m, 4H, 1/2/3/4)

BC.NMR:  8/ppm (CDCl3) = 20.63/20.68/21.04 (s-CH3); 24.03 (d); 28, 87 (¢); 32.42
(c); 43.89 (1); 57.23 (b); 62.84 (6); 66.27 (4); 66.79 (2); 71.55 (3); 74.02
(5); 99.97 (1); 151.89 (2); 169.67/170.12/170.71 (s-C=0); 211.64 (7)
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Kohlenhydrat-funktionalisierte a-Aminosiure-/N-carboxyanhydride

Die Darstellung der Lys(Zucker)-NCAs aus den entsprechenden 1,2,3,4,6-Penta-O-
acetyl-D-pyranosen erfolgt in einer fiinfstufigen Synthese. Da die Synthesebedingun-
gen fiir alle drei Zucker jeweils gleich gewdhlt wurden, werden im Folgenden ledig-
lich die Synthesevorschriften fiir die einzelnen Stufen der Synthese von Ng-(8-
(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl))-L-

lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA) 56a ausformuliert. Fiir die
entsprechenden Glucose- und Galactosederivate werden nur die Ausbeuten und analy-

tischen Daten angegeben.

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-D-mannose 50a

OAc

AcO' - OH

AcO OAc

11.0 g (28.2 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannose 45a werden in 120 ml DMF
gelost. Es werden 3.2 g (34.7 mmol) Hydrazinacetat zugegeben und 50 min bei 50°C
gerithrt. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, Ethylace-
tat/Hexan 1:1) auf Vollstdndigkeit liberpriift. AnschlieBend wird die Losung mit 300
ml Ethylacetat verdiinnt, dreimal mit je 100 ml wissriger NaCl-Losung gewaschen,
tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer vom Losemit-

tel befreit. Man erhilt 50a als leicht gelblichen Feststoff.
Ausbeute:  9.80 g (28.1 mmol)
100% (bezogen auf 45a)

DC: R¢=0.29 (Ethylacetat/Hexan 1:1)
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'"H-NMR:

BC-NMR:

Molmasse:

MS(ESI):

8/ppm (CDCl3) = 1.98/2.02/2.08/2.13 (4xs, 4x3H, s-CHs); 3.67-3.72 (m,
0.1 H, B-5); 4.07-4.26 (m, 2.9H, a-5/a-6/B-6); 4.97 (d, *Ju.x = 1.26 Hz,
0.1H, B-1); 5.05 (dd, *Ji.y = 10.04 Hz / *Jy.y = 3.26 Hz, 0.1H, B-3); 5.19
(t, *Jun = 10.04 Hz, 0.1H, B-4); 5.21 (d, *Jy.q = 1.75 Hz, 0.9H, a-1);
5.24 (dd, *Jyu = 3.26 Hz / *Ju = 1.76 Hz, 0.9H, a-2); 5.27 (t, *Jupy =
10.04 Hz, 0.9H, a-4); 5.39 (0.1 H, B-2 iiberlagert von: dd, in = 10.04
Hz /°Jy.u = 3.26 Hz, 0.9H, a-3)

d/ppm (CDCl3) = 20.64/20.66/20.71/20.89 (s-CHs); 60.34 (B-6); 62.56
(a-6); 65.57 (B-4); 66.18 (a-4); 68.40 (a-5); 68.78 (a-3); 70.01 (B-2);
70.05 (a-2); 71.09 (B-3); 72.44 (B-5); 92.12 (a-1); 92.84 (B-1);
169.81/170.05/170.21/170.85 (s-C=0)

348.30 g/mol

m/z (MeOH) = 366.32 [M+NH,]"; 492.92/493.17 [M+HCOO]
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2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-D-glucose 50b

Die Darstellung erfolgt iiber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose formulierte

Synthesevorschrift auf Seite 147.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

8.92 g (25.6 mmol)
91% (bezogen auf 45b)
R¢=0.25 (Ethylacetat/Hexan 1:1)

8/ppm (CDCl3) = 1.99/2.01/2.06/2.07 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.71-3.75 (m,
0.25 H, B-5); 4.09-4.27 (m, 2.75H, o-5/a-6/p-6); 4.72 (d, *Juu = 8.03
Hz, 0.25H, B-1); 4.87 (dd, *Jy.y = 10.04 Hz / *Jy.y = 3.52 Hz, 1H, a-2/p-
): 5.06 (t, *Jy.g = 10.04 Hz, 1H, o-4/p-4); 5.22 (t, *Ty.y = 9.54 Hz,
0.25H, B-3); ( 5.44 (d, *Jy.y = 3.52 Hz, 0.75H, a-1); 5.51 (t, *Jyy =
10.04 Hz, 0.75H, a-3)

8/ppm (CDCl3) = 20.59/20.65/20.68/20.72 (s-CH3); 61.91 (a-6/B-6);
67.10 (a-5); 68.35 (B-4); 68.43 (a-4); 69.87 (a-3); 71.04 (a-2); 71.98
(B-5); 72.20 (B-3); 73.10 (B-2); (90.06 (o-1);
169.66/170.19/170.20/170.88 (s-C=0)
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2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-D-galactose 50c

Die Darstellung erfolgt liber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose formulierte

Synthesevorschrift auf Seite 147.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

9.78 g (28.1 mmol)
100% (bezogen auf 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactose 45¢)
R¢=0.30 (Ethylacetat/Hexan 1:1)

8/ppm (CDCl3) = 1.97/2.03/2.07/2.12 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.94 (dt, *Jy.y
= 6.28 Hz/ *Jyy = 1.25 Hz, 0.29H, B-5); 4.06-4.14 (m, 2H, a-6/B-6);
4.49 (dt, *Jy.y = 6.53 Hz/ *Jy.y = 1.00 Hz, 0.71H, a-5); 4.78 (dd, *Jyy =
7.78 Hz/ *Juu = 1.26 Hz, 0.29H, B-1); 5.05 (m, 0.29H, B-2); (5.13 (dd,
Jun = 10.79 Hz/ *Jyn = 3.51 Hz, 0.79H, a-2); 5.39 (dd, *Juu = 10.79
Hz/ *Ju. = 3.26 Hz, 1H, o-3/B-3); 5.45 (dd, *Jiy = 3.26 Hz/ *Tyy =
1.25 Hz, 1H, a-4/p-4); 5.49 (d, *Ju.u = 3.51 Hz, 0.79H, a-1)

8/ppm (CDCls) = 20.59/20.61/20.66/20.77 (s-CHs); 61.43 (B-6); 61.77
(0-6); 66.14 (a-5); 67.13 (B-3); 67.24 (a-3); 68.18 (a-4/B-4); 68.33 (a-
)y, 7037 (B-2); 70.96 (B-5); 90.61 (o-1); 95.93 (B-1);
170.05/170.24/170.39/170.55 (s-C=0)
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2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-O-trichloracetimidato-a-D-mannose 51a

OAc
HN Cl
0] Cl
AcO- 10 Cl
AcO OAc

Zu einer Losung von 10 g (28.7 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose 50a in
100 ml wasserfreiem Dichlormethan gibt man unter Stickstoffatmosphire 29 ml
(288 mmol) Trichloracetonitril und 10.3 g (31.6 mmol) Cédsiumcarbonat. Die erhaltene
Suspension farbt sich nach wenigen Sekunden orange. Das Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur geriihrt, bis die diinnschichtchromatographische Analyse (Kieselgel;
Hexan/Ethylacetat 7:10) den vollstindigen Umsatz des Edukts S0a anzeigt (nach etwa
3 h). Anschlieend wird das Reaktionsgemisch iiber Celite filtriert und das Losungs-
mittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das Produkt wird sdulenchroma-
tographisch (Kieselgel; Ethylacetat/Hexan 7:10) gereinigt und im Hochvakuum ge-

trocknet. Man erhélt S1a als nahezu farblosen kristallinen Feststoff.
Ausbeute:  9.50 g (19.3 mmol)

67% (bezogen auf 50a)
DC: R¢=0.33 (Ethylacetat/Hexan 7:10)

'"H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 1.98/2.03/2.05/2.17 (4xs, 4x3H, s-CHs); 4.12-4.19 (m,
2H, 5/6); 4.25 (dd, , Jy.y = 11.79 Hz / *Jy.q = 4.77 Hz, 1H, 6°); 5.34-
5.40 (m, 2H, 3/4); 5.44 (dd, , *Jy.x = 3.01 Hz / *Jyu = 2.01 Hz, 1H, 2);
6.25 (d, *Jy.u = 1.76 Hz, 1H, 1); 8.77 (bs, 1H, NH)

BC-NMR:  &/ppm (CDCls) = 20.53/20.61/20.70 (s-CH3); 61.99 (6); 65.34 (4); 67,81
(2); 68.74 (3); 71.15 (5); 90.45 (8); 94.46 (1); 159.68 (7);
169.53/169.63/169.71/170.47 (5-C=0)
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IR(ATR): V/em! = 972 (m); 1041 (s); 1087 (w); 1154 (m); 1210 (s, Vco-o-ch);
1367 (m); 1433 (w); 1678 (m); 1743 (s, vc=0); 2960 (w); 3318 (w)

Molmasse: 492.69 g/mol

MS(ESI):  m/z (MeOH) = 498.31/500.25 [M+Li]"; 541.29 [M+CH3-CN+Li]"

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-O-trichloracetimidato-f-D-glucose 51b

Die Darstellung erfolgt iiber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-o.-

D-mannose formulierte Synthesevorschrift auf Seite 151.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

7.80 g (15.8 mmol)
55% (bezogen auf 50b)
R¢=0.37 (Ethylacetat/Hexan 7:10)

8/ppm (CDCl3) = 2.00/2.01/2.03/2.05 (4xs, 4x3H, s-CH3); 4.07-4.13 (dd,
2Jun = 12.30 Hz / *Jy.q = 2.01 Hz, 1H, 6); 4.17-4.21 (m, 1H, 5); 4.25
(dd, *Jy.p = 12.30 Hz / *Jyy = 4.27 Hz, 1H, 6°); 5.11 (dd, , *Juu = 10.29
Hz / *Ju = 3.77 Hz, 1H, 2); 5.16 (t, *Jiy = 10.29 Hz, 1H, 4); 5.55 (t,
Tun = 9.79 Hz, 1H, 3); 6.54 (d, *Jy.n = 3.77 Hz, 1H, 1); 8.68 (bs, 1H,
NH)

8/ppm (CDCls) = 20.38/20.54/20.62 (s-CHs); 61.35 (6); 67.77 (4); 69.70
(2); 69.85 (3); 69.99 (5); 90.66 (%); 92.89 (1); 160.77 (7);
169.45/169.80/169.94/170.50 (5-C=0)
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IR(ATR):

Viem™! = 1034 (s); 1156 (w); 1215 (s, vco-o-cn); 1340 (w); 1367 (m);
1433 (w); 1655 (m); 1723 (s, vc=0); 2966 (w); 3281 (m)

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-O-trichloracetimidato-p-D-galactose 51c¢

Die Darstellung erfolgt iiber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-ot.-

D-mannose formulierte Synthesevorschrift auf Seite 151.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

9.78 g (19.8 mmol)
69% (bezogen auf 50c¢)
R¢=0.38 (Ethylacetat/Hexan 7:10)

8/ppm (CDCls) = 1.99/1.99/2.00/2.14 (4xs, 4x3H, s-CHs); 4.06 (dd, *Jy.u
=11.29 Hz / *Jy.y = 6.78 Hz, 1H, 6); 4.15 (dd, *Jy.y = 11.29 Hz / *Jyy =
6.52 Hz, 1H, 6°); 4.42 (dt, *Jy.u = 6.52 Hz / *Jy.u = 0.75 Hz, 1H, 5); 5.34
(dd, , *Jun = 10.79 Hz / *Jy.q = 3.51 Hz, 1H, 2); 5.40 (dd, *Jyn = 10.79
Hz / *Jy = 3.01 Hz 1H, 3); 5.54 (dd, *Jiy = 3.01 Hz / *Jy.y = 1.26 Hz,
1H, 4); 6.58 (d, *Jy.u = 3.26 Hz, 1H, 1); 8.65 (bs, 1H, NH)

8/ppm (CDCls) = 20.48/20.54/20.57/20.59 (s-CHs); 61.21 (6); 66.87 (2);
67.35 (4); 67.47 (3); 68.97 (5); 90.74 (2); 93.51 (1); 160.89 (7);
169.91/170.01/170.04/170.28 (s-C=0)

V/em™ = 1024 (s); 1061 (w); 1103 (m); 1153 (m); 1210 (s, Vco-o-ch);
1370 (m); 1431 (w); 1656 (m); 1744 (s, vc=0); 2980 (w); 3319 (m)
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2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52

Die Synthese von 52 erfolgt in Anlehnung an eine von H. TAJIMA und G. LI verdffent-

lichte Vorschrift.['”?!

