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We not only want to know how nature is (and how
her transactions are carried through), but we also
want to reach, if possible, a goal which may seem
utopian and presumptuous, namely, to know why
nature is such and not otherwise.
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1. Einleitung und Zielsetzung

Die vielseitigsten Makromolekiile in Lebewesen stellen ohne Zweifel die Proteine, abgeleitet
vom griechischen proteios - der Erste, dar. Diese molekularen Maschinen verfligen iiber eine
grofde und weitreichende Vielfalt an komplexen Funktionen, in denen die biologische Aktivitat
jedes Proteins durch seine dreidimensionale Struktur bestimmt wird.[!l Sie werden zum Aufbau
von biologischem Material genutzt, dienen als Speicher von Substanzen, werden zum Transport
von Molekiilen eingesetzt und fungieren in Form von Enzymen als Katalysatoren von
chemischen Vorgangen. Weiterfiihrend besitzen sie regulative Funktionen als Botenstoffe, den
Hormonen, und iiben eine Schutzfunktion als Antikorper zur Abwehr aus. Als Vermittler in Form
von Membranproteinen, Rezeptoren sowie lonenkandlen halten sie die Kommunikation von
Zellkompartimenten aufrecht.['2] Da sie in nahezu allen essentiellen Prozessen des Lebens
involviert sind, konnen bereits geringfiigige Veranderungen der Proteinstruktur zu einem
Verlust der biologischen Aktivitat fiihren und eine Vielzahl an Krankheiten sowie pathogen
ablaufenden Prozessen auslosen. Eine grofde Anzahl an Therapeutika, die heutzutage eingesetzt
werden, entfaltet ihre Wirkung durch die Interaktion mit Proteinen, Enzymen und Rezeptoren,
die mit der jeweiligen Krankheit einhergehen.3] Basierend auf diesem Sachverhalt miissen
gezielt effektive und hoch selektive Wirkstoffe entwickelt werden. Ohne die Kenntnisse tliber die
exakten Ablaufe in biologischen Systemen ist das Design von Wirkstoffen mit therapeutischer
Aktivitat undenkbar. Zur Beantwortung solch komplexer Fragestellungen werden in der Chemie
und Biologie verschiedene Strategien verfolgt.

Eine chemische Herangehensweise zum Verstindnis der biologischen Prozesse, in denen
Proteine beteiligt sind, ist die Entwicklung von vereinfachten Modellsystemen. Proteinmimetika
stellen hier eine gute Moglichkeit dar, Informationen tUber die Funktion natiirlich
vorkommender Proteine zu erhalten. Dabei spielt die Proteinstruktur eine wichtige Rolle, die
Information der Aminosauresequenz allein ist jedoch nicht ausreichend um Riickschliisse auf die
spezifische Funktion zu ziehen.[*-¢l Von besonderer Bedeutung ist das Verstindnis der
vorherrschenden intermolekularen nichtkovalenten Kréfte, die an der Faltung und
Selbstorganisation beteiligt sind. Zum Verstdndnis sowie zur Steuerung dieser nichtkovalenten
Kriafte und der infolgedessen entstehenden Uberstrukturen wurden viele Modellsysteme
konzipiert. Anfanglich wurden fiir das de novo-Design a-Aminosiauren und ihre Peptide in
Anlehnung an natiirliche Systeme verwendet. Allerdings weisen a-Peptide Defizite aufgrund
ihrer Empfindlichkeit gegentiber dem enzymatischen Abbau in vivo und der inhdrenten
Flexibilitit des Peptidriickgrats kurzer Sequenzen auf.’-91 Um diese Problematik fir
therapeutische Anwendungen zu umgehen, sind Foldamere eine vielversprechende Alternative.
Foldamere, aus flexiblen synthetischen Kettenmolekiilen aufgebaut, weisen durch
nichtkovalente Wechselwirkungen eine stabile Sekundarstruktur in Losung auf.[10] Somit konnen
sie sogar liber die gleiche biologische Funktion ihrer natiirlichen Leitstrukturen verfiigen. Eine
Unterklasse der Foldamere sind die [(-Peptide, welche zu den wichtigsten Vertretern der
bioinspirierten Foldamere gezahlt werden.[!!l In der Natur sind sie meist in marinen Pflanzen
und Mikroorganismen und vereinzelt im Metabolismus von Saugern zu finden.['2! Sie besitzen
eine hohere Resistenz gegentiber thermischen Einfliissen und dem enzymatischen Abbau in vivo.
In wassrigen Systemen werden stabile Sekundarstrukturen fiir (3-Peptide bereits ab einer
Kettenldnge von sechs Aminosduren beobachtet.[!112] Des Weiteren verfiligen 3-Peptide liber ein
sehr grofles Repertoire an moglichen natiirlichen und nichtnatiirlichen Sekundarstruktur-
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1. Einleitung und Zielsetzung

motiven.[12] Eine der wichtigsten Sekundarstrukturen der (33-Peptide ist die 14-Helix. [1213] Die
aus [3-Aminosauren aufgebaute Helix besteht aus einem 14-gliedrigen Ring, der durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird. Durch die Funktionalisierung der Flanken einer
14-Helix mit Erkennungseinheiten in i und i+3 Abstdnden kommen die eingefiihrten Einheiten
mit einem Stapelungsabstand von 5 A iibereinander zu liegen. So konnten komplementire
Nukleobasen-funktionalisierte (-Peptide durch WATSON-CRICK- und HOOGSTEEN-Basenpaarung
stabile Helix-Dimere bilden.[14-16]  Prinzipiell koénnen mit Hilfe von geeigneten
Erkennungseinheiten an den (3-Peptiden mit 14-helikaler Struktur gezielt hohere Aggregate
aufgebaut werden.['7l In dem zweiten Kapitel wird beschrieben, wie komplementire
Janusmolekiill-funktionalisierte [3-Aminosduren hergestellt und anschliefflend in Peptide
integriert werden. Dabei besitzen die Janusmolekiile Cyanursdure (CYA) und Triaminotriazin
(TAT) zwei gleichwertige Bindungsseiten, d. h. Donor- und Akzeptorposition sind jeweils auf
beiden Seiten vorhanden.!*8] Dies befahigt die Molekiile mit weiteren Donor-Akzeptor-Spezies zu
interagieren. Die Bildung einer stabilen 14-Helix und die Erkennung zwischen CYA und TAT
sollen zu einer molekularen Selbstorganisation der beiden Komponenten fiihren und eine
Aggregation zu tubuldren Strukturen ermoglichen (Abb. 1.1). Die angestrebten
supramolekularen Aggregate hitten aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu porenbildenden
Transmembranproteinen das Potential als kiinstliches System in Modellmembranen
implementiert zu werden.

Abbildung 1.1: Molekulare Selbstorganisation von komplementdren [3-Peptiden, erzeugt mittels
Induktion durch die Janusmolekiile Cyanursaure (CYA) und Triaminotriazin (TAT), deren Erkennung
durch Wasserstoffbriickenbindungen vermittelt wird.

Neben dem Einsatz in Modellsystemen eignen sich (33-Peptide in cyclischer Form aufgrund ihrer
rigiden Struktur als Trager fiir strukturelle und funktionelle Eigenschaften.'91 Cyclo-f33-
Tripeptide, die drei Verankerungspositionen aufweisen, konnen als zellulare Transportmolekiile
von Wirkstoffen fungieren. Des Weiteren kann ihre Tendenz zur Selbstaggregation ausgenutzt
werden, da durch vertikale Stapelung mehrerer Cyclo-§33-Tripeptide Nanorohren entstehen und
zur Amplifikation der horizontal orientierten Funktionalititen fithren. Die erzeugten

! Inspiriert wurde die Bezeichnung Janusmolekiil von der rémischen Gottheit Janus, dargestellt durch
einen Kopf mit zwei Gesichtern.[257]
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1. Einleitung und Zielsetzung

Nanorohren mit neuartigen Eigenschaften konnten als kiinstliche Ionenkanile in biologischen
Studien eingesetzt werden oder in materialwissenschaftlichen Bereichen elektrochemische
Anwendung finden.l201 In einem weiteren Projekt wird der synthetische Zugang eines
literaturbekannten trifunktionalen Cyclo-33-Peptidsi*9 von der Festphasen-Peptidsynthese in
die Losung iibertragen, um grofiere Mafdstibe zur Herstellung zu realisieren (Kapitel 3). Die
Generierung grofierer Mengen mit reduzierten Materialkosten ware ein grofder Fortschritt, vor
allem fiir pharmazeutische Hochdurchsatz-Screenings zur Identifizierung biologisch aktiver
Verbindungen funktionalisierter Cyclo-33-Peptide.

Die biologische Vorgehensweise zur Aufklarung von Struktur und Funktion zelluldrer Proteine
beinhaltet bildgebende Verfahren als Methode der Wahl. Vor allem durch die rasanten
Fortschritte der Technik und die Entwicklung selektiver Fluorophore werden Lichtmikroskope
weitverbreitet eingesetzt. Den Durchbruch brachte die STED (stimulated emission depletion)-
Mikroskopie, wodurch die Auflésungsbegrenzung nach dem ABBE’schen Gesetz umgangen und
durch das An- und Ausschalten von Fluoreszenzsignalen markierter Zielobjekte eine hohere
Detailscharfe erzielt wird.[2!] Dabei ermdoglichen die bildgebende Verfahren die Visualisierung
und Lokalisierung zelluldrer Proteine. Seit mehr als einer Dekade ist die bildgebende
Massenspektrometrie (mass spectrometry imaging, MSI) starker in den Fokus gertickt, da diese
im Gegensatz zu anderen bildgebenden Verfahren neben der raumlichen Information auch die
chemische = Zusammensetzung der  Probe  wiedergibt.22l  Die  Sekundéarionen-
Massenspektrometrie (SIMS) ermoglicht eine Auflésung, die den Bereichen von
Lichtmikroskopen nahe kommt.[23] Fiir den Kontrast werden in Lichtmikroskopen Fluorophore
eingesetzt, wahrend die MSI eine Isotopenmarkierung zur Differenzierung erfordert. In
bisherigen biologischen Studien wurde die isotopische Markierung tberwiegend durch
metabolische Anreicherung erzielt.[24] So werden durch das Fiittern lebender Organismen oder
Inkubation von Zellen mit isotopenangereicherten Verbindungen nach mehreren Zyklen der
Proteinbiosynthese isotopenmarkierte zellulire Proteine erhalten. Im Anschluss wird der
Isotopengehalt visualisiert. Dies jedoch erschwert die Unterscheidung einzelner Proteine von
der zelluldren Gesamtheit. In diesem Zusammenhang wird in dem vierten Kapitel beschrieben,
wie in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe RIZZOLI eine Strategie ausgearbeitet und in einer
Teilaufgabe die Entwicklung von selektiven isotopenangereicherten Markern erzielt wird. Somit
wird die Moglichkeit zur Differenzierung einzelner zelluldrer Proteine unter Verwendung der
Ionen-Mikrosonde NanoSIMS 50L von Cameca aufgezeigt und der Weg fiir metabolische und
Protein-Turnover Studien geschaffen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sind eine beliebte Methode in zellbiologischen Studien.
Mittlerweile gibt es eine Bandbreite an kommerziell erhaltlichen Fluorophoren, die meistens
liber bestimmte chemische Reaktionsarten eingefiihrt werden kénnen.[251 Zur Visualisierung von
Protein-Antikérper/Antigen-Konjugaten wird neben chemischer eine enzymatische Einfiihrung
der Fluorophore wegen der hohen Spezifitit sowie Sensitivitit bevorzugt. In Kapitel 5 wird
beschrieben, wie die literaturbekannte Sortase A-Erkennungseinheit synthetisiert und mit
Fluorophoren sowie einem Biotin verkniipft wird.[26] Diese soll im Rahmen einer Kooperation
zur Verfiigung gestellt werden. Sortase A ist ein bakterielles Enzym, dessen Struktur und
Funktion bekannt ist und dessen natiirliche Funktion als biotechnologisches Hilfsmittel zur
Markierung und Ligation von Proteinen iibertragen worden ist.27] Demzufolge sollen die
markierten Erkennungseinheiten in einer Sortase A-vermittelten Reaktion mit Proteinen
verkniipft werden, um immunocytochemische Experimente zu ermdglichen.
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2. Janusmolekiil-funktionalisierte 33-Peptide zur Ausbildung hoher
geordneter Aggregate

Die molekulare Selbstorganisation von Molekiilen ist ein spontaner Assoziationsvorgang unter
Gleichgewichtsbedingungen, aus der dreidimensionale Uberstrukturen resultieren. Angetrieben
durch intermolekulare nichtkovalente Krdfte oder koordinativer Wechselwirkungen werden in
ubiquitdren Prozessen des Lebens unter Bildung komplexer Strukturen verschiedene Biomolekiile
involviert. Neben der Duplexbildung der DNA durch Nukleobasenpaarung, ist die Proteinfaltung ein
reprdsentatives Beispiel fiir molekular selbstorganisierende Systeme. Fiir das gezielte Design von
héheren Strukturen muss der Vorgang vollstindig verstanden werden und kontrollierbar sein.
Durch den Einsatz peptidischer Aggregate definierter Geometrie kann eine Vielzahl an
supramolekularer Strukturen, wie Kdfigstrukturen oder Nanorohren, erzeugt werden, um tiber das
Verstdndnis hinaus weitere Anwendungsméglichkeiten fiir biologische und
materialwissenschaftliche Bereiche zu erméglichen.

Inspiriert von den integralen Membranproteinen, den a-Helix-Biindel- und [3-Fassproteinen, soll ein
artifizielles porenbildendes Modellsystem mit molekular selbstorganisierenden Eigenschaften
entworfen werden. Zum Aufbau komplexer Strukturen eignet sich das bioinspirierte Foldamer [33-
Peptid aufgrund dessen 14-helikaler Vororganisation und gezielter Adressierung der Flanken fiir
Erkennungseinheiten. Die Kontrolle iiber Geometrie, Stdchiometrie und Spezifitit der
Selbstassoziation kann mit Hilfe von Erkennungseinheiten gesteigert werden. Aus der molekularen
Erkennung des Janusmolekiilpaars Cyanursdure (CYA) und Triaminotriazin (TAT) mit
komplementdren Akzeptor/Donor-Positionen (ADA/DAD) kénnen planare hexamere Strukturen
realisiert werden, die sich durch die Verwendung eines prdorganisierenden [(33-Peptidriickgrats im
dreidimensionalen Raum zu tubuldren Strukturen ausrichten konnen. In diesem Kapitel werden die
Eigenschaften der [(3-Peptide wiedergegeben (Kapitel 2.1) und die Janusmolekiile als potentielle
Erkennungseinheiten aufgezeigt (Kapitel 2.2). Des Weiteren werden Design und Synthese
Janusmolekiil-funktionalisierter [33-Peptide vorgestellt (Kapitel 2.3) und die Ergebnisse aus den
Aggregationsstudien prdsentiert (Kapitel 2.4).
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m 2. Janusmolekdl-funktionalisierte B3-Peptide zur Ausbildung héher geordneter Aggregate

2.1 B-Aminosduren und ihre Peptide

Angelehnt an die natiirlichen Vorbilder, den a-Peptiden, werden synthetisch erzeugte Oligomere
mit charakteristischer Tendenz zur Faltung und Ausbildung von stabilen Sekundéarstrukturen in
Losung als Foldamere bezeichnet.[1028291 Trotz abweichendem Aufbau verglichen mit
natiirlichen Strukturen, besitzen sie ein dhnliches Verhalten in Assoziation und Faltung, welche
durch nichtkovalente Krafte induziert werden. Dariiber hinaus zeichnen sie sich durch ihre
Fahigkeit aus, definierte Sekundarstrukturen bereits mit kiirzeren Oligomeren auszubilden.
Heutzutage ist eine Vielzahl von Foldameren bekannt, welche erfolgreich synthetisiert und
tiberdies auf ihre Eigenschaften zur Faltung und Assoziation untersucht worden sind
(Abb. 2.1).110293233] Dabei werden Foldamere in zwei Klassen eingeteilt, die bioinspirierten
Foldamere und die abiotischen Foldamere. Nichtnatiirliche Foldamere beinhalten
typischerweise aromatische Ringe in ihrem Riickgrat.[3031 Im Gegensatz zu den natiirlichen oder
bioinspirierten Foldameren sind in den nichtnatiirlichen Foldameren m-m-Stapel-
Wechselwirkung und die geometrische Spezifitit der Aromaten vorhanden, die zu einer
spezifischen Ausbildung von raumlichen Strukturen fiithren.

A R, R O R O R R
E\N)\H/é E\N)\/U\g g\N)\/”\N)\H/g E\N)\/\H/é
R, o H H H o H o
Peptoide p3-Peptide o/B-Peptide y-Peptide
WY SR
b et sg ST
g \g/ RO jR/O\/ o W)k
Oligoharnstoffe B-Sulfonpeptide Ol|gocarbamate
B o tBu
Aoyt Ao QKL
Oligoarylamide Oligohydrazide

(@) O\/\O/\/O\/\O Quinolin-Oligoamid

TUN,

m-Phenylen-ethinylen-Oligomere (R = H, CH3)

Abbildung 2.1: Beispiele fiir bioinspirierte Foldamere (A) und abiotische, nichtnatiirliche Foldamere
(B).[102932,33]

B-Peptide werden zu den bioinspirierten Foldameren gezahlt, welche in der Natur bisher
vereinzelt in hochaktiven Naturstoffen und insbesondere in marinen Lebewesen identifiziert
worden sind.[1912] Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften, wie thermische und enzymatische
Stabilitdt, bieten diese interessante Forschungsbereiche auch im Hinblick auf
Wirkstoffentwicklung.[3435]

Im Gegensatz zu a-Aminosduren werden in -Aminosduren durch die Verlangerung um eine

Methyleneinheit zwischen der Amino- und Carboxylgruppe, zusétzlich zwei weitere Positionen
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2. Janusmolekil-funktionalisierte B3-Peptide zur Ausbildung hoher geordneter Aggregate

fiir Substitutionen zur Verfiigung gestellt (Abb. 2.2). Die Anzahl an moglichen Stereoisomeren
steigt somit von zwei auf vier und verdeutlicht die grofie strukturelle Vielfalt der f-
Aminosduren.[12]

R R" O

Abbildung 2.2: Mit R markierte mégliche Substitutionsstellen fiir a-Aminosduren und f3-Aminosduren.

Zur besseren Unterscheidung der Substitutionspositionen von [-Peptiden wurden Indizes
eingeflihrt. Die Monosubstitution an Cg wird als (33-Aminosaure und die an Cq als 32-Aminosdure
bezeichnet.['2] Demzufolge wird eine Disubstitution an beiden C-Atomen als (23-Aminosdure
benannt (Abb. 2.3).

R O =
: N T N
B3-Aminosaure B2-Aminosaure  anti-p%3-Aminosiure syn-p23-Aminosaure

Abbildung 2.3: Substitutionsmuster in f-Aminoséduren.

Die Torsionswinkel w, ®, 6 und ¢ in -Aminosduren werden nach der Konvention von BALARAM
festgelegt (Abb. 2.4).3637] Hierbei repradsentiert w den Winkel der CO-N-Bindung, ® den Winkel
der CN-Cg (CN-Cq fiir a-Peptide), 6 den Winkel der Co-Cg und ¢ den Winkel der CO-Cq-Bindung.
Dabei hat der Winkel 0 einen hohen Einfluss auf die Ausbildung von Sekundarstrukturen der 3-
Peptide.[36]

Pt R
\ﬂ/i)q) ¢ ”/ \[]2 \g
@) O O

Abbildung 2.4: Torsionswinkel von a-Peptiden (links) und (3-Peptiden (rechts) nach der Konvention von
BALARAM in Anlehnung an die RAMACHANDRAN-Diagramme.[36:37]

Des Weiteren hat das Substitutionsmuster einen starken Einfluss auf die Konformation. Die
monosubstituierten 32- und B3-Aminosduren sowie die anti-konfigurierten (23-Aminosduren
bevorzugen die gauche Konformation.[36381 Mit einem Diederwinkel 6 von 60 ° werden hierbei
helikale Strukturen préferiert. Im Gegensatz dazu neigen die syn-konfigurierten [323-
Aminosauren durch die trans-Konformation mit einem Winkel 6 von 180 ° zur Ausbildung von
[-Faltblatt-Motiven. Bei 22- und (33-Aminosduren hingegen werden statt der helikalen oder
turn-artigen Strukturen, wie sie in a-Aminosduren vorkommen, reverse turn Konformationen
stabilisiert. che -Aminosduren mit einem Ringschlufd iiber Cq-Cg begilinstigen aufgrund der
Starrheit der Bindung eine gauche-Konformation mit Priferenz zur Helix-Bildung. Dabei wird
der Torsionswinkel durch die Ringgrofie bestimmt.

Die Annahme, dass (-Peptide aufgrund des zusatzlichen C-Atoms und der dadurch ,frei-
drehbaren“ C«-Cg 0-Bindung eine geringe Neigung zur Bildung von ilibergeordneten Strukturen
haben, erwies sich als nicht zutreffend.[3839 Bereits mit einer Sequenz von sechs B-Aminosduren
konnen in wassrigen Medien oder Methanol Sekundarstrukturen erhalten werden, wohingegen
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15-20 a-Aminosduren notwendig sind um stabile Sekundarstrukturen auszubilden. Durch
Zuhilfenahme der Konformationsdiagramme wird deutlich, dass die Cq-Cg-Bindung eine grofie
Energiebarriere aufweist. Die Folge ist die erschwerte Rotation um die sp3-sp3-hybridisierte o-
Bindung der -Aminosdure im Vergleich zu gewdhnlichen sp3-sp3-hybridisierten Bindungen.

Das Vorhandensein einer stabilen Sekundarstruktur ist eine wichtige Voraussetzung zur Bildung
von Tertiarstrukturen, die eine definierte Funktion bei der Protein-Substrat-Interaktion
beinhalten.38] Dabei sind 3-Peptide nicht nur in der Lage stabile Sekundarstrukturen zu bilden,
sondern weisen neben natiirlichen Sekundéarstrukturen (Helices, parallele und antiparallele
Faltblatter und turn-artige Strukturen) auch in der Natur selten anzutreffende Motive auf, wie
tubuldre, bandartige Strukturen oder unnatiirliche Helixkonformationen.[®! Durch das
Substitutionsmuster der (-Peptide wird in erster Linie die Sekundéarstruktur induziert. Zur
Differenzierung der Helixrichtung ist in der Literatur keine eindeutige Nomenklatur vorgegeben.
Wahrend SEEBACH anhand der Helixsymmetrie zwischen M und P (links- oder rechts-drehend)
unterscheidet, beruht SUBIRANAS und APPLEQUISTS Konvention auf dem Drehsinn (R und L) der
Helix.[3¢l Eine weitere Moglichkeit zur Helix Nomenklatur beschreibt die Anzahl an Seitenketten
pro Windung mit einem Index, der in der Nomenklatur von GELLMAN Verwendung findet.[36]
GELLMAN Klassifiziert die verschiedenen Helices tiber den durch intramolekulare
Wasserstoffbriicken gebildeten Ringschlufd zwischen einem Akzeptor- und einem Donoratom, in
diesem Fall zwischen dem Carbonylsauerstoff am Peptidriickgrat und dem Amidproton.?
Folglich beinhalten die Nummern die Anzahl, der in dem Ring enthaltenen Atome, zur
Differenzierung der Helix-Typen. Die bekanntesten und weitgehend untersuchten Helices sind
die 14-, 12-, 10/12-, 10- und 8-Helices (Abb. 2.5). Im Vergleich dazu sind fiir a-Peptid-Helices
nur drei Wasserstoffbriicken-bildende Strukturen bekannt (a-, 310- und m-Helix).[#0]

8 10
H H
N N N N :
asndhes S (e
(0] (0] O (@]
8-Helix 10-Helix
12 14

H H
R i

12-Helix 14-Helix

10

H R
A

10/12-Helix

Abbildung 2.5: Darstellung der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen und die daraus
resultierenden Helixtypen. Die Anzahl der Atome innerhalb des gebildeten Ringes ist namensgebend fiir
den Helixtyp.[36]

% Im weiteren Verlauf wird die GELLMAN-Nomenklatur verwendet.
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Die strukturelle Charakterisierung der einzelnen Helix-Typen erfolgt mit Hilfe der
Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR)-Spektroskopie, der
Rontgenkristallstrukturanalyse sowie der Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie.l'2l Die
Kristallstrukturanalyse liefert genaue strukturelle Informationen. Allerdings ist diese Methode
auf feste Phasen limitiert und die Bildung eines Einkristalls meist erschwert. Fiir strukturelle
Aussagen in Losung sind zweidimensionale NMR-Spektroskopie sowie CD-Spektroskopie
unerlasslich. Durch die CD-Spektroskopie konnen zusatzliche Aussagen tliber Veranderungen in
Abhangigkeit von pH-Wert, Temperatur oder anderen Losungsmitteln getroffen werden. Sie
bietet oft eine gute Moglichkeit zur Abschatzung der o-Peptid-Konformationen an.B321 Sind
bereits Referenzen der unterschiedlichen Typen an helikaler Konformation vorhanden, wie im
Fall der 33-Peptide, konnen Vergleiche zu neuartigen Oligomeren gezogen werden.

Die Stabilitat der -Peptid-Helix ist je nach Substitutionsmuster unterschiedlich. In Studien von
SEEBACH konnte gezeigt werden, dass [33-Peptide (Cg-substituiert) eine hohere Stabilitdt in ihren
Helices aufweisen als [2-Peptide (Cq-substituiert).l!2l In [(3-Peptiden befinden sich die
Substituenten neben der Aminofunktion des Riickgrats, wohingegen sich die Substituenten der
[32-Peptide neben der Carbonylgruppe befinden. Die Nachbarschaft zur Carbonylfunktion fiihrt
aufgrund  sterischer Hinderungen zu einer Schwachung der intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindung und infolgedessen tritt ein destabilisierender Effekt auf.

Fir helikale B-Peptide ist die 14-Helix (Helix-Nomenklatur: 314) die am besten untersuchte
Sekundarstruktur, deren Gesamtdipolmoment invers zu dem einer a-Helix ist (Abb. 2.6).[12]

A B
N-Terminus
S} .
Si
Si
<
[}
1S
s}
£
g .
a Si
®
C-Terminus

Abbildung 2.6: A Seitenprofil der linksgéngigen 14-Helix (farblich hervorgehoben sind Stickstoffatome =
blau, Sauerstoffatome=rot und Kohlenstoffatome = weif).['2] Axiale Substituenten (Re, violett)
verhindern die Helixbildung. Laterale Substituenten (Si, griin) sind begilinstigte Positionen fiir die
Ausbildung der 14-Helix. B 14-Helikales (3-Peptid von oben betrachtet. Die Substituenten bilden drei
Flanken. C: Gestreckte Konformation eines (3-Peptids mit Seitenansicht.[12]
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Die Stabilisierung der 14-Helix erfolgt tiber einen 14-gliedrigen Ring der durch Wasserstoff-
briickenbindung zwischen dem Amidproton an der Position i und dem Carbonylsauerstoffatom,
das sich in i+2 Stellung am Riickgrat befindet, ausgebildet wird.[123941] Dabei sind pro Windung
ndherungsweise drei Aminosduren vorhanden, deren Seitenketten mit einem Abstand von 5 A
an der Position i und i+3 Ubereinander zu liegen kommen. An jedem sp3-hybridisierten
Kohlenstoffatom entlang des Riickgrats der Helix sind Positionen fiir laterale oder axiale
Substituenten vorhanden. Die laterale Bindung ist ndherungsweise senkrecht und die axiale
parallel zur Helixachse ausgerichtet. Seitenkettenreste sind aufgrund sterischer Hinderungen
nur in lateraler Position erlaubt, wihrend in axialer Position ausschliefdlich Wasserstoffatome
auftreten diirfen. Die linksgingige Helix (M) wird gebildet, wenn die Seitenketten an den
Positionen C und/oder Cg der -Aminosduren sich in den Si-Sphéren befinden. Folglich formen
[B3-Peptide, die aus natiirlichen L-Aminosduren aufgebaut sind, eine linksgangige 14-Helix.
Dahingegen miissen fiir eine rechtsgangige Helix (P) die Wasserstoffatome in Si-Positionen und
Seitenkettenreste in Re-Positionen angeordnet werden. Helices fiir disubstituierte 3-Peptide in
Cq- oder in Cp-Position wurden dementsprechend bisher nicht erhalten.

Die stabilisierenden Effekte von acyclischen B-Peptiden wurden bisher meist in organischen
Losungsmitteln nachgewiesen. In organischem Milieu herrschen oft sehr starke struktur-
stabilisierende Effekte, aufgrund der Bevorzugung von intramolekularen elektrostatischen
Wechselwirkungen relativ zu wassrigen Systemen.[38] Die Abnahme der Helix-Stabilitdt in
wassrigen Medien ware aus pharmakologischer Sicht von Nachteil in Bezug auf die Entwicklung
von Arzneimitteln. Mit gezielter Wahl der Seitenkette kann jedoch die Riickgrat-Flexibilitat
minimiert und so eine hohe Population der helikalen Konformation in wassrigen Medien erzielt
werden.[8] GELLMAN zeigte, dass die cyclische Aminosdure trans-2-Aminocyclohexancarbonsaure
(ACHC) (1) pradestiniert ist fiir die 14-Helix-Bildung (siehe Abb. 2.7). Durch einen
Cyclohexanring wird die C.-Cg-Bindung fixiert und die Rotation um diese Bindungsachse
verhindert. Der Torsionswinkel 6 betragt in diesem Fall etwa 55 °.[8364142] Somit wird die Helix
unabhdngig vom Losungsmittel stabilisiert, das in molekiildynamischen Berechnungen bestatigt
wird.[4243]

o]
H2N; Z “OH

N
1 H

Abbildung 2.7: Die cyclische 23-Aminosdure ACHC (1). Die trans-Konfiguration bevorzugt eine gauche-
Konformation und somit die Ausbildung einer stabilen 14-Helix.[3¢]

Um eine verbesserte Loslichkeit im wassrigen Milieu zu erreichen, ist es notwendig, neben der
Aminosaure ACHC (5) auch geladene 33-Aminosduren in die Peptidsequenz einzubeziehen.[*4
GELLMAN, SEEBACH und DEGRADO konnten unabhidngig voneinander zeigen, dass alternativ
geladene [33-Peptide ebenfalls eine erhohte helikale Population in wdassrigem Medium
aufweisen.[*546] Durch die positiven und negativen Ladungen an den Positionen i und i+3 werden
Salzbindungen entlang dieser Flanken ausgebildet. Fiir jede dritte Aminosdure wurden {33-
Aminosduren mit einer unpolaren, aliphatischen Seitenkette verwendet, welche durch
intramolekulare hydrophobe Wechselwirkung die Gesamtstruktur stabilisieren. Arbeiten von
SCHEPARTZ haben gezeigt, dass nicht unbedingt zwei der drei Flanken mit geladenen Resten
besetzt werden missen. Es ist ausreichend wenn eine Flanke geladen ist und die anderen zwei
Flanken fiir hydrophobe Interaktionen zur Verfiigung stehen.[47-491 Infolgedessen entsteht durch
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die Wahl entgegengesetzt geladener Reste an beispielsweise jeder i-ten Position, bzw. an der
Position i und i+3, mehr Freiraum bei der Sequenzwahl.

2.2 Janusmolekiile als Erkennungseinheiten

Die Pradorganisation von interagierenden Gruppen in einem Netzwerk von nichtkovalenten
Wechselwirkungen fiihrt zu einer Erkennung mit hoher Selektivitit sowie Systemen mit
positiver Kooperativitat.501 Die Verwendung von reversiblen Wechselwirkungen, wie
Wasserstoffbriickenbindungen, ermoglicht komplementidren Molekiilen die Ausbildung von
supramolekularen Aggregaten.l511 Das Anfangs von WHITESIDES vorgeschlagene einfache Modell
sind die praorganisierten Derivate der Cyanursaure (CYA, 2) und des Triaminotriazins (TAT, 3)
(Abb. 2.22).1521 Weitere bekannte und potentielle Vertreter dieser Molekiilklasse sind
Barbitursdure (BAP, 4) und Triaminopyrimidin (TAP, 5) (Abb. 2.8). Die komplementéren
Molekiile besitzen jeweils zwei Bindungsseiten mit alternierenden Akzeptor- und
Donorpositionen, um simultan iiber beide Seiten zu binden. Dabei geht jede Bindungsseite eines
Molekiils drei Wasserstoftbriickenbindungen in einem Bindungswinkel von etwa 120 ° ein.[50]
Die CYA/TAT-Aggregate besitzen eine geringe Loslichkeit in Wasser (pH = 7) und zeigen erst
tiber 350 °C eine Zersetzung, welches auf eine hohe thermodynamische Stabilitiat hinweist.

R AN
\HN)J\NH \\ N N
A O)\N/go )l\ /)\

H,NT N7 NH,

NH,
N

Cyanursaure (2) Triaminotriazin (3)

HN)J\NH N™ N

o

o 0 HN NH,

Barbitursaure (4) Triaminopyrimidin (5)

—>  Akzeptor-Positionen

~<——  Donor-Positionen

Abbildung 2.8: Cyanursaure (CYA, 2) und Barbitursdure (BAP, 4) sind komplementar zu Triaminotriazin
(TAT, 3) und Triaminopyrimidin (TAP, 5). Die Erkennung fiir Wasserstoffbriickenbindungen wird durch
die alternierenden Donor- und Akzeptorpositionen gegeben.

Die Uberstrukturen sind abhingig von den Seitenketten des komplementiren Molekiilpaares.
Die moglichen Motive sind das cyclische Hexamer (Rosette), das lineare Band und die
Zickzackstruktur, welche unendlich fortgesetzt vorliegen (Abb. 2.9).[53]
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lineares Zickzack-Band
Band

Abbildung 2.9: Vorhandene Strukturmotive fiir die Triaminotriazin-Cyanursaure (TAT/CYA)-
Aggregate.[1850]

Die Stapelung cyclischer Hexamere zu porenartigen Strukturen erfordert eine Minimierung des
entropischen Aufwands der Selbstorganisation und eine Kontrolle iiber die Form der
Nanostruktur.51531 Um diese Bedingungen zu erfiillen, wurde von WHITESIDES das Konzept der
kovalenten Prdorganisation sowie das Konzept der peripheren Hinderung vorgeschlagen (Abb.
2.10 A, B). Bei Ersterem wird durch kovalente Kniipfung eine molekulare Erkennung zwischen
den zu vernetzenden Systemen geschaffen und der entropische Aufwand minimiert
(praorganisierendes Riickgrat der TAT-Einheit). Fiir das Letztere werden sperrige Gruppen an
CYA substituiert und auf die zu aggregierende Flache gebracht, um so das Band-Motiv oder
Zickzack-Strukturen zu vermeiden und die Rosettenstruktur zu begiinstigen.[53-551
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Abbildung 2.10: Das Konzept der kovalenten Préorganisation (A) sowie der peripheren Hinderung (B)
zur Ausbildung der Rosettenstruktur.[1850]
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2.3 Cyanursaure- und Triaminotriazin-funktionalisierte f33-Peptide

Biologische Systeme streben eine hohe Prazision an, in der Strukturen entweder geordnet oder
ungeordnet vorliegen und inkorrekte strukturbildende Elemente wieder in das dynamische
Gleichgewicht zurtickgewiesen werden.[>3] So kénnen Proteine in einer random coil-Struktur
vorliegen oder aber durch Faltung eine biologisch aktive Form annehmen. Fiir die molekulare
Selbstorganisation sind nichtkovalente Interaktionen wie Wasserstoffbriicken-bindungen,
hydrophobe  Wechselwirkungen, van-der-Waals-Krifte, m-m- und elektrostatische
Wechselwirkungen sowie Metallkoordination ausschlaggebend. Durch das Zusammenspiel
dieser einzelnen Krafte wird die ungiinstige Entropie zur Anordnung iiberwunden und ein
Aggregat im thermodynamischen Minimum erhalten.531 Hierflir sind praorganisierte
Untereinheiten eine wichtige Voraussetzung, wie stabile Sekundarstrukturen. Weiterfithrend
wird der Prozess durch eine reduzierte Anzahl an Biomolekiiltypen beglinstigt, wodurch das
System nur eine geringe Menge an Information verarbeiten muss. Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist die positive Kooperativitit, in der das Zusammenschlief3en einzelner Komponenten die
Affinitdt zum Anbringen weiterer steigert.[53]

Die molekulare Selbstorganisation ist der Schliisselschritt zur Generierung von
supramolekularen Strukturen in der Natur, aber auch in kiinstlichen Systemen, die natiirliche
Strukturen nachahmen sollen. Die 33-Peptide besitzen die Fahigkeit, diese besondere Aufgabe zu
bewerkstelligen. Ein 33-Peptid bildet bevorzugt eine 14-helikale Sekundarstruktur aus, welche
durch den Einbau der artifiziellen Aminosdure (1R,2R)-trans-Aminocyclohexancarbonsdure
(ACHC) zusatzlich Stabilitat findet. Aus der molekularen Erkennung von Cyanursaure (CYA) und
Triaminotriazin (TAT) resultieren cyclisch hexamere Strukturen, die sich durch die Verwendung
des prdorganisierenden [(3-Peptid-Riickgrats im dreidimensionalen Raum gezielt ausrichten
sollen. Dies soll durch die Positionierung der Erkennungseinheiten in Position i und i+3 erreicht
werden, wodurch jede dritte Seitenkette eines P3-Peptides mit einem Abstand von 5A
tibereinander zu liegen kommt.

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit bestand somit aus dem Aufbau eines supramolekularen
Aggregats basierend auf Cyanursadure- und Triaminotriazin-funktionalisierten (33-Peptiden. Dies
sollte in vier Etappen erzielt werden:

1. Generieren der CYA- und TAT-funktionalisierten (3-Aminosduren durch kovalente
Synthese.

2. Kovalente Polymerisation, d. h. Inkorporation der Monomerbausteine in Peptide
definierter Primarsequenz unter Erhalt zweier komplementarer Peptidstrange.

3. Selbstorganisation der einzelnen [33-Peptide durch intramolekulare Wechselwirkung, in
der durch Faltung eine stabile Sekundarstruktur ausgebildet wird.

4. Molekulare Selbstorganisation dquimolarer Mischungen der komplementiren Peptide,
induziert durch die Erkennungseinheiten CYA und TAT tiber intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen.

Bedingung an das gebildete Aggregat ist seine Loslichkeit unter physiologischen Bedingungen
(pH=7.4), um als verlingerte Version in zukiinftigen Applikationen als kiinstliches
porenbildendes Protein in Modellmembranen integriert zu werden.
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Abbildung 2.11: Inkorporation der zueinander komplementdren Janusmolekiil-funktionalisierten
Monomerbausteine in die ausgewdhlte (3-Peptidsequenz (A und B), jeweils flankiert von zwei (33-
Homolysinen  zur  Erhohung der  Loslichkeit. Die  Inkorporation von  (1R,2R)-trans-
Aminocyclohexancarbonsdure (ACHC) steigert die Stabilitit der rechtsgingigen 14-helikalen
Sekundarstruktur. Dargestellt sind jeweils die Primarstrukturen, die in Losung bevorzugt 14-Helices
ausbilden. SG = Schutzgruppe, SPPS = solid phase peptide synthesis.

Somit ergaben sich folgende Teilaufgaben:

o Die Ansitze aus der dieser Arbeit vorangegangenen Dissertationll7] sollten libertragen
werden. Diese bestanden aus der Synthese einer tert-Butoxycarbonyl (Boc)-geschiitzten
CYA-funktionalisierten [3-Aminosdure und ihr Einbau in die hier lbernommene
Peptidsequenz iiber Festphasen-Peptidsynthese nach Boc-Strategie.

e Synthese von 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-geschiitzten CYA- und TAT-
funktionalisierten $3-Aminosauren mit jeweils einer CH;-Einheit zwischen Heteroaromat
und (3-Riickgrat sowie einer verldngerten Version (Kapitel 2.3.1) und deren
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Inkorporation in Peptide liber Festphasen-Peptidsynthese nach Fmoc-Strategie (Kapitel
2.3.2) (Abb. 2.11).

e Strukturelle Voranalysen der jeweiligen Peptide, um Aussagen tiber die Ausbildung der
14-Helix treffen zu konnen (Kapitel 2.3.3).

e Untersuchungen der dquimolaren Peptidmischungen auf ihr Aggregationsverhalten
(Kapitel 2.3.3) (Abb. 2.12).

Abbildung 2.12: Molekulare Selbstorganisation einer Aaquimolaren Mischung der zueinander
komplementdren CYA- und TAT-B3-Peptide zu einer tubuldren Struktur, induziert durch die
Wasserstoftbriicken-vermittelte Erkennung der Janusmolekiile CYA und TAT.
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2.3.1 Synthese der 33-Aminosauren

Es gibt eine Vielzahl an Strategien zur Synthese von enantiomerenreinen [33-Aminosduren
ausgehend von unterschiedlichen Klassen an Ausgangsmaterialien.l56571 In den letzten
Jahrzehnten konnten sich jedoch die effizienten Reaktionen durchsetzen, in denen das
Ausgangsmaterial die chirale Information bereits beinhaltet und bei der Transformation zur [33-
Aminosdure unangetastet bleibt. Zu den bekanntesten Beispielen zdhlen die ARNDT-EISTERT-
Homologisierung und die KOLBE-Reaktion, die sich an enantiomerenreinen o-Aminosduren
bedienen. Erstere hat sich aufgrund des geringeren Aufwands sowie der Toleranz gegeniiber
basenlabilen Schutzgruppen wie Fmoc durchgesetzt (Abb. 2.13 A, B).[57]

A R Arndt-Eistert-
SG\N/kH/X + CHoN, Homologisierung
SG.
. Ao
R Kolbe-Reaktion H
SG. X + KCN >
N
H
C
o o)
OH
0-SG2 Reduktion von O/SGZ E/ 0
Asparaginsaure - :
SG\N OH parag SG\N OH SG\N/\)J\O,SG2
H
H o H

Abbildung 2.13: Chiral pool-Ansatze zur Darstellung enantiomerenreiner 33-Aminosduren. Dabei sind die
Abkirzungen wie folgt definiert: SG, SG2 =Schutzgruppen, R =Seitenkettenmodifikation und
X = Abgangsgruppe. Die Synthese einer L-Bf3-Aminosdure kann iiber eine aktivierte L-a-Aminosdure
erfolgen (A, ARNDT-EISTERT-Homologisierung) oder aus einer reduzierten L-a-Aminosdure gewonnen
werden (B, KOLBE-Reaktion). Eine Alternative bietet die Reduktion von L-a-Asparaginsdure zu D-[33-
Homoserin (C).[5859

Einen alternativen chiral pool-Ansatz stellt die Reduktion der Asparaginsdure dar (Abb. 2.13
C).[58591 Diese beinhaltet bereits in ihrer Seitenkette die bendtigte 33-Struktur und steht nach
Reduktion der a-stdndigen Carboxylgruppe zur Verfiigung. Die Seitenkette des Folgeproduktes
hat jedoch eine entgegengesetzte Orientierung als das Startmaterial. Um eine Topologie
identisch zur gewiinschten Aminosdure-Konfiguration (L oder D) zu erhalten, muss daher fiir die
Reduktion die entgegengesetzt konfigurierte Asparaginsaure eingesetzt werden.[60]

Die Generierung des D-[33-Riickgrats erfolgte im Rahmen dieser Arbeit entweder iiber ARNDT-
EISTERT-Homologisierung ausgehend von D-a-Aminosduren oder iiber L-a-Asparaginsiure-
Reduktion zu D-f33-Homoserin. Nach vollstindigem Aufbau der Monomerbausteine wurde eine
Fmoc-Schiitzung vorgenommen, um eine Peptidkniipfung durch Festphasen-Peptidsynthese
nach Fmoc-Protokoll zu ermdglichen (Kapitel 2.3.2).

Fmoc-D-33-hLys(Boc)-OH (8)

Die Aminosaure Fmoc-D-[33-hLys(Boc)-OH (8) wurde ausgehend von ihrem a-Analogon Fmoc-D-
Lys(Boc)-OH (2) mittels ARNDT-EISTERT-Homologisierung generiert (Abb. 2.14).611 [n einer
zweistufigen Synthese wurde zuerst die Carboxylgruppe der Aminosaure 6 in situ aktiviert und
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dabei in ein Carbonsadureanhydrid tiberfiihrt. Durch die Zugabe von Diazomethan in Diethylether
(Et20) entstand in einer nucleophilen Addition das a-Diazomethylketon 7. Das verwendete
Diazomethan3 in Diethylether wurde zuvor durch Destillation aus einem Reaktionsgemisch
bestehend aus wassrigem KOH und Nitrosomethylharnstoff* in Diethylether gewonnen.[62]
Anschlieffend fand eine Silber(I)-katalysierte WOLFF-Umlagerung in Gegenwart von Wasser
statt, wodurch das gebildete Keten zu der gewiinschten Carbonsaure 8 umgesetzt wurde. Die
Aminosdure 8 wurde in der Peptidsynthese eingesetzt (Kapitel 2.3.2).

.B .B
N~ BOC N~ BoC HN’BOC

B H £ 9

Fmoc\H/:\n/OH Fmoc\”/:\n/QN2 FmOC\N/?\)J\OH

0 o} H
6 7 8

Abbildung 2.14: Synthese von Fmoc-D-B3-hLys-OH (8).61] a) (i) Triethylamin (NEt3), ‘BuCOOCI, THF,
—21°C, 45 min, (ii) CH2N, Et;0, 0 °C, 30 min, RT, 6 h; quant. b) AgOBz, THF/H,0 (9:1), Ultraschallbad, 4 h;
67%.

Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9)

Die artifizielle Aminosdaure Fmoc-(1R,2R)-trans-Aminocyclohexancarbonsiaure (4) wurde zur
Verfligung gestellt> und wurde ohne weitere Behandlung in der Peptidsynthese (Kapitel 2.3.2)
verwendet (Abb. 2.15).

Fmoc., .

Iz

Abbildung 2.15: Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9).

Fmoc-D-33-hDap(CYA)-OH (15)

Die Syntheseroute fiir die Herstellung der Cyanursdure (CYA)-funktionalisierten Aminosdure
Fmoc-D-3-hDap(CYA)-OH (15) wurde bis zu Boc-D-33-hDap(CYA)-OH (14) der Dissertation von
SRIVASTAVA entnommen (Abb. 2.16).117] Ausgehend von Boc-L-Asp-OBn (10) wurde nach in situ-
Aktivierung zum gemischten Anhydrid und Reduktion der a-Carboxylgruppe mittels
Natriumborhydrid das Homoserin 1101759 erhalten. Anschliefdend erfolgte unter den milden

* Diazomethan (0.6 -0.7Mm)in Diethylether[(’z]

Arbeitskreis DIEDERICHSEN generiert.

N Nitrosomethylharnstofflzss] wurde von D. FRANK aus dem Arbeitskreis DIEDERICHSEN zur Verfligung gestellt.

> Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9) wurde entweder von B. WORBS aus dem Arbeitskreis DIEDERICHSEN nach dem
Syntheseprotokoll von GELLMANN'Z>?280) hergestellt oder kommerziell erworben.

wurde entweder selbst hergestellt oder von D. FRANK aus dem
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Bedingungen der APPEL-Reaktion durch die Verwendung von Tetrabrommethan und
Triphenylphosphin die Umwandlung der Alkoholfunktion in das Bromid-Derivat 12.[17] Im
nichsten Schritt wurde das Brom durch CYA (2) in Gegenwart der Base 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) nucleophil substituiert und das entstandene Boc-D-33-
hDap(CYA)-OBn (13) durch eine basische Esterhydrolyse in Boc-D-f3-hDap(CYA)-OH (14)
iiberfiihrt.[171 Zur Verwirklichung der Peptidsynthese nach Fmoc-Protokoll wurde das Amin in 8-
Position von Boc auf Fmoc umgeschiitzt. Hierfiir wurde zuerst durch die Behandlung mit TFA
(Trifluoressigsdure)/H20 (95:5) die sdurelabile Boc-Schutzgruppe iiber die Generierung der
Abspaltprodukte Kohlenstoffdioxid und Isobuten entfernt. Im Anschluss erfolgte die Einfiihrung
der Fmoc-Schutzgruppe an die freie Aminfunktion mittels Fmoc-OSu in wassrigem Dioxan und
NaHCOs; als Base unter Beibehaltung des pH-Wertes in einem Bereich von 8 - 9. Somit wurde
nach einer mehrstufigen Synthese mit moderaten bis sehr guten Ausbeuten Fmoc-D-f33-
hDap(CYA)-OH (15) fiir die Peptidsynthese (Kapitel 2.3.2) bereitgestellt (Kapitel 2.3.2).

CO,Bn OH Br

L P e, L 2 e L
Boc\N COH Boc\N/'\/0028n Boc\N/'\/COZBn
H H H
10 11 12
?
O 0] 0

HN—/ HN— HN

o= NH e) o= _§NH d) o= _ﬁNH

N—( - N - N
0 7o 70
Fmoc\N/\/COZH Boc\N/\/COZH Boc\N/\/COZBn
H H H
15 14 13

)

Abbildung 2.16: Synthese von Fmoc-D-f33-hDap(CYA)-OH (15). a) (i) N-Ethylmorpholin (NEM), BuCOOC],
THF, —10 °C, 10 min, (ii) NaBH4, Methanol (MeOH), 0 °C, 30 min; 84%. b) PPhs, CBr4, CH2Clz, -10 °C- 0 °C,
30 min, 2 h, RT; 67%. c) CYA (2), DBU, Dimethylformamid (DMF), 70 °C, 16 h; 52%. d) 1M NaOH,
Dioxan/H20 (1:1), RT, tiber Nacht; 91%. e) (i) TFA/H20 (95:5), 0 °C, 1 h, RT, 1 h, (ii) Fmoc-OSu, NaHCO3,
Dioxan/H;0 (1:1), 0 °C, 1 h, RT, iiber Nacht; 69%. f) (v) 1 M NaOH, Dioxan/H,0 (1:1), RT, iiber Nacht; 91%.
(vi) TFA/H20 (95:5), 0°C, 1 h, RT, 1 h, (vii) Fmoc-OSu, NaHCOs3, Dioxan/H,0 (1:1), 0 °C, 1 h, RT, iiber
Nacht; 76%.

Fmoc-D-33-hLys(CYA)-OH (16)

Alternativ sollte eine modifizierte Version der CYA-funktionalisierten (3-Aminosdure (16)
hergestellt werden, wobei der Abstand zwischen Peptidriickgrat und CYA verldngert werden
sollte. Nach retrosynthetischen Uberlegungen wurde hierzu eine Strategie ausgearbeitet, die in
Abbildung 2.17 dargestellt ist.
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Abbildung 2.17: Retrosynthetische Analyse zur Herstellung von Fmoc-D-f33-hLys(CYA)-OH (16).

Die Synthese von Fmoc-D-33-hLys(CYA)-OH (16) ging von Boc-D-Lys(Cbz)-OH (17) aus, welches
zuerst in die $3-Aminosdure lberfiihrt wurde (Abb. 2.18). Die Verlangerung des Riickgrats um
eine Methylen-Einheit wurde, wie zuvor fiir Verbindung 8 beschrieben, durch eine ARNDT-
EISTERT-Homologisierung erreicht. Nach erfolgreicher Isolierung von Boc-D-f3-hLys(Cbz)-OH
(19)141 wurde die Carboxybenzyl (Cbz)-Schutzgruppe durch Palladium/Aktivkohle-katalysierte
Hydrogenolysel63l erfolgreich entfernt und Boc-D-f3-hLys-OH (20) erhalten. In einer
Natriumpentacyanonitrosylferrat(Il)-vermittelten Reaktion unter basischen Bedingungen!64-66]
fiihrte eine Desaminierung liber Diazotierung und darauffolgender Hydroxy-Substitution zur f33-
Aminosaure 21. Die moderate Ausbeute von 50% fiir das Hydroxy-substituierte Produkt 21
wurde aufgrund einer klassischen Konkurrenzreaktion zwischen Substitution und Eliminierung
erhalten. Das Entstehen des Eliminierungsproduktes (23%) unter den bendtigten Bedingungen
(pH=9.5, 65°C) war unvermeidbar, weshalb die Reaktion mit Hilfe von
Diinnschichtchromatographie (DC) verfolgt und nach vollstiandigem Umsatz des Startmaterials
sofort beendet wurde. Als nachstes wurde in einer APPEL-Reaktion die Alkoholfunktion von
Verbindung 21 in das Bromid-Derivat 22 umgewandelt und diese gegen Cyanursaure (2) zu
Verbindung 23 substituiert, deren moderate Ausbeute mit der zuvor beschriebenen verkiirzten
Version 13 vergleichbar ist. Nach Umschiitzung der Aminogruppe von Boc auf Fmoc wurde
Fmoc-D-3-hLys(CYA)-OH (16) fiir die Peptidsynthese (Kapitel 2.3.2) erhalten.
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Abbildung 2.18: Synthese von Fmoc-D-3-hLys(CYA)-OH (16). a) (i) NEt3, ‘BuCOOCI, THF, -21 °C, 45 min,
(ii) CHz2N, Et20, 0 °C, 30 min, RT, 5 h; quant. b) AgOBz, THF/H,0 (9:1), Ultraschallbad, 3 h; 84%. c) Pd/C,
H», Ethanol (EtOH), RT, Giber Nacht; 98%. d) Na:[Fe(CN)sNO]-2H,0, 4 M NaOH, H0, 65 °C, 5 h; 50%. ¢e)
PPhs, CBrs, CH,Clz, -10 °C - 0 °C, 1 h, RT, iiber Nacht; 45%. f) CYA (2), DBU, DMF, 70 °C, 2 d; 52%. g) (i)
TFA/H;0 (95:5), 0 °C, 1 h, RT, 1 h, (ii) Fmoc-OSu, NaHCO3, Dioxan/H,0 (1:1), 0 °C, 1 h, RT, iiber Nacht;
90%.

Fmoc-D-f33-hDap(TAT)-OH (24)

Triaminotriazin (TAT, 4) und Triaminopyrimidin (TAP, 5) stellen potentielle komplementare
Partner fiir CYA (2) dar. Die Funktionalisierung durch direkte C-C-Kupplung einer @3-
Aminosaure mit TAP (5) an Position C5 des Heteroaromaten konnte in vorheriger Arbeit nicht
erreicht werden.['7l Die Cyclisierung zum gewiinschten Produkt, einer Malonsauredinitril-
funktionalisierten (3-Aminosdure, unter Verwendung von Guanidiniumsalzen fiihrte im besten
Fall zu Ausbeuten von 20%. Als Alternative wurde die Verkniipfung des TATs (4) iiber dessen
exocyc
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lische Aminogruppe anvisiert. Die gewdhlten Strategien und Synthesen zur Funktionalisierung
mit einer CHz-Einheit zwischen der 3-Aminosaure und TAT analog zu Fmoc-D-f3-hDap(CYA)-
OH (15) werden im Folgenden dargestellt.

Die erste Strategie geht aus der in Abbildung 2.19 dargestellten retrosynthetischen Uberlegung
hervor. Hierfiir sollten zundchst das Aminosdureriickgrat und TAT-Derivat voneinander
getrennt aufgebaut werden, um im Anschluss in einer nucleophilen Substitutionsreaktion oder
tiber Iminbildung mit anschliefdender Reduktion verkniipft zu werden.

N_ NN
SG” T \j/ “SG
HoN N NH, N. >N
NS T
H,N_ _N. _NH, NW7N 2
2
D NH .
N__N o)
Y Ao
«.NH jr— + j— H
Fmoc i COH @ SCCOH  p6 - g oms
\N/\/ 2 ? H
H Fmoc\N/\/CozH oder
24 N
OYH

Abbildung 2.19: Retrosynthetische Analyse zur Herstellung von Fmoc-D-f33-hDap(TAT)-OH (24).

Um in erster Linie die Loslichkeit des TAT (3) zu verbessern und mogliche Nebenreaktionen der
exocyclischen Aminofunktionen wahrend der Peptidsynthese zu vermeiden, sollten zunachst
zwei der exocyclischen Aminogruppen geschiitzt werden. Am besten wiirden sich aromatische
Carboxyl-Schutzgruppen eignen, deren Entschiitzung nach der Peptidsynthese simultan mit der
sauren Abspaltung vom Tragermaterial erfolgen wiirde. Eine Cbz-Schiitzung konnte aufgrund
der geringen Loslichkeit des TAT (3) und der geringen Reaktivitdt der exocyclischen Amine trotz
Erh6hung der Temperatur sowie der Reaktionszeiten nicht beobachtet werden. Angewendet
wurden Standardbedingungen zur Cbz-Schiitzung mit Benzylchlorformiat, Kaliumcarbonat in
einem Dioxan/Wasser-Gemisch fiir einen Tag bei Raumtemperatur, sowie drastischere
Bedingungen durch die Verwendung von Benzylchlorformiat, Natriumhydrid in DMF fiir einen
Tag bei Raumtemperatur gefolgt vom Erhitzen auf 50 °C fiir zwei Stunden.

Statt vom unloslichen TAT (3) auszugehen, wurde 2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin (Cyanurchlorid,
25) als Ausgangsmaterial ausgewahlt. Cyanurchlorid (25) besitzt eine sehr gute Loslichkeit in
den meisten organischen LoOsungsmitteln und erlaubt eine schrittweise Substitution in
Abhdngigkeit der Temperatur.l67.68] Das erste Chloratom kann bereits unterhalb von 0 °C
substituiert werden, gefolgt vom zweiten Chloratom bei ungefdhr Raumtemperatur und dem
dritten Chloratom bei hoheren Temperaturen (iiber 80 °C). So konnten die ersten zwei Chlor-
Positionen unter Zuhilfenahme von zwei verschiedenen Bedingungenl(6970] erfolgreich gegen
Benzylamine substituiert und das Derivat 261691 erhalten werden (Abb. 2.20).
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Abbildung 2.20: Synthese von NZ%N*-Dibenzyl-6-chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin (26)[¢°l. a) Benzylamin,
K->CO3, 18-Krone-6, Toluol, RT, 2 d; quant. b) Benzylamin, THF, Mikrowellen-Aktivierung: 70 °C, 10 min,
max. Leistung = 90 W; 92%.

Die dritte Substitution erforderte hohere Temperaturen. Die Ausbeuten von Reaktionen mit
wassrigem oder dioxanhaltigem Ammoniak waren moderat, da sie im Fall von Dioxan als
Losungsmittel keinen vollstindigen Umsatz oder im wassrigen Ammoniak hydrolisiertes
Nebenprodukt lieferten. Aufgrund verringerter Loslichkeit des Aminoderivats 26 und des
hydrolisierten Nebenproduktes war die Reinigung erschwert. Die Reaktion wurde in einem
Druckgefafd in fliissigem Ammoniak wiederholt, wodurch das gewiinschte Produkt 271711 in
quantitativer Ausbeute erhalten werden konnte (Abb. 2.21).

B
Nt HN
N)%N NH, 80 °C, 1 d N)%N
| l _
B
Cl)\N/ NE" quant. HZN)\N N
H H
26 27

Abbildung 2.21: Synthese von N2,N*-Dibenzyl-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin (27)(711.

Die Aldehyd-funktionalisierte D-f33-Aminosdure 30 konnte in zwei Stufen ausgehend von Boc-L-
Asparaginsiure (28) durch Uberfilhren in ein Weinrebamid 29 mit anschlieRender
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H)-Reduktion generiert werden (Abb. 2.22).

o~
CO,Bn i O._H
%_/
Boc /( i > OYN\ & > Boc H CO,Bn
~ B ShTTN 2
” CO,H Boc. A\_-CO2Bn ”
H
28 29 30

Abbildung 2.22: Synthese von Aldehyd-funktionalisierter D-f3-Aminosdure 30. a) N,0O-
Dimethylhydroxylamin, NEM, 1 Propanphosphonsadurecycloanhydrid (PPA), DCM, -10 °C, 1.5 h, RT, 2 h;
84%. b) DIBAL-H, THF, -78 °C, 2 h; 46%.

Im Schlisselschritt wurden der Aldehyd 30 und N2,N*-Dibenzyl-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin (27)
in Chloroform und dem Trocknungsmittel Magnesiumsulfat umgesetzt, jedoch blieb die
Iminbildung aufgrund der geringen Loslichkeit von Verbindung 27 aus. Aus diesen
Erkenntnissen wurde die zweite retrosynthetische Uberlegung mit umgekehrten nucleophilen
und elektrophilen Synthons in Betracht gezogen (Abb. 2.23). Dabei sollte der bereits hergestellte
Baustein 26 mit einer N-terminal geschiitzten D-f33-Homodiaminopropionsdure zur Reaktion
gebracht werden.
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Abbildung 2.23: Zweite retrosynthetische Analyse zur Herstellung von Fmoc-D-$3-hDap(TAT)-OH (24).

Die Aminosaure Boc-D-33-hDap-OH (32) wurde ausgehend von dem bereits vorgestellten Brom-
Derivat 12 in zwei zusatzlichen Stufen mit guten Ausbeuten hergestellt (Abb. 2.24). Hierfiir
wurde in einer Reaktion mit Natriumazid in DMF das Bromid zu einem Azid 31 substituiert, das
durch eine Palladium/Aktivkohle-vermittelte Hydrogenolyse mit gleichzeitiger C-terminaler
Entschiitzung in das Amin Boc-D-33-hDap-OH (32) tberfiihrt wurde. Im Schliisselschritt konnte
das [3-Riickgrat mit N2,N*-Dibenzyl-6-chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin (26) zum gewiinschten
Produkt 33 verkniipft werden. Dazu wurden beide Reaktanden in Dimethylsulfoxid (DMSO)
gelost und basenvermittelt unter Erhitzen zur Reaktion gebracht, wobei ein 1:1:1 sowie ein
1:2:2-Verhdltnis an Aminosaure 32 /N2 N*-Dibenzyl-6-chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin (26)/K,CO3
getestet wurden, wahrend das Letztere bessere Ergebnisse lieferte. Die Verfolgung der Reaktion
mittels Diinnschichtchromatographie (DC) zeigte nach einem Tag neben nicht umgesetzter [33-
Aminosdure die Bildung des Produktes sowie eines Nebenproduktes. Nach Verlangern der
Reaktionszeit auf bis zu vier Tage wurden neben unvollstindigem Umsatz eine Verringerung des
Produktes und die vermehrte Entstehung des Nebenproduktes beobachtet. Bei dem
Nebenprodukt handelte es sich um das 3-Triaminotriazin-2-(oxo-imidazolidin-1-yl)essigsdaure
(34), welches unter den drastischen Bedingungen durch den nucleophilen Angriff des y-
standigen sekunddren Amins am Carbonylkohlenstoff der Boc-Schutzgruppe mit gleichzeitiger
Abspaltung von tert-Butanolat entstand. Anhand der NMR-spektroskopischen Daten konnte
ermittelt werden, dass nach 18 h Reaktionszeit der Anteil des Nebenprodukts 10% betrug, nach
vier Tagen sogar 80%. Daher wurde die Reaktion nach einem Tag beendet und das gewiinschte
Produkt 33 nach Reinigung mit einer Ausbeute von 41% isoliert.
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Abbildung 2.24: Synthese der dibenzylierten Triaminotriazin-funktionalisierten D-33-Aminosaure 33. a)
NaNs, DMF, 50 °C, 5h; 91%. b) H,, Pd/C, EtOH, RT, 1 atm, iiber Nacht; 89%. c) N2,N*-Dibenzyl-6-chlor-
1,3,5-triazin-2,4-diamin (26), K,CO3, DMSO, 85 °C, 18 h; 41%.

Vor der Umschiitzung der Verbindung 33 von Boc auf Fmoc wurde die Entschiitzung der Benzyl-
Schutzgruppen, welche nach Einbau in die Peptide und Abspaltung vom Tragermaterial
stattfinden sollte, im Voraus getestet werden. Die Entschiitzung verlduft bekanntlich unter
drastischeren Bedingungen im Vergleich zu den aromatischen Carbamat-Schutzgruppen, deren
Triebkraft im Allgemeinen die CO,-Freisetzung ist.[’2] Die Benzyl-Schutzgruppen konnten unter
den genannten Bedingungen in Abb. 2.25 nicht entfernt werden. Die dibenzylierte Aminosédure
33 wies aufgrund ihres konjugierten m-Elektronensystems eine hohe Stabilitat auf.