16.55 g (157 mmol) 2-(2-Hydroxyethoxy)ethylamin werden zusammen mit 2.2 ml
(15.9 mmol) Triethylamin unter einer Stickstoffatmosphére in 150 ml THF geldst.
Nachdem die Reaktionslosung mit einem Eisbad auf 0°C gekiihlt wurde, werden 46 ml
(0.98 mol) Schwefelkohlenstoff zugegeben. Hierbei bildet sich zunéchst ein gelber
Niederschlag, der sich jedoch schnell wieder 16st. Die Losung wird 40 min bei 30°C-
35°C geriihrt. Das erneute Abkiihlen der Losung auf 0°C fiihrt zur Bildung eines kleb-
rigen gelben Niederschlags. Nachdem das Reaktionsgemisch 1 h bei dieser Tempera-
tur geriihrt wurde, werden unter stindiger Kithlung 44 ml einer 30% Wasserstoffpero-
xidlésung so langsam zugetropft, dass die Temperatur 10°C nicht libersteigt. Hierbei
geht der Niederschlag wieder vollstdndig in Losung. Nach der Zugabe von 1 ml kon-
zentrierter Salzsdure wird mit 100 ml destilliertem Wasser verdiinnt und die Reakti-
onslosung wird am Rotationsverdampfer auf ca. 80 ml eingeengt. Zur Abtrennung des
ausgefallenen Schwefels wird die Losung filtriert. AnschlieBend wird dreimal mit je
100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden zwei-
mal mit je 50 ml Wasser und einmal mit 50 ml wéssriger Natriumchloridlésung gewa-
schen und anschliefend liber Magnesiumsulfat getrocknet. Man filtriert das Trocken-
mittel ab, entfernt das Ldsemittel am Rotationsverdampfer und erhilt nach der séu-
lenchromatographischen Reinigung (Kieselgel; Chloroform/Ethylacetat 3:1) und der

Trocknung im Hochvakuum 18.2 g eines gelben Ols.
Ausbeute:  18.2 g (124 mmol)
79% (bezogen auf 2-(2-Hydroxyethoxy)ethylamin)

DC: R¢=0.26 (Chloroform/Ethylacetat 3:1)
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'H-NMR:  &/ppm (CDCl3) = 2.13 (s, 1H, OH); 3.60-3.63 (m, 2H, 2); 3.64-3.71 (m,
4H, 3/4); 3.74-3.76 (m, 2H, 1)

BC-NMR:  8/ppm (CDCls) = 45.33 (4); 61.71 (1); 69.21 (3); 72.41 (2); 133.81 (5);

IR(ATR):  ¥/cm™ = 808 (w); 885 (m); 913 (m); 1060 (s, vc.o.c); 1125 (s, Veon);
1248 (w); 1342 (m, So.n); 1438 (w); 1722 (w); 2085 (s, vn-c=s); 2195
(m); 2868 (m); 2933 (m); 3407 (s)

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-a-D-mannopyranose
S53a

8 g (16.2 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-a-D-mannopyranose
51a werden unter einer Stickstoffatmosphére in 150 ml wasserfreiem Dichlormethan
gelost. Zu dieser Losung gibt man nacheinander 1 g Molekularsieb 4 A und 4.8 g
(32.6 mmol) 2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethanol 52. Das Reaktionsgemisch wird 1 h
bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend mit einem Trockeneis/Aceton-Bad auf -
78°C gekiihlt. Es werden 1.2 ml (6.5 mmol) Trimethylsilyltrifluormethansulfat
(TMSOTf) zugegeben und das Reaktionsgemisch wird 5 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Das Molekularsieb wird abfiltriert, das Filtrat zweimal mit je 50 ml einer wéss-
rigen Natriumhydrogencarbonatlosung und zweimal mit je 20 ml wéssriger Natrium-
chloridlésung gewaschen und {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird

am Rotationsverdampfer abdestilliert und das Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet.

Nachdem das Produkt sdulenchromatographisch (Kieselgel; Chloroform/Ethylacetat
85:15) gereinigt ist, erhdlt man 53a als einen leicht gelben Feststoff.

Ausbeute:  5.44 g (11.4 mmol)
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DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

Molmasse:

MS(ESI):

70% (bezogen auf 51a)
R¢=0.31 (Chloroform/Ethylacetat 85:15)

8/ppm (CDCl3) = 1.96/2.01/2.07/2.12 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.63-3.68 (m,
TH, 7/8/9/10); 3.78-3.85 (m, 1H, 7); 4.01-4.06 (m, 1H, 5); 4.07-4.11 (m,
1H, 6); 4.26 (dd, *Jyy = 12.29 Hz/ *Jy.y = 5.27 Hz, 1H, 67); 4.86 (d, Ty
u=1.75Hz, 1H, 1); 5.24 (dd, *Jy.x = 3.51 Hz / *Jyu = 1.75 Hz, 1H, 2);
5.25 (t, *Juw = 10.04 Hz, 1H, 4); 5.33 (dd, *Jyu = 10.04 Hz / *Jyy =
3.51 Hz, 1H, 3)

8/ppm (CDCl3) = 20.62/20.66/20.70/20.83 (s-CHs); 45.26 (10); 62.47
(6); 66.07 (4); 67.30 (7); 68.47 (5); 69.02 (3); 69.37 (9); 69.46 (2); 70.15
(8); 97.68 (1); 133.01 (11); 169.68/169.85/169.97/170.57 (s-C=0)

¥/em™ = 824 (m); 919 (w); 977 (w); 1043 (s, vc.o-c); 1081 (m); 1132
(m); 1217 (s, vco-o-cn); 1367 (m); 1436 (w); 1531 (w); 1608 (w); 1738
(s, vc=0); 2106 (s, VN=c=s); 2198 (w); 2876 (w); 2938 (w); 3241 (w); 3360
(w)

477.48 g/mol

m/z (MeOH) = 484.41 [M+Li]"; 500.36 [M+Na]"; 516.35 [M+K]"
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2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-B-D-glucopyranose 5S3b

OAc NCS
o/
o

AcO'- O

-

AcO OAc

Die Darstellung erfolgt iiber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-

oxapentyl)-a-D-mannopyranose formulierte Synthesevorschrift auf Seite 155.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

67% (bezogen auf 51b)
R¢=0.36 (Chloroform/Ethylacetat 85:15)

8/ppm (CDCl3) = 1.98/2.02/2.04/2.07 (4xs, 4x3H, s-CHs); 3.61-3.67 (m,
6H, 8/9/10); 3.69-3.76 (m, 2H, 7/5); 3.92-3.97 (m, 1H, 7°); 4.13 (dd, *Jy.
w= 1230 Hz /*Jy.y = 2.51 Hz, 1H, 6); 4.25 (dd, “Jyn = 12.30 Hz / *Jyyp
= 4.51 Hz, 1H, 6°); 4.59 (d, *Ji.y = 8.03 Hz, 1H, 1); 4.97 (dd, *Jiy =
9.54 Hz / *Jy.y = 8.03 Hz, 1H, 2); 5.06 (t, *Jy.u = 9.54 Hz, 1H, 4); 5.21
(t, *Jun = 9.54 Hz, 1H, 3)

8/ppm (CDCls) = 20.57/20.58/20.67/20.73 (s-CHs); 45.21 (10); 61.86
(6); 68.30 (4); 69.10 (7); 69.31 (9); 70.35 (3); 71.23 (2); 71.76 (5); 72.72
(3); 100.73 (1); 132.71 (11); 169.42/169.44/170.23/170.68 (s-C=0)

V/em™ =959 (w); 1032 (s, ve.o-c); 1069 (m); 1106 (w); 1121 (w); 1168
(m); 1208 (s, vco-o-cn); 1287 (w); 1333 (w); 1363 (m); 1430 (w); 1453
(w); 1616 (w); 1745 (s, vc-0); 2140 (s, vN=c=s); 2201 (m); 2884 (w);
2955 (w); 3238 (w); 3356 (w)
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2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-B-D-galactopyranose

53¢

OAc NCS
o—/
o

AcO (0]

-

AcO OAc

Die Darstellung erfolgt liber die fiir 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-

oxapentyl)-a-D-mannopyranose formulierte Synthesevorschrift auf Seite 155.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

74% (bezogen auf 51c¢)
R¢=0.36 (Chloroform/Ethylacetat 85:15)

8/ppm (CDCl3) = 1.96/2.03/2.04/2.12 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.62-3.67 (m,

6H, 8/9/10); 3.71-3.77 (m, 1H, 7); 3.89-3.97 (m, 2H, 7°, 5); 4.06-4.18

(m, 2H, 6); 4.55 (d, *Ju.u = 8.03 Hz, 1H, 1); 5.02 (dd, *Ju.u = 10.54 Hz /

3Jun = 3.27 Hz, 1H, 3); 5.18 (dd, *Jy.y = 10.54 Hz / *Jin = 8.03 Hz, 1H,
): 5.37 (dd, *Jyy = 3.27 Hz / *Ty.y = 1.01 Hz, 1H, 4)

8/ppm (CDCls) = 20.53/20.62/20.64/20.76 (4xs-CHs); 45.26 (10); 61.21
(6); 66.97 (4); 68.75 (2); 69.06 (7); 69.31 (9); 70.37 (8); 70.64 (5); 70.81
(3); 101.24 (1); 132.69 (11); 169.96/170.07/170.20/170.36 (5-C=0)

7/em™ =955 (w); 1042 (s, ve.oc); 1129 (w); 1174 (w); 1214 (s, veo-o-

cn); 1367 (m); 1434 (w); 1606 (w); 1741 (s, ve=0); 2113 (s, vN=c=s); 2200
(m); 2875 (w); 2941 (w); 3183 (w); 3357 (w)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-
octyl))-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin (Boc-Lys(AcsMan(EQ);NCS)-OH) 54a

2 g (4.18 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-o-D-
mannopyranose 53a werden in 80 ml DMF gelost und mit 1.35 g (5.45 mmol) Boc-
Lys-OH 39 versetzt. Zu der erhaltenen Suspension gibt man 2 ml DIPEA, wodurch
sich das Reaktionsgemisch rosa farbt. Es wird so lange Wasser zugetropft, bis sich das
Ngy-Boc-L-Lysin 16st (ca. 35 ml). Die noch leicht triibe, braunliche Losung wird 20 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Die nun vollstindig klare Losung wird mit Essigsdure
auf pH 5 angeséduert und am Rotationsverdampfer auf etwa 30 ml eingeengt. Nach der
Zugabe von 100 ml Wasser wird die Losung dreimal mit je 100 ml Ethylacetat extra-
hiert. Die organische Phase wird erst mit wéssriger Natriumhydrogencarbonatlésung
und dann mit wiassriger Natriumchloridlosung gewaschen. Nach der Trocknung iiber
Magnesiumsulfat wird die Losung am Rotationsverdampfer vom Ldsemittel befreit.
Man erhilt 2 g eines brdunlichen Feststoffs. Bei der sdulenchromatographischen Rei-
nigung dient ein Gemisch aus Ethylacetat, Ethanol und Essigsdure in Verhéltnis
(v/v/v) 100:2:0.6 als Eluent. Das Eluat wird auf 10 ml eingeengt und das Produkt in
150 ml Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wird so lange mit wiassriger Natrium-
hydrogencarbonatlosung gewaschen bis der Geruch nach Essigsdure verschwunden ist.
AnschlieBend wird die organische Phase mit wéssriger Natriumchloridlésung gewa-
schen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Nach der Trocknung im Hochvakuum erhdlt man das Produkt als weillen

Feststoff.

Ausbeute:  1.35 g (1.87 mmol)
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DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

Molmasse:

MS(ESI):

45% (bezogen auf 53a)
R¢=0.32 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

O/ppm (CDCl3) = 1.38 (s-br, 11H, d/i); 1.54 (m, 3H, c/e); 1,72 (m, 1H,

); 1.98/2.03/2.08/2.14 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.44 (m, 2H, f); 3.63-3.67
(m, 6H, 7/8/9/10); 3.76-3.80 (m, 2H, 7°/10°); 3.93 (m, 1H, b); 4.00 (m,
1H, 5); 4.07-4.12 (m, 1H, 6); 4.26 (dd, *Jy.y = 12.30 Hz / *Ju.q = 5.01
Hz, 1H, 6); 4.88 (d, *Jy.y = 1.01 Hz, 1H, 1); 5.22-5.31 (m, 3H, 2/3/4);
6.96 (s-br, 2x1H, NH-CS-NH)

8/ppm (CDCls) = 20.71/20.76/20.94 (s-CHs); 23.06 (d); 28.32 (i); 28.50
(¢); 31.74 (¢); 44.09/44.15 ({/10); 55.55 (b); 62.45 (6); 66.02 (4); 66.05
(7); 68.43 (5); 69.08 (3); 69.56 (2); 69.69 (9); 70.15 (8); 79.87 (h); 97.48
(1); 156.38 (2); 169.72/170.22/170.44/170,75 (a/s-C=0); 211.60 (11)

V/em™ =977 (w); 1043 (s, ve.oc); 1136 (w); 1164 (w); 1216 (s, vco-o-
cn); 1366 (m); 1454 (w); 1544 (m, On-H Urethan); 1596 (M, N1 Thioharnstoff);
1693 (S, V-0 Thioharnstoff, Urethan); 1742 (S, Vc=0 Acetyl, siure); 2870 (W); 2934
(m); 3352 (m)

732.79 g/mol

m/z (MeOH) = 722.32 [M-H]

Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-

octyl))-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin (Boc-Lys(AcsGlc(EO),NCS)-OH) 54b

Die Darstellung erfolgte analog zu der auf Seite 159 beschriebenen Synthese von 54a.
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Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

17% (bezogen auf 53b)
R¢=0.34 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

O/ppm (CDCIl3) = 1.43 (s, 11H, d/i); 1.62(m, 2H, ¢); 1,72 (m, 1H, c);
1.84 (m, 1H, ¢’); 2.01/2.02/2.05/2.08 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.48 (m, 2H,
); 3.58-3.84 (m, 8H, 5/7/8/9/10); 3.95 (m, 1H, 7); 4.15 (dd, *Juy =
12.30 Hz / *Juu = 2.25 Hz, 1H, 6); 4.23 (m, 1H, b); 4.27(dd, *Juy =
12.30 Hz / *Jyy = 4.51 Hz, 1H, 6°); 4.54 (d, *Jun = 7.78 Hz, 1H, 1);
4.98 (t, °Ty.y = 9.54 Hz , 1H, 2); 5.09 (t, *Jy.u = 9.54 Hz, 1H, 4); 5.22 (t,
Jin = 9.54 Hz, 1H, 3); 6.38/6.69 (2xs-br, 2x1H, NH-CS-NH)

8/ppm (CDCl3) = 20.59/20.73/20.81 (s-CH3); 22.40 (d); 28.29/28.36
(e/i); 3195 (c); 4426 (f/10); 55,57 (b); 61.88 (6);
68.39/68.97/69.06/69.61/69.73/71.75/71.90 (2/3/4/5/7/8/9); 79.68 (h);
100.86 (1); 156.33 (2); 169.60/170.23/170.78/171.55 (2/s-C=0); 211.64

(1)
7/em! = 962 (w); 1044 (s, vc.o-c); 1170 (w); 1217 (s, vco-o-cn); 1366
(m)7 1447 (W)a 1544 (m’ 6N-H Urethan); 1601 (m7 8N-H Thioharnstoff); 1672 (S7

VC=0 Thioharnstoff, Urethan); 1744 (S, VC=0 Acetyl, Séure); 2864 (W), 2919 (m),

3345 (m)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-

octyl))-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin (Boc-Lys(AcsGal(EQOQ);NCS)-OH) 54c

OA J<
© 0

AcO 0 § HNAO

_C. - H

AcO” N0 O C N/\/\/\H/O
OAc Al o}

Die Darstellung erfolgte analog zu der auf Seite 159 beschriebenen Synthese von 54a.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

20% (bezogen auf 53c¢)
R¢=0.32 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

O/ppm (CDCls) = 1.42 (s, 9H, 1); 1.46 (m, 2H, d); 1,62 (m, 2H, ¢); 1.70-
1.77 (m, 1H, ¢); 1.83-1.89 (m, 1H, c¢’); 1.99/2.04/2.06/2.15 (4xs, 4x3H,
-CH3); 3.50 (m, 2H, ); 3.56-3.70 (m, 6H, 7/8/9/10); 3.78 (m, 1H, 10");
3.90-3.99 (m, 2H, 5/7°); 4.08-4.20 (m, 2H, 6); 4.28 (q-br, *Jy.x = 6.52
Hz, 1H, b) 4.50 (d, *Jy.q = 7.78 Hz, 1H, 1); 5.05 (dd, *Juy = 10.54 Hz /
Jun = 3.26 Hz, 1H, 3); 5.16 (dd, *Jy.y = 10.54 Hz / *Jyy = 7.78 Hz, 1H,
); 5.18 (m, 1H, o-NH-Lysin) 5.39 (dd, *Jy.y = 3.26 Hz / *Jy.y = 1.00
Hz, 1H, 4); 6.39/6.79 (2xs-br, 2x1H, NH-CS-NH)

8/ppm (CDCls) = 20.59/20.63/20.68/20.91 (s-CHs); 22.47 (d); 28.28 (i);
28.49 (c); 31.90 (c); 44.00 (1); 44.21 (10); 53.19 (b); 61.21 (6); 66.92
(4); 68.97 (7); 69.23 (2); 69.55 (8/9); 70.53 (3); 70.72 (5); 80.19 (h);
101.35 (1); 155.65 (2); 170.21/170.26/170.57 (s-C=0); 176.82 (a);
199.25 (11)

V/em™ = 955 (w); 1045 (s, veo-c); 1169 (w); 1216 (s, vco-o-cn); 1366
(m), 1437 (W), 1546 (ma 6N-H Urethan); 1600 (m, 6N-H Thioharnstoff); 1665 (S,
VC=0 Thioharnstoff, Urethan); 1744 (S, Vc=0 Acetyl, Séiure); 2867 (W)a 2933 (m)a

3324 (m)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-
octyl))-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Z-Lys(AcsMan(EQO);NCS)-OH) 55a

5.22 g (10.9 mmol) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-o-D-
mannopyranose 53a werden zusammen mit 4.6 g (16.4 mmol) Z-Lys-OH 38 in 100 ml
DMF suspendiert (53a 16st sich vollstindig, 38 nicht), mit 6 ml DIPEA versetzt und
30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Zu dieser Suspension tropft man so lange Wasser,
bis das Z-lys-OH in Losung geht (ca. 50 ml). Die noch leicht triibe Losung wird 3 d
bei Raumtemperatur geriihrt, mit Essigsdure auf pH 5 angesduert und am Rotations-
verdampfer auf ca. 20 ml eingeengt. Man verdiinnt die Lésung mit 100 ml Wasser und
extrahiert dreimal mit je 100 ml Ethylacetat. Die vereinigten organischen Phasen wer-
den mehrmals mit wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung und wéssriger Natrium-
chloridlésung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsver-
dampfer vom Losemittel befreit. Man erhélt 6.7 g (8.8 mmol) eines gelblichen Fest-
stoffs, der sdulenchromatographisch gereinigt werden muss. Als Eluent dient ein Ge-
misch aus Ethylacetat, Ethanol und Essigsdure in Verhidltnis (v/v) 100:2:0.6. Die ver-
einigten organischen Extrakte werden auf 10 ml eingeengt, mit 150 ml Ethylacetat
verdiinnt und so lange mit wissriger Natriumhydrogencarbonatlésung und wéssriger
Natriumchloridlosung gewaschen bis der Geruch nach Essigsdure verschwunden ist.
AnschlieBend wird die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losemittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Nach der Trocknung im Hochvaku-

um erhilt man 55a als weillen Feststoff.
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Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

Molmasse:

MS(ESI):

3.60 g (4.75 mmol)
43% (bezogen auf 53a)
R¢=0.39 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

8/ppm (CDCl3) = 1.39 (m, 2H, d); 1.55 (m, 2H, ¢); 1,72 (m, 1H, ¢); 1,82
(m, 1H, ¢’); 1.96/2.02/2.07/2.12 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.40 (m, 2H, ©);
3.57-3.76 (m, 8H, 7/8/9/10); 4.00 (m, 1H, 5); 4.10 (m, 1H, 6); 4.24 (dd,
*Jyn = 12.30 Hz / *Jyy = 5.02 Hz, 1H, 6’; iiberlagert mit m, 1H, b); 4.88
(s-br, 1H, 1); 5.06 (m, 2H, h); 5.20-5.32 (Uberlagerung aus: dd, *Jy.y =
3.01 Hz / *Jun = 1.76 Hz, 1H; 2; t, *Jun = 10.04 Hz, 1H, 4; dd, *Juu =
10.04 Hz / °Ju.y = 3.01 Hz, 1H, 3); 5.77 (s-br, 1H, a-NH-Lysin);
6.40/6.74 (2xs-br, 2x1H, NH-CS-NH), 7.30 (m, 5H, j/k/1)

8/ppm (CDCls) = 20.67/20.72/20.90 (s-CHj); 22.42 (d); 28.31 (¢); 31.69
(c); 43.92 (10); 44.33 (f); 53.93 (b); 62.52 (6); 66.11 (4); 66.85 (7);
67.00 (h); 68.47 (5); 69.10 (3); 69.70 (2); 69.86/70.15 (8/9); 97.48 (1);
128.01/128.14/128.48  (ji/k/1);  136.15  (i); 15634 (o)
169.73/170.41/170.66/170,79/171.17 (2/s-C=0); 211.62 (1 1)

¥/lem™ = 977 (w); 1042 (s, ve.o.c); 1135 (m); 1216 (s, vco-o-cn); 1367
(m); 1436 (m); 1454 (m); 1536 (m, on-n); 1739 (s, vc=0); 2867 (m); 2935
(s); 3344 (s)

757.80 g/mol

m/z (MeOH) = 758.31 [M+H]"; 730.37/731.43 [M+Na]"; 756.36 [M-H]



9. Experimenteller Teil 165

Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-

octyl))-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Z-Lys(AcsGle(EO),NCS)-OH) 55b

Die Darstellung erfolgte analog zu der auf Seite 163 beschriebenen Synthese von 55a.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

36% (bezogen auf 53b)
R = 0.34 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

8/ppm (CDCls) = 1.39-1.50 (m, 2H, d); 1.62 (m, 2H, ¢); 1,73-1.92 (m,
2H, ¢); 1.99/2.01/2.03/2.06 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.46 (m, 2H, f); 3.55-
3.85 (m, 8H, 5/7/8/9/10); 3.91-3.96 (m, 1H, 7°); 4.14 (dd, *Jg.x = 12.30
Hz / *Jy.y = 2.51 Hz, 1H, 6); 4.26 (dd, *Jy.y = 12.30 Hz / *Jyy = 4.52
Hz, 1H, 6°); 4.37 (m, 1H, b); 4.54 (d, *Ju.u = 8.03 Hz, 1H, 1); 4.97 (dd,
3 = 9.53 Hz / *Juu = 7.78 Hz, 1H, 2); 5.09 (t, *Ju.u = 9.79 Hz, 1H, 4;
iiberlagert mit s-br, 2H; h); 5.22 (d, *Juu = 9.53 Hz, 1H, 3); 5.60 (d, *Jy.
u = 7.78 Hz, 1H, a-NH-Lysin); 6.33/6.72 (2xs-br, 2x1H, NH-CS-NH),
7.27-7.34 (m, 5H, j/k/))

8/ppm (CDCls) = 20.57/20.70/20.78 (s-CHj); 22.26 (d); 28.30 (c); 31.78
(c); 43.82 (10); 44.36 (f); 53.49 (b); 61.86 (6); 67.04 (h); 68.37 (4);
68.91 (7); 69.61/69.88 (2/9); 71.58 (2); 71.88 (5); 72.45 (3); 100.83 (1);
128.07/128.18/128.52  (i/k/1);  136.19  (i);  156.12  (g);
169.61/170.34/170.79 (s-C=0); 174.81 (2); 211.63 (11)

¥ /em™ =909 (w); 1031 (s, ve.o-c); 1118 (m); 1213 (s, vco-o-cu); 1366
(m); 1455 (w); 1531 (s, on-n); 1738 (s, ve=0); 2871 (w); 2938 (m); 3356
(s)
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N¢-(8-(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-

octyl))-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin (Z-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH) 55¢

OA
¢ 0
AcO o § HNAO
_C. - H
OAc Al o}

Die Darstellung erfolgte analog zu der auf Seite 163 beschriebenen Synthese von 55a.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

20% (bezogen auf 53c¢)
R¢ = 0.34 (Ethylacetat/Ethanol/Essigsdure 100:2:0.6)

O/ppm (CDCls) = 1.42 (m, 2H, d); 1.60 (m, 2H, ¢); 1,71-1.92 (m, 2H, ¢);
1.98/2.03/2.04/2.13 (4xs, 4x3H, s-CH3); 3.46 (m, 2H, ©); 3.54-3.77 (m,
7H, 7/8/9/10); 3.89-3.97 (m, 2H, 5/7°); 4.10 (dd, *Jy.y = 11.29 Hz / *Jyn
= 6.78 Hz, 1H, 6); 4.16 (dd, *Jy.y = 11.29 Hz / *Jy.u = 6.53 Hz, 1H, 6°);
435 (m, 1H, b); 4.48 (d, *Ju.u = 8.03 Hz, 1H, 1); 5.04 (dd, *Jy.u = 10.54
Hz / *Jy. = 3.51 Hz, 1H, 3); 5.08 (s-br, 2H; h); 5.15 (dd, *Jyy =
10.54Hz / *Jy.y = 7.78 Hz, 1H, 2); 5.38 (dd, *Jy.y = 3.51 Hz / *Jyy =
1.00 Hz, 1H, 4); 5.65 (d, *Ju.u = 7.53 Hz, 1H, o-NH-Lysin); 6.37/6.83
(2xs-br, 2x1H, NH-CS-NH), 7.27-7.33 (m, 5H, j/k/l)

8/ppm (CDCl3) = 20.57/20.62/20.67/20.88 (s-CHs); 22.29 (d); 28.32 (¢);
31.74 (c); 43.77 (10); 44.23 (f); 53.54 (b); 61.19 (6); 66.91 (4); 67.02
(h); 68.93 (7); 69.17 (2); 69.54 (8/9); 71.53 (3); 70.69 (5); 101.30 (1);
128.06/128.18/128.51  (i/k/1);  136.10  (i);  156.13  (2);
170.18/170.22/170.56 (s-C=0); 175.12 (2); 211.60 (11)

7 /em™ =955 (w); 1040 (s, ve.o-c); 1132 (w); 1175 (w); 1215 (s, veo-o-

cn); 1367 (m); 1436 (w); 1455 (w); 1532 (s, dn-n); 1738 (s, ve=0); 2870
(w); 2935 (m); 3353 (s)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-
octyl))-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA) 56a

2 g (2.6 mmol) Boc-Lys(AcsMan(EO),NCS)-OH 54a bzw. Z-Lys(AcsMan(EO),NCS)-
OH 55a werden unter Stickstoffatmosphdre in 100 ml wasserfreiem Dichlormethan
geldst und mit 0.6 ml (6.6 mmol) Dichlormethylmethylether versetzt. Das Reaktions-
gemisch wird 20 h unter Riickfluss geriihrt, bevor man weitere 0.2 ml (2.2 mmol)
Dichlormethylmethylether zugibt. Nach weiteren 6 h Riihren unter Riickfluss wird das
Losemittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Der Riickstand wird in 150 ml E-
thylacetat aufgenommen und nacheinander ziigig mit eiskalten wéssrigen Ldosungen
von Natriumchlorid, Natriumhydrogencarbonat und erneut Natriumchlorid gewaschen.
Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsver-
dampfer vom Losemittel befreit. Das Produkt wird in 20 ml wasserfreiem THF gelost,
auf 200 ml n-Hexan gegossen und 30 min im Eisbad geriihrt. Zur vollstindigen Fil-
lung wird das Gemisch fiir 18 h auf -20°C gekiihlt. Das Produkt wird abgesaugt, mit
wenig n-Hexan gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Man erhélt das Produkt

als schwach gelbliches Pulver.

Die Ausbeuten der aus den Verbindungen 54a-c¢ und 55a-c¢ hergestellten NCAs sind in

Tab. 9.2 zusammengefasst.
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Tabelle 9.2: Bei der Umsetzung der Boc- und Z-geschiitzten kohlenhydrat-funktionalisierten

Aminosduren 54a-c und 55a-c zu den entsprechenden NCAs erzielte Ausbeuten.