Bln I|3n
HN__N_NH NHﬁ/N\‘NHz
i |
g e
NH_ — NH\_
BOC\N/'\/COZH BOC\N/\/CO2H
H H
33 35

Getestete Bedingungen

H», Pd/C, EtOH, RT, 1 atm, iiber Nacht

H, Pd/C, MeOH/CHCIs (3:1), RT, 80 bar, 1mL/min (H-Cube)
NH4HCO3, Pd/C, MeOH, reflux, 3 h

(NH4)Ce(NO3)s, CH3CN/H20 (98:2), RT, tiber Nacht
(NH4)Ce(NO3)s, CH3CN/H20 (98:2), 50 °C, 18 h

Abbildung 2.25: Getestete Reaktionsbedingungen zur Benzyl-Entschiitzung von Verbindung 33.
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Die gleiche Schliisselreaktion wurde durch den Einsatz von kommerziell erhaltlichem,
ungeschiitztem 6-Chlor-2,4-diamin-1,3,5-triazin mit der {3-Aminosdure 32 durchgefiihrt.
Getestet wurden folgende Bedingungen: a) NaOH/H:0, 85 °C, iber Nacht, b) DMF, K,COs3, 75 °C,
iber Nacht, c) DMSO, 85°C, iliber Nacht. Nur aus der Reaktion c¢) konnte aus
massenspektrometrischen Analysen das Produkt und erneut gebildetes Oxo-imidazolidin (bis zu
40% aus NMR) bestatigt werden. Aufgrund der sehr geringen Ausbeute nach Isolierung wurden
keine weiteren Versuche zur Optimierung unternommen.

Aus den zuvor beschriebenen Strategien zum Erhalt von Fmoc-D-f33-hDap(TAT)-OH (24)
konnten folgende Erkenntnisse fiir zukiinftige Strategien abgeleitet werden: Eine Cbz-Schiitzung
exocyclischer Aminogruppen des TATs (3) mittels reaktivem Cbz-Cl konnte unter stark
basischen Bedingungen sowie Hitzeeinwirkung nicht erreicht werden. Somit bedarf es keiner
Schiitzung der unreaktiven exocyclischen Amingruppen des TATs wahrend der Peptidkniipfung.
Der Schlisselschritt zur Synthese von Verbindung 33 funktionierte nur bedingt aufgrund der
Bildung des Oxo-imidazolidins 34. Um den nucleophilen Angriff des y-stdndigen Amins zu
vermeiden, bedarf es an 3-N-Schutzgruppen, die nicht auf Carbamaten basieren.

Daraus resultierte die in Abbildung 2.26 dargestellte dritte Syntheseroute. Die optimierte
mehrstufige Synthese startete von Boc-D-Asn-OH (36) mit einer HOFFMANN-Umlagerung durch
die Verwendung von Diacetoxyiodbenzol (PIDA).[73] Das entstandene Boc-D-Dap-OH (37) wurde
im nachsten Schritt Fmoc-geschiitztl’4 und nach Durchfiihrung der ARNDT-EISTERT-
Homologisierung wurde die 33-Aminosaure 40 erhalten. Da eine Carbamat-Schutzgruppe an Na-
Position aufgrund der Bildung des 2-Oxo-imidazolidins im Schliisselschritt vermieden werden
sollte, wurde eine Umschiitzung von Boc auf p-Methoxybenzyl (Pmb) vorgenommen. Dazu
wurde die Boc-Schutzgruppe entfernt und anschlieflend die freie Aminofunktion mit
Methoxybenzaldehyd umgesetzt. Das gebildete Imin in der Zwischenstufe wurde mit
Natriumborhydrid reduziert und lieferte Pmb-D-33-hDap(Fmoc)-OH (41). Danach erfolgte eine
Fmoc-Entschiitzung von Verbindung 41 nach einem Elcb-Mechanismus. Durch die Zugabe von
Piperidin in Acetonitril wurde durch die Entstehung der Abspaltprodukte Kohlenstoffdioxid und
Dibenzofulven-Piperidin-Addukt die Aminosdure Pmb-D-[33-hDap-OH (42) generiert. Pmb-D-[33-
hDap-OH (42) wurde mit 2-Chlor-4,6-diamino-1,3,5-triazin in Gegenwart von K,CO3 in DMSO
zur Reaktion gebracht. Im Schliisselschritt wurde eine bessere Ausbeute von 72% (41% bei 33)
fir Pmb-D-B3-hDap(TAT)-OH (43) erhalten. Interessant war allerdings die Isolierung eines
geringfiigig entstandenen Nebenproduktes, welches anhand einer NMR-Analyse als zweifach
TAT-substituierte (3-Aminosdure identifiziert werden konnte. Im Gegensatz zu Carbamat-
Schutzgruppen hat die Pmb-Schutzgruppe einen elektronenschiebenden Effekt auf das Amin in
B-Position, wodurch es basischer und somit reaktiver ist. Deshalb wurde neben der
gewiinschten NH-Kniipfung in y-Position eine Diaminotriazin-Funktionalisierung des Amins in
B-Position erhalten. Im weiteren Verlauf erfolgte die oxidative Pmb-Entschiitzung von
Verbindung 44 durch die Verwendung von Cer(IV)ammoniumnitrat (CAN) gefolgt von einer
Fmoc-Schiitzung. Die erfolgreich isolierte Aminosaure Fmoc-D-33-hDap(TAT)-OH (24) wurde in
der Festphasen-Peptidsynthese verwendet (Kapitel 2.3.2).
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Abbildung 2.26: Synthese von Fmoc-D-33-hDap(TAT)-OH (24). a) PIDA, CH3CN/Essigsaureethylester
(EtOAc)/H20 (2:2:1), 0 °C, 15 min, RT, 4 h; 83%. b) Fmoc-Cl, NaHCOs3, Dioxan, 0 °C, 1 h, RT, 1 h; quant. c¢) (i)
NEt3, ‘BuCOOCI, THF, -15 °C, 1 h, (ii) CH2N3, Et20, 0 °C, 30 min, RT, 5 h; 83%. d) AgOBn, THF/H,0 (9:1),
Ultraschallbad, 4.5 h; 87%. e) (i) TFA/H20 (98:2), 0°C, 0.5 h, RT, 1 h. (ii) 4-Methoxybenzaldehyd, N,N-
Diisopropylethylamin (DIPEA), MeOH, RT, 1 h, (iii) NaBH4, MeOH, 0 °C, 15 min, RT, iiber Nacht; 89% tliber
drei Stufen. f) Piperidin, CH3CN, RT, tiber Nacht; 83%. g) 2-Chlor-4,6-diamino-1,3,5-triazin, K,CO3, DMSO,
88 °C, 8 h; 72%. h) CAN, CH3CN/H0 (5:1), RT, iiber Nacht; 93%. j) Fmoc-OSu, NaHCO3, Dioxan/H,0 (1:1),
0°C, 1 h, RT, 2 h; quant.

Fmoc-D-f33-hDap(Alloc)-OH (49)

Alternativ wurde Fmoc-D-[33-hDap(Alloc)-OH (49) aufgebaut, welches als Riickgrat dienend in
[3-Peptide (Kapitel 2.3.2) eingebaut werden sollte, um eine TAT-Funktionalisierung der
verkiirzten Version auf fester Phase zu ermoéglichen (Abb. 2.27). Hierzu wurde zunachst eine
HOFFMANN-Umlagerung durch Verwendung von Diacetoxyiodbenzol (PIDA) an Fmoc-D-Asn-OH
(45)731 durchgefiihrt und Fmoc-D-Dap-OH (46) erhalten. Nach Allyloxycarbonyl (Alloc)-
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Schiitzung des freien Amins 47 und Generierung der (33-Aminosdure mittels ARNDT-EISTERT-
Homologisierung wurde die Aminosdure Fmoc-D-[33-hDap(Alloc)-OH (49) isoliert.
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Abbildung 2.27: Synthese von Fmoc-D-33-hDap(Alloc)-OH (49). a) PIDA, CH3CN/EtOAc/H,0 (2:2:1), 0 °C,
15 min, RT, 6 h; 83%. b) Alloc-Cl, NaHCOs3, Dioxan/H;0 (1:1), 0 °C, 1 h, RT, 1 h; 61%. ¢) (i) NEt3, ‘BuCOOC],
THEF, -15 °C, 1 h, (ii) CH2N», Et;0, 0 °C, 30 min, RT, 5 h; 51%. d) AgOBn, THF/H,0 (9:1), Ultraschallbad,
4.5 h; 89%.

Fmoc-D-33-hLys(TAT)-OH (55)

Analog zu den CYA-funktionalisierten (33-Aminosduren 15 und 16, welche eine unterschiedliche
Anzahl an CH»-Einheiten zwischen Riickgrat und Erkennungseinheit tragen, wurde auch fiir TAT
eine verldangerte Version fiir die Peptidsynthese bereit gestellt (Abb. 2.28). Das a-L-Analogon des
gewtinschten D-B3-hLys(TAT)-OH ist bereits in der Literatur beschrieben!’5] und wurde nach
gleicher Strategie synthetisiert. Zunachst wurde ausgehend von Boc-D-Lys(2-Cl-Cbz)-OH (50)
eine ARNDT-EISTERT-Homologisierung durchgefiihrt, gefolgt von einer Palladium/Aktivkohle-
katalysierten Hydrogenolyse zu Boc-D-33-hLys-OH (53). Der Schliisselschritt, die Verkniipfung
des Riickgrats mit 2-Chlor-4,6-diaminotriazin, wurde identisch zur verkiirzten Version
durchgefiihrt und es wurden vergleichbare Ausbeuten erzielt. Nach Umschiitzung von Boc auf
Fmoc wurde die gewlinschte Aminosdure Fmoc-D-$33-hLys(TAT)-OH (55) erhalten und konnte in
der SPPS eingesetzt werden (Kapitel 2.3.2).
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Abbildung 2.28: Synthese von Fmoc-D-[33-hLys(TAT)-OH (54). a) (i) NEt3, ‘BuCOOC], THF, —15 °C, 45 min,
(i) CH2Ny, Et20, 0 °C, 30 min, RT, 6 h; 97%. b) AgOBn, THF/H,0 (9:1), Ultraschallbad, 4.5 h; 85%. c¢) Pd/C,
H», EtOH, RT, iiber Nacht; quant. d) 6-Chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin, K,CO3, DMSO, 84-98 °C, liber Nacht;
70%. e) (i) TFA/H20 (95:5), 0 °C, 1 h, RT, 1 h, (ii) Fmoc-0Su, NaHCO3, Dioxan/H»0 (1:1), 0 °C, 1 h, RT, tiber
Nacht; 64%. f) BnBr, NaHCOs3, DMF, 0 °C, 10 min, RT, iiber Nacht; 36%.

Das Aggregationsverhalten der Monomerbausteine in Abwesenheit eines peptidischen
Riickgrats wurde mit Hilfe der Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht (Kapitel 2.3.3.3).
Hierzu wurden N- und C-terminal geschiitzte CYA- und TAT-B3-Aminosdauren verwendet, um
Interaktionen des Riickgrats mit den Erkennungseinheiten auszuschliefRen. Das
Zwischenprodukt Boc-D-$3-hDap(CYA)-OBn (13) konnte direkt verwendet werden. Die
komplementdre Aminosdure Boc-D-3-hLys(TAT)-OH (53) erforderte eine zusdtzliche C-
terminale Benzylschiitzung (Abb. 2.28, Reaktion f). Die Reaktion von Aminosaure 53 und
Benzylbromid in Gegenwart von Natriumhydrogencarbonat in DMF lieferte das Produkt Boc-D-
B3-hLys(TAT)-OBn (55) in geringen Ausbeuten. Da die isolierte Menge fiir die Analysen
ausreichend war, wurde die Synthese zur Optimierung nicht wiederholt.
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2.3.2 Synthese der 33-Peptide

Die erste chemische Peptidsynthese in Losung wurde von E. FISCHER im Jahre 1901 veroffentlicht
und bestand lediglich aus der Kondensation zweier a-Aminosduren.l76l Nach der Entwicklung
von Schutzgruppen und dariiber hinaus der orthogonalen Schutzgruppenstrategie (Boc/Cbz)
zur Maskierung der reaktiven Seitenketten der Aminosduren wahrend der Peptidsynthese,
fiihrte MERRIFIELD die Festphasen-Peptidsynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS) nach Boc-
Protokoll ein.[’7.78] Die Boc-Strategie benotigt harsche Bedingungen bei der Entschiitzung und
die Abspaltung vom Tragermaterial erfordert den Gebrauch von Fluorwasserstoff oder anderen
aggressiven Alternativen. Erst mit der Einflihrung der Fmoc-Strategie konnte die SPPS sogar
automatisiert stattfinden, da in diesem Fall milde Basen bereits zu einer Fmoc-Entschiitzung
fiihren und Tragermaterialien mit milderen Abspaltkonditionen verwendet werden kénnen.[7¢]
Beide Strategien basieren im Allgemeinen auf demselben Prinzip und finden nicht nur fiir die
Generierung von o-Peptide Verwendung, sondern sind auch auf die Synthese von artifiziellen
Peptiden tibertragbar. Im Folgenden wird die Funktionsweise der SPPS zur Herstellung von
Peptiden am eigenen Beispiel unter Verwendung von {-D-Aminosduren kurz beschrieben
(Abb. 2.29).
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Abbildung 2.29: Schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese am Beispiel der [-D-
Aminosauren mit orthogonaler Schutzgruppenstrategie. Die Peptidsynthese verlauft vom C- zum N-
Terminus. Dabei sind die Abkiirzungen wie folgt definiert: SG = Schutzgruppe (Boc oder Fmoc),
oSG = orthogonale Schutzgruppe, R1, R?, R3 = Seitenkettenmodifikation, X, AG = Abgangsgruppe und
R* = OH oder NH; je nach eingesetztem Harz.
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Zu Beginn erfolgt die Erstbelegung des Harzes, in der das feste Tragermaterial mit der ersten N-
terminal geschiitzten Aminosdure verknlipft wird. Die Harze bestehen hauptsachlich aus
quervernetztem Polystyrol (PS) sowie Polyethylenglycol (PEG)-haltigen Polymeren.[7¢] Die
Polymere besitzen auf ihrer Oberfliche reaktive Linkerregionen (Amine, Alkohole, Hydrazine,
Oxime), die mit der ersten Aminosdure verbunden werden. Die Bestimmung der
Belegungsdichte (mmol/g) zeigt den Grad der Erstbelegung an, welches fiir Boc iiber die
Gewichtszunahme des Harzes und fiir Fmoc zusatzlich iiber die UV-Absorption des
Abspaltproduktes Fmoc-Dibenzofulven erfolgen kann.’” Nach Acetylierung unbelegter
Positionen wird im nachsten Schritt die N-terminale Schutzgruppe (Boc bzw. Fmoc) der bereits
verkniipften Aminosdure abgespalten. Darauffolgend wird die nachste N-terminal geschiitzte
Aminosdure in Losung C-terminal aktiviert und unter Bildung einer Amidbindung an die erste
Aminosdure gebunden. Als Aktivierungsreagenz fiir (33-Aminosduren hat sich in unseren
Laboratorien eine Kombination aus O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat (HATU)/7-Aza-1-hydroxybenzotriazol (HOAt) durchgesetzt, welche im
Vergleich zu den standardisierten Reagenzien wie O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N’-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU)/1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) eine hdhere
Reaktivitat aufweist (Abb. 2.30).
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Abbildung 2.30: C-Terminale Aktivierung einer B3-Aminosdure mittels HATU/HOAt gefolgt von N-
terminaler Peptid-Kniipfung.

Die Kupplung kann ein weiteres Mal wiederholt werden (Doppelkupplung), um noch nicht
reagierte Stellen zu belegen. Eine anschlieffende Acetylierung nicht umgesetzter, freier
Amingruppen kann nach jedem Schritt vorgenommen werden, um die Bildung von
Nebenprodukten zu vermeiden. Die Schritte der Entschiitzung sowie Kupplung werden solange
wiederholt, bis die gewiinschte Peptidsequenz erreicht ist. Zwischen jedem dieser Schritte muss
das Harz mehrmals gewaschen werden, um die Verunreinigungen zu entfernen. Abschliefend
erfolgen die Abspaltung vom Tragermaterial und die simultane Entfernung der Seitenketten-
Schutzgruppen. Nach Vorbehandlung, welche Entfernen fliichtiger Bestandteile und Etherfallung
beinhaltet, wird das Rohprodukt mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC) gereinigt und die Richtigkeit der Sequenz mit
massenspektrometrischen Analysen (ESI-MS, HR-MS) tiberpriift.
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Des Weiteren kann zwischen manueller (Kupplung erfolgt bei Raumtemperatur oder héheren
Temperaturen), manuell Mikrowellen-unterstiitzter (Kupplung erfolgt durch Mikrowellen-
Anregung) und automatisiert Mikrowellen-unterstiitzter = Festphasen-Peptidsynthese
unterschieden werden. Im Arbeitskreis DIEDERICHSEN hat sich die Boc-Strategie fiir die Synthese
der Nucleobasen-funktionalisierten (33-Peptide etabliert, in der jeder Schritt manuell und bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wird.[14-16] Eine Ausnahme bildet der Kupplungsschritt, in dem
bei h6heren Temperaturen (50 °C) bessere Ergebnisse erzielt werden. In gleicher Weise gelang
SRIVASTAVA die erstmalige Synthese des (33-hDap(CYA)-Decapeptids 56 (Abb. 2.31).117] In dieser
Arbeit erfolgte die Synthese nach Fmoc-Strategie, um die harschen Bedingungen zu umgehen
und die Kupplungseffizienz zu steigern.
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Abbildung 2.31: (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56.[171 Synthese durch SPPS nach Fmoc-Protokoll unter
Verwendung der Monomerbausteine Fmoc-D-3-hDap(CYA)-OH (15), Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9)
und Fmoc-D-3-hLys-OH (8).

Eine direkte Ubertragung der Kupplungsbedingungen (2 h bei 50 °C) von Boc auf Fmoc unter
Verwendung eines sehr sdurelabilen Tragermaterials ($-Ala vorbelegtes Sieberamid-Harz)
lieferte zufriedenstellende Ergebnisse. Jedoch waren die Reaktionszeiten nach beiden
Protokollen zu lang. Fiir ein Decapeptid mit Doppelkupplung und den Bedingungen von je zwei
Stunden bei 50 °C wurde eine Gesamtdauer von 40 Stunden erhalten, zu der die Zeit fiur die
Vorbereitung, die Entschiitzung sowie fiir die Waschschritte noch gezahlt werden miissen. In
Arbeiten von GELLMAN wurde zwischen Kupplungen bei Raumtemperatur, hoheren
Temperaturen sowie Mikrowellen-Anregung verglichen.8] Eine Ubertragung seiner
Mikrowellen-unterstiitzten Kupplungsbedingungen verkiirzte die Kupplungszeit eines
Decapeptids auf vier Stunden. Ebenso wurden die in der Literatur erwdhnten Bedingungen fiir
die Kupplung von Fmoc-ACHC-OH (9) tibernommen, in der das chaotrope Salz Lithiumchlorid in
N-Methylpyrrolidin-2-on (NMP) eingesetzt wurde.l89] Chaotrope Salze werden bei der
Peptidsynthese zur Unterbindung von Sequenzlangen-abhangigen Aggregationen auf dem Harz
eingesetzt. Im Fall des (33-hDap(CYA)- Decapeptids 56 wurde aufgrund der Polaritit sowie der
Kiirze der Sequenz weniger Aggregation auf dem Harz erwartet, aber aufgrund der Rigiditat von
ACHC das chaotrope Salz verwendet. Die Inkorporation vom jeweils zweiten ACHC war im
Vergleich zum Ersten erschwert und dementsprechend die gewadhlte Kupplungszeit nicht
ausreichend. Mit einer Erhohung der Kupplungszeit von 10 auf 20 min Mikrowellen-Aktivierung
konnte dieses Problem behoben werden. Das [3-hDap(CYA)-Decapeptid 56 wurde nach
Abspaltung von der festen Phase unter milderen Bedingungen mit 10% TFA/m-Cresol (95:5,
v/v) in Dichlormethan (DCM), Vorbehandlung und HPLC-Reinigung erfolgreich isoliert und
durch massenspektrometrische Analysen bestatigt.
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Weiterfiihrend konnten das (33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 und das (33-hLys(TAT)-Decapeptid 58
nach demselben Mikrowellen-unterstiitzten Fmoc-Protokoll erfolgreich synthetisiert und
isoliert werden (Abb. 2.32).
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Abbildung 2.32: Die zueinander komplementiren Peptide: (3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 und [33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58. Synthese erfolgte durch SPPS unter Verwendung der folgenden
Monomerbausteine: (A) Fmoc-D-33-hLys(CYA)-OH (16), Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9) und Fmoc-D-
[33-hLys-OH (8) und (B) Fmoc-D-33-hLys(TAT)-OH (54), Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9) und Fmoc-D-[33-
hLys-OH (8).

Nach demselben Prinzip wie zuvor beschrieben sollte das (33-hDap(TAT)-Decapeptid (59)
hergestellt werden. Dazu wurden die Aminosdauren Fmoc-D-f3-hDap(TAT)-OH (24), Fmoc-
(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9) und Fmoc-D-[33-hLys-OH (8) eingesetzt. Beim Aktivieren von Fmoc-
D-33-hDap(TAT)-OH (24) wahrend der SPPS wurde eine geringe bis keine Loslichkeit des
Bausteins in DMF sowie NMP beobachtet und infolgedessen eine Testabspaltung nach vier
Aminosauren gefolgt von massenspektrometrischen Analysen durchgefiihrt, in denen das
Tetrapeptid 60 nicht bestditigt werden konnte (Abb. 2.33). Getestet wurden weitere
Bedingungen, welche in Abbildung 2.5 dargestellt sind. Trotz Variation des Losungsmittels unter
Berticksichtigung der Quelleigenschaft des Harzes, die Verwendung reaktiverer Aktivester
(Benzotriazol-1-yl-oxy-tripyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat, PyBOP) oder dem
Einsatz reaktiverer Radikalfinger wahrend der Abspaltung vom Tragermaterial, konnte eine
Inkorporation nur in geringem Umfang erzielt werden.
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NYN
NH
H,oN N N N NH,
60
Kupplung
Reagenzien Bedingungen Ergebnis
AS 24, HATU, HOAt, DIPEA, NMP 2h, RT negativ
2 h, 60 °C negativ
AS 24, HATU, HOAt, DIPEA, NMP/DMSO 2 h,RT positiv, in Spuren
2 h, 60°C positiv, in Spuren
AS 24, PyBOP, DIPEA, NMP/DMSO 2 h,60°C negativ
AS 24, HATU, HOAt, DIPEA, DMSO 12 min, 45 °C, 20 W  positiv, in Spuren

Abbildung 2.33: Getestete Bedingungen zur Synthese des Tetrapeptids 60. Nach Abspaltung vom
Tragermaterial erfolgten massenspektrometrische Analysen. AS = Aminosaure.

Da ein Einbau von Fmoc-D-33-hDap(TAT)-OH (24) liber klassische SPPS nicht realisiert werden
konnte, wurde eine alternative Strategie entwickelt. Das 33-peptidische Riickgrat sollte auf fester
Phase aufgebaut und erst danach 6-Chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin an die gewiinschten
Seitenketten-Positionen angebracht werden (Abb. 2.6). Im ersten Schritt wurde das Tetrapeptid
61 ausgehend von einem f3-Alanin vorbelegten Harz unter Verwendung der Monomerbausteine
Fmoc-D-3-hDap(Alloc)-OH (49), Fmoc-(1R,2R)-trans-ACHC-OH (9) und Fmoc-D-33-hLys(Boc)-
OH (8) hergestellt und nach N-terminaler Fmoc-Entschiitzung acetyliert. Auf fester Phase
erfolgte zunéchst eine Palladium-katalysierte, reduktive Entschiitzung der Alloc-Schutzgruppe,
um die NHz-Position zur Funktionalisierung freizulegen (Abb. 2.34).

.Boc
HN HN,Boc

Alloc Pd(PPhs)s, Me,NH-BHS,
NH DMF, RT, 3h _NH;
o o 7 o Z o o RT, o o /0 o o
)L”%Lu/\)L”/\)L”/\)L”Q )LN%LNMNMN/\)%Q
H H H H H
61 62

Abbildung 2.34: Alloc-Entschiitzung des Tetrapeptids 61 auf fester Phase.

Anschlief?end erfolgte der Schliisselschritt durch die Zugabe von 6-Chlor-1,3,5-triazin-2,4-
diamin und DIPEA (oder K,COs3) jeweils im Uberschuss in DMSO. Dabei wurden Mikrowellen-
Anregung mit einer maximalen Leistung von 20-50 W, hohere Temperaturen (80-85 °C) sowie
eine Reaktionszeit von einer Stunde angewendet (Abb. 2.35). Nach Abspaltung von der festen
Phase wurde das Rohprodukt mittels HPLC und Massenspektrometrie analysiert. Die
Substitution fand unter den gewahlten drastischen Bedingungen statt. Ein vollstandiger Umsatz
konnte allerdings nicht erzielt werden. Interessant waren die zwei zu gleichen Anteilen
vorliegenden Fraktionen mit dhnlichen Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm, welche das
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gewiinschte Produkt 63 mitunter enthielten. Das Nebenprodukt konnte als 4,6-Diamino-1,3,5-
triazin-2-ol-funktionalisiertes Tetrapeptid 64 identifiziert werden. Eine Verlangerung der
Reaktionszeit auf drei Stunden bewirkte den Verbrauch beider Peptide (63 und 64) und die
nicht erwartete Bildung des 6-Chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin-funktionalisierten Tetrapeptids 65
durch die nach anfinglicher Substitution vorhandenen Chlorid-lonen. Die angewendeten
drastischen Bedingungen fiihrten zu Transformationen, welche nicht abzusehen waren. So
wurde an dieser Stelle die B3-hDap(TAT)-funktionalisierte Version belassen. Der Fokus fir
weiterfithrende Studien hinsichtlich Aggregationseigenschaft wurde auf das bereits erfolgreich
synthetisierte hLys(TAT)-funktionalisierte 33-Decapeptid 58 gelegt.

HoN N NH
o YO '2\1H2 HZNTN\ OHNH2

1) Funktionalisierung N. N N.__N

2) Abspaltung \( Y

62 —————— " Z @ NH + NH

o} o 7 o 7o o o o 7 o Z o o
)LNQ AN/\)kN/\)LN/\)LNHZ ANQﬂN;\)kN;\)kN/\)kNH
H H H H H H H H 2
63 64

\_ v

HZNN/N\ cl "
N__N
\f
o) o) /NHo Fle) o)
AH%LHV&N/\)kH/\)kNHZ
65

Abbildung 2.35: Funktionalisierung des Alloc-entschiitzten Tetrapeptids 62 auf fester Phase. Nach
Abspaltung vom Tragermaterial erfolgten HPLC- und massenspektrometrische Analysen, die die Bildung
von (33-hDap(TAT)-Tetrapeptid 63 (HPLC, analytisch, Gradient: 0 - 40% B in 30 min, tg = 18.41 min)
sowie die Hydroxy-substituiertes Nebenprodukt 64 (HPLC, analytisch, Gradient: 0 = 40% B in 30 min,
tr =19.14 min) und Chlor-substituiertes Nebenprodukt 65 (HPLC, analytisch, Gradient: 0 - 40% B in
30 min, tgr = 22.41 min) bestatigten.
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2.3.3 Strukturelle Voranalysen und Aggregationsstudien

Nach der Synthese der Monomerbausteine und deren Einbau in Peptide wurden zunachst die
einzelnen Peptide [(3-hDap(CYA)-Decapeptid 56, [3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 sowie [33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 analysiert und anschlieflend dquimolare Mischungen, wie sie in
Abbildung 2.36 dargestellt sind, auf die Bildung von Aggregaten untersucht.

(@] (@] [¢]

NH NH
52 HN)kNH HN)kNH HNXNH ’
E oO;NoO o oO;NoO o oO;NooE o) o) /
HZN@NJNNN&ANNH;\AN&ANA)&NHZ - *
) I T (L
R i 4D
% LK P G
PR st !
Lyili  mebba
. B b RGNS n
W 3(”“"* pols
HQN\WN\ NH, HZN\WN\ NH, HZN\WN\ NH, > u.“ .‘_Nfl,,-"/.:’g
N\fN N\fN N\fN ‘/W 04_Nbo/ H
NH,  HN NH NH NH, 4 b
55 5% %
HQN/\)k /\)K%M%l /\)k%k% /\)k /\)kN/\)kNHZ J
H N H
\ -
58 H) ‘
\—\_\JL/“/T?‘\,\N N/\NA’
o"v"a/”*\,f E’L\‘{
H 1 L3 R
i 1 2 S 1 S
b e W (T )
NH, O Nj [¢) o” N0 07 NS0 NH, ‘N\’u'":},,:bo/ l‘\‘.
o ‘ o 0 o) o) o D, ((‘
57 67

Abbildung 2.36: Fiir die Aggregationsstudien verwendeten dquimolaren Mischungen aus (33-hDap(CYA)-
Decapeptid 56 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 sowie [3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + [3-hLys(TAT)-
Decapeptid 58.

2.3.3.1 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie hat sich als Standardmethode zur Strukturaufkldrung
von natiirlichen Peptiden und Proteinen bewdhrt, in der je nach vorhandener Sekundarstruktur
wie Helices, B-Faltblatter und B-Schleifen charakteristische Verldufe zwischen 190 nm bis
300 nm erhalten werden.[8182] Optisch aktive, chirale Foldamere wurden in Anlehnung an
natiirliche Leitstrukturen entwickelt, wie die [-Peptide, und durch die erhaltenen Daten iliber
die Jahrzehnte typische Verldufe aus den CD-Spektren ermittelt.[1214-16] Die rechtsgingige 14-
Helix weist fiir gewohnlich ein COTTON-Effekt mit einem Maximum bei 215 nm und ein Minimum
unter 200 nm auf, welche durch die Variation des Losungsmittels geringfiigig verschoben sein
konnen. Die Grofdenordnung der Elliptizitit bei 215nm wird durch die angesetzte
Konzentration, die vorhandene Sequenz(-linge) und dem verwendeten Losungsmittel
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beeinflusst. Weiterfithrend konnen mit CD-Spektroskopie Aussagen iliber die Stabilitit der
Sekundarstrukturen vergleichbarer Sequenzen gemacht werden.

Die Peptide 3-hDap(CYA)-Decapeptid 56, (33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 und [(33-hLys(TAT)-
Decapeptid 58 wurden jeweils in wassrigem Triethylammoniumacetat (TEAA)-Puffer (5 mm,
pH = 7.3) mit einer Konzentration von 20 uM angesetzt und die Temperatur von 0 °C beginnend
nach jeder einzelnen Messung in 20er Schritten bis 80 °C erhoht. Die CD-Spektren der 33-Peptide
zeigten das typische Minimum und Maximum einer rechtsgangigen 14-Helix (Abb. 2.37).6 Die
Erhohung der Temperatur fiihrte zu einer geringfiigigen Destabilisierung der Sekundarstruktur,
welches an den reduzierten molaren Elliptizitdten aus den CD-Spektren hervorgeht.
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Abbildung 2.37: Temperaturabhangige CD-Spektren von A (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 (20 pM in 5 mM
TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum bei 208 nm), B 33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 (20 uM in 5 mM TEAA-
Puffer, pH = 7.3) (Maximum bei 211 nm) und C 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer,
pH =7.3) (Maximum bei 211 nm).

® Die Minima wurden ebenso beobachtet und entsprachen in den meisten Fillen den Literaturwerten.[12]
Dennoch wurden diese nicht mitberiicksichtigt, da unter 200 nm der verwendete Puffer einen gréfieren
Einfluss auf die Messungen hatte.
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Des Weiteren wurden temperaturabhingige CD-Spektren fiir die dquimolaren Mischungen
56 + 58 und 57 + 58 (20 uM in 5mM TEAA-Puffer, pH = 7.4, bei 20 °C) aufgenommen (Abb. 2.38).
Hierzu wurden Peptidkonzentrationen von 50 puMin 5mM TEAA-Puffer angesetzt und nach
einem Tag Inkubation bei 4 °C und Verdiinnen der Probe auf 20 pM bei unterschiedlichen
Temperaturen, beginnend mit 0 °C bis 80 °C gemessen. Das CD-Spektrum von der Mischung
56 + 58 zeigte im Vergleich zu den einzelnen Strangen sowie der dquimolaren Mischung aus
57 + 58 deutliche Abnahme der molaren Elliptizitat.
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Abbildung 2.38: Temperaturabhiangige CD-Spektren von A der aquimolaren Mischung von f33-
hDap(CYA)-Decapeptid 56 + [33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20um in 5mMm TEAA-Puffer, pH=7.3)
(Maximum bei 210 nm) und B der dquimolaren Mischung von [3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + (33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mMm TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum bei 212 nm).

Um weitere Informationen zu erhalten, wurden die dquimolaren Mischungen nach 30 Minuten
und nach einem Tag Inkubationszeit CD-spektroskopisch analysiert und mit den einzelnen CD-
Spektren der einzelnen Peptidstrange verglichen (Abb. 2.39, 2.40). Dabei wurde zusatzlich das
Losungsmittel variiert, indem neben Triethylammoniumacetat eine Mischung aus
Ammoniumacetat (AA) und Acetonitril in einem 1:1-Verhaltnis verwendet wurde. Die Mischung
56 + 58 zeigte bei der Variation des Losungsmittels eine Veranderung der molaren Elliptizitaten
(Abb. 2.39). In Triethylammoniumacetat konnte im Vergleich zu den Einzelstringen eine
Abnahme der molaren Elliptizitit festgestellt werden, wahrend sich die Werte in
Ammoniumacetat/Acetonitril in den Bereichen der Einzelstrange befanden. Ein zeitabhdngiger
Effekt bei 56 + 58 konnte nicht festgestellt werden. Weiterfiihrend konnten fiir die dquimolare
Mischung aus 57 + 58 keine zeitabhdngigen Veranderungen regristriert werden (Abb. 2.40). In
Triethylammoniumacetat wurden im Gegensatz zu Ammoniumacetat/Acetonitril (1:1) keine
Schwankungen festgestellt.
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Abbildung 2.39: CD-Spektren von A der dquimolaren Mischung von (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 + (33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH =7.3) (Maximum bei 212 nm) und B der
dquimolaren Mischung von 3-hDap(CYA)-Decapeptid 56 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM
AA-Puffer (pH = 7.3)/CH3CN, 1:1) (Maximum bei 212 nm). Temperatur wahrend der Messungen betrug

20 °C.
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Abbildung 2.40: Zeitabhidngige CD-Spektren von A der dquimolaren Mischung von [(3-hLys(CYA)-
Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum bei 210-
212 nm) und B der dquimolaren Mischung von (33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid
58 (20 uM in 5 mM AA-Puffer (pH = 7.3)/CH3CN, 1:1) (Maximum bei 211 nm). Temperatur wahrend der
Messung betrug 20 °C.

Des Weiteren wurden von der dquimolaren Mischung 57 +58 zeit- und
konzentrationsabhdngige CD-Spektren aufgenommen (Abb. 2.41). Die Proben wurden nach

30 min und nach einem Tag Inkubationszeit bei 20 °C gemessen. Nach einem Tag wurde bei fast
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gleichbleibenden molaren Elliptizititen eine geringfiligige Verschiebung des Maximums von
211 nm zu 206 nm festgestellt.
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Abbildung 2.41: Konzentrations- und zeitabgingige CD-Spektren von A der dquimolaren Mischung von
33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uMm in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3) nach
30 min Inkubationszeit (Maximum 211 nm) und B der &quimolaren Mischung von [33-hLys(CYA)-
Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20uM in 5mM TEAA-Puffer, pH=7.3) nach 1d
Inkubationszeit (Maximum 211-206 nm). Temperatur wahrend der Messungen betrug 20 °C.

Es konnten CD-Spektren erhalten werden, die dem typischen Verlauf einer rechtsgangigen 14-
Helix entsprechen. Eine temperaturabhingige Destabilisierung der Sekundarstruktur konnte
ebenfalls bestitigt werden. Des Weiteren wurden unter Beibehaltung einer bestimmten
Konzentration das Losungsmittel sowie die Inkubationszeit variiert. Dabei dnderten sich die
Wellenlangen der Maxima nicht ausschlaggebend, wihrend die molaren Elliptizititen entweder
unverdndert (57 + 58) im Vergleich zu den Einzelstrangen oder teilweise reduziert (56 + 58)
vorlagen. Bei einer gleichbleibenden molaren Elliptizitit konnen folgende Aussagen getroffen
werden: Es sind keine Aggregate entstanden, es handelt sich um 16sliche Aggregate oder aber die
Bildung der Aggregate unter den Bedingungen ist sehr gering. Des Weiteren konnen
abnehmende Elliptizititen bei gleichbleibender Konzentration auf unl6sliche Aggregate
hinweisen. Denn ein Ausfallen der Aggregate aus der Losung wiirde die Peptidkonzentration
reduzieren, wodurch eine verringerte molare Elliptizitdt resultieren wiirde. Die Verringerung
der molaren Elliptizitdt von 56 + 57 gibt somit den ersten Hinweis auf die Bildung unloslicher
Aggregate.
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2.3.3.2 UV-Spektroskopie

Analog zur CD-Spektroskopie wurde UV-Spektroskopie angewandt. Zunidchst wurden UV-
Spektren der Peptide [33-hDap(CYA)-Decapeptid 56, [33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 sowie [33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 in TEAA-Puffer bei 20 °C aufgenommen (Abb. 2.42). Dabei entspricht
das Maximum bei 199-200 nm dem [33-Peptdriickgrat. Die Schulter bei 219 nm in den UV-
Spektren von den CYA-funktionalisierten Peptiden 56 und 57 sind dem CYA zuzuordnen. Die
Absorption von CYA ist vom pH-Wert abhdngig. In neutraler Form wird keine bis eine sehr
schwache Bande erhalten, wahrend bei einem pH-Wert von 7.4 CYA aufgrund des ersten pKa-
Wertes von 6.5 partiell einfach-ionisiert vorliegt.[83841 Das TAT-funktionalisierte Peptid 58 weist
keine weiteren Maxima als die des [(3-Peptidriickgrats auf. Der Heteroaromat TAT liegt mit
einem pKa-Wert von 5.1 bei pH = 7.4 als neutrales Molekil vor. In dieser Form wird eine sehr
schwache Bande bei 235 nm beschrieben, welche wegen eines symmetrie-verbotenen m-
Elektronen-Ubergangs zustande kommt.[8384]
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Abbildung 2.42: UV-Spektren von A 33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3)
(Maximum bei 199 nm, Schulter bei 219 nm), B 33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer,
pH = 7.3) (Maximum bei 200 nm, Schulter bei 219 nm) und C $3-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM
TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum bei 202 nm).
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Die dquimolaren Mischungen 56 + 58 und 57 + 58 wurden wie zuvor beschrieben (Kapitel
2.3.3.1), angesetzt. Es folgen UV-Spektren mit unterschiedlichen Losungsmitteln (TEAA oder
AA/CH3CN, 1:1) und zu unterschiedlichen Zeiten (nach 30 min und 1 d). Aus den Spektren
konnten keine neuen Banden oder Wellenldngenverschiebungen beobachtet werden (Abb. 2.43,
2.44).
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Abbildung 2.43: UV-Spektren von A der dquimolaren Mischung von (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 + 33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum fiir 66 bei 201 nm) und B
der dquimolaren Mischung von (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 + [33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in
5mM AA-Puffer (pH=7.3)/CH3CN, 1:1) (Maximum fiir 66 bei 202 nm). Temperatur wahrend der
Messungen betrug 20 °C.
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Abbildung 2.44: UV-Spektren von A der dquimolaren Mischung von 33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + (33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3) (Maximum fiir 67 bei 201 nm) und B
der dquimolaren Mischung von {33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uMm in
5mM AA-Puffer (pH=7.3)/CHs3CN, 1:1) (Maximum fir 67 bei 201 nm). Temperatur wahrend der
Messungen betrug 20 °C.
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Zusatzlich wurden konzentrations- und zeitabhédngige UV-Spektroskopie fiir die dquimolare
Mischung 57 + 58 durchgefiihrt (Abb. 2.45). Es wurden unterschiedliche Konzentrationen von
50 uM-500 pM angesetzt und eine verdiinnte Probe hieraus nach 30 min und nach einem Tag
gemessen. Der einzige Unterschied zwischen den Messungen unterschiedlicher Zeiten, der
festgestellt werden konnte, war nach einem Tag ein geringfligiger Anstieg um 240 nm mit
steigender Konzentration.
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Abbildung 2.45: Konzentrations- und zeitabgiangige UV-Spektren von A der dquimolaren Mischung von
[33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + [33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.3) nach
30 min Inkubationszeit (Maximum 201 nm) und B der &dquimolaren Mischung von [3-hLys(CYA)-
Decapeptid 57 + 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20um in 5mMm TEAA-Puffer, pH=7.3) nach 1d
Inkubationszeit (Maximum 200 nm). Temperatur wahrend der Messungen betrug 20 °C.

2.3.3.3 Elektrospray-lonisations (ESI)-Massenspektrometrie

Die Bildung moglicher Aggregate sollte mit der Elektrospray-lonisations (ESI)-
Massenspektrometrie bestitigt werden, in dem die gelosten Proben in die Gasphase gebracht
und die geladenen Spezies detektiert werden. Zundchst wurden die N-und C-terminal
geschiitzten Monomerbausteine Boc-3-hDap(CYA)-OBn 13 + Boc-[33-hLys(TAT)-OBn 55
analysiert, aus der die Notwendigkeit eines prédorganisierenden [(3-Riickgrats, um die
Erkennungseinheiten in die hexamere Anordnung zu dirigieren, bestatigt werden sollte (Abb.
2.46).7 Dafiir wurde eine dquimolare Mischung von 13 + 55 mit einer Konzentrationvon 5 mM in
Ammoniumactat/Acetonitril (1:1) angesetzt und ein Tag bei 4 °C inkubiert. Nach Ansetzen
konnte innerhalb weniger Minuten die Bildung eines farblosen Niederschlages beobachtet
werden. Vor der Messung wurde die Probe auf 20 puM verdiinnt.

’ Die ESI-MS-Messungen zur Analyse der Monomerbausteine 13 und 55 wurden von Dr. H. FRAUENDORF
durchgefiihrt.
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H H
13 55

Abbildung 2.46: Fiir die Voranalysen verwendeten Monomerbausteine Boc-f33-hDap(CYA)-OBn 13 + Boc-
33-hLys(TAT)-OBn 55.

Die ESI-MS-Messungen ergaben hohere Aggregate in Form von Homo- und Heterodimeren sowie
Homo- und Heterotrimeren (Abb. 2.47, 2.48). Tetramere konnten ebenfalls bestitigt werden,
allerdings war die Intensitat unter 0.1% relativer Signalintensitat. Eine Praferenz zu hexameren
Uberstrukturen konnte nicht ermittelt werden.
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Abbildung 2.47: 1. Ausschnitt aus dem ESI-Massenspektrum im positiven Modus von einer dquimolaren
Mischung aus Boc-B3-hDap(CYA)-OBn 13 und Boc-B3-hLys(TAT)-OBn 55 (5mM in 5mM NH4OAc-

Puffer/CH3CN, 1:1). Die Pobe wurde ein Tag zuvor angesetzt und bei 4 °C inkubiert. Vor der Messung
wurde die Probe auf 20 uM verdiinnt.
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Abbildung 2.48: 2. Ausschnitt aus dem ESI-Massenspektrum im positiven Modus von einer dquimolaren
Mischung aus Boc-B3-hDap(CYA)-OBn 13 und Boc-f3-hLys(TAT)-OBn 55 (5mM in 5mM NH4OAc-
Puffer/CH3CN, 1:1).

Bevor die dquimolaren Mischungen analysiert wurden, wurden die einzelnen Peptide [33-
hDap(CYA)-Decapeptid 56 und (3-hLys(TAT)-Decapeptid 58 auf ein Selbstaggregations-
verhalten hin untersucht® Es wurden Proben von 56 und 58 in 5mM
Ammoniumacetat/Acetonitril (1:1) angesetzt und {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. In beiden Fallen
wurden Dimere in geringen Anteilen gefunden, wobei die Tendenz zur Selbstaggregation von [33-
hDap(CYA)-Decapeptid 56 anhand der Intensititen im positiven und negativen Modus
ausgepragter war als fiir 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (Abb. 2.49, 2.50).
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Abbildung 2.49: Isotopenmuster des Homodimers 56, aus positivem (links) und negativem Modus
(rechts). (3-hDap(CYA)-Decapeptid 56 (20puM in 5mM NH4OAc-Puffer/CH3CN, 1:1). (562- 3H)3:
berechnet: 1004.849, gefunden: 1004.846.

8 Die im Verlauf prasentierten ESI-Massenspektren der einzelnen Peptide sowie der dquimolaren
Mischungen wurden von Prof. Dr. K. KOSZINOWSKI gemessen.
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Abbildung 2.50: Isotopenmuster des Homodimers 58; aus positivem Modus (links) und negativem
Modus (rechts). 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uMm in 5 mM NH4OAc-Puffer/CH3CN, 1:1). (58; + 3H)3*:
berechnet: 1085.055, gefunden: 1085.054.

Im Anschluss erfolgten die Messungen mit der dquimolaren Mischung aus (33-hDap(CYA)-
Decapeptid 56 und B3-hLys(TAT)-Decapeptid 58. Die hexamere Uberstruktur 66 konnte nicht
bestitigt werden (Abb. 2.51). Die einzigen héheren Aggregate im positiven Modus waren
Homodimere von 56 und Heterodimere aus 56 + 58 (Abb. 2.52).
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Abbildung 2.51: 2. Ausschnitt aus dem ESI-Massenspektrum im positiven Modus von einer dquimolaren
Mischung aus (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 und (33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (20 uM in 5 mM NH4OAc-
Puffer/CH3CN, 1:1).
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Abbildung 2.52: [sotopenmuster des Heterodimers 56 + 58 aus positivem Modus. (56 + 58 + 3H)3*:
berechnet = 1045.959, gefunden = 1045.957, (56 + 58 + 4H)**: berechnet = 784.721, gefunden = 784.720.

Aus der dquimolaren Mischung 57+58 konnte die angestrebte héher geordnete Uberstruktur 67
eindeutig identifiziert werden. Im positiven Modus konnten die Signale dem der Monomere 57
und 58, dem des Heterodimers 57+58 und dem des Aggregats 66 (57+58) zugeordnet werden
(Abb. 2.53, 2.54). Die Zwischenstufen Trimer, Tetramer und Pentamer wurden bei einer
analysierten relativen Signalintenstit iiber 0.5% nicht beobachtet.
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Abbildung 2.53: ESI-Massenspektrum im positiven Modus von einer dquimolaren Mischung aus f33-
hLys(CYA)-Decapeptid 57 und (33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (50 uM in 5 mM NH4O0Ac-Puffer/CHsCN, 1:1).
Die Probe wurde nach einem Tag Inkubation bei 4 °C fiir die Messung auf 20 uM verdiinnt.
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Abbildung 2.54: Isotopenmuster des Aggregats 67, aus einer dquimolaren Mischung von 33-hLys(CYA)-
Decapeptid 57 und (3-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (50 uM in 5 mM NH4OAc-Puffer/CH3CN, 1:1). Fiir die
Messung wurde die Probe nach einem Tag Inkubation bei 4 °C auf 20 uMm verdiinnt. A (67 + 7H)7+ und B
(67 + 8H)8* sind aus dem positiven Modus, wahrend C (67 + 40Ac)* aus dem negativen Modus stammt.
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2.3.3.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Zur Bestimmung der Aggregatsgrofden wurden verschiedene Methoden in Betracht gezogen.
Eine Moglichkeit zur Grofienbestimmung bieten bildgebende Verfahren wie die
Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) und die Elektronenmikroskopie (EM).
Letzteres lasst sich in zwei Typen unterteilen, der Rasterelektronenmikroskopie (scanning
electron microscope, SEM) und der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).[851 Dabei
werden die Messungen unter Vakuum durchgefiihrt und erfordern eine geeignete Priparation
der Probe. Das Erzielen einer Detailschiarfe ist abhadngig vom Kontrast und vom
Auflésungsvermogen. Auch wenn das theoretische Auflosungsvermogen in den bendtigten
Grofdenordnungen liegen mag, kann ein geringer Kontrast gegenliber dem Substrat bei der
Analyse biologischer Materialien die Bildgebung erschweren. Dartiber hinaus kann der Einsatz
intensiver Elektronenstrahlen beim EM die biologische Probe schadigen.[85] Im Vergleich bietet
die dynamische Lichtstreuung (DLS) als nichtinvasive Methode mehrere Vorteile zur
Bestimmung der Grofdenverteilung von Partikeln, die in einer Fliissigkeit dispergiert oder gelost
vorliegen in Bereichen von 1 bis 2000 nm.[86-88] DLS toleriert mitunter wassrige Medien und
beeinflusst das System nicht oder zumindest in einem geringen Umfang.[85] Dabei wird die Probe
mit einem fokussiertem Laser bestrahlt, wodurch ein Teil gestreut und dieser in einem
definierten Winkel detektiert. [86-88] Die Ablenkung des Lichtes geht von den Partikeln in der
Losung aus, die eine BROWN 'sche Molekularbewegung durchfiihren. Dabei nimmt die gemessene
Streuintensitdt mit dem Durchmesser der Partikel zu. Die konstruktiven und destruktiven
Interferenzen des gestreuten Lichts werden summiert und ergeben eine detektierte
Nettointensitdt, welche in einer Intensitat-Zeit-Kurve aufgetragen werden. Aus der Analyse der
Intensitatsfluktuationen ergibt sich die Geschwindigkeit der BROWN schen Molekularbewegung,
welche iiber den translationalen Diffusionskoeffizienten D definiert wird. Um
Diffusionsgeschwindigkeiten zu ermitteln, wird eine Autokorrelationsfunktion berechnet,
welches die Ahnlichkeit zweier Signale oder eines Signals unterschiedlicher Zeiten wiedergibt.
Hieraus ergibt sich unter Einbeziehung der EINSTEIN-STOKES-Gleichung der hydrodynamsiche
Radius dh.°

k-T

dy = —
h 3n-n-D

dy = hydrodynamsicher Durchmesser,
k = Boltzmann-Konstante,

T = absolute Temperatur,

n = Viskositat,

D = Diffusionskoeffizient.

Uber die MIE-Theorie, welches die Maxima und Minima der erhaltenen Intensititen in
Abhangigkeit des Winkels einbezieht, wird unter Beriicksichtigung des Brechungsindexes und
der Viskositdt des Losungsmittels bei gegebener Temperatur, die Intensitiatsverteilung in
prozentuale Anzahl- und Volumen-Anteilen umgerechnet. [86-88] Bei der Umrechnung wird eine
ideale monodispersive Grofdenverteilung angenommen, in der alle Partikel spharisch sind sowie
dieselbe Dichte aufweisen. Trotz dieser Annahmen erweist sich DLS auch fiir nichtspharische

° Hydrodynamischer Durchmesser bzw. Radius (ds) ist definiert als die Grofde einer harten Sphare, dass
eine identische Diffusion, wie die gemessenen Partikel aufweist. Dabei koénnen Makromolekiile
nichtspahrisch, dynamisch und solvatisiert sein. Demzufolge entspricht dn einer Sphére, die denselben
translationalen Diffusionskoeffizienten hat, wie ein solvatisiert vorliegendes Partikel.[88]
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Makromolekiile als eine niitzliche Methode, um in Ndherung Aussagen iiber
Partikeldurchmesser zu machen, in der beispielsweise einzelne Proteine und Protein-Protein-
Assoziate gegeniiber gestellt werden.[89-91]

Es wurden DLS-Messungen!® der einzelnen Peptide durchgefithrt und im Anschluss die
dquimolaren Mischungen im Vergleich zu diesen gesetzt. Die Intensitatsverteilung ergab sich
tiber mehrere Messungen (15 Laufe je 200 s) und wurden anschlief3end durch Einbeziehen der
Temperatur (20°C), der Viskositit des Losungsmittels (7y,o=1.0031 mPas) und des
Brechungsindexes fiir Proteine (n3° = 1.450) in die Anzahl-Durchmesser-Kurve tiberfiihrt. Vor
den Messungen wurden die Proben mit einer Konzentration von 125 uM in TEAA-Puffer (5 mM,
pH = 7.4) angesetzt und liber Nacht bei 4 °C inkubiert.1!

Die moglichen Groflendurchmesser der einzelnen Peptide sowie der angestrebten tubuldren
Strukturen wurden rechnerisch in Naherung ermittelt. Hierfiir wurden die Grofienordnungen
von [33-Peptiden mit 14-helikaler Struktur sowie von zweidimensional cyclisch hexameren
Systemen basierend auf CYA3TAT3z aus Literaturwerten ilibertragen (Abb. 2.55).5157.92] Zur
Ermittlung der Gréfdenordnung der Partikeldurchmesser wurde von einer zylindrischen Form
ausgegangen und auf das Volumen sphdrischer Strukturen iibertragen. In grober Ndherung
wurde fiir die einzelnen (33-Peptide eine Groflenordnung um 1.0 nm und fiir die Aggregate um
3.2 nm Durchmesser erwartet.

~1.5nm

~3.7nm

Abbildung 2.55: Die hexamer-tubulédre Struktur des Aggregats 67 aus den 33-Decapeptiden 57 und 58 als
dicht gepackte Biindelstruktur mit den rechnerisch angenommenen Langenabmessungen.[51.57.92]

10 Die DLS-Messungen wurden von D. HUBNER aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. P. VANA an einem
Zetasizer Nano S (Malvern) ausgestattet mit einem He-Ne-Laser (633 nm) bei einem Detektionswinkel von
173 ° durchgefiihrt.

11 Die Probenlésungen wurden vor der Inkubation durch 0.2 um Filter geleitet, um Staubpartikel zu
entfernen und darauffolgend in PS-Kiivetten iiberfiihrt.
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Flir das 3-hDap(CYA)-Decapeptid 56 wurde ein hydrodynamischer Partikeldurchmesser von
0.61 nm erhalten (Abb. 2.56).

—— p*-hDap(CYA)-Decapeptid 56
40 4 Puffer
30
®
[ =
= 20 4
L
@©
N
c
<
10
04

Durchmesser in nm

Abbildung 2.56: Grofdenverteilung von (33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 (125uM, 5mM TEAA-Puffer,
pH = 7.4) bei 20 °C. Maximum liegt bei 0.61 nm (41%).

Die verlangerte Version, das $3-hLys(CYA)-Decapeptid 57, zeigte mit einem hydrodynamischen
Partikeldurchmesser von 0.73 nm eine ahnliche Grof3enordnung (Abb. 2.57).
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Abbildung 2.57: Grofdenverteilung von (33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 (125 pM, 5mM TEAA-Puffer,
pH = 7.4) bei 20 °C. Maximum liegt bei 0.73 nm (27%).
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Das komplementire [3-hLys(TAT)-f33-Decapeptid 58 passte mit einem hydrodynamischen
Partikeldurchmesser von 0.62 nm in die Gréf3enbereiche der CYA-{33-Decapeptide (Abb. 2.58).
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Abbildung 2.58: Grofdenverteilung von [3-hLys(TAT)-Decapeptid 58 (125 uM, 5mM TEAA-Puffer,
pH = 7.4) bei 20 °C. Maximum liegt bei 0.62 nm (38%).

Die dquimolare Mischung von (33-hDap(CYA)-Decapeptids 56 und (33-hLys(TAT)-Decapeptids 58
bildeten nach kurzer Zeit des Ansetzten einen sichtbaren farblosen Niederschlag, der sich am
Boden der Kiivette absetzte. In den DLS-Messungen konnten keine Einzelstrange mehr
beobachtet werden. Jedoch wurden hoéhere hydrodynamische Durchmesser erhalten als
erwartet, die wiederum von Messung zu Messung variierten (Abb. 2.59). Anhand der erhaltenen
Messungen konnen keine genauen Grofdenangaben zu den entstandenen Aggregaten gemacht
werden. In Arbeiten anderer Forschungsgruppen konnte gezeigt werden, dass es zu einer
Stapelung von zweidimensional hexamer-angeordneten CYA3TAP3-Derivaten kommt und
infolgedessen unlosliche Fibrille bzw. Aggregate erzeugt werden.[93941 Die N- und C-terminalen,
protoniert vorliegenden Lysine des hier vorgestellten Designs sollen eine Stapelung mehrerer
Biindel anhand repulsiver Wechselwirkungen unterbinden. Eine mdgliche Erklarung zur
Aggregatsbildung koénnte in der verringerten Symmetrie liegen. Die beiden Peptide [33-
hDap(CYA)-Decapeptid 56 und (33-hLys(TAT)-Decapeptid 58 unterscheiden sich in den CH-
Abstdnden zwischen Erkennungseinheit und {3-Peptidriickgrat. Wéahrend (3-hDap(CYA)-
Decapeptid 56 nur eine CH:-Einheit als Abstandshalter aufweist, besitzt (33-hLys(TAT)-
Decapeptid 58 vier CHz-Gruppen. Es konnte ein cyclisch hexameres Biindel entstanden sein,
welches durch ein versetztes Stapeln weiterer Blindel den repulsiven Kriaften umgangen und
somit zu unldslichen Aggregaten gefiihrt haben kénnte.
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Abbildung 2.59: Grofienverteilung der dquimolaren Mischung von 33-hDap(CYA)-Decapeptid 56 + [33-
hLys(TAT)-Decapeptid 58 (125 uM, 5 mM TEAA-Puffer, pH =7.4) bei 20 °C. Reproduzierbarkeit war
aufgrund der Schwankungen nicht gegeben.

Weiterfiihrend wurden die dquimolare Mischung von (3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 und [33-
hLys(TAT)- Decapeptid 58 analysiert. Die DLS-Messungen zeigten einen vollstindigen
Verbrauch der einzelnen Peptide und ergaben eine breitere Verteilung an Durchmessern, dessen
maximale Werte zwischen 2.71-3.12 nm lagen (Abb. 2.60). Die Reproduzierbarkeit war im
Gegensatz zu der vorherigen dquimolaren Mischung gegeben. Die erhaltenen Gréfienordnungen
passten zu den erwarteten Aggregatsgrofien. Die Verbreiterung konnte auf Zwischenstufen

hinweisen, in der die (3-Decapeptide geordnet vorliegen, aber die finale Struktur noch nicht
erreicht wurde.
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Abbildung 2.60: Grofdenverteilung der dquimolaren Mischung von 3-hLys(CYA)-Decapeptid 57 + [33-

hLys(TAT)-Decapeptid 58 (125 uM, 5 mM TEAA-Puffer, pH = 7.4) bei 20 °C. Maximale Durchmesser liegen
zwischen 2.71-3.12 nm (25-27%).
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2. Janusmolekil-funktionalisierte B3-Peptide zur Ausbildung hoher geordneter Aggregate

2.3.3.5 Kristallisationsexperimente

Eine Aussage iiber die strukturelle Anordnung des gebildeten Aggregates 67 aus der
dquimolaren Mischung aus (33-hLys(CYA)-Decapeptid 57 und dem 33-hLys(TAT)-Decapeptid 58,
aus der vor allem die Orientierung der einzelnen (33-Peptide im hexameren Biindel hervorgeht,
kann anhand der bisherigen Untersuchungen nicht getroffen werden. Ob die Peptide eine
bestimmte Vorzugsrichtung (parallel bzw. antiparallel) aufweisen oder eine zufdllige Anordnung
annehmen, sollte durch Rontgenstrukturanalyse an einem Einkristall aufgeklart werden.
Allerdings gibt es nur vereinzelte Beispiele in der Literatur, die eine erfolgreiche Kristallisation
von [(33-Peptiden beschreiben.[959] In Arbeiten von SEEBACH wird die gegliickte Kristallisation
eines beidseitig terminal geschiitzten hydrophoben L-B33-Tripeptids beschrieben, aus der die
Tendenz einer linksgangigen 14-helikalen Sekundarstruktur abgeleitet und in Kombination mit
2D-NMR-Spektroskopie unter Verwendung einer verlingerten und entschiitzten Version in
Form eines L-f3-Hexapeptids bestdtigt wird.l[] Des Weiteren flihrt die Wasserstoffbriicken-
vermittelte, spontane Aggregation dquimolarer Mischungen aus CYA und TAT zu hydrophoberen
Komplexen mit verringerter Loslichkeit in den meisten Solvenzien.°2971 Die vorwiegend
pulverformig ausfallenden Komplexe aus der Losung erschweren aufgrund schneller
Keimbildung und Kristallwachstum die Bildung eines Einkristalls. Erst durch die Verwendung
der hydrothermalen Synthese konnte RAO Einkristalle des (CYA)3(TAT)s-Komplexes erhalten
und dessen netzwerkartige, periodisch hexamere Anordnung in einer Ebene sowie die Stapelung
mehrerer Schichten tibereinander mittels Rontgenbeugung bestatigen.[92]

Die mutmaflich erschwerten Bedingungen zur Kristallisation angesichts der sechs (3-
Decapeptide und der damit verbundenen Flexibilitit des Systems 67 sollte aufgrund der Pore,
bestehend aus drei Lagen des (CYA)3(TAT)s;-Komplexes, abgeschwacht sein. Zuséatzlich weisen
die einzelnen Komponenten sehr gute Loslichkeit im wassrigen Medium auf, welcher aus den
vorherigen Untersuchungen urteilend, auch nach Bildung des Aggregats 67 beibehalten wird.
Folglich konnten die Erkennungseinheiten modifiziert mit den (3-Peptiden die Bildung eines
Einkristalls begiinstigen, welche andernfalls zur schnellen Keimbildung neigen.

Das Aggregat 67 kann mit einer Molekiilmasse von 10 kDa als ein sehr kleines Protein
betrachtet werden. Da Proteine und &dhnliche Strukturen empfindlich auf ihre Umgebung
reagieren und deren erfolgreiche Kristallisation mit langen Versuchsreihen verbunden ist,
konnen screening kits kommerziell erworben werden, die eine grofe Anzahl an
Prazipitationsmitteln beinhalten. Verwendet wurden Crystal Screen 2 von Hampton Research
und Nuc-Pro 1-3 von Jena Bioscience. Die fiir Makromolekiile am haufigsten eingesetzte
Hangetropfenmethode (hanging drop) wurde angewandt, in der eine Konzentrationsanderung
durch Dampfdiffusion herbeigefiihrt wird (Abb. 2.61).[%8]

Insgesamt wurden 120 Bedingungen jeweils bei Raumtemperatur und 50 °C angesetzt.12 Hierfiir
wurden die Reservoirs mit den unterschiedlichen Prazipitationsmitteln belegt. Die verwendeten
Losungen mit variierenden pH-Werten enthalten unterschiedliche Salzkonzentrationen und
Puffer sowie Additive wie Polymere, mono- oder divalente Metallionen, organische
Komponenten oder nichtfliichtige Alkohole. Anschlieflend wurde das Aggregat 67 (1 mM in
milliQ-Wasser) und die entsprechende Reservoirlosung in einem Mischverhaltnis von 1:1 als

12 Die Krisallisationsexperimente wurden in Kooperation mit A. V. LUBBEN aus dem Arbeitskreis von Prof.
G. M. SHELDRICK und ]. LUBBEN aus dem Arbeitskreis von PD. Dr. habil. B. DITTRICH durchgefiihrt.
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2. Janusmolekul-funktionalisierte f3-Peptide zur Ausbildung héher geordneter Aggregate

Tropfen auf einem Glastrager aufgebracht und das zugehorige Reservoir damit zugedeckt. Da im
Allgemeinen das Prazipitationsmittel im Reservoir eine hohere Konzentration und einen
niedrigeren Dampfdruck aufweist als im Tropfen, stehen Tropfen und Reservoir anfanglich nicht
im Gleichgewicht zueinander. Um ein Gleichgewicht herzustellen, diffundiert Wasser aus dem
Tropfen und fiilhrt zu einem sukzessiven Anstieg der Peptidkonzentration sowie die des
Prézipitationsmittels im Tropfen. Die in dem Tropfen enthaltene Praparatkonzentration steigt
an, wodurch eine Kristallbildung begiinstigt wird.

Tropfen aus Peptidlésung 67
und Prazipitationsmittel (1:1) Glasplattchen

/

[ A\ L

w - Silikonél

Reservoir aus
Prazipitationsmittel

Abbildung 2.61: Hangetropfenmethode zur Kristallisation von Aggregat 67.

Aus den 240 Bedingungen konnten sieben Kristalle isoliert werden (Tab. 2.1). Es konnten jedoch
keine zur Strukturaufkldrung geeigneten Daten gesammelt werden.13 Mehrere Ursachen kdnnen
vereinzelt oder akkumuliert zu diesem Resultat beigetragen haben. Im Gegensatz zu kleinen
organischen Molekiilen bestehen supramolekulare Aggregate wie diese aus einem
Zusammenspiel intramolekularer und intermolekularer Wechselwirkungen, die zu einer
molekularen Erkennung und Organisation fiihren. Zur detaillierten Veranschaulichung solcher
hoher geordneten Strukturen, deren Zusammenhalt durch nichtkovalente Bindungen zustande
kommt, mag die Kristallstrukturanalyse eine der aussagekraftigsten Methoden sein. Dennoch ist
eine Garantie zur Auflosung einer Struktur beginnend mit Kristallisationsexperimenten und
Selektion der Kristalle gefolgt von Datensammlung sowie ihrer Interpretation nicht gegeben.