Produkt Edukt Ausbeute
Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a Boc-Lys(AcsMan(EO),NCS)-OH 54a 55 %
Lys(Ac4Glc(EO),NCS)-NCA 56b Boc-Lys(AcysGlc(EO),NCS)-OH 54b 71 %
Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢ Boc-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 54c¢ 55 %
Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a Z-Lys(Acs;Man(EO),NCS)-OH 55a 76 %
Lys(Ac4Glc(EO),NCS)-NCA 56b Z-Lys(Ac4Glc(EO),NCS)-OH 55b 80 %
Lys(AcsGal(EO),NCS)-NCA 56¢ Z-Lys(AcsGal(EO),NCS)-OH 55¢ 82 %

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

55% (bezogen auf 54a)
76% (bezogen auf 55a)

O/ppm (CDCls) = 1.32-1.70 (m, 4H, d/e); 1.89 (m, 2H, c¢);

1.95/2.02/2.07/2.12 (4xs, 4x3H, s-CHs); 3.18 (m, 2H, f); 3.35 (m, 2H,
); 3.45-3.86 (m, 6H, 7/8/9); 4.02-4.07 (m, 3H, 5/6/b); 4.25 (m, 1H,
); 4.84 (m, 1H, 1); 5.22-5.26 (m, 3H, 2/3/4)

8/ppm (CDCls) = 20.68/20.85 (s-CHs); 23.59 (d); 30.73 (c); 31.12 (¢);
37.85 (b); 46.21 ({/10); 62.37 (6); 66.06 (4); 67.29 (7); 68.40 (5); 69.05
(3); 69.44 (2); 69.80/71.06 (3/9); 97.68 (1); 150.90 (2);
169.69/169.92/170.65 (2/s-C=0); 211.45 (11)

P/em! =973 (w); 1043 (s, vc.o-c); 1134 (m); 1217 (s, vco-o-cu); 1367
(m); 1432 (w); 1532 (s, On-p); 1657 (m, ve—oamid); 1740 (s, ve=0); 2934
(m)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-
octyl))-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(AcsGlc(EO);NCS)-NCA) 56b

Die Darstellung erfolgte tiber die zur Synthese von Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a

beschriebenen Vorschrift auf Seite 167.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

71% (bezogen auf 54b)
80% (bezogen auf 55b)

8/ppm (CDCl3) = 1.27-1.91 (m, 6H, c/d/c); 1.98/2.00/2.05/2.06 (4xs,
4x3H, s-CHs); 3.12-3.89 (m, 12H, 5/7/8/9/10/b/1); 4.07-4.13 (m, 1H, 6);
4.21-4.25 (m, 1H, 6°); 4.56 (m, 1H, 1); 4.94 (m, 1H, 2); 5.06 (t-br,*Ty.n
=9.54, 1H, 4); 5.19 (m, 1H, 3)

8/ppm (CDCl3) = 20.57/20.72/21.00 (s-CHs); 23.69 (d); 31.19 (¢); 31.44
(¢); 36.39 (b); 46.31 (1/10); 61.93 (6); 68.41 (4); 69.02 (7); 69.93 (8/9);
7122 (2); 7177 (5); 7278 (3); 100.86 (1); 151.28 (2);
169.27/169.37/170.16/170.23/170.62 (a/s-C=0); 211.63 (1 1)

7/em™ =907 (m); 1032 (s, ve-o.c); 1120 (w); 1213 (s, Veoo.ci); 1365

(m); 1433 (w); 1454 (w); 1532 (m, On.n); 1651 (m, vc—oamiq); 1742 (s,
Ve=0); 2867 (w); 2939 (m); 3306 (w)
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Ne-(8-(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-
octyl))-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(AcsGal(EO);NCS)-NCA) 56¢

OAc
AcO o
¢ 0 s HN
0 C L9
AcO - o/\/ ~ NN VNN
OAc e 0]

Die Darstellung erfolgte tiber die zur Synthese von Lys(AcsMan(EO),NCS)-NCA 56a

beschriebenen Vorschrift auf Seite 167.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

IR(ATR):

55% (bezogen auf 54c)
82% (bezogen auf 55¢)

8/ppm (CDCl3) = 1.09-1.86 (m, 6H, ¢/d/c); 1.96/2.03/2.13 (3xs, 12H,
CH;); 3.27-4.38 (m, 14H, 5/6/7/8/9/10/b/1); 4.53 (m, 1H, 1); 5.03 (m,
1H, 3); 5.13 (m, 1H, 2); 5.37 (m, 1H, 4)

8/ppm (CDCls) = 20.54/20.63/20.76 (s-CHj); 24.04 (d); 31.16 (c); 31.25
(c); 38.74 (b); 46.33 (1/10); 61.21 (6); 67.01 (4); 68.77 (2); 68.91 (7);
69.96/70.05 (8/9); 70.67 (5); 70.84 (3); 101.32 (1); 151.68 (2);
170.09/170.18/170.32 (a/s-C=0); 211.62 (11)

¥/em™ =955 (w); 1043 (s, ve.oc); 1126 (w); 1173 (w); 1215 (s, veo-o-

cn); 1366 (m); 1432 (w); 1531 (s, on-p); 1658 (m, Ve=oamia); 1742 (s,
ve=0); 2870 (w); 2936 (m); 3295 (w)
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(2,2°-Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0) (bpyNi(COD))

/

I
N~
Z
A
I

\

Die Synthese von bpyNi(COD) erfolgte in Anlehnung an literaturbekannte Vorschrif-

tep [147- 210]

Wegen der hohen Luftempfindlichkeit der Nickel(0)-Komplexe werden fiir die Syn-
these mit Chlortrimethylsilan silanisierte Glasapparaturen verwendet. Die eingesetzten
Losungsmittel werden vor Gebrauch frisch absolutiert und durch Anlegen eines Vaku-

ums und anschliefender Beliiftung mit Argon dreimal entgast.

In einer Glove Box wird eine Apparatur, bestehend aus einer Umkehrfritte und zwei
Zweihalskolben mit Septum, unter Argonatmosphdre mit 1 g (3.6 mmol) Bis(1,5-
Cyclooctadien)Nickel(0) und 0.44 g (2.8 mmol) 2,2’-Bipyridin befiillt. Die Apparatur
wird verschlossen und aus der Glove Box entnommen. Das orange Feststoffgemisch
wird in 11 ml wasserfreiem THF gelost und die erhaltene tiefviolette Losung 2 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Die Reaktionslosung wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand mit 50 ml wasserfreiem Ether aufgenommen. Zur Kristallisation des gebil-
deten (2,2’-Bipyridin)(1,5-Cyclooctadien)Ni(0)-Komplexes wird das Reaktionsge-
misch mit einem Aceton/Trockeneis-Bad auf -78°C gekiihlt. Der schwarz-violette
Niederschlag wird durch die Umkehrfritte abgesaugt, mit 150 ml wasserfreiem Ether
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Zur Entnahme des Produktes wird die gesamte
Reaktionsapparatur evakuiert und in die Glove Box eingeschleust. Auf diese Weise

erhilt man das Produkt als schwarz-violette Kristalle.

Ausbeute:  85% (bezogen auf 2,2°-Bipyridin)

Da sich im Rahmen dieser Arbeit herausgestellt hat, dass es fiir die Polymerisation

nicht notwendig ist das beim Ligandenaustausch freiwerde 1,5-Cyclooctadien abzu-
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trennen, konnte auf diesen Schritt verzichtet werden. Die Herstellung der Initiatorlo-

sung erfolgte nach folgender Vorschrift.

bpyNi(COD)-Losung

Auch hier wird mit silanisierten Kolben und frisch absolutierten, mehrfach entgasten

Losungsmitteln gearbeitet.

0.4 g (1.45 mmol) Bis(1,5-Cyclooctadien)Nickel(0) werden in einer Glove Box unter
Argonatmosphére in einen Schlenkkolben gefiillt. Der Kolben wird mit einem Septum
verschlossen und aus der Glove Box entnommen. Der vorgelegte orangefarbene Fest-
stoff wird in 20 ml THF bzw. DMF gelost. Zu dieser Losung tropft man langsam 10
ml einer 0.145 molaren Losung von 2,2°-Bipyridin in THF bzw. DMF, wobei sich die
Reaktionslosung rasch tief violett farbt. AnschlieBend wird die Reaktionslésung 3 h
bei Raumtemperatur geriihrt, auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt und ohne

weitere Aufreinigung als Initiatorldsung eingesetzt.

9.3.2 Polymerisation

Auf Grund der Feuchtigkeitsempfindlichkeit der NCAs wurden alle hier besprochenen
Polymerisationen in silanisierten Zweihalskolben mit Septum unter Schutzgasatmo-
sphére durchgefiihrt. Die verwendeten Losemittel wurden nach gdngigen Vorschriften
getrocknet und destilliert. Im Falle der Ni(0)-Komplex initiierten Polymerisationen
wurde, wegen der Oxidationsempfindlichkeit des Ni(0)-Zentrums, Argon als Schutz-
gas verwendet. Aullerdem wurden die Losemittel und auch die Monomerldsungen vor
der Zugabe des Initiators durch das Anlegen eines Vakuums und anschliefender Be-

liiftung mit Argon jeweils mindestens dreimal entgast.

Im Folgenden werden fiir die Darstellung der verschiedenen Gruppen von Polypepti-
den allgemeine Synthesevorschriften formuliert. Die Ansdtze und Ausbeuten der iiber
die jeweilige Vorschrift dargestellten Polypeptide sind in den darunter stehenden Ta-
bellen zusammengefasst. Fiir die einzelnen Polypeptide werden nachfolgend lediglich

die analytischen Daten angegeben
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von hydrophoben Homopolypeptiden mit

Triethylamin als Initiator.

H H
N N
m o n
o
HN
0 cl
F cl’ cl
FF
25
24

Das NCA wird unter Stickstoffatmosphédre in soviel wasserfreiem DMF geldst, dass
eine 3 Gew.% Ldsung erhalten wird. Zu dieser Losung spritzt man 1/30 eq. einer 2
Vol.% Losung von frisch destilliertem Triethylamin in DMF und riihrt die erhaltene
Losung 3 d unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wird auf
das fiinffache Volumen verdiinnt und das Polypeptid durch Eintropfen dieser Losung
in die 20-fache Menge eines Methanol/Wasser-Gemischs ausgeféllt. Das Polymer wird
abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das erhaltene Polypep-

tid in THF geldst und erneut in einem Methanol/Wasser-Gemisch gefillt.

Alle auf diese Weise dargestellten Polypeptide sind in Tab. 9.3 zusammengefasst.

Tabelle 9.3: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten Homopolypeptide. (I/M: Initia-
tor/Monomer-Verhiltnis, MeOH/H,0: Zusammensetzung des Fillungsmittels, ': GPC-Messung
erfolgte in THF, *: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer Monomer /M Losemittel MeOH/H,0 M,, [g/mol] Ausbeute

24 Lys(TFA)-NCA  1/30 DMF 1:1 86900' 71 %

25 GIu(TCE)-NCA  1/30 DMF 1:2 1700-4.4 Mio® 49 %
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Poly(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin) 24

'"H-NMR:  &/ppm (DMSO-ds) = 1.30/1.48/1.84 (3xs-br, 6H, c/d/c); 3.14 (s-br, 2H,
); 3.82 (s-br, 1H, b); 9.26 (s-br, 1H, e-NH)
IR(ATR): V/em™ = 3288 (s); 3102 (w); 2938 (m); 2867 (w); 2194 (w); 1702 (s,

Vc=0 Amid(TFA)); 1651 (S, Amid I, Vc=0 Amid); 1541 (S, Amid H, SN-H); 1442
(m); 1341 (w); 1150 (s); 1051 (m); 853 (w)

Poly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 25

"H-NMR: d/ppm (DMSO-ds) = 1.85-2.35 (m, 2H, ¢); 2.53-2.86 (m, 2H, d); 4.01 (s-
br, 1H, b); 4.87 (s-br, 1H, 1)

IR(ATR): 7/em! = 3283 (s); 2953 (w); 1750 (s, Vc=0 Ester); 1651 (s, Amid I, vc—o
Amid); 1544 (s, Amid II, dn.p); 1448 (m); 1387 (m); 1220 (m), 1147 (s);
1085 (w); 872 (m)
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von hydrophoben Homopolypeptiden mit
bpyNi(COD) als Initiator.

3
3
S

15

Das NCA wird unter Argonatmosphére in so viel wasserfreiem THF geldst, dass eine 3
Gew.% Losung entsteht. Die Losung wird dreimal durch Anlegen eines Vakuums ent-
gast. Anschliefend spritzt man die entsprechende Menge einer frisch hergestellten
tiefvioletten Losung von bpyNi(COD) in wasserfreiem THF zu. Die zunéchst intensiv
violette Reaktionslosung verféarbt sich rasch rot. Das Reaktionsgemisch wird 2 d unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Das Polymer wird durch Eintropfen der
zuvor auf das fiinffache Volumen verdiinnten Reaktionslosung in die 20-fache Menge
eines Methanol/Wasser-Gemischs ausgefillt, wobei die Rotfirbung verschwindet. Das
Polymer wird abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das er-
haltene Polypeptid aus THF umgefillt. Alle auf diese Weise dargestellten Polypeptide

sind in Tab. 9.4 zusammengefasst.
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Tabelle 9.4: Ausbeuten und Molmassen M, der isolierten Homopolypeptide. (I/M: Initia-
tor/Monomer-Verhiltnis, MeOH/H,0: Zusammensetzung des Fillungsmittels, ': GPC-Messung
erfolgte in THF, ?: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer Losemittel MeOH/H,0 M,, [g/mol]  Ausbeu-
NCA I/'M
te
14 Lys(TFA)-NCA 1/80 THF 3:1 172200' 81 %
15 Lys(Boc)-NCA  1/70 THF 1:1 5592007 86 %
16 Glu(TCE)-NCA 1/80 THF 1:1 313007 27 %
17 Glu(TCE)-NCA 1/50 THF 0:1 223007 15 %

Poly(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin) 14
'"H-NMR:  &/ppm (DMSO-ds) = 1.30/1.48/1.84 (3xs-br, 6H, c/d/c); 3.14 (s-br, 2H,
); 3.82 (s-br, 1H, b); 9.26 (s-br, 1H, e-NH)

IR(ATR):  #/em™' = 3288 (s); 3102 (w); 2938 (m); 2867 (w); 2194 (w); 1702 (s,
Vc=0 Amid(TFA)); 1651 (S, Amid I, Vc=0 Amid); 1541 (S, Amid H, 8N-H); 1442
(m); 1341 (w); 1150 (s); 1051 (m); 853 (w)

Poly(/Ve-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin) 15

'"H-NMR:  &/ppm (DMSO-dg) = 1.23-1.85 (m, 15H, c/d/c/3); 2.88 (s-br, 2H, f); 3.76
(s-br, 1H, b)

IR(ATR):  ¥/cm™ = 3290 (s); 2975 (w); 2993 (m); 2866 (w); 1689 (s, vc-o
Amid(Boo)); 1650 (s, Amid I, ve—o amia); 1518 (s, Amid II, 8x.y); 1455 (m);
1391 (w); 1365 (m); 1269 (m); 1248 (m); 1166 (s); 1041 (w); 992 (w)

Poly|[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 16, 17

"H-NMR: O/ppm (DMSO-dg) = 1.85-2.35 (m, 2H, ¢); 2.53-2.86 (m, 2H, d); 4.01 (s-
br, 1H, b); 4.87 (s-br, 1H, 1)
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IR(ATR): 7/em = 3283 (s); 2953 (w); 1750 (s, Vc=0 Ester); 1651 (s, Amid I, vc—o
Amid); 1544 (s, Amid II, dn.p); 1448 (m); 1387 (m); 1220 (m), 1147 (s);
1085 (w); 872 (m)

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von statistischen Copolypeptiden mit A-

min-Initiatoren.

Cl
Cl CI

28, 29, 30, 31

Ein gemdl Tab. 9.5 zusammengesetztes NCA-Gemisch wird unter Stickstoffatmosphé-
re in so viel wasserfreiem Losemittel geldst, dass eine 3 Gew.% Losung erhalten wird.
Zu dieser Losung spritzt man die entsprechende Menge einer 2 Vol.% Losung des
frisch destilliertem Amin-Initiators im verwendeten Losemittel. Das Reaktionsgemisch
wird 3 d unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wird
auf das fiinffache Volumen verdiinnt und das Polypeptid durch Eintropfen dieser Lo-
sung in die 20-fache Menge des Féllungsmittels ausgefillt. Das Polymer wird abfilt-
riert und im Hochvakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das erhaltene Polypeptid
aus THF umgefillt. Alle auf diese Weise dargestellten Polypeptide sind in Tab. 9.5

zusammengefasst.
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Tabelle 9.5: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten statistischen Copolypeptide. (NCAs:

polymerisierte NCAs, I/M: Initiator/Monomergesamtmenge-Verhdltnis, MeOH/H,0: Zusam-

mensetzung des Fillungsmittels, >: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, Initiator /M LM MeOH/H,0 M, [g/mol] Ausbeute
26 1.0 Lys(TFA) 2.0 Glu(#-Bu) NEt; 1/50  DMF 1:1 1865007 78 %
27 1.0 Lys(TFA) 5.0 GIn(Trt) NEt; 1/50  DMF 2:1 72007 56 %
28 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30 DMF 1:1 1413° 53 %
29 1.0 Lys(TFA) 1.0 Glu(TCE) NEt; 1/30 THF 1:1
30 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50  DMF 1:1
31 1.0 Lys(TFA) 5.0 Glu(TCE) n-Hexylamin 1/50  THF 1:2 29292 38 %

Poly[(/NV¢-trifluoracetyl-L-lysin)-co-(y-tert.-butyl-L-glutamat)] 26

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-dg) = 1.19-2.41 (m, c¢/d/e-Lysin, ¢/d/2-Glutamat); 3.12 (s-
br, {-Lysin); 3.39 (s-br, b-Glutamat) iiberlagert mit 4.24 (s-br, b-Lysin);
8.21 (s-br, NH-Peptid); 9.32 (s-br, e-NH-Lysin)

P/em™ = 3291 (s); 3082 (w); 2979 (m); 2936 (m); 2872 (w); 1707 (s,
VC=0 Amid(TFA)+Ester); 1651 (s, Amid I, vc=0 amia); 1539 (s, Amid II, dn.n);
1453 (m); 1392 (w); 1367 (m); 1251 (w); 1208 (w); 1148 (s); 954 (w);
845 (m)

Poly[(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin)-co-(/Ns-triphenylmethyl-L-glutamin)] 27

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-dg) = 1.23-2.39 (m, c/d/e-Lysin, c¢/d-Glutamin); 3.02 (s-
br, f-Lysin); 3.89-4.24(s-br, b-Lysin, b-Glutamin); 7.16 (m, 3/4/5-
Glutamin) 7.88 (s-br, NH-Peptid); 8.47 (s-br, NH-Glutamin); 9.27 (s-br,
e-NH-Lysin)

7/em™ = 3283 (m); 3058 (w); 3025 (w); 2930 (w); 1780 (w); 1650 (s,
Amid I, vc=0 amia); 1597 (w); 1489 (s, Amid II, dn.n); 1446 (m); 1206
(m); 1183 (s); 1155 (s); 1083 (w); 1035 (w); 1002 (w); 934 (w)
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Poly{[N¢-trifluoracetyl-L-lysin]-co-[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]} 28

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-ds) = 1.30-2.75 (m, c/d/e-Lysin, c/d-Glutamat); 3.14 (s-
br, t-Lysin); 4.00 (s-br, b-Glutamat, b-Lysin); 4.86 (s-br, |-Glutamat);
8.23 (s-br, NH-Peptid); 9.32 (s-br, e-NH-Lysin)

V/em! = 3283 (s); 3057 (w); 2955 (m); 2871 (w); 1750 (s, veo
Amid(TFA)+Ester); 1651 (s, Amid I, vc=o amia); 1541 (s, Amid II, dn.u); 1447
(m); 1386 (m); 1313 (w); 1210 (m); 1147 (s); 1086 (w); 921 (w); 872
(w); 798 (s); 716 (s)

Poly{[Ne-trifluoracetyl-L-lysin]-co-[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]} 31

'"H-NMR:

IR(ATR):

d/ppm (DMSO-dg) = 0.86 (s-br, CHs-Hexylamin); 1.16/1.56 (s-br,
4xCH;-Hexylamin); 1.30-2.75 (m, c/d/e-Lysin, c¢/d-Glutamat); 3.14 (s-
br, {-Lysin, CH,-Hexylamin); 4.00 (s-br, b-Glutamat, b-Lysin); 4.86 (s-
br, 1-Glutamat); 8.23 (s-br, NH-Peptid); 9.32 (s-br, e-NH-Lysin)

Plem! = 3284 (s); 3057 (w); 2955 (m); 2871 (w); 1751 (s, vc—o
Amid(TFA)+Ester); 1650 (s, Amid I, vc=o amia); 1541 (s, Amid II, dn.n); 1448
(m); 1418 (w); 1386 (m); 1313 (w); 1217 (m); 1146 (s); 1085 (w); 922
(w); 872 (w); 798 (s); 715 (s)
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von statistischen Copolymeren mit bpy-

Ni(COD) als Initiator

Cl
ClI Cl

21,22, 23

20

Ein gemidfl Tab. 9.6 zusammengesetztes NCA-Gemisch wird unter Argonatmosphire
in so viel wasserfreiem THF geldst, dass eine 5 Gew.% Losung entsteht. Die Losung
wird dreimal durch Anlegen eines Vakuums entgast. AnschlieBend spritzt man die ent-
sprechende Menge einer frisch hergestellten tiefvioletten Losung des Nickel(0)-
Initiators in wasserfreiem THF zu. Die zundchst intensiv violette Reaktionslosung ver-
farbt sich rasch rot. Das Reaktionsgemisch wird 2 d unter Lichtausschluss bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Polymer wird durch Eintropfen der zuvor auf das fiinffache
Volumen verdiinnten Reaktionslosung in die 20-fache Menge des Fillungsmittels ge-
fallt, wobei die Rotfiarbung verschwindet. Das Polymer wird abfiltriert und im Hoch-
vakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das erhaltene Polypeptid aus THF umgefillt.
Alle auf diese Weise dargestellten Polypeptide sind in Tab. 9.6 zusammengefasst.
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Tabelle 9.6: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten statistischen Copolypeptide. (NCAs:

polymerisierte NCAs, I/M: Initiator/Monomer-Verhiltnis, ': GPC-Messung erfolgte in THF, %

GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, I/M  Losemittel Féllungsmittel M, [g/mol]  Ausbeute
18 1 Lys(TFA) 5 GIn(Trt)  1/40 THF n-Hexan 394002 70 %
19 1 Lys(TFA) 4 Glu(#+-Bu)  1/70 THF MeOH/H,0 (1:1) 447007 72 %
20 1 Lys(TFA) 5 Glu(Bzl) 1/70 THF n-Hexan 263007 87 %
21 1 Lys(TFA) 5 Glu(TCE) 1/50 THF MeOH/H,0 (1:2) 19100' 39 %
22 1 Lys(TFA) 8 GIu(TCE)  1/50 THF MeOH/H,0 (0:1) 10300" 26 %
23 8 Lys(TFA) 1 GIu(TCE)  1/50 THF MeOH/H,0 (1:1) 32100' 24 %

Poly[(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin)-co-(Ns-triphenylmethyl-L-glutamin)] 18

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-d¢) = 1.23-2.39 (m, c/d/e-Lysin, c¢/d-Glutamin); 3.02 (s-
br, f-Lysin); 3.89-4.24(s-br, b-Lysin, b-Glutamin); 7.16 (m, 3/4/5-
Glutamin) 7.88 (s-br, NH-Peptid); 8.47 (s-br, NH-Glutamin); 9.27 (s-br,
e-NH-Lysin)

¥ /em™ = 3283 (m); 3058 (w); 3025 (W); 2930 (w); 1780 (w); 1650 (s,

Amid I, vc=0 amia); 1597 (w); 1489 (s, Amid II, on.p); 1446 (m); 1206
(m); 1183 (s); 1155 (s); 1083 (w); 1035 (w); 1002 (w); 934 (w)

Poly[(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin)-co-(y-tert.-butyl-L-glutamat)] 19

'"H-NMR:

IR(ATR):

O8/ppm (DMSO-dg) = 1.19-2.41 (m, c/d/e-Lysin, c¢/d/2-Glutamat); 3.12 (s-
br, f-Lysin); 3.39 (s-br, b-Glutamat) iiberlagert mit 4.24(s-br, b-Lysin);
8.21 (s-br, NH-Peptid); 9.32 (s-br, e-NH-Lysin)

V/em™ = 3291 (s); 3082 (w); 2979 (m); 2936 (m); 2872 (w); 1707 (s,
V=0 Amid(TFA)+Ester); 1651 (s, Amid I, vc=0 amida); 1539 (s, Amid II, dn.u);
1453 (m); 1392 (w); 1367 (m); 1251 (w); 1208 (w); 1148 (s); 954 (w);
845 (m)



182

9. Experimenteller Teil

Poly[(/Ve-Trifluoracetyl-L-lysin)-co-(y-benzyl-L-glutamat)] 20

'"H-NMR:

IR(ATR):

d/ppm (DMSO-dg) = 1.42-2.65 (m, c/d/c-Lysin, c¢/d-Glutamat); 3.09 (s-
br, f-Lysin); 3.91-4.25 (m, b-Glutamat, b-Lysin); 5.03 (s-br, I-
Glutamat); 7.25 (m, 3/4/5-Glutamat); 8.27 (s-br, NH-Peptid); 9.29 (s-br,
e-NH-Lysin)

Plem! = 3289 (s); 3066 (w); 3035 (w); 2939 (m); 1723 (s, vc-o
Amid(TFA)+Ester); 1650 (s, Amid I, vc=o amia); 1541 (s, Amid II, dn.n); 1498
(w); 1453 (m); 1388 (w); 1312 (w); 1157 (s); 1081 (w); 967 (m)

Poly{[N,-trifluoracetyl-L-lysin]-co-[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]} 21, 22, 23

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-ds) = 1.30-2.75 (m, c/d/e-Lysin, c/d-Glutamat); 3.14 (s-
br, f-Lysin); 4.00 (s-br, b-Glutamat, b-Lysin); 4.86 (s-br, |-Glutamat);
8.23 (s-br, NH-Peptid); 9.32 (s-br, e-NH-Lysin)

V/em' = 3283 (s); 3057 (w); 2955 (m); 2871 (w); 1750 (s, vc-o
Amid(TFA)+Ester); 1651 (s, Amid I, vc=o amia); 1541 (s, Amid II, dn.u); 1447
(m); 1386 (m); 1313 (w); 1210 (m); 1147 (s); 1086 (w); 921 (w); 872
(w); 798 (s); 716 (s)
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von statistischen Glycopeptiden, Po-

ly[Lys(DEG)] und Poly[Lys(DEG)-co-Lys(TFA)] mit Triethylamin als Initiator

OAc OAc
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AcO © AcO ©
§ 30
(0] O
F F 2 2
F NH NH
NH NH NH
O O 2 (0] 2 O 2
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= S S O H
: : : N
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- X - X y - X y - X vy z

N N HN N
O (0] O (0] O
F

go § go § -
02 02 02 02

O O O (0]

/ / / /
59 70 60, 61, 62, 63 71,72, 73,74

Lys(DEG)-NCA bzw. ein gemill Tab. 9.7 zusammengesetzte NCA-Gemisch wird un-
ter Stickstoffatmosphére in so viel wasserfreiem DMF geldst, dass eine 5 Gew.% ent-
steht. Zu dieser Losung spritzt man die entsprechende Menge einer 2 Vol.% Losung
von frisch destilliertem Triethylamin in wasserfreiem DMF. Das Reaktionsgemisch
wird 2 d unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Das Polymer wird durch
Eintropfen der Losung in die 20-fache Menge Diethylether geféllt. Das Losemittel
wird abdekantiert und der zdhe klebrige Niederschlag im Vakuum getrocknet. Das Po-
lypeptid wird in Methanol geldst und durch kontinuierliche Ultrafiltration mit dem 10-
fachen an Methanol gegen eine UF-C5 Membran (5 kDa) gereinigt. Das Losemittel
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wird am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt in Wasser gelost und gefrierge-
trocknet. Man erhélt einen weillen watteartigen Feststoff. Die auf diese Weise darge-

stellten Polypeptide sind in Tab. 9.7 zusammengefasst.

Tabelle 9.7: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten Polypeptide. (NCA | ;: polymerisierte
NCA, I/M: Initiator/Monomergesamtmenge-Verhiltnis, > GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, NCA; /M M,, [g/mol] Ausbeute
59 Lys(DEG) - o 1/50 93600° 91 %
60 8 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Man(EO)2NCS) - 1/50 568007 55 %
61 8 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Man(EO)2NCS) o 1/30 40000° 74 %
62 8 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Gle(EO)2NCS) 1/30 440002 70 %
63 8 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Gal(EO)2NCS) - 1/30 374007 91 %
70 18 Lys(DEG) --- 1 Lys(TFA) 1/50 44500° 67 %
71 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Man(EO)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/50 79900 76 %
72 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Man(EO)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/30 40800* 59 %
73 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Glc(EO)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/30 41700° 82%
74 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Gal(EO)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/30 33300? 85 %

Poly[Ne-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin] 59

"H-NMR: O/ppm (DMSO-ds) = 1.40 (m, 6H, c/d/c); 3.04 (s-br, 2H, ); 3.22 (s, 3H,
); 3.41 (m, 2H, 6); 3.53 (m, 7H, b, 3, 4, 5); 3.84 (s-br, 2H, 2); 7.67 (s-
br, 1H, NH)
IR(ATR): V/em™ = 3292 (s); 3065 (w); 2919 (s); 2865 (s); 1650 (s, Amid I, vc—o
Amid); 1534 (s, Amid II, dn.g); 1454 (m); 1339 (w); 1283(m); 1247 (w);
1199 (w); 1100 (s); 1027 (w); 934 (w); 850 (w)
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Poly{[ N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-| N¢-trifluoracetyl-L-lysin]} 70

'"H-NMR:

IR(ATR):

&/ppm (DMSO-dg) = 1.14-1.90 (m, c/d/e); 3.05 (s-br, 1); 3.22 (s, 7); 3.42
(m, 6); 3.53 (m, b/3/4/5); 3.84 (m, 2); 7.66 (s-br, NH); 9.37 (s, e-
NH(TFA-Lysin))

7 /em™ = 3287 (s); 3066 (w); 2923 (s); 2865 (s); 1717 (W, vc—o Amid(TFA));
1650 (s, Amid I, vc=o amid); 1535 (s, Amid II, on.p); 1440 (m); 1339 (w);
1283(m); 1247 (w); 1199 (w); 1100 (s); 1028 (w); 934 (w); 850 (m)