Tabelle 2.1 Isolierung von potentiellen Kristallen bei den angegebenen Prazipitationsmitteln.

Prazipitationsmittel
20 % v/v PEG 400, 50 mM Bis-Tris-propan!* (pH = 6.8), 60 mM MgCl
1 M Imidazol (pH = 7.0)

0.2 M Na(l, 0.1 M NaOAc-Hz0 (pH = 4.6), 30% v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-
pentandiol
0.1 M CoCl;-6H-0, 0.1 M NaOAc-3H:0 (pH = 4.6), 1.0 M 1,6-Hexandiol

0.5 M NaCl, 0.1 M NasCitrat-2H;0 (pH = 5.6), 2% v/v Polyethylenimin
1.6 M NasCitrat-2H;0 (pH = 6.5)
0.1 M HEPES?> (pH = 7.5), 2 M Ammoniumformiat

13 Die Datensammlung wurde von PD Dr. habil. B. DITTRICH an der Swiss Light Source (SLS) in der Schweiz
durchgefiihrt.

**1,3-Bis-(tris-(hydroxymethyl)-methylamino)-propan.

15 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure.
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Die einzelnen Schritte des hier beschriebenen Prozesses durchgehend, konnen folgende
Bemerkungen gemacht werden: Fiir die Kristallisationsexperimente wurden eine begrenzte
Anzahl an screening kits verwendet. Eine Bandbreite weiterer screening kits hatte getestet
werden konnen. Die limitierenden Faktoren hierbei sind hauptsachlich die geringen Mengen
beider Peptide, die nach erfolgreicher SPPS mit darauffolgender Reinigung zum Erhalt qualitativ
reiner Substanzen noch zur Verfiigung stehen sowie die Kosten und der Zeitaufwand. Des
Weiteren ist die Qualitdt der entstandenen Kristalle ein wichtiges Kriterium hinsichtlich ihrer
Beugungskraft.®l Die periodische Anordnung des Kristallgitters ist von entscheidender
Bedeutung, welches bereits beim Wachstumsprozess entsteht. Eine externe Beeinflussung ist
zudem begrenzt moglich. Einen zusitzlichen Effekt auf die Beugungskraft haben die
vorhandenen Atomsorten des Aggregats 67, welche nur aus leichteren Elementen (C, H, N, O)
besteht. Leichtere Elemente fithren im Vergleich zu schwereren Atomsorten zu einer
verringerten Beugungskraft. Dariiber hinaus ist die Stabilitat hoher geordneter Strukturen und
somit der entstandenen Kristalle ein wichtiger Aspekt der mit berticksichtigt werden sollte.[%9]
Das unter bestimmten Bedingungen erhaltene Aggregat 67 wird durch schwache
intermolekulare Krafte zusammengehalten. Somit ist es denkbar, dass es empfindlich auf seine
Umgebung reagiert und nach Entfernen aus der Mutterlauge sowie Luftkontakt eine hohere
Tendenz zur Zersetzung zeigt. Daraus folgt, dass neben der Kristallqualitit auch die
Vorbereitung der Kristalle sowie deren Transport vor der Datensammlung zu unbrauchbaren
Kristallen gefiihrt haben konnte. Ein letzter zu erwahnender Punkt ist das Kiihlen der Probe auf
100 K vor Beginn der Datensammlung. Das Vorhandensein von Wassermolekiilen im Kristall
beglinstigt beim Kiihlen das Gefrieren dieser, wodurch Spriinge und Risse verursacht werden
konnen. Somit bleibt die Frage offen, ob es sich bei den Kristallen um das gewtinschte Aggregat
67, dessen einzelne Komponenten oder lediglich um Salze aus den Prazipitationsmitteln
handelte. Die Experimente mit den sieben Bedingungen wurden wiederholt und zusatzlich
Kristallisationsexperimente mit Triethylammoniumacetat (pH = 7.0, 5 mM, 50 mM und 500 mM)
als Prazipitationsmittel angesetzt, welches in den vorherigen Untersuchungen von Aggregat 67
verwendet wurde. Die Informationen zur erneuten Kristallbildung sowie ihrer
Rontgenstrukturanalyse wurden noch nicht erhalten, so dass zu diesem Zeitpunkt keine Aussage
tiber die exakte raumliche Anordnung des Aggregats 67 getroffen werden kann.
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2.3.4 Diskussion der Ergebnisse

Es wurde ein kiinstliches System entworfen, welches durch molekulare Selbstorganisation eine
hoher geordnete Uberstruktur ausbilden sollte. Den Antrieb sollten geeignete Untereinheiten
mit positiver Kooperativitdt geben und somit die Assoziation erleichtern. Hierzu wurden [33-
Peptide mit den Erkennungseinheiten CYA und TAT hergestellt, die eine 14-Helix ausbilden,
wodurch die Erkennungseinheiten auf einer Seite iibereinander zu liegen kommen. Dabei
wurden zwei verschiedene CYA-funktionalisierte (3-Peptide 56 und 57 mit gleicher Abfolge
hergestellt, die sich lediglich im Abstand des 33-Riickgrats und der Erkennungseinheit (eine CH>-
Gruppe bzw. vier CH2-Gruppen) unterschieden. Das TAT-funktionalisierte 33-Peptid 58 enthielt
vier CHz-Einheiten dhnlich dem CYA-Peptid 57. Die 4quimolaren Mischungen 56+58 und 57+58
wurden in wassrigen Losungen (pH-Wert 7-7.4) angesetzt und analysiert. Es wurden zwei
komplett unterschiedliche Resultate erzielt. Aus den CD- und DLS-Messungen wurden Hinweise
auf unlosliche Aggregate fiir die dquimolare Mischung 56+57 (66) erhalten, jedoch blieb eine
Bestatigung mittels ESI-MS aus, in der aus der Gasphase nur Heterodimere und Spuren von
Trimeren detektiert worden sind. DLS-Messungen wiederum zeigten einen vollstindigen
Verbrauch der Monomere 56 und 58. Eine mogliche Erklarung zur Bildung unldslicher
Aggregate ist die verringerte Symmetrie bedingt durch die unterschiedlichen
Seitenkettenabstinde. Eine Stapelung von (CYA)3(TAT)s-Derivaten wird fiir gewohnlich
begilinstigt, jedoch sollten die C- und N-terminalen Lysine durch abstoflende Krifte die
Assoziation mehrerer Biindel unterbinden. Durch das versetzte Stapeln einzelner Aggregate, in
denen sich (33-Peptide mit kiirzeren Seitenkettenabstdnden mit (33-Peptiden langerer Abstinde
arrangieren und lbereinander ordnen, konnten die repulsiven Krafte umgangen und unldsliche
Fibrille entstanden sein. Zum Nachweis von unldslichen Aggregaten bedarf es weiterer
Experimente, in der bildgebende Verfahren wie Elektronenmikroskopie oder AFM herangezogen
werden konnen. Im Gegensatz zu 66 wurde die molekulare Selbstorganisation der dquimolaren
Mischung aus 57+58 (67) in ESI-MS- und DLS-Messungen bestatigt. Die Massenspektren zeigten
neben der gewiinschten hexameren Topologie 67, lediglich die Monomere und das Heterodimer
57+58. Die zugehorigen Signale der Zwischenstufen Trimer, Tetramer und Pentamer wurden in
den analysierten relativen Signalintensititen tiber 0.5% nicht beobachtet. Dieses Ergebnis
deutet zum einen auf die positive Kooperativitat der Janusmolekiil-funktionalisierten 3-Peptide
und zum anderen auf die Stabilitdt des Aggregats 67. Weiterfiihrend zeigte die DLS-Messung
einen vollstindigen Verbrauch der Monomere und ergab eine verbreitete Grofdenordnung,
welche in dem berechneten Durchmesserbereich des Aggregats 67 lag. Die Verbreiterung des
hydrodynamischen Durchmessers kann ein Indiz fiir Zwischenstufen sein oder aber die
Flexibilitat der Seitenkette (vier CH,-Einheiten zwischen Riickgrat und Erkennungseinheit) hat
zu der Verteilung beigetragen. Die CD- und UV-Spektren zeigten kaum Intensitatsverlust und
konnten auf l6sliche Aggregate hinweisen. Somit eignet sich das Aggregat 67 fiir zukiinftige
Untersuchungen.
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Die Entwicklung und Herstellung von aktiven artifiziellen Proteinmimetika, sei es fiir
biomedizinische oder fiir materialwissenschaftliche Zwecke, setzt das Verstdndnis der
dreidimensionalen Proteinstruktur voraus. Die durch die Beschaffenheit der Primdrstruktur
vorherrschenden Kridfte, wie hydrophobe, Wasserstoffbriicken-bildende, elektrostatische und van-
der-Waals-Krdfte, fiihren zu konformationell definierten Sekunddrstrukturen, die sich im
dreidimensionalen Raum ausrichten. Aus der dreidimensionalen Struktur resultiert die biologische
Aktivitdt des Proteins. Fiir das Design von neuartigen funktionalisierten Verbindungen ist es
wichtig, die nichtkovalenten Krdfte, die den Antrieb zur Ausbildung von spezifischen
Uberstrukturen darstellen, zu kennen und gezielt einzusetzen. Zum Verstdndnis wurden viele
Modellsysteme konzipiert und in diesem Zusammenhang in den letzten drei Jahrzehnten
synthetische Bausteine mit definierter Form und Gréfse synthetisiert. Allerdings weisen die
artifiziellen Aminosduresequenzen meist keine stabilen Sekunddrstrukturen, sondern ungeordnete
Aggregate in Losung auf. Ein Lésungsansatz fiir das als Faltungsproblem bekannte komplexe
Phdnomen wird durch das Konzept , Templat-assozierte synthetische Proteine” (TASP) gegeben.
Durch die Verwendung eines Templates soll der Weg fiir neue Proteine, die den Anforderungen von
Forschung und Industrie entsprechen, geebnet sein. Cyclische [33-Peptide, deren Seitenketten
stufenweise modifizierbar sind und damit die Einfiihrung diverser Funktionalitdten ermdglichen,
eignen sich als richtungsweisende Template. Neben einer hohen Flexibilitit zur Funktionalisierung
offerieren Cyclopeptide aus ihrer Molekiilerkennung heraus hohere Wasserstoffbriicken-vernetzte
Aggregate. Eine tubuldire Stapelung dieser kann zur Amplifikation der Funktionalitdt fiihren und
diese Eigenschaft fiir nanotechnologische Bereiche zur Erzeugung von Speichermedien oder
lonenkandile von Nutzen sein.

Die Funktionalisierung von Cyclopeptiden, sei es fiir TASP oder zur Erzeugung von funktionellen
Nanoréhren und ferner fiir pharmazeutische Bioaktivitditsstudien, kann wdhrend der
Peptidsynthese oder nach Aufbau des Grundgeriistes erfolgen. Trotz zahlreich etablierter
Strategien kann die N-zu-C-terminale Cyclisierung acyclischer Peptide eine synthetische
Herausforderung darstellen und sich in geringen Ausbeuten widerspiegeln. Demzufolge wird in
diesem Kapitel das Konzept TASP beschrieben und es werden cyclische Peptide als potentielle
Trdger von strukturellen und funktionellen Eigenschaften aufgezeigt (Kapitel 3.1). Die Generierung
von Nanoréhren aus aggregierten Cyclopeptiden und deren potentielle Applikationen werden
wiedergegeben (Kapitel 3.2). Des Weiteren wird gezeigt, wie die bekannte Synthese eines Cyclo-[33-
Peptids von der festen Phase in die Lésung iibertragen wurde (Kapitel 3.3.1). In einer
Gegeniiberstellung werden aufserdem die Vor- und Nachteile der Synthese auf fester Phase und in
Lésung diskutiert (Kapitel 3.3.2).
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3.1 Cylopeptide zur templatvermittelten Organisation von
Funktionalitidten

Im Allgemeinen werden zwei unterschiedliche Strategien zur Konstruktion kiinstlicher Proteine
mit definierten Eigenschaften verfolgt: Protein Engineering und de novo-Design.[100] Das Erstere
beschaftigt sich mit der Struktur und Funktion in Abhangigkeit von der natiirlichen Sequenz, die
durch Punktmutationen verandert wird. Die Modifikationen konnen iiber standardisierte
biotechnologische Methoden realisiert werden, wobei die Einfithrung mehrerer Molekiile
unterschiedlicher Klassen mit den zur Auswahl stehenden Hilfsmitteln begrenzt sein kann. Im de
novo Design wird eine dreidimensionale Konformation angestrebt, und aus monomeren
Bausteinen nach chemischen Methoden aufgebaut, welches die Verkniipfung diverser
Funktionalitaten ermoglicht.

Ausgehend von einem ungefalteten Zustand wird unter nativen Bedingungen die Ausbildung der
dreidimensionalen Proteinstruktur durch die Uberwindung der Konformationsentropie
erreicht.[100] Der initiierende Vorgang zur Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur kann fir
die meisten kiinstlichen Systeme aufgrund des komplexen Faltungsvorgangs, in dem
verschiedene Krafte und Effekte zusammenwirken, erschwert sein. Die Ursachen hierbei sind
hdufig die hohe Flexibilitit des peptidischen Systems und das Vorhandensein von geringen
Kontaktoberfldachen fiir den hydrophoben Effekt. Eine weiterfiihrende Komplikation stellt das
Fehlen von stabilisierenden weitreichenden Wechselwirkungen dar. Zur Kompensation wurden
amphiphile Peptide nach dem Helix-Rad-Modell entworfen, die eine Tendenz zur
Selbstassoziation und Komplexierung aufweisen.[100.101] Dabei werden im Fall einer a-Helix
hydrophobe Seitenketten auf eine Seite und hydrophile Seitenketten auf die andere Seite
geordnet, so dass im wéssrigen Medium die hydrophoben Bereiche der Helix intermolekulare
Wechselwirkungen eingehen (Beispiel Abb. 3.1, Mitte).[100.102] Trotz einer Primdrsequenz
amphiphilen Charakters kann die gewiinschte konformationelle Anordnung gehindert sein.

Ein moglicher Ansatz zur Vereinfachung des Faltungsvorgangs sowie zur Assoziation dieser
liefert das de novo-Design durch die lineare Synthese, in der die Primarsequenz vier a-
Helixbereiche sowie Linkerregionen zwischen diesen enthalt (Abb. 3.1 a).[100.103] Allerdings kann
die Herstellung von Peptidsequenzen mit 4a-Helix-Domanen aufgrund ihrer Liange synthetische
Schwierigkeiten verursachen.

Eine weitere Strategie zur Aufhebung des Faltungsproblems wurde von MUTTER mit dem
Konzept der Templat-assoziierten synthetischen Proteine (TASP) eingefiihrt, welches die
Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur durch die dirigierende Eigenschaft eines Templates
erleichtern und die Komplexitat des Systems reduzieren soll.[100.104105] Hjerbei besitzen die
templatgebundenen Peptide eine niedrigere Konformationsenergie als solche ohne einen
Trager, wodurch eine Faltung gegeniiber einer random coil-Struktur bevorzugt wird. Das
Faltungsproblem  wird Uber energetisch  giinstiger = gewordene intermolekulare
Wechselwirkungen umgangen und Uber stabile Sekundarstrukturen (o-Helices, (3-Faltblatter,
Schleifen) die Faltung induziert. Durch ein richtungsweisendes Templat kann eine
Packungsordnung mit mehreren Sekundarstrukturen vorgegeben und es kénnen Vernetzungen
zu Tertidrstrukturen begiinstigt werden (Beispiel Abb. 3.1, b).[100,106-109]
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Abbildung 3.1: Strategien zur Erzeugung von artifiziellen 4a-Helixbiindel-Proteinen!® nach dem de novo-
Design. Die Strategien werden zur Nachahmung von tetrameren Strukturen genutzt, die durch
Selbstassoziation entstehen (mitte).[100.101] g) Lineare Peptidketten werden synthetisiert, die Regionen fiir
a-Helices und Schlaufen (loops) enthalten, so dass in Losung 4a-Helixbiindel-proteine gebildet
werden.[100.103] ) TASP-Konzept: ein Templat wird kovalent mit den einzelnen a-Helices verbunden. Die
Helices sind mit gleicher Topologie angeordnet, wie sie in natiirlichen Systemen zu finden sind.[100,106-108]

Nach dem TASP-Konzept konnen Ionenkanalbildner, biologisch aktive Peptide und
Enzymmodelle erzeugt werden.[100.105] Nicht nur Peptide konnen als Substituenten an das
Templat gekniipft werden, sondern auch andere Biomolekiile und eine Kombination daraus wie
DNA/RNA-Base(n), Glykoside oder Farbstoffe mit Fluoreszenzeigenschaften, isotopenmarkierte
oder lipophile Molekiile zur verbesserten Membrangangigkeit. Die resultierenden Topologien
mit funktionellen Eigenschaften eréffnen ein unbegrenztes Spektrum an Applikationen, wie die
Untersuchung von Protein- bzw. Peptid-Substrat-Interaktionen in biologischen Studien, die
Entwicklung bioaktiver Substanzen fiir pharmazeutische Zwecke oder die Erforschung
neuartiger Produkte in Materialwissenschaften.

Als Template konnen beliebige Molekiile mit Verknilipfungsstellen rdaumlich geeigneter
Anordnung verwendet werden, wobei cyclische Peptide bevorzugte Kandidaten darstellen. Die
am meisten studierten Peptidkonformationen in diesem Zusammenhang sind die cyclischen
Decapeptide (Abb. 3.2).1110-113] Durch die Verwendung von zwei Glycinen und zwei Prolinen wird
das Templat in eine antiparallele (-Faltblatt-Konformation dirigiert. Die Ringstruktur des
Prolins vereinfacht neben der bevorzugten trans-Stellung eine cis-Anordnung, wodurch ein
Richtungswechsel im Decapeptid induziert wird.['11l Funktionalisiert mit vier gleichen
Verkniipfungsstellen, wird eine tetravalente Modifikation des Decapeptids durch eine
regioselektive Adressierung (regioselective addressable functionalized template, RAFT)
ermoglicht.[114]

16 4a-helikales Biindel ist ein hdufig vorkommendes Motiv in biologisch aktiven Peptiden und Proteinen,
dessen Aufgaben von Metall-Speicherung bis hin zu Zellstimulation reichen.[192] Als Modellsysteme eignen
sie sich durch ihre einfachere Struktur im Vergleich zu anderen Proteinstrukturen und werden zum
Verstdndnis natiirlicher Strukturen sowie zum Entwurf artifizieller Proteine benutzt.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines cyclischen Decapeptids mit funktionellen Gruppen und
orthogonalen Funktionalitdten.[110-113]

Dartiber hinaus werden durch die Einfiihrung von orthogonalen Seitengruppen chemoselektive
Reaktionen zur Inkorporation von unterschiedlichen Strukturen und Funktionen realisiert
(chemoselective addressable template, CAT) (Abb. 3.3).[115-117]
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Abbildung 3.3: Chemoselektive Ligationsmethoden zur Verkniipfung von Zielmolekiil und Templat.[115.116]

Cyclo-$33-Peptide besitzen eine starre planare Struktur und bieten anhand ihrer drei definierten
Seitenketten die Einflihrung von strukturellen und funktionellen Charakteristiken. Die hohe
Neigung zur Stapelung mehrerer Cyclo-f33-Peptide durch intermolekulare Wechselwirkung
ermoglicht eine Oligomerisierung und fithrt somit zu einer Verstirkung der eingefiihrten
Modifikationen. In Arbeiten von DIEDERICHSEN wurde ein trivalentes Cyclo-3-Peptid mit drei
orthogonal geschiitzten Seitenketten synthetisiert, die eine schrittweise Funktionalisierung
ermoglichen.l'®] So wurden ein zellpenetrierendes Peptid und ein Fluorophor an das Cyclo-[33-
Peptid (68) angebracht und dadurch das Potential fiir zellbiologische Studien aufgezeigt (Abb.
3.4). Zum einen wird durch das zellpenetrierende Peptid Penetratin die Membrangangigkeit
gesteigert und zum anderen durch den Fluorophor 5(6)-TAMRA eine biophysikalische Methode
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zur zelluldren Lokalisierung angeboten. Die dritte Position kann zum Einschleusen von
bioaktiven Molekiilen genutzt werden. Das Cyclo-B3-Peptid als zentraler Trager mit den
erwahnten Funktionalititen konnte in in vivo-Experimenten zur Evaluation der Wirksamkeit
von induzierenden und inhibierenden Wirkstoffen verwendet werden.
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Abbildung 3.4: Cyclo-33-Peptid 68 als zentraler Trager von Penetratin und 5(6)-TAMRA.[19]

3.2 Nanorohren aus cyclischen Peptiden

Neben richtungsweisenden Tragern zur Organisation von Funktionalitaten eignen sich cyclische
Peptide als Modelsysteme fiir natiirliche Ionenkandle aufgrund ihrer Tendenz zur
Selbstaggregation. lonenkandle sind porenféormige Transmembranproteine, die die
Biomembranen durchspannen und das Durchqueren von geladenen lonen erméglichen.[118] Fiir
einen selektiven Transport werden an die kinstlichen Systeme Anforderungen wie gute
Eigenschaften zur Permeation, die Fihigkeit zur Offnung und SchliefRung des Kanals sowie die
Steuerung ihrer Aktivitat durch Interaktionen mit speziellen Substanzen gestellt.[119]

Organische Nanorohren aus cyclischen Peptiden (peptide nanotubes, PNTs) wurden bereits in
den 70er Jahren von HASSAL und DESANTIS vorhergesagt. Der Vorschlag wurde erstmalig von
GHADIRI durch die Verwendung von D,L-alternierenden a-Aminosdauren am Beispiel des Cyclo[(D-
Ala-Glu-p-Ala-GIn)z] umgesetzt.[120-123] Die Antriebskraft zur Bildung der porenférmigen
Strukturen wird durch die energetisch begiinstigte Wasserstoffbriickenbindung gegeben. Das
achtgliedrige cyclische Peptid bildet aus zwei Griinden diese tubuldare Strukturen aus (Abb. 3.5,
rechts). Zum einen ist der cyclische Ring planar, dadurch liegen alle Riickgratmodifikationen
senkrecht zur Ringebene. Dies fiihrt zu einer orthogonalen Stapelung unter Bildung von acht
Wasserstoffbriickenbindungen. Zum anderen weisen die Seitenketten der Aminosduren nach
aufen, so dass der Abstand zwischen zwei Cyclopeptiden ungefihr 4.8 A betrigt.[120124] Der
Innendurchmesser dieser Nanorohren kann durch die Art und Anzahl der Aminosduren
kontrolliert werden: Wahrend Cyclooctamere einen Innendurchmesser von 7 A aufweisen,
besitzen Cyclododecamere einen Innendurchmesser von 13 A.l1241 Als Transportkanile in
Lipiddoppelschichten eingesetzt, ermdglichen Nanorohren die Ubertragung von hydrophilen
Substanzen ohne spezifische Transportproteine zu bendtigen. Fiir den Transport von Glucose
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wird ein Innendurchmesser von mindestens 9 A benotigt. Dies wird erreicht, indem ein
zehngliedriges cyclisches Peptid alternierend aus Tryptophan und Leucin eingesetzt wird.[125]
Einzelkanalmessungen ergaben fiir K*- und Na*-lonen eine Kanalaktivitat, die den
kanalbildenden nativen Proteinen dhnelt.[124125]

H H M o/ o Hp o)

& WO O S0 S o g
PV PPw e LS LI A 5

RTIN AN R H"",m«\)l"'\mv R g
LNy oAl g

o o O Hy 8% WYL o O 3

! Y ) o

R"\%’“ A R rdac i ddadlly 3

. N N SN Y ol 5]
8 HH %" H, Q" =

b
Iz T
>=o
{F=9
>
S
¢==]
-z T
J
n
=
{u]
<
Z-I
o={
z)
J):
{=~T
=T,
o=
]
N :

Abbildung 4.5: Gegeniiberstellung von Nanordéhren aus D,L-a- und 33-Cyclopeptiden.l'26] Links: Ein Cyclo-
[3-Tetrapeptid, in dem durch die entgegengesetzt orientierten NH- und CO-Funktionalititen ein
Makrodipolmoment analog zu a-Helices resultiert. Rechts: Im Vergleich sollte das Cyclo-D,L-a-Octapeptid
kein Gesamtdipolmoment besitzen.[120.126] Dije Seitenketten der Aminosduren zeigen in beiden Féllen
senkrecht zur tubuldren Struktur.

Cyclische B3-Peptide sind in der Lage, so wie ihre a-Analoga tubulare Strukturen auszubilden.
Dafiir wurden in Untersuchungen von SEEBACH kurzkettige cyclische (33-Tetrapeptide bestehend
aus [B3-Homoalanin verwendet.['27] Durch die Wahl von drei unterschiedlich konfigurierten
cyclischen Tetrapeptiden konnen verschiedene Konformationen erhalten werden. Bedingt durch
die Konfiguration der Reste richten sich die Carboxylgruppen und Amidprotonen definiert aus,
wodurch sich die Erkennungspositionen fiir Wasserstoffbriickenbindungen fiir jedes
Stereoisomer unterscheiden und die Stereoisomere infolgedessen unterschiedliche Aggregate
aufweisen. In allen Konformeren befinden sich die Seitenketten in lateralen Positionen, um nicht
nur eine 1,5-repulsive Wechselwirkung zwischen dem Carbonylsauerstoff und der
Methylgruppe zu vermeiden, sondern auch repulsive Krafte zwischen den Methylgruppen und
den Wasserstoffbriickenbindungen zu verhindern. In einem homochiralen Tetrapeptid mit (all-
S)-Konfiguration richten sich alle CO- sowie NH-Gruppen orthogonal zueinander und senkrecht
zur Ringebene aus, so dass alle CO-Gruppen auf einer Ringseite und die NH-Gruppen auf der
anderen Seite liegen. Dieses Grundgeriist wurde von GHADIRI auf {33-hTrp-haltige Sequenzen
libertragen, um einen lonenkanalbildner in C4-Symmetrie mit einem Porendurchmesser von 2.6-
2.7 A zu erhalten (Abb. 3.5, links).[124126] Einzelkanalmessungen zeigten dhnliche K*-Aktivitit wie
die D,L-a-Cyclopeptide unter denselben Bedingungen. Aufgrund des Makrodipolmoments analog
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zu natiirlichen Ionenkanalbildnern wird im Allgemeinen ein Kationen- und Anionentransport
beglinstigt.

Cyclische @3-Tripeptide bilden analog zu ihren Tetrameren rigide B3-PNTs mit einem
Innendurchmesser von 1.3 A und einem Stapelungsabstand von 4.8 A aus. Die Neigung zur
Selbstassoziation wurde mit Hilfe des MacroModel-Programmes als energetisches Minimum
aufgezeigt.[128129] Die Arbeiten von Kimura zeigten, dass Cyclo-B3-Tripeptide gezielt in dem
Bereich der Elektrochemie eingesetzt werden kénnen. In diesem Zusammenhang wurden Cyclo-
3-Tripeptide an den Seitenketten mit Terpyridinen funktionalisiert, wodurch nicht nur
Selbstaggregation stattfinden, sondern auch Metalle komplexiert werden.l20l Die Terpyridine
bilden eine planare Ebene und ordnen sich parallel iibereinander an, wodurch das 33-PNT durch
zusatzliche  m-m-Wechselwirkung  stabilisiert wird. In  fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die gebildeten molekularen Aggregate auch in der
Lage sind, Cu(II) zu binden. Diese Nanorohren besitzen eine hohe elektrische Leitfahigkeit sowie
ein starkes Dipolmoment und sind somit interessant fiir elektrochemische Anwendungen.
Weiterfiihrend wurden (33-PNTs aus (-Glycaminsauren (sugar amino acids, SAAs) hergestellt, die
Pyranose-Einheiten in ihrem Riickgrat aufweisen, welche in biologischen Studien als aktives
Templat mit dem Kohlenhydrat-bindenden Protein Lectin interagieren kdnnen.[130.131]

Neben der Verwendung als Modellsystem fiir porenbildende Transmembranproteine reichen die
Applikationen der PNTs von artifiziellen Photosystemen, {iber Biosensoren und -materialien zu
elektronischen Elementen sowie photoaktiven Materialien.[123131]

3.3 Synthese von Cyclo-f33-Tripeptiden

Die Stabilisierung von Cyclopeptiden tber intramolekulare Wasserstoffbriicken fithrt zu
tubuldren Strukturen, deren Seitenketten der vereinfachten Einfiihrung von strukturellen und
funktionellen Eigenschaften dienen. Die urspriingliche Intention zur Synthese von Cyclopeptiden
lag im Rahmen dieser Arbeit in der Entwicklung von dimeren Nanorohren. Die Synthese des
Cyclo-B3-Tripeptids 69 unter Verwendung von drei orthogonal geschiitzten 33-Homolysinen
wurde in unserem Arbeitskreis entwickelt und ermdéglicht eine stufenweise Modifikation der
Seitenketten (Abb. 3.6).[191 Die Herstellung iiber Festphasen-Peptidsynthese sollte tibertragen
werden, um im Anschluss die Seitenketten mit Nucleobasen zu funktionalisieren. Die Einfithrung
von Nucleobasen durch geeignete Funktionalisierung ist in der Literatur beschrieben und sollte
analog angewandt werden.[19132] Die Kombination der Eigenschaften der Cyclopeptide zur
Selbstaggregation und der Erkennungseinheiten zur Basenpaarung sollte eine Dimerisierung
beglinstigen und hoher geordnete Aggregate ermoglichen.

Der ausschlaggebende, limitierende Faktor bei der Herstellung des Cyclo-33-Tripeptids 69 sind
jedoch die isolierten geringen Mengen, die weitere Funktionalisierungen tiber mehrere Stufen
erschweren. Hieraus ergab sich die Hauptaufgabe, den Prozess zur Generierung des Cyclo-[33-
Tripeptids 69 im Detail durchzugehen und einen verbesserten Zugang zu finden. Die Moglichkeit
zur Herstellung von Cyclo-f33-Tripeptiden im Gramm-Maféstab wire ein wichtiger Fortschritt,
der iiber das anfangliche Vorhaben hinaus in der Arzneimittelforschung zur Identifikation
hochaktiver Cyclopeptide durch Hochdurchsatz-Screening genutzt werden konnte.
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Abbildung 3.6: Struktur des Cyclo-f33-Tripeptids 69: Anhand der orthogonalen Schutzgruppenstrategie
ist das Templat mit mehreren Verkniipfungsstellen stufenweise funktionalisierbar. Durch intermolekulare
Wasserstoftbriickenbindung und Stapelung der Ringe wird eine tubulédre Struktur generiert.[1°]

3.3.1 Herstellung auf fester Phase

Wie bereits im Kapitel 2 beschrieben unterscheiden sich f-Aminosduren von a-Aminosauren
lediglich durch eine =zusitzliche Methylengruppe. Die natiirlichen a-Aminosduren sind
kommerziell in enantiomerenreiner Form erhaltlich und werden daher haufig als
Ausgangsmaterialien in (3-Aminosaure-Synthesen verwendet. Darauf aufbauend wurde die
bekannteste Methode, die ARNDT-EISTERT-Homologisierung, entwickelt.[¢l Die effiziente
Umsetzung zu enantiomerenreinen B3-Aminosduren beginnt zunichst durch die Uberfiihrung
der Sdurefunktion des a-Analogons in ein Diazoketon. Im nachsten Schritt wird iiber die WOLFF-
Umlagerung die 33-Aminosdure generiert.

Zum Erhalt der Monomerbausteine wurde die ARNDT-EISTERT-Homologisierung angewandt und
drei orthogonal geschiitzte Aminosduren im Gramm-Maf3stab erfolgreich isoliert (Abb. 3.7).[19]

Dabei konnten die Aminosduren Boc-L-3-hLys(Fmoc)-OH (72) und Boc-L-33-hLys(Cbz)-OH (76)
tiber ihre natiirlichen a-Analoga hergestellt werden. Die Azidfunktion der Aminosaure Boc-L-[33-
hLys(N3)-OH (79) wurde ausgehend von Boc-L-Lys-OH (76) iiber eine Kupfer(II)-katalysierte
Diazo-Transferreaktion eingefiihrt und Boc-L-Lys(N3)-OH (78) erhalten (Abb. 3.7). Anschliefdend
wurde Boc-L-Lys(N3)-OH durch eine ARNDT-EISTERT-Homologisierung in die $3-Aminosaure 79
uberfiihrt.
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Abbildung 3.7: Die zur Synthese des Cyclo-B3-Tripeptids 69 hergestellten Aminosduren. a) (i) NEts,
BuCOOCI, THF, -21 °C, 45 min, (ii) CH2N», Et;0, 0 °C, 30 min, RT, 5 h; 93%. b) AgOBz, THF/H,0 (9:1),
Ultraschallbad, 2 h; 86%. ¢) (iii) NEt3, ‘BuCOOCI, THF, -21 °C, 45 min, 90% (iv) CH2N_, Et;0, 0 °C, 30 min,
RT, 6 h; 64%. d) AgOBz, NEt;, THF/H,0 (9:1), -15 °C, 30 min, RT, 21 h; 64%. e) 1H-Imidazol-1-
sulfonylazid-hydrochlorid (80)7, K,CO3, CuS045H,0, MeOH/H,0 (1:4), RT, 5h; 98%. f) (vi) NEts,
iBuCOOCI, THF, -21 °C, 45 min, (vii) CH2N, Et;0, 0 °C, 30 min, RT, 6 h. g) AgOBz, THF/H,0 (9:1),
Ultraschallbad, 3 h; 65% (iiber zwei Stufen).[19]

Unter Verwendung der orthogonalen Schutzgruppenstrategie werden Peptide chemisch
entweder lber die Festphasensynthese oder tiber die Synthese in LOsung hergestellt. Die
Verlangerung der Peptidkette um eine Aminosdure beinhaltet im Wesentlichen die
Zwischenschritte Aktivierung, Kupplung und Entschiitzung bis die gewlinschte Sequenz erhalten
wird. Zur Herstellung der Peptide, insbesondere fiir lineare Sequenzen, hat sich die Festphasen-
Peptidsynthese (SPPS) als bewdhrte Methode etabliert. Zur Synthese von Cyclopeptiden wurden
in den letzten Jahrzehnten viele Strategien entwickelt, welche gewisse Vorziige, aber zugleich
bestimmte Limitationen aufweisen.[133-137] Eine Moglichkeit zur N- zu C-terminalen Cyclisierung
wurde von ROSENBAUM eingefiihrt, in der eine oxidationslabile Arylhydrazingruppe verbunden
mit dem Trigermaterial verwendet wird. Bei der Oxidation wird das am Tragermaterial
gebundene Arylhydrazin zu einem Aryldiazen tberfiihrt. Im Anschluss greift das N-terminale
freie Amin nucleophil die aktivierte Carbonylgruppe in Nachbarschaft zum Aryldiazen an,

' 1H-Imidazol-1-sulfonylazid-hydrochlorid (80) wurde zuvor nach der Vorschrift von GODDARD-BORGER
hergestellt.[192.193]
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wahrend Stickstoff freigesetzt und das Tragermaterial abgespalten wird. Die Synthese des Cyclo-
B3-Tripeptids 69 erfolgte nach der Methode von ROSENBAUM an einem 4-Fmoc-
Hydrazinobenzoyl-AM-NovaGel-Harz (Abb. 3.8).1138] Hiermit konnte die Synthese des
Cyclopeptids zundchst durch lineare Propagation nach Merrifield[1978] durchgefiihrt und die
Cyclisierung nach Oxidation des Arylhydrazins eingeleitet werden. Anschlieflend konnte das
Cyclo-B3-Tripeptid 69 ohne die Verwendung von kostspieliger und zeitaufwendiger HPLC-
Reinigung mittels Sdulenchromatographie gereinigt und rein isoliert werden.

Nach der literaturbekannten Vorschriftl!, in der HBTU/HOBt und DIPEA in DMF als
Aktivierungsreagenzien zur Kupplung der Aminosauren eingesetzt wurden, konnte das Cyclo-f33-
Tripeptids 69 mit einer Ausbeute von 13% erhalten werden. Der Austausch der
Aktivierungsreagenzien gegen HATU/HOAt fiihrte mit 26% (42 mg aus 200 pmol-Ansatz) zu
einem verbesserten Ergebnis. Dies lag an einer verbesserten Kupplungseffizienz, welche durch
die Bestimmung der Belegungsdichte anhand der UV-Absorption des Fmoc-Dibenzofulven-
Abspaltproduktes ermittelt wurde. Wahrend Kupplungen mit HBTU/HOBt einen Belegungsgrad
unterhalb von 50% erreichten, konnte fiir HATU/HOAt ein Wert iiber 80% erhalten werden. In
beiden Fallen wurden die Aminosduren aktiviert und mit dem Tragermaterial bei
Raumtemperatur iiber Nacht zur Reaktion gebracht. Eine Kupplung bei hoheren Temperaturen
oder durch Mikrowellen-Anregung zur Steigerung der Aminosaurebelegung war aufgrund der
Instabilitdt des Arylhydrazin-Linkers gegeniiber Hitzeeinwirkung nicht mdglich. Des Weiteren
wurde eine frithzeitige Abspaltung des acyclischen Tripeptids nach der Oxidation des
Arylhydrazin-Linkers in der Waschlésung beobachtet. Nach der Oxidation steht die aktivierte
Carbonsdure nicht nur fiir das N-terminale Amin zur Cyclisierung bereit, sondern kann auch
durch geringe Spuren von Wasser nucleophil angegriffen werden, so dass die acyclische Form
erhalten wird.

1. Piperidin/DMF (8:2), RT, 2 x 20 min
2. Boc-B3-hAS/HBTU/HOBt (5.0:4.5:5.0>
3x

%Bs-hK(Fmoc)—ﬁ3-hK(Cbz)-B3-hK(N3)-NH2
o

( DMF, RT, 15-18 h

O@H*H*Fmoc 3. TFA/m-Cresol (95:5), RT, 2 x 2 min

O = AM-NovaGel-Harz

NBS/Pyridin,
DCM, RT, 7 min

Cbz
Ns Q NH DIPEA, DCM,
NH RT,2d
HN 3 3 3
NH o , %B -hK(Fmoc)-p3-hK(Cbz)-B3-hK(N3)-NH,
O

0@

HN
Fmoc

69

Abbildung 3.8: Synthese des Cyclo-f33-Tripeptids 69 auf fester Phase durch die Verwendung eines
oxidationslabilen Arylhydrazin-Linkers.[1°]

Nach der Isolierung des Cyclo-f33-Tripeptids 69 ermdglichen die orthogonalen Schutzgruppen
eine schrittweise Funktionalisierung der Seitenketten. Die N3-Funktionalitit kann mit einem
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3. Trifunktionale Cyclo-B3-Peptide

Alkin-Derivat als Zielmolekiil in einer Kupfer(I)-katalysierten HUISGEN-[3 + 2]-Cycloaddition zu
stabilen Triazol-Konjugaten umgesetzt werden. Die Fmoc-Schutzgruppe kann unter milden
basischen Bedingungen abgespalten und das freie Amin zur weiteren Funktionalisierung
freigesetzt werden. Eine quantitative Cbz-Entschiitzung wird gewohnlich mit Pd-katalysierter
Hydrierung erreicht, welche hier allerdings zur Reduktion des Azids fiihren wiirde. Die
Verwendung von TFA/m-Cresol/Thioanisol (3.5:1:1.1) fiihrte lediglich zu einer partiellen
Entschiitzung bei langen Reaktionszeiten wie z. B. sechs Stunden bei Raumtemperatur. Der
Gebrauch von TFA/Trifluormethansulfonsaure (TFMSA)/m-Cresol (10:3:0.1) fiir zwei Stunden
bei 0 °C bewirkte eine Degradation des Cyclo-p3-Tripeptids 69. Es wurde festgestellt, dass die
Synthese des Cyclo-B3-Tripeptids 69 iiber Festphasen-Peptidsynthese moderate Ausbeuten
liefert und die Cbz-Entschiitzung nicht effektiv ist.

3.3.2 Herstellung in Losung

Bereits in den 60er Jahren wurden von KELLY Arylhydrazine als potentielle Schutzgruppe
vorgeschlagen.[39] Das Potential als spurlosen Linker erkennend, wurden Tragermaterialien mit
Arylhydrazin versehen.['%0] Nach Peptidsynthese gefolgt von oxidativer Abspaltung kénnen so
acyclische Peptide generiert werden. Dariiber hinaus konnen nach der Oxidation je nach
eingesetztem Nucleophil (H20, MeOH, usw.) unterschiedliche C-terminale Peptide erhalten
werden. Die Weiterentwicklung fiihrte zur cycloaktiven Abspaltung und infolgedessen zur
Herstellung von Cyclopeptiden auf fester Phase.[!38] Die Entwicklung zuriickverfolgend wurde
das Arylhydrazin als potentielle C-terminale Schutzgruppe zur Synthese der Cyclo-33-Tripeptide
ausgewahlt. Zur Auswahl standen Phenylhydrazin, 4-Nitrophenylhydrazin und 4-
Methoxyphenylhydrazin. Das Letztere wurde verwendet, da die C-terminale Abspaltung durch
den elektronenschiebenden Effekt der Methoxygruppe und infolgedessen die Freisetzung von
Stickstoff beglinstigt wird.

Zuniachst wurde wegen der erschwerten Bedingungen der zuvor beschriebenen Cbz-
Entschiitzung des Cyclo-33-Tripeptids 79 (Kapitel 3.2.1) die Aminosdure Boc-L-33-hLys(Cbz)-OH
(75) gegen Boc-L-33-hLys(Alloc)-OH (83) ausgetauscht (Abb. 3.9).

Alloc
. Alloc - . Alloc
NH, HN HIN HN

Boc. Boc.

D . H
N"cooH N"cooH N N2 Bocsy coo

76 81 82 83

Abbildung 3.9: Synthese von Boc-L-33-Lys(Alloc)-OH (83). a) Alloc-Cl, Na,COs, THF/H,0 (1:1), 0°C, 1 h;
75%. b) (i) NEt3, ‘BuCOOCI, THF, -21 °C, 45 min, (ii) CHzN3, Et;0, 0 °C, 30 min, RT, 5 h. ¢) AgOBz, THF/H,0
(9:1), Ultraschallbad, 3 h; 72% (iiber zwei Stufen).

In Arbeiten von SMITH konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart einer Azidgruppe eine Alloc-
Entschiitzung durch Pd(PPh3)s und Dimedon mit hoher Effizienz durchgefiihrt werden kann.[141]
Des Weiteren sollte unter den gegebenen Bedingungen der Alloc-Entschiitzung die Fmoc-
Schutzgruppe unangetastet bleiben. Als Ausgangsmaterial wurde Boc-L-Lys-OH (76) eingesetzt
und nach Alloc-Schiitzung konnte die 33-Aminosdure 83 durch ARNDT-EISTERT-Homologisierung
erhalten werden.
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m 3. Trifunktionale Cyclo-B3-Peptide

Anschliefiend erfolgte die Peptidsynthese in Losung, in der aufwendige Zwischenreinigungen
wie Extraktion oder Sdulenchromatographie vermieden werden sollten, um eine zur SPPS relativ
vergleichbar vereinfachte Durchfiihrung zu gewahren. Die Temperatur im gesamten Prozess
durfte 50°C nicht Uberschreiten, um eine vorzeitige Abspaltung des Hydrazins nicht zu
riskieren. Zu Anfang wurden 4-Methoxyphenylhydrazin (84, 1.0 Aq.), Boc-L-B3-hLys(Fmoc)-OH
(72, 1.3 Aq.), HATU (1.3 Aq.) und DIPEA (3.3 Ag.) in DMF (10 mL/mmol) gelost und bei 0 °C fiir
3 h gefolgt von Raumtemperatur liber Nacht zur Reaktion gebracht (Abb. 3.10). Die Reinigung
des entstandenen Produktes 85 bestand lediglich aus Einengen von DMF unter vermindertem
Druck, gefolgt von Fallen aus Methanol/Wasser (1:1), wodurch sehr gute Ausbeuten erhalten
werden konnten. Zur Kupplung der zweiten Aminosaure wurde zunéchst eine Boc-Entschiitzung
vorgenommen. Ein thiolhaltiger Radikalfanger musste eingesetzt werden, da der Einsatz von
sauerstoffhaltigen oder stickstoffhaltigen Radikalfingern nicht ausreichte und es zur Spaltung
des Hydrazins kam. Die Peptidsynthese war somit durch die Bildung eines C-terminalen Amids
vorzeitig beendet. Demzufolge wurde 2-Propanthiol ausgesucht, welches einen sehr niedrigen
Siedepunkt aufweist und nach Boc-Entschiitzung unter N;-Strom zusammen mit TFA leicht
entfernt werden konnte. Darauffolgend wurde die Verbindung 86 mit Toluol gefolgt von Ether
coevaporiert, um Saure- und Radikalfingerspuren zu entfernen.

H H s H z
N. N. ~, -B N.
Q NH,-HCl @ Q HM” °¢ b /@ Nk/\NHz TFA
MeO MeO MeO
84 85 86

Fmoc A||OC _Fmoc _Alloc

N D, )

H z
- ~, B
k/\ )K/\NHz TFA N‘Nk/\N)K/\N ocC
H H H
MeO MeO
88 87
|
Fmoc A||OC Fmo(; A||OC

iiio_, 50

kﬂ M M kﬂ )KA k/\NHg TFA
ST ST

89 90

Abbildung 3.10: Synthese des acyclischen B3-Tripeptids 89 im Gramm-Maf3stab. a) Boc-L-f33-hLys(Fmoc)-
OH (72), HATU, DIPEA, DMF, 0 °C, 3 h, RT, liber Nacht; quant. b) TFA, 2-Propanthiol, 0 °C, 1 h, RT, 1 h. ¢)
Boc-L-B3-hLys(Alloc)-OH (83), HATU, DIPEA, DMF, 0 °C, 3 h, RT, iiber Nacht; 92% (iiber zwei Stufen). d)
TFA, 2-Propanthiol, 0 °C, 1 h, RT, 1 h. e) Boc-L-f33-hLys(N3)-OH (79), HATU, DIPEA, DMF, 0 °C, 3 h, RT, iiber
Nacht; 95% (iiber zwei Stufen). f) TFA, 2-Propanthiol, 0 °C, 1 h, RT, 1 h.
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3. Trifunktionale Cyclo-B3-Peptide m

Die Kupplung von Boc-L-f33-Lys(Alloc)-OH (83) und die Reinigung des Dipeptids 87 erfolgten
analog zur ersten Aminosaure. Nach Boc-Entschiitzung wurde der Vorgang wiederholt und das
acyclische (3-Tripeptid 89 erhalten. Die Ausbeuten jeder Aminosaure-Kupplung lagen tiber 90%
und das erhaltene vollgeschiitzte acyclische B3-Tripeptid 89 konnte ohne jegliche Degradation
iiber einen beobachteten Zeitraum von 15 Monaten bei —21°C gelagert werden. Nach
Durchlaufen der Synthese wurden insgesamt 3.31 g des Tripeptids 89 isoliert.

Die finale Cyclisierung von Verbindung 89 wurde analog der Synthese auf fester Phase in einem
Mafdstab von 170 umol durchgefiihrt, in der zundchst eine Boc-Entschiitzung mit TFA/2-
Propanthiol (15:1) vorgenommen und die Verbindung 90 erhalten wurde (Abb. 3.10). Nach
Entschiitzung wurde in Gegenwart von Kupfer(Il)acetat, DIPEA und Sauerstoff die Cyclisierung
in DMF bei 0 °C fiir 3 h eingeleitet und bei Raumtemperatur iiber Nacht fortgesetzt (Abb. 3.11,
Route a). Trotz der Verwendung trockener Losungsmittel, einer hohen Verdiinnung und Molsieb
als Trocknungsmittel konnten neben dem gewiinschten Cyclo-f33-Tripeptid 91 hauptsachlich die
acyclische Form sowie viele weitere Nebenprodukte beobachtet werden. Alternativ wurde N-
Bromsuccinimid (NBS) und Pyridin in DMF zur Oxidation und Einleitung der Cyclisierung
verwendet und erneut dasselbe Resultat erhalten.

Fmoc A||OC
1. Entschitzung
2. Zyklisierung
NH HN AIIoc

a), b)

J\A )'\/\ J‘\/\ -
S

89 HN 91
Fmoc

Abbildung 3.11: Synthese des Cyclo-B3-Tripeptids 91. a) Cu(Ac)z, Oz, DIPEA, DMF, Molekularsieb (3 A),
0 °C, 3 h, RT, iiber Nacht. b) (i) Cu(II)Clz, THF/H20 (1:0.05), RT, 2 h. (ii) TFA/H20 (95:5),0°C, 1 h, RT, 1 h.
(iii) HATU, DIPEA, DMF, 0 °C, 3 h, RT, iiber Nacht; 17% (iiber drei Stufen).

So wurde die Strategie der simultanen Cyclisierung und Abspaltung nicht weiter verfolgt.
Alternativ wurde die C-terminale Entfernung von 4-Methoxyphenylhydrazin unter Generierung
einer freien Carboxylgruppe vorgenommen (Abb. 3.11, Route b). Hierzu wurde das B3-Tripeptid
89 mit stochiometrischen Mengen an Kupfer(Il)chlorid in THF/Wasser (1:0.05) versetzt und
nach zwei Stunden Reaktionszeit bei Raumtemperatur eine vollstindige C-terminale
Entschiitzung erreicht. Dabei wurde zundchst durch Kupfer(Il) die Oxidation des 4-
Methoxyphenylhydrazins zum 4-Methoxyphenyldiazen erreicht, gefolgt vom nucleophilen
Angriff des Wassers an dem aktivierten C-Terminus. Im Anschluss wurde die N-terminale Boc-
Entschiitzung des 3-Tripeptids durchgefiihrt.

Die Cyclisierung von acyclischen Peptiden dieser Grofdenordnung in Losung wurde von KIMURA
beschrieben, dessen Bedingungen hier libertragen worden sind.[?42] Zur Cyclisierung wurde das
C-und N-terminal entschiitzte B3-Tripeptid in einem Ansatz von 120 umol mit HATU (10 Aq.)
und DIPEA (14 Aq.) in DMF umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels und Extraktion mit
DCM gefolgt von Fallen aus Methanol, konnte das Cyclo-3-Tripeptid 91 in einer Ausbeute von
17% isoliert werden.
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3. Trifunktionale Cyclo-B3-Peptide

3.3.3 Diskussion der Ergebnisse

Die Herstellung des Cyclo-33-Tripeptides auf fester Phase (69, Kapitel 4.2.1) und in Losung (91,
Kapitel 4.2.2) lieferten jeweils Mengen im mg-Bereich. Die Herstellung von cyclischen Peptiden
in grofieren Mafdstdben ist im Allgemeinen eine synthetische Herausforderung und demzufolge
sind die erhaltenen Mengen zufriedenstellend (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Gegeniiberstellung beider Strategien zur Herstellung von Cyclo-3-Tripeptiden.

Festphasen-Peptidsynthese Synthese in Losung
+ geringerer Zeitaufwand — groflerer Zeitaufwand
— hohere Materialkosten + geringere Materialkosten
— Kupplungseffizienz je Aminosaure <80% + Kupplungseffizienz je Aminosaure >90%

— vorzeitige Peptidabspaltung nach Oxidation
des Arylhydrazin-Linkers

+ Gramm-Maf3stab fiir acyclisches 33-Tripeptid 89

+ langere Lagerzeit des acyclisches (33-Tripeptids
89, bei Bedarf benotigte Mengen zur Cyclisierung

entnehmbar
— geringe Ansatzgrofden, geringe Mengen an | — Cyclisierung in hoher Verdiinnung, geringe
Cyclo-B3-Tripeptid 69 Mengen an Cyclo-3-Tripeptid 91

Die Festphasen-Peptidsynthese bietet durch die vereinfachte Handhabung und der simultanen
Cyclisierung sowie Abspaltung vom Tragermaterial eine elegante Losung. Somit konnte das
Cyclo-B3-Tripeptid 69 in kiirzerer Zeit synthetisiert werden. Die maximalen Ansatzgréfien auf
fester Phase zur optimalen Handhabung und Durchfiihrung sind unter den gegebenen
Bedingungen gering und dadurch auch die isolierten Mengen. Die B3-Aminoséduren (5.0 Aq.)
sowie  Aktivierungsreagenzien = (HATU/HOAt, 4.5Aq./5.0Aq.) wurden nach dem
Standardprotokoll in einem groflen Uberschuss eingesetzt. Das Harz war nach Abspaltung nicht
mehr regenerierbar, welche mit erhohten Materialkosten verbunden sind. Nach der Oxidation
des Arylhydrazin-Linkers wurde eine vorzeitige Abspaltung des acyclischen 3-Tripeptids durch
die Prasenz von Wasserspuren beobachtet, welches zu den geringen Ausbeuten beitrug.

Die Synthese in Ldsung unter Verwendung von 4-Methoxyphenylhydrazin als C-terminale
Schutzgruppe ermoglichte die Kupplung der Aminosduren mit sehr guten Ausbeuten. Des
Weiteren konnten die Aminosiuren (1.3 Aq.) und das Aktivierungsreagenz (HATU, 1.3 Aq.) in
geringerem Uberschuss eingesetzt werden, wodurch die Materialkosten im Vergleich geringer
ausfielen. Die Isolierung der Zwischenprodukte erfolgte lediglich durch Einengen von DMF und
Fallen aus Methanol/Wasser (1:1), aber nach jedem Schritt musste eine Trocknungszeit mit
einkalkuliert werden. Besonders hervorzuheben war die Isolierung des acyclischen (3-
Tripeptids 89 im Gramm-Maf3stab, welches ohne Bedenken iiber einen lingeren Zeitraum
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3. Trifunktionale Cyclo-B3-Peptide

gelagert und erst bei Bedarf zum Cyclopeptid 91 umgesetzt werden kann. Dabei konnte die
Cyclisierung vom N- zum C-Terminus erst nach einem zusatzlich eingefiihrten Schritt, der C-
terminalen Entschiitzung erfolgen, welches innerhalb zwei Stunden durchgefiihrt werden
konnte und lediglich eine Extraktion zur Isolierung erforderte. Die Cyclisierung musste unter
hoher Verdiinnung (0.001 mol/L) durchgefiihrt werden um intermolekulare Reaktionen zu
vermeiden und lieferte in den ersten durchgefiihrten Experimenten vergleichbare Ausbeuten
wie in der Festphasen-Peptidsynthese.
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4. Biomolekiilmarker fiir Sekundirionen-Massenspektrometrie

Zellbiologie beschdiftigt sich mit der Struktur und Funktion von Zellen. Aus den Untersuchungen
liber die strukturellen Merkmale und den gemeinsamen Eigenschaften einzelner Zellen sowie ihren
einzigartigen Funktionen resultieren komplexere Fragestellungen, welche die Zellbiologie in
unterschiedliche Fachbereiche teilen. Dennoch sind bildgebende Verfahren ficheriibergreifend ein
wesentlicher Bestandteil biologischer Untersuchungen, vor allem seit der Etablierung von
Mikroskopen und Kontrastfdrbemitteln. Eines dieser Verfahren ist die Sekunddrionen-
Massenspektrometrie (SIMS), mit deren Hilfe im Allgemeinen die Isotopenverteilung von
Materialien allen Ursprungs detektiert und visualisiert wird. Die enormen Fortschritte zur
Verbesserung der Auflésung bringen diese Technik in Bereiche die sonst nur mit
Elektronenmikroskopie und Lichtmikroskopie erreicht wurden. Die massenspektrometrische
Visualisierung ist im Vergleich zu mikroskopischen Methoden einzigartig, da zugleich
Informationen tiber die chemische Zusammensetzung der analysierten Substanzen geliefert
werden. Diese Gegebenheit fiihrt zu ihrer vermehrten Anwendung in biologischen Studien. Seitdem
ist die Entwicklung von exogenen Biomolekiilmarkern, um den Kontrast zu heben und somit
zwischen Biomaterialien zu differenzieren, von grofiem Interesse. Dementsprechend werden in
diesem Abschnitt die Sekunddrionen-Massenspektrometrie und die Funktionsweise der aktuellsten
lonen-Mikrosonde Cameca NanoSIMS 50L kurz geschildert (Kapitel 4.1), der bisherige Stand zur
Markierung von Biomolekiilen wiedergegeben (Kapitel 4.2) und die Entwicklung selektiver
Biomolekiilmarker sowie deren Einsatz vorgestellt (Kapitel 4.3).
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4. Biomolekilmarker fir Sekundarionen-Massenspektrometrie

4.1 Sekundirionen-Massenspektrometrie als bildgebendes Verfahren

Massenspektrometrie stellt heutzutage eine der universellen Analysemethoden dar, in der die
chemische Zusammensetzung unterschiedlicher Materialien durch die Ermittlung des Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisse (m/z) bestimmt werden kann. Ihr Einsatz erfordert im Allgemeinen die
Generierung von lonen, eine Massenseperation und deren Detektion. In der Theorie ist es
moglich jede Spezies, die ionisiert und in die Gasphase gebracht werden kann, zu ermitteln.
Durch die Kombination von chemischer und raumlicher Information entsteht die bildgebende
Massenspektrometrie (mass spectrometry imaging, MSI).[22143.144] Anfanglich zur Visualisierung
von anorganischen Oberflachen dienend, hat sich die MSI in kurzer Zeit zu einer bewdhrten
Analysemethode von komplexen organischen Substanzen etablieren kdnnen. Zur rasanten
Weiterentwicklung dieser Technik hat hauptsachlich die MALDI-TOF-basierte Bildgebung im
Jahre 1997 von CAPRIOLI beigetragen, anhand der erstmalig Peptide und Proteine lokalisiert
wurden.l'45] Die vermehrte Anwendung der sogenannten chemischen Mikroskopie in
Biowissenschaften weist auf ihr enormes Potential hin und fiihrt seitdem zu einem deutlichen
Anstieg der Publikationsraten (Abb. 4.1).1143]
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Abbildung 4.1: Die grafische Darstellung beriicksichtigt die Anzahl der Publikationen pro Jahr im
Zeitraum von 1994 bis 2014, welche mittels einer ISI Web of Science Suchanfrage (topic;
imaging+mass+spectrometry und mass+spectrometry+imaging) ermittelt wurde (bezogene Quellel143]
wurde erweitert und modifiziert). Der Begriff imaging mass spectrometry (IMC) wurde anfanglich hdufiger
benutzt, aber da es zur Verwechselung mit ion mobilisation spectrometry (IMS) kommen kdnnte, wird nun
der Begriff mass spectrometry imaging (MSI) vermehrt verwendet.[144]

Die Erzeugung von lonen in der MSI basiert auf der Desorptions-und lonisations-Technik, in der
Ionen von einer festen Oberflache abgelost und nach Aufnahme in die Gasphase detektiert und
visualisiert werden. Dabei wird aufgrund unterschiedlicher lonisationsquellen zwischen drei
Hauptgruppen differenziert: Sekundarionen-Massenspektrometrie (SIMS), (Matrix-unterstiitzte)
Laser-Desorption/lonisation-Massenspektrometrie (MA)LDI-MS und Desorptions-Elektrospray-
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4. Biomolekllmarker fur Sekundarionen-Massenspektrometrie

Ionisation-Massenspektrometrie (DESI).[143144] Bei einer Gegeniiberstellung dieser Methoden
wird ersichtlich, dass die laterale Auflosung!® von SIMS als einzige in subzellularen Bereichen
liegt (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1: Eine Gegeniiberstellung der MSI-Methoden.[144]

Abkiirzung Ionisationsquelle Laterale Auflésung Obere
Massengrenze
SIMS Fokussierter Strahl aus hoch- unter 1 um 500 - 1000 Da

energetischen Primdrionen

(MA)LDI- | Laserlicht; Energietransfer a) direkt 10 - 150 um (50 pm | 2 kDa (ohne

MS oder iiber Oberflache, b) durch Matrix | haufig benutzt) Matrix)
(MALDI)
DESI-MS Extraktion mittels Elektrospray- 100 - 500 pum (40 30 - 60 kDa
Tropfchen pum
literaturbekannt)

SIMS wurde urspriinglich in den frithen 60er Jahren von CASTAING und SLODZIAN eingefiihrt.[146]
Durch die Verwendung eines elektrostatischen Sammelsystems wurde neben der chemischen
Zusammensetzung auch die topologische Information der Probe erhalten, vergleichbar mit einer
Linse in Lichtmikroskopen. Dabei wurde die rdumlich aufgeldste Information durch den
Beschuss einer Oberflache mit einem energetischen Strahl, bestehend aus Priméarionen, und der
Freisetzung von Sekundirionen erhalten (Abb. 4.2). Diese Technik wurde lange Zeit fir
Oberflachenanalysen in der Materialwissenschaft und der Geochemie verwendet, wobei die
geringe laterale Auflosung der limitierende Faktor zur Analyse von biologischen Substanzen
war.[147.148] Erst die Fokussierung des Strahls fiihrte zu einer verbesserten lateralen Auflosung.
Des Weiteren trug die Weiterentwicklung des Massenanalysators, mit unter anderem des
doppelt fokussierenden magnetischen Sektorfeldes und des Quadropol-Massenspektrometers,
zur Optimierung des Massenauflosungsvermogens bei. Aufgrund der Detektion einer
Ionenspezies und der destruktiven Natur von SIMS, konnte anfinglich nur eine Ionensorte pro
Bild erfasst werden. Eine Korrelation mit weiteren lonen wurde erst durch die Einfiihrung der
statischen SIMS von BENNINGHOVEN ermdoglicht.1491 In Abhédngigkeit der eingesetzten
Priméarionenintensitit (1-30 keV) gibt es neben der statischen SIMS die dynamische
SIMS.[2223147,148] [m Fall von statischer SIMS wird eine geringe Menge an Primarionen eingesetzt,
wodurch die Wahrscheinlichkeit eine Stelle ein weiteres Mal zu treffen verringert ist. Dadurch
wird die Analyse der obersten Atomschicht einer diinnen Probe ermdéglicht. Dahingegen wird bei
der dynamischen SIMS die Probe einem intensiveren Primarstrahl ausgesetzt. Es kommt zu
einem kontinuierlichen Abbau von Atomschichten und dementsprechend eines bestimmten
Volumens. Durch die Auftragung der detektierten Sekundarionenintensitidten in Abhangigkeit
der gemessenen Zeit wird ein Tiefenprofil von einigen bis hunderten Nanometern generiert.

' Begriff aus der Optik: Die Auflésung bzw. der Abbildungsmafstab wird in laterale und axiale aufgeteilt.
Laterale Auflosung ist der kleinste Abstand zwischen zwei Punkten in x,y-Richtung und ist abhangig von
dem Durchmesser des lonisationsstrahls. Axiale Auflésung beriicksichtigt die (Eindringungs)tiefe des
lIonisationsstrahls und entspricht dem Langenverlauf der lonisationsquelle in z-Richtung.[22144]
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Abbildung 4.2: Grundlegende Funktionsweise der SIMS am Beispiel einer Casium-Primérionenquelle: Die
positiv geladenen Priméarionen schlagen auf die Oberflache der zu analysierenden Substanz auf und l6sen
dadurch einzelne Fragmente. Die negativ geladenen Sekundarionen gelangen zum Massenspektrometer
und werden detektiert.