Poly{[N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 60, 61

'"H-NMR:

IR(ATR):

6/ppm (CDCl;) = 1.23-1.92 (3xs-br, /d/e)  lberlagert mit
1.96/2.02/2.08/2.13 (4xs , s-CHs); 3.22 (s-br, f); 3.34 (s, 7/I-
Lys(Ac4Man(EO)2NCS)); 3.52-4.28 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-
Mannose); 4.85 (m, [-Mannose); 5.25 (m, 2/3/4-Mannose); 7.16 (s-br,
NH); 8.25 (s, e-NH)

V/em! = 3288(s); 3069 (w); 2924 (s); 2866 (s); 1748 (m, Vc=0 Acetyl);
1650 (s, Amid I, vc=0 amida); 1534 (s, Amid II, on.g); 1440 (m); 1369 (w);
1338 (w); 1282 (w); 1242 (m); 1199 (w); 1100 (s); 934 (w); 849 (m)

Poly{[N:-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[ V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]-co-[N.-trifluoracetyl-

L-lysin]} 71, 72

'"H-NMR:

IR(ATR):

&/ppm (CDCl;3) = 1.38-2.19 (m, c/d/e/s-CHj); 3.21 (s-br, {-Lys(DEG)/{-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/{-Lys(Ac4Man(EOQ)2NCS)); 3.52-4.25 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Mannose); 4.84 (m, |-Mannose); 5.25
(m, 2/3/4-Mannose); 7.17 (s-br, NH); 8.19 (s, e-NH); 8.80 (s, e-NH-
Lys(TFA))

Viem™ = 3292 (s); 3066 (w); 2921 (s); 2867 (s); 1747 (m, vc—o Acetyl);
1719 (W, vc=0 amid(TFa)); 1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1536 (s, Amid II, dn-
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n); 1440 (m); 1369 (w); 1338 (w); 1283 (w); 1224 (m); 1200 (w); 1100
(s); 1047 (w); 981 (w); 933 (w); 849 (m)

Poly{[N.-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-

glucopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 62

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (CDCls) = 1.23-2.06 (m, c/d/e/s-CHj3); 3.22 (s-br, -Lys(DEG));
3.34 (s, 7/t-Lys(Ac4Glc(EO)2NCS)); 3.52-4.23 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin,
/6/7/8/9/10-Glucose); 4.57 (s-br, 1-Glucose); 4.95 (t-br, 2-Glucose);
5.05 (t-br, 4-Glucose); 5.19 (m, 3-Glucose); 7.18 (s-br, NH); 8.20 (s, &-
NH)

V/em! = 3290(s); 3066 (w); 2924 (s); 2866 (s); 1753 (m, Vc=0 Acetyl);
1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1535 (s, Amid II, dn.n); 1439 (m); 1366 (w);
1339 (w); 1282 (w); 1225 (m); 1099 (s); 1033 (m); 932 (w); 848 (m)

Poly{[/N:-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[/N¢-(8-{2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-

glucopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]-co-[ NV.-trifluoracetyl-L-

lysin]} 73

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (CDCls) = 1.23-2.06 (m, c/d/e/s-CH3); 3.21 (s-br, t-Lys(DEG)/f-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/f-Lys(Ac4Glc(EO)2NCS)); 3.51-4.26 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Glucose); 4.57 (s-br, 1-Glucose); 4.95
(m, 2-Glucose); 5.05 (t-br, 4-Glucose); 5.19 (m, 3-Glucose); 7.17 (s-br,
NH); 8.20 (s, e-NH); 8.80 (s, e-NH-Lys(TFA))

¥/lem™ = 3292 (s); 3067 (w); 2923 (s); 2866 (s); 1754 (m, vc—o Acetyl);
1719 (W, vc=0 amid(TFa)); 1650 (s, Amid I, vc-0 amid); 1537 (s, Amid II, dn-
n); 1440 (m); 1365 (w); 1339 (w); 1281 (w); 1223 (m); 1099 (s); 1034
(m); 931 (w); 849 (m)
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Poly{[N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-| V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-

galactopyranosyl} {1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 63

'"H-NMR:

IR(ATR):

d/ppm (CDCl3) = 1.38-2.11 (m, c/d/e/s-CH3); 3.21 (s-br, {-Lys(DEG));
3.33 (s, 7/t-Lys(Ac4Gal(EO)2NCS)); 3.50-4.11 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin,
/6/7/8/9/10-Galactose); 4.51 (s-br, |-Galactose); 5.00 (m, 3-Galactose);
5.12 (s-br, 2-Galactose); 5.35 (s-br, 4-Galactose); 7.21 (s-br, NH); 8.19
(s, e-NH)

V/em™ = 3288(s); 3067 (w); 2921 (s); 2865 (s); 1750 (m, vc—o Acetyl);
1650 (s, Amid I, vc=0 amida); 1538 (s, Amid II, on.g); 1439 (m); 1339 (w);
1283 (w); 1248 (w); 1100 (s); 997 (w); 933 (w); 891 (w); 848 (m)

Poly{[NV.-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[/V:-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-

galactopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]-co-[N.-trifluoracetyl-

L-lysin]} 74

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (CDCls) = 1.40-2.13 (m, c/d/e/s-CHj); 3.22 (s-br, t-Lys(DEG)/f-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/f-Lys(Ac4Gal(EO)2NCS)); 3.52-4.12 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Galactose); 4.54 (s-br, |-Galactose);
5.02 (s-br, 3-Galactose); 5.15 (s-br, 2-Galactose); 5.37 (s-br, 4-
Galactose); 7.14 (s-br, NH); 8.19 (s, e-NH); 8.79 (s, e-NH-Lys(TFA))

V/em!' = 3287 (s); 3067 (w); 2921 (s); 2866 (s); 1749 (m, vc=0 Acetyl);

1719 (W, Vc=0 Amid(TFA)); 1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1534 (s, Amid II, dx.
n); 1439 (m); 1369 (w); 1339 (w); 1221 (m); 1100 (s); 928 (w); 849 (m)
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von statistischen Glycopeptiden mit bpy-

Ni(COD) als Initiator

Nl § N
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Ein gemidll Tab. 9.8 zusammengesetzte NCA-Gemisch wird unter Argonatmosphére in
so viel wasserfreiem Losemittel geldst, dass eine 5 Gew.% Losung entsteht. Die Lo-
sung wird dreimal durch Anlegen eines Vakuums entgast. Anschliefend spritzt man
die gewlinschte Menge einer frisch hergestellten tiefvioletten Ldsung des bpy-
Ni(COD)-Komplexes im entsprechenden Losemittel zu. Die zunéchst intensiv violette
Reaktionslosung verfiarbt sich rasch rot. Das Reaktionsgemisch wird 2 d unter Licht-
ausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Das Polymer wird durch Eintropfen der Lo-
sung in die 20-fache Menge Diethylether geféllt, wobei die Rotfirbung verschwindet.

Das Losemittel wird abdekantiert und der zédhe klebrige Niederschlag im Vakuum ge-
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trocknet. Das Polypeptid wird in Methanol geldst und durch kontinuierliche Ultrafilt-
ration mit dem 10-fachen an Methanol gegen eine UF-C5 Membran (5 kDa) gereinigt.
Das Losemittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt in Wasser geldst
und gefriergetrocknet. Man erhilt einen weilen watteartigen Feststoff. Die auf diese

Weise dargestellten Polypeptide sind in Tab. 9.8 zusammengefasst.

Tabelle 9.8: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten Polypeptide. (NCA,_;: polymerisierte

NCAs, I/M: Initiator/Monomergesamtmenge-Verhiltnis, n. a.: nicht analysierbar, @ GPC-
Messung erfolgte in DMAc)
M,

Polymer NCA, NCA, NCA; /M LM [e/mol] Ausbeute
64 4 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Man(EO)9NCS) 1/50 DMF n.a 88%
65 4 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Gle(EO)2NCS) 1/50 DMF 29400* 91%
66 8 Lys(DEG) Lys(Ac4Gal(EO)gNCS) 1/80 DMF 381007 89 %
67 9 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Man(EO)2NCS) 1/40 THF 1300007 95 %
68 9 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Glec(EO)2NCS) 1/40 THF n.a 58 %
69 9 Lys(DEG) 1 Lys(Ac4Gal(EO)2NCS) 1/40  THF n. a 10%
75 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Man(EO)gNCS) 1 Lys(TFA) 1/80 DMF 38400° 89 %
76 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Glec(EO)NCS) 1 Lys(TFA) 1/80 DMF 37600° 90 %
77 16 Lys(DEG) 2 Lys(Ac4Gal(EO)9NCS) 1 Lys(TFA) 1/80 DMF 386007 66 %
78 36 Lys(DEG) 4 Lys(Ac4Man(EOQ)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/40 THF n.a 99%
79 36 Lys(DEG) 4 Lys(Ac4Glec(EO)2NCS) 1.48 Lys(TFA) 1/80  THF 45600° 60 %
80 36 Lys(DEG) 4 Lys(Ac4Gal(EO)2NCS) 1 Lys(TFA) 1/80  THF n.a 26 %
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Poly{[Nc-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-| V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 64, 67

'"H-NMR:

IR(ATR):

6/ppm (CDCl;) = 1.23-1.92 (3xs-br, /d/e)  lberlagert mit
1.96/2.02/2.08/2.13 (4xs , s-CHs); 3.22 (s-br, 1); 3.34 (s, 7/f-
Lys(AcsMan(EO),NCS)); 3.52-4.28 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-
Mannose); 4.85 (m, |-Mannose); 5.25 (m, 2/3/4-Mannose); 7.16 (s-br,
NH); 8.25 (s, e-NH)

¥/em™! = 3288(s); 3069 (w); 2924 (s); 2866 (s); 1748 (m, vc—o Acetyl);
1650 (s, Amid I, vc=o amid); 1534 (s, Amid II, on.p); 1440 (m); 1369 (w);
1338 (w); 1282 (w); 1242 (m); 1199 (w); 1100 (s); 934 (w); 849 (m)

Poly{[N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[ Ve-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]|-co-[N¢-trifluoracetyl-

L-lysin]} 75, 78

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (CDCl3) = 1.38-2.19 (m, c/d/e/s-CH3); 3.21 (s-br, {-Lys(DEG)/f-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/t-Lys(AcsMan(EO),NCS)); 3.52-4.25 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Mannose); 4.84 (m, |-Mannose); 5.25
(m, 2/3/4-Mannose); 7.17 (s-br, NH); 8.19 (s, e-NH); 8.80 (s, e-NH-
Lys(TFA))

Viem™! = 3292 (s); 3066 (w); 2921 (s); 2867 (s); 1747 (m, vc—o Acetyl);
1719 (W, vc=0 amid(TFa)); 1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1536 (s, Amid II, dn-
n); 1440 (m); 1369 (w); 1338 (w); 1283 (w); 1224 (m); 1200 (w); 1100
(s); 1047 (w); 981 (w); 933 (w); 849 (m)

Poly{[N.-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-

glucopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 65, 68

'"H-NMR:

O/ppm (CDCls) = 1.23-2.06 (m, c/d/e/s-CHj3); 3.22 (s-br, -Lys(DEG));
3.34 (s, 7/t-Lys(Ac4Glc(EO),NCS)); 3.52-4.23 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin,
/6/7/8/9/10-Glucose); 4.57 (s-br, 1-Glucose); 4.95 (t-br, 2-Glucose);
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5.05 (t-br, 4-Glucose); 5.19 (m, 3-Glucose); 7.18 (s-br, NH); 8.20 (s, &-
NH)

IR(ATR): V/em! = 3290(s); 3066 (w); 2924 (s); 2866 (s); 1753 (m, Vc=0 Acetyl);
1650 (s, Amid I, vc=0 amida); 1535 (s, Amid II, on.g); 1439 (m); 1366 (W);
1339 (w); 1282 (w); 1225 (m); 1099 (s); 1033 (m); 932 (w); 848 (m)

Poly{[N¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[N¢-(8-{2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-
glucopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]-co-| NV¢-trifluoracetyl-L-
lysin]} 76, 79

'"H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 1.23-2.06 (m, c/d/e/s-CH3); 3.21 (s-br, -Lys(DEG)/{-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/f-Lys(AcsGlc(EO),NCS)); 3.51-4.26 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Glucose); 4.57 (s-br, 1-Glucose); 4.95
(m, 2-Glucose); 5.05 (t-br, 4-Glucose); 5.19 (m, 3-Glucose); 7.17 (s-br,
NH); 8.20 (s, e-NH); 8.80 (s, e-NH-Lys(TFA))

IR(ATR): ¥/lem™ = 3292 (s); 3067 (w); 2923 (s); 2866 (s); 1754 (m, vc—o Acetyl);
1719 (W, vc=0 amid(TFa)); 1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1537 (s, Amid II, dn-
n); 1440 (m); 1365 (w); 1339 (w); 1281 (w); 1223 (m); 1099 (s); 1034
(m); 931 (w); 849 (m)

Poly{[N.-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[/V:-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]} 66, 69

"H-NMR: O/ppm (CDCls) = 1.38-2.11 (m, c/d/e/s-CHs); 3.21 (s-br, f-Lys(DEQG));
3.33 (s, 7/f-Lys(AcsGal(EO),NCS)); 3.50-4.11 (m, b/2/3/4/5/6-Lysin,
/6/7/8/9/10-Galactose); 4.51 (s-br, [-Galactose); 5.00 (m, 3-Galactose);
5.12 (s-br, 2-Galactose); 5.35 (s-br, 4-Galactose); 7.21 (s-br, NH); 8.19

(s, e-NH)

IR(ATR): V/em™ = 3288(s); 3067 (w); 2921 (s); 2865 (s); 1750 (m, vc—o Acetyl)s
1650 (s, Amid I, vc=0 amid); 1538 (s, Amid II, on-n); 1439 (m); 1339 (w);
1283 (w); 1248 (w); 1100 (s); 997 (w); 933 (w); 891 (w); 848 (m)
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Poly{[N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[/V¢-(8-{2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-

galactopyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]|-co-[Ne-trifluoracetyl-
L-lysin]} 77, 80

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (CDCl3) = 1.40-2.13 (m, c/d/e/s-CH3); 3.22 (s-br, {-Lys(DEG)/f-
Lys(TFA)); 3.34 (s, 7/f-Lys(Ac4Gal(EO),NCS)); 3.52-4.12 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Galactose); 4.54 (s-br, 1-Galactose);
5.02 (s-br, 3-Galactose); 5.15 (s-br, 2-Galactose); 5.37 (s-br,
Galactose); 7.14 (s-br, NH); 8.19 (s, e-NH); 8.79 (s, e-NH-Lys(TFA))

V/em™ = 3287 (s); 3067 (w); 2921 (s); 2866 (s); 1749 (m, vc—o Acetyl);
1719 (W, Vc=0 Amid(TFA)); 1650 (S, Amid I, Vc=0 Amid); 1534 (S, Amid H, SN_
n); 1439 (m); 1369 (w); 1339 (w); 1221 (m); 1100 (s); 928 (w); 849 (m)

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Diblockcopolypeptiden

1 eq. des ersten NCA (NCA;) wird unter Argonatmosphédre in so viel wasserfreiem

THF gelost, dass eine 6 Gew.% Losung entsteht. Die Losung wird dreimal durch An-

legen eines Vakuums entgast. AnschlieBend spritzt man 1/77 eq. bpyNi(COD) als

frisch hergestellte tiefviolette Losung in wasserfreiem THF zu. Die zunéchst intensiv



9. Experimenteller Teil 193

violette Reaktionslosung verfarbt sich rasch rot. Das Reaktionsgemisch wird unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 10 h werden 0.1 eq. einer zuvor
dreimal entgasten 6 Gew.% Losung des zweiten NCAs (NCA;) zugespritzt. Anschlie-
Bend wird die Reaktionsldsung 2 d unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Polymer wird durch Eintropfen der, zuvor auf das doppelte Volumen verdiinnten,
Reaktionslosung in die 20-fache Menge eines Methanol/l mM Salzsdure-Gemischs
gefillt, wobei die Rotfirbung verschwindet. Das Polymer wird abfiltriert und im
Hochvakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das erhaltene Polypeptid aus THF umge-
fallt. Alle auf diese Weise dargestellten Polypeptide sind in Tab. 9.9 zusammenge-

fasst.