Die hochauflésende lonenmikrosonde Cameca NanoSIMS 50L, basierend auf dynamischer SIMS,
eignet sich aufgrund ihrer optimierten Eigenschaften zur Analyse von biologischen Materialien
(Abb. 4.3). Die allgemeine Funktionsweise und der experimentelle Aufbau werden im Folgenden
kurz beschrieben. Die rdumliche Information wird, analog der Rastersondenmikroskopie, iiber
das Abtasten der Probenoberfliche mit einem Primarstrahl, Punkt fiir Punkt aufgenommen und
abgespeichert.[144] Hierzu wird eine Probe in festem Zustand in die Probenkammer eingefiihrt,
welches unter Hochvakuum (10-1mbar in der Kammer, 108 mbar im Detektorbereich)
steht.[147]  Anschlieflend wird der Festkorper mit einem fokussierten hochenergetischen
Primérionenstrahl in kontinuierlichem Modus entlang seiner Oberfliche bombardiert, was eine
Stofdkaskade auslost, in Folge der Teilchen aus der Oberfliche herausgeschlagen
werden.[2223,147150] Dje erhaltenen Fragmente konnen eine Mischung aus neutralen Atomen und
Molekiilen sein, sowie einfach oder mehrfach geladene atomare oder molekulare lonen
beinhalten. Dabei kdonnen nur die geladenen Spezies, die Sekundarionen, weiterhin analysiert
werden. Je nachdem ob positive oder negative Sekundarionen betrachtet werden sollen, wird im
positiven oder im negativen Modus gearbeitet. Im positiven Modus fiihren Cs*-lonen als
Primarquelle zur Steigerung der Ausbeute an negativen Sekundarionen. Durch ein
Duoplasmatron werden Sauerstoffionen (02*, Oz, O-) generiert, wobei fiir den negativen Modus
hauptsachlich O-lonen zur Steigerung der Ausbeute an positiven Sekundarionen beitragen.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Ionen-Mikrosonde Cameca NanoSIMS.[23]

Eine Besonderheit stellt die koaxiale Linsenoptik dar, welche fiir Primar- und Sekundarstrahl
kollinear verwendet wird.[231471 Insgesamt wird der Arbeitsabstand zur Probe verringert, was
mehrere Vorziige mit sich bringt. Zum einen wird der Durchmesser des Primarstrahls verringert
und dadurch auch die erforderliche Probengréfie. Zum anderen verkiirzt sich der
Extraktionsweg der erzeugten Sekundarionen und fiihrt zur verbesserten Transmission. Dabei
steht der Begriff Transmission fiir die Anzahl der detektierten aus den insgesamt produzierten
Sekundéarionen. Da die Strahlen in linearer Abhangigkeit die koaxiale Optik durchlaufen, kann
mit Primdr- und Sekiindarionenstrahlen entgegengesetzter Ladung sowie vergleichbarer
Energien gearbeitet werden.['50] Nach der lonenerzeugung erfolgt ihre Trennung nach ihrem
m/z am Massenanalysator, der iiber einen elektrostatischen und einen magnetischen Sektor in
Mattauch-Herzog-Geometrie verfiigt.[147] Nach lonen-Separation erfolgt die Registrierung am
Detektor, welcher die Intensitdten der ankommenden lonen ermittelt. Das erzeugte elektrische
Signal wird zur weiteren Auswertung digitalisiert.[144]
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Zusammenfassend wird mit Cameca NanoSIMS 50L eine hohe laterale Auflésung (~33-50 nm
mit Cs* und 150 nm mit O-), eine hohe Massenauflosung bei hoher Transmission (60% bei M/AM
=5000)° und eine hohe Empfindlichkeit (ppm sowie ppb fiir einige Elemente)
ermoglicht.[23.24147] [nsgesamt konnen bis zu sieben lonenespezies gleichzeitig von demselben
Mikrovolumen an Probe mit einer gesteigerten Sammeleffizienz detektiert und die raumliche
[sotopenverteilung visualisiert werden.[151]

4.2 Verwendung von NanoSIMS in biologischen Studien

Seit mehr als einer Dekade ermoglicht das hochauflosende Cameca NanoSIMS 50/50L die
Abbildung einzelner Zellen durch die Detektion ihrer oberflachlichen Isotopen-
Zusammensetzung. Dabei werden biologische Proben aufgrund ihres organischen Materials
bevorzugt im positiven Modus (Cs*) gemessen und negative Sekundarionen erhalten.[?3] Die
negativen Sekundarionen werden in Form von atomaren lonen ('H-, D, 12C,, 13C;, 160-, 180-, 19F,
31pP-, 32§-) oder molekularen lonen (12CH-, 13CH-, 12CD-, 12CH?%, 12C14N-, 13C14N-, 12C15N-, 13C15N-)
generiert, wobei eine quantitative Analyse von isobaren Interferenzen (13C4N-=27.0069 amu
and 12C15N- = 27.0007 amu) gewdhrleistet wird.[23.152]

Anfanglich wurde die natiirliche Zusammensetzung biologischer Materialien wiedergegeben, die
jedoch aufgrund des geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses die Differenzierung zwischen
Makromolekiilen nicht erlaubt.[152-1541 Um den Kontrast zu erhohen, wurden vermehrt stabile
[sotope zur Anreicherung eingesetzt. Die Markierung mit stabilen Isotopen ist abhingig vom
Probenursprung und kann auf unterschiedlichen Stufen erfolgen, welche in Organismus, Zelle
und subzellulare Komponenten wie genetisches Material, Membranen und Proteinen gestaffelt
werden kann.[!551 Dabei kann die Markierung mit stabilen Isotopen auf drei Wegen erfolgen:
metabolisch, enzymatisch und chemisch, wobei fiir die chemische Markierung zwischen
kovalenter und nichtkovalenter Verkniipfung differenziert wird.[155156] Die am haufigsten
eingesetzte Methode fiir NanoSIMS ist die metabolische Anreicherung mit stabilen Isotopen wie
15N (natiirliche Haufigkeit = 0.37%) und 13C (1.12%). Es wird vorausgesetzt, dass der Austausch
von natiirlichem Stickstoff und Kohlenstoff gegen diese Isotope die Funktion der Biomolekiile
nicht beeintrachtigt.[157-1591 Daflir werden lebende Organismen und Zellkulturen mit 15N-
und/oder 13C-Aminosauren versetzt, um durch die Erneuerungsmaschinerie der Systeme, auf
der Stufe der Translation, mit aufgenommen zu werden.[152160-162] Alternativ werden
Zellkulturen entsprechenden Salzen (!>NH4Cl, NaH!3CO3), Ndhrmedien (13Ce-D-Glucose, 13C-
angereicherte Cellulose), partiell halogensubstituierten !>N- and 13C-(Deoxy)ribonukleosiden
oder gasformigem 15N, ausgesetzt.[24163-166] [n weiteren Applikationen wird der Schwerpunkt auf
die zelluldare Organisation von 13C- und !5N-Fettsdauren oder 180-Cholesterol gelegt, deren
Membraninkorporation Informationen iiber ihre Verteilung geben.[167-1701 Als Beispiele
enzymatischer Markierung konnen die Methoden element labelling Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (EL-FISH) und Halogen-in-situ-Hybridisierung (HISH)-SIMS genannt
werden.[171172]  Hjerzu werden Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierte Oligonukleotide
eingesetzt und zundchst eine Hybridisierung mit ribosomaler RNA erreicht.[173] Im n&chsten
Schritt erfolgt die Inkubation mit halogenhaltigen Tyramiden, welche durch das HRP aktiviert

¥ Das Auflosungsvermdogen (resolving power, R = M/AM) gibt die Information iber die Fahigkeit des
Massenanalysators zwischen zwei lonenspezies dhnlicher Massen zu differenzieren. Je hoher R, desto
besser das Auflésungsvermoégen. Dabei ist AM die minimale Massendifferenz, die bei angegebenem R
unterschieden wird.[23]
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werden. In unmittelbarer Ndhe zum Enzym reagieren die aktivierten Tyramide mit Tyrosin- und
Tryptophanresten der Proteine. Im Anschluss wird der zelluldare Halogengehalt (1°F) mit
NanoSIMS detektiert und visualisiert, wobei der Nachteil dieser FISH-basierenden Methoden
ihre Limitation zu spezifischen ribosomalen Regionen von bakteriellen Zellen ist. Die chemische
Markierung basierend auf kovalenter Verkniipfung mit isotopischen Markern, ahnlich
Fluorophore fiir Fluoreszenzmikroskopie, konnte noch nicht etabliert werden. Meist ist es ein
positiver Zusatzeffekt bei der Kombination von NanoSIMS und Fluoresenzmikroskopie, in der
halogenhaltige Fluorophore eingesetzt werden. Die chemische Markierung aufgrund
nichtkovalenter Interaktionen wird in Krebsstudien angewandyt, in der die Affinitdt von Markern
und Antitumor-Medikamenten hinsichtlich Diagnosemittel und Therapeutikum evaluiert
werden. NanoSIMS eignet sich um Informationen tliber die Gewebe- und Zellaufnahme von
halogenhaltigen Markern und 1SN-markierten Pt-Antitumor-Medikamenten zu erhalten.[174-176]
Aufgrund der Komplexitat von biologischen Systemen wird eine Kombination von NanoSIMS mit
anderen bildgebenden Verfahren empfohlen und bereits mehrfach umgesetzt.[162177.178] Dadurch
werden zum einen zusitzliche strukturelle Informationen erhalten und zum anderen die
Bereiche von Interesse vorselektiert, wobei Letzteres aufgrund des begrenzten Sichtfensters von
NanoSIMS von Vorteil ist.

AbschliefRend wird festgestellt, dass die bisherigen Ansatze fiir NanoSIMS keine Differenzierung
zwischen einzelnen Proteinen aus der zelluliren Gesamtheit ermoéglichen. Es bedarf einer
vielseitig einsetzbaren Prozedur, sowie der Entwicklung von selektiven Biomolekiilmarkern mit
stabilen Isotopen, um in biologischen Zellstudien Aussagen iiber Proteinumsatz und
Metabolismus treffen zu kdnnen.

4.3 Selektive Marker fiir genetisch kodierte Biomolekiile

Den aktuellen Stand der Wissenschaft berticksichtigend, ist die Differenzierung individueller
Proteine in Zellen durch die Verwendung von MSI, speziell NanoSIMS, erschwert. Gibe es die
Méglichkeit einzelne Proteine zu markieren, konnten protein turnover und metabolische Studien
durch NanoSIMS realisiert werden. Um dieses Problem zu ldsen, wurde in Zusammenarbeit mit
I.-C. VREJA, DR. F. OPAZO und DR. S. K. SAKA aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. S. O. RIZzOLI eine
Strategie entwickelt, die es ermdglicht einzelne isotopenmarkierte Proteine in Zellen zu
visualisieren. Dabei wurden folgende Bedingungen gestellt:

1. Die Methode soll einen weitverbreiteten Einsatz erlauben, d. h. die Moglichkeit zur
Markierung diverser Proteine unterschiedlicher Organismen soll gegeben sein.

2. Der Marker soll iiber eine bioorthogonale und chemoselektive Reaktion an das
Zielmolekil angebracht werden ohne dessen essentielle Interaktionen zu stéren oder
dessen strukturelle Organisation zu beeintrachtigen.

3. Der Marker soll eine Anreicherung einer stabilen Isotopensorte (15N, 19F) beinhalten, die
in biologischen Materialien eine geringe Haufigkeit aufweist und dadurch NanoSIMS-
Bilder mit hohem Kontrast gewahrleistet.

4. Daruber hinaus soll der Marker mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen werden, um
eine direkte Korrelation von NanoSIMS und Fluoreszenzmikroskopie zu erlauben.
Dadurch sollen zusatzliche strukturelle Informationen tber die Zellen und ihre

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



m 4. Biomolekilmarker fir Sekundarionen-Massenspektrometrie

Kompartimente erhalten sowie Bereiche fiir = NanoSIMS-Messungen vorselektiert
werden.

&
L
N

e’k’

NanoSIMS

- . .
Fluoreszenz-Mikroskopie

Stabile Triazol-Konjugate

Abbildung 4.4: Das Konzept der spezifischen Markierung von Proteinen nach dem SPILL-Protokoll.

Aus den Bedingungen entstand die Strategie =zur spezifischen Isotopen- und
Fluoreszenzmarkierung von Proteinen (specific protein isotopic and fluorescence labelling,
SPILL). SPILL basiert auf der ortsspezifischen Mutagenese (site-specific mutagenesis)[179] {iber
Expansion des genetischen Codes (genetic code expansion)l180] gefolgt von posttranslationaler
Modifikation durch chemoselektive Markierung (Abb. 4.4).

Im Allgemeinen werden iiber ortsspezifische Mutagenese definierte Positionen eines Proteins
auf der Stufe der Transkription, durch die Manipulation des kodierenden Gens gegen andere
natilirliche Aminosauren ausgetauscht.[179 Mit der Einfilhrung der Expansion des genetischen
Codes konnen, im Unterschied zur ortsspezifischen Mutagenese, artifizielle Aminosauren
eingebaut werden.[180-182] Unnatiirliche Aminosduren werden mit dieser Methode bereits in
Bakterien und eukaryotischen Zellen sowie in Organismen (dem Wurm C. elegans und der
Fruchtfliege D. melanogaster) erfolgreich implementiert.[182183] [m Zuge dessen werden Proteine
mit modifizierten Aminosdauren wie Propargyl-L-lysin und L-Azidolysin, an Positionen, deren
Manipulation keinen bis geringen Einfluss auf die Proteinstruktur aufweist, erhalten.[184 Auf die
Weise werden Farbstoffe fiir Fluoreszenz-Mikroskopie posttranslational mit der
bioorthogonalen = und  chemoselektiven  Kupfer(I)-katalysierten = HUISGEN-Azid-Alkin-
Cycloaddition angebracht.['85-1871 Die Methode SPILL soll auf gleiche Weise die Einfithrung von
stabilen Isotopen erlauben.

Somit ergab sich fiir diese Arbeit als Teilaufgabe die Entwicklung einer trifunktionalen Probe fiir
SPILL-basierte Ansiatze (Abb. 4.5). Die Probe bestand aus einem Peptid, welches eine
Azidfunktionalitit an dessen Seitenkette beinhaltet, um alkintragende Zielmolekiile iiber
Klickchemie zu verkniipfen. Des Weiteren wurden stabile Isotope (15N, 19F) N-terminal oder iiber
eine Seitenkette eingebaut sowie ein Fluorophor iiber eine Thiol/Maleimid- oder Amin/N-
Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester-Reaktion mit integriert. Nach Erproben ihrer Klickbarkeit an
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einem beliebigen Peptid in organischer Losung oder an fester Phase wurde die Probe der
Arbeitsgruppe RIzzoLl iibergeben, um nach zelluldrer Inkorporation des Markers in genetisch
kodierte Proteine iiber Konfokalmikroskopie und NanoSIMS analysiert zu werden. Die
Vorgehensweise und die resultierenden Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten
dargestellt.

Fluorophor

[
o) N3 X

[ | 0
HN—  Peptid-Rickgrat

NH,

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung eines Peptids mit den gestellten Anforderungen in
minimalistischem Design. Die Einfithrung des Fluorophors kann je nach Wahl iiber die Thiolgruppe eines
Cysteins (Thiol/Maleimid-Reaktion) oder liber die Aminogruppe eines Lysins (Amin/NHS-Ester-Reaktion)
eingefiihrt werden.

4.3.1 Entwicklung spezifischer 1>N-Triazin-Peptide zur Markierung

4.3.1.1 Synthese der Vorlauferbausteine

Zu Beginn wurden die einzelnen Bausteine fiir die Festphasen-Peptidsynthese hergestellt.
Hierzu sollte ein 1°N-isotopenreines Molekiil aufgebaut werden. In der Natur kommt das stabile
Isotop 15N mit einem geringen Anteil von 0.37% vor, weshalb dieses zu den haufig eingesetzten
stabilen Isotopen in biologischen Studien zahlt.[155.157.159] [n metabolischen Zellstudien werden
meist kommerziell erhaltliche 15N-Isotopen-reine L-Aminosduren eingesetzt. Jedoch ware eine
Ubertragung hier durch willkiirliche Aneinanderreihung von L-Aminosduren keine elegante
Losung. Zusatzlich enthalten die meisten essentiellen Aminosduren lediglich ein bis zwei
mogliche 15N-Isotope. Die Aminosduren Arginin (4 X !5N) sowie Histidin (3 X 15N) mit den
hochsten Anteilen wurden aufgrund ihres basischen Charakters und somit mdglichen
Interaktionen mit Zellkompartimenten ausgeschlossen. Ferner sind die fiir die Festphasen-
Peptidsynthese benotigten N-terminal geschiitzten Aminosduren mit hohen Kosten verbunden.
Bei der Suche nach kleinen Molekiilkandidaten fiel die Wahl auf Triaminotriazin (3), welches mit
sechs Stickstoffatomen einen hohen Anteil an Stickstoff und somit an austauschbaren Positionen
aufweist. Ein wichtiges Kriterium hierbei war der kommerzielle Erwerb der Vorlduferbausteine
mit hochster Isotopenreinheit (=98 Atom%). Das Endmolekiil sollte ungeladen sein sowie keine
Neigung zur Wasserstoffbriicken-Bildung aufweisen, um Interaktionen mit Zellkompartimenten
in biochemischen und zelluliren Experimenten zu vermeiden. Weiterfithrend sollte eine
vereinfachte Verknilipfung mit dem Peptid ermoglicht werden, im idealen Fall direkt iiber die
Festphasen-Peptidsynthese beim Aufbau des Peptides. Nach retrosynthetischen Uberlegungen
wurde eine Strategie zur Herstellung ausgearbeitet (Abb. 4.6). Vor Einsatz des 15N-Materials
wurde jedoch mit den natiirlichen Analoga gearbeitet bis ein optimierter Zugang realisiert
werden konnte.
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Abbildung 4.6: Retrosynthetische Uberlegung zur Herstellung von 15Ne-Triaminotriazin.

Triazine und ihre Derivate sind seit langem bekannt und ihr synthetischer Zugang ist in der
Literatur auf zahlreichen Wegen dargestellt.[188] Ausgehend von Harnstoff sollte die
Trimerisierung zur Cyanursiure unter Abgabe von Ammoniak stattfinden. Allerdings sind die
Bedingungen zur effektiven Herstellung drastischer Natur und erfordern hohe Temperaturen
sowie die Durchfiihrung der Reaktion in Druckgefifden. Um die erschwerten Bedingungen zu
umgehen, wurde von 15N3-Biuret (92) ausgegangen, welches ebenfalls kommerziell erwerblich
ist und tber die Kondensation von zwei 1SN-Harnstoff-Molekiilen erhalten werden kann. Die
Cyclisierung zur !5N3-Cyanursaure (93)[189 konnte im Vergleich unter weniger drastischen
Bedingungen ablaufen (Abb. 4.7).1190]
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Abbildung 4.7: Synthese von (15N-4,6-Bis(diethylamino)-15N3-1,3,5-triazin-2-yl)-15N-glycin (15Ne-
TriazGly-OH, 97). Reagenzien und Bedingungen: a) (Et0).CO, NaOEt, EtOH, 16 h, unter Riickfluss; 84%. b)
PCls, POCl3, 11 h, unter Riickfluss. c) Et;NH-HCI, K;CO3, 18-Krone-6, DCM, 1h, 0°C; 18% (iiber zwei
Stufen). d) Et;NH-HCI, K,COs3, 18-Krone-6, Toluol, 2 d, RT; 95%. e) *N-Glycin, K,CO3, DMSO, 16 h, 88-94 °C;
65%.

So konnte in einer Reaktion von 15N3-Biuret (92) und Diethylcarbonat in Ethanol durch die
Zugabe von Natriumethanolat, welches zuvor aus Natrium in trockenem Ethanol generiert
wurde, durch Erhitzen unter Riickfluss tiber Nacht 15N3-Cyanursdure (93) in guter Ausbeute
erhalten werden. AnschliefRend erfolgte die Transformation der 15N3;-Cyanursaure (93) zum
15N3-Cyanurchlorid (94) in einer Reaktion mit Phosphorpentachlorid in Phosphoroxychlorid
durch Erhitzen unter Riickfluss iiber Nacht. Aufgrund der Instabilitat des Produktes 94 wurden
die fliichtigen Bestandteile nach der Reaktion ziigig entfernt und nach Neutralisieren und
Extrahieren bei tieferen Temperaturen das 1>N3-Cyanurchlorid (94) in organischer Losung unter
Annahme eines vollstandigen Umsatzes weiter umgesetzt. 15N3-Cyanurchlorid (94) erlaubte nun
die schrittweise, temperaturabhdngige Substitution, in der zuniachst das erste Chloratom bei
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tieferen Temperaturen durch 15N-Diethylamin-hydrochlorid in Gegenwart von Kaliumcarbonat
sowie 18-Krone-6 in DCM ersetzt wurde. Die geringe Ausbeute (18%) von 15N,-4,6-Dichlor-N,N-
diethyl-1,3,5-triazin-2-amin (95) konnte in den Tests ausgehend vom nattirlichen Analogon von
93 ebenfalls nicht erhéht werden. Die Variation der Aquivalente, des Lésungsmittelvolumens
sowie die Art der Aufarbeitung hatten keinen positiven Effekt auf die Ausbeute. Wenn im
Vergleich kommerziell erworbenes Cyanurchlorid (25) eingesetzt wurde, wurde das Chloratom
in sehr guten Ausbeuten gegen Diethylamin substituiert. Folglich verlauft die Stufe zur
Herstellung der Verbindung 94 unter geringem Umsatz oder aber bei der bendétigten
Aufarbeitung wird die Verbindung 94 hydrolisiert. Weiterfithrend wurde 15N4-4,6-Dichlor-N,N-
diethyl-1,3,5-triazin-2-amin (94) in einer weiteren Substitutionsreaktion mit 15N-Diethylamin-
hydrochlorid in Gegenwart von Kaliumcarbonat sowie 18-Krone-6 in Toluol bei
Raumtemperatur zu !5Ns-6-Chlor-N2,N2 N4 N4-tetraethyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin (96) in sehr
guten Ausbeuten umgesetzt. Im letzten Schritt fithrte die Substitutionsreaktion bei hoheren
Temperaturen mit 15N-Glycin in Gegenwart von Kaliumcarbonat in DMSO zu (!5N,-4,6-
Bis(diethylamino)-15N3-1,3,5-triazin-2-yl)-15N-glycin (15Ne-TriazGly-OH, 97). Hierbei konnte
nicht reagiertes Edukt 96 bei der sdulenchromatographischen Reinigung zuriickgewonnen
werden. Das erfolgreich isolierte isotopenreine 15Ns-TriazGly-OH (97) wurde in der Festphasen-
Peptidsynthese verwendet (Kapitel 4.3.1.2).

Um die Anzahl der 1>N-Isotope im Peptid soweit wie moglich zu maximieren, wurde zusatzlich
zu 15Ne-TriazGly-OH (97) 15N-Glycin (98) mit der Fmoc-Schutzgruppe versehen und Fmoc-15N-
Glycin (99) erhalten (Abb. 4.8).[191]

Fmoc-Cl, Na,COs3,
Dioxan/H,O Fmocuds ~
15 2 d
H,N~ >COOH — N"CcooH
(]
98 99

Abbildung 4.8: Synthese von >N-Fmoc-Gly-OH (99).[191]

Die Azidfunktionalitit wurde ausgehend vom Fmoc-L-Lys-OH (100) iiber eine Kupfer(Il)-
katalysierte Reaktion mit dem Diazotransfer-Reagenz 1H-Imidazol-1-sulfonylazid-hydrochlorid
(80)20 an die e-Position der Seitenkette angebracht und dadurch Fmoc-L-Lys(N3)-OH (101)
generiert (Abb. 4.9).[192.193]

NH2 1H-Ir.nidazol-1-sulfonylazid-hydro- N3
chlorid (10), K,CO3, CuSO45H,0,
MeOH, H,O
89% F
Fmoc.y~cooH MoC-\"~GOOH
H H
100 101

Abbildung 4.9: Synthese von Fmoc-L-Lys(N3)-OH (101).[192193]

20 1H-Imidazol-1-sulfonylazid-hydrochlorid (80) wurde zuvor nach der Vorschrift von GODDARD-BORGER
hergestellt.[192193]
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4.3.1.2 Synthese der 15N-Triazin-funktionalisierten Peptide

Nach erfolgreicher Synthese der Monomerbausteine wurden Triazin-funktionalisierte Peptide
als potentielle Biomolekiilmarker tber manuelle Festphasen-Peptidsynthese nach Fmoc-
Protokoll sowie unter Verwendung von Mikrowellen-Aktivierung hergestellt. Bevor das !5N-
Material eingesetzt wurde, wurden die nattirliche Version von 15Ng-TriazGly-OH (97), Fmoc-L-
Lys(N3)-OH (101), kommerziell erhaltliche Fmoc-geschiitzte Aminosduren und ein zuvor mit
Fmoc-Gly vorbelegtes Sieberamid-Harz verwendet (Abb. 4.10). Da Fluorophore weitverbreitet in
Form von thiolreaktiven Maleimiden oder in Form von aminreaktiven NHS-Estern angeboten
werden, konnte entweder ein Cystein oder ein Lysin mit eingebaut werden. Die Aktivierung von
Fmoc-L-Lys(N3)-OH (101) sowie der anderen Standardaminosduren erfolgte mit einer
Kombination aus HBTU und HOBt sowie DIPEA in NMP. Die Carbonsdure-aktivierten Bausteine
wurden unter Mikrowellen-Aktivierung (50 °C, 25 W, 10 min) gefolgt von einer Doppelkupplung
verkniipft. Im Falle von Cystein-Kupplungen wurden mildere Bedingungen angewandt (40 °C,
20 W, 10 min), um unerwiinschte Racemerisierung auszuschliefsen.[194] Das natiirliche Analogon
von 15Ne-TriazGly-OH (97) liefd sich ahnlich einer Aminosdure-Kupplung an N-terminaler
Position tiber SPPS unter Verwendung von HATU/HOAt und DIPEA in NMP in das Peptid 102
integrieren. Weiterfithrend wurden durch die N-terminale Einfiihrung von Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
gefolgt durch das Entfernen der Fmoc-Schutzgruppen auf dem Harz zwei Positionen zur
TriazGly-Funktionalisierung bereitgestellt und die zweite Generation 103 erhalten.

Fmoc-Lys(N3)-OH (11) 'I"rt Trt
Fmoc-Glyo Fmoc—Cys-GIy-Lys(N3)-GIy0 — Fmoc-Lys-Cys-GIy-Lys(Ns)-GIyo

— |

Fmoc

O = Sieberamid-Harz
\ TriazGly-OH \ TriazGly-OH

l saure Abspaltung l saure Abspaltung

N3 L/’ N3
N
SH A SH
dR LR LR AX w2 LR LRR
\/NYNYN N N N N NH, “SNTN N/YN N N N N NH,
\ :
NN H o H o H o < H o H o
N
[ 102 ° ’\E 103
HNj/
NN
AN

Abbildung 4.10: Synthese der ersten und zweiten Generation TriazGly-funktionalisierter Peptide.

Die Abspaltungen vom Tragermaterial erfolgten in sdurehaltigen Losungen, bestehend aus 10%
Trifluoressigsaure (TFA)/H.0/1,2-Ethandithiol (EDT)/ Triisopropylsilan (TIS) (94:2.5:2.5:1,
v/v/v/v) in DCM. Fiir die Abspaltung vom Harz reichen geringe Mengen an Sdure aus, dennoch
wurde das Filtrat mit zusatzlicher TFA versetzt, um eine vollstindige Entschiitzung der
Seitenketten-Schutzgruppen zu gewdhrleisten. Nach Vorbehandlung der Peptide erfolgten
HPLC- und massenspektrometrische Analysen. Es konnten fiir beide Peptide HPLC-Spektren
erhalten werden, welche fast ausschliefilich die Bildung der gewiinschten Peptide aufzeigten.
Die geringen und somit vernachlassigbaren Verunreinigungen der Rohprodukte konnten als ein
weiteres verknlpftes TriazGly identifiziert werden (ESI-MS, HR-MS). Um die zweite
Verkniipfungsstelle als reaktive a-N-Position des TriazGly zu verifizieren, wurde eine
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Testreaktion durchgefiihrt (Abb. 4.11). Hierzu wurde TriazGly-OH an Gly-Sieberamid-Harz unter
denselben Bedingungen gekuppelt und nach saurer Abspaltung analysiert. Die Bildung des
zweifach substituierten Nebenproduktes 105 konnte auch hier nachgewiesen werden.

N
N)\‘N
HN)\\N NS
0}
o) K«( o)
1. Kupplung von TriazGly-OH \V H
o Sanr Absoalt “_N_N_N NH, + ~_N_N__N._J NH,
Fmoc-Gnyo ate FospaTing \W \Y Hﬁ( \W > H/W
N.__N (0] N.__N (¢]
T M
O = Sieberamid-Harz FNW FNW
104 105
Hauptprodukt Nebenprodukt (geringe Mengen)

Abbildung 4.11: Geringe Bildung des Nebenproduktes 105 aufgrund der reaktiven a-N-Position von
TriazGly-funktionalisiertem Produkt 104.

Als potentieller Biomolekiilmarker wurde das TriazGly.-Pentapeptid 103 ausgewahlt, welches
mehr Stickstoffpositionen zum Austausch (14 X N) aufweist und die 15N-Version 106 nach
derselben Prozedur hergestellt. Dabei wurden 5Ng-TriazGly-OH (97), Fmoc-L-Lys(N3)-OH (101),
Fmoc-15N-Gly-OH (99) sowie Fmoc-Cys(Trt)-OH eingesetzt und das 15N-TriazGly,-Pentapeptid
106 erhalten (Abb. 4.12).

O H (6]
1 15 15 N 15 NH
15N 15N s o) o)
* :

106

Abbildung 4.12: Das synthetisierte 1>N-TriazGly,-Pentapeptid 106.

Da die zukiinftige Markierung der Proteine in den Zellen unter physiologischen Bedingungen
stattfinden soll, war die Loslichkeit des Biomolekiilmarkers in phosphatgepufferter Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS, pH = 7.4) ein ausschlaggebendes Kriterium zur Auswahl. Neben
dem neutralen TriazGly,-Pentapeptid 106 wurden zur Evaluation zwei weitere Peptide mit
entgegengesetzten Ladungen hergestellt (Abb. 4.13). Das positiv geladene TriazGly.-Octapeptid
107 wurde durch die Inkorporation von vier Lysinen erhalten, welche aufgrund der basischen
Aminogruppen (pKa = 10.53)[195] unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegen. Das
negativ  geladene  TriazGly,-Nonapeptid 108  enthidlt zwei  Glutaminsdurereste
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(pKa =4.25)1%lund zwei Asparaginsdurereste (pKa=3.65)[195], dessen Seitenketten bei
pH = 7.4 deprotonierte Carbonsauren aufweisen.

)\ 107

) e 108

Abbildung 4.13: Das positiv geladene Octapeptid 107 und das negativ geladene Nonapeptid 108.

Anschliefend erfolgte die Fluorophor-Verkniipfung der hergestellten TriazGly.-Peptide in
Losung. Das neutrale TriazGly.-Pentapeptid 103, seine 15N-Version 106 und das positiv
geladene TriazGly,-Octapeptid 107 verfiigen lber jeweils eine Thiolfunktion und sollten mit
einem Maleimid-funktionalisierten Fluorophor umgesetzt werden. Die Reaktion wurde bei
physiologischem pH-Wert in entgastem Phosphatpuffer (20 mMm, pH=7.3, 10 mM NaCl)
durchgefiihrt, so dass vorhandene Aminogruppen im Fall vom Octapeptid 107 ungeschiitzt
eingesetzt werden konnten. Eine Reduktion von moéglichen Disulfidbriicken zur Generierung von
Thiolgruppen mit geeigneten Reduktionsmitteln wird vom Hersteller vor Fluorophor-
Verkniipfung empfohlen. TCEP ist ein bekanntes Reduktionsmittel, welches im Gegensatz zu
DDT irreversibel mit Disulfiden reagiert.19 Die Verwendung eines definierten TCEP-
Uberschusses hitte deshalb den Vorteil nicht aus der Losung entfernt werden zu miissen und
konnte auch in Gegenwart des Fluorophors im Falle einer Riickoxidation Disulfide brechen und
Thiole regenerieren. Dennoch wurde der Einsatz von TCEP vermieden, da sonst die Azidfunktion
an der Seitenkette der Peptide partiell mit reduziert worden ware.[197]

Das cysteinhaltige TriazGly,-Pentapeptid 103 sowie seine 15N-Version 106 zeigten wahrend der
HPLC-Reinigung, nach Lyophilisieren und somit Entfernen der TFA-Spuren sowie nach Lagerung
liber Monate bei -21 °C nur eine geringe Tendenz zur Oxidation. Die geringe Neigung zur Bildung
von intermolekularen Disulfidbriicken ausnutzend, konnten die TriazGly;-Pentapeptide 103 und
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106 ohne weiteres in entgastem Puffer eingesetzt werden. Aufgrund schlechter Loslichkeit der
neutralen Peptide musste DMF der Reaktionsmischung zugesetzt werden. Im Gegensatz dazu
war das im Puffer 16sliche TriazGly,-Octapeptid 107 nach HPLC-Reinigung und Entfernen des
TFA-haltigen Losungsmittels oxidationslabil und musste somit nach Abspalten vom
Tragermaterial und Vorbehandlung durch mehrmaliges Fallen mit Ether ohne weitere HPLC-
Aufreinigung eingesetzt werden. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen wihrend der sauren
Abspaltung erfordern thiolhaltige Peptide schwerfliichtige Radikalfanger als Additive.[198] Um
diese beim TriazGly,-Octapeptid 107 zu vermeiden, wurde das fliichtige 2-Propanthiol als
Additiv verwendet, welches nach Etherfillung und Trocknen im Vakuum einfacher aus dem
Pellet zu entfernen war.

Tabelle 4.2: Fluorophor-verkniipfte TriazGly,-Peptide. a) TriazGly.-Peptid 103, Cy5-maleimid, DMF/PBS
(pH = 7.3), unter Lichtausschluss, 2 h, RT, tiber Nacht, 4 °C; quant. b) TriazGly,-Peptid 103 (oder !5N-
TriazGly,-Peptid 106), Star635-Maleimid, DMF/PBS (pH = 7.3), unter Lichtausschluss, 2 h, RT, iiber Nacht,
4 °C; 42%. c) 15N-TriazGly,-Peptid 106, Alexa488-Maleimid, PBS (pH = 7.3), unter Lichtausschluss, 2 h, RT,
iiber Nacht, 4 °C; 30%. d) TriazGly.-Peptid 107, Star635-Maleimid, PBS (pH = 7.3), unter Lichtausschluss,
2 h, RT, iiber Nacht, 4 °C; 24%. e) TriazGly,-Peptid 108 (oder '>N-TriazGly,-Peptid 109), Star-NHS-Ester,
DIPEA, DMF, unter Lichtausschluss, tiber Nacht, RT; 47%.

Fluorophor-verkniipfte Triazin-funktionalisierte Peptide
TriazGly-Lys(TriazGly)-Cys(Cy5)-Gly-Lys(Ns)-Gly-NH; (110)2
TriazGly-Lys(TriazGly)-Cys(Star635)-Gly-Lys(N3)-Gly-NH; (111)b
15Ng-TriazGly-Lys(15Ne-TriazGly)-Cys(Alexa488)-15N-Gly-Lys(N3)-15N-Gly-NH, (112)¢
TriazGly-Lys(TriazGly)-Cys(Star635)-Gly-Lys(N3)-Lys-Lys-Lys-Gly-NH, (113)d
TriazGly-Lys(TriazGly)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys(Star635)-Gly-NH, (114)e

15Ng-TriazGly-Lys(15Ne-TriazGly)-Asp-Glu-Lys(N3)-15N-Gly-Asp-Glu-Lys(Star635)-15N-Gly-NH;
(115)e

Durch den Einsatz von den thiolreaktiven Fluorophoren Cy5-Maleimid, Star635-Maleimid und
Alexa488-Maleimid wurden die in Tabelle 4.2 dargestellten Fluorophor-verkniipften TriazGly.-
Peptide erhalten. Das negativ geladene TriazGly,-Nonapeptid 108 und seine 15N-Version 109
wurden mit einem aminreaktivem Star635-NHS-Ester in Gegenwart von DIPEA in trockenem
DMF umgesetzt, sodass eine Fluorophor-Verkniipfung der TriazGly,-Peptide erreicht wurde
(Tabelle 4.2). Die Fluorophor-verkntipften TriazGly.-Peptide standen nach HPLC-Aufreinigung
zur Markierung von Biomolekiilen bereit (Kapitel 4.3.1.3, 4.3.1.4).
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4.3.1.3 Markierung von modifiziertem -Pompilidotoxin

Die Anwendbarkeit der hergestellten azidtragenden TriazGly,-Peptide sollte am Beispiel von
Alexa488-15N-TriazGly,-Pentapeptid (112) an einem Alkin-funktionalisierten Peptid in einer
Kupfer(I)-katalysierten HUISGEN-Azid-Alkin-Cycloaddition gezeigt werden. Das [3-Pompilidotoxin
(B-PMTX) bestehend aus 13 Aminosauren wurde als Zielmolekil ausgewahlt, welches zuvor an
einer beliebigen Stelle mit einem Alkin modifiziert werden sollte. PMTXe sind natiirliche
Neurotoxine aus den Wegwespen (Pompilidae), deren Wirkung auf der selektiven Inaktivierung
der neuronalen Natrium-Kanile beruht.[199-2041 Hochspezifische lonenkandle fiir Natrium
bestehen aus porenbildenden Transmembranproteinen und spielen eine Rolle beim Austausch
von Informationen zwischen zwei Nervenzellen bei der synaptischen Ubertragung
(Transmission). PMTXe losen eine Anderung des Membranpotentials aus, indem die
Kanalo6ffnungsaktivitat durch die Verlangsamung der Inaktivierung des Na*-Stromes begiinstigt
wird. Es sind zwei Unterarten, das a- und das 3-PMTX, bekannt, wobei das 3-PMTX eine hohere
Aktivitat aufweist. PMTXe unterscheiden sich durch die Abwesenheit von Disulfidbriicken
strukturell von anderen bekannten biologischen Neurotoxinen wie den Giften von Skorpionen
und Seeanemonen sowie dem §-Conotoxin aus Kegelschnecken.[200.201] [n diesen Féllen sind die
Disulfidbriicken durch die Interaktion mit den porenbildenen Transmembranproteinen von
essentieller Bedeutung, deren Reduktion zur Inhibition ihrer Affinitat fiir Na*-lonenkanale fiihrt.
So ist ein detaillierter Mechanismus des PMTX mit den lonenkandlen noch Bestand aktueller
Forschung. Dabei ist die simple Struktur von PMTX vorteilhaft fiir die Einfiihrung von
Mutationen um Struktur-Aktivititsbeziehung zu verstehen und einen genauen Mechanismus
dieser abzuleiten. Erst mit dem Verstandnis der genauen Abldufe konnte PTMX zur
Charakterisierung von unterschiedliche Typen von Na*-Kandlen genutzt werden. Neben
zahlreich beschriebenen Mutationen fiihrt ein Alanin-Austausch im a-PMTX an Position 11
(ausgehend vom N- zum C-Terminus) zur Erhaltung der Aktivitit.[199 Analog dazu wurde die
Position 11 ausgesucht und auf das -PMTX iibertragen. Dabei wurde die Position 11 gegen ein
Propargyl-L-serin?! ausgetauscht, dessen Einbau iiber automatisierte SPPS nach Fmoc-Strategie
erfolgte.

Bei den standardisierten Bedingungen der automatisierten SPPS (Kupplung bei 75 °C, 25 W,
300 s) wurde neben dem modifizierten 3-Pompilidotoxin 116 in geringen Mengen auch das aus
Asparaginsaure gebildete und unerwiinschte Aspartimid-Peptid beobachtet. Zur Unterdriickung
des Nebenproduktes wurde deswegen HOBt in die Losung fiir die Schritte der Fmoc-
Entschiitzung (20% Piperidin in NMP + 0.1 M HOBt) gegeben, welches dennoch unzureichend
war.[205206] Die Trennung mittels HPLC ware bei einer Differenz von nur 18 g/mol erschwert und
Aspartimid an dieser Stelle ungilinstig fiir Aktivititsstudien. Im vorherigen Kapitel (Kapitel
4.3.1.2) wurde beschrieben, dass Asparaginsauren in das negativ geladene TriazGly,-Peptid 108
liber manuelle Festphasen-Peptidsynthese nach Fmoc-Protokoll (50 °C, 25 W, 10 min) ohne die
Bildung von Aspartimid eingebaut wurden. Die Aspartimid-Entstehung kann somit durch die
Erniedrigung der Temperatur von 75 auf 50 °C vermieden werden. Die erneute automatisierte
Herstellung lieferte das modifizierte -Pompilidotoxin 11622 ohne Aspartimid-Bildung. Eine
Umsetzung des alkinmodifizierten B-PMTX 116 mit Alexa488-TriazGly.-Pentapeptid 112,
Kupfer(I)-iodid und DIPEA in DMF fiihrte nicht zur gewtiinschten Triazolbildung. Ein moglicher
Storfaktor konnten die ungeschiitzten Seitenketten des alkinmodifizierten B-PMTX sein. So

! Von Dr. H. RADZEY aus dem Arbeitskreis Prof. Dr. U. DIEDERICHSEN zur Verfiigung gestellt.

22 Die automatische Synthese bei niedrigeren Temperaturen wurde von Dr. H. RADZEY aus dem
Arbeitskreis Prof. Dr. U. DIEDERICHSEN durchgefiihrt.
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wurde die Reaktion in Losung auf die feste Phase iibertragen und das auf dem Harz gebundene
und vollstindig Seitenketten-geschiitzte PMTX (116) eingesetzt. Die Durchfithrung der
Klickreaktion auf dem Harz hat den Vorteil, dass nicht reagiertes Material sowie Reagenzien
nach Reaktion durch mehrmaliges Waschen des Harzes entfernt werden koénnen.[2071 Nach
Abspaltung gefolgt von HPLC und massenspektrometrischen Analysen (ESI-MS, HR-MS) konnte
das Produkt 117 bestatigt werden (Abb. 4.14). Durch die Markierung von spezifischen Toxinen
mit dem hier vorgestellten Fluorophor-verkniipften TriazGly,-Peptid koénnte neben der
Fluoreszenzmikroskopie auch NanoSIMS genutzt werden, um eine Lokalisation der Toxine im
neuronalen Gewebe zu realisieren. Es wird darauf hingewiesen, dass aufgrund der destruktiven
Art von NanoSIMS nur post mortem Analysen fiir in vivo Studien in Frage kdmen.
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Abbildung 4.14 Markierung von alkinmodifiziertem B-Pompilidotoxin 116 mit Alexa488-1>N-TriazGly-
Pentapeptid 112 iiber eine Kupfer(I)-katalysierte HUISGEN-Azid-Alkin-Cycloaddition.
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4.3.1.4 1’N-Markierung von genetisch kodierten SNARE-Proteinen

Die unterschiedlich geladenen Peptide, das neutrale Cy5- 110 und Star635-verkniipfte
TriazGly.-Pentapeptid 111, das positiv geladene Star635-TriazGly,-Octapeptid 113 sowie das
negativ geladene Star635-TriazGly,-Nonapeptid 114, wurden auf ihre Spezifitdt hinsichtlich
genetisch kodierter Proteine in Zellen getestet.23 Hierfiir wurden SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)-Proteine, die zur Vermittlung der
Membranfusion beitragen, ausgewdhlt.[208] Im Allgemeinen werden in eukaryotischen Zellen
durch die Fusion von synaptischen Vesikeln an einer postsynaptischen Lipidmembran
Informationen durch die Ausschiittung von Neurotransmittern weitergegeben. Die
Aufrechterhaltung der zelluliren Kommunikation ist von essentieller Bedeutung fiir den
Denkprozess hoherer Lebewesen und Gegenstand intensiver Forschung. Zum Verstindnis und
Steuerung der Fusionsprozesse, in denen SNARE-Komplexe involviert sind, wurden
Modifikationen vorgenommen sowie artifizielle Modellsysteme entworfen.[209.210]

Zur Markierung wurden die SNARE-Proteine, speziell die Transmembranproteine Syntaxin 1
und 13 sowie das membranverankerte Protein SNAP-25 aus Zellkulturen héherer Organismen
(Saugetierzellen, BHK (baby hamster kidney)-Zellkulturen, Hamsterfibroblasten) und jeweils in
Gegenwart eines Vektors exprimiert. Dabei bestand der Vektor aus einem Plasmid, welches das
modifizierte Gen zur Einfilhrung des Amber-Stop-Codons (TAG) tber ortsspezifische
Mutagenese an einer definierten Position trug. Urspriinglich fithrt der Stop-Codon in
biologischen Systemen zur Termination der Proteinexpression.[1791 Dementgegen ermdglicht die
Expansion des genetischen Codes an diesen Positionen die gezielte Inkorporation von
Propargyl-L-lysin (PRK).['82] Hierzu wurden im Anschluss die transfizierten (TAG-tragenden)
Proteine mit PRK sowie dem Originalsystem orthogonalen tRNA/aminoacyl-tRNA-Synthetase
(tRNA/RS)-Paar inkubiert (hier vom Wildtyp Methanosarcina Mazei einem euryarchaeota
Archaeon). Wahrend das Paar des Originalsystems im Verlauf der Translation ausschliefilich die
natlirlichen Aminosduren integriert, erkennt das orthogonale Paar im Gastsystem den Amber-
Stop-Codon als Insertionssignal fiir PRK. Nach mehreren Zyklen der Expression wurden PRK-
modifizierte Proteine erhalten. Aufgrund der geringen Gro6f3e von PRK kénnen sich die Proteine
ohne bzw. mit geringen strukturellen Beeintrachtigungen entfalten. Erst nach intakter
Organisation wurden die Proteine mit den SPILL-Markern in einer bioorthogonalen und
chemoselektiven Kupfer(I)-katalysierten HUISGEN-Azid-Alkin-Cycloadditionl’85] versehen und
nach Praparation analysiert.

Das neutrale Cy5- 110 und das Star635- verkniipfte TriazGly,-Pentapeptid 111 zeigten in den
Experimenten zur Markierung von genetisch kodierten Proteinen keine Spezifitit. In Abbildung
4.15 wird es im Fall von SNAP-25 und Star635-TriazGly,-Pentapeptid 111 demonstriert. Dabei
prasentieren die oberen Bilder die Negativkontrolle, in denen die Zellen das natiirliche und nicht
alkinmodifizierte Protein enthalten. Die unteren Bilder entsprechen dem PRK-SNAP-25-GFP.
Beide Zellkulturen wurden mit 47,6’-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), einem bekannten
Fluoreszenzfarbstoff, versetzt. Dadurch werden alle vorhandenen Zellen indifferent visualisiert.
DAPI passiert bekanntlich die Zellmembran und weist eine hohe Affinitat fiir den Zellkern,
speziell der DNA auf.[211] Weiterfiihrend beinhalten alle PRK-modifizierten Proteine das griin
fluoreszierende Protein (GFP)[2!2, welches zur Differenzierung zwischen kodierten und
natiirlichen Proteinen wahrend der Stufe der PRK-Inkorporation mit eingefiihrt wurde.
Aufgrund der unterschiedlichen Emissionsmaxima von DAPI, GFP und Star635 konnten auf

% Die im Verlauf prisentierten Experimente wurden von 1.-C. VREJA im Rahmen ihrer Doktorarbeit und K.
KROHNERT vom Arbeitskreis Prof. Dr. S. O. RizzoL1 durchgefiihrt. Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen
wurden von .-C. VREJA angefertigt.
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diese Weise systematisch die Gesamtheit der Zellen (DAPI, blau), das alkinmodifizierte SNAP-25
(GFP, griin) und das azidtragende Star635-TriazGly,-Pentapeptid 111 (Star635, rot) visualisiert
werden. Es wird aus der Abbildung 12 ersichtlich, dass Star635-TriazGly.-Pentapeptid 111
unspezifisch an den Zellen haftet, anstatt mit dem PRK-SNAP-25 stabile Triazol-Konjugate zu
bilden. Die Ursache lag hierbei an der geringen Loslichkeit des neutralen Markers in
Phosphatpuffer. Nicht umgesetztes Material konnte durch Waschen mit wassrigen Puffern nicht
entfernt werden. Somit wurde Star635-TriazGly.-Pentapeptid 111 als potentieller SPILL-Marker
ausgeschlossen.

Star635-TriazGly,-

DAPI Pentapeptid (111)  Gesamtbild

Kein PRK

PRK

Abbildung 4.15: Ergebnisse aus den Experimenten mit alkinmodifiziertem SNAP-25-GFP und
azidtragendem Star635-TriazGly,-Pentapeptid 111 zeigen keine spezifische Markierung, da der Marker
ohne Differenzierung sowohl an Zellen mit nattirlichem SNAP-25 (obere Reihe) als auch an Zellen mit
PRK-SNAP-25-GFP haftet (untere Reihe). Maf3stabsbalken entspricht 40 pm.

Aus den Experimenten des positiv geladenen und in Phosphatpuffer sehr gut 1dslichen Star635-
TriazGly,-Octapeptids 113 mit PRK-SNAP-25-GFP resultierten ebenfalls Bilder mit
unspezifischer Bindung (Abb. 4.16). Eine mogliche Erklarung waren elektrostatische
Interaktionen ausgehend von den protonierten Lysinen des Star635-TriazGly,-Octapeptids 113
mit diversen Zellkompartimenten sowie cytoplasmatische Polyanionen wie RNA. Folglich kann
das Star635-TriazGly.-Octapeptids 113 nicht als SPILL-Marker verwendet werden.

Star635-TriazGly,-
DAPI GFP Octapeptid (113) Gesamtbild

Kein PRK

PRK

Abbildung 4.16: Das azidtragende Star635-TriazGly.-Octapeptid 113 bindet unspezifisch an die Zellen.
Eine Unterscheidung zwischen Zellen die SNAP-25 (obere Reihe) und PRK-SNAP-25-GFP (untere Reihe)
ist nicht gegeben. Maf3stabsbalken entspricht 40 pm.
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Das negativ geladene Star635-TriazGly,-Nonapeptid 114 wies eine hohe Loslichkeit unter
physiologischen Bedingungen auf. Die dabei resultierende spezifische Markierung von PRK-
SNAP-25-GFP ist der Abbildung 4.17 zu entnehmen.

Star635-TriazGly,-
Nonapeptid (114) Gesamtbild

Kein PRK

PRK

Abbildung 4.17: Selektive Markierung von alkinmodifiziertem SNAP-25-GFP mit azidtragendem Star635-
TriazGly,-Nonapeptid 114 iiber die Bildung von stabilen Triazol-Konjugaten (untere Reihe). Obere Reihe
enthdlt die Negativkontrolle mit Zellen, welche das natiirliche SNAP-25 beinhalten. Maf3stabsbalken
entspricht 40 pm.

Infolge dessen wurde die 15N-Version 115 eingesetzt, welche im weiteren Verlauf der Arbeit als
TriazNF1 bezeichnet wird (Abb. 4.18). Die Triazolbildung mit TriazNF1 konnte wie fiir das
natilirliche Analogon (114) bestdtigt werden (Abb. 4.19). Der SPILL-Marker TriazNF1 besitzt
annahrend &dquivalente Proportionen an !N (14X)- und 4N-Isotopen (16X), wodurch ein
[sotopenverhaltnis von 0.875 erhalten wird. Im Gegensatz dazu betrdgt das natiirliche 15N /14N-
[sotopenverhaltnis 0.00367.
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Abbildung 4.18: TriazNF1 (115) als chemoselektiver Biomolekiilmarker fiir SPILL-basierte Ansatze.
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DAPI GFP TriazNF1 Gesamtbild

Kein PRK

PRK

Abbildung 4.19: Selektive Markierung von alkinmodifiziertem SNAP-25-GFP mit TriazNF1 (115) tiber die
Bildung von stabilen Triazol-Konjugaten (untere Reihe). Obere Reihe enthilt die Negativkontrolle mit
Zellen, welche das natiirliche SNAP-25 beinhalten. Maf3stabsbalken entspricht 40 pm.

Nachdem die Eignung von TriazNF1 (115) zur selektiven Markierung von auserwdéhlten
Proteinen mit konfokalmikroskopischen Analysen bestdtigt wurde, sollte die entscheidende
Etappe, die Visualisierung mit NanoSIMS erfolgen. Zur Strukturerhaltung der SNARE-Proteine
Syntaxin 1 und 13 sowie SNAP-25 nach PRK-Inkorporation wurden die Zellen mit Glutaraldehyd
und Paraformaldehyd (PFA) chemisch fixiert. Nach Fixierung wurde die Markierung mit
TriazNF1 (115) durchgefiihrt, gefolgt von DAPI-Farbung sowie geeigneter Praparation. Die
Praparation ist zwingend erforderlich, da NanoSIMS-Messungen, dhnlich wie
Elektronenmikroskopie, unter hohem Vakuum erfolgen.l?2l Die Praparation beginnt mit der
Dehydratisierung, in der der Wassergehalt der Probe reduziert wird. Anschlief}end wird die
Probe in ein Kunstharz eingebettet und nach Schneiden in 200 nm dicke Scheiben auf einem
Silizium-Wafer angebracht. Nach konfokalmikroskopischen Aufnahmen erfolgten die NanoSIMS-
Messungen?4. Die erhaltenen Bilder werden am Beispiel des Syntaxin 1 in Abbildung 3.20
wiedergegeben. Die TriazNF1-markierten Proteine weisen signifikant hohere Anteile an dem
15N /14N-Isotopenverhéltnis als nicht markierte Zellen auf (Abb. 4.20, C). Aufgrund des hoheren
Kontrastes bzw. des grofieren Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses konnten die einzelnen Proteine
lokalisiert werden (Abb. 4.20, A), wahrend Zellen ohne vormarkierte Proteine indifferent
erscheinen (Abb. 4.20, B). Dazu wurden erst die einzelnen negativ geladenen Molekiilspezies
12C15N- und 12C1N- aus demselben Probenvolumen parallel detektiert und beide in Verhaltnis
gesetzt. Uber das Isotopenverhiltnis konnte die tatsichliche zellulire Anreicherung an 15N
visualisiert werden. Weiterfiihrend wurde eine direkte Korrelation von Konfokalmikroskopie
und NanoSIMS in guter Ubereinstimmung erhalten.

** Von L.-C. VREJA und Dr. S. K. SAKA aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. S. 0. RizzoLl und Dr.-Ing. CARMEN
HOSCHEN an einem NanoSIMS 50L Instrument gemessen.
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Abbildung 4.20: TriazNF1 (115) markiert genetisch kodierte Proteine spezifisch und erméglicht die
Lokalisierung dieser in den Zellen. A Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Star635-TriazNF1-Syntaxin
1 (links) gefolgt von NanoSIMS-Bildern fiir die !2C!*N- und !2C!5N-Isotope und das !2C!>N/12C14N-
Isotopenverhiltnis sowie die Uberlappung der beiden bildgebenden Verfahren (rechts). Maf3stabsbalken
entspricht 2 pum. B Zum Vergleich NanoSIMS-Bilder unmarkierter Zellen, die einen natiirlichen >N /4N-
Verhiltnis (0.00367) aufweisen. Mafdstabsbalken entspricht 2 pm. C Die 15N/!4N-Verhéltnisse sind
signifikant hoher in genetisch kodierten Proteinen aufgrund der Markierung mit TriazNF1 (115). Die
graphische Darstellung erfolgte anhand der detektierten lonenspezies in NanoSIMS. Die y-Achse startet
bei dem Wert des natiirlichen >N /14N-Verhaltnisses.

Durch die SPILL-basierte Visualisierung einzelner Proteine in NanoSIMS wird die Moglichkeit
zur Bestimmung von Proteinturnover-Raten und Durchfiihrung metabolischer Studien gegeben.
Dabei eignet sich das entwickelte TriazNF1 (115), basierend auf einen kiinstlichen 15N/14N-
[sotopenverhiltnis, zur Markierung und Lokalisierung der Proteine. Eine entscheidende
Bedingung an die Proteine ist, neben der Bekanntheit ihrer Primdrsequenz, eine Flexibilitat zur
Inkorporation von PRK oder anderen unnatiirlichen Aminosduren. Zusatzlich sollte das
biologische System die Einfiihrung des SPILL-Markers iiber eine Kupfer(I)-katalysierte HUISGEN-
Azid-Alkin-Cycloaddition tolerieren. Soll die Verwendung von Kupfer vermieden werden, kann
alternativ eine kupferfreie Cycloaddition des TriazNF1 (115) mit einem Cyclooctin-
modifizierten Biomolekiill213] erfolgen. Weiterfiihrend kann das peptidische Templat von
TriazNF1 (115) genutzt werden, um andere bioorthogonale und chemoselektive
Funktionalititen einzufiihren, den Bediirfnissen entsprechende Fluorophore anzubringen sowie
weitere stabile [sotope unterzubringen.
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4.3.2 Entwicklung spezifischer Fluorpeptide zur Markierung

Bei der Evaluation der entwickelten Triazin-Peptide stellte sich das negativ geladene TriazNF1
(115) als selektiver Marker heraus. Neben adiquaten Loslichkeitseigenschaften unter
physiologischen Bedingungen, geht TriazNF1 (115) keine unspezifischen Interaktionen mit
Zellkompartimenten ein. Diese Sachlage einbeziehend, soll das negativ geladene Peptid-
Grundgeriist Ubertragen werden, um das Repertoire an weiteren stabilen Isotopen, speziell um
19F zu erweitern. Dabei gehort 19F mit einer natiirlichen Haufigkeit von 100% zu den
Reinelementen.[214] Weiterfiihrend wird die Verwendung von 1°F aufgrund der geringen Prasenz
in biologischen Materialien unterstiitzt.17tl Im Folgenden wird die Synthese des 19F-
Biomolekilmarkers (Kapitel 4.3.2.1) sowie dessen Anwendung zur Visualisierung einzelner
Proteine in NanoSIMS (Kapitel 4.3.2.2) vorgestellt.

4.3.2.1 Synthese der Fluorpeptide

Aufgrund des natiirlichen Vorkommens von 1°F, musste im Vergleich zum 15N-Isotop, keine
aufwendige Synthese zur Generierung von reichhaltigen 19F-Verbindungen unternommen
werden. Am Rande ist zu beachten, dass hoch fluorhaltige Kohlenstoffverbindungen eine
Anomalie, die als Fluorphase bekannt ist, haben kénnen.[215] Diese Eigenschaft tritt speziell bei
perfluorierten Formen auf und wirkt sich auf die Loslichkeit aus, die sowohl in organischen als
auch in wassrigen Losungsmitteln nicht mehr gegeben sein kann. Dieser Zustand wird bei der
Dreiphasenextraktion genutzt, in der nach einer Synthese bei der Aufarbeitung, neben
organischer und wadssriger Phase, perfluorierte Losungsmittel als dritte Phase vorliegen. Die
abgetrennte perfluorige Phase toleriert Gase und fluorierte Verbindungen und schliefst andere
organische Substanzen sowie Salze aus. Bei der Ubertragung des Peptid-Grundgeriistes von
TriazNF1 (115) sollte deshalb lediglich die TriazGly-Einheit ausgetauscht werden. Um eine
Synthese analog zu der 15N-Version zu ermdoglichen sowie dhnliche Eigenschaften der Probe bei
der selektiven Markierung aufrechtzuhalten, wurde 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoesiure (118)
ausgewahlt (Abb. 4.21).

F
F F
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Abbildung 4.21: Die kommerziell erhaltliche 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoesiure (118).

Die Herstellung der Fluorpeptide war analog zu der zuvor beschriebenen Synthese (Kapitel
4.3.1.2) und wurde iiber manuelle Mikrowellen-unterstiitze Festphasen-Peptidsynthese nach
Fmoc-Protokoll erreicht. Die N-terminale Verkniipfung von 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoesiure
(118)(21¢] erfolgte nach Carbonsaure-Aktivierung mit HATU/HOAt in Gegenwart von DIPEA in
DMF und lieferte das Fluorpeptid 119 (Abb. 4.22, A). Alternativ wurde an dem N-Terminus
Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH angebracht, um nach Fmoc-Entschiitzung zwei 2,3,4,5,6-
Pentafluorbenzoe-Einheiten einzufithren und anschlieféend das néachste Fluorpeptid 120 zu
erhalten (Abb. 4.22, A). Die hergestellten Peptide wurden im nachsten Schritt mit Star635-NHS-
Ester in Anwesenheit von DIPEA in DMF {iber die Aminogruppe des Lysins verkniipft und
verfiigten iiber eine gute Loslichkeit im Phosphatpuffer (Abb. 4.22, B).
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Abbildung 4.22: Synthese der 1°F-Biomolekiilmarker. A Herstellung von FsBz-Octapeptid (119) und
(FsBz)2-Nonapeptid (120) tber Festphasen-Peptidsynthese. B Star635-Verknilipfung in Losung zur
Isolierung von Star635-FsBz-Octapeptid (121) und Star635-(FsBz),-Nonapeptid (SK155) (122).

Durch das Vorhandensein von 3 X 19F-Atomen in Star635 besitzt das Star635-FsBz-Octapeptid
121 insgesamt 8 X 19F-Atome, wahrend das Star635-(FsBz).-Nonapeptid 122 13 X 19F-Atome
aufweist. Da beide Peptide in wassrigen Systemen loslich sind, wurde das Star635-(FsBz),-
Nonapeptid 122, welches den hochsten Fluorgehalt beinhaltet, ausgewahlt. Das Star635-FsBz-
Octapeptid 121 wurde vorzeitig ausgeschlossen, denn gut aufgeloste NanoSIMS-Aufnahmen
resultieren durch ein hohes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis. Demnach gewahrleistet der Marker
mit dem hoheren Isotopengehalt eine hohere Anreicherung in den Biomolekiilen und dadurch
einen besseren Kontrast. Ferner werden bei biologischen Studien halogenhaltige
Kontaminationen an der Oberfliche der Analyten beobachtet. In SIMS-Messungen stellen
Kohlenstoff- und Fluor-Verunreinigungen der Silizium-Wafer-Oberflache, auf die die Proben vor
der Messung angebracht werden, ein bekanntes Problem dar.l217] Der storende Einfluss soll
durch die Verwendung des entwickelten Star635-(Fs;Bz)2-Nonapeptids 122 mit 13 X 19F-Atomen
unterdriickt werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird das Nonapeptid 122 als SK155
bezeichnet wird.
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4.3.2.2 19F-Markierung von genetisch kodierten SNARE-Proteinen

Der synthetisierte Biomolekiilmarker SK155 (122) wurde zur selektiven Markierung von
genetisch kodierten SNARE-Proteinen eingesetzt (Abb. 4.23, A). Hierzu wurden die Proteine
Syntaxin 1 und 13 sowie das SNAP-25 wie zuvor beschrieben (Kapitel 4.3.1.4) jeweils durch
Expansion des genetischen Codes mit Propargyl-L-lysin (PRK) an definierter Position
modifiziert.2s Nach mehreren Zyklen der Proteinbiosynthese konnten neben unmodifizierten
Zellen, Zellen mit dem jeweiligen PRK-SNARE-Protein erhalten werden. Nach chemischer
Fixierung wurden die Zellen mit SK155 (122) in einer Kupfer(I)-katalysierten HUISGEN-Azid-
Alkin-Cycloaddition umgesetzt und eine selektive Verkniipfung erzielt (Abb. 4.23, B).
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Abbildung 4.23: A SK155 (122) mit insgesamt 13 X 19F als Biomolekiilmarker. B Die Negativkontrolle
zeigt Zellen mit SNAP 25, welche kein Alkin tragen (obere Reihe). Ausschliefilich Zellen mit
alkinmodifiziertem SNAP 25-GFP und SK155 (122) bilden stabile Triazolkonjugate (untere Reihe). Dabei
dient DAPI zur Darstellung der gesamten Zellen. GFP ist nur in alkinmodifiziertem SNAP-25 prasent und
dient der Visualisierung sowie zur Gegeniiberstellung und Evaluation der Markierung mit SK155 (122).
Maf3stabsbalken entspricht 40 pm.

* Die Markierungsexperimente wurden von I.-C. VREJA und K. KROHNERT vom Arbeitskreis Prof. Dr. S. O.
RizzoLl durchgefiihrt. Die Aufnahmen mit Konfokalmikroskopie wurden von I.-C. VREJA erstellt.
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Im weiteren Verlauf erfolgten die NanoSIMS-Messungen26 der Zellen mit SK155-markierten
SNARE-Proteinen. Als reprasentatives Beispiel sind die Aufnahmen fiir SK155-Syntaxin 1 in
Abbildung 4.24 (A) dargestellt. Zuvor wurden anhand des SK155-Fluoreszenzsignals (Star635)
Aufnahmen mit Konfokalmikroskopie erstellt. Anschlieffend wurde die Oberflache des
ausgewahlten Bereiches in NanoSIMS-Messungen abgetastet und durch die Detektion der 19F--
Ionen visualisiert. Die Uberlagerung der Bilder aus den beiden Verfahren zeigt eine gute
Deckung. Da in biologischen Materialien Fluor eine Seltenheit ist, wurde zur Ermittlung der 19F-
Anreicherung diese zundchst in unmarkierten Zellen mit 12C14N--Ionen in Relation gesetzt.
Anschliefiend konnte die 19F-Anreicherung von markierten SNAP 25, Syntaxin 1 und 13 durch
den Vergleich der natiirlichen und der angereicherten 19F-/12C14N--Verhaltnisse ermittelt werden
(Abb. 4.24, B). Fiir alle drei SK155-modifizierten Proteine wurden signifikant héhere 19F-/12C14N-
-Verhaltnisse erzielt.
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Abbildung 4.24: A Das Fluoreszenzbild von einer Zelle mit SK155-Syntaxin-1, ermdoglicht durch den
Fluoreszenzfarbstoff Star635 in SK155 (links). Das resultierende NanoSIMS-Bild durch die Detektion der
19F- Spezies (mitte). Direkte Korrelation durch Uberlagerung der beiden bildgebenden Verfahren in guter
Ubereinstimmung (rechts). Mastabsbalken entspricht 2 pm. B Graphische Darstellung des 19F-/12C14N--
Verhaltnisses zwischen natiirlichen und markierten Zellen anhand der Anzahl der detektierten
Ionenspezies in NanoSIMS. Signifikant hohere 1°F-Anreicherungen sind im Falle der Zellen mit
modifizierten SNARE-Proteinen gegeben. C Linearer Zusammenhang zwischen dem 19F-/12C14N--
Verhaltnis und der Intensitat des Fluoreszenssignals von SK155 (Star635). Die aufgetragenen Werte sind
aus den Datensatzen der gezeigten Bilder in A.