Tabelle 9.9: Ausbeuten und Molmassen M,, der isolierten Diblockcopolymere. (NCA 1: als ers-
tes zugegebenes NCA, NCA 2: als zweites zugegebenes NCA, MeOH/H,0: Zusammensetzung
des Fillungsmittels, ': GPC-Messung erfolgte in THF, *: GPC-Messung erfolgte in DMAc)

Polymer NCA, NCA, MeOH/H,0 M,, [g/mol] Ausbeute
32 10 Lys(Z2) 1 Lys(TFA) 20:1 150100° 70 %
33 10 Glu(Bzl) 1 Lys(TFA) 20:1 119800' 76 %
34 10 Lys(TFA) 1 Lys(Boc) 1:1 196400' 100 %
35 10 Lys(Boc) 1 Lys(TFA) 4:1 369450" 86 %

Poly[(/NVe-benzyloxycarbonyl-L-lysin)jo-block- (N¢-trifluoracetyl-L-lysin)] 32

"H-NMR: O/ppm (DMSO-ds) = 0.96-2.04 (m, c/d/e); 2.93 (s-br, ); 3.91 (s-br, b);
4.94 (m, 2); 7.25 (m, 4/5/6); 9.26 (s-br, e-NH)

IR(ATR): Piem! = 3296 (s); 3064 (w); 3033 (w); 2933 (s); 1694 (s, vc—o
Amid(TFA)+Urethan); 1649 (s, Amid I, vc=0 amid); 1587 (w); 1525 (s, Amid II,
On-n); 1454 (m); 1370 (w); 1333 (w); 1239 (s); 1132 (m); 1023 (m); 913
(W)
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Poly[(y-benzyl-L-glutamat)y 77-block- (Ng-trifluoracetyl-L-lysin);] 33

'"H-NMR:

IR(ATR):

d/ppm (DMSO-ds) = 1.22-2.64 (m, c/d/e-Lysin, c¢/d-Glutamat); 3.02 (s-
br, f-Lysin); 3.92 (m, b-Glutamat, b-Lysin); 5.04 (s-br, [-Glutamat);
7.25 (m, 3/4/5-Glutamat); 8.31 (s-br, NH-Peptid); 9.29 (s-br, &-NH-
Lysin)

V/em! = 3286 (s); 3063 (w); 3034 (w); 2941 (m); 1728 (s, Vvc-o
Amid(TFA)+Ester); 1649 (s, Amid I, vc—o amia); 1542 (s, Amid II, dn.u); 1498
(w); 1452 (m); 1418 (w); 1389 (m); 1312 (w); 1248 (w); 1210 (w); 1159
(s); 1120 (w); 1081 (w); 967 (m)

Poly[(Ne-trifluoracetyl-L-lysin) 9 49-block-(N-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin);] 34

'"H-NMR:

IR(ATR):

d/ppm (DMSO-dg) = 1.24-1.85 (m, c/d/e) iiberlagert mit 1.34 (s-br,
Lys(Boc)); 2.87 (s-br, f-Lys(Boc)); 2.93 (s-br, {-Lys(TFA)); 3.91 (s-br,
); 4.94 (m, 2); 7.25 (m, 4/5/6); 9.26 (s-br, e-NH)

Viem! = 3287 (s); 3102 (w); 2941 (m); 2870 (w); 1701 (s, vc—o
Amid(TFA)+Urethan); 1651 (s, Amid I, vc=0 amida); 1541 (s, Amid II, On.n);
1443 (m); 1368 (w); 1341 (w); 1300 (w); 1205 (w); 1149 (s); 908 (w)

Poly[(/Ve-trifluoracetyl-L-lysin) j-block-(N¢-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin)o] 35

'"H-NMR:

IR(ATR):

O/ppm (DMSO-dg) = 1.23-1.85 (m, c/d/c) iiberlagert mit 1.34 (s-br, 3-
Lys(Boc)); 2.86 (s-br, f-Lys(Boc)); 3.12 (s-br, {-Lys(TFA)); 3.79 (s-br,
); 4.94 (m, 2); 6.63 (m, 4/5/6); 9.27 (s-br, e-NH)

V/em™ = 3294 (s); 2976 (w); 2932 (m); 2866 (w); 1686 (s, vc-o
Amid(TFA)+Urethan); 1649 (s, Amid I, vc=0 amida); 1538 (s, Amid II, n.n);
1456 (m); 1391 (w); 1365 (m); 1271 (w); 1249 (m); 1167 (s); 1041 (w);
909 (w)
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Triblockcopolymeren

Eine 6 Gew.% Losung von Ala-NCA 21 (NCA)) in wasserfreiem DMF wird dreimal
durch Anlegen eines Vakuums und anschliefender Beliiftung mit Argon entgast. An-
schlieBend spritzt man 3.5 ml einer 21.4 mM (0.075 mmol) frisch hergestellten tief-
violetten Losung von bpyNi(COD) in wasserfreiem THF zu. Die zundchst intensiv
violette Reaktionslosung verfiarbt sich rasch rot. Das Reaktionsgemisch wird unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 8 h wird eine zuvor dreimal ent-
gaste 6 Gew.% Losung von Lys(DEG)-NCA 53 (NCA,) in wasserfreiem DMF und
nach weiteren 10 h eine zuvor dreimal entgaste 6 Gew.% Ldsung von Lys(Man-NCS)-
NCA 28 (NCA3) in wasserfreiem DMF zugespritzt. AnschlieBend wird die Reaktions-
16sung noch 1 d unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Das Polymer wird
durch Eintropfen der Reaktionslosung in die 20-fache Menge an Diethylether ausge-
fallt, wobei die Rotfarbung verschwindet. Der Niederschlag wird abfiltriert und im

Hochvakuum getrocknet. Zur Reinigung wird das erhaltene Polypeptid aus THF umge-
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fallt. Die auf diese Weise dargestellten Triblockcopolypeptide sind in Tab. 9.10 zu-

sammengefasst.

Tabelle 9.10: Ausbeuten der isolierten Triblockcopolypeptide (I/Alanin: Verhiltnis Initiator/12)

Polymer NCA, NCA, NCA; I/Alanin  Ausbeute
57 10 Ala-NCA 10 Lys(DEG)-NCA 1 Lys(Man-NCS)-NCA 1:40 92%
58 2 Ala-NCA 10 Lys(DEG)-NCA 1 Lys(Man-NCS)-NCA 1:8 88%

Poly{[Ala]y.9-block-|N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]o-block-[N¢-[2-(2,3,4,6-
Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-ethyl)|-L-lysin]} 57

"H-NMR: O/ppm (CDCls) = 1.38-2.20 (m, c/d/e-Lysin, c-Alanin, s-CHj3); 3.23 (s-
br, f{-Lys(DEG)); 3.36 (s, 7/{-Lys(Man-NCS)); 3.51-4.32 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, /6/7/8/9/10-Mannose); 4.94-5.47 (m, 12/3/4-
Mannose); 7.16 (s-br, NH); 8.21 (s, e-NH)

IR(ATR): 7 /em™ = 3288(s); 3079 (w); 2924 (s); 2866 (s); 1744 (w); 1714 (m, ve—o
Acetyl); 1650 (s, Amid I, ve=o amida); 1537 (s, Amid II, on.n); 1437 (m);
1369 (w); 1340 (w); 1226 (m); 1200 (w); 1099 (s); 1028 (w); 965 (w)

Poly{[Ala];.-block-|N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]o.1-block-| N¢-[2-(2,3,4,6-
Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-ethyl)]-L-lysin)-L-lysin];} 58

"H-NMR: d/ppm (CDCl3) = 1.39-2.22 (m, c/d/e-Lysin, c-Alanin, s-CHj); 3.24 (s-
br, f{-Lys(DEG)); 3.36 (s, 7/{-Lys(Man-NCS)); 3.54-4.30 (m,
/2/3/4/5/6-Lysin, 5/6/7/8/9/10-Mannose); 4.96-5.54 (m, 1/2/3/4-
Mannose); 7.03 (s-br, NH); 8.30 (s, e-NH)

IR(ATR): V/em! = 3271(s); 3067 (w); 2929 (s); 2872 (s); 1714 (m, vc=0 Acetyl);

1650 (s, Amid I, vc=o amid); 1537 (s, Amid II, on.p); 1443 (m); 1371 (w);
1340 (w); 1304 (w); 1221 (s); 1100 (s); 1050 (w); 965 (w)
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9.3.3 Polymeranaloge Umsetzung

Allgemeine Vorschrift zur Abspaltung der Acetyl- und Trifluoracetyl-
Schutzgruppen.

Die Acetyl- und Trifluoracetyl-Schutzgruppen werden iiber eine Zemplén-Reaktion in

Methanol entfernt. '8!

Zu einer 1 Gew.% Losung des Polypeptids in wasserfreiem Methanol gibt man unter
Stickstoffatmosphire eine Spatelspitze Natriummethanolat und riihrt die erhaltene L6-
sung 2 d bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird die Losung durch Zugabe einiger
Tropfen Essigsdure neutralisiert. Die Reinigung des Produktes erfolgt durch kontinu-
ierliche Ultrafiltration mit dem 10-fachen Volumen an Methanol gegen eine UF-C5
Membran (5 kDa). Das Methanol wird am Rotationsverdampfer abdestilliert und der
Riickstand in destilliertem Wasser aufgenommen. Nach der Gefriertrocknung des Filt-

rates erhdlt man das entschiitzte Polypeptid als watteartigen Feststoff.

Da die Spektren aller entschiitzten Glycopeptide sehr dhnlich sind wird nachfolgend

nur eine allgemeine Charakterisierung angegeben.

Poly{[N¢-(3,6,9-trioxa-decanoyl)-L-lysin]-co-[ Ve-(8-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
pyranosyl}{1-thioxo-2-aza-5,8-dioxa-octyl})-L-lysin]-co-lysin} 63E, 65E, 67E (Co-
polymere ohne Lysin), 70E, 71E, 73E-79E (Copolymere mit Lysin)

'"H-NMR:  &/ppm (CDCls) = 1.08-1.98 (m, c/d/c); 3.05 (s-br, 1); 3.22-5.92 (m,
/2/314/5/6/7-Lysin, 1/2/3/4/5/6/7/8/9/10-Pyrannose); 7.69 (s-br, NH);
8.53 (s, &-NH)

IR(ATR): 7 /em™ = 3284(s); 3067 (w); 2920 (s); 2865 (s); 1649 (s, Amid L, ve—o

Amid); 1537 (s, Amid II, on.p); 1439 (m); 1375 (w); 1339 (w); 1283 (w);
1247 (m); 1198 (w); 1099 (s); 934 (w); 848 (m)
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Allgemeine Vorschrift zur Ankupplung von Fluorescein

200 mg des entschiitzten Polymers (dieses enthidlt 0.015 — 0.03 mmol freie Ami-
nogruppen) werden unter Stickstoffatmosphire in 30 ml wasserfreiem DMF geldst und
mit 100 ul DIPEA versetzt. Zu dieser Losung gibt man 60 mg (0.15 mmol) Fluores-
ceinisothiocyanat und rithrt 1 d unter Lichtausschluss. AnschlieBend gibt man noch
eine Spatelspitze Fluoresceinisothiocyanat zu und riihrt einen weiteren Tag unter
Stickstoffatmosphédre und Lichtausschluss. Das DMF wird am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Um die Polypeptide nicht zu denaturieren, sollte die Temperatur des
Wasserbads hierbei 40°C nicht tiberschreiten. Der erhaltene Riickstand wird in 80 ml
Methanol aufgenommen. Die leuchtend gelbe Losung wird erst mit 250 ml einer 0.25
M Losung von NaCl in einem Gemisch aus Methanol und Wasser im Verhiltnis 1:1,
dann mit 250 ml 1:1-Gemisches aus Methanol und Wasser und schlie8lich noch mit 1 1
Methanol gegen eine 5 kDa Cellulose-Membran ultrafiltriert. Das leuchtend gelbe Re-
tentat wird am Rotationsverdampfer vom Methanol befreit und der Riickstand in Was-
ser gelost. Durch Gefriertrocknen dieser Losung erhédlt man das fluoreszenzmarkierte

Polypeptid als orangenen, watteartigen Feststoff.

9.3.4 Herstellung der Nanopartikel
Herstellung der Losungen

Als wissrige Phase wurde eine 1 Gew.% Losung von Polyvinylalkohol (PVA) in Mil-
11Q Wasser verwendet. Der fiir die Herstellung dieser Losung verwendete PVA Mowi-
ol 4-88 wurde von der Firma Sigma Aldrich bezogen und besitzt eine mittlere Mol-
masse von ca. 31 kDa. Als organische Phase dienen Losungen der synthetisierten Po-

lypeptide in Ethylacetat, mit einer Massenkonzentration () von 1 mg/ml.