26 Von L.-C. VREJA aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. S. O. RizzoLl und Dr.-Ing. CARMEN HOSCHEN an einem
NanoSIMS 50L Instrument gemessen.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



4. Biomolekllmarker fur Sekundarionen-Massenspektrometrie m

Mit insgesamt 13 X 19F-Atomen in SK155 (122) konnte ein ausreichender Kontrast in
NanoSIMS-Bildern erhalten werden. Denkbare oberflachliche Halogen-Kontaminationen, die
durch die Prdparation und den umgebenden Bedingungen verursacht werden kénnen, hatten
einen geringen Einfluss auf die resultierenden Bilder. Dariiber hinaus ermdéglicht NanoSIMS, im
Vergleich zur Fluoreszenzmikroskopie, die Generierung eines Tiefenprofils (Abb. 4.25). Der
fokussierte Primarionenstrahl 10st beim Abtasten einer definierten Oberfliche lonen von
wenigen Atomschichten heraus. Unter Berilicksichtigung der Masse und der Energie der
Priméarionen sowie der Materialeigenschaften der Probe, kann im Schnitt eine gewisse Tiefe an
Ionen herausgeschlagen werden. Somit wurden unter der Annahme, dass beim wiederholten
Abtasten einer definierten Oberflache, jedes Mal dieselbe Volumenmenge herausgelost wird,
mehrere Schichten der Zelle aufgenommen. Die einzelnen Schichten wurden akkumuliert und
eine gute Ubereinstimmung mit dem Fluoreszenzbild erhalten (Abb. 4.25).

Dartiber hinaus wurde der Marker SK155 (122) in metabolisch !>N-angereicherten Zellen
verwendet, welche zusatzlich mit einem genetisch kodierten Protein versehen waren. Zur 15N-
Anreicherung wurde die Zellkultur mit !5N-Leucin inkubiert. Nach mehreren Zyklen der
Proteinbiosynthese konnte 15N in die neueren Protein-Generationen integriert werden. Nach
Markierung mit SK155 (122) konnte 1°F und 15N parallel lokalisiert und weitere Informationen
erhalten werden.

Durch die Erweiterung des Biomolekiilmarkers um 1°F, wird eine Alternative zu 15N gegeben.

19F- 214 Star635

Abbildung 4.25: NanoSIMS-Aufnahmen unterschiedlicher Schichten z1 bis z4 einer Zelle mit SK155-
Syntaxin 1 sowie die Uberlagerung der Schichten z1-4. Zum Vergleich wird das Fluoreszenzsignal
(Star635), aus dem Marker SK155 stammend, durch Konfokalmikroskopie gegeniiber gestellt.
Maf3stabsbalken entspricht 2 pm.
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5. Markierung von Peptiden mit Sortase A-Erkennungsmotiv

In Prozessen lebender Organismen tlibernehmen Proteine vielfiltige Aufgaben, in denen spezifische
nichtkovalente Bindungen, Komplexierungen sowie Protein-Biomolekiil-Interaktionen von
entscheidender Bedeutung sind. Die Informationen zur Proteinbiosynthese sind im genetischen
Material hinterlegt, wobei Mutationen auf der Stufe der Transkription oder Translation pathogene
Prozesse einleiten und zur Fehlfaltung von Proteinen fiihren kénnen. Eine Fehlfaltung fiihrt
gewohnlich zum Verlust der biologischen Aktivitit und kann dariiber hinaus die Bildung von
Aggregaten begiinstigen. Die Entstehung von unléslichen Aggregaten wird bei neurodegenerativen
Krankheiten beobachtet, dessen Ursprung entweder ein genetischer Defekt, die umgebenden
Bedingungen oder eine Kombination aus beidem sein kann. In diesem Zusammenhang ist das
Protein a-Synuclein, dessen Beteiligung im aggregierten Zustand bei der Parkinson-Krankheit
diskutiert wird, Gegenstand aktueller Forschung. Zweige der Biologie nutzen zum Verstdndnis
dieser komplexen Vorgdnge biophysikalische Methoden, wie die Fluoreszenzmikroskopie, welche in
erster Linie zur Lokalisierung der zelluldren Proteine genutzt wird, um daraus Riickschliisse auf
deren Verteilung zu ziehen und molekulare Mechanismen abzuleiten. Die Visualisierung durch
Fluoreszenzmikroskopie erfordert eine Markierung der Zielmolekiile mit Fluorophoren, welche als
breites Sortiment kommerziell erhdltlich sind. Ein wichtiger Aspekt ist die Art der Einfiihrung, die
auf unterschiedlichen Reaktionswegen erfolgen kann. In diesem Kapitel wird ein Uberblick tiber die
spezifischen Reaktionen zur Inkorporation von Fluoreszenzfarbstoffen gegeben (Kapitel 5.1), auf
die Sortase A-vermittelte Ligation eingegangen (Kapitel 5.2) und die Synthese markierter Peptide
mit Sortase A-Erkennungsmotiv prdsentiert (Kapitel 5.3), welche in zukiinftigen Experimenten zur
Markierung von a-Synuclein-Immunkonjugaten verwendet werden sollen.
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5. Markierung von Peptiden mit Sortase A-Erkennungsmotiv

5.1 Einfiihrung von Fluorophoren in Biomolekiile

Zur Ermoglichung von fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, in denen komplexe
biologische Fragestellungen, wie Protein-Protein-Interaktionen, adressiert werden, miissen
Fluorophore an die Biomolekiile angebracht werden, um einen ausreichenden Kontrast
zwischen diesen und der zellularen Gesamtheit zu erhalten. Eine grofde Anzahl an Fluorophoren
mit hohen Quantenausbeuten im UV und sichtbaren Bereich wurden entwickelt, welche neben
optimierten Eigenschaften, eine selektive und schnelle Umsetzung mit hohen Ausbeuten
gewdhrleisten sollen.[218219] Um einen grofitmoglichen Satz an Informationen aus dem
bildgebenden Verfahren zu erhalten, ist es hilfreich die Reaktionsart zur Einfithrung der
Fluorophore und ihre Anzahl pro Biomolekiil zu kennen. Dabei kann die Art der Einfiihrung auf
genetischer, chemischer (kovalent, nichtkovalent) und enzymatischer Weise erfolgen, so dass
eine Vielzahl an Strategien entwickelt wurden und ein hoher Bedarf an weiteren besteht, um
leicht zugdnglichere Ausgangsmaterialien, mildere Bedingungen und neben in vitro auch in vivo
Studien zu ermoglichen.[25] Ein wichtiges Kriterium hierbei ist, das die strukturelle Organisation
der Biomolekiile sowie ihre natiirliche Funktion nicht beeintrachtigt werden darf.

Ein grofles Repertoire bietet die chemische Markierung, in der Modifikationen auf
unterschiedliche Reaktionsarten erfolgen konnen (Abb. 5.1).[25] Fluorophore mit Amin-, Thiol-
und Hydroxy-reaktiven Funktionalititen erlauben eine einfache Umsetzung.[25220.221] Allerdings
verlaufen diese Reaktionen nicht chemoselektiv, so dass ohne Differenzierung der Positionen,
alle zuganglichen Amin-, Thiol- und Hydroxygruppen im Biomolekiil angegriffen werden (Abb.
5.1, A-C). Demzufolge ist eine Quantifizierung der Anzahl an Fluorophoren nicht méglich und die
Struktur und Funktion des Proteins gefahrdet. Diese reaktiven Fluorophore eignen sich viel
mehr fiir die Markierung von Vorldufermolekiilen oder erst nach Fixierung der Zellen in vitro,
wodurch ein momentaner Zustand festgehalten wird und die Einfiihrung einen geringeren
Einfluss auf die Biomolekiile haben kann.

Soll die Modifikation an einer bestimmten Position im Protein erfolgen, werden rekombinante
Techniken eingesetzt, speziell die Expansion des genetischen Codes (Kapitel 3.3), in der eine
unnatiirliche Aminosaure ortsspezifisch eingefiihrt und durch die Kombination mit einem
bioorthogonalen Fluorophor tiber eine chemoselektive Reaktion verkniipft wird.[222] Dabei sind
bekannte Beispiele flir unnatiirliche Aminosauren jene mit Azidgruppen an den Seitenketten,
welche mit einem alkintragenden Fluorophor iiber eine Kupfer(I)-katalysierte HUISGEN-Azid-
Alkin-Cycloaddition verkniipft werden (Abb. 5.1, D).[25223-225] Der inverse Fall ist ebenfalls
moglich. Die kupferfreie Variante wurde von BERT0ZZI eingefiihrt, indem die Verkniipfung durch
gespannte Cycloalkine tiber spannungsgetriebene Azid-Alkin-Cycloaddition (strained-promoted
azide-alkyne cycloaddition, SPAAC) erreicht wird.[25213226] Eingefiihrte Azidfunktionalitidten
konnen dariiber hinaus mit einem Phosphin-aktiviertem Fluorophor durch eine STAUDINGER-
Ligation verbunden werden (Abb. 5.1, E).[25227.228] Des Weiteren wird durch die gezielte
Inkorporation von gespannten Cycloalkenen oder -alkinen in Biomolekilen, zusammen mit
einem Dienophil, wie s-Tetrazin-verkniipftes Fluorophor, die Markierung iiber eine inverse
DIELS-ALDER-Reaktion realisiert (Abb. 5.1, F).[25229,230]
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Abbildung 5.1: Chemische Reaktionen zur Markierung von Biomolekiilen mit Fluorophoren.[25] A
Reaktiver Fluorophor-NHS-Ester reagiert selektiv mit Aminen.[25220] B Fluorophor-Maleimid reagiert
selektiv mit Thiolgruppen.[252201 C Hydroxygruppen konnen mit Isocyanat-tragenden Fluorophoren
umgesetzt werden.[25221] D Azidmodifiziertes Protein wird chemoselektiv mit alkintragendem Fluorophor
durch eine Kupfer(I)-katalysierte HUISGEN-Azid-Alkin-Cycloaddition verbunden.[25223-225] E Alternativ
kann das Azid mit Phosphin-tragendem Fluorophor in einer STAUDINGER-Reaktion ligiert werden.[25227,228]
F Durch die Einfiilhrung von trans-Cyclooctin konnen s-Tetrazin-funktionalisierte Fluorophore iiber
inverse DIELS-ALDER-Reaktion verkniipft werden.[25229230] Die verwendeten Abkiirzungen sind wie folgt
definiert: R = Biomolekiil (z. B. Protein) und R” = Fluorophor.
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5. Markierung von Peptiden mit Sortase A-Erkennungsmotiv

Enzymatische Methoden konnen genutzt werden, um sowohl in vitro als auch in vivo
Markierungen zu ermoglichen.[27.231-233] Sje finden wegen ihrer Schnelligkeit, Effizienz und
Selektivitdt breite Anwendung, vor allem in Immunassays, in denen Proteine durch
Antikorper/Antigen-Bindungen immobilisiert werden sollen.[25] Dabei werden im Vergleich zu
anderen Methoden Fluorophore mit einer hoheren Sensitivitit, gleichbedeutend mit einem
hoheren Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, angebracht.[25234] Aufgrund ihrer Spezifitit erlauben sie
Modifikationen an definierten Positionen, welche zuvor mittels standardisierten molekularen
Klontechniken mit Enzym-Erkennungseinheiten versehen werden.[235] Sortase A ist neben einer
Reihe anderer bekannter Enzyme, gut untersucht und findet Verwendung in diversen
Markierungs- und Ligationsexperimenten.[27l Dabei katalysiert das Enzym unter physiologischen
Bedingungen die Verkniipfung von Biomolekiilen mit anderen Substanzen, beispielsweise
Fluorophoren, und stellt aufgrund der Generierung einer natiirlichen Peptidbindung eine
Alternative zur native chemical ligation (NCL) dar.[27.23¢] Im weiteren Verlauf wird auf das Enzym
Sortase A und ihre Funktion ndher eingegangen (Kapitel 5.2).
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5.2 Sortase A-vermittelte Ligationen

Sortasen sind membrangebundene Enzyme aus grampositiven Bakterien?’, welche als
Transpeptidasen die kovalente Verankerung von spezifischen Proteinen mit der Zellwand
ermoglichen.[237] Die Zellwand der grampositiven Bakterien besteht aus Peptidoglycanen, einem
sich wiederholenden Disaccharid aus N-Acetylmuraminsaure und N-Acetylglucosamin. Die fiir
die Zellwandbiosynthese essentiellen Sortasen werden in vier Klassen aufgeteilt, Sortase A-D,
wobei Sortase A eine grofiere Protein-Substrat-Erkennung aufweist.26] Sortase A aus dem
Staphylococcus aureus ist als Modellsystem intensiv erforscht und die Sulfhydrylgruppe in
Position 184 durch einen Alanin-Austausch als aktive Seitenkette identifiziert worden.[231.238]

Die Transpeptidase-Reaktion verlauft in zwei Stufen, in der zunachst die Sulfthydrylgruppe der
Sortase A ein C-terminales Protein mit dem Erkennungsmotiv Leucin-Prolin-Xaa-Threonin-
Glycin zwischen Threonin und Glycin spaltet.[26238] Die Spaltung erfolgt durch den Angriff des
Thiols an die Carbonylgruppe des Threonins unter Bildung eines Acyl-Enzym-Intermediates.
Hierbei ist wichtig, dass das C-terminale Glycin keine freie Carboxylgruppe besitzt wahrend Xaa
eine beliebige Aminosdure sein kann. Im zweiten Schritt beteiligt sich das membrangebundene
N-terminal freie Pentaglycin-Lipid II, welches ein Vorlauferbaustein der Peptidoglycane
darstellt. Dabei greift die freie N-terminale Aminofunktion nucleophil den Thioester des Acyl-
Enzym-Intermediates an, infolge dessen Sortase A regeneriert und eine Amidbindung zwischen
Protein und Lipidanker erzielt wird.

Die einfache Expression von Sortase A aus E. coli, die Durchfithrung der Transpeptidase-
Reaktion unter physiologischen Bedingungen und die Generierung einer nativen Peptidbindung
fiihrte zu ihrer Ubertragung und Verwendung als biotechnologisches Hilfsmittel.[2”] Uber eine
Sortase A-vermittelte Ligation werden N-terminal modifizierte Proteine selektiv mit einem
LPXTG-Zielmolekiil verkniipft (Abb. 5.2).126] Dabei konnen Zielmolekiile mit Festphasen-
Peptidsynthese hergestellte Peptidfragmente sein, Fluorophore oder Isotope beinhalten sowie
aus anderen Biomolekiilen wie Lipiden, Nukleinsduren sowie Kohlenhydraten aufgebaut sein.
Die Umkehrung der Sortase A-reaktiven Enden ermdoglicht Proteinen die C-terminale
Verknlipfung.[235] Ferner kann mit dieser Methode N-N- und C-C-terminale Ligation durchgefiihrt
und chimaére Proteine erzeugt werden.

LPXTYO
S

HQN_(Gn)
G-XX
LPXTG—XX HS
@ LPXT(Gn)

Abbildung 5.2: Selektive Markierung von N-terminal modifizierten Proteinen mit einer Sortase A-
Erkennungseinheit-tragenden Probe.[26] Dabei steht X fiir eine beliebige Aminosaure.

*’ Bakterien werden aufgrund ihrer Farbung nach GrRAM[261] in zwei Klassen unterteilt, grampositive und
gramnegative. Dabei werden unter dem Lichtmikroskop unterschiedliche Farbungen in Abhangigkeit der
bakteriellen Membrandicken beobachtet. Grampositive Bakterien besitzen eine mehrschichtige
Mureinhiille, wihrend gramnegative eine diinnere, einschichtige Mureinhiille aufweisen.
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5.3 Synthese markierter LPETGG-Peptide

Es wurden am N-Terminus unterschiedlich markierte Peptide mit dem Sortase A-
Erkennungsmotiv LPETGG-NH; hergestellt. Die synthetisierten Peptide wurden Dr. F. OPAZO aus
dem Arbeitskreis von Prof. Dr. S. 0. RizZoLI im Rahmen einer Kooperation zur Verfiigung gestellt,
um in einer Sortase A vermittelten Ligation das Protein «-Synuclein zu markieren. Das a-
Synuclein, dessen Struktur bekannt aber Funktion nicht vollstandig geklart ist, ist hauptsachlich
an den Nervenenden des menschlichen Gehirns anzutreffen.[2391 Tatsache ist, dass a-Synuclein zu
unloslichen Fibrillen aggregieren kann und eine ausschlaggebende Rolle in neurodegenerativen
Krankheiten wie Parkinson spielt.[240-242] Zum Verstdndnis der ablaufenden pathologischen
Prozesse soll in immunocytochemischen Studien das markierte a-Synuclein lokalisiert und auf
seine Aggregationseigenschaften untersucht werden.

Die Herstellung des Peptids mit der Sequenz LPETGG-NH; (123.1)[2¢] erfolgte in einem Mafistab
von 100 umol durch automatische Festphasen-Peptidsynthese an einem Rinkamid-4-
Methylbenzyhydrylamin (MBHA)-Harz nach Fmoc-Protokoll und konnte im Anschluss auf fester
Phase sowie vollstandig-geschiitzt (123) bei —21 °C gelagert werden (Abb. 5.3). Zum Einsatz
kamen die kommerziell erworbenen und geschiitzten Aminosauren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Thr(‘Bu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Pro-OH und Fmoc-Leu-OH. Nach Abspaltung vom
Tragermaterial (5 pmol) und Vorreinigung erfolgte eine HPLC-Analyse, wodurch die
ausschlieRliche Bildung des Produktes 123.1 beobachtet und mittels ESI-MS sowie HR-MS
bestatigt wurde.

'BuO__O
° 5 o) o)
Fmoc~
N ¥ P
HoN N N
N - N/\n/ N
H 0 & H [ H
~SotBu
123
1) 20% Piperidin in DMF + 0.1 M HOB,

RT, 2 x 20 min
2) TFA/H,O/TIS (v/viv, 95:2.5:2.5), RT, 2 h

97%
HO.__O
° 5
H,N H H ©
N N
QAN \=/U\N \)J\NH
H 5 2 H
~SOoH
123.1

Abbildung 5.3: Saure Abspaltung von LPETGG-NHz (123)[2¢] vom Tragermaterial nach der automatischen
Festphasen-Peptidsynthese.

Des Weiteren folgte eine Biotin-Funktionalisierung des Peptids 123.1 an N-terminaler
Position.[26] Dabei sollte Biotin nach demselben Prinzip der Aminosdurekupplung eingefiihrt
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werden, indem die Carboxylgruppe des Biotins zuvor aktiviert und zum N-terminal entschiitzten
Peptid (123) auf fester Phase zugesetzt wird. Da nach Abspaltung des Peptids vom
Tragermaterial auch simultan alle Schutzgruppen entfernt werden, kam eine Verkniipfung in
Losung aufgrund von moglichen Nebenreaktionen nicht in Frage. Das N-terminal Fmoc-
entschiitzte Peptid (124) wurde eingesetzt und durch manuelle Mikrowellen-Aktivierung unter
milden Bedingungen dhnlich einer Cys-Kupplung (10 min, 40 °C, 20 W) mit dem aktivierten
Biotin zur Reaktion gebracht (Abb. 5.4). Nach Aufreinigung mittels HPLC konnten 43% des
Biotin-verkniipften Peptids 125 erhalten werden.

Buo.__0O
© O (0] O
H,N H H
N N
v A A A L QO
H o H H o) H
~ofBu
124
1) Biotin, HBTU, DIPEA, DMF
2) TFA/H,OfTIS (v/viv, 95:2.5:2.5)
H 43%
H N\(O
6( NH
S -

Iz

= HO._O
o)
o) b O e
o) N N N\z)J\N N\)LNH2
H 8§ = H [
< OH

Abbildung 5.4: Synthese von Biotin-LPETGG-NHz (125)[2¢] gefolgt von saurer Abspaltung vom
Tragermaterial.

Zusatzlich wurde LPETGG-NH, (123.1) an N-terminaler Position mit Fluoreszenzfarbstoffen
versehen. Hierzu wurden zwei kommerziell erworbene aminreaktive Farbstoffe, Atto647N-NHS-
Ester und Star635-NHS-Ester, zur Verfiigung gestellt. Beide Farbstoffe besitzen &hnliche
Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften jedoch mit strukturellen Unterschieden und
Loslichkeitseigenschaften.[243-2451 Wahrend das hydrophobere Atto647N aus einem Gemisch
zweier [somere mit identischen Eigenschaften besteht und nach Anbringen an das Zielmolekiil
eine positive Ladung tragt, ist das hydrophilere Star635 nach aufien hin aufgrund der
gleichzeitigen Anwesenheit von positiver und negativer Ladung neutral. Fiir die Verkniipfung
des Peptids 123.1 mit den Farbstoffen wurde die Funktionalisierung auf fester Phase
ausgewahlt. Dazu wurde das N-terminal entschiitzte Peptid 124 gebunden an fester Phase in
zweifachem Uberschuss eingesetzt und in Gegenwart des jeweiligen Farbstoffes sowie DIPEA in
DMF zur Reaktion gebracht (Abb. 5.5). Die Reaktion wurde unter Lichtausschluss bei
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Raumtemperatur tiber Nacht durchgefiihrt. Nach sorgfiltigem Waschen des Harzes, welches die
jeweilige Farbe der Farbstoffe angenommen hatte, erfolgte die Abspaltung vom Tragermaterial
durch die Zugabe von TFA/H,0/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v) fir 2 h bei Raumtemperatur.

A
BuO._0O
0]
O (0] (0]
H-N H H
2 N N N\V)LNWN\)LN/O
H 6 2 H o H
~S0Bu
124
1) Atto647N-NHS-Ester, DIPEA, DMF, RT, 18.5 h
2) TFAH,O/TIS (viviv, 95:2.5:2.5), RT, 2 h
64 - 84%
HO.__O
o]
(0]
\J\)L 0 0 0
T
H N N
QJ)LN : NAWNJkNHz
Q OH
GO
+4
N
/ 126
B
BuO._0O
O
(0] (0] 0]
H,oN H H
2 N N N\,)LN/WN\)LN/O
H o 2 H o H
~0Bu
124

1) Star635-NHS-Ester, DIPEA, DMF, RT, 17.5 h
2) TFA/H,O/TIS (viviv, 95:2.5:2.5), RT, 2 h

in Spuren

Abbildung 5.5: Synthese von Fluorophor-verkniipften LPETGG-NHz. A Atto647N-LPETGG-NHz (126) und
B Star635-LPETGG-NH: (127).
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Nach Vorbehandlung erfolgten die Analysen mittels HPLC und Massenspektrometrie (ESI-MS,
HR-MS). Die Produktbildung wurde fiir Atto647N-LPETGG-NH, (126) eindeutig bestatigt,
wahrend Star635-LPETGG- NH; (127) nur in Spuren erhalten wurde. Eine mogliche Ursache fiir
die geringen Mengen an Star635-LPETGG-NH, (127) konnten die notwendigen harschen
Abspaltbedingungen vom Trigermaterial sowie die Abwesenheit eines thiolbasierten
Radikalfangers sein. Eventuell waren hier reaktivere, thiolhaltige Radikalfanger aufgrund der
Prasenz von Schwefelatomen in Star635-NHS-Ester notwendig. Thiolhaltige Radikalfanger
werden iiblicherweise in der Abspaltlosung von thiolhaltigen Aminosduren (Cystein und
Methionin) verwendet.[198] Die Reaktion wurde nicht erneut wiederholt, sondern der Fokus auf
Atto647N-LPETTGG-NH, (126) gelegt, welches erfolgreich synthetisiert und isoliert werden
konnte. Bei der Herstellung von Atto647N-LPETTGG-NH, (126) ist zu erwdhnen, dass ein
Heraufsetzten des Maf3stabes auf ein vierfaches zu einer Erniedrigung der Ausbeute zur Folge
hatte.

Die fiir die Erkennung in Sortase-A-vermittelten Reaktionen notwendigen Peptide LPETGG-NH;
(123.1), Biotin-LPETGG-NH; (125) und Atto647N-LPETGG-NH; (126) wurden iibergeben und
sollten tber ortsspezifische N-terminale Markierung von a-Synuclein unter Verwendung von
Staphylococcus aureus Sortase A eingesetzt werden. Das Fluorophor-verkniipfte Atto647N-
LPETGG-NH; (126) soll nach Ligation immunocytochemische Lokalisation von a-Synuclein
mittels Fluoreszenzmikroskopie ermdoglichen. Alternativ soll Biotin-LPETGG-NH, (125) zur
Markierung des Proteins eingesetzt werden, um nach zelluldrer Organisation die spezifische
Affinitdt von Biotin zu Fluorophor-markiertem Streptavidin auszunutzen und das
Fluoreszenzsignall246-248] zu verstarken.
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6. Zusammenfassung

Durch molekulare Selbstorganisation werden in natiirlichen Systemen aus einfachen Bausteinen
komplexe Uberstrukturen gebildet, denen je nach Biomolekiilklasse unterschiedliche
Funktionen aufgetragen werden.[5199 Zu diesen Makromolekiilen gehoren unter anderem die
Proteine, die in ubiquitdren Prozessen des Lebens vielfaltige Aufgaben bewerkstelligen.[12] Es ist
von interdisziplindrem Interesse, die Vorgange, in denen Proteine involviert sind, zu verstehen
und zu steuern. Diesbeziiglich wurde eine Vielzahl an Strategien ausgearbeitet und
verfolgt.[10.104115] Der zentrale Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Erforschung und
Entwicklung von peptidischen Strukturen und kann in zwei Teilbereiche eingeteilt werden. Zum
einen wurden artifizielle Systeme generiert, um natiirliche Proteine nachzuahmen und
Strukturen mit neuartigen Eigenschaften zu erhalten. Zum anderen wurden durch die Synthese
peptidischer Marker die Anforderungen fiir den Einsatz von bildgebenden Verfahren zur
zellularen Lokalisierung von Proteinen erfiillt.

Demzufolge wurde im zweiten Kapitel ein kiinstliches porenbildendes Modellsystem vorgestellt,
welches erstmalig aus der molekularen Selbstorganisation von Cyanursdaure (CYA)- und
Triaminotriazin (TAT)-funktionalisierten 33-Peptiden erhalten wurde. Hierzu wurden zunachst
unterschiedliche Fmoc-geschiitzte CYA- und TAT-funktionalisierte 33-Aminosduren hergestellt.
Dabei wurde der Abstand zwischen (-Peptidriickgrat und den Erkennungseinheiten variiert, um
den Einfluss des Abstandes bei der Generierung von Uberstrukturen zu evaluieren (Abb. 6.1).
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Abbildung 6.1: Synthetisierte Fmoc-geschiitzte CYA- und TAT-funktionalisierte 33-Aminosauren.

Durch gezielte sequentielle Anordnung der [(3-Aminosduren sollte eine 14-helikale
Sekundéarstruktur erhalten werden, in der jede dritte Seitenkette funktionalisiert mit den
Erkennungseinheiten CYA und TAT tubereinander zu liegen kommt. So konnten die
Verbindungen Fmoc-D-f3-hDap(CYA)-OH (15), Fmoc-D-$33-hLys(CYA)-OH (16) und Fmoc-D-33-
hLys(TAT)-OH (54) tlber Festphasen-Peptidsynthese (SPPS) nach Fmoc-Protokoll erfolgreich
inkorporiert werden, wiahrend der Monomerbaustein Fmoc-D-f33-hDap(TAT)-OH (24) aufgrund
seiner geringen Ldslichkeit unter den standardisierten Bedingungen der SPPS nicht eingebaut
werden konnte (Abb. 6.2). Die Richtigkeit der Sequenzen wurde mit massenspektrometrischen
Analysen bestdtigt und eine hohe Reinheit durch die Reinigung mittels HPLC erzielt. Die
einzelnen [(33-Decapeptide 56, 57 und 58 wurden in Voranalysen auf ihre 14-helikalen
Organisationen in wassrigen Losungen (pH = 7.4) mittels CD-Spektroskopie tiberpriift.
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Abbildung 6.2: Synthetisierte CYA- und TAT-f33-Decapeptide, welche in Aggregationsstudien verwendet
wurden.

Im Anschluss wurden diese in massenspektrometrischen Untersuchungen (ESI-MS) auf ein
Selbstaggregationsverhalten hin untersucht und darauffolgend dquimolare Mischungen der
Decapeptide 56 + 58 (66) sowie 57 + 58 (67) analysiert. Wahrend aus der Mischung 56 + 58
die hexamere Topologie 66 nicht bestatigt werden konnte, wurde aus der Mischung 57 + 58 die
Uberstruktur 67 eindeutig identifiziert. Des Weiteren wurde die dynamische Lichtstreuung
(DLS) fiir die einzelnen Peptide sowie fiir die dquimolaren Mischungen angewandt. Die DLS-
Messungen ergaben fiir die einzelnen Peptide in wassrigen Losungen (pH =7.4) jeweils
dieselben Grofdenordnungen der Partikeldurchmesser. Im Gegensatz zu der dquimolaren
Mischung 56 +58 konnten fiir 57+58 die erwarteten Grofdenordnungen der
Partikeldurchmesser unter vollstindigem Verbrauch der einzelnen Peptidstrange erhalten
werden. Weiterfiihrend wurden fiir beide Mischungen konzentrations- und zeitabhangige UV-
und CD-Spektren sowie temperaturabhidngige CD-Spektren aufgenommen, um primar Hinweise
auf die Loslichkeit der Aggregate zu erhalten. Das Aggregat 67, dessen molekulare
Selbstorganisation mit Hilfe von ESI-MS und DLS-Experimenten bestitigt wurde, zeigte, in
Relation zu den Einzelstrangen gesetzt, keine bis minimale Verdnderungen in den UV- und CD-
Spektren, was ein Indiz auf l6sliche Aggregate sein kann. Somit eignet sich das beschriebene
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6. Zusammenfassung

supramolekulare Aggregat 67 fiir weitere Untersuchungen, in denen die Linge bei
gleichbleibender Sequenzabfolge der einer Modellmembran angepasst wird. Dadurch soll dem
Aggregat 67 die Moglichkeit zum Durchdringen der Membran gegeben werden und in
biochemischen und biophysikalischen Untersuchungen seine Fahigkeit als kiinstliches
porenbildendes System Uberpriift werden.

In Kapitel 3 wurden Cyclo-B3-Tripeptide als geeignete Template fiir diverse strukturelle und
funktionelle Eigenschaften aufgezeigt und ihre selbstaggregierende Neigung zu tubuldren
Strukturen fiir biologische und materialwissenschaftliche Anwendungen erwahnt.[19201 Die
literaturbekannte Synthese des Cyclo-B3-Tripeptids (69) wurde von der festen Phasel9] in die
Losung tibertragen, um so, zur weiteren Funtkionalisierung, grofiere Mengen als die Festphasen-
Peptidsynthese im Labormafdstab ermdglicht, zu realisieren. Das Cyclopeptid wurde in beiden
Fallen erst durch lineare Peptidpropagation in acyclischer Form hergestellt, wobei in Losung 4-
Methoxyphenylhydrazin als C-terminale Schutzgruppe verwendet wurde. Die finale N-zu-C-
terminale Cyclisierung erfolgte fiir beide Strategien nach C-terminaler Aktivierung und lieferte
vergleichbare Ausbeuten und isolierte Mengen. Die Herstellung in Losung ermdglichte im
Gegensatz zur festen Phase eine hohere Kupplungseffizienz und fiihrte infolge verringerter
Aquivalente der Reaktanden und Reagenzien zu minimierten Materialkosten. Dabei erforderte
die Reinigung der Zwischenschritte keine aufwendigen chromatographischen Verfahren und
bestand lediglich aus Fallen aus der Losung. Weiterfithrend konnten in Losung Gramm-
Maf3stdbe der acyclischen Form realisiert werden, die gelagert und bei Bedarf zum Cyclopeptid
umgesetzt werden konnen. Somit wurde ein alternativer Zugang zur Generierung von
trifunktionalen Cyclo-[33-Peptiden aufgezeigt.

Des Weiteren wurde in Kapitel 4 die zunehmende Anwendung der bildgebenden
Massenspektromtrie, speziell der Sekundarionen-Massenspektrometrie (SIMS), fir
zellbiologische Studien beschrieben und die Notwendigkeit von selektiven Markern zur
Differenzierung einzelner Proteine aus der =zelluliren Gesamtheit aufgezeigt. In einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe RizzoLl wurde die Methode ,spezifische Isotopen- und
Fluoreszenzmarkierung von Proteinen“ (specific protein isotopic and fluorescence labelling,
SPILL) eingefiihrt und es wurden im Rahmen dieser Arbeit peptidische Biomolekiilmarker
basierend auf unnatiirlichen Anteilen an Isotopen (!N und 19F) entwickelt. Als 15N-
Biomolekilmarker wurde die neuartige Verbindung 15Ne-TriazGly-OH (97) aus einfachen und
isotopenreinen Ausgangsmaterialien aufgebaut, welche im Anschluss dhnlich einer
Aminosdurekupplung wahrend der SPPS in die Peptide integriert werden konnte (Abb. 6.3). Das
negativ geladene und azidtragende Nonapeptid TriazNF1 (115) mit 14 X !5N-Isotopen zeigte in
zellularen Experimenten eine hohe Spezifitat fiir alkinmodifizierte SNARE-Proteine tiber die
Bildung von Triazol-Konjugaten durch Kupfer(I)-katalysierte HUISGEN-Azid-Alkin-Cycloaddition.
Die TriazNF1-markierten SNARE-Proteine konnten durch SIMS lokalisiert werden. Zur direkten
Korrelation von SIMS und Fluoreszenzmikroskopie enthielt TriazNF1 (115) den Fluorophor
Star635. Mit TriazNF1 (115) wurde die Moglichkeit zur selektiven isotopischen Markierung
genetisch kodierter Proteine sowie ihre Lokalisierung durch SIMS gegeben. Weiterfiihrend
wurde das negativ geladene Grundgertist von TriazNF1 iibernommen und durch den Austausch
von 15Ne-TriazGly-Einheiten gegen 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoesdure eine 19F (13 X)
angereicherte Version 122 erhalten. Analoge Markierung zellularer genetisch kodierter SNARE-
Proteine gefolgt von SIMS und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bestatigten auch hier die
selektive Einfiihrung und fiihrten zur Lokalisierung der zelluliren Proteine. Somit konnte das
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6. Zusammenfassung

Repertoire von selektiven Biomolekiilmarkern fiir SPILL-basierte Ansitze um 1°F-angereicherte
Verbindungen erweitert werden.
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Abbildung 6.3: TriazNF1 (115) mit insgesamt 14 X 15N als chemoselektiver Biomolekiilmarker fiir SPILL-
basierte Ansatze.

Abschiefsend wurde in Kapitel 5 berichtet, wie die bekannte Sortase A-Erkennungseinheit mit
der Sequenz LPETGG (123)26] hergestellt und mit dem Fluorophor Atto647N oder einem
Biotin[26] verkniipft wurde. Die so modifizierten Erkennungseinheiten wurden im Rahmen einer
Kooperation der Arbeitsgruppe RiZzoLI iibergeben. In einer Sortase A-vermittelten Reaktion soll
das Protein a-Synuclein, gebunden an einen sekundidren Antikérper, mit dem Fluorophor
verkniipft werden, um o-Synuclein in immunocytochemischen Experimenten zu lokalisieren. Die
Entstehung unl6slicher Fibrillen aus a-Synuclein wird im Zusammenhang von
neurodegenerativen Krankheiten diskutiert.[239241] In zukiinftigen Zellstudien soll gezielt die
aggregierte Form von «o-Synuclein visualisiert werden, um Informationen iber ihr
Aggregationsverhalten im Zusammenhang mit den getesteten Bedingungen zu erzielen.
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7. Summary

In natural systems complex supramolecular structures arise from simple building blocks
through molecular self-organisation, which have different functions depending on the type of
biomolecule. 5199 Proteins are such macromolecules, which are involved in essential processes
of living systems by accomplishing diverse tasks.[12] [t is of interdisciplinary interest to
understand and control processes involving proteins, therefore a large number of strategies are
developed and followed.[10.104105] The main idea behind this work was the investigation and
development of peptide structures and can be divided in two sub-areas. The first part includes
the generation of artificial systems to mimic natural proteins and create special features. The
second part concentrates in providing access to synthetic peptide labels fulfilling the
requirements for the localisation of cellular proteins through imaging techniques.

According to this, in the second chapter an artificial pore-forming model system was presented
for the first time from the molecular self-organisation of cyanuric acid (CYA)- und
triaminotriazine (TAT)-functionalised (3-peptides. At the first instance, different Fmoc-
protected CYA- and TAT-modified 3-amino acids were synthesized, which varied by the
distance between (-peptide backbone and recognition unit in order to evaluate its influence in
generating higher-ordered structures (scheme 6.1).
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Scheme 6.1: Synthesized Fmoc-protected CYA- and TAT-functionalized 33-amino acids.

Through specific sequential arrangement of the (33-amino acids a 14-helical secondary structure
should be obtained, in which every third side chain is directed on top of each other and
functionalised with the recognition units either CYA or TAT. Therefore, the compounds Fmoc-D-
33-hDap(CYA)-OH (15), Fmoc-D-B3-hLys(CYA)-OH (16) and Fmoc-D-f3-hLys(TAT)-OH (54)
could be successfully implemented into peptides by solid phase peptide synthesis (SPPS)
applying Fmoc protocol, while the building block Fmoc-D-33-hDap(TAT)-OH (24) could not be
introduced, due to its poor solubility under standard conditions of SPPS (scheme 6.2). The
conformational accuracy of the peptides was confirmed by mass spectrometry and a high purity
was gained by purification via HPLC. By using CD-spectroscopy the single 33-decapeptides 56,
57 and 58 in aqueous solutions (pH = 7.4) were verified regarding their tendency for 14-helical
preorganization.
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Scheme 6.3: Synthesized CYA- and TAT-[3-decapeptides, which were employed in aggregation studies.

Thereafter, mass spectrometry (ESI-MS) was conducted to analyse a self-aggregation behaviour
followed by equimolar mixtures of the decapeptides 56 + 58 (66) and 57 + 58 (67). The
equimolar mixture 57 + 58 contained the mass of the expected assembly 67, while from the
mixture 56 + 58, the mass of the hexameric topology 67 could not be determined. Furthermore,
dynamic light scattering (DLS) was performed for the peptides and their mixtures. The DLS
measurements showed for each peptide in aqueous solution (pH = 7.4) the same magnitude of
particle size. In both mixing assays a complete consumption of the starting materials was
displayed, but in contrast to 56 + 58, only the mixture 57 + 58 showed promising results
corresponding to the expected particle diameter range of the assembly 67. Additionally,
concentration- and time-dependent UV- and CD-spectra as well as temperature-dependent CD-
spectra were recorded, primarily to get hints about the solubility of the assemblies. The
aggregate 67, whose assembling was confirmed by mass spectrometry (ESI-MS) and DLS,
showed in relation to the single strands, hardly any changes in UV- and CD-spectra, which could
give a clue regarding soluble aggregates. As a consequence, the described higher-ordered
architecture 67 is suitable for further investigations, extending its length to fit in a model
membrane while keeping the sequential arrangement. As a result, the extended version should
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have the possibility for membrane permeation. This would open biochemical and biophysical
studies, in which the ability as a pore-forming system could be examined.

In chapter 3 it was described that cyclo-f3-tripeptides are suited as templates of diverse
structural and functional characteristics.[19.20] Furthermore, they can be utilized in fields such as
biology and material science, due to their self-aggregation tendency to nanotubes.[19] Here, the
synthesis of a literature-known cyclo-33-tripeptide (69) was transformed from the solid phase
to solution so as to enable higher amounts for further functionalization unlike SPPS. In both
cases, the cyclopeptides were synthesized through linear polymerization, whereby in solution 4-
methoxyphenylhydrazine as C-terminal protecting group was used. For both strategies the final
N-to-C-terminal cyclisation was started after C-terminal activation and led to similar yields and
amounts. The synthesis in solution offered in comparison to SPPS a higher coupling efficiency
and minimized material costs, due to reduced equivalents of reactants and reagents.
Furthermore, in solution a gramm-scale of the acyclic form could be achieved which can be
stored and converted to the cyclic peptide on demand. The purification of intermediate stages
did not require costly chromatographic methods and were realized by suspending in solution
and filtration. As a consequence, an alternative approach for the generation of trifunctional
cyclo-[33-peptides was presented.

In chapter 4 the increasing applications of mass spectrometry imaging in cell biology was
described, especially of secondary ion mass spectrometry (SIMS) and the necessity of selective
labels for differentiation of individual proteins from the rest of the cellular components was
highlighted. In a cooperation with the RizzoLl group the method ,specific protein isotopic and
fluorescence labelling” (SPILL) was introduced and in this work a label based on unnatural
amounts of isotopes (15N und 19F) was developed. A !5N-label was synthesized containing the
novel compound 1>Ng-TriazGly-OH (97), which was generated from simple and isotopic pure
starting materials and could be implemented through SPPS similar to an amino acid coupling
(scheme 6.3). The negatively charged and azide bearing nonapeptide TriazNF1 (115) with
14 x 15N-isotops showed in cellular experiments a high selectivity for alkyne-modified SNARE-
proteins by stable triazole formation through copper(I)-catalysed HUISGEN-azide-alkyne-
cycloaddition. The TriazNF1-labelled SNARE-proteins could be visualised by SIMS. For direct
correlation of SIMS with fluorescence microscopy, TriazNF1 (115) consists of the fluorophore
Star635. With TriazNF1 (115) the possibility for selective isotopic labelling of genetically
encoded proteins and their localisation through SIMS is given. Furthermore, the negatively
charged backbone of TriazNF1 was adopted and the !5N¢-TriazGly-units were replaced by
2,3,4,5,6-pentafluorobenzoic acid (28) to get the 19F (13 X) enriched version 122. Similar
cellular labelling and imaging experiments were performed and confirmed the specific
introduction as well as localisation of proteins of interest. As a result, the scope of isotopic
biomolecule labels for SPILL-based approaches was extended to a 1°F-enriched version.

Finally, in chapter 5 was reported, how a literature-known Sortase A-recognition motif with the
sequence LPETGG (123)[26] was synthesized followed by fluorophore (Atto647N) or biotin[26]
attachment. The modified recognition motifs were forwarded to the RizZzoLl group for further
investigations. Hereafter, in a Sortase A-mediated reaction the protein a-Synuclein should be
labelled with the sortase A-recognition motif, which is bound to a secondary antibody. This
would allow the localization of a-Synuclein in immuncytochemical experiments by fluorescence
microscopy. The formation of insoluble aggregates from a-Synuclein is disscused in
neurodegenerative diseases.[239241] In near future, the aggregates delivered from o-Synuclein
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would be targeted and should give information about aggregation tendency under given
conditions.

15 R N
1514 :
/\‘I\SN N/ 1I§IH HO HO
/ Of ST o S g ST o
AN L N 15N N\/JLN 15N H
H 2

TriazNF1 (115)

Abbildung 6.3: TriazNF1 (115) contains 14 X 15N as a chemoselective biomolecule label for SPILL-based
approaches.
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8. Experimenteller Teil

8.1 Allgemeines

Synthetisierte Verbindungen. Vorschriften von literaturbekannten Zwischenstufen, die zur
Synthese der Zielverbindungen verwendet wurden, wurden zur vollstindigen Darstellung dieser
Arbeit in den experimentellen Teil mit aufgenommen. Diese Vorschriften sind mit einem
Verweis auf die entnommene Quelle kenntlich gemacht und dem Literaturverzeichnis zu
entnehmen.

8.1.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Reagenzien. Die verwendeten, kommerziell erhaltlichen Materialien und Chemikalien wurden
von den Firmen Acros-Organics, ABCR, Alfa Aesar, Carl Roth, Fisher Scientific, Fluka, Lanchaster,
Merck, TCl und Sigma Aldrich bezogen und entsprachen der Qualitat ,zur Synthese oder ,zur
Analyse“. Die kommerziell erhéltlichen Aminosauren, Kupplungsreagenzien sowie Harze wurden
von den Firmen Bachem, GL Biochem, Iris Biotech und Novabiochem (Merck Millipore) erhalten.
Fiir die Synthese der !>N-isotopenreinen Verbindungen wurden die Ausgangsmaterialien von
der Firma Deutero bezogen. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden von Abberior und Lumiprobe
erworben.

Losungsmittel. Alle technischen Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert. Trockene
Losungsmittel wurden in der Qualitdt ,puriss, absolut, tiber Molekularsieb” in Septum-
verschlossenen Flaschen von den Firmen Fluka, Sigma und Acros-Organics bezogen. Deuterierte
Losungsmittel fiir NMR wurden von der Firma Deutero verwendet. Methanol und Acetronitril fir
die HPLC-Trennungen wurden mit ausgewiesener ,HPLC-Qualitdt“ von den Firmen Fischer
Scientific, Sigma-Aldrich und VWR erhalten. Fir die HPLC-Chromatographie verwendetes,
demineralisiertes Wasser wurde durch die Reinstwasseranlage Simplicity der Firma Millipore
mit vorgeschalteter VE-Patrone B 10D gereinigt. Der optimale Reinheitsgrad wurde durch den
elektrischen Widerstand von 18.2 () angezeigt. Das Entgasen von Losungsmitteln erfolgte fiir die
HPLC-Chromatographie mittels Rithren unter Vakuum und fiir Reaktionen mittels Durchleiten
von Argon oder Stickstoff in die Losung.

Reaktionen. Luft- und wasserempfindliche Reaktionen wurden wunter inerter
Schutzgasatmosphare durch die Verwendung von Argon (>99.996%) oder Stickstoff (>99.996%)
durchgefiihrt. Das Gas wurde mittels eines mit Blaugel bzw. Gelbgel, Bimsstein und KOH
beschickten Trockenturms nachgetrocknet. Die fiir die Umsetzung verwendeten Glasgerite
wurden vor der Reaktion mit Hilfe eines Heifdluftgebldses unter Vakuum ausgeheizt, im Vakuum
abgekiihlt und anschlieffend mit Inertgas beschickt. Dieser Vorgang wurde je zweimal
durchgefiihrt. Die hergestellten Substanzen wurden vor weiterer Umsetzung im Vakuum
getrocknet sowie lyophilisiert um den Anteil an Feuchtigkeit soweit wie mdglich zu reduzieren.
Flr Reaktionen mit sehr kleinen Ansdtzen in nicht-hitzeresistenten Mikroreaktionsgefafien
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8. Experimenteller Teil

(Eppendorf) wurde die SCHLENK-Technik ohne Heizen eingesetzt. Die Zugabe von Feststoffen
erfolgte fiir empfindliche Reaktionen unter Schutzgas-Gegenstrom.

Lyophilisieren. Die Substanz wurde in Wasser gelost bzw. suspendiert und in einem Glaskolben
mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Anschlief}end wurde die Substanz an einem Christ-Alpha-2-
4-Lyophilisator unter Vakuum gefriergetrocknet. In gleicher Weise wurde der Inhalt von
Mikroreaktionsgefafien in einer Vakuumzentrifuge RVC 2-18 der Firma Christ lyophilisiert.

Chromatographie.

Diinnschichtchromatographie (DC): Die stationdre Phase bestand aus
Diinnschichtfertigplatten mit Kieselgel 60 Fzs4 (Schichtdicke 0.25 mm) als Triagermaterial auf
Aluminiumfolie der Firma Merck. Zur Detektion der Substanzen dienten die
Fluoreszenzloschungen bei einer Wellenlange von 254 nm und 366 nm sowie Tauchreagenzien
zur Farbung. Als Farbereagenzien wurde eine 3%ige, ethanolische Ninhydrin-Losung [0.30 g
Ninhydrin, 3.00 mL Essigsaure (AcOH), 100 mL Ethanol] sowie eine Kaliumpermanganat-Losung
(200 mL Wasser, 2.00 g KMNO4, 13.3 g K»CO03, 3.30 mL 5%ige aq. NaOH) verwendet, die nach
Tauchen der DC-Platten unter Heif3luft getrocknet wurden. Die Laufmittelverhéltnisse und die
entsprechenden Rr-Werte sind bei der Charakterisierung der jeweiligen Verbindungen
angegeben.

Flash-Saulenchromatographie: Zur praparativen Sdulenchromatographie wurden die Saulen
mit Kieselgel 60 der Firma Merck mit einer Korngréfse von 40-63 pm (230-400 mesh ASTM)
unter einem Uberdruck von 0.5-1.0 bar als Suspension in dem jeweiligen Laufmittel nass
gepackt. Dabei wurde an Siulenmaterial 50-200facher Uberschuss an Kieselgel im Vergleich zur
Substratmenge verwendet. Das Substrat wurde entweder als Feststoff, auf Kieselgel 60 der
Firma Merck (Korngrofde 40-63 um) adsorbiert oder als konzentrierte Losung im
entsprechendem Laufmittel aufgetragen. Die Adsorption erfolgte durch Losen des Produktes in
einem geeigneten Losungsmittel und Zugabe von vier-bis fiinffachen Menge an Kieselgel. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt/Kieselgel-
Gemisch auf die Siule aufgetragen. Die Trennung erfolgte ebenfalls unter einem Uberdruck von
0.5-1.0 bar. Die Produktfraktionen wurden mittels DC ermittelt. Die verwendeten
Laufmittelgemische zur Reinigung der Produkte sind der jeweiligen Synthesevorschrift zu
entnehmen.

Reverse Phase Chromatographie (RP): Es wurde RP-Kieselgel der Firma YMC (ODS-A,
AA06S50, 60 A, S-50 um, C-18) verwendet. Die Siule wurde mit einer Suspension des Kieselgels
in Methanol nass gepackt und anschlieffend mit demineralisiertem Wasser mehrmals
gewaschen. Die Substanz als konzentrierte Losung in Wasser wurde auf die mit Wasser
aquilibrierte Sdulenpackung gegeben. Der Gradient an Methanol wurde schrittweise erhoht. Die
Produktfraktionen wurden mittels DC ermittelt.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC): Die Reinigungen wurden an Geraten der
Firma Amersham Pharmacia Biotech, Pharmacia Akta Standardsystem (Pumptyp P-903, variable
Wellenlangen-UV-Detektor Typ UV-900) durchgefiihrt. Folgende C18-Saulen der Firma Machery-
Nagel wurden eingesetzt:

Analytisch MN Nucleodur® (C18, 100 A, 250 x 4.6 mm LD., S-5 pum, Flussrate:
1 mL/min).
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Semipraparativ MN Nucleodur® (C18, 100 A, 250x 10 mm L.D., S-5 um, Flussrate:
3 mL/min).

Die analytischen Trennungen wurden mit einer Flief3geschwindigkeit von 1 mL/min und die
semiprdparativen Trennungen mit einer Flief3geschwindigkeit von 3 mL/min im
Gradientenbetrieb durchgefiihrt. Zur Reinigung der Substanzen wurden die Losungsmittel
Acetonitril und bidestilliertes Wasser in Anwesenheit von 0.1% TFA verwendet. Dabei wurde fiir
jeden Lauf der lineare Gradient von A (bidestilliertes Wasser + 0.1% TFA) zu B
(Acetonitril/bidestilliertes Wasser, 8:2 + 0.1% TFA) iiber einem Zeitraum von 30 min erhoht.
Vor der Reinigung wurde die Rohsubstanz als konzentrierte Losung in bidestilliertes Wasser
ohne oder mit Acetonitril-Anteil geldst. Fiir den analytischen Lauf wurden 20-90 pL und fiir den
semipraperativen Lauf (200-900 pL) injiziert. Die UV-Detektion erfolgte iiber drei verschiedene
Wellenldngen (215 nm, 254 nm und 280nm). Bei Fluorophor-markierten Peptiden wurde zur
Detektion neben 215 nm und 254 nm langere Wellenldngen, nahe ihrer maximalen Absorption,
statt 280 nm verwendet.

8.1.2 Charakterisierung

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR). Die NMR-Spektren wurden an Spektrometern der
Firma Varian (Mercury (VX) 300, Unity 300, Inova-500, Inova 600) aufgenommen. Die
Probentemperatur betrug im Fall von CDCl; als Losungsmittel 298 K und fiir CD30D-, D20 und
[Ds]DMSO 298 K oder 308 K. Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der 6-Skala
notiert (TMS =0 ppm). Als interner Standard dienten Tetramethylsilan (TMS) oder die
Resonanzen der Restprotonen der verwendeten Losungsmittel CDClz: 7.24 ppm (*H-NMR) und
77.0 ppm (13C-NMR), CDs0D: 3.31 ppm (tH-NMR) und 49.0 ppm (13C-NMR), D;0: 4.79 ppm (1H-
NMR) sowie [Ds]DMSO: 2.49 ppm (1H-NMR) und 39.5 ppm (13C-NMR). Die Multiplizitat der
Signale sind mit den Abkiirzungen s = singulett, d = dublett, dd = dublett von dupplet, t = triplett,
q = quartett und m = multiplett, s, = breites singulett, dd = dublett von dublett, dt = dublett von
triplett, dq=dublett von quartett, ddd =dublett von dublett von dublett festgelegt. Die
Kopplungskonstanten "Jxy sind in Hertz (Hz) angegeben, wobei n die Zahl der iiberbriickten
Bindungen angibt, iiber welche die Kopplung der Kerne X und Y erfolgt. Die Kerne wurden im
Fall von 1H,'H-Kopplungen bei der Kopplungskonstante nicht mit angegeben. 13C-NMR-Spektren
wurden 'H-entkoppelt oder als APT aufgenommen. Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels
zweidimensionaler NMR-Experimente ['H-!H]-COSY-, HSQC- und HMBC-Experimenten. Die
verwendeten Messfrequenzen sind bei der Charakterisierung der Verbindungen jeweils
angegeben.

Massenspektrometrie. Die ESI-Massenspektren wurden an einem Gerat der Firma Finnigan
(Typ LQC oder TSQ 7000) und Bruker micrOTOF gemessen. Die Angaben erfolgen in Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisse (m/z-Werte). Die Aufnahme der hochaufgelosten ESI-Massenspektren
(HR-MS) erfolgte an einem Bruker FT-ICR-MS APEX-Q IV 7T-Spektrometer.

ESI-Massenspektren fiir Aggregatsstudien wurden an Bruker micrOTOF-Q II oder Bruker maXis
ESI-QTOF-MS Instrument aufgenommen.
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UV-Spektroskopie. Die UV-Spektren wurden mit den Geraten JASCO V-550 UV /Vis- und JASCO
V-650 UV/Vis-Spektrometer aufgenommen. Die prasentierten Kurven wurden nach SAVITZKY-
GoLAY gefiltert. Die Bestimmung der Konzentration von Fluorophor-markierten Verbindungen
erfolgte an Nanodrop 2000c der Firma Thermo Scientific. Die Berechnung der Konzentration
erfolgte iiber das LAMBERT-BEER sche-Gesetz mittels Absorption bei entsprechender Wellenlange
des verwendeten Fluorophors, wobei der Extinktionskoeffizient aus Herstellerangaben
entnommen wurde. Die Konzentration [mol/L] wurde mittels folgender Gleichung berechnet:

A
exd

A: Absorption bei entsprechender Wellenldnge des Fluorophors,
¢: der dekadische molare Extinktionskoeffizient [cm-1M-1],
d: die Schichtdicke der Kiivette [cm].

Diese Methode wurde aufierdem zur Bestimmung der Belegungsdichte (siehe AAV 4)
verwendet.

Infrarot (IR)-Spektroskopie. Die IR-Spektren wurden an einem Jasco FTIR-4100 Spektrometer
in einem Bereich von 450-4000 cm-taufgenommen. Die Messdaten sind in Wellenzahlen ¥ [cm-1]
angegeben und die Intensitdten der Signale unterteilt in vs (sehr stark), s (stark), m (medium), w
(schwach).

Circulardichroismus-Spektroskopie (CD). Die Messungen wurden mit einem JASCO ]-810A
Spektropolarimeter, ausgeriistet mit einem JASCO PTC-423S Peltierelement, aufgenommen. Der
Probenraum wurde wahrend der Messung mit Stickstoff gespiilt. Die Temperatur wurde direkt
neben der Kiivette im Temperierblock gemessen. Folgende Messparameter wurden eingestellt:

Data Mode: CD und Absorption, Band Width: 1.0 nm, Response: 2's, Sensitivity: 100 mdeg,
Datapitch: 0.2 nm, Scanning speed: 100 nm/min, Akkumulationen: 5. Die Spektren wurden um
die verwendete Probenkonzentration (20 uM) und der Lange der Quarzglaskiivetten (1 cm)
korrigiert und die Kurven nach SAVITZKY-GOLAY gefiltert. Dabei wurde die molare Elliptizitat
Omolar mit der Einheit deg cm? dmol-! nach folgender Gleichung umgerechnet:

CD
Omolar = 100Xm

CD: erhaltene Elliptizitiat in mdeg wurde als deg in die Formel eingesetzt,
¢ = Probenkonzentration [mol cm-3],
I = Schichtdicke der Kiivette [cm].

Aufgetragen wurden: y-Achse = Omoiar X 103 [deg cm? dmol-!] und x-Achse = Wellenldnge [nm)].

Dynamische Lichtstreuung (DLS). Die Messungen wurden an einem Zetasizer Nano S der
Firma Malvern mit einem Laser (633 nm) unter Verwendung von 12 mm Polystyrol (PS)-
Kiivetten durchgefiihrt. Die Verteilung der Intensititen ergab sich von 15 Laufen je 200 s pro
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Messung. Die Temperatur wahrend den Messungen betrug 20 °C. Alle Messungen wurden bei
einem Detektionswinkel von 173° aufgenommen. Die Umrechnung auf Anzahl (%) erfolgte mit
der gelieferten Software unter Beriicksichtigung des Brechungsindexes fiir Proteine.

Programme. Zur Zeichnung von Strukturen sowie Berechnung der Molmassen und Angaben
von Summenformeln wurde das Programm ChemBioDraw von Perkin Elmer verwendet.
Graphische Darstellungen erfolgten mit OriginPro 8.5 und NMR-Auswertungen wurden mit
MestReNova 7 durchgefiihrt.

8.1.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1: Synthese der Diazoketone

Unter Schutzgasatmosphire wurde die Aminosiure (1.00 Aq.) in trockenem THF (~10 mL/g
Aminosiure) gelést und auf -21 °C gekiihlt. AnschlieBend wurde Triethylamin (1.10 Aq.) und
Isobutylchlorformiat (1.10 Aq.) zugetropft und 45min bei -21°C--15°C geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde auf 0°C erwarmt und unter Lichtausschluss Diazomethanlé?l in
Dieethylether (0.6-0.7 M, 2.00 Aq.) zugegeben. Nach 0.5 h bei 0 °C wurden weitere 4-6 h bei RT
gerithrt und die Reaktion durch Zugabe von Essigsdure (2.00 Aq.) beendet. Es wurden Et;0
(~10 mL/g Aminosdure) und entweder gesattigte NaHCO3z-Losung (~10 mL/g Aminosdure)
oder eine 6%ige, wassrige NaHCOs-Losung (~10mL/g Fmoc-geschiitzte Aminosaure)
zugegeben und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit einer gesattigten NH4Cl-
Losung (~10 mL/g Aminosdure) und einer gesattigten NaCl-Losung (~10 mL/g Aminosaure)
gewaschen und iiber MgSO. getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem
Druck wurde im Vakuum getrocknet. Entweder wurde das Produkt ohne zusatzliche
Aufreinigung weiter umgesetzt oder sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV 2: Synthese der 33-Aminosauren

Zu einer Losung von Diazoketon (1.00 Aq.) in THF/H20 (9:1) wurde unter Lichtausschluss
Silberbenzoat (0.10 Ag.) bei 0 °C zugegeben und anschliefend im Ultraschallbad (1.5-4.5 h)
behandelt. Die Reaktion wurde mittels DC verfolgt und nach Vollendung mit H,0 (~10 mL/g
Aminosaure) versetzt, mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung auf einen pH-Wert von 2 gebracht
und mit Et,0 oder EtOAc (~10 mL/g Aminosdure) versetzt. Nach Trennung der Phasen wurde
die wassrige Phase mit Et,0 oder EtOAc (3 X ~10 mL/g Aminosaure) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber MgSO,4 getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt.
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AAV 3: Erstbelegung des Harzes

Drei verschiedene Harze wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet: Rink-Amid-MBHA-Harz
(0.36 mmol/g), Sieber-Amid-Harz (0.76 mmol/g) und 4-Fmoc-hydrazino-benzoyl-AM-Nova-Gel
(0.49 mmol/g). Zuvor wurde eine Mikrowellen-unterstiitze Fmoc-Entschiitzung mit Piperidin
(20% in NMP oder DMF, 30s, 50 W, 50 °C und 180 s, 50 W, 50 °C) vorgenommen und nach
Waschen des Harzes mit NMP, DCM, NMP bzw. DMF, DCM, DMF (je 3 X) wurde die Kupplung
eingeleitet.

e Rink-Amid-MBHA-Harz:
1. Fmoc-Leu-OH (5.0 Aq./3.0 Aq.), HOBt (4.9 Aq./2.9 Aq.), DIC (4.5 Aq./2.7 Aq.) in NMP
(40 puL/pumol) unter manueller Mikrowellen-Aktivierung (10 min, 25 W, 50 °C).
2. Fmoc-Gly-OH (5.0 Aq./3.0 Aq.), HBTU (4.5Aq./2.7 Aq.), HOBt (5.0 Aq./3.0 Aq.),
DIPEA (14 Aq.) in NMP (40 pL/umol) unter manueller Mikrowellen-Aktivierung
(10 min, 25 W, 50 °C).
e Sieber-Amid-MBHA-Harz:
1. Fmoc-B-Ala-OH (5.0 Aq/3.0 Aq.), HATU (4.5 Aq./2.7 Aq.), HOAt (5.0 Aq./3.0 Aq.),
DIPEA (10 Aq.) in DMF (40 pL/umol) unter manueller Mikrowellen-Aktivierung
(10 min, 25 W, 50 °C).
2. Fmoc-Gly-OH bzw. Fmoc-15N-Gly-OH (109) (5.0 Aq/3.0 Aq.), HATU (4.5 Aq./2.7 Aq.),
HOAt (5.0 Aq./3.0 Aq.), DIPEA (14 Aq.) in DMF (40 uL/pmol) unter manueller
Mikrowellen-Aktivierung (10 min, 25 W, 50 °C).

e 4-Fmoc-hydrazino-benzoyl-AM-Nova-Gel (0.49 mmol/g):
Boc-L-Lys(Fmoc)-OH (5) (5.0 Aq.), HATU (4.5 Aq.), HOAt (5.0 Aq.), DIPEA (14 Aq.) in
DMF (40 pL/umol) bei Raumtemperatur tiber Nacht.

Nach Waschen des Harzes mit NMP bzw. DMF gefolgt von DCM, Methanol, DCM (je 3 X) wurde
das Harz im Vakuum getrocknet und eine Bestimmung der Belegungsdichte nach AAV 4
durchgefiihrt.

AAV 4: Bestimmung der Belegungsdichte

Die Belegungsdichte fiir Fmoc-geschiitzte Aminosauren wurde iiber UV-Absorption nach GUDEI7]
bestimmt. Hierzu wurde das Harz (~5 mg) in einem Messkoben (10 mL) iiberfiihrt und mit 2 mL
2%iger DBU in DMF-Losung versetzt. Nach 1h vorsichtigem Schiitteln bei Raumtemperatur
wurde die Mischung mit Acetonitril auf 10 mL aufgefiillt, verdliinnt (1:125, v/v) und in eine UV-
Prézisionskiivette (1 x 1 cm) iiberfiihrt. Die Absorption des abgespaltenen Fmoc-dibenzofulvens
wurde bei 304 nm (g304 = 7624 L mol! cm 1) detektiert und gegen eine Referenz korrigiert. Die
Bestimmung der Belegungsdichte erfolgte nach dem LAMBERT-BEER’schem Gesetz. Unter
Beibehaltung der Bedingungen, in der lediglich die eingesetzte Harzmenge variierte, ergab sich
folgende Gleichung:

_ (AbSPT'Obe — AbsRef) X 16.4

Myarz

n

n: Belegungsdichte [mmol g], Absp,ope : Absorption Probe, Absg.r : Absorption Referenz,

Myarz - Molmasse der Aminosaure [mg].
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AAV 5: Manuelle Festphasen-Peptidsynthese nach MERRIFIELD!”’] (Boc-Protokoll)

Die manuelle Synthese erfolgte an einem Boc-L-Lys(Fmoc) vorbelegtem 4-Hydrazino-benzoyl-
AM-Nova-Gel. Die Synthese erfolgte in einer Glasfritte gemafs dem folgenden Synthesezyklus:

1. Quellen. Das Harz wurde in DMF/DCM (2:1, 2 mL) tiber 2 h gequollen.

2. Acetylieren (capping). Es wurde mit DMF/Essigsaureanhydrid (Ac.0)/DIPEA (8:1:1,
2 X 2 mLje 10 min) geriihrt, anschliefend mit DMF/DCM (1:1, 3 X 2 mL) gewaschen und
mit DMF/DCM (1:1, 2 X 2 mL je 2 min) fiir 2 min geriihrt.

3. Entschiitzen. Das an das Harz gebundene Peptid wurde mit TFA/m-Cresol (95:5,
2 x 2 mL) gewaschen und mit TFA/m-Cresol (95:5, 2 X 2 mL je 3 min) langsam geriihrt.
Das Harz wurde anschlieflend mit DMF/DCM (1:1, 3 X 2mL) gewaschen und mit
DMF/DCM (1:1, 2 X 2 mL je 2 min) geriihrt.

4. Kuppeln. Eine Losung der Boc-B3-Aminoséure (5.00 Aq.) und HATU (4.50 Aq.) in DMF
(40 uL/umol) wurde mit HOAt (5.00 Aq.) und DIPEA (14.0 Aq.) versetzt. Die Losung
wurde zum Harz gegeben und bei Raumtemperatur iiber Nacht gerthrt.

5. Waschen. Anschlieffend wurde dreimal mit je 2mL DMF/DCM (1:1, 3 X 2mL)
gewaschen.

6. Acetylieren (capping). Das Harz wurde mit DMF/Ac,O/DIPEA (8:1:1, 2 X 2 mL je
3 min) geriihrt, anschlieffend mit je 2 mL DMF/DCM (1:1, 3 X 2 mL) gewaschen und mit
DMF/DCM (1:1, 2 X 2 mL je 2 min) geriihrt.

Die Schritte 3-6 wurden bis zum erreichender gewtiinschten Peptidsequenz wiederholt.

AAV 6: Mikrowellen-unterstiitzte manuelle Festphasen-Peptidsynthese nach Fmoc-
Protokoll

Die manuelle Mikrowellen-unterstiitze Festphasen-Peptidsynthese erfolgte an einem
DiscoverSPS Mikrowellen-Synthesizer (CEM). Das Harz wurde in eine Discardit™II-Spritze
(Becton Dickinson, BD) mit Polyethylen-Fritte transferiert und in DMF fiir 1 h quellen lassen.

Zur Peptid-Propargation von Fmoc-L-Aminosduren wurden folgende Schritte ausgefiihrt.

1. Entschiitzen. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde nach Behandeln mit Piperidin (20% in
DMF bzw. NMP) und Mikrowellen-Aktivierung (2 X 2 mL, 30s, 50 W, 50 °C und 180 s,
50 W, 50 °C) entfernt. Anschlief3end wurde mit DMF, NMP, DCM, DMF (3 X je 2 mL) bzw.
mit NMP, DMF, DCM, NMP (3 X je 2 mL) gewaschen.

2. Kuppeln. Die jeweilige Aminosaure (5.0 Aq./3.0 Aq.) wurde mit den Aktivatoren HBTU
(4.5Aq./2.7 Aq.) und HOBt (5.0 Aq./3.0Aq.), DIPEA (10Aq.) in DMF bzw. NMP
(40 pL/umol) zu dem Harz gegeben und unter Mikrowellen-Aktivierung (10 min, 25 W,
50 °C) gekuppelt. Anschliefdend wurde mit DMF, NMP, DCM, DMF (3 X je 2 mL) bzw. mit
NMP, DMF, DCM, NMP (3 X je 2 mL) gewaschen.

Nach Erreichen der gewiinschten Peptidsequenz wurde der N-Terminus Fmoc-entschiitzt, das
Harz mit NMP, DMF, DCM, NMP, DCM, MeOH, DCM (je 3 X 2 mL) gewaschen und eine Abspaltung
nach AAV 8 durchgefiihrt.
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Bei folgenden Aminosduren wurden spezielle Bedingungen angewandt:

e Fir Cystein-Kupplungen wurde entweder HBTU (4.5Aq./2.7Aq.), HOBt
(5.0 Aq./3.0Aq.), DIPEA (10Aq.) in DMF bzw. NMP (40 uL/pumol) oder DIC
(4.5 Aq./2.7 Aq.), HOBt (5.0 Aq./3.0 Aq.) in NMP (40 pL/umol) verwendet und unter
milderen Bedingungen die Kupplung (10 min, 20 W, 40 °C) durchgefiihrt.

e In Asparaginsdure-enthaltenen Sequenzen wurde zur Fmoc-Entschiitzung konsequent
20% Piperidin in DMF bzw. NMP + 0.1 M HOBt eingesetzt.

e Fir [3-Aminosiuren wurden die Aktivatoren HATU (4.5Aq./2.7 Aq.) und HOAt
(5.0 Aq./3.0 Aq.), DIPEA (10 Aqg.) in DMF bzw. NMP (40 pL/umol) verwendet und eine
Mikrowellen-Aktivierung (10 min, 25 W, 60 °C) angewandt.

e Fiir Fmoc-ACHC-OH (5.0 Ag./3.0 Aq.) wurden die Aktivatoren HATU (4.5 Aq./2.7 Aq.),
HOAt (5.0 Aq./3.0 Aq.), DIPEA (10 Aq.) und 0.8 M LiCl in NMP (40 puL/umol) verwendet
und eine Mikrowellen-Aktivierung (10 min, 25 W, 45 °C) angewandt. Bei jedem zweiten
ACHC in der Sequenz wurde die Kupplungszeit auf 20 min erhoht.

AAV 7: Automatisierte Festphasen-Peptidsynthese

Automatisierte Festphasen-Peptidsynthese nach Fmoc-Protokoll wurde an einem Microwave
Peptide Synthesizer (CEM Discover™ mit CEM Liberty™-Einheiten) der Firma CEM durchgefiihrt.
Die  Synthese  erfolgte an  einem  zuvor  belegtem  Rink-Amid-MBHA-Harz
(Belegungsdichte = 0.36 mmol/g) in einem 100 pumol-Ansatz. Die eingesetzte
Mikrowellenenergie wurde iiber die Temperatur im Reaktionsgefdfd gesteuert. Es wurden
Standardreagenzien und Protokolle verwendet. Zur Entschiitzung von Fmoc wurde Piperidin
(20% in NMP + 0.1 M HOBt, 2 X 2.5 mL, 75°C, 30s, 25 W und 75 °C, 180 s, 25 W) verwendet.
Fmoc-Aminosduren wurden als 0.2 M Losungen in NMP eingesetzt. Die Kupplungen erfolgten
unter Aktivierung mit HBTU/HOBt (0.5M/0.45M in DMF) und DIPEA (2M in NMP) und
Mikrowellen-Aktivierung (75 °C, 300 s, 25 W). Die Kupplungen wurden doppelt ausgefiihrt. Die
Aminosaure Fmoc-Arg(Pbf)-OH wurde unter speziellen Bedingungen (600s, 0 W und 75 °C,
300s, 25 W) gekuppelt. Nach der Synthese wurde das N-terminal Fmoc-geschiitzte Harz in eine
BD-Spritze mit PE-Fritte transferiert, mit NMP, DCM, Methanol, DCM (3 X) gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Im nachsten Schritt erfolgte eine N-terminale Fmoc-Entschiitzung gefolgt
von Reaktion auf dem Harz oder die Abspaltung nach AAV 8.

AAV 8: Abspaltung vom Triagermaterial und Vorreinigung

Die Abspaltung erfolgte je nach Peptid angepassten Losungen (siehe unten). Das Harz wurde mit
der Abspaltlosung versetzt und 1-2 h bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Nach Trennen
des Harzes von der Losung wurde das Harz mit wenigen mL der Abspaltlésung gespiilt. Die
vereinigten Filtrate wurden im Stickstoff-Gegenstrom eingeengt und anschlief3end mit kaltem
Diethylether (—21 °C) gefallt. Die Suspension wurde im Zentrifugenréohrchen an der Zentrifuge
Sigma 2K15C zentrifugiert (30 min bei 9000 U/min und -10-0°C) und der Uberstand
verworfen. Die Prozedur wurde dreimal wiederholt und das Rohpeptid im Vakuum getrocknet.

Folgende Abspaltlosungen wurden eingesetzt:
Losung 1: TFA/m-Cresol (95:5, v/v),

Lésung 2: TFA/EDT/TIS/H,0 (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v),
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Lésung 3: TFA/TIS/H.0 (95:2.5:2.5, v/v/v),
Lésung 4: TFA/2-Propanthiol /TIS/H,0 (94:2.5:2.5:1, v/v/v/v).

Wenn eine 10%ige Losung in DCM zur Abspaltung verwendet wurde (Kapitel 8.2, 8.3), wurde
nach Trennen des Harzes von der Losung, die Losung mit der jeweiligen konzentrierten Losung
versetzt und 0.5-1 h inkubiert, um eine vollstindige Entschiitzung der Schutzgruppen (Boc) zu
erzielen. Anschlief3end wurde wie zuvor beschrieben fortgefahren.
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8.2 Synthese von Janusmolekiil-funktionalisierten 33-Peptiden

8.2.1 Vorschriften zum Synthese der 33-Aminosauren

(7) (R)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-7-((tert-butoxy-carbonyl)-
amino)-1-diazoheptan-2-on, Fmoc-D-Lys(Boc)-CHNz[¢l

H'\SBOC H'\SBOC
FmOC‘N/\COOH Fmoc\N/\n/§N2

H H o

6 7
CosH3oN,0¢ [468.55] Co7H3oN405 [492.58]

Ausgehend von Fmoc-D-Lys(Boc)-OH (6) (14.1 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 7 nach AAV 1 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 7 (14.8 g, 30.0 mmol, quant.) wurde in Form eines gelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.25.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.14-1.70 (m, 6 H, B-Hz, y-Hy, 6-
Hy), 2.87-2.94 (m, 2 H, e-H>), 3.86-3.99 (m, 1 H, a-H), 4.19-4.25 (m, 1 H, Fmoc-CH), 4.30-4.40
(m, 2 H, Fmoc-CHz), 596 (s, 1H, CHN;), 6.68-6.75 (m, 1H, NH-Boc), 7.31-7.44 (m, 4 H,
4 X Fmoc-CHa,), 7.65 (d, 3/ = 7.9 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.72 (d, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.88
(d, 3/ =7.3Hz 2 H, 2 X Fmoc-CHar) ppm.

13C-NMR (75 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6§ = 28.17 (C(CH3)3), 22.72, 29.04, 30.25 (B-CH, y-CH;, 6-
CH2), 38.99-40.00 (e-CH; im Signalbereich von [D¢]DMSO0), 46.73 (Fmoc-CH), 52.49 (CHN3),
58.49 (a-CH), 65.44 (Fmoc-CHz), 77.25 (C(CHsz)3), 119.98, 125.10, 126.91, 127.50 (8 X Fmoc-
CHar), 140.68, 143.71 (4 X Fmoc-Car), 155.50, 155.93 (Boc-CO, Fmoc-CO), 195.15 (COCHN3) ppm.

MS (ESI): m/z = 510.3 [M + NH4]*, 515.2 [M + Na]*, 1007.5 [2M + Na]*.
HR-MS (ESI): C7H3:N4Os ~ berechnet  510.2711 [M + NH.4]*, 515.2265 [M + NaJ*,

gefunden 510.2697 [M + NH4]*, 515.2255 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(8) (R)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-7-((tert-butoxy-carbonyl)-
amino)-heptansaure, Fmoc-D-f33-hLys(Boc)-OHIé1l

HI\SBOC H'\SBOC
Fmoc\N/?\n/§N2 Fmoc\N/?\/COOH

7 8
Ca7H32N, 05 [492.58] Cy7H34N,04 [482.58]

Ausgehend von Fmoc-D-Lys(Boc)-CHN: (7) (7.32 g, 14.9 mmo], 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 8 nach AAV 2 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (9:1, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 8 (5.88 g, 9.95 mmol, 67%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1, v/v): Ry = 0.58.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.12-1.45 (m, 6 H, y-Hz, 6-H, ¢-
Hz), 2.25-2.42 (m, 2 H, a-Hy), 2.85-2.92 (m, 2 H, ¢-H>), 3.69-3.83 (m, 1 H, 3-H), 4.16-4.36 (m,
3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CHz), 6.65-6.72 (m, 1 H, NH-Boc), 7.15 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.30-
7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.68 (d, 3/ = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa:), 7.88 (d, 3/ = 7.2 Hz, 2 H,
2 X Fmoc-CHac), 11.93 (sur, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, [Dg]DMSO, 308 K): 6 = 28.19 (C(CHz)3), 22.69, 29.23, 33.84 (y-CH2, 6-CHy, -
CHz), 38.50-39.99 (a-CH, ¢-CH; im Signalbereich von [Ds]DMSO0), 46.76 (Fmoc-CH), 47.85 (f3-
CH), 65.07 (Fmoc-CHz), 77.21 (C(CH3)3), 119.98, 125.07, 126.92, 127.48 (8 X Fmoc-CHa),
140.65, 143.76, 143.89 (4 X Fmoc-Car), 155.44, 155.48 (Boc-CO, Fmoc-C0), 172.42 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 505.2 [M + NaJ*, 978.5 [2M + Nal*, 481.2 [M - H]-, 963.5 [2M - H]-
HR-MS (ESI): C7H3sN,0s  berechnet  505.2309 [M + Na]+, 481.2344 [M - H,

gefunden 505.2319 [M + Na]+, 481.2343 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(11) (S)-Benzyl-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-hydroxybutanoat,
Boc-D-33-hSer-OBnl'7]

CO,Bn _OH

BOC‘N/[COOH - Boc\N/'\/COZBn
H H
10 11
C16H21NOg[323.35] C16H23NO5[309.36]

Unter Schutzgasatmosphidre wurde zu einer Losung von Boc-Asp(OBn)-OH (10) (7.00g,
21.6 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem THF (70 mL) bei -10 °C NEM (2.88 mL, 2.62 g, 22.7 mmo],
1.05 Aq.) gefolgt von Isobutylchlorformiat (2.95 mL, 3.10 g, 22.7 mmol, 1.05 Aq.) zugetropft.
Nach 1h Rihren bei —10 °C wurde die Reaktionsmischung mit Natriumborhydrid (2.04 g,
54.0 mmol, 2.50 Aq.) versetzt und weitere 5min geriihrt. AnschlieRend wurde Methanol
(150 mL) bei -10 - 0 °C iiber 40 min zugetropft und nach weiteren 30 min Riithren bei 0 °C mit
einer wassrigen, 1 M HCl-Losung neutralisiert. Nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile wurde
mit EtOAc (3 X 70 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit einer
wassrigen, 1 M HCl-Losung, H20 (50 mL), einer wassrigen, 6%igen NaHCOsz-Losung (50 mL), H,0
(2 X 50 mL) und gesattigter NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, tiber MgSO,4 getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das  Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (1:1, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 11 (5.60 g, 18.1 mmol, 84%) konnte in Form eines farblosen Ols erhalten werden,
welches nach Lyophilisieren und Lagern bei -21 °C als farbloser Feststoff vorlag.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 2:1, v/v): Ry = 0.20.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3, RT): 6 = 1.40 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.64 (d,3/ = 6.2 Hz, 2 H, a-Hz), 2.95 (Sbr,
1 H, OH), 3.63 (d, 3/ = 4.9 Hz, 2 H, y-H3), 3.93-4.03 (m, 1 H, $-H), 5.09 (s, 2 H, CH>Ph), 5.27 (d, 3/ =
8.1 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.28-7.34 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, RT): § = 28.25 (C(CHz)3), 35.94 (a-CH), 49.32 (B-CH), 64.21 (y-CH2),
66.52 (CH2Ph), 79.73 (C(CHs)3), 128.14, 128.24, 128.50 (5 x Ph-CH), 135.49 (Ph-C), 155.72 (Boc-
CO0), 171.55 (COOBn) ppm.

MS (ESI): m/z = 310.2 [M + H]*, 332.1 [M + Na]*, 641.3 [2M + Na]".

HR-MS (ESI): C16H23NOs berechnet ~ 310.1649 [M+H]*, 332.1468 [M + Na]*,
348.1208 [M + K]*,

gefunden 310.1642 [M+H]*, 332.1466 [M+Na]*,
348.1203 [M + K],

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(12) (S)-Benzyl-4-bromo-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-butanoat(!’]

_OH _Br
Boc\N/?\/COZBn - Boc\N/?\/COZBn
H H
11 12
C16H23N05 [30936] C16szBrNO4 [37226]

Unter Schutzgasatmosphidre wurde zu einer Losung von Boc-D-f3-hSer-OBn (11) (1.72 g,
5.55 mmol, 1.21 Aq.) und Tetrabrommethan (1.53 g, 4.61 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem DCM
(35 mL) unter Riihren bei -15 °C Triphenylphosphin (1.21 g, 4.59 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben.
Die Losung wurde 30 min bei dieser Temperatur und anschliefend weitere 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Reaktionslosung auf Kieselgel
aufgezogen und anschlieflend sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten
Pentan/EtOAc (8:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 13 (1.15 g, 3.09 mmol, 67%) konnte in Form
eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 8:1, v/v): Ry = 0.49.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3, RT): 6 = 1.42 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.65-2.82 (m, 2 H, a-H3), 3.50-3.62 (m,
2 H,y-Hz), 4.15-4.30 (m, 1 H, B-H), 5.12 (s, 2 H, CH2Ph), 7.28-7.39 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls, RT): 6 = 28.28 (C(CHs)s), 36.12 (y-CH,), 37.00 (a-CHy), 47.62 (B-CH),
66.69 (CH,Ph), 80.04 (C(CHs)s), 128.21, 128.39, 128.60 (5 X Ph-CH), 135.40 (Ph-C), 154.72 (Boc-
€0), 170.60 (COOBn) ppm.

MS (ESI): m/z=394.1 [M + Na]+, 767.2 [2M + Na]*.
HR-MS (ESI): C16H22BrNO4 berechnet 394.0624 [M + Na]*,

gefunden 394.0628 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(13) (S)-Benzyl-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazin-an-1yl)-
butanoat, Boc-D-3-hDap(CYA)-OBnl(!7]

O
HN—
o< NH

?/Br E/N 5

Boc\N/'\/COZBn — Boc\N/'\/COOBn
H H

12 13

C16H22BrNO, [372.26] C19H24N,4O7 [420.42]

Unter Schutzgasatmosphidre wurde zu einer Losung von (S)-Benzyl-4-bromo-3-((tert-
butoxycarbonyl)-amino)butanoat (12) (1.99 g, 5.36 mmol, 1.00 Aq.) und Cyanursiure (3.46 g,
26.8 mmol, 5.00 Aq.) in trockenem DMF (45 mL) DBU (840 pL, 857 mg, 5.63 mmol, 1.05 Aq.)
unter Rithren zugetropft, auf 70 °C erhitzt und 2 d bei 70 °C gertihrt. Anschliefdend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in H,0 (50 mL) suspendiert,
mit einer wassrigen, 1 M HCI-Losung ein pH-Wert von 5 eingestellt und DCM (50 mL) zugegeben.
Der farblose Niederschlag, tlberschiissige Cyanursdure, wurde abfiltriert und die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase wurde mit DCM (2 X 50 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen iiber MgSO. getrocknet und das Extrakt auf Kieselgel aufgezogen. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM — DCM/MeOH
(96:4, v/v) gereinigt. Die Verbindung 13 (1.18 g, 2.80 mmol, 52%) konnte in Form eines
farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/Methanol, 96:4, v/v): R¢ = 0.15.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): 6 = 1.32 (s, 9 H, C(CHs)s), 2.53-2.66 (m, 2 H, a-H,), 3.59-
3.69 (m, 1 H, y-H), 3.75-3.84 (m, 1 H, y-H), 4.15-4.29 (m, 1 H, B-H), 5.08 (s, 2 H, CH.Ph), 6.70 (d,
3/ = 9.0 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.28-7.38 (m, 5 H, 5 x Ph-H), 11.29 (s, 2 H, 2 X CYA-NH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [De]DMSO, 308 K): & = 28.02 (C(CHs)3), 36.30 (a-CH,), 44.09 (y-CHz), 45.48
(B-CH), 65.43 (CH.Ph), 77.66 (C(CHs)3), 127.62, 127.80, 128.27 (5 X Ph-CH), 136.04 (Ph-C),
148.54, 149.90 (3 x CYA-CO), 155.16 (Boc-C0), 170.35 (COOBn) ppm.

MS (ESI): m/z = 443.2 [M + Na]*, 863.3 [2M + Na]*, 419.2 [M - H]-
HR-MS (ESI): C19H24N40- berechnet  443.1537 [M + Na]*, 419.1572 [M - H,

gefunden 443.1540 [M + Na]+, 419.1572 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(14) (S)-3-((tert-Butoxycarbonyl)-amino)-4-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1yl)-
butansiure, Boc-D-B3-hDap(CYA)-OHI'7]

£ £
HN HN
o= NH o= NH
/N /N
770 — 0
Boc\N/'\/COZBn Boc\N/'\/COOH
H H
13 14
C4gH24N40 [420.42] C42H4gN407 [330.30]

Boc-D-B3-hDap(CYA)-OBn (13) (685 mg, 1.63 mmol, 1.00 Aq.) wurde in Dioxan/H,0 (6:4, 13 mL,
v/v) gelost und mit einer wassrigen, 1 M NaOH-Losung (3.2 mL) versetzt. Die Reaktionslosung
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und anschliefSend mit einer wassrigen, 1 M HCI-
Losung neutralisiert. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck erfolgte
eine sdulenchromatographische Reinigung an RP-Gel (H:0 - H.0/MeOH, 1:1, v/v). Die
Verbindung 14 (492 mg, 1.49 mmol, 91%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten
werden.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H;0, 10:1, v/v): Re= 0.72.

1H-NMR (600 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.31 (s, 9 H, C(CHa3)3), 2.14 (sur, 2 H, a-Hz), 3.48-3.59
(m, 1 H, B-H), 3.92-3.99 (m, 2 H, y-Hz), 6.79 (svr, 1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): & = 28.09 (C(CHs)3), 29.61 (a-CH,), 44.33 (y-CHa), 46.25
(B-CH), 77.13 (C(CHs)3), 151.27, 151.73 (3 x CYA-CO), 154.89 (Boc-C0), 173.93 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 353.1 [M + Na]*, 683.2 [2M + Na]+, 329.1 [M - H], 659.2 [2M - H]-.
HR-MS (ESI): C12H1gN407 berechnet 353.1068 [M + Na]+, 329.1103 [M - H]-.

gefunden 353.1065 [M + Na]*, 329.1103 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(15) (5)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-4-(2,4,6-trioxo-1,3,5-
triazinan-1-yl)-butansiure, Fmoc-D-f33-hDap(CYA)-OH

0 0
HN— HN—
o= NH o= NH
/N /N_§
: O - : O
Boc\N/'\/COZBn Fmoc\N/'\/COOH
H H
13 15
C19Hp4N,O7 [420.42] CooHpoN4O7 [452.42]

Variante 1: Boc-D-B3-hDap(CYA)-OBn (13) (244 mg, 580 pumol, 1.00 Aq.) wurde in Dioxan/H,0
(6:4, 4.5mL, v/v) gelost und mit einer wassrigen 1 M NaOH-Losung (1.1 mL) versetzt. Die
Reaktionslésung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieféend mit einer
wassrigen, 1 M HCI-Losung neutralisiert. Nach Lyophilisieren wurde bei 0 °C TFA/H,0 (95:5,
7.35 mL, v/v) zugegeben und 1 h bei dieser Temperatur sowie 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
TFA wurde im N;-Gegenstrom entfernt und der Riickstand nach Zugabe von H;0 (6 mL) mit
einer gesattigten NaHCOsz-Losung neutralisiert, auf 0°C gebracht und NaHCOs3 (73.0 mg,
870 umol, 1.50 Aq.) zugegeben. Fmoc-0Su (294 mg, 870 pmol, 1.50 Aq.) wurde in Dioxan (6 mL)
gelost und zur Reaktionslosung zu getropft. Nach 1 h Riithren bei 0 °C wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Dioxan wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung neutralisiert, H,O (20 mL) zugegeben und mit DCM
(3 X 10 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und die wissrige Phase mit einer
wassrigen, 1 M HCI-Losung auf pH = 1 gebracht. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert
und mit kaltem H;0 (3 X 5 mL) gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum wurde der Feststoff in
wassriger, 1 M HCI-Losung (5 mL) aufgenommen und erneut abfiltriert sowie mit kaltem H,0
(3 x 5mL) gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum und Lyophilisieren konnte die Verbindung 15
(199 mg, 440 pmol, 76%) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

o) o)
HN HN
0= NH 0= NH
/N /N
) — )
Boc\N/'\/COOH Fmoc\N/'\/COOH
H H
14 15
C12H18N40O7 [330.30] CooHyoN4O7 [452.42]

Variante 2: Boc-D-B3-hDap(CYA)-OH (14) (120 mg, 363 umol, 1.00 Aq.) wurde bei 0°C in
TFA/H;0 (95:5, 4.20 mL, v/v) gelost, 1 h bei 0 °C und 1 h bei RT geriihrt. Anschlief3end wurde
TFA im N-Gegenstrom entfernt. Der Riickstand wurde mit H.0 (4 mL) versetzt, mit einer
gesattigten NaHCOs-Losung neutralisiert und NaHCO3 (45.8 mg, 545 pumol, 1.50 Aq.) zugegeben.
Nach Kiihlen auf 0 °C wurde zu der Losung Fmoc-OSu (184 mg, 545 pumol, 1.50 Aq.) in Dioxan
(6 mL) zugetropft, 1 h bei 0 °C und tiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,0 (10 mL)
wurde mit DCM (3 X 10 mL) extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wéssrige Phase
wurde mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung auf einen pH-Wert von 1 gebracht. Der ausfallende
Niederschlag wurde abfiltriert und mit kaltem H,O (3 X 5 mL) gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die Verbindung 15 (113 mg, 249 pmol, 69%) wurde in Form eines farblosen
Feststoffes isoliert.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

Analytische Daten:
DC (EE/MeOH/H,0/AcOH, 10:1:1:0.1, v/v/v/v): Re= 0.51.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6§ =2.37-2.46 (m, 2 H, a-Hz), 3.70-3.76 (m, 1 H, y-H),
3.81-3.88 (m, 1 H, y-H), 4.09-4.28 (m, 4 H, 8-H, Fmoc-CH, Fmoc-CH), 7.25 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1 H,
NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.62-7.67 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa:), 7.88 (d, 3/ =
7.5 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHar), 11.28 (Sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 =36.69 (a-CHz), 43.78 (y-CH,), 46.29 (B-CH), 46.70
(Fmoc-CH), 65.51 (Fmoc-CHy), 119.99, 125.12, 125.28, 126.98, 127.05, 127.53 (8 x Fmoc-CHay),
140.56, 140.63 (2 X Fmoc-Ca), 143.69, 143.89 (2 x Fmoc-Ca;), 148.57, 149.98 (3 x CYA-CO),
155.61 (Fmoc-C0), 171.98 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z=475.1 [M + Na]+,927.3 [2M + Na]+, 451.1 [M - H],, 903.3 [2M - H]-.
HR-MS (ESI): C22H20N407 berechnet 475.1224 [M + Na]*, 451.1259 [M - H].

gefunden 475.1216 [M + Na]+, 451.1253 [M - H]-~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(18) (R)-7-(((Benzyloxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)- 1-diazo-
heptan-2-on, Boc-D-Lys(Cbz)-CHN[24°]

H'\SC:bZ HI\SCbZ
Boc. /\ Boc. : N

N~ "COOH N/\H/\N 5

H H o

17 18
C19H2N206 [380.44] CooHagN4O5 [404.47]

Ausgehend von Boc-D-Lys(Cbz)-OH 17 (7.00 g, 18.4 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 18 nach AAV 1 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Die Verbindung 18 (14.8 g, 18.4 mmol,
quant) wurde in Form eines gelben Ols isoliert und ohne weitere Aufreinigung weiter
umgesetzt.

Analytische Daten:

DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.19.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.39 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.15-1.69 (m, 6 H, B-Ha, y-Ha, 5-
H,), 2.95-3.01 (m, 2 H, &-H,), 3.77-3.92 (m, 1 H, a-H), 5.01 (s, 2 H, CH2Ph), 6.00 (sbr, 1 H, CHN2),
7.12-7.19 (m, 2 H, NH-Boc, NH-Cbz), 7.26-7.38 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § = 28.11 (C(CHs)3), 22.69, 28.95, 30.30 (B-CHz, y-CH, &-
CH), 38.99-40.00 (e-CH: im Signalbereich von [Ds]DMSO0), 52.35 (CHN>), 58.18 (a-CH), 65.04
(CHPh), 78.20 (C(CHs)3), 127.59, 128.23 (5 x Ph-CH), 137.21 (Ph-C), 155.37, 156.02 (Boc-CO,
Cbz-C0), 195.65 (COCHN,) ppm.

MS (ESI): m/z = 427.2 [M + Na]*, 443.2 [M + K]+, 831.4 [2M + Na]*, 403.2 [M - H-.
HR-MS (ESI): C0H26N4Os ~ berechnet ~ 427.1952 [M + NaJ*, 443.1691 [M + K]*,

gefunden 427.1948 [M + Na]*, 443.1688 [M + K]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(19) (R)-7-(((Benzyloxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)- amino)-
heptansaure, Boc-D-33-hLys(Cbz)-OH14249]

HNijZ H ’\SCbZ
BOC\N/\[]/%NZ Boc\N/\/COOH

18 19
CooHogN4O5 [404.47] CyoH3gN>0g [394.47]

Ausgehend von Boc-D-Lys(Cbz)-CHN; (18) (7.44 g, 18.4 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 19 nach AAV 2 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (9:1, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 19 (6.08 g, 15.4 mmol, 84%) wurde in Form eines hellgelben bis farblosen
Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.39.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.12-1.46 (m, 6 H, y-H,, §-Hs, &-
Hy), 2.22-2.37 (m, 2 H, a-Hz), 2.94-3.00 (m, 2 H, {-H,), 3.64-3.76 (m, 1 H, -H), 5.00 (s, 2 H,
CH,Ph), 6.60 (d, 3/ = 8.4 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.12-7.19 (m, 1 H, NH-Cbz), 7.26-7.38 (m, 5 H, 5 X Ph-
H), 1.37 (sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): & = 28.17 (C(CHs)s), 22.69, 29.13, 33.89 (y-CHa, 5-CHa, &-
CH,, (-CHa), 47.26 (a-CHz), 48.51 (B-CH), 65.01 (CH:Ph), 77.33 (C(CHs)s), 127.58, 128.22
(5 x Ph-CH), 137.23 (Ph-C), 154.98, 155.99 (Boc-CO, Cbz-C0), 172.53 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 417.2 [M + Na]*, 433.2 [M + K]+, 393.2 [M - H]-.

HR-MS (ESI): C0H30N20s  berechnet  417.1996 [M + Na]*, 433.1735 [M + K]*,
393.2031 [M - HJ,

gefunden 417.1990 [M + NaJ*, 433.1732 [M + K",
393.2037 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(20) (R)-7-Amino-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-heptansaure, Boc-D-33-hLys-OH

H,\gbz r\gz
Boc.~~_COOH Boc. .- COOH
H H
19 20
CaoH30NOg [394.47] C12H24N,0, [260.33]

Variante 1: Boc-D-3-hLys(Cbz)-OH (19) (6.03 g, 15.3 mmol, 1.00 Aq.) wurde in EtOH (100 mL)
gelost. Nach Entgasen der Losung wurde Pd/C (5%, 1.64 g) zugegeben und unter Hz-Atmosphare
16.5 h bei RT gertihrt. Anschlieféend wurde Pd/C abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Die
Verbindung 20 (3.90 g, 15.0 mmol, 98%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

O Cl
ergko“© I\SZ
Boc\N/?\/COOH o Boc\Nj\/COOH
H H
52 20
CooH29CIN,Og [428.91] C12H24N206 [260.33]

Variante 2: Boc-D-B3-hLys(2-Cl-Cbz)-OH (52) (7.94 g, 18.5mmol, 1.00 Aq.) wurde in EtOH
(120 mL) gelost. Nach Entgasen der Losung wurde Pd/C (5%, 1.50 g) zugegeben und unter H-
Atmosphéare 19.5 h bei RT geriihrt. Anschliefdend wurde Pd/C abfiltriert und das Losungsmittel
entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels sdulenchromatographischer Reinigung an RP-Gel (H20
— H,0/MeOH, 1:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 20 (4.65 g, 17.8 mmol, 97%) wurde in Form
eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H,0/AcOH, 6:2:2:1 + NaCl, v/v/v/v): Rr= 0.15.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § =1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.20-1.63 (m, 6 H, y-Hz, 8-Hp, &-
H;), 2.22-2.38 (m, 2 H, a-Hz), 2.69-2.77 (m, 2 H, {-H2), 3.64-3.77 (m, 1 H, B-H), 6.65 (d, 3/=
8.7 Hz, 1 H, Boc-NH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 28.20 (C(CHa)3), 22.40, 26.65, 33.58 (y-CHz, 6-CHg, &-
CHz), 38.50 (a-CHz), 38.50-39.99 (¢-CH: im Signalbereich von [Ds]DMSO0), 47.07 (3-CH), 77.32
(C(CH3)3), 154.81 (Boc-C0), 172.45 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 261.2 [M + H]*, 521.3 [2M + H]*, 295.1 [M - H]-, 519.3 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C12H2:N;05  berechnet  261.1809 [M + H]+, 283.1628 [M + Na]*,
259.1663 [M - H,

gefunden  261.1809 [M + H]*, 283.1624 [M + Na]",
259.1663 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(21) (R)-3-((tert-Butoxycarbonyl)-amino)-7-hydroxy-heptansaure

NSZ OS
Boc\N/?\/COOH Boc\N/E\/COOH
H H
20 21
C12H24N,0, [260.33] C12H23NO5 [261.32]

Boc-D-B3-hLys-OH (20) (3.86 g, 14.8 mmol, 1.00 Aq.) wurde in H,0 (57 mL) suspendiert und bei
60 °C wassrige, 4 M NaOH-Losung (5.72 mL) zugegeben. Natriumpentacyano-nitrosylferrat(Il)-
Dihydrat (6.75g, 22.6 mmol, 1.53 Aq.) wurde in kleineren Portionen iiber 1h zugegeben,
wahrend der pH-Wert durch Zugabe von weiterer wassriger, 4 M NaOH-Losung (5.72 mL) auf 9.5
gehalten wurde. AnschlieRend wurde bei 60°C weitere 5h erhitzt. Danach wurde die
Reaktionsmischung auf 10 °C gekiihlt und mit einer wassrigen, 1 M HCI-Losung ein pH-Wert von
1 eingestellt. Die entstehende Losung wurde mit EtOAc (4 X 100 mL) extrahiert, iiber MgSO.
getrocknet und das Extrakt auf Kieselgel aufgezogen. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (24:1 + 0.25% AcOH — 9:1
+ 1% AcOH, v/v) gereinigt. Nach Coevaporieren mit Toluol (3 x 20 mL) um tiberschiissige AcOH
zu entfernen, Trocknen im Vakuum und Lyophilisieren wurde die Verbindung 21 (1.92 g,
7.34 mmol, 50%) in Form eines hellgelben Ols isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 1% AcOH, v/v/v): Rr= 0.43.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.13-1.49 (m, 6 H, y-Hz, 6-Hz, -
Hz), 2.21-2.36 (m, 2 H, a-Hz), 3.36 (t,3/= 6.4 Hz, 2 H, (-H2), 3.64-3.76 (m, 1 H, B-H), 6.58 (d, 3/ =
8.7 Hz, 1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 28.20 (C(CHs)3), 21.97, 32.26, 34.14 (y-CHz, 6-CHz, &-
CHz), 3991 (a-CH:), 47.33 (B-CH), 60.61 (¢-CHz), 77.32 (C(CHz)s3), 154.99 (Boc-CO),
172.55 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 284.2 [M + NaJ*, 545.3 [2M + Nal*, 260.2 [M - H]-, 521.3 [2M - H]-
HR-MS (ESI): C12H23NOs berechnet  284.1468 [M + Na]*, 260.1503 [M - H[,

gefunden 284.1473 [M + Na]+, 260.1506 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(22) (R)-7-Bromo-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-heptansaure

OS BS
Boc\N/?\/COOH Boc\N/?\/COOH
H H
21 22
C1oH3NO5 [261.32] C15HBrNO, [324.21]

Unter Schutzgasatmosphare wurde zu einer Losung von (R)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-7-
hydroxyheptansiaure (21) (1.87 g, 7.16 mmol, 1.00Aq.) und Tetrabrommethan (3.56g,
10.7 mmol, 1.50 Aq.) in trockenem DCM (40 mL) unter Rithren bei -10 °C Triphenylphosphin
(2.82 g, 10.7 mmol, 1.50 Aq.) zugegeben. Die Losung wurde 30 min bei dieser Temperatur und
anschlieféend iiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde die Reaktionslésung auf
Kieselgel aufgezogen und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH
(24:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 22 (1.03 g, 3.19 mmol, 45%) konnte in Form eines
hellgelben Ols isoliert werden, welches nach Lagern bei -21 °C als farbloser Feststoff vorlag.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 24:1 + 0.4% AcOH, v/v/v): Rr= 0.41.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.22-1.86 (m, 6 H, y-Hz, 6-Hy, &-
Hy), 2.22-2.37 (m, 2 H, a-Hy), 3.50 (t, 3/ = 6.7 Hz, 2 H, {-Hz), 3.63-3.78 (m, 1 H, B-H), 6.62 (d, 3] =
8.9 Hz, 1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): & = 28.20 (C(CHs)s), 24.03, 31.89, 33.29 (y-CHa, 8-CH,, &-
CH,), 34.89 ({-CH,), 38.99—39.99 (a-CH; im Signalbereich von [De]DMSO), 47.02 (B-CH), 77.35
(C(CHs)3), 154.93 (Boc-C0), 172.70 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 346.1 [M + Na]*, 362.1 [M + K]+, 322.1 [M - H]-

HR-MS (ESI): C12H22BrNOs  berechnet 346.0624 [M + Na]*, 362.0364 [M + K]+,
322.0659 [M - H],

gefunden 346.0629 [M + Na]*, 362.0364 [M + K]*,
322.0661 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(23) (R)-3-((tert-Butoxycarbonyl)-amino)-7-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-yl)-
heptansaure, Boc-D-33-hLys(CYA)-OH

b
HN” NH
Br NN
Boc. - COOH Boc.~_-COOH
H H
22 23
C1oH2oBrNO, [324.21] C15H24N,07 [372.38]

Unter Schutzgasatmosphare wurde zu einer Losung von (R)-7-Bromo-3-((tert-butoxycarbonyl)-
amino)heptansdure (22) (605 mg, 1.87 mmol, 1.00 Aq.) und Cyanursiure (1.20 g, 9.33 mmol,
5.00 Aq.) in trockenem DMF (12 mL) DBU (279 uL, 285 mg, 1.87 mmol, 1.00 Aq.) unter Riihren
zugetropft, auf 70 °C erhitzt und 2 d bei 70 °C gerthrt. Anschlief3end wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in H.O (50 mL) suspendiert, mit einer
wassrigen, 1 M HCl-Losung ein pH-Wert von 5 eingestellt und DCM (50 mL) zugegeben. Der
farblose Niederschlag, iiberschiissige Cyanursaure, wurde abfiltriert und die Phasen getrennt.
Die wiassrige Phase wurde mit DCM (2 X 50 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
iiber MgS0Os getrocknet und auf Kieselgel aufgezogen. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (96:4 + 0.5% AcOH, v/v/v)
— DCM/MeOH (9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Um tliberschiissige AcOH zu entfernen folgte
Coevaporieren mit Toluol (3 x 20 mL). Die Verbindung 23 (605 mg, 1.87 mmol, 52%) konnte in
Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v): R¢ = 0.35.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § =1.36 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.14-1.56 (m, 6 H, y-Hz, 6-Ho, ¢-
Hz), 2.15-2.36 (m, 2 H, a-Hz), 3.54-3.75 (m, 3 H, B-H, ¢-Hz), 6.56-6.65 (m, 1 H, NH-Boc), 11.39
(sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): & = 28.21 (C(CHs)s), 22.74, 27.27, 34.06 (y-CHa, 6-CHa, &-
CH.), 38.99—40.23 (a-CH, im Signalbereich von [Ds]DMS0), 40.36 ({-CH,), 47.31 (B-CH), 77.39
(C(CH3)3), 148.72, 149.86 (3 x CYA-CO), 154.98 (Boc-C0), 173.20 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 395.2 [M + Na]*, 411.1 [M + K]+, 371.2 [M - H]-, 743.3 [2M - H]~
HR-MS (ESI): C1sH2sN40;  berechnet  395.1537 [M + NaJ*, 371.1572 [M - H,

gefunden 395.1536 [M + Na]+, 371.1574 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(16) (R)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-7-(2,4,6-trioxo-1,3,5-
triazinan-1-yl)-heptansaure, Fmoc-D-f33-hLys(CYA)-OH

by by
HN” NH HN” “NH
o)\N’J*o o)\rxggo
Boc\N/?\/COOH Fmoc\N/?\/COOH
H H
23 16
C1sH24N,O; [372.38] CosHa6N,07 [494.50]

Boc-D-B3-hLys(CYA)-OH (23) (163 mg, 438 umol, 1.00 Aq.) wurde bei 0°C in TFA/H20 (95:5,
7mL, v/v) gelost, 1h bei 0°C und 1h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde TFA im N»-
Gegenstrom entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 x 10 mL) und Et,0 (10 mL) coevaporiert und
nach Trocknen im Vakuum lyophilisiert. AnschlieRlend wurde das Boc-entschiitzte
Zwischenprodukt in H,0 gelést (3 mL) und NaHCOs (56.7 mg, 675 pumol, 1.54 Aq.) zugegeben.
Nach Kiihlen auf 0 °C wurde zu der Losung Fmoc-OSu (228 mg, 676 pmol, 1.54 Aq.) in Dioxan
(3 mL) zugetropft, 1 h bei 0 °C und tiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,0 (20 mL)
wurde mit einer wassrigen, 1 M HCI-Losung ein pH-Wert von 1 eingestellt und die wassrige
Phase mit DCM (4 X 30 mL) extrahiert, tiber MgSO. getrocknet und das Extrakt auf Kieselgel
aufgezogen. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten
DCM/MeOH (96:4 + 0.5% AcOH, v/v/v) - DCM/MeOH (9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Um
tiberschiissige AcOH zu entfernen folgte Coevaporieren mit Toluol (3 x 20 mL). Die Verbindung
16 (195 mg, 394 pmol, 90%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v): Rr= 0.43.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.14-1.61 (m, 6 H, y-H>, 6-Hy, e-H3), 2.15-2.37 (m, 2 H,
a-Hy), 3.61 (t, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, {-H>), 3.69-3.80 (m, 1 H, 3-H), 4.15-4.36 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-
CHz), 7.18 (d, 3] = 7.8 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.68 (d, 3/ = 7.3 Hz,
2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.87 (d,3/ = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 =22.68, 27.25, 33.87 (y-CHz, 6-CHy, €-CH2), 38.50-
39.99 (a-CH; im Signalbereich von [D¢]DMSO0), 40.31 (¢-CH2), 46.78 (Fmoc-CH), 47.69 (B-CH),
65.06 (Fmoc-CHz), 119.96, 125.13, 126.95, 127.48 (8 X Fmoc-CHa;), 139.36, 143.80, 143.92
(4 X Fmoc-Car), 148.72, 149.86 (3 x CYA-CO), 155.45 (Fmoc-CO), 173.24 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 517.2 [M + Nal*, 533.2 [M + K]+, 493.2 [M - H]-, 987.4 [2M - H]-

HR-MS (ESI): C2sH26NsO;  berechnet  517.1694 [M + Nal*, 533.1433 [M + K],
493.1729 [M - H],

gefunden 517.1688 [M + Na]*, 533.1422 [M + K]+,
493.1729 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(26) Nz,N+Dibenzyl-6-chlor-1,3,5-triazin-2,4-diamin

Ein anderer synthetischer Zugang zu Verbindung 26 ist literaturbekannt.[250]

)C\I Bn‘)N\H
XA A e
CI” "N™ ClI CI” 'N H
25 26
C3CI3N3 [184.40] C47H46CIN5 [325.80]

Variante 1: Zu 2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin (25) (2.00 g, 10.8 mmol, 1.00 Aq.), K»CO3 (3.00 g,
21.7 mmol, 2.00 Aq.), 18-Krone-6 (57.1 mg, 216 umol, 0.02 Ag.) in Toluol (100 mL) wurde bei
—15 °C Benzylamin (2.33 g, 21.7 mmol, 2.00 Aq.) zugetropft und nach 1 h Riihren bei —15 °C auf
RT gebracht und weitere 48 h geriihrt. Anschlief3end wurde der Niederschlag abfiltert und mit
H20 (3 x 10 mL) gewaschen und nach Trocknen im Vakuum lyophilisiert. Die Verbindung 26
(3.51 g, 10.8 mmol, quant.) konnte in Form eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

Variante 2: 2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin (25) (92.2mg, 500 umol, 1.00 Aq.) wurde unter
Schutzgasatmosphdre in trockenem THF (4 mL) gelost und Benzylamin (220 pL, 21.4 mg,
2.00 mmol, 4.00 Aq.) zugetropft. AnschlieRend wurde mit Hilfe von Mikrowellen-Aktivierung
10 min bei 70 °C und bei max. Leistung von 90 W die Reaktionsmischung zur Reaktion gebracht.
Nach Waschen mit H20 (4 X 5mL) und Trocknen im Vakuum konnte die Verbindung 26
(150 mg, 460 pmol, 92%) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (‘PrOH/H,0/AcOH, 5:2:1 + NaCl, v/v/v): Ry = 0.38.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 323 K): 6 = 4.41 (s, 4 H, 2 x CH,Ph), 7.21-7.28 (m, 10 H, 10 X Ph-
H), 8.10-8.30 (m, 2 H, 2 X NH-Bn) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 323 K): 6= 43.49 (2 x CH,Ph), 126.37, 126.78, 126.99, 127.83,
127.88 (10 x Ph-CH), 138.89 (2 x Ph-C), 165.16 (2 x NH-TAT-C), 167.50 (C-TAT-C) ppm.

MS (ESI): m/z = 326.1 [M + H]*, 348.1 [M + Na], 364.1 [M + K]+, 324.1 [M - H]-.
HR-MS (ESI): C17H16CINs berechnet  348.0986 [M + Na]*,324.1021 [M - H,

gefunden 348.0976 [M + Na]*, 324.1016 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(27) N2,N+-Dibenzyl-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin

Bn\)\H Bn\)\H
Y e — XN
Cl)\N/ NBn HN" N7 NBD
H H
26 27
C47H16CIN5 [325.80] C47H1gNg [306.37]

N2,N4-Dibenzyl-6-chloro-1,3,5-triazin-2,4-diamin (26) (150 mg, 460 pmol, 1.00 Aq.) wurde in
einem Ace Druckgefifd (1=17.8cm, aduflerer @ =19 mm, 18 mL Gesamtvolumen) mit
kondensiertem NH3; (10 mL) versetzt und nach Verschlieffen 1d bei 80 °C geriihrt. Nach
Abkiihlen wurde der Niederschlag mit H,0 (5 X 50 mL) gewaschen und nach Trocknen im
Vakuum lyophilisiert. Die Verbindung 27 (141 mg, 460 pmol, quant.) wurde in Form eines
farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): & = 4.42 (s, 4 H, 2 x CH,Ph), 7.18-7.34 (m, 10 H, 10 X Ph-
H), 8.21-8.40 (m, 2 H, 2 X NH-Bn) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 43.52 (2 x CH,Ph), 126.49, 126.96, 127.11, 127.95,
128.02 (10 x Ph-CH), 139.01 (2 X Ph-C), 165.18 (2 x NH-TAT-C), 168.11 (CI-TAT-C) ppm.

MS (ESI): m/z=307.2 [M + H]*.
HR-MS (ESI): C17H18N¢ berechnet 307.1666 [M + H]*,

gefunden 307.1667 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(29) (S)-Benzyl-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-(methoxy(methyl)-amino)-4-

oxobutanoat
O/
/[COZBn O N
Boc\N COOH Boc\N/'\/COZBn
H H
28 29
C16H21NOg [323.35] C1gH26N,0g [366.41]

Unter Schutzgasatmosphdre wurde zu einer Losung von Boc-Asp(OBn)-OH (28) (2.00g,
6.19 mmol, 1.00 Aq.), N,0-Dimethylhydroxylamin-hydrochlorid (1.22 g, 11.8 mmol, 1.90 Aq.)
und NEM (5.23mL, 4.76 g, 41.3 mmol, 6.67 Aq.) in trockenem DCM (60 mL) bei -10°C
1-Propanphosphonsaurecycloanhydrid (PPA) in DMF (50 Gew.%, 4.05 mL, 6.81 mmol, 1.10 Aq.)
zugetropft und 1.5 h bei dieser Temperatur sowie 2 h bei RT geriihrt. AnschliefRend wurden die
fliichtigen Bestandteile unter vemindertem Druck entfernt, EtOAc (50 mL) zugegeben und die
organische Phase mit einer wassrigen, 5%igen KHSO4-Losung (4 X 25 mL), einer wassrigen,
2.5%igen NaHCOsz-Losung (4 X 25 mL) und H»0 (3 X 25 mL) gewaschen, tiber MgSO. getrocknet
und das Loungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Produkt 29 (1.77 g, 4.83 mmol, 78%),
welches in Form eines hellgelben Ols isoliert wurde, konnte ohne weitere Aufarbeitung weiter
umgesetzt werden.

Analytische Daten:

DC (EtOAc): R = 0.58.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CHz3)3), 2.51-2.76 (m, 2 H, a-Hz), 3.10
(s, 3 H, N-CHs), 3.68 (s, 3 H, N-OCH3), 4.79-4.86 (m, 1 H, B-H), 5.09 (s, 2 H, CH;Ph), 7.16-7.23 (m,
1 H, NH-Boc), 7.31-7.38 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 28.07 (C(CH3)3), 32.06 (N-CHs), 35.63 (a-CHy), 47.35
(B-CH), 60.95 (N-OCHs), 65.52 (CH2Ph), 78.06 (C(CHz)3), 127.52 (2 X Ph-CH), 127.71 (Ph-CHpara),
128.12 (2 X Ph-CH), 135.77 (Ph-Cipso), 154.74 (Boc-C0O), 169.59 (COOBn) ppm.

MS (ESI): m/z = 367.2 [M + H]*, 389.2 [M + Na]*, 755.3 [2M + Nal*, 365.2 [M - H]-

HR-MS (ESI): C1sH26N206 berechnet  367.1864 [M + H]*, 389.1683
[M + Na]*, 365.1718 [M - H],

gefunden 367.1865 [M+H]*, 389.1683 [M +Nal-,
365.1716 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(30) (S)-Benzyl-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-4-oxobutanoat

e

0
O N O H
Boc\N/?\/Coan - Boc\N/?\/COZBn
H H
29 30

C1gH26N206 [366.41] C16H21NO5 [307.35]

Unter  Schutzgasatmosphidre wurde zu einer Losung von (S)-Benzyl-3-((tert-
butoxycarbonyl)amino)-4-(methoxy(methyl)amino)-4-oxobutanoat (29) (1.77 g, 4.83 mmol,
1.00 Aq.) in trockenem THF (70 mL) 1M DIBAH-L6ésung in THF (9.66 mL, 1.37 g, 9.66 mmol,
2.00 Aq.) bei -78°C tropfenweise iiber 2h hinzugegeben. AnschlieRend wurde die
Reaktionslosung mit verdiinnter Na/K-Tartrat-Losung (30 mL) versetzt und auf RT gerbacht.
Nach Zugabe weiterer K/Na-Tartrat-Losung (60 mL) wurde 40 min geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Et;0 (5 X 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
tiber MgS0, getrocknet. Nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck
wurde das Rohprodukt sdaulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc
(1:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 30 (678 mg, 2.21 mmol, 46%) konnte in Form eines
hellgelben Ols erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 1:1, v/v): Ry = 0.58.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.36 (s, 9 H, C(CHz3)3), 2.44-2.90 (m, 2 H, a-H>), 4.20-
4.29 (m, 1 H, B-H), 5.11 (s, 2 H, CHzPh), 7.19-7.38 (m, 5 H, 5 X Ph-H), 9.48 (s, 1 H, CHO) ppm.

MS (ESI): m/z = 306.1 [M - H]-.
HR-MS (ESI): C16H21NOs berechnet 306.1347 [M - H],

gefunden 306.1339 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(31) Benzyl-(S)-4-azido-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-butanoat

/Br /N3
Boc.~_COOBn = Boc., ~._COOBn
H H
12 31
C16H228|"NO4 [37226] C16H22N404 [33438]

Unter Schutzgasatmosphidre wurde zu einer Losung von Verbindung 12 (3.82 g, 10.3 mmol,
1.00 Aq.) in trockenem DMF (80 mL) NaNs (837 mg, 12.9 mmol, 1.25Aq.) in einer Portion
zugegeben und 5h bei 60 °C geriihrt. Anschliefend wurde DMF unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand in EtOAc (100 mL) aufgenommen und mit H,0 (2 X 50 mL)
gewaschen. Nach Trocknen tiber MgS0Os wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (5:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 31 (3.11g,
9.30 mmol, 91%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 5:1, v/v): Ry = 0.35.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): 6 = 1.38 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.55-2.69 (m, 2 H, a-H,), 3.39-3.53 (m,
2 H, y-Hy), 4.03-4.14 (m, 1 H, -H), 5.11 (s, 2 H, CHoPh), 7.29-7.38 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCl;, RT): & = 28.33 (C(CHs)3), 36.26 (a-CHz), 47.20 (B-CH), 53.56 (y- CHz),
66.68 (CH2Ph), 79.90 (C(CHs)3), 128.16 (2 x Ph-CH), 128.29 (Ph-CHpara), 128.49 (2 X Ph-CH),
135.30 (Ph-Cipso), 154.75 (Boc-C0), 170.57 (CO2Bn) ppm.

MS (ESI): m/z = 357.2 [M + Na]*, 691.4 [2M + Na]+, 333.1 [M - H]-
HR-MS (ESI): C16H2:N404 berechnet  357.1533 [M + Na]*, 333.1568 [M - H,

gefunden 357.1533 [M + Na]*, 333.1565 [M - H].

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(32) (S)-4-Amino-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-butansiure, Boc-D-f33-hDap-OH

Ns _NH;
Boc\N/T\/COOBn - Boc\N/:\/COOH
H H
31 32
C16H22N404 [334.38] CoHgN,04 [218.25]

Die Verbindung 31 (3.10 g, 9.27 mmo], 1.00 Aq.) wurde in EtOH (40 mL) gel6st und 45 min unter
Argon-Gegenstrom entgast. Anschlieffend wurde unter Schutzgasatmosphiare Pd/C (5%ig,
750 mg) in einer Portion dazugegeben, die Reaktionslosung mit H,-Gas gesattigt und unter H»-
Atmosphére bei RT tber Nacht geriihrt. Nach Filtrieren wurde das Filtrat eingeengt und im
Vakuum getrocknet. Nach Lyophilisieren wurde das Produkt 32 (1.79 g, 8.22 mmol, 89%) in
Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (iPrOH/H,0/AcOH, 5:2:1, v/v/v): Rr = 0.66.

1H-NMR (300 MHz, D,0, 308 K): 6 = 1.20 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.24 (d, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, a-Ha), 2.77-
2.84 (m, 1 H, y-H), 2.93-2.99 (m, 1 H, y-H), 3.84-4.00 (m, 1 H, 8-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, D;0, 308 K): & = 25.10 (C(CH3)3), 37.34 (a-CHz), 40.12 (y- CH,), 43.90 (-
CH), 78.59 (C(CH3)3), 154.35 (Boc-CO), 174.19 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 219.2 [M + H]*, 241.1 [M + Na]*, 459.3 [2M + Na]+, 217.1 [M - H]-

HR-MS (ESI): CoH1gN204 berechnet 219.1339 [M + H]*, 241.1159 [M + Na]*,
217.1194 [M - H],

gefunden 219.1339 [M + H]*, 241.1162 [M + Na]+,
217.1196 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(33) (S5)-4-((4,6-Bis(benzylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-3-(tert-butoxy-carbonyl)-

aminobutansiure
E}n E}n
HN. _N._ _NH
X
T
_/NHz _/NH
Boc\N/'\/COOH BOC\N/'\/COOH
H H
32 33
CgH1gN,O,4 [204.23] CogH33N;0,4 [507.59]

Eine Mischung aus Boc-D-B3-hDap-OH (32) (300 mg, 1.37 mmol, 1.00 Aq.), N2,N4-Dibenzyl-6-
chloro-1,3,5-triazin-2,4-diamin (26) (896 mg, 2.75mmol, 2.00 Aq) und K.CO; (383 mg,
2.75 mmol, 2.00 Aq.) in DMSO (6 mL) wurde bei 85 °C iiber Nacht erhitzt und anschlieRend das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit MeOH (50 mL)
versetzt und der Niederschlag 1 abfiltriert und verworfen. Nach Einengen des Filtrats wurde der
Riickstand in H,0 (50 mL) aufgenommen und mit einer wassrigen 5%igen KHSO4-Losung ein
pH-Wert von 5 eingestellt. Der Niederschlag 2 wurde abfiltriert und das Filtrat mit DCM
(4 x 50 mL) extrahiert. Nach Trocknen iiber MgSO4 und Entfernen der fliichtigen Bestandteile
wurde das Rohprodukt mit dem Niederschlag 2 vereint und sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (9:1 + 1% AcOH, v/v/v) gereinigt. Nach Coevaporieren
mit Toluol (3 X 10 mL) und Trocknen im Vakuum konnte die Verbindung 33 (283 mg, 558 umol,
41%) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 1% AcOH, v/v/v): Rs = 0.44.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO-[D7]DMF, 308 K): 6 = 1.35 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.32-2.40 (m, 2 H, -
Hz), 3.18-3.38 (m, 2 H, y-Hz), 3.85-4.01 (m, 1 H, B-H), 4.42 (s, 4 H, 2 x CH,Ph), 7.15-7.36 (m,
10 H, 10 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO-[D7]DMF, 308 K): & = 28.14 (C(CHs)s), 36.86 (a-CH,), 42.98 (2
x CH,Ph), 43.33 (y-CHz), 47.98 (B-CH), 77.57 (C(CHs)s), 126.16, 126.76, 127.81 (10 X Ph-CH),
140.57 (2 x Ph-C), 154.82 (Boc-C0), 165.41 (2 x Bn-TAT-C), 172.27 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 508.3 [M + H]*, 1015.6 [2M + H]*, 506.2 [M - H]-.
HR-MS (ESI): C26H33N;04  berechnet  508.2667 [M + H]*, 506.2521 [M - H,

gefunden 508.2665 [M + H]+, 506.2511 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(37) (R)-3-Amino-2-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-propansiure, Boc-D-Dap-OHI251I

O NH; _NH,
Boc-\“>cooH Boc-\“>cooH
H H
36 37
CeH1aN,05 [218.21] CeH1gN,0, [204.23]

Zu einer Suspension von Boc-D-Asn-OH (36) (7.00 g, 30.1 mmol, 1.00 Aq.) in einem Gemisch aus
CH3CN/EtOAc/H,0 (2:2:1, 105 mL, v/v/v) wurde bei 0°C PIDA (11.7 g, 36.2 mmol, 1.20 Aq.)
zugegeben und 5 min bei 0 °C geriihrt. Nach 6 h Riihren bei RT wurde die Reaktionsmischung
iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit EtOAc (15 mL)
gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt, der Riickstand in EtOAc
(20 mL) suspendiert und 1 h bei 60 °C geriihrt. Der verbliebene Niederschlag wurde abfiltriert
und mit EtOAc (15 mL) gewaschen. Die vereinigten Feststoffe wurden im Vakuum getrocknet
und lyophilisiert. Anschliefdend wurde auf 60 °C erhitzt und iiber Nacht stehen gelassen. Der
Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem EtOAc (3 X 50 mL) gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt, der Vorgang wiederholt und
die Niederschlage vereint. Die Verbindung 37 (5.08 g, 24.9 mmol, 83%) wurde in Form eines
farblosen Feststofffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H20/AcOH, 6:2:1:1 + NaCl, v/v/v/v): Ry = 0.55.

1H-NMR (300 MHz, D,0, 308 K): & = 1.49 (s, 9 H, C(CH3)3), 3.21-3.28 (m, 1 H, f-H), 3.40-3.46 (m,
1H, 8-H), 4.13-4.24 (m, 1 H, a-H), 4.72 (s, 2 H, NH,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, D0, 308K): §=30.26 (C(CHs)s), 43.82 (B-CHz), 55.57 (a-CH), 84.21
(C(CHs)s), 159.90 (Boc-C0), 177.32 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 205.1 [M + H]*, 227.1 [M + Na]*, 409.3 [2M + H]*, 203.1 [M - H], 407.2 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): CsH16N,0, berechnet  205.1183 [M + H]*, 227.1002 [M + Na]*,
203.1037 [M - H,

gefunden 205.1184 [M + H]*, 227.1006 [M + Na]*,
203.1036 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(38) (R)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-2-((tert-butoxy-carbonyl)-
amino)-propansdure, Boc-D-Dap(Fmoc)-OHI252]

Ifmoc
_NH, _NH
Boc-\“~cooH Boc-\“~cooH
H H
37 38
CeH1eN,04 [204.23] CosHaeN,04 [426.47]

Boc-D-Dap-OH (37) (3.29 g, 16.1 mmol, 1.00 Aq.) wurde in einer wissrigen 10%igen NaHCOs-
Losung (35 mL) gelost und bei 0 °C tropfenweise mit Fmoc-Cl (4.94 g, 19.1 mmol, 1.18 Aq.) in
Dioxan (35 mL) versetzt, 1 h bei 0 °C und 1 h bei RT geriihrt. Anschlieféend wurde H»0 (350 mL)
zugegeben, mit Et;0 (2 X 350 mL) extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wassrige
Phase wurde mit einer wassrigen 1 M HCl-Losung auf einen pH-Wert von 1 gebracht und mit
EtOAc (3 X 150 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO,
getrocknet. Das Produkt 38 (6.87 g, 16.1 mmol, quant.) wurde in Form eines farblosen
Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH, 4:1, v/v): Rr= 0.42.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.38 (s, 9 H, C(CH3)3), 3.29-3.40 (m, 2 H, B-Hz), 3.97-
413 (m, 1H, a-H), 4.19-4.30 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH), 6.91 (d, 3/ = 7.9 Hz, 1 H, NH-Boc),
7.30-7.44 (m, 5 H, 4 X Fmoc-CHa,, NH-Fmoc), 7.68 (d, 3] = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.88 (d,
3] =7.5Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 12.53 (sur, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 28.10 (C(CHs)s), 41.54 (B-CH2), 46.61 (Fmoc-CH),
53.60 (a-CH), 69.84 (Fmoc-CHz), 78.14 (C(CHas)3), 119.88, 124.94, 126.85, 127.40 (8 X Fmoc-
CHar), 140.49 (2 X Fmoc-Car), 143.61 (2 X Fmoc-Car), 155.97, 155.09 (Boc-CO, Fmoc-C0O), 171.88
(COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 427.2 [M + H]*, 444.2 [M + NH4]*, 449.0 [M + Na]*, 875.1 [2M + Na]",
425.2 [M - H]-, 851.4 [2M - H]-

HR-MS (ESI): C23H26N20s  berechnet  427.1864 [M + H]*, 444.2129 [M + NH4]*,
449.1683 [M + NaJ+, 425.1718 [M - H],

gefunden 427.1857 [M + H]*, 444.2126 [M + NH4],
4491671 [M + NaJ+, 425.1721 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(39) (R)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-(tert-butoxy-carbonyl)-
amino-1-diazobutan-2-on, Boc-D-Dap(Fmoc)-CHN:

Fmoc Fmoc
~ NH P NH
BOC‘N/\COOH Boc\N/\n/§N2
H H o
38 39
Ca3H2eN206 [426.47] Cy4Hp6N,O5 [450.50]

Ausgehend von Boc-D-Dap(Fmoc)-OH (38) (5.90 g, 13.8 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 39 nach AAV 1 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2 = 1:1 = 0:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 39
(5.14 g, 11.4 mmol, 84%) wurde in Form eines gelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:

DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.29.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): 6 = 1.42 (s, 9 H, C(CH3)3), 3.39-3.61 (m, 2 H, $-Hz), 4.10-4.47 (m,
4 H, a-H, Fmoc-CH, Fmoc-CHz), 5.38 (t, 3/ = 6.1 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 5.55 (sur, 1 H, CHN3), 5.75 (d,
3] = 6.2 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.26-7.40 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa:), 7.56 (d, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-
CHar), 7.74 (d, 3] = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls, RT): 6 =28.26 (C(CHs)3), 42.82 (B-CHz), 47.14 (Fmoc-CH), 54.58
(CHNz), 58.29 (a-CH), 66.90 (Fmoc-CHz), 80.41 (C(CHs)3), 119.93, 124.94, 127.02, 127.70
(8 X Fmoc-CHar), 141.24 (2 X Fmoc-Car), 143.73 (2 x Fmoc-Car), 157.19, 155.68 (Boc-CO, Fmoc-
C0), 192.75 (COCHN3) ppm.