Die Herstellung der organischen Losungen von Poly(N,-trifluoracetyl-L-lysin) 14 und
24 und Poly[(Ng-trifluoracetyl-L-lysin)-co-(y-tert.-butyl-L-glutamat)] 26 erfolgte durch
Losen von 10 mg des jeweiligen Polymers in 10 ml Ethylacetat bei Raumtemperatur.
Wegen der geringen Loslichkeit von Poly(Ng-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin) 15, Po-
ly[(NVe-benzyloxycarbonyl-L-lysin)-block-(Ng-trifluoracetyl-L-lysin)] 32, und Poly[(N,-
trifluoracetyl-L-lysin)-block-(Ng-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin)] 34 in Ethylacetat
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wurden zunidchst jeweils 10 mg der Polymere in 10 ml THF gelost. Diese Lésungen
wurden dann mit 40 ml Ethylacetat verdiinnt und am Rotationsverdampfer (Wasser-
badtemperatur < 40°C) auf etwa 8 ml eingeengt. Wegen der tieferen Siedetemperatur
wurde hierbei ein Grofiteil des THFs abgetrennt. Die so erhaltenen klaren Losungen
wurden, durch Zugabe der entsprechenden Menge Ethylacetat, auf eine Konzentration

von 1mg/ml eingestellt.

Von den vier Diblockcopolypeptiden wurden anhand ihrer vergleichsweise guten Los-
lichkeit das basisch entschiitzbare Polymer 32 und das sauer entschiitzbare Polymer 34
zur Herstellung von Nanopartikel ausgewidhlt. Zusammen mit dem statistischen Copo-
lymeren 26 und den drei Homopolypeptiden 14, 15 und 24 standen damit fiir die Na-
nopartikelherstellung sechs unterschiedliche Polypeptid-Losungen (p = 1 mg/ml) zur
Verfiigung.

Nanopartikelsynthese

Zur Herstellung der Nanopartikel wurden je 0.5 ml der Polypeptidlésungen mit 2.0 ml
wissriger PVA-Losung gemischt. Diese Zwei-Phasen-Gemische wurden anschlieend
15 Minuten lang bei 15500 U/min emulgiert. Hierzu wurde ein Dispergiergerit des
Typs Ultra-Turrax T 18 basic der Firma IKA-Werke GmbH & Co.KG verwendet. Die
erhaltene Emulsion wurde mit 2.5 ml MilliQ Wasser verdiinnt und weitere 30 Sekun-
den homogenisiert. AnschlieBend wurde die Emulsion am Rotationsverdampfer, bei
einer Wasserbadtemperatur von 40°C, vom Ethylacetat befreit. Auf diese Weise wur-
den kolloidale wissrige Losungen der Nanopartikel mit einer Konzentration von ca.

0.1 mg/ml erhalten. Die dargestellten Partikel sind in Tab. 9.11 aufgelistet.
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Tabelle 9.11: GroBe und Polydispersitdt der Nanopartikel in Abhidngigkeit von der Molmasse
der zugrunde liegenden Polypeptide (PDI: Polydispersitidtsindex).

Nanopartikel Polypeptid Durchmesser [nm]  PDI
Nano 1 Poly[Lys(TFA)] 24 171.5+ 1.8 0.095
Nano 2 Poly[Lys(TFA)] 14 178.4 +3.2 0.098
Nano 3 Poly[Lys(Boc)] 15 182.1 £ 4.5 0.117
Nano 4 Poly {[Glu(z-Bu)],-co-[Lys(TFA)],} 26 189.3+1.9 0.103
Nano 5 Poly{[Lys(Z)]io-block-[Lys(TFA)],} 32 176.6 £ 0.2 0.052
Nano 6 Poly{[Lys(TFA)]o 49-block-[Lys(Boc)],} 34 166.7 £ 5.5 0.098
Nano 7 Poly{Ala-block-[Lys(DEG)]-block-[Lys(Man-NCS]} 57 150.8 £5.0 0.44

Nano 8 Poly{Ala-block-[Lys(DEG)]-block-[Lys(Man-NCS]} 58 165.4+4.3 0.42
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10  Verzeichnis der Abkiirzungen

A Angstrom (107'°m)

Abb. Abbildung

Ac Acetyl (C(O)CH3)

AFM Rasterkraftmikroskopie (engl.: Atomic Force Microscopy)
ATR abgeschwichte Totalreflexion (attenuated total reflection)
Boc tert.-Butylcarbamat bzw. fert.-Butyloxycarbonyl
bpy 2,2’-Bipyridin

br breites Signal (NMR-Spektroskopie)

Bzl Benzyl

Co Kobalt

COD 1,5-Cyclooctadien

d Dublett (NMR-Spektroskopie)

d Tag

Da Masseneinheit Dalton

DC Diinnschichtchromatographie

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

dd Doppeldublett (NMR-Spektroskopie)

DEG 3,6,9-Trioxa-decanoyl

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin, Hiinig-Base

DMAc N,N-Dimethylacetamid

DMF N,N’-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

dt Doppeltriplett (NMR-Spektroskopie)

(EO), Diethylenglycol
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eq. Aquivalent(e)

ESI Elektrospray-lonisation

Et Ethyl (C,Hs)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

g Gramm

Glc Glucose

Gln L-Glutamin

Glu L-Glutaminsdure

GPC Gel-Permeations-Chromatographie

h relative Haufigkeit

h Stunden

1 NMR-Integration

/M Initiator/Monomer-Verhéltnisse

IR Infrarot(-Spektroskopie)

k Prifix “Kilo* (10°)

1 Liter

LM Losungsmittel

Lys L-Lysin

m Multiplett (NMR-Spektroskopie)

m mittelintensives Signal (IR-Spektroskopie)
M Molmasse, Molekulargewicht (in g/mol)
M Molar (mol/1)

m Masse

Man Mannose
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Man-NCS

MHC
min

mono

mol
MS

Mtheo

NCA
NCS

NHS

NMR

PBS
PD
PDI
PEG
pH
PLA

PLG

2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza-
ethyl)

Methyl (CHj3)

Haupthistokompatibiltits-Komplex

Minuten

durchschnittliche Molmasse einer imagindren Monomereinheit (in
g/mol)

Zahlenmittel der Molmasse (in g/mol)

Mol (Teilchenzahl)

Massenspektrometrie

theoretisch zu erwartende Molmasse (berechnet aus P, oder I/M)
Gewichtsmittel der Molmasse (in g/mol)

Prifix fiir Nano (107)

o-Aminosdure-N-carboxyanhydrid

Isothiocyanat

N-Hydroxysuccinimid

Nickel

Kernmagnetische Resonanz(-Spektroskopie)

Phosphor

phosphatgepufferte Salzlosung (phoshpate buffered saline)
Polydispersitét (bei Polymeren)

Polydispersitiatsindex (bei Nanopartikeln)

Polyethylenglycol

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Polymilchsdure

Polyglycolsdure
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PLGA Poly(Milchsdure-co-Glycolsdure)

(PMe)4Co Tetrakis(trimethylphosphan)Kobalt(0)

PMS Phenazin Methosulfat

P, Polymerisationsgrad

ppm parts per million (NMR-Spektroskopie)

PVA Polyvinylalkohol

q Quartett (NMR-Spektroskopie)

quin Quintett (NMR-Spektroskopie)

R beliebiger organischer Rest

R¢ Retentionsfaktor (Diinnschichtchromatographie)
s Singulett (NMR-Spektroskopie)

s starkes Signal (IR-Spektroskopie)

SLe* Sialyl-Lewis™

t Triplett (NMR-Spektroskopie)

t-Bu tertidr Butyl ((CH3)sC)

tert. tertidr

TFA Trifluoracetyl

Th Thomson, Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (Massenspektrometrie)
THF Tetrahydrofuran

TMSOTf Trimethylsilyltrifluormethansulfonat

TosOH para-Toluolsulfonsdure

Trt Triphenylmethyl ((C¢Hs)3C)

UV/Vis Ultraviolett- und Visible-Spektroskopie

w schwaches Signal (IR-Spektroskopie)

X Polymerisierungsgrad
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X
Ja-B

XTT

Kopplungskonstante {iber x Bindungen zwischen den Kernen A und

B (in Hz)

(Natrium 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfonatophenyl)-

tetrazolium-5-carboxanilid)
Polymerisierungsgrad

Polymerisierungsgrad

Ladungszahl (Massenspektrometrie)
Benzyloxycarbonyl (C¢HsCH,OCO)
Massenkonzentration (in g/l)
Deformationsschwingung (IR-Spektroskopie)
chemische Verschiebung (in ppm) (NMR-Spektroskopie)
Wirmezufuhr

Wellenlédnge

Prifix “Mikro* (10°%)

Valenzschwingung (IR-Spektroskopie)

Wellenzahl (in cm™') (IR-Spektroskopie)
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11  Verzeichnis der Verbindungen

In der folgenden Tabelle sind die Nummern der im Text vorkommenden Verbindungen
aufgelistet. Auf die Auflistung der Glycopeptide 60-69 und 71-80 sowie der entschiitz-
ten und fluoreszenzmarkierten Glycopeptide wird wegen ihrer sehr langen und kom-
plizierten Namen verzichtet. Thre Zusammensetzungen konnen den Tabellen 5.5 und
5.6 entnommen werden. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindun-
gen sind die Seitenzahlen der Seiten angegeben, auf denen sich die jeweilige Synthe-

sevorschrift und die analytischen Daten befinden.

1 L-Glutaminsdure

2 v-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutaminsdure Hydrotosylat 130
3 Ng-Fluorenylmethoxycarbonyl-Ns-triphenylmethyl-L-glutamin

4 N;-Triphenylmethyl-L-glutamin 132
5 Bis(trichlormethyl)carbonat (Triphosgen)

6 Ng-Trifluoracetyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid 125
7 Ng-Benzyloxycarbonyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid 126
8 Ng-tert.-Butyloxycarbonyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid 127
9 v-Benzyl-L-glutaminsdure-N-carboxyanhydrid 127
10 y-tert.-Butyl-L-glutaminsdure-N-carboxyanhydrid 128
11 v-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutaminsdure-N-Carboxyanhydrid 131
12 L-Alanin-N-carboxyanhydrid 129
13 Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin-N-carboxyanhydrid 133
14 Poly(Ne-trifluoracetyl-L-lysin) 175
15 Poly(N,-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin) 175

16 Poly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 175
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17 Poly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 175

18 Poly([Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin]-co-[ Ne-trifluoracetyl-L- 180
Lysin])

19 Poly[(Ng-trifluoracetyl-L-Lysin)-co-(y-tert.-butyl-L-glutamat)] 180

20 Poly[(Ne-trifluoracetyl-L-Lysin)-co-(y-tert.-benzyl-L-glutamat)] 180

21 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ N,-trifluoracetyl-L- 180
Lysin]}

22 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ Ne-trifluoracetyl-L- 180
Lysin]}

21E Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[L-Lysin]} 54

22E Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[L-Lysin]} 54

23 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ N,-trifluoracetyl-L- 180
Lysin]}

24 Poly(N,-trifluoracetyl-L-lysin) 173

25 Poly[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat] 173

26 Poly[(Ne-trifluoracetyl-L-Lysin)-co-(y-tert.-butyl-L-glutamat)] 177

27 Poly([Ns-Triphenylmethyl-L-glutamin]-co-[ N-trifluoracetyl-L- 177
Lysin])

28 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ Ne-trifluoracetyl-L- 177
Lysin]}

29 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ N,-trifluoracetyl-L- 177
Lysin]}

30 Poly{[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ Ne-trifluoracetyl-L- 177
Lysin]}

31 Poly-[y-(2,2,2-trichlorethy)-L-glutamat]-co-[ N-trifluoracetyl-L- 177

Lysin])
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1 Poly[(N:-Benzyloxycarbonyl-L-lysin)-block-(Ng-trifluoracetyl-L- 192
Lysin)]

33 Poly[(Ne-tert.-Benzyl-L-glutamat)-block-(Ng-trifluoracetyl-L-Lysin)] 192

34 Poly[(N-trifluoracetyl-L-Lysin)-block-(Ng-tert.-Butyloxycarbonyl-L- 192
lysin)]

35 Poly[(Ng-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysin)-bock-(N-trifluoracetyl-L- 192
Lysin)]

36 L-Lysin

37 N¢-Benzyliden-L-lysin 133

38 Ny-Benzyloxycarbonyl-L-lysin 134

39 Nq-(Benzyloxycarbonyl)-L-lysin

41 N-{2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]acetyl}-oxysuccinimid 136

42 Nq-Benzyloxycarbonyl-Ng-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin 137

43 N¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin-N-carboxyanhydrid 138

44a D-Mannose

44b D-Glucose

45a 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 140
45b 1,2,3,4,6-Penta-0O-acetyl-D-glucopyranose 141
46 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-brom-o-D-mannopyranose 142
47 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-isothiocyanato-a-D-mannopyranose 143
48 Ne-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 144

ethyl)]-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin

49 N¢-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 146
ethyl)]-L-lysin-N-carboxyanhydrid

50a 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose 147
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50b 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucose 149
50c¢ 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactose 150
51a 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-a-D-mannopyranose 151

51b 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-B-D-glucopyranose 152

S1c 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-trichloracetimidato-p-D-galactopyranose 153

52 2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethanol 154

53a 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-a-D- 155
mannopyranose

53b 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-p-D- 157
glucopyranose

53¢ 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(5-isothiocyanato-3-oxapentyl)-p-D- 158
galactopyranose

S54a N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 159
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin

54b N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 160
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin

S4¢ N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 162
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(tert.-butyloxycarbonyl)-L-lysin

55a N¢-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 163
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin

55b N¢-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 165
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin

55¢ N¢-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 166
5,8-dioxa-octyl)]-Ny-(benzyloxycarbonyl)-L-lysin

56a N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 167
5,8-dioxa-octyl)]-L-lysin-N-carboxyanhydrid
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56b N¢-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 169
5,8-dioxa-octyl)]-L-lysin-N-carboxyanhydrid

S56¢ N.-[8-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)(1-thioxo-2-aza- 170
5,8-dioxa-octyl)]-L-lysin-N-carboxyanhydrid

57 Poly{[Ala]io-block-[N¢-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin] o-block-[Ne- 195
(2-{2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl} {1-thioxo-2-aza-
ethyl})-Ny-L-lysin]; }

58 Poly{[Ala],-block-[N-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin]io-block-[N,- 195
(2-{2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl} {1-thioxo-2-aza-

ethyl})-Ny-L-lysin]; }

59 Poly[N:-(3,6,9-Trioxa-decanoyl)-L-lysin] 183
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