MS (ESI): m/z = 451.2 [M + H]*, 473.2 [M + Na]*, 923.4 [2M + Na]".
HR-MS (ESI): C24H26N4Os ~ berechnet  451.1976 [M + H]+, 473.1795 [M + Na]*,

gefunden 451.1970 [M + H]+, 473.1793 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(40) (S)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-(tert-butoxy-carbonyl)-
aminobutansdure, Boc-D-B3-hDap(Fmoc)-OH

Ifmoc II:moc
_/NH _/NH
Boc.,,~ — Boc.. - H
oc N/\"/§N2 (o]} N/\/COO
39 40
C24H26N405 [450.50] Cy4H5N,04 [440.50]

Ausgehend von Boc-D-Dap(Fmoc)-CHN; (39) (5.07 g, 11.3 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese
der Verbindung 40 nach AAV 2 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch
an Kieselgel mit den Eluenten EtOAc/MeOH (1:0-9:1+1% AcOH, v/v/v) gereinigt. Die
Verbindung 40 (4.31 g, 9.78 mmol, 87%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (EtOAc): Rr= 0.46.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.27-2.40 (m, 2 H, a-Hs), 2.99-
3.13 (m, 2 H, y-Hy), 3.81-3.92 (m, 1 H, p-H), 4.15-4.34 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH>), 6.61 (d, 3] =
8.5 Hz, 1H, NH-Boc), 7.30-7.43 (m, 5H, 4 x Fmoc-CHa, NH-Fmoc), 7.69 (d, 3= 7.4 Hz, 2 H,
2 x Fmoc-CHay), 7.88 (d, 3J = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa:), 12.08 (s, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 28.16 (C(CHa)3), 36.59 (a-CH2), 43.79 (y-CHz), 46.69
(Fmoc-CH), 47.63 (B-CH), 65.35 (Fmoc-CHz), 77.58 (C(CHs)3), 119.87, 124.95, 126.83, 127.38
(8 X Fmoc-CHar), 140.49 (2 X Fmoc-Ca,), 143.66 (2 x Fmoc-Car), 154.70, 156.11 (Boc-CO, Fmoc-
C0),172.11 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 463.2 [M + NaJ*, 903.4 [2M + Na]+, 439.2 [M - H]-, 879.4 [2M - H]-.
HR-MS (ESI): C24H2sN2,0s  berechnet  463.1840 [M + Na]*, 439.1875 [M - H,

gefunden 463.1852 [M + Na]+, 439.1880 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(41) (S)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-((4-methoxy-benzyl)-
amino)-butansiure, Pmb-p-f3-hDap(Fmoc)-OH

Fmoc Fmoc
~NH _NH
Boc.~_COOH —  Pmb. ~_COOH
I H
40 41
C24H2gN206 [440.50] C,7H2N,05 [460.53]

Variante 1: Boc-D-B3-hDap(Fmoc)-OH (40) (700 mg, 1.59 mmol, 1.00 Aq.) wurde bei 0 °C in
TFA/H,0 (95:5, 16.3 mL, v/v) gelost, 1 h bei 0 °C und 1 h bei RT geriihrt. Anschlief3end wurde
TFA im N;-Gegenstrom entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 X 10 mL) und Et;0 (10 mL)
coevaporiert und nach Trocknen im Vakuum lyophilisiert. Danach wurde H-D-{33-hDap(Fmoc)-
OH:TFA in MeOH (7.5 mL) gelést, mit p-Anisaldehyd (290 uL, 325 mg, 2.39 mmol, 1.50 Aq.)
versetzt und DIPEA (664 uL, 492 mg, 3.81 mmol, 2.40 Aq.) zugetropft. Nach 1 h Riihren bei RT
wurde die Reaktionslosung auf 0 °C gebracht, MeOH (7.5 mL) zugegeben und NaBH4 (90.0 mg,
2.38 mmol, 1.50 Aq.) portionsweise zugegeben. Nach 2 h Riihren bei 0 °C wurde iiber Nacht bei
RT geriihrt. Nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck wurde H,0
(50 mL) zugegeben, mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung ein pH-Wert von 2 eingestellt und mit
Et;0 (3 X 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO4 getrocknet
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc
(221> 1:1-0:1, v/v) - EE/MeOH (4:1+0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Die Verbindung 41
(651 mg, 1.41 mmol, 89%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Variante 2: Boc-D-B3-hDap(Fmoc)-OH (40) (198 mg, 450 pmol, 1.00 Ag.) wurde bei 0°C in
TFA/H,0 (95:5, 7 mL, v/v) gelost, 1h bei 0°C und 1h bei RT geriithrt. TFA wurde im N»-
Gegenstrom entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 x 10 mL) und Et;0 (10 mL) coevaporiert und
nach Trocknen im Vakuum lyophilisiert. AnschliefRend wurde H-D-f33-hDap(Fmoc)-OH-TFA mit
EtOAc (5 mL) versetzt, p-Anisaldehyd (82.1 uL, 91.9 mg, 675 pmol, 1.50 Aq.) zugegeben und
nach Kiihlen auf 0 °C DIPEA (188 uL, 140 mg, 1.08 mmol, 2.40 Aq.) zugetropft. AnschlieRend
wurde die Reaktionsmischung auf RT gebracht und solange geriihrt, bis die Losung wieder klar
wurde. Danach wurde MgS04 (270 mg) zugegeben und 1 d bei RT geriihrt. Nach Filtrieren liber
MgSO. wurden die fliichtigen Bestandteile des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde in MeOH geldst, auf 0 °C gebracht und nach 15 min NaBH4 (25.5 mg, 674 pmol,
1.50 Aq.) zugegeben. Nach 2 h Riihren bei 0 °C wurde das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt, der Riickstand in H20 geldst und mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung ein pH-
Bereich von 2-3 eingestellt, mit EtOAc (3 X 50 mL) extrahiert und tiber MgS04 getrocknet. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Euenten Pentan/EtOAc
(2:1- 1:1 - 0:1, v/v) - EtOAc/MeOH (4:1 + 0.5% AcOH — 0:1+ 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt.
Produkt 41 wurde mit einer wassrigen, 1 M HCI-Losung versetzt, mit EtOAc extrahiert
(3 X 50 mL) und nach Trocknen iiber MgS0,s das Losungsmittel entfernt. Die Verbindung 62
(132 mg, 287 pmol, 64%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H20/AcOH, 10:1:1:0.1, v/v/v/v): Re = 0.19.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 =2.35-2.41 (m, 2 H, a-Hz), 3.10-3.21 (m, 1 H, B-H),
3.22-3.31 (m, 2 H, y-H>), 3.72 (s, 3 H, OCH3), 3.83-3.98 (m, 2 H, Pmb-CH3), 4.20-4.25 (m, 1 H,
Fmoc-CH), 4.32-4.38 (m, 2 H, Fmoc-CH3), 6.87-6.91 (m, 2 H, 2 X Pmb-CHa,), 7.10-7.26 (m, 2 H,
2 X Pmb-CHay), 7.30-7.43 (m, 5 H, 4 X Fmoc-CHar, NH-Fmoc), 7.70 (d, 3/ = 7.5 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-
CHar), 7.88 (d,3] = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § = 34.90 (a-CH,), 41.64 (y-CHa), 46.71 (Fmoc-CH), 48.01
(Pmb-CH,), 53.73 (B-CH), 55.01 (OCHs), 65.53 (Fmoc-CH,), 113.75 (2 x Pmb-CHa), 120.03,
125.08, 126.98, 127.55 (8 X Fmoc-CHa), 128.11, 128.82, 130.13 (2 X Pmb-CHa, Pmb-Cay),
140.69 (2xFmoc-Ca), 143.80 (2 xFmoc-Ca), 156.50, 158.82 (OCHs-Ph-C, Fmoc-CO),
172.74 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 461.2 [M + H]*, 459.2 [M - H]-

HR-MS (ESI): C27H26N20Os ~ berechnet  461.2071 [M + H]*, 483.1890 [M + Nal-,
459.1925 [M - HJ,

gefunden 461.2071 [M + H]+, 483.1884 [M + Na]*,
459.1917 [M - H-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(42) (S)-4-Amino-3-((4-methoxybenzyl)-amino)-butansidure, Pmb-D-3-hDap-OH

Fmoc
_NH NH,
Pmb. A_COOH —  Pmb, A COOH
H H
41 42
C27H2gN205 [460.53] C1,H415N,05 [238.29]

Zu einer Losung von Pmb-D-B3-hDap(Fmoc)-OH (41) (650 mg, 1.41 mmol, 1.00Aq.) in
Acetonitril (8 mL) wurde Piperidin (153 pL, 131 mg, 1.55 mmol, 1.10 Aq.) zugetropft und 2 h bei
RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
tiber Kieselgel (I: 4 cm, @ =4.8 cm) mit Aceton/H,0 (5:1, v/v) filtriert. Die Verbindung 42
(279 mg, 1.17 mmol, 83%) wurde in Form eines hellgelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H-0, 5:1,v/v): Rr= 0.21.

1H-NMR (300 MHz, D0, 308 K): § = 2.44-2.62 (m, 2 H, a-H,), 2.97-3.11 (m, 2 H, y-Ha), 3.22-3.30
(m, 1H, p-H), 3.84 (s, 3 H, OCH3), 3.82-3.95 (m, 2 H, Pmb-CH,), 7.00-7.05 (m, 2 H, 2 X Pmb-
CHar), 7.36-7.40 (m, 2 H, 2 X Pmb-CHa;) ppm.

13C-NMR (125 MHz, D,0, 308 K): & = 41.26 (a-CH,), 44.50 (y-CH,), 51.41 (Pmb-CHz), 55.70 (B-
CH), 57.98 (OCHs), 116.87 (2 X Pmb-CHa:), 132.34, 132.80 (2 X Pmb-CHa, Pmb-Ca,), 161.04
(OCHs-Ph-C), 181.33 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 239.2 [M + H]*, 261.1 [M + Na]*, 237.1 [M - H]-, 475.3 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C12H1sN,Os  berechnet  239.1390 [M + HJ*, 261.1210 [M + Na]*,
237.1245 [M - H],

gefunden 239.1398 [M + H]+, 261.1211 [M + Na]*,
237.1242 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(43) (S)-4-((4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-3-((4-methoxybenzyl)-amino)-
butansiure, Pmb-D-f33-hDap(TAT)-OH

s
T
_NH, _NH
Pmb. -~ COOH Pmb. -~ COOH
H H
42 43
C12H1gN203 [238.29] C15H,1N;05 [347.38]

Variante 1: Pmb-D-B3-hDap-OH (42) (231 mg, 969 umol, 1.00 Aq.), K».CO; (268 mg, 1.94 mmol,
2.00 Aq.) und 6-Chloro-2,4-diamino-1,3,5-triazin (282 mg, 1.94 mmol, 2.00 Aq.) wurden in
DMSO (12 mL) suspendiert und 8 h bei 88 °C geriihrt und iiber Nacht bei 4 °C gelagert. DMSO
wurde unter vermindertem Druck entfernt, H,O (10 mL) zugegeben und mit einer wassrigen,
1M HCI-Losung neutralisiert und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde in MeOH (10 mL)
suspendiert auf Kieselgel aufgezogen und saulenchromatographisch an Kieselgel mit den
Eluenten Aceton/H20 (5:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 43 (241 mg, 694 umol, 72%) wurde in
Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Variante 2: Pmb-p-B3-hDap-OH (42) (50.0mg, 210 umol, 1.00 Aq.) und 2,4-Diamino-6-
chlorotriazin (36.7 mg, 252 umol, 1.20 Aq.) wurde in H,0 (4 mL) suspendiert und eine wissrige,
1M NaOH-Losung (315 pL, 315 umol, 1.50 Aq.) zugegeben. Anschlieflend wurde 8 h bei 88 °C
erhitzt. Der Niederschlag, liberschiissiges 6-Chloro-2,4-diamino-1,3,5-triazin, wurde abfiltriert
und mit MeOH gewaschen. Das Filtrat wurde mit Kieselgel versetzt und das Rohprodukt auf
Kieselgel adsorbiert. Anschlief}end erfolgte eine sdulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel mit den Eluenten Aceton/H:0 (5:1, v/v). Die Verbindung 43 (43.0 mg, 124 pmol, 59%)
wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H:0, 5:1, v/v): Rr= 0.19.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § =2.16-2.36 (m, 2 H, a-Hz), 3.09-3.18 (m, 2 H, y-Hz),
3.30-3.38 (m, 1 H, B-H), 3.72 (s, 3 H, OCH3), 3.83-3.96 (m, 2 H, Pmb-CH3), 6.16 (subr, 4 H, 2 X NH>),
6.64 (t, 3]/ =5.6 Hz, 1 H, NH-Pmb), 6.85-6.88 (m, 2 H, 2 X Pmb-CHa), 7.26-7.29 (m, 2 H, 2 X Pmb-
CHar) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): & = 35.76 (a-CH,), 42.05 (y-CHz), 47.97 (Pmb-CH), 54.27
(B-CH), 55.01 (OCHs), 113.72 (2 X Pmb-CHa,), 128.94 (Pmb-Ca,), 129.92 (2 X Pmb-CHa,), 158.64
(OCH3-Ph-C), 166.46, 166.90 (3 X TAT-C), 173.61 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 348.2 [M + H]*, 370.2 [M + Na]*, 346.2 [M - H], 693.2 [2M - H]-

HR-MS (ESI): C1sH21N;05  berechnet  348.1779 [M + H]+, 370.1598 [M + Na]*,
346.1633 [M - HJ,

gefunden 348.1791 [M + H]*, 370.1604 [M + Na]*,
346.1627 [M - H-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(44) (S)-3-Amino-4-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)-aminobutansiure,
H-p-B3-hDap(TAT)-OH

HoN__N__NH, HoN__N__NH,
o o
e e
_NH _NH
Pmb., -~ COOH HZN/'\/COOH
H
43 44
C15H21N703 [347.38] C,H43N;0, [227.23]

Pmb-D-B3-hDap(TAT)-OH (43) (240 mg, 691 umol, 1.00 Aq.) wurde in Acetonitril/H20 (5:1,
15 mL, v/v) suspendiert, Cer(IV)ammoniumnitrat (1.89 g, 3.45 mmol, 5.00 Aq.) zugegeben und
1d bei RT geriihrt. Nach Extrahieren mit DCM (5 X 50 mL) wurde geséattigte NaHCO3-Losung
zugegeben und der entstandene Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wurde mit einer wassrigen,
1 M HCI-Losung neutralisiert und lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
an RP-Gel mit den Eluenten H,0 — H,0/MeOH (5:95, v/v) gereinigt. Die Verbindung 44 (146 mg,
643 pmol, 93%) wurde in Form eines hellgelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H,0/AcOH, 6:2:2:1, v/v/v/v): Rr= 0.09.

1H-NMR (300 MHz, D;0, 308 K): 6 = 2.41-2.60 (m, 2 H, a-H;), 3.46-3.55 (m, 2 H, y-Hz), 3.57-3.67
(m, 1 H, B-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, D;0, 308 K): & = 40.89 (a-CHy), 45.65 (y-CHz), 52.07 (B-CH), 168.90, 169.25
(3 x TAT-C), 180.89 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 228.1 [M + H]*, 250.1 [M + Na]*, 226.1 [M - H]-, 453.2 [2M - H]-

HR-MS (ESI): C;H13N702 berechnet 228.1203 [M + H]*, 250.1023 [M + Na]*,
226.1058 [M - H],

gefunden 228.1204 [M + H]*, 250.1024 [M + Na]*,
226.1051 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(24) (S)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-4-((4,6-diamino-1,3,5-
triazin-2-yl)-amino)-butansiaure, Fmoc-D-B3-hDap(TAT)-OH

HoN__N_NH, HoN._N_NH,
N i
i
_NH _NH
HN~ - COOH Fmoc.~._COOH
H
44 24
C,H13N70, [227.23] CyoH23N;0, [449.47]

H-D-B3-hDap(TAT)-OH (44) (141 mg, 616 pmol, 1.00 Aq.) in einer wéssrigen 10%igen NaHCOs-
Losung (1.61 mL) geldst und bei 0 °C Fmoc-Cl (193 mg, 746 umol, 1.21 Aq.) in Dioxan (6 mL)
zugetropft. Nach 1h Riithren bei 0°C wurde 2h bei RT geriihrt. Anschlief}end wurde H.0
(100 mL) und Et;0 (80 mL) zugegeben und nach Trennen der Phasen die wassrige Phase mit
Et;0 (3 X 80 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen, die wassrige Phase mit
einer wassrigen, 1 M HCl-Losung auf pH 1 gebracht und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die
wassrige Phase wurde mit NaHCO3-Losung bei 0 °C neutralisiert, lyophilisiert und auf Kieselgel
aufgezogen. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSOs getrocknet und auf
Kieselgel gezogen. Nach separater sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit den
Eluenten Aceton/H;0 (10:1, v/v) konnte jeweils das Produkt 24 isoliert werden. Nach
Vereinigung wurde Verbindung 24 (277 mg, 616 umol, quant.) in Form eines farblosen
Feststoffes isoliert werden.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H,0/AcOH, 10:1:1:0.1, v/v/v/Vv): R¢ = 0.34.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 2.26-2.45 (m, 2 H, a-Hz), 3.12-3.37 (m, 2 H, y-Hz),
3.85-4.06 (m, 1 H, B-H), 4.07-4.39 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH), 6.11 (su, 4 H, 2 X NH2), 6.45
(sbr, 1 H, NH-Fmoc), 7.22-7.47 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.60-7.68 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.85-
7.93 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHar) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § = 37.16 (a-CHz), 43.24 (y-CH:), 46.58 (Fmoc-CH), 48.53
(B-CH), 65.39 (Fmoc-CHz), 119.84, 125.05, 125.10, 126.93, 127.40 (8 X Fmoc-CHa,), 140.51
(2 x Fmoc-Car), 143.66, 143.74 (2 x Fmoc-Car), 155.42 (Fmoc-CO), 166.39, 166.70 (3 x TAT-C),
172.55 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 450.2 [M + H]*, 472.2 [M + Na]*, 448.2 [M - H]-
HR-MS (ESI): C22H23N704  berechnet  450.1884 [M + H]*, 448.1739 [M - H,

gefunden 450.1884 [M + H]*, 448.1729 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(46) (R)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-aminopropansiure,
Fmoc-D-Dap-OHI[253]

Oy NH; _NH;
Fmoc.\“~cooH Fmoc.\“~cooH
N H
45 46
C1sH16N,05 [340.33] C1sH15N,0; [326.35]

Zu einer Suspension aus Fmoc-D-Asn-OH (45) (7.00 g, 19.8 mmol, 1.00 Aq.) in einem Gemisch
aus CH3CN/EtOAc/H,0 (2:2:1, 105 mL, v/v/v) wurde bei 0 °C PIDA (7.67 g, 23.8 mmol, 1.20 Aq.)
zugegeben und 5 min bei 16 °C geriihrt. Nach 4 h Rihren bei RT wurde die Reaktionsmischung
auf 0 °C gekiihlt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit EtOAc (15 mL) gewaschen. Das
Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt, der Ruckstand in EtOAc (100 mL)
suspendiert und 0.5 h bei 60 °C geriihrt. Der verbliebene Niederschlag wurde abfiltriert und mit
EtOAc (10 mL) sowie Et;0 (10 mL) gewaschen. Das Filtrat wurde erneut unter vermidenrtem
Druck eingeengt und der Vorgang wiederholt. Die vereinigten Feststoffe wurden im Vakuum
getrocknet und lyophilisiert. Die Verbindung 46 (4.25 g, 13.0 mmol, 66%) wurde in Form eines
farblosen Feststofffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH/H,0/AcOH, 6:2:2:1, v/v/v/v): Rr= 0.55.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 =2.85-2.99 (m, 1H, -H), 3.00-3.13 (m, 1 H, B-H),
3.81-3.87 (m, 1 H, a-H), 4.20-4.29 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CHz), 6.92 (sp, 1 H, NH-Fmoc), 7.29-
7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa), 7.70 (d, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa), 7.87 (d, 3/= 7.4 Hz, 2 H,
2 X Fmoc-CHar) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): & = 40.65 (a-CH), 41.46 (B-CHz), 46.56 (Fmoc-CH), 65.56
(Fmoc-CHy), 119.98, 124.99, 126.87, 127.69 (8 x Fmoc-CHa), 139.26, 140.52, 142.45, 143.69
(4 x Fmoc-Car), 155.47 (Fmoc-C0), 171.69 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 327.1 [M + H]*, 349.1 [M + Na]*, 325.1 [M - H]-

HR-MS (ESI): C1sH1sN20s  berechnet  327.1339 [M + H]+, 349.1159 [M + Na]*,
325.1194 [M - HJ,

gefunden 327.1340 [M + H]*, 349.1154 [M + Na]*,
325.1182 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(47) (R)-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-(((allyloxy)-carbonyl)-
amino)-propansaure, Fmoc-D-Dap(Alloc)-OH

Alloc
~NH; _NH
Fmoc-\“~cooH Fmoc-\“>cooH
H N
46 47
C1gH18N204 [326.35] CooHooN,Og [410.43]

Zu einer Suspension von Fmoc-D-Dap-OH (46) (4.05 g, 12.5 mmol, 1.00 Aq.) und NaHCOs (1.58 g,
18.8mmol, 1.50Aq) in Dioxan/H.0 (1:1, 50mL, v/v) wurde bei 0°C
Chlorameisensiureallylester (1.99 g, 2.26 g, 18.8 mmol, 1.50 Aq.) zugetropft und 40 min bei
dieser Tepmperatur gerithrt. Dioxan wurde unter vermindertem Druck entfernt, die
Reaktionsmischung mit einer wassrigen, 10%igen HCl-Losung auf pH 1 gebracht und mit DCM
(3 X 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet und
das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM — DCM/MeOH
(9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Die Verbindung 47 (3.12 g, 7.60 mmol, 61%) konnte in Form
eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 0.5% AcOH, v/v/v): R¢ = 0.54.

1H-NMR (300 MHz, CDs0D, 308 K): 6 = 3.37-3.65 (m, 2 H, B-Hz), 4.12-4.35 (m, 4 H, a-H, Fmoc-
CH, Fmoc-CHz>), 4.45 (d, 3/ = 5.3 Hz, 2 H, Alloc-CHz,sp3), 5.07-5.26 (m, 2 H, Alloc-CHzp2), 5.79-5.92
(m, 1 H, Alloc-CH), 7.22-7.36 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa:), 7.61 (d, 3/ = 7.5 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa.),
7.74 (d, 3/ =7.1Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CD30D, 308 K): 6 =43.89 (3-CHz), 48.33 (Fmoc-CH), 57.39 (a-CH), 66.66
(Alloc-CHz,sp3), 68.12 (Fmoc-CHz), 117.65 (Alloc-CHzsp2), 120.88, 126.24, 128.14, 128.73, 129.20,
129.90 (8 x Fmoc-CHar), 134.30 (Alloc-CH), 142.52, 145.28 (4 X Fmoc-Car), 158.45, 159.05
(Fmoc-CO, Alloc-CO) ppm.

MS (ESI): m/z = 411.2 [M + H]*, 433.2 [M + Na]*, 409.1 [M - H]-, 819.3 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C22H2:N20s  berechnet — 411.1551 [M + H]*, 433.1370 [M + Nal*,
409.1405 [M - HI,

gefunden 411.1543 [M + H]*, 433.1360 [M + Na]+,
409.1398 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(48) (R)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-4-(((allyloxy)-carbonyl)-
amino)-1-diazo-butan-2-on, Fmoc-p-Dap(Alloc)-CHN;

Alloc Alloc
P NH P NH
FmOC‘N/\COOH Fmoc\N/'\n/§N2
H H o
47 48
CooHyoN,Og [410.43] Co3HyoN4O5 [434.45]

Ausgehend von Fmoc-D-Dap(Alloc)-OH 47 (3.05 g, 7.43 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 48 nach AAV 1 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2) gereinigt. Die Verbindung 48 (1.64 g, 3.78 mmol,
51%) wurde in Form eines gelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.20.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6§ =3.16-3.42 (m, 2 H, B-Hz), 4.07-4.52 (m, 6 H, a-H,
Fmoc-CH, Fmoc-CH;, Alloc-CH2sp3), 5.14-5.29 (m, 2 H, Alloc-CHzp2), 5.81-5.95 (m, 1 H, Alloc-
CH), 5.98 (s, 1 H, CHN2), 7.22 (sbr, 1 H, NH-Alloc), 7.31-7.44 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa:), 7.62 (d,
3] =7.7 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.72 (d, 3/= 6.9 Hz, 2H, 2 X Fmoc-CHa), 7.89 (d, 3= 7.4 Hz, 2 H,
2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 41.32 (3-CHz), 46.67 (Fmoc-CH), 53.46 (CHN3), 58.23
(ax-CH), 64.38 (Alloc-CHz,sp3), 65.65 (Fmoc-CHz), 116.83 (Alloc-CHzsp2), 120.01, 125.09, 125.13,
126.96, 127.55 (8 X Fmoc-CHar), 133.47 (Alloc-CH), 140.69, 143.71 (4 X Fmoc-Ca:), 155.79,
155.99 (Fmoc-CO, Alloc-C0), 193.05 (COCHN3) ppm.

MS (ESI): m/z = 435.2 [M + H]+, 457.2 [M + Na]+, 891.3 [2M + Na]*.
HR-MS (ESI): C23H22N405 berechnet 435.1663 [M + H]+, 457.1482 [M + Na]+,

gefunden 435.1666 [M + H]+, 457.1480 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(49) (S)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-4-(((allyloxy)-carbonyl)-
amino)-butansdure, Fmoc-p-33-hDap(Alloc)-OH

Alloc Alloc
_NH _NH
FmOC\N/\[]/§N2 FmOC\N/\/COOH
H o H
48 49
Co3HoN,4O5 [434.45] Co3Ho4N,Og [424.45]

Ausgehend von Fmoc-D-Dap(Alloc)-CHN; (48) (1.57 g, 3.61 mmol, 1.00 Ag.) wurde die Synthese
der Verbindung 49 nach AAV 2 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit den Eluenten EtOAc — EtOAc/MeOH (4:1 + 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Die
Verbindung 49 (1.36 g, 3.19 mmol, 89%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (EtOAc/MeOH, 4:1 + 0.5% AcOH, v/v/v): Rr= 0.75.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § =2.29-2.45 (m, 2 H, a-Hz), 3.10-3.14 (m, 2 H, y-Hz),
3.84-3.97 (m, 1 H, B-H), 4.22-4.27 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH3), 4.45 (d, 3/ = 5.2 Hz, 2 H, Alloc-
CH2sp3), 5.11-5.28 (m, 2 H, Alloc-CHzp2), 5.82-5.95 (m, 1 H, Alloc-CH), 7.16-7.21 (m, 2 H, NH-
Fmoc, NH-Alloc), 7.23-7.45 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.69 (d, 3/ =7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,),
7.87 (d,3/=7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): & = 37.06 (a-CH,), 43.79 (y-CHz), 46.67 (Fmoc-CH), 48.29
(B-CH), 64.25 (Alloc-CHz,sp3), 65.93 (Fmoc-CHz), 116.78 (Alloc-CHz,p2), 119.98, 125.17, 126.98,
127.51, 127.97, 128.83 (8 x Fmoc-CHa:), 133.64 (Alloc-CH), 140.62, 143.82 (4 X Fmoc-Cay),
155.43, 156.14 (Fmoc-CO, Alloc-C0), 172.82 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 425.2 [M + H]+, 447.2 [M + Na]*, 871.3 [2M + Nal+, 423.1 [M - H], 847.3 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C2sH24N20s  berechnet — 425.1707 [M + H]*, 447.1527 [M + Na]",
423.1562 [M - H,

gefunden 425.1700 [M + H]*, 447.1528 [M + Na]+,
423.1552 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(51) (R)-3-((tert-Butoxycarbonyl)-amino)-7-((((2-chlorobenzyl)-oxy)-carbonyl)-
amino)-1-diazoheptan-2-on, Boc-D-Lys(2-Cl-Cbz)-CHN;

o) Cl 0 Cl
HNJ\O&© HNJ\O/\©

BOC‘N/\COOH BOC‘N/I\”/&NZ
H H o)
50 51
C19H27CIN,Og [414.88] CooH27CIN,O5 [438.91]

Ausgehend von Boc-D-Lys(2-Cl-Cbz)-OH (50) (5.00 g, 12.1 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese
der Verbindung 51 nach AAV 1 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 51 (5.14 g, 11.7 mmol, 97%) konnte in Form eines gelben Ols isoliert werden.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.25.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.39 (s, 9 H, C(CHs)s), 1.22-1.68 (m, 6 H, B-Hz, y-Hz, §-
H,), 2.96-3.02 (m, 2 H, &-H,), 3.80-3.92 (m, 1 H, a-H), 5.09 (s, 2 H, CH2Ph), 6.00 (s, 1 H, CHN>),
7.13 (d, 3/ = 7.7 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.28 (t, 3/ = 5.5 Hz, 1 H, NH-Cbz), 7.34-7.49 (m, 4 H, 4 x Ph-H)
ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 28.09 (C(CHs)3), 22.66, 28.90, 30.29 (B-CHa, y-CHo, §-
CHz, 38.50-39.99 (e-CH: im Signalbereich von [Ds]DMSO), 52.34 (CHNz), 58.18 (a-CH), 62.45
(CH,Ph), 77.17 (C(CHs)s), 127.15, 129.14, 129.57 (5 X Ph-CH), 134.54 (Ph-C), 155.35, 155.70
(Boc-CO, Cbz-C0), 195.63 (COCHNz) ppm.

MS (ESI): m/z = 461.2 [M + Na]*, 899.3 [2M + Na]*, 437.2 [M - H]-.

HR-MS (ESI): C20H27CIN4Os  berechnet 439.1743 [M + H]+, 461.1562 [M + Na]+,
437.1597 [M - HJ,

gefunden 439.1731 [M + H]*, 461.1553 [M + Na]*,
437.1587 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(52) (R)-3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-7-((((2-chlorobenzyl)-oxy)-carbonyl)-amino)-
heptansiure, Boc-D-f33-hLys(2-Cl-Cbz)-OH

0 Cl o) Cl
HNkoﬁ HNJ\O/\©
3, Y )

Boc\N/'\H/&NZ Boc. -~ COOH
51 52
Cy0Hp7CIN,O5 [438.91] CaoHagCIN,Og [428.91]

Ausgehend von Boc-D-Lys(2-Cl-Cbz)-CHN, (51) (5.11g, 11.7 mmol, 1.00 Aq.) wurde die
Synthese der Verbindung 52 nach AAV 2 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (9:1 = 9:1 + 0.5% AcOH,
v/v/v) gereinigt. Um tberschiissiges AcOH zu entfernen, wurde mit Toluol (3 x20 mL)
coevaporiert. Die Verbindung 52 (4.26 g, 9.94 mmol, 85%) wurde in Form eines zahen,
hellgelben Ols isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1, v/v): Ry = 0.45.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): § = 1.37 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.14-1.46 (m, 6 H, y-Ha, 8-Ha, &
H,), 2.21-2.37 (m, 2 H, a-Hy), 2.94-3.02 (m, 2 H, -H,), 3.63-3.75 (m, 1 H, p-H), 5.08 (s, 2 H,
CH,Ph), 6.60 (d, 3/ = 8.8 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.24-7.27 (m, 1 H, NH-Cbz), 7.38-7.49 (m, 4 H, 4 X Ph-
H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): & = 28.17 (C(CH3)s), 22.69, 29.09, 33.90 (y-CHz, 86-CHa, &-
CH3), 38.50-39.99 (a-CH, ¢-CH; im Signalbereich von [Ds]DMS0), 47.28 (B-CH), 62.42 (CH2Ph),

77.31 (C(CHs)s), 127.17, 129.14, 129.50, 129.55 (4 x Ph-CH), 132.17, 134.57 (Ph-C), 154.97,
155.68 (Boc-CO, Cbz-C0), 172.71 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 451.2 [M + Na]*, 879.3 [2M + Na]+, 427.2 [M - H]-, 855.3 [M - H]-

HR-MS (ESI): C20H20CIN20s  berechnet ~ 429.1787 [M + H]*, 451.1606 [M + Na]*,
4271641 [M - H],

gefunden 429.1778 [M + H]+, 451.1610 [M + Na]*,
427.1640 [M - H].

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(53) (R)-3-((tert-Butoxycarbonyl)-amino)-7-((4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-
heptansaure, Boc-D-33-hLys(TAT)-OH

e
M
rxgz HN> SN”ONH,
Boc\N/?\/COOH Boc\N/?\/COOH
H H
20 53
C1oH24N,0, [260.33] C15Hp7N,0, [369.43]

Boc-D-B3-hLys-OH (20) (3.00 g, 11.5 mmol, 1.00 Aq.), KCO3 (3.18 g, 23.0 mmol, 2.00 Aq.) und
2,4-Diamino-6-chlorotriazin (3.35 g, 23.0 mmol, 2.00 Aq.) wurden in DMSO (55 mL) suspendiert
und bei 91°C 18.5h erhitzt. DMSO wurde unter vermindertem Druck entfernt und MeOH
(50 mL) zugegeben. Der farblose Niederschlag, tberschiissiges 6-Chloro-2,4-diamino-1,3,5-
triazin, wurde abfiltriert und mit MeOH (3 X 10 mL) gewaschen. Die fliichtigen Bestandteile des
Filtrats wurden unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand lyophilisiert. Das
Rohprodukt wurde erneut in MeOH (50 mL) suspendiert, auf Kieselgel adsorbiert und
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Aceton/H,O (20:1 - 10:1, v/v)
gereinigt. Die Verbindung 53 (2.99g, 8.09 mmol, 70%) wurde in Form eines farblosen
Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H-0, 10:1, v/v): Rr= 0.39.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.36 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.15-1.46 (m, 6 H, y-Hz, 8-H, &-
H,), 1.99-2.14 (m, 2 H, a-Hy), 3.10-3.17 (m, 2 H, {-H,), 3.50-3.63 (m, 1 H, B-H), 6.05 (sor, 4 H,
2 x NH), 6.43 (t,3] = 5.6 Hz, 1 H, TAT-NH), 6.93 (d, 3/ = 8.7 Hz, 1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): 6 = 28.29 (C(CHs)s), 23.38, 29.34, 34.24 (y-CH,, 5-CHa, &-
CH.), 38.50-39.99 (a-CH; im Signalbereich von [Ds]DMS0), 42.17 ({-CHy), 48.02 (B-CH), 76.94
(C(CHs)s), 154.70 (Boc-C0), 166.06, 166.85 (3 x TAT-C), 175.67 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 370.2 [M + H]*, 392.2 [M + Na]*, 368.2 [M - H-.
HR-MS (ESI): C15H27N704 berechnet  370.2197 [M + H]*, 368.2052 [M - H,

gefunden 370.2195 [M + H]*, 368.2052 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(54) (R)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-7-((4,6-diamino-1,3,5-
triazin-2-yl)-amino)-heptansiure, Fmoc-D-f33-hLys(TAT)-OH

g e
HN>\N NH, HN>\N NH,
Boc N/\/COOH Fmoc\N/\/COOH
H H
53 54
C15H27N704 [369.43] Cy5Ho9N,0, [491.55]

Boc-D-B3-hLys(TAT)-OH (53) (1.01 g, 2.73 mmol, 1.00 Aq.) wurde bei 0°C in TFA/H,0 (95:5,
10 mL, v/v) gelost, 1h bei 0°C und 1h bei RT geriihrt. Anschlieflend wurde TFA im N»-
Gegenstrom entfernt und der Riickstand mit Toluol (3 X 15mL) und Et;0 (2 X 15mL)
coevaporiert und nach Trocknen im Vakuum lyophilisiert. AnschlieRend wurde das D-f33-
hLys(TAT)-OH-TFA in H,O (10mL) gelost und mit einer gesattigten NaHCOs-Losung
neutralisiert. Danach wurde NaHCO; (344 mg, 4.01 mmol, 1.50 Aq.) zugegeben und auf 0 °C
gekiihlt. Zu der Loésung wurde Fmoc-OSu (1.38 g, 4.01 mmol, 1.50 Aq.) in Dioxan (10 mL)
zugetropft, 1 h bei 0 °C und liber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,0 (10 mL) wurde mit
Et;0 (3 X 10 mL) extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wassrige Phase wurde mit
einer wassrigen 1 M HCl-Losung auf einen pH-Wert von 1 gebracht, der ausfallende Niederschlag
abfiltriert und mit H,O/MeOH (3 X 15mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die
Verbindung 54 (861 mg, 1.75 mmol, 64%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.11-1.54 (m, 6 H, y-H;, 6-Hz, €-Hz), 2.16-2.43 (m, 2 H,
a-Hz), 3.04-3.24 (m, 2 H, {-Hz), 3.71-3.85 (m, 1 H, 3-H), 4.21-4.30 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH3),
5.99 (spr, 4 H, 2 X NH3), 6.39 (sor, 1 H, TAT-NH), 7.17 (d, 9J = 8.1 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.32-7.43 (m,
4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.67-7.69 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.86-7.88 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 =22.68, 25.16, 29.15, 33.90 (y-CHz, 8-CH, &-CHz),
38.50-39.99 (a-CHz, ¢-CH im Signalbereich von [Ds]DMSO0), 46.76 (Fmoc-CH), 47.94 (B-CH),
65.08 (Fmoc-CHz), 119.98, 125.08, 126.95, 127.51 (8 X Fmoc-CHa;), 140.65, 143.77, 143.89
(4 X Fmoc-Car), 155.47 (Fmoc-CO), 166.21, 166.69 (3 x TAT-C), 172.62 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 492.2 [M + H]*, 490.2 [M - H]-
HR-MS (ESI): C25H2oN704 berechnet  492.2354 [M + H]*, 490.2208 [M - H],

gefunden  492.2354 [M + H]*, 490.2209 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(55) (R)-Benzyl-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino-7-((4,6-diamino-1,3,5- triazin-2-yl)-
amino)-heptanoat, Boc-D-f33-hLys(TAT)-OBn

L By
XN XN
HN" N”  NH, HN™ N”  NH,

Boc\N/:\/COOH Boc.~~_-COOBn
H H
53 55
C15Ha7N;0, [369.43] CaoH3a3N,0, [459.55]

Unter Schutzgasatmosphire wurde zu einer Losung von Boc-D-33-hLys(TAT)-OH (53) (450 mg,
1.22 mmol, 1.00 Ag.) und NaHCO3 (107 mg, 1.27 mmol, 1.04 Aq.) in DMF (15 mL) bei 0 °C BnBr
(176 pL, 253 mg, 1.48 mmol, 1.21 Aq.) zugetropft und iiber Nacht bei RT geriihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und mit H,O (50 mL) sowie DCM
(50 mL) versetzt. Nach Trennen der Phasen wurde die wassrige Phase mit DCM (2 X 50 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Aceton/H,0 (10:0.25, v/v) gereinigt. Die Verbindung 55 (115 mg,
250 pmol, 21%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H:0, 10:0.25, v/v): Ry = 0.47.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.36 (s, 9 H, C(CHz3)3), 1.15-1.46 (m, 6 H, y-Hz, 6-Ha, &-
H:), 2.43-2.46 (d,3/ = 6.9 Hz, 2 H, a-Hz), 3.10-3.18 (m, 2 H, (-H2), 3.70-3.82 (m, 1 H, 3-H), 5.08 (s,
2 H, CHzPh), 5.94 (sur, 4 H, 2 X NH), 6.33 (t, 3/ = 5.7 Hz, 1 H, TAT-NH), 6.68 (d, 3/ = 8.7 Hz, 1 H,
NH-Boc), 7.28-7.37 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 28.16 (C(CHa)3), 22.87, 29.13, 33.96 (y-CHz, §-CHg, -
CHz), 38.50-39.99 (a-CH>, ¢-CH: im Signalbereich von [Dg]DMSO), 47.55 (8-CH), 65.37 (CH:Ph),
77.46 (C(CH3)3), 127.78, 127.84, 128.28 (5 x Ph-CH), 136.09 (Ph-C), 155.00 (Boc-CO), 166.32,
167.05 (3 x TAT-C), 170.77 (COOBn) ppm.

MS (ESI): m/z = 460.3 [M + H]*, 482.3 [M + Na]".
HR-MS (ESI): C22H33N;0, berechnet  460.2667 [M + H]*, 482.2483 [M + Nal*,

gefunden 460.2668 [M + H]+, 482.2486 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

8.2.2 Vorschriften zur Synthese der 33-Peptide

(56) H-D-B3-hLys-D-B3-hDap(CYA)-R,R-ACHC-R,R-ACHC-D-3-hDap(CYA)-R,R-ACHC-R,R-
ACHC-D-f33-hDap(CYA)-D-f33-hLys-3-Ala-NH!17]

0 o) o)
NH NH
52 HN NH HN NH NN L
: OO%:N)(;O 0 OO{:N 0% o OO%;N/C%O - 0 0
H2N/\)J\N/\)J\N; I ‘N; 2 ‘N/\)J\N; I ‘N; I ‘N/\)LN/\)J\N/\)LNHZ
H H H H H H H H H
56

Ce6H104N22019 [1509.69]

Das Peptid 56 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(20.0 pmol) an einem mit zuvor Fmoc-B-Ala vorbelegtem Sieber-Amid-Harz (0.74 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-D-f33-hDap(CYA)-OH (15), Fmoc-R,R-
ACHC-OH (9) und Fmoc-D-B3-hLys(Boc)-OH (8). Anschliefend wurde das Peptid 56
(~ 10.0 pmol) nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM vom Tragermaterial abgespalten
(Kapitel 8.1.3). Die Verbindung 56 konnte nach Reinigung mittels HPLC (semipraparativ,
Gradient: 25 = 45% B in 30 min) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 25 = 45% B in 30 min): tg = 17.65 min.
MS (ESI): m/z=503.9 [M + 3H]3+, 755.4 [M + 2H]?+, 1509.8 [M + H]*.

HR-MS (ESI): Ce6H104N22019 berechnet 503.9355 [M + 3H]3+, 755.3997 [M + 2H]?",
1509.7921 [M + HJ",

gefunden 503.9371 [M+3H]3+, 755.3993 [M + 2H]z?,
1509.7924 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(57) H-D-B3-hLys-D-B3-hLys(CYA)-R,R-ACHC-R,R-ACHC-D-B3-hLys(CYA)-R,R-ACHC-R,R-
ACHC-D-B3-hLys(CYA)-D-B3-hLys-B-Ala-NH,

o) 0 0
HN N HNJ\NH HNJ\NH
NHzo)\N’J*o O)\N/&O O)\NAO NH,

-~ o0 o0 0 o o0 0 o) o 7o o)
N Ay AR A IS A A~
H H H H H H H H H
57

C75H122N22019 [1635.94]

Das Peptid 57 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(15.0 umol) an einem mit zuvor Fmoc-3-Ala vorbelegtem Sieber-Amid-Harz (0.74 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-D-f3-hLys(CYA)-OH (16), Fmoc-R,R-
ACHC-OH (9) und Fmoc-D-33-hLys(Boc)-OH (8). Anschlief3end wurde das Peptid 57 (7.50 pumol)
nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3).
Die Verbindung 57 konnte nach HPLC-Reinigung (semiprdparativ, Gradient: 25 - 45% B in
30 min) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 25 = 45% B in 30 min): tg = 21.40 min.

MS (ESI): m/z = 546.0 [M + 3H]?*, 818.5 [M + 2H]?*, 1636.0 [M + H]".
HR-MS (ESI): C75H122N22019 berechnet 818.4701 [M + 2H]2+, 1635.9329 [M + H]*,

gefunden  818.4706 [M + 2H]?*, 1635.9327 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(58) H-D-B3-hLys-D-B3-hLys(TAT)-R,R-ACHC-R,R-ACHC-D-B3-hLys(TAT)-R,R-ACHC-R,R-
ACHC-D-B3-hLys(TAT)-D-B3-hLys-B-Ala-NH;

HoN._N_NH H,N._N_NH HoN._N_NH,
i S O S 1
e e T
NH, HN NH NH NH,

Cr75H131N31040 [1627.08]

Das Peptid 58 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(20.0 ymol) an einem mit zuvor Fmoc-B-Ala vorbelegtem Sieber-Amid-Harz (0.74 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-D-3-hLys(TAT)-OH (54), Fmoc-R,R-
ACHC-OH (9) und Fmoc-D-33-hLys(Boc)-OH (8). Anschlief3end wurde das Peptid 58 (10.0 pmol)
nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3).
Die Verbindung 58 konnte nach HPLC-Reinigung (semipraparativ, Gradient: 25 - 40% B in
30 min) in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 25 - 40% B in 30 min): tg = 19.75 min.
MS (ESI): m/z = 407.8 [M + 4H]**, 543.0 [M + 3H]3+, 814.1 [M + 2H]?*,1627.1 [M + H]~.

HR-MS (ESI): C7sHi31N31010 berechnet  543.0304 [M + 3H]3*, 814.0420 [M + 2H]?,
1627.0768 [M + H]*,

gefunden  543.0299 [M + 3H]*, 814.0419 [M + 2H]?*,
1627.0781 [M + H] .

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(61) Ac-R,R-ACHC-D-3-hDap(Alloc)-D-B3-hLys--Ala-NH;

HN-BO° NH,

AIIoc > AIIoc
(e}

)L%L/\)L/\)L/\)LO T )L%L/\)L/\)L/\)LNHZ

61 61.1
Cy7H47N;07 [581.71]

Das Peptid 61 (50.0 umol) wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-
Peptidsynthese an einem mit zuvor Fmoc-3-Ala vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.74 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-D-f33-hLys(Boc)-OH (8), Fmoc-R,R-
ACHC-OH (9) und Fmoc-D-f33-hDap(Alloc)-OH (49). Anschliefiend erfolgte eine Testabspaltung
des Peptids 61 nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM vom Tragermaterial (Kapitel
8.1.3). Das Peptid 61.1 wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten. Die harzgebundene
Version 61 konnte im nachsten Schritt weiter umgesetzt werden.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 0 = 40% B in 30 min): tr = 24.62 min.
MS (ESI): m/z =582.4 [M + H]*, 604.4 [M + Na]+, 580.3 [M - H].

HR-MS (ESI): C;7HsN;0;  berechnet 5823610  [M+H]-,  604.3429  [M+Nal*,
580.3464 [M - HJ,

gefunden 582.3608 [M + H]*, 604.3426 [M + Na]*, 580.3451
[M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(62) Ac-R,R-ACHC-D-B3-hDap-D-f33-hLys-3-Ala-NH;

HN-BOC NH,

/Iklloc
NH
/ 0 e) O

)OLH%IOLH/\)OLH/\)LH/\)LHD T A%‘L /\)L A /\)LNH2

62 62.1

Co3H43N705
[497.64]

Das harzgebundene Peptid 62 (49.0 umol, 1.00 Aq.) wurde unter Schutzgasatmosphire mit
trockenem DMF (2 mL) gefolgt von Dimethylaminoboran (120 mg, 2.00 mmol, 40 Aq.) und
Pd(PPhs)s+ (5.78 mg, 5.00 umol, 0.10 Aq.) versetzt. AnschlieRend wurde 3 h bei RT Schutzgas
durch die Losung geleitet und dadurch ein mechanisches Rithren vermieden. Danach wurde das
Harz in eine BD-Spritze tiberfiihrt und mit DCM, MeOH, DCM (je 7 x 2 mL) gewaschen gefolgt von
einer Testabspaltung des Peptids 62.1 nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM (Kapitel
8.1.3). Das Peptid 62.1 wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten. Das harzgebundene
Peptid 62 konnte im nachsten Schritt weiter umgesetzt werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 0 = 40% B in 30 min): tg = 15.30 min.
MS (ESI): m/z = 249.7 [M + 2H]?*, 498.4 [M + H]*, 520.3 [M + Na]*.
HR-MS (ESI): C23H43N705 berechnet 498.3398 [M + H]*, 520.3218 [M + Na]*,

gefunden 498.3398 [M + H]*, 520.3209 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(63) Ac-R,R-ACHC-D-f33-hDap(TAT)-D-33-hLys-f3-Ala-NH;

HN’BOC ?\ll//\N( NH,
) )
NH, /
o / O o) 0 0 - o £ 0 0 0
)J\N%”\N/:\)LN/\)J\N/\)J\N/O )J\N N/\)LN/\)LN/\)LNHZ
H H H H H H H H H

CasHagN 1205 [606.73]

Das harzgebundene Peptid 62 (~22.0 mg, 11.0 umol, 1.00 Aq.) wurde in eine BD-Spritze
tiberfithrt und mit 2-Chlor-4,6-diamino-1,3,5-triazin (4.80 mg, 33.0 umol, 3.00 Aq.), K2CO3
(4.56 mg, 33.0 umol, 3.00Aq.) und DMSO (1mlL) versetzt. Die Reaktion wurde unter
Mikrowellen-Aktivierung (3 h, 50 W, 80 °C) durchgefiihrt und anschliefdend eine Testabspaltung
des Peptids 63 nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 1 in DCM vollzogen (Kapitel 8.1.3). Die
Verbindung 63 konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 0 = 40% B in 30 min): tr = 18.41 min.
MS (ESI): m/z = 304.2 [M + 2H]?+, 607.4 [M + H]*, 629.4 [M + Na]*.
HR-MS (ESI): C26H46N1205 berechnet 607.3787 [M + H]*, 629.3606 [M + Na]*,

gefunden 607.3785 [M + H]*, 629.3598 [M + Na]-*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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8.3 Synthese von trifunktionalen Cyclo-33-Peptiden

8.3.1 Vorschriften zur Synthese der f3-Aminosduren

(71) (S)-3-((tert-Butoxy-carbonyl)-amino-7-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-
amino)-7-amino)-1-diazoheptan-2-on, Boc-L-Lys(Fmoc)-CHN>19]

HN’FmOC HN’FmOC
Boc-\“~cooH BocN NS,
H H o
70 71
Co6H3oN,04 [468.55] Cy7H3oN,05 [492.58]

Ausgehend von Boc-L-Lys(Fmoc)-OH (70) (5.00 g, 10.7 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 71 nach AAV 1 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2, v/v) gereinigt. Die Verbindung 71 (4.87 g,
9.88 mmol, 93%) wurde in Form eines gelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.25.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): 6 =1.41 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.20-1.84 (m, 6 H, B-Hy, y-H;, 6-H2),
3.07-3.22 (m, 2 H, e-H3), 4.07-4.22 (m, 2 H, a-H, Fmoc-CH), 4.30-4.47 (m, 2 H, Fmoc-CH), 4.80-
4.88 (m, 1 H, NH-Fmoc), 5.13-5.21 (m, 1 H, NH-Boc), 5.42 (su, 1 H, CHNy), 7.22-7.40 (m, 4 H,
4 X Fmoc-CHa), 7.52-7.58 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.69-7.75 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls, RT): & =28.30 (C(CHz)3), 22.34, 29.53, 32.02 (f-CH2, y-CHz, 6-CHy),
40.44 (e-CHy), 47.28 (Fmoc-CH), 53.90 (CHN3), 57.08 (a-CH), 66.57 (Fmoc-CH>), 80.04 (C(CHs)3),
119.93, 124.98, 127.01, 127.64 (8 X Fmoc-CHa), 141.30, 143.94 (4 X Fmoc-Car), 155.50, 156.56
(Boc-CO, Fmoc-C0), 193.94 (COCHN3) ppm.

MS (ESI): m/z=515.2 [M + Na]*, 1007.5 [2M + Na]*.
HR-MS (ESI): C27H32N405 berechnet 515.2265 [M + NaJ+,

gefunden 515.2267 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(72) (S)-7-((((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxy-carbon-yl)-
amino)-heptansaure, Boc-L-f33-hLys(Fmoc)-OH[°!

HNszOC HN/FmOC
Boc-\ sy, Boc., -~ COOH
H o H
71 72
Co7H3oN,O5 [492.58] Co7H34N,04 [482.58]

Ausgehend von Boc-L-Lys(Fmoc)-CHN; (71) (4.84 g, 9.83 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese
der Verbindung 72 nach AAV 2 (Kapitel 8.1.3) durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (12:1, v/v) gereinigt. Die
Verbindung 72 (4.06 g, 8.41 mmol, 86%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1 + 3% AcOH, v/v/v): Re= 0.52.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6§ = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.10-1.58 (m, 6 H, y-Hz, 6-Ho, €-
Hz), 2.20-2.40 (m, 2 H, a-Hz), 2.95-3.03 (m, 2 H, {-H;), 3.68-3.80 (m, 1 H, B-H), 4.18-4.23 (m,
1 H, Fmoc-CH), 4.29-4.37 (m, 2 H, Fmoc-CHz), 6.60 (d, 3/ =8.6 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.19-7.22 (m,
1 H, NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.68 (d, 3/ = 7.3 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.87
(d,3/=7.4Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 11.99 (sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § = 28.18 (C(CHs)3), 22.73, 29.14, 33.95 (y-CHz, §-CHy, &-
CHz), 39.89 ((-CH:), 40.16 (a-CHz), 46.77 (Fmoc-CH), 47.31 (B-CH), 65.15 (Fmoc-CHz), 77.36
(C(CHs)3), 119.97, 125.04, 126.94, 127.48 (8 X Fmoc-CHa:), 140.68, 143.89 (4 X Fmoc-Ca,),
155.50, 156.00 (Boc-CO, Fmoc-C0), 172.55 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 505.3 [M + Na]*, 987.5 [2M + Na]*, 481.2 [M - H]-, 963.5 [2M - H]-
HR-MS (ESI): C;7H3N,0s  berechnet  505.2309 [M + Na]*, 481.2344 [M - H

gefunden 505.2309 [M + Na]+, 481.2344 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(74) (S)-7-(((Benzyloxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-1-
diazoheptan-2-on, Boc-L-Lys(Cbz)-CHN2(!]

|_|N,Cbz HN’CbZ
Boc\N COOH —_— Boc\N \N2
H H o
73 74
C49H2gN>O¢ [380.44] CooHogN4O5[404.47]

Ausgehend von Boc-L-Lys(Cbz)-OH (73) (3.00 g, 7.89 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 74 nach AAV1 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (3:2, v/v) gereinigt. Die Verbindung 74 (2.88g,
7.12 mmol, 90%) wurde in Form eines gelben Ols isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2, v/v): Ry = 0.22.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): & = 1.43 (s, 9 H, C(CHs)s), 1.29-1.85 (m, 6 H, B-Ha, y-Hz, 8-H2),
3.15-3.22 (m, 2 H, &-H,), 4.07-4.20 (m, 1 H, a-H), 4.76-4.92 (m, 1 H, NH-Cbz), 5.09 (s, 2 H,
CH:Ph), 5.21-5.24 (m, 1 H, NH-Boc), 5.44 (sbr, 1 H, CHN3), 7.27-7.39 (m, 5 H, 5 x Ph-H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls, RT): & = 28.29 (C(CHa)3), 22.26, 29.49, 31.96 (B-CHz, y-CHa, 8-CHz),
40.38 (e-CH,), 53.86 (CHN,), 57.19 (a-CH), 66.64 (CH,Ph), 80.02 (C(CHs)s), 128.08, 128.48
(5 x Ph-CH), 136.50 (Ph-C), 155.51, 156.54 (Boc-CO, Cbz-C0), 193.97 (COCHN,) ppm.

MS (ESI): m/z = 427.2 [M + Na]*, 831.4 [2M + Na]+,403.2 [M - H]-.
HR-MS (ESI): C20H25N40s berechnet 427.1952 [M + Na]+, 403.1987 [M - H]-,

gefunden 427.1951 [M + Na]J+, 403.1983 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(75) (5)-7-(((Benzyloxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-
heptansaure, Boc-L-f3-hLys(Cbz)-OHI'?]

HN’CbZ HN,CbZ
Boc.
0C-N SN, Boc:\N COOH
H O H
74 75
CyoHogN4O5[404.47] CyoH3gN>0g [394.47]

Zu einer Lésung aus Boc-L-Lys(Cbz)-CHN; (74) (2.83 g, 7.00 mmol, 1.00 Aq.) und THF/H,0 (9:1,
35mL) wurde unter Lichtausschluss Silberbenzoat (176 mg, 0.77 mmol, 0.10 Aq.) in
Triethylamin (2.91 mL, 2.12 g, 21.0 mmol, 3.00 Aq.) bei -15 °C zugetropft. Nach einer 0.5 h
Riithren bei -15 °C wurde die Reaktionsmischung auf RT gebracht und bei dieser Temperatur
21 h geriihrt. Danach wurde Et;O (100 mL) zugegeben und mit gesattigter NaHCO3-Losung
(3 X 50 mL) gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit einer wassrigen, 2 M HCI-
Losung auf einen pH-Wert von 2 gebracht und mit Et,0 (3 X 100 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber MgS04 getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (24:1,
v/v) gereinigt. Die Verbindung 75 (1.78 g, 4.50 mmol, 64%) wurde in Form eines farblosen
Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 24:1, v/v): Ry = 0.38.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): 6§ =1.39 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.26-1.60 (m, 6 H, y-Hz, 6-H;, €-H3),
2.44-2.53 (m, 2 H, a-Hy), 3.12-3.18 (m, 2 H, ¢-H3), 3.79-3.94 (m, 1 H, B-H), 5.06 (s, 2 H, CH2Ph),
4.97-5.13 (m, 2 H, NH-Cbz, NH-Boc), 7.27-7.35 (m, 5 H, 5 X Ph-H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls, RT): & = 28.39 (C(CHs)3), 23.08, 29.42, 34.05 (y-CHa, 6-CHa, e-CHa),
39.39 (a-CHz), 40.16 ({-CH), 47.23 (B-CH), 66.61 (CHzPh), 79.47 (C(CHs)3), 127.94, 128.36
(5 x Ph-CH), 136.43 (Ph-C), 155.55, 156.47 (Boc-CO, Cbz-C0), 175.52 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 417.2 [M + Na]*, 811.5 [2M + Na]*, 393.2 [M - H]-, 787.4 [2M - H]-.
HR-MS (ESI): C2oH30N20s  berechnet  417.1996 [M + Na]+, 393.2031 [M - H]"

gefunden 417.1992 [M + Na]*, 393.2030 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(77) N2z-(tert-Butoxycarbonyl)-Né-diazo-L-lysin, Boc-L-Lys(N3)-OHII

NH, N
Boc-\“>cooH Boc-\“>cooH
H N
76 77
C1’IH22N204 [246.31] C11H20N4O4 [272.30]

Variante 1

Natriumazid (19.5 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde in einer Mischung aus H,0/DCM (1:2, 180 mL,
v/v) gelost und auf 0°C gekihlt. AnschlieRend wurde Trifluormethansulfonsdureanhydrid
(10.1 mL, 0.17 g, 60.0 mmol, 2.00 Aq.) hinzugetropft und 2h bei 0°C geriihrt. Die Phasen
wurden getrennt und mit DCM (2 X 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter K2CO3-Losung (100 mL) gewaschen und iiber MgS0O4 getrocknet. Die
TfN3-Losung wurde ohne Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Boc-L-Lys-OH (76) (7.39 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde in MeOH (150 mL) geldst und K,COs3
(8.29 g, 60.0 mmol, 2.00 Aqg.) in H.0 (80 mL) sowie CuSO4 (0.75 g, 3.00 mmol, 0.10 Aq.) in H20
(3 mL) zugegeben. Anschliefiend wurde die TfN3z-Losung tiber 1 h dazugetropft und 15 h bei RT
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit
einem Phosphatpuffer (pH=6, 87.5mL) und H,O0 (87.5mL) versetzt und mit EtOAc
(3 X 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgS04 getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (2:1 + 0.5% AcOH)
gereinigt. Die Verbindung 77 (5.35 g, 28.0 mmol, 93%) wurde in Form eines gelben Ols isoliert,
welches nach Lagern bei -21 °C als gelber Feststoff vorlag.

Variante 2

Boc-L-Lys-OH (76) (7.00 g, 28.4 mmol, 1.00 Aq.), K»COs (7.85 g, 56.8 mmol, 2.00 Aq.) und 1H-
Imidazol-1-sulfonylazid-hydrochlorid(2131 (80) (7.14g, 34.1 mmol, 1.20Aq.) wurden in
H,0/MeOH (1:4, 50 mL, v/v) suspendiert, bei einem pH-Bereich zwischen 8 -9 CuS04'5H,0
(709 mg, 2.84 mmol, 0.10 Aq.) zugegeben und 5 h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde MeOH
unter vermindertem Druck entfernt und die Reaktionsmischung mit einer wassrigen, 1 M HCl-
Losung neutralisiert. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 150 mL) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit einem Phosphatpuffer (pH = 6, 200 mL) sowie gesattigter
NaCl-Losung (2 x 100 mL) gewaschen, und tber MgSOs getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels wurde das Produkt im Vakuum getrocknet. Die Verbindung 77 (7.56g,
27.8 mmol, 98%) wurde in Form eines gelben Ols erhalten.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 2:1 + 0.5% AcOH, v/v/v): Ry = 0.31.

1H-NMR (300 MHz, CDCls, RT): 6§ =1.40 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.30-1.87 (m, 6 H, B-Hz, y-Hz, 6-Hz),
3.24 (t,3] = 6.7 Hz, 2 H, e-H3), 4.05-4.21 (m, 1 H, a-H), 5.46 (sur, 1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls, RT): & = 28.36 (C(CHs)s), 22.72, 28.48, 31.98 (B-CH,, y-CHa, 8-CHz),
51.18 (e-CHz), 54.20 (a-CH), 80.13 (C(CH3)3), 155.91 (Boc-CO), 178.07 (COOH) ppm.
MS (ESI): m/z = 295.2 [M + Na]*, 567.3 [2M + Na]*, 271.1 [M - H]-, 543.3 [2M - H]~

HR-MS (ESI): C11H20N404 berechnet 295.1377 [M + Na]+, 271.1412 [M - H]

gefunden 295.1377 [M + Na]*, 271.1411 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(78) (S)-7-Azido-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-1-diazoheptan-2-on,
Boc-L-Lys(N3)-CHN_[%]

N3 N3
BoenScooH T BTNy,
H Ho O
77 78
C11HaoN;0, [272.30] C15H20NGO5 [296.33]

Ausgehend von Boc-L-Lys(N3)-OH (77) (7.53 g, 27.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 78 nach AAV 1 durchgefiihrt. Nach Extraktion und Trocknen im Vakuum wurde die
Verbindung 78 in Form eines gelben Ols ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 3:2 + 0.5% AcOH, v/v): R = 0.64.

1TH-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.39 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.17-1.71 (m, 6 H, B-H>, y-Hy, -
Hz), 3.27-3.33 (m, 2 H, &-Hy), 3.77-3.96 (m, 1 H, a-H), 6.02 (s, 1 H, CHN3), 7.18 (d, 3/ = 8.1 Hz,
1 H, NH-Boc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [De]DMSO0, 308 K): § = 28.07 (C(CHs)3), 22.67, 27.80, 30.13 (B-CHa, y-CHs, 5-
CH,), 50.45 (e-CH;), 52.41 (CHN,), 57.94 (a-CH), 78.17 (C(CHs)s), 155.33 (Boc-CO),
195.48 (COCHN) ppm.

MS (ESI): m/z =319.2 [M + Na]*, 615.3 [2M + Na]+, 295.2 [M - H]~.
HR-MS (ESI): C12H20N¢03 berechnet 319.1489 [M + Na]*, 295.1524 [M - H],

gefunden 319.1488 [M + Na]*, 295.1524 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(79) (S)-7-Azido-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-heptansaure,
Boc-L-B3-hLys(N3)-OHI9]

N; N,
Boc- S, Boc.y,~~.COOH
H o H
78 79
C12H20NgO3 [296.33] C12H2,N40O, [286.33]

Ausgehend von Boc-L-Lys(N3)-CHN: (78) (8.17 g, 27.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 79 nach AAV 2 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (24:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 79 (5.12g,
17.9 mmol, 65%) wurde in Form eines gelben Ols erhalten, welches nach Lagern bei -21 °C sich
verfestigte.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 9:1, v/v): Rr= 0.55.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.16-1.60 (m, 6 H, y-Hz, 6-H, €-
H;), 2.23-2.38 (m, 2 H, a-Hy), 3.29 (t, 3/ =6.8 Hz, 2 H, (-H), 3.67-3.78 (m, 1 H, -H), 6.61 (d,
3] =8.4 Hz, 1 H, NH-Boc), 11.95 (sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § = 28.16 (C(CH3)3), 22.62, 27.96, 33.72 (y-CHz, 8-CHy, &-
CHz, ¢-CH2), 39.85 (a-CH:), 47.06 (B-CH), 50.60 (T-CH:), 77.38 (C(CHs)s3), 155.01 (Boc-CO),
172.45 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 309.2 [M + Na]*, 595.4 [2M + Na]+, 285.2 [M - H], 571.3 [2M - H]-.
HR-MS (ESI): C12H22N404 berechnet 309.1533 [M + Na]*, 285.1568 [M - HJ,

gefunden 309.1539 [M + Na]*, 285.1575 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(81) Ns-((Allyloxy)-carbonyl)-Nz2-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysin, Boc-L-Lys(Alloc)-OH

Ein anderer synthetischer Zugang zu Verbindung 81 ist literaturbekannt.[254]

NH, HN.AIIoc
Boc-\“~cooH Boc\“~cooH
H H
76 81
C11HN,0, [246.31] C15H0sN,0g [330.38]

Zu einer Suspension von Boc-L-Lys-OH (76) (7.00 g, 28.4 mmol, 1.00 Aq.) und Na,COs (7.23 g,
68.2 mmol, 2.40 Aq.) in THF/H;0 (1:1, 70 mL) wurde bei 0°C Chlorameisensiureallylester
(3.62 mL, 4.11 g, 34.1 mmol, 1.20 Aq.) zugetropft und 1 h bei 0 °C geriihrt. Anschlieend wurde
THF unter vermindertem Druck entfernt und die wassrige Phase mit Et;O (3 X 50 mL)
extrahiert. Die wassrige Phase wurde mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung auf einen pH-Bereich
von 1-2 gebracht und mit DCM (3 X 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber MgS0., getrocknet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel
mit dem Eluent EtOAc (+0.5% AcOH, v/v) gereinigt. Die Verbindung 81 (7.03 g, 21.3 mmol, 75%)
wurde in Form eines gelben Ols isoliert.

Analytische Daten:
DC (EtOAc + 0.5% AcOH, v/v): Ry = 0.72.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): & = 1.38 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.24-1.68 (m, 6 H, B-Ha, y-Hz, &-
Hy), 2.93-2.99 (m, 2 H, &-Hy), 3.79-3.87 (m, 1 H, a-H), 4.45 (d, 3/ = 5.4 Hz, 2 H, Alloc-CHzp3),
5.13-5.29 (m, 2 H, Alloc-CHzsp2), 5.83-5.96 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.93 (d, 3/ = 7.9 Hz, 1 H, NH-Boc),
7.07-7.16 (m, 1 H, NH-Alloc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [De]DMSO0, 308 K): § = 28.14 (C(CHs)3), 22.79, 28.92, 30.40 (B-CHa, y-CHs, &-
CH,), 38.07 (e-CHa), 53.39 (a-CH), 64.04 (Alloc-CHap3), 77.87 (C(CHs)3), 116.72 (Alloc-CHap2),
133.78 (Alloc-CH), 155.50, 155.83 (Boc-CO, Alloc-C0), 174.08 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 353.2 [M + Na]*, 683.3 [2M + Na]*, 329.2 [M - H]", 659.4 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C1sH26N20s  berechnet  331.1864 [M + H]+, 353.1683 [M + Na]*,
329.1718 [M - HJ-

gefunden 331.1859 [M + H]*, 353.1683 [M + Na]*,
329.1719 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(82) (5)-7-(((Allyloxy)-carbonyl)-amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-1-
diazoheptan-2-on, Boc-L-Lys(Alloc)-CHN2[255]

HN_AIIoc HN.AIIoc
H
Boc.\“Scoon T Bocy SN,
H H o
81 82
C45H26N>06 [330.38] C46Ho6N4O5 [354.41]

Ausgehend von Boc-L-Lys(Alloc)-OH (81) (7.01 g, 21.2 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese der
Verbindung 82 nach AAV 1 durchgefiihrt. Nach Extraktion und Trocknen im Vakuum wurde die
Verbindung 82 in Form eines gelben Ols ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Analytische Daten:

DC (Pentan/EtOAc, 1:1, v/v): Rr= 0.66.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § = 1.39 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.17-1.72 (m, 6 H, -Hz, y-Hy, 6-
Hz), 2.93-2.99 (m, 2 H, &-Hz), 3.80-3.91 (m, 1 H, a-H), 4.45 (d, 3/ = 5.3 Hz, 2 H, Alloc-CH2p3),
5.13-5.29 (m, 2 H, Alloc-CH2,p2), 5.83-5.96 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.00 (s, 1 H, CHN2), 7.05-7.18 (m,
2 H, NH-Boc, NH-Alloc) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 28.10 (C(CHs3)3), 22.66, 28.94, 30.28 (B-CH>, y-CH, 6-
CH_), 38.04 (e-CH2), 52.32 (CHN3), 58.12 (a-CH), 64.01 (Alloc-CHzsp3), 78.16 (C(CHs3)3), 116.68
(Alloc-CHz,sp2), 133.77 (Alloc-CH), 155.34, 155.80 (Boc-CO, Alloc-C0), 195.63 (COCHN3) ppm.

MS (ESI): m/z = 355.2 [M + H]*, 377.2 [M + Na]*, 731.4 [2M + Na]*, 353.2 [M - H]-

HR-MS (ESI): C16H26N40s berechnet 355.1976 [M + H]*, 377.1795 [M + Nal+,
353.1830 [M - HJ,

gefunden 355.1974 [M + H]*, 377.1793 [M + Na]+,
353.1827 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



(83)

8. Experimenteller Teil

(S)-7-(((Allyloxy)-carbonyl)amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)-amino)-heptansiure,
Boc-L-f33-hLys(Alloc)-OHI[255]

HN.AIIoc HN_AIIoc
H
BOC‘N N2 BOC\N COOH
82 83
C16H2gN4O5[354.41] C16H2gN2Og [344.41]

Ausgehend von Boc-L-Lys(Alloc)-CHN; (82) (7.01 g, 19.8 mmol, 1.00 Aq.) wurde die Synthese
der Verbindung 83 nach AAV 2 durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit den Eluenten Pentan/EtOAc (1:1 + 0.5% AcOH, v/v/v) gereinigt. Die Verbindung
83 (4.88 g, 14.9 mmol, 72%) wurde in Form eines gelben Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:

DC (Pentan/EtOAc, 1:1, v/v): Ry = 0.50.

1TH-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 1.37 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.15-1.45 (m, 6 H, y-Hz, 6-Ho, ¢-
H;), 2.22-2.37 (m, 2 H, a-Hz), 2.92-2.98 (m, 2 H, {-H;), 3.64-3.77 (m, 1H, B-H), 4.45 (d,
3] = 5.3 Hz, 2 H, Alloc-CHz,sp3), 5.12-5.29 (m, 2 H, Alloc-CHz,p2), 5.83-5.96 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.58
(d, 3/ =8.9 Hz, 1 H, NH-Boc), 7.04-7.11 (m, 1 H, NH-Alloc), 12.00 (s, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 = 28.20 (C(CH3)3), 22.70, 29.16, 33.91 (y-CHz, 6-CHg, &-
CH2), 39.83 (C-CH2), 40.14 (a-CHy), 47.28 (3-CH), 64.04 (Alloc-CHzsp3), 77.38 (C(CH3)s3), 116.70
(Alloc-CHz,p2), 133.81 (Alloc-CH), 155.02, 155.85 (Boc-CO, Alloc-C0), 172.50 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 367.2 [M + NaJ*, 711.4 [2M + Na]+, 343.2 [M - H]-, 687.4 [2M - H]-.

HR-MS (ESI) C16H28N20¢ berechnet 345.2020 [M + H]+, 367.1840 [M + Na]+,

343.1875 [M - H]

)

gefunden 345.2019 [M + H]*, 367.1844 [M + Na]*,
343.1876 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.

Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

8.4.1 Vorschriften zur Synthese der Cyclo-33-Peptide

(69) Cyclo(p3-hLys(N3)-B3-hLys(Cbz)-B3-hLys(Fmoc))19

HN-Fmoc

N-Cbz
H

69
Ca4HssNgO7 [808.98]

Die Peptidsequenz Fmoc-L-f33-hLys(N3)-L-B3-hLys(Cbz)-L-3-hLys(Fmoc)-X (X = Harz) wurde an
einem 4-Fmoc-hydrazinobenzoyl-AM-NovaGel-Harz (0.49 mmol/g, 408 mg, 200 umol, 1.00 Aq.)
nach AAV 3 mit der Aminosdure Boc-L-3-hLys(Fmoc)-OH (72) belegt. Nach Bestimmung der
Belegungsdichte nach AAV 4, wurde nach AAV 5 Boc-L-f33-hLys(Cbz)-OH (75) und Boc-L-[33-
hLys(N3)-OH (79) gekuppelt. Anschlieffend wurde das N-terminal entschiitzte Harz mit DCM
(3 x3mL) gewaschen und der Hydrazinobenzoyl-Linker mit N-Bromsuccinimid (71.2 mg,
400 pmol, 2.00 Ag.) und Pyridin (32.0 mL, 31.6 mg, 400 pmol, 2.00 Aq.) in DCM (3 mL) fiir 7 min
zum Acyldiazen oxidiert. Das Harz wurde mit trockenem DCM (3 X 3mL) gewaschen, mit einer
Lésung aus DIPEA (34.8 pL, 25.8 mg, 2.00 mmol, 10.0 Aq.) in trockenem DCM (5.0 mL) versetzt
und flr 48 h rotieren lassen. Danach wurde das Harz mit DCM (5 X 3 mL) gewaschen und das
Losungsmittel der vereinigten Filtrate unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (96:4, v/v)
gereinigt. Die Verbindung 69 (41.5mg, 51.0 umol, 26%) wurde in Form eines farblosen
Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

DC (DCM/MeOH, 9:1, v/v): R = 0.51.

MS (ESI): m/z =831.4 [M + Na]+, 1640.8 [2M + Na]*.

HR-MS (ESI): C44H56Ng07 berechnet 831.4164 [M + Na]+,

gefunden 831.4170 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(85) Boc-L-B3-hLys(Fmoc)-N:H,-PhOMe

.Fmoc
HN’FmOC HN
O H
Boc. - COOH Boc. NN
H H H
OMe
72 85
Cz7H34N206 [48258] C34H42N406 [60273]

Unter Schutzgasatmosphdre wurden 4-Methoxyphenylhydrazin-hydrochlorid (84) (14.0g,
8.00 mmol, 1.00 Aq.), Boc-L-B3-hLys(Fmoc)-OH (72) (5.02 g, 10.4 mmol, 1.30 Aq.) und HATU
(3.95g, 10.4mmol, 1.30 Aq.) in trockenem DMF (80 mL) gelost und auf 0 °C gekiihlt. Nach
10 min wurde bei 0 °C DIPEA (4.60 mL, 3.41 g, 26.4 mmol, 3.30 Aq.) zugetropft, 3 h bei 0 °C und
anschliefdend iiber Nacht bei RT gertiihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
eingeengt (nicht bis zur Trockene). Der Riickstand wurde in H,0/MeOH (1:1, 100 mL, v/v)
suspendiert, der Niederschlag abfiltriert und mit H,O/MeOH (1:1, 3 X 50 mL, v/v) gewaschen.
Die Verbindung 85 (4.80 g, 7.96 mmol, quant.) wurde in Form eines hellbraunen Feststoffes
erhalten.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 10:1, v/v): Rr= 0.52.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6§ =1.06-1.49 (m, 6 H, y-Hs, 8-Hs, &-H,), 1.38 (s, 9 H,
C(CHs)s), 2.21-2.41 (m, 2 H, a-Hz), 2.91-3.04 (m, 2 H, {-Hz), 3.64 (s, 3 H, OCHs), 3.68-3.84 (m,
1 H, B-H), 4.18-4.36 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CHz), 6.60-6.81 (m, 5 H, NH-Boc, 4 x Ph-H), 7.22-
7.26 (m, 1 H, NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H, 4 x Fmoc-CHas), 7.67-7.70 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHay),
7.88 (d, 3/ = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHay), 9.59 (s, 1 H, NH-NH-PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D]DMSO, 308 K): § = 28.19 (C(CH3)3), 22.69, 29.24, 33.93 (y-CHy, 8-CHy, &-
CHz), 40.16 (a-CHz), 40.18 (C-CHz), 46.74 (Fmoc-CH), 47.66 ($-CH), 55.19 (OCH3), 65.14 (Fmoc-
CHy), 77.36 (C(CHs)3), 113.58, 114.08 (4 x Ph-CH), 119.97, 125.04, 126.93, 127.48 (8 X Fmoc-
CHar), 140.65 (2 X Fmoc-Car), 143.16 (Ph-C), 143.86 (2 X Fmoc-Car), 152.52 (Ph-C), 154.94,
155.99 (Boc-CO, Fmoc-CO), 169.93 (CONH-NH) ppm.

MS (ESI): m/z = 603.3 [M + H]*, 625.3 [M + Na]*, 1227.6 [2M + Na]*, 601.3 [M - H]-

HR-MS (ESI): C3sHisN4Os  berechnet  603.3177 [M + H]*, 625.2997 [M + Nal-,
601.3032 [M - HJ,

gefunden 603.3174 [M + H]*, 625.3001 [M + Na]*,
601.3021 [M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(86) H-L-f33-hLys(Fmoc)-N;H;-PhOMe

HN’FmOC HN’FmOC
O N o H
Boc.\ NN —  TFA'H,N N’
H H H
OMe OMe
85 86
C34H42N406 [602.73] CogH34N,0,4 [502.62]

Boc-L-B3-hLys(Fmoc)-N2H,-PhOMe (85) (3.01 g, 5.00 mmol, 1.00 Aq.) wurde bei 0 °C mit einer
Mischung aus TFA (23 mL) und 2-Propanthiol (2.35 mL, 1.90 g, 25.0 mmol, 5.00 Aq.) versetzt,
1h bei 0°C und 1h bei RT geriihrt. Danach wurde tiiberschiissiges TFA im N,-Gegenstrom
entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 X 30 mL) und Et;0 (3 X 30 mL) coevaporiert. Nach
Trocknen im Vakuum wurde lyophilisiert. Die Verbindung 86 wurde in Form eines braunen
Feststoffes erhalten und ohne weitere Aufarbeitung im nachsten Schritt umgesetzt.

Analytische Daten:
DC (CHCl;/MeOH/H,0/AcOH + NacCl, 70:30:3:0.35, v/v/v/v): Rr= 0.57.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 1.14-1.62 (m, 6 H, y-Hz, 6-H;, €-H>), 2.45-2.55 (m, 2 H,
a-Hz), 2.89-3.04 (m, 2 H, ¢-H>), 3.28-3.45 (m, 1 H, $-H), 3.65 (s, 3 H, OCH3), 4.17-4.37 (m, 3 H,
Fmoc-CH, Fmoc-CH;), 6.68-6.83 (m, 4 H, 4 x Ph-H), 7.15-7.43 (m, 5 H, NH-Fmoc, 4 X Fmoc-
CHar), 7.66-7.68 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHar), 7.87-7.89 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa), 9.24 (s, 1 H, NH-
NH-PhOMe), 9.24 (s, 1 H, NH-NH-PhOMe), 9.90 (s, 1 H, NH-NH-PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § = 21.75, 29.04, 31.70 (y-CHa, §-CHa, €-CH,), 35.24 (a-
CH.), 40.09 ((-CHz), 46.73 (Fmoc-CH), 47.83 (B-CH), 55.20 (OCHs), 65.09 (Fmoc-CHz), 113.59,
114.07 (4 x Ph-CH), 119.89, 124.88, 126.81, 127.37 (8 X Fmoc-CHx), 140.52 (2 X Fmoc-Cay),
142.67 (Ph-C), 143.69 (2 x Fmoc-Ca,), 152.57 (Ph-C), 155.87 (Fmoc-CO), 168.87 (CONH-NH)

ppm.
MS (ESI): m/z =503.3 [M + H]+, 1005.5 [2M + H]*, 615.3 [M-TFA - H].
HR-MS (ESI): C29H34N404 berechnet 503.2653 [M + H]*, 615.2436 [M-TFA - HJ,

gefunden 503.2667 [M + H]*, 615.2437 [M-TFA - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(87) Boc-L-B3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc)-N;H.-PhOMe

HN’FmOC HN’AIIOCHN’FmOC
O H . o] o) H
: N — 00N N N
TFA H,N N \©\ N N N \@\
OMe OMe
86 87
C29H34N404[502.62] Ca5HgoNgOg [829.01]

Unter Schutzgasatmosphdre wurden H-L-f3-hLys(Fmoc)-N;H;-PhOMe (86) (5.00 mmol,
1.00 Aq.), Boc-L-B3-hLys(Alloc)-OH (83) (2.24g 6.50 mmol, 1.30 Aq.) und HATU (2.47 g,
6.50 mmol, 1.30 Aq.) in trockenem DMF (85 mL) gelést und auf 0 °C gekiihlt. Nach 10 min wurde
bei 0 °C DIPEA (3.48 mL, 2.58 g, 20.0 mmol, 4.00 Aq.) zugetropft, 3 h bei 0 °C und anschlieRend
iiber Nacht bei RT gertihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck eingeengt
(nicht bis zur Trockene). Der Riickstand wurde in H,0/MeOH (1:1, 100 mL, v/v) suspendiert, der
Niederschlag abfiltriert und mit H,0/MeOH (1:1, 3 X 50 mL, v/v) gewaschen. Die Verbindung 87
(3.79 g, 4.58 mmol, 92%) wurde in Form eines hellbraunen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 10:1, v/v): Re = 0.46.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): § =1.13-1.53 (m, 12 H, 2 X y-H3, 2 X 6-Hy, 2 X &-H>), 1.38
(s, 9H, C(CH3)3), 2.11-2.34 (m, 4 H, 2 X a-H3), 2.90-3.01 (m, 4 H, 2 X C-Hz), 3.64 (s, 3 H, OCH3),
3.66-3.77 (m, 1 H, -H), 4.02-4.12 (m, 1 H, $-H), 4.18-4.30 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH3), 4.43-
4.45 (m, 2 H, Alloc-CHzp3), 5.12-5.28 (m, 2 H, Alloc-CH2sp2), 5.82-5.95 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.52-
6.55 (m, 1 H, NH-Boc), 6.63-6.81 (m, 4 H, 4 x Ph-H), 7.03-7.10 (m, 1 H, NH-Alloc), 7.16-7.24 (m,
1 H, NH-Fmoc), 7.28-7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.62-7.69 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CHa,), 7.88 (d,
3]=7.4Hz, 2H, 2 X Fmoc-CHar), 8.84 (s, 1H, NH-NH-PhOMe), 9.56-9.57 (m, 1 H, NH-NH-
PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [De¢]DMSO, 308 K): 6 =28.17 (C(CHs)s), 22.63, 22.67, 29.23, 33.37, 33.69
(2 x y-CHz, 2 x 6-CH2, 2 x &-CH2), 40.00 (a-CHz), 40.17 (2 x (-CHz), 41.36 (a-CH2), 45.88 (3-CH),
46.73 (Fmoc-CH), 47.65 (B-CH), 55.20 (OCHz), 64.00 (Alloc-CHzp3), 65.15 (Fmoc-CHz), 77.31
(C(CH3)3), 113.55, 114.11 (4 x Ph-CH), 116.69 (Alloc-CHzp2), 119.97, 125.03, 126.93, 127.48
(8 X Fmoc-CHayr), 133.76 (Alloc-CH), 140.65 (2 X Fmoc-Car), 143.18 (Ph-C), 143.86 (2 X Fmoc-
Car), 152.56 (Ph-C), 154.93, 155.79, 155.98 (Boc-CO, Alloc-CO, Fmoc-CO), 169.46, 169.70 (CONH,
CONH-NH) ppm.

MS (ESI): m/z = 829.5 [M + H]*, 851.4 [M + Na]*.
HR-MS (ESI): C4sHeoNgO9  berechnet  829.4495 [M + H]+, 851.4314 [M + Na]*,

gefunden 829.4504 [M + H]*, 851.4326 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(88) H-L-f83-hLys(Alloc)-3-hLys(Fmoc)-N.H,-PhOMe

HN.Alloc .Fmoc

HN
HN.AIIoc HN’FmOC
i I o o)
Boc N N N N —— H
H H H TFA H,N N N
OMe H
OMe

87 88

C4s5HeoNgOg [829.01] C4oH5oNgO7 [728.89]

Boc-L-B3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc)-N2H.-PhOMe (87) (2.90 g, 3.50 mmol, 1.00 Aq.) wurde auf
0 °C gekiihlt und eine Mischung aus TFA (20 mL) und 2-Propanthiol (1.65 mL, 1.34 g, 17.5 mmol,
5.00 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 0 °C und 1 h bei RT geriihrt. Danach
wurde tberschiissiges TFA im N;-Gegenstrom entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 X 20 mL)
und Et;0 (3 X 20 mL) coevaporiert. Nach Trocknen im Vakuum wurde lyophilisiert. Die
Verbindung 88 wurde in Form eines briunlichen Ols erhalten und ohne weitere Aufarbeitung im
ndchsten Schritt umgesetzt.

Analytische Daten:
DC (CHCl;/MeOH/H,0/AcOH + NaCl, 70:30:3:0.35, v/v/v/v): Ry = 0.82.

1H-NMR (300 MHz, [De¢]DMSO, 308 K): 6§ =1.06-1.59 (m, 12 H, 2 X y-H2, 2 X 6-H;, 2 X &-Hy),
2.24-2.46 (m, 4 H, 2 X a-Hz), 2.91-3.02 (m, 4 H, 2 X {-H;), 3.31-3.42 (m, 1 H, B-H), 3.65 (s, 3 H,
OCHs), 4.04-4.15 (m, 1 H, B-H), 4.18-4.31 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH;), 4.44-4.46 (m, 2 H,
Alloc-CHz,sp3), 5.13-5.28 (m, 2 H, Alloc-CHzsp2), 5.82-5.95 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.67-6.82 (m, 4 H,
4 x Ph-H), 7.07-7.15 (m, 1 H, NH-Alloc), 7.19-7.27 (m, 1H, NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H,
4 X Fmoc-CH), 7.66-7.69 (m, 2 H, 2 X Fmoc-CH), 7.88 (d, 3/ = 7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CH), 8.13 (sbr,
2 H, NH3), 8.90 (sbr, 1 H, NH-NH-PhOMe), 9.68 (sur, 1 H, NH-NH-PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6 = 21.69, 22.69, 28.99, 29.26, 31.76, 33.48 (2 X y-CH,,
2 X 8-CHz, 2 X e-CH3z), 37.23, 38.76 (2 X a-CH2), 40.20 (2 x ¢-CH>), 46.21 (B-CH), 46.77 (Fmoc-
CH), 48.20 (B-CH), 55.24 (OCH3), 64.09 (Alloc-CHzsp3), 65.17 (Fmoc-CHz), 113.62, 114.17
(4 X Ph-CH), 116.78 (Alloc-CHzsp2), 120.01, 125.05, 126.96, 127.52 (8 X Fmoc-CHar), 133.75
(Alloc-CH), 140.68 (2 x Fmoc-Car), 143.13 (Ph-C), 143.88 (2 X Fmoc-Ca,), 152.62 (Ph-C), 155.87,
156.04 (Alloc-CO, Fmoc-CO), 168.71, 169.75 (CONH, CONH-NH) ppm.

MS (ESI): m/z = 729.4 [M + H]*, 751.4 [M + Na]*, 727.5 [M - H]-

HR-MS (ESI): C4oHs:NeO;  berechnet  729.3970 [M + H]*, 751.3790 [M + Na]*, 727.3825
[M - H],

gefunden 729.3973 [M + H]*, 751.3785 [M + Na]*, 727.3822
[M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(89) Boc-L-B3-hLys(N3)-f3-hLys(Alloc)-f3-hLys(Fmoc)-N;H;-PhOMe

.Alloc HN’FmOC .Alloc .Fmoc

N;  HN HN
TFA'H,N N NN Boc. N N NN
H H H H H H
OMe

88 89
C40Hs52NgO7 [728.89] CspH7oN 10010 [997.21]

OMe

Unter Schutzgasatmosphdre wurden H-L-f3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc)-N;H,-PhOMe (88)
(3.50 mmol, 1.00 Aq.), Boc-L-B3-hLys(N3)-OH (79) (1.30 g, 4.55 mmol, 1.30 Aq.) und HATU
(1.73 g, 4.55 mmol, 1.30 Aq.) in trockenem DMF (60 mL) gelést und auf 0 °C gekiihlt. Nach
10 min wurde bei 0 °C DIPEA (2.44 mL, 1.81 g, 14.0 mmol, 4.00 Aq.) zugetropft, 3 h bei 0 °C und
anschliefdend iiber Nacht bei RT gertiihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
eingeengt (nicht bis zur Trockene). Der Riickstand wurde in H,0/MeOH (1:1, 100 mL, v/v)
suspendiert, der Niederschlag abfiltriert und nach Waschen mit H,0/MeOH (1:1, 3 X 50 mL) im
Vakuum getrocknet. Die Verbindung 89 (3.32g, 3.33 mmol, 95%) wurde in Form eines
hellbraunen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 10:1, v/v): Re = 0.44.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 =1.13-1.58 (m, 18 H, 3 X y-Hz, 3 X 6-Hz, 3 X e-H3), 1.37
(s, 9 H, C(CH3)3), 2.12-2.40 (m, 6 H, 3 X a-H3z), 2.91-3.00 (m, 4 H, 2 x {-H), 3.25-3.31 (m, 2 H, {-
Hz), 3.64 (s, 3 H, OCH3), 3.69-3.78 (m, 1 H, $-H), 3.97-4.11 (m, 2 H, 2 X 3-H), 4.18-4.30 (m, 3 H,
Fmoc-CH, Fmoc-CH3), 4.43-4.45 (m, 2 H, Alloc-CHzsp3), 5.12-5.28 (m, 2 H, Alloc-CHzp2), 5.82-
5.95 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.54-6.61 (m, 1 H, NH-Boc), 6.66-6.81 (m, 4 H, 4 X Ph-H), 7.03-7.09 (m,
1 H, NH-Alloc), 7.17-7.25 (m, 1 H, NH-Fmoc), 7.30-7.43 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.66-7.69 (m,
2H, 2 xFmoc-CHar), 7.87 (d, 3/=7.3Hz, 2H, 2 X Fmoc-CHa), 9.56-9.57 (m, 1H, NH-NH-
PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): & = 28.14 (C(CHa)3), 22.54, 22.62, 22.69, 28.00, 29.22,
29.27 33.27, 33.40 (3 X y-CH,, 3 X 8-CH,, 3 X €-CH,), 38.94 (a-CH,), 40.18 ({-CH,), 41.31, 41.21
(2 X a-CH,), 45.96, 45.89 (2 x B-CH), 46.73 (Fmoc-CH), 47.71 (B-CH), 50.60 ({-CH,), 55.19
(OCH3), 64.00 (Alloc-CHzp3), 65.16 (Fmoc-CHz), 77.33 (C(CHs)s), 113.56, 114.10 (4 x Ph-CH),
116.66 (Alloc-CHasp), 119.96, 125.03, 126.92, 127.47 (8 x Fmoc-CHa,), 133.76 (Alloc-CH),
140.64 (2 x Fmoc-Ca), 143.16 (Ph-C), 143.86 (2 X Fmoc-Ca), 152.57 (Ph-C), 154.95, 155.77,
155.98 (Boc-CO, Alloc-CO, Fmoc-C0), 169.25, 169.34, 169.72 (2 x CONH, CONH-NH) ppm.

MS (ESI): m/z = 997.6 [M + H]*, 1019.5 [M + Na]*, 995.6 [M - H]-
HR-MS (ESI): Cs2H72N10010  berechnet  997.5506 [M + H]*, 1019.5325 [M + NaJ*,

gefunden 997.5506 [M + H]*, 1019.5333 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(90) H-L-f33-hLys(Ns)-B3-hLys(Alloc)-B3-hLys (Fmoc)-N2H;-PhOMe

N HN.AIIocHN,Fmoc N HN.AIIocHN,Fmoc
Boc. N N NN TFA H,N N N NN
H H H H H H H
OMe OMe
89 90
Cs2H72N 10040 [997.21] C47Hg4N1005 [897.09]

Boc-L-33-hLys(N3)-f3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc)-N;H,-PhOMe  (89) (150 mg, 0.15 mmol,
1.00 Ag.) wurde auf 0 °C gekiihlt und eine Mischung aus TFA/2-Propanthiol (99.9:0.1, 15 mL,
v/v) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 1h bei 0 °C und 1h bei RT geriihrt. Danach
wurde iiberschiissiges TFA im Nz-Gegenstrom entfernt, der Riickstand mit Toluol (3 x 20 mL)
und Et;0 (2x10mL) coevaporiert. Nach Trocknen im Vakuum wurde lyophilisiert. Die
Verbindung 90 wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten und sollte ohne weitere
Aufarbeitung im nachsten Schritt umgesetzt werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 10:1, v/v): Rr= 0.25.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 =1.08-1.65 (m, 18 H, 3 X y-Hz, 3 X 6-Hz, 3 X €-Hz),
2.14-2.47 (m, 6 H, 3 X a-Hz), 2.89-3.02 (m, 4 H, 2 X (-H3), 3.25-3.44 (m, 3 H, {-H;, B-H), 3.64 (s,
3 H, OCH3), 3.99-4.13 (m, 2 H, 2 X -H), 4.17-4.33 (m, 3 H, Fmoc-CH, Fmoc-CH:), 4.43-4.45 (m,
2 H, Alloc-CHz,sp3), 5.12-5.27 (m, 2 H, Alloc-CHzp2), 5.82-5.94 (m, 1 H, Alloc-CH), 6.66-6.82 (m,
4 H, 4 x Ph-H), 7.04-7.12 (m, 1 H, NH-Alloc), 7.20-7.43 (m, 5 H, NH-Fmoc, 4 X Fmoc-CHa,), 7.66-
7.69 (m, 2H, 2XFmoc-CHa), 7.86-7.88 (m, 2H, 2 X Fmoc-CHar), 9.63 (s, 1H, NH-NH-
PhOMe) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § = 21.69, 22.64, 22.68, 27.84, 29.27 31.61, 33.40, 33.51
(3 X y-CHy, 3 X 8-CHg, 3 X £-CHz), 37.20 (a-CHz), 38.47 ({-CHz), 38.92 (a-CH), 40.19, 40.25 (2 x
{-CH,), 40.96 (a-CHz), 45.95, 46.31 (2 x B-CH), 46.77 (Fmoc-CH), 48.15 (B-CH), 50.38 ({-CHo),
55.23 (OCHs), 64.05 (Alloc-CHasps), 65.21 (Fmoc-CHz), 113.64, 114.15 (4 X Ph-CH), 116.72
(Alloc-CHap2), 120.01, 125.07, 126.96, 127.52 (8 x Fmoc-CHa), 133.78 (Alloc-CH), 140.69
(2 X Fmoc-Car), 143.16 (Ph-C), 143.89 (2 X Fmoc-Ca), 152.63 (Ph-C), 155.85, 156.05 (Alloc-CO,
Fmoc-C0), 168.63, 169.34, 169.82 (2 x CONH, CONH-NH) ppm.

MS (ESI): m/z = 897.5 [M + H]*, 919.5 [M + Na]*, 1009.6 [M-TFA - H]-
HR-MS (ESI): C;7HesN1o0s ~ berechnet  897.4981 [M + H]+, 919.4801 [M + NaJ*,

gefunden 897.4983 [M + H]*, 919.4802 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(91) Cyclo(pB3-hLys(N3)-B3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc))

HN-Fmoc
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Cs2H72N 10010 [997.21] C4oH54Ng07 [758.92]

Boc-L-33-hLys(N3)-B3-hLys(Alloc)-B3-hLys(Fmoc)-N,H,-PhOMe  (89) (150 mg, 150 umol,
1.00 Aq.) wurde in THF (10 mL) suspendiert und DIPEA (25.0 uL, 150 umol, 1.00 Aq.), H.0
(500 pL), CuCl, (20.2 mg, 150 pmol, 1.00 Aq.) zugegeben. Nach 2 h Riihren bei RT wurde H:0
(25 mL), eine wassrige 1M HCI-Losung (25 mL) und EtOAc (50 mL) zugegeben und nach
Phasentrennung die wassrige Phase mit EtOAc (2 x50mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Phosphatpuffer (pH = 7, 25 mL) sowie einer ges. NaCl-Losung
(25 mL) gewaschen, tiber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel unter vermidnertem Druck
entfernt. AnschliefSend wurde TFA/H,0 (95:5, 10 mL, v/v) bei 0 °C zugegeben, 1 h bei dieser
Temperatur und 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach Entfernen von TFA im N»-Gegenstrom wurde der
Riickstand mit Toluol (3 X 10 mL) und Et;0 (3 X 10 mL) coevaporiert, im Vakuum getrocknet
und lyophilisiert. Das N- und C-terminal entschiitztes Peptid wurde unter Schutzgasatmosphare
in trockenem DMF (80 mL) gelést und HATU (570 mg, 1.50 mmol, 10.0 Aq.) zugegeben. Nach
Kiihlen auf 0 °C wurde DIPEA (36.6 pL, 0.27 g, 2.10 mmol, 14.0 Aq.) zugetropft, 3 h bei dieser
Temperatur und iiber Nacht bei RT gertihrt. Nach Entfernen des Loésungsmittels unter
vermindertem Druck wurde der Riickstand in DCM (50 mL) aufgenommen und mit H0
(3 x 30 mL) gewaschen. Nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile wurde MeOH (10 mL)
zugegeben und der ausgefallene Niederschlag mit MeOH (3 x 10 mL) gewaschen. Die Verbindung
91 (19.6 mg, 25.8 pmol, 17%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

Analytische Daten:
DC (DCM/MeOH, 96:4, v/v): Rs = 0.36.
MS (ESI): m/z = 797.4 [M + K]-.

HR-MS (ESI): C40H54NgO> berechnet 759.4188 [M + H]*, 781.4008 [M + Na]*, 797.3747
[M + K],

gefunden 759.4184 [M + H]*, 781.3992 [M + Na]+, 797.3736
[M + K]~

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

8.4 Synthese von Biomolekiilmarkern fiir Sekundirionen-Massen-
spektrometrie

8.4.1 Vorschriften zu 15N-Biomolekiilmarkern
(93) 15N3-1,3,5-Triazinan-2,4,6-trion (15N3-Cyanursiure)
Die Verbindung ist literaturbekannt (Patent).[189]

Das nattrliche Analogon, 1,3,5-Triazinan-2,4,6-trion (Cyanursdure), wurde zuvor auf gleiche
Weise synthetisiert.

(0]
o O 15 15
Hﬁ)brgl)bﬁm HN” "NH
15
7 H ? O)\NAO
H
92 93
C,Hs5'®N30, [106.06] C3H3"9N504 [132.05]

Unter Argonatmosphdre wurde trockenes Ethanol (35 mL) vorgelegt und Natrium (644 mg,
28.0 mmol, 3.30 Aq.) portionsweise zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde zu der
NaOEt/EtOH-Lésung '5Ns-Biuret (92) (900 mg, 8.49 mmol, 1.00 Aq.) hinzugefiigt und 16 h unter
Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und in H,0
(5 mL) suspendiert. Anschlieffend wurde auf 0°C gekiihlt und konzentrierte HCl-Losung
zugetropft. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem H,0 (3 X 5 mL) gewaschen und nach
Vortrocknen im Vakuum lyophilisiert. Die Verbindung 93 (940 mg, 7.12 mmol, 84%) wurde in
Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 6 =11.10 (s, 3 H, 3 X 15NH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): § = 149.82 (dt, Yisc1sn = 17.9 Hz, 313c1sn = 1.9 Hz, 3 X CO)

IR (Diamant-ATR): ¥ [cm1] = 3197m und 3054m (NH), 1756w, 1735w und 1689vs (CO), 1441s,
1408s, 1389s, 1042m, 1031m, 782s, 756s, 742s, 689m.

MS (ESI): m/z = 131.0 [M - H]-.
HR-MS (ESI): CsH3'5N3;05  berechnet  131.0013 [M - HJ,

gefunden 131.0013 [M - H]-.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(95) 15N4-4,6-Dichloro-N,N-diethyl-1,3,5-triazin-2-amin

Das natiirliche Analogon, 4,6-Dichloro-N,N-diethyl-1,3,5-triazin-2-amin, wurde zuvor auf gleiche
Weise synthetisiert.

)

HN N . NN . R
o)\ﬁ’&o Cl)hls\l/)\CI Cl)hls\l/)\CI
93 94 95
C3H3'°N;05 [132.05] C5Cl3"°N; [187.38] C,H4oCl,"°N,4 [225.06]

15N3-Cyanursdure (93) (300 mg, 2.27 mmol, 1.00 Aq.) wurde mit PCls (1.49 g, 7.16 mmol,
3.15Aq.) und POCl; (5.0 mL) unter Argonatmosphidre 11h refluxiert. Nach Kiihlen auf
Raumtemperatur wurde iiberschiissiges POCl3 unter vermindertem Druck entfernt, in DCM
(10 mL) gelost und mit eiskaltem H0 (10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
MgSO0, getrocknet und abfiltriert. Die Verbindung 94 in DCM wurde ohne weitere Aufarbeitung
weiter umgesetzt.

15N-Diethylamin-hydrochlorid (260 mg, 2.32 mmol, 1.02 Ag.), K:CO; (640 mg, 4.64 mmo],
2.04 Aq.), 18-Krone-6 (6.13 mg, 23.2 umol, 0.01 Aq.) wurden in abs. DCM (5mL) unter
Schutzgasatmosphire suspendiert und 2h bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde die 2,4,6-
Trichloro-1,3,5-triazin (94) in DCM bei —10 °C zugegeben, 1 h bei dieser Temperatur und 1 h bei
0 °C geriihrt. Nach Zugabe von H20 (50 mL) wurden die Phasen getrennt. Wassrige Phase wurde
mit EtOAc (2 X 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO.
getrocknet, auf Kieselgel aufgezogen und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den
Eluenten Pentan/Ethylacetat (95:5, v/v) gereinigt. Das Produkt 95 wurde in Form von farblosen
Kristallen (92.8 mg, 0.41 mmol, 18%) erhalten.

Analytische Daten:

DC (Pentan/EtOAc, 95:5, v/v): Rr= 0.41.

MS (ESI): m/z = 225.0 [M + H]*, 247.0 [M + Na]*.

HR-MS (ESI): C7H10Cl;15Ns  berechnet 225.0237 [M + H]*, 247.0056 [M + Na]*,

gefunden 225.0238 [M + H]*, 247.0051 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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(96) 15N5-6-Chloro-N2,N2,N4,N4-tetraethyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin

Das natiirliche Analogon, 6-Chloro-N2,N2 N4 N*-tetraethyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin, wurde zuvor
auf gleiche Weise synthetisiert.

<
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X
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15 N15 15 )N\15
)Nhs\/)N\ - )Nl\15\/)N\15
CI” N~ CI” NN
95 96 ~
C7H10C1,"°N, [225.06] C14H20CI"®N; [262.73]

Zur Verbindung 95 (92.8 mg, 412 umol, 1.00 Aq.), K»CO3 (120 mg, 868 umol, 2.10 Aq.) und 18-
Krone-6 (2.19 mg, 8.28 pmol, 0.02 Aq.) in trockenem Toluol (5 mL) wurde bei —15°C 15N-

Diethylamin-hydrochlorid (50.4 mg, 456 pmol, 1.10 Aq.) zugegeben, 1 h bei - 15 °C geriihrt, auf
RT gebracht und weitere 40 h gertihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel entfernt, H,O
(50 mL) und EtOAc (50 mL) zugegeben. Nach Trennen der Phasen wurde die wassrige Phase mit
EtOAc (2x50mL) extrahiert, iiber MgSOs getrocknet und sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (95:5, v/v) gereinigt. Das Produkt 96 (103 mg, 392 umol,
95%) wurde in Form eines farblosen, leicht schmelzenden Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Pentan/EtOAc, 95:5, v/v): Rr= 0.55.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO): 1.06-1.14 (m, 12H, 4 x CHs), 349 (dq, ¥ = 6.8 Hz,
2J1n158 = 2.6 Hz, 8 H, 4 X CHz) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D¢]DMSO, 308 K): 8 =12.79 (d, ¥i3c1sn = 64.0 Hz, 4 x CH3), 41.00 (ddd,
1]13(:,151\1 =41.0 HZ, 3]13(;151\1 =11.0 HZ, 5]13C,15N =2.8 HZ, 4 X CHz), 163.28 (dd, 1]13C,15N =0.2 HZ, TAT-
C), 168.10-168.27 (m, 2 x TAT-C) ppm.

MS (ESI): m/z= 263.1 [M + H]*, 285.1 [M + Na]".
HR-MS (ESI): C11H20CI!5SNs  berechnet  263.1332 [M + H]*,

gefunden 263.1334 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(97) 15N6-((4,6-Bis-(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-ethansiure, TriazGly-OH

Das natiirliche Analogon, ((4,6-Bis(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)amino)ethansaure, wurde
zuvor auf gleiche Weise synthetisiert.
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96 97
C11H20CI"®N; [262.73] C13H04"5NGO, [302.33]

Verbindung 96 (42.0 mg, 160 pmol, 1.00 Aq.), N-Glycin (42.0 mg, 552 umol, 3.45 Aq.) und
K,CO3 (88.4 mg, 640 umol, 4.00 Aq.) wurden in DMSO suspendiert und 24 h bei 88-89 °C
gerithrt. Anschlieffend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, H,O
(10 mL) zugegeben, auf 0 °C gebracht und mit einer wassrigen, 1 M HCl-Losung auf einen pH-
Wert von 3 gebracht. Die wassrige Phase wurde mit DCM (5 X 20 mL) extrahiert und iiber
MgSO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit den
Eluenten Aceton/H,0 (20:1 — 10:1, v/v) gereinigt. Das Produkt 97 (31.2 mg, 103 pmol, 65%)
wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H:0, 95:5, v/v): R¢= 0.38.

1H-NMR (300 MHZ, [Ds]DMSO, 308 K): 8 =1.07 (dt, 3]1]-1,1]-1 =6.9 HZ, 3]1]-{,15]\1 = 25 HZ, 12 H,
4 x CHs), 3.45 (q, 3inim=6.9 Hz, 8H, 4 X CHy), 3.78 (d, 311 = 6.6 Hz, 2 H, a-H,), 6.53 (d,
Jin1sn = 93.0 Hz, 1 H, 1SNH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6§ =13.37 (s, 4 X CHz), 40.43 (s, 4 X CHz), 42.52-42.70
(m, a-CH2), 163.57-164.21 (m, TAT-C), 165.57 (d, Yizcisn = 26.0 Hz, 2 x TAT-C), 172.51 (s,
COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 303.2 [M + H]*, 325.2 [M + Na]*, 301.2 [M - H]-, 603.4 [2M - H]-

HR-MS (ESI): C13H2415N602  berechnet  303.1856 [M + H]+, 325.1675 [M + Na]*,
301.1710 [M - H],

gefunden 303.1855 [M + H]+, 325.1672 [M + Na]+,
301.1713 [M - H]~.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(99) 15N-(((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-glycin, Fmoc-15N-Gly-OHI256]

15 15
H,N">COOH  — FmOC‘H/\COOH
98 99
C,H5'°NO, [76.07] C47H45"°NO, [298.31]

Zu einer Lésung aus 15N-Glycin (98) (250 mg, 3.29 mmol, 1.00 Aq.) in einer wissrigen, 10%igen
Na,COs-Losung (5 mL) wurde bei 0 °C Fmoc-Cl (1.02 g, 3.94 mmol, 1.20 Aq.) in Dioxan (5 mL)
zugetropft, 1 h bei 0°C und 1h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde H;0 (50 mL) und Et,0
(50 mL) zugegeben und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit Et;0 (3 X 50 mL)
extrahiert und die Etherphase verworfen. Die wassrige Phase wurde mit einer wassrigen, 1 M
HCI-Losung auf pH = 3 gebracht und der ausfallende Niederschlag durch Extrahieren mit EtOAc
(3 x50 mL) in die organische Phase iiberfiihrt. Die vereinigten organischen Phasen wurden
tiber MgS0,4 getrocknet und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den
Eluenten Aceton/H20 (10:1, v/v) gereinigt. Die Verbindung 99 (760 mg, 2.55 mmol, 78%) wurde
in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
DC (Aceton/H:0, 20:1, v/v): R¢= 0.29.

1H-NMR (300 MHz, [Ds]DMSO, 308 K): 6=3.66 (d, 3/ =6.0 Hz, 2 H, a-H), 4.21-4.31 (m, 3 H,
Fmoc-CHz, Fmoc-CH), 7.30-7.44 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.62-7.72 (m, 2 X Fmoc-CHa,), 7.88 (d,
3] =7.5 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [Ds]DMSO0, 308 K): § = 42.30 (d, Yi3c1sn = 13.2 Hz, a-CHz), 46.46 (Fmoc-CH),
65.62 (Fmoc-CHz), 120.00, 125.13, 126.99, 127.54 (8 X Fmoc-CHa,), 140.65, 143.77 (4 X Fmoc-
CAr), 156.24 (d, 1]135,15]\1 =26.8 Hz, Fmoc—QO), 171.57 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 299.1 [M + H]*, 321.1 [M + Na]*, 619.1 [2M + Na]*, 297.1 [M - H], 595.2 [2M - H-.

HR-MS (ESI): C17H1515NO,  berechnet  299.1044 [M + H]*, 321.0864 [M + Na]*, 297.0899
[M - H],

gefunden 299.1038 [M + H]*, 321.0865 [M + Na]*, 297.0900
[M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(101) N2-(((9H-Fluoren-9-yl)-methoxy)-carbonyl)-Né-diazo-L-lysin,

Fmoc-L-Lys(N3)-OHI192193]

NH,

Fmoc\” COOH

100

Cp1H24N,0, [368.43]

N3

Fmoc\H COOH

101
Cp1HN,0, [394.43]

Fmoc-L-Lys-OH (100) (2.63 g, 7.14 mmol, 1.00 Aq.), K.CO; (1.97 g, 14.28 mmol, 2.00 Aq.),
Imidazol-1-sulfonyl-azid-hydrochlorid'214 (80) (1.80 g, 8.58 mmol, 1.20 Aq.) und CuSO4:5H20
(178 mg, 713 pmol, 0.10 Aq.) wurden in MeOH (90 mL) suspendiert und nach Kiihlen auf 0 °C
mit H,0 (15 mL) versetzt um die Suspension zu l6sen. Die Reaktionslésung wurde 0.5 h bei 0 °C
und anschliefiend 18 h bei RT geriihrt. Die organische Phase wurde unter vermindertem Druck
entfernt, H,0 (50 mL) zugegeben, mit einer wassrigen, 1 M HCI-Losung auf einen pH-Wert von 4
gebracht und die wassrige Phase mit EtOAc (3 X 100 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit einer gesattigten NaCl-Losung (2 X 100 mL) gewaschen, iiber
MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit den Eluenten DCM/MeOH (9:1, v/v) gereinigt. Um
Spuren von Cu?*-lonen zu entfernen wurde das Produkt in EtOAc (100 mL) geldst und mit
Phosphatpuffer (pH =6, 100 mL) gewaschen, tiber MgS04 getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Verbindung 101 (2.50 g, 6.34 mmol, 89%) wurde in Form eines gelben Ols
isoliert, welches nach Lagern bei -21 °C als gelblicher Feststoff vorlag.

Analytische Daten:

DC (EtOAc/MeOH/H,0/AcOH, 10:1:1:0.1, v/v/v/v): Rr = 0.74.

1H-NMR (300 MHz, [D¢]DMSO, 308K): 6§=1.32-1.81 (m, 6 H, B-H, y-H, 6-Hz), 3.32 (t
3] =6.8 Hz, 2 H, &-H), 3.92-4.00 (m, 1 H, a-H), 4.20-4.31 (m, 3 H, Fmoc-CH;, Fmoc-CH), 7.30-
7.44 (m, 4 H, 4 X Fmoc-CHa,), 7.58-7.61 (d, 3/ =8.1 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 7.73 (d, 3/=7.4 Hz, 2 H,
2 X Fmoc-CHa,), 7.88 (d, 3/ =7.4 Hz, 2 H, 2 X Fmoc-CHa), 12.53 (Sbr, 1 H, COOH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, [D]DMSO, 308 K): §=22.82, 27.76, 30.26 (B-CHz, y-CH,, 5-CHa), 46.64
(Fmoc-CH), 50.47 (e-CHz), 53.61 (a-CH), 65.54 (Fmoc-CHz), 120.00, 125.16, 126.94, 127.52
(8 x Fmoc-CHay), 140.65, 143.78 (4 X Fmoc-Ca,), 156.06 (Fmoc-C0), 173.69 (COOH) ppm.

MS (ESI): m/z = 417.1 [M + NaJ*, 811.3 [2M + Na]+, 393.2 [M - H]-, 787.3 [2M - H]-.

HR-MS (ESI): C21H22N404 berechnet

gefunden

395.1714 [M +H]*, 417.1533 [M + NaJ*, 393.1568
[M_ H]',

395.1704 [M + H]*, 417.1525 [M + NaJ*, 393.1567
[M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(102) TAT-Cys-Gly-Lys(N3)-Gly-NH;
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CueHagN1405S [666.81]

Das Peptid 102 wurde gemafs AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(15.0 umol) an einem Fmoc-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.76 mmol/g) hergestellt. Die
verwendeten Aminosauren waren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(N3z)-OH (101), Fmoc-Cys(Trt)-OH
und das natlrliche Analogon von 97 ((4,6-Bis-(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-
ethansaure. AnschliefSend wurde das Peptid 102 (15.0 umol) nach AAV 8 mit einer 10%igen
Losung 2 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3) und mittels HPLC
(semipraparativ, Gradient: 40 - 90% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 102 konnte in
Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 40— 90% B in 30 min): tg = 10.96 min.
MS (ESI): m/z = 667.4 [M + H]+, 1333.7 [2M + H]*, 665.3 [M - H].

HR-MS (ESI): C26H46N1405S berechnet 667.3569 [M + H]*, 689.3389 [M + Na]+, 665.3424
[M - H]'

gefunden  667.3569 [M + H]*, 689.3383 [M + NaJ*, 665.3426
[M - H]-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(106) 15N-TAT-Lys(15Ne-TAT)-Cys-15N-Gly-Lys(Ns)-15N-Gly-NH,

Das natiirliche Analogon, TAT-Lys(TAT)-Cys-Gly-Lys(N3)-Gly-NH; (103) wurde zuvor auf gleiche
Weise synthetisiert.
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106
Cy45HgoNg'®N1,0,S [1087.25]

Das Peptid 106 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(15.0 umol) an einem Fmoc-15N-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.75 mmol/g) hergestellt.
Die verwendeten Aminosauren waren Fmoc-1>N-Gly-OH (99), Fmoc-Lys(N3)-OH (101), Fmoc-
Cys(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH sowie 15Nq-((4,6-Bis-(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-
amino)-ethansaure (97). Anschlief3end wurde das Peptid 106 (15.0 pmol) nach AAV 8 mit einer
10%igen Losung 2 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3) und mittels HPLC
(semipraparativ, Gradient: 40 - 90% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 106 (6.50 mg,
5.98 umol, 40%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40— 90% B in 30 min): tr = 17.63 min.
MS (ESI): m/z = 544.3 [M + 2H]?*, 1087.6 [M + H]*.

HR-MS (ESI): C45HzoN5!5N140-S berechnet 5443016 [M + 2H]?*, 1087.5959 [M + H]*,
1109.5778  [M+ NaJ*,

gefunden 544.3005 [M + 2H]?+, 1087.5967 [M + H]*,
1109.5762 [M + Na]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(107) TAT-Lys(TAT)-Cys-Gly-Lys(N3)-Lys-Lys-Lys-Gly-NH;
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107
Cg3H116N2g01¢S [1457.87]

Das Peptid 107 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(15.0 umol) an einem Fmoc-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.76 mmol/g) hergestellt. Die
verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(N3)-OH (101), Fmoc-Cys(Trt)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH und Fmoc-Lys(Fmoc)-OH sowie das natiirliche Analogon von ((4,6-Bis-
(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino)-ethansaure (97). AnschliefRend wurde das Peptid 107
(15.0 umol) nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 4 in DCM vom Tragermaterial abgespalten
(Kapitel 8.1.3). Das Peptid 107 konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden und
wurde ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 90% B in 30 min): tg = 22.17 min.
MS (ESI): m/z = 486.6 [M + 3H]3*, 729.5 [M + 2H]?+, 1457.9 [M + H]".

HR-MS (ESI): CesH116N2s010S ~ berechnet 486.6456  [M+3H]>, 729.4648  [M + 2H],
1457.9223 [M + H]*.

gefunden 486.6467 [M+3H]3+, 729.4648 [M+ 2H]%,
1457.9226 [M + H]".

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(109) 15N¢-TAT-Lys(15Ne-TAT)-Asp-Glu-Lys(Ns3)- 15N-Gly-Asp-Glu-Lys-15N-Gly-NH;

Das natlirliche Analogon, TAT-Lys(TAT)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys-Gly-NH, (108),
wurde zuvor auf gleiche Weise synthetisiert.
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CoH111N13"°N+401g (1600.69)

Das Peptid 109 wurde gemafs AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(15.0 pmol) an einem Fmoc-15N-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.75 mmol/g) hergestellt.
Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Glu(0tBu)-OH, Fmoc-15N-Gly-
OH (99), Fmoc-Lys(N3)-OH (101), Fmoc-Asp(0tBu)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH sowie 15Ne-((4,6-
Bis(diethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)amino)ethansdure (89). Anschlief}end wurde das Peptid
109 (15.0 pmol) nach AAV 8 mit einer 10%igen Losung 3 in DCM vom Tragermaterial
abgespalten (Kapitel 8.1.3) und mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 40 = 80% B in 30 min)
gereinigt. Die Verbindung 109 konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 — 80% B in 30 min): tg = 13.80 min.

MS (ESI): m/z = 534.3 [M + 3H]3*, 800.9 [M + 2H]?*, 1600.8 [M + H]*, 798.9 [M - 2H]?,
1598.8 [M - H]-.

HR-MS (ESI) CosH111N1315N 14019 berechnet 534.2784 [M + 3H]3+, 800.9140 [M + 2H]2+,
1600.8207 [M + H]*,

gefunden 534.2781 [M + 3H]3+, 800.9134 [M + 2H]?,
1600.8219 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(110) TAT-Lys(TAT)-Cys(Cy5)-Gly-Lys(Ns3)-Gly-NH;
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110
Cg1H123N26040S* [1653.11]

Das Peptid 103 (912 pg, 850 nmol, 1.00 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefa® (Eppendorf)
gegeben, unter Argonatmosphare mit entgastem PBS-Puffer (pH = 7.26, 20 mM Phosphatpuffer +
100 mMm NaCl, 912 pL) und trockenem DMF (120 uL) versetzt. Anschlieffend wurde Cy3-
Maleimid (75.0 uL, 630 pg, 1.02 umol, 1.20 Aq.) in trockenem DMF zugegeben und unter
Lichtausschluss 2h bei RT geschiittelt und anschliefiend iiber Nacht bei 4 °C gelagert.
Darauffolgend erfolgte die Reinigung mittels HPLC (semiprédparativ, Gradient: 40 - 90% B in
30 min). Die Verbindung 110 (1.41 mg, 850 nmol, quant.) wurde in Form eines roten Feststoffes
erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40— 90% B in 30 min): tg = 20.21 min.
MS (ESI): m/z=551.3 [M + 3H]3+, 826.5 [M + H]?*, 1653.0 [M + H]*.

HR-MS (ESI): Cs1H123N26010S*  berechnet 551.3259 [M +2H]*, 826.4852 [M + H]?,
1651.9631 [M]*,

gefunden 551.3269 [M +2H]3+, 826.4842 [M + H]?,
1651.9627 [M]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(111) TAT-Lys(TAT)-Cys(Star635)-Gly-Lys(N3)-Gly-NH;
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CgeH134F3N27047S3 [2091.48]

Das Peptid 103 (1.05 mg, 978 nmol, 2.49 Aq.) wurde in ein MikroreaktionsgefaR (Eppendorf)
gegeben, unter Argonatmosphare mit entgastem PBS-Puffer (pH = 7.26, 20 mM Phosphatpuffer +
100 mM NaCl, 950 pL) und trockenem DMF (100 puL) versetzt. Anschliefend wurde
Abberior®Star635-Maleimid (40.0 pL, 400 pg, 393 nmol, 1.00 Aq.) in trockenem DMF zugegeben
und unter Lichtausschluss 3 h bei RT geschiittelt und anschliefiend tiber Nacht bei 4 °C gelagert.
Darauffolgend erfolgte die Reinigung mittels HPLC (semipradparativ, Gradient: 30 - 90% B in
30 min). Die Verbindung 111 (340 pg, 163 nmol, 42%) wurde in Form eines blauen Feststoffes
erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 30— 90% B in 30 min): tr = 20.85-22.93 min.
MS (ESI): m/z=1046.5 [M + 2H]?*, 2092.0 [M + H]*.

HR-MS (ESI): C96H134F3Nz701753 berechnet 697.9937 [M + 3H]3+, 1046.4869 [M + 2H]2+,
2090.9638 [M + H]*,

gefunden 697.9940 [M + 3H]3+, 1046.4862 [M + 2H]?",
2090.9638 [M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(112) 15N6-TAT-Lys(15Nes-TAT)-Cys(Alexa Fluor488)-15N-Gly-Lys(N3)-15N-Gly-NH;
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Cr5H106N12"9N 140453 [1785.92]

Das Peptid 106 (1.40 mg, 1.29 umol, 1.65 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefaf? (Eppendorf)
gegeben, unter Argonatmosphare mit entgastem PBS-Puffer (pH = 7.26, 20 mM Phosphatpuffer +
100 mMm NaCl, 920 uL) versetzt. AnschliefRend wurde Alexa Fluor®488-Maleimid (80.0 pL,
580 ug, 780 nmol, 1.00 Aq.) in trockenem DMF zugegeben und unter Lichtausschluss 2 h bei RT
geschiittelt und anschliefdend {iber Nacht bei 4 °C gelagert. Darauffolgend erfolgte die Reinigung
mittels HPLC (semipréparativ, Gradient: 50 = 80% B in 30 min). Die Verbindung 112 (420 ng,
235 nmol, 30%) wurde in Form eines orange-roten Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 50 = 80% B in 30 min): tg = 15.14 min.

MS (ESI): m/z = 904.4 [M + Na + H]?+, 1785.7 [M + H]*, 891.4 [M - H]?, 1783.7 [M - H]-.

HR-MS (ESI) C75H106N1215N14019S3 berechnet 893.3510 [M + 2H]2+, 1785.6947
[M+H],

gefunden 893.3500 [M + 2H]?+, 1785.6944
[M + H]*.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



8. Experimenteller Teil

(113) TAT-Lys(TAT)-Cys(Star635)-Gly-Lys(N3)-Lys-Lys-Lys-Gly-NH;
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C144H470F3N33020S3 [2476.00]

Das Peptid 107 (600 pg, 412 nmol, 1.00 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefi (Eppendorf)
gegeben, unter Argonatmosphare mit entgastem PBS-Puffer (pH = 7.26, 20 mM Phosphatpuffer +
100 mM NacCl, 600 pL) versetzt. AnschlieRend wurde Abberior®Star635-Maleimid (43.0 uL,
430 pg, 422 nmol, 1.02 Aq.) in trockenem DMF zugegeben und unter Lichtausschluss 2 h bei RT
geschiittelt und anschliefend tiber Nacht bei 4 °C gelagert. Darauffolgend erfolgte die Reinigung
mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 40 = 90% B in 30 min). Die Verbindung 113 (240 pg,
96.9 nmol, 24%) wurde in Form eines blauen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 90% B in 30 min): tg = 15.04-16.25 min.
MS (ESI): m/z = 619.8 [M + 4H]**, 826.1 [M + 3H]3+, 1238.7 [M + 2H]?*,

HR-MS (ESI): C114H170F3N3302()S3 berechnet 619.8183 [M + 4H]4+, 826.0887 [M + 3H]3+,
1238.6294 [M + 2H]?-,

gefunden 619.8233 [M + 4H]+, 826.0920 [M + 3H]3*,
1238.6319 [M + 2H]2+.
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8. Experimenteller Teil

(115) 15N¢-TAT-Lys(15Ne-TAT)-Asp-Glu-Lys(N3)-15N-Gly-Asp-Glu- Lys(Star635)-15N-
Gly-NH:; (TriazNF1)

Das natiirliche Analogon, TAT-Lys(TAT)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys(Star635)-Gly-NH;
(114), wurde zuvor auf gleiche Weise synthetisiert.

115
C111H157F3N16"°N140,7S; (2478.68)

Das Peptid 109 (1.10 mg, 687 nmol, 2.64 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefi (Eppendorf)
gegeben, unter Argonatmosphdre mit DIPEA (2.72 pL, 2.02mg, 15.6 umol, 60.0 Aq.) in
trockenem DMF (500 puL) versetzt und anschliefend Abberior®Star635-NHS-ester (250 pg,
260 nmol, 1.00Aq.) in DMF (25pL) zugefiigt und unter Lichtausschluss 19h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 40 - 90% B in 30 min) aufgereinigt. Die Verbindung
115 (303 pg, 122 nmol, 47%) wurde in Form eines blauen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 90% B in 30 min): ¢t = 19.04-20.72 min.
MS (ESI): m/z = 1240.1 [M + 2H]?+,1262.1 [M + 2Na]?+, 825.0 [M - 3H]3-, 1238.0 [M - 2H]>2.
HR-MS (ESI): C111H157F3N161°N14027S:

berechnet  849.0173 [M + 3Na]3*, 1240.0495 [M + 2H]?*, 1262.0314 [M + 2Na]?*, 1238.0349
[M - 2H]z,

gefunden  849.0166 [M + 3Na]3+, 1240.0490 [M + 2H]?*, 1262.0305 [M + 2Na]?*, 1238.0361
[M - 2H]%.
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8. Experimenteller Teil

(116) H-R-I-K-I-G-L-F-D-Q-L-S(Propargyl)-R-L-NH:
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116
C74H126N2,017 [1595.96]
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Das Peptid 116 wurde gemafds AAV 7 (Kapitel 8.1.3) durch automatische Festphasen-
Peptidsynthese (100 pmol) an einem Fmoc-Leu vorbelegtem Rinkamid-Harz (0.76 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(Propargyl)-
OH28, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(0O‘Bu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ille-OH und
Fmoc-Lys(Boc)-OH. Anschlieffend wurde eine Testabspaltung durchgefiihrt, indem das Peptid
116 nach AAV 8 mit Losung 3 vom Tragermaterial abgespalten wurde (Kapitel 8.1.3). Das Peptid
konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden. Das harzgebundene und
vollgeschiitzte Peptid 116 wurde weiter umgesetzt.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 20 = 90% B in 30 min): tg = 16.51 min.
MS (ESI): m/z = 532.7 [M + 3H]3+, 798.5 [M + 2H]?*, 1596.0 [M + H]*.

HR-MS (ESI): C74H126N2201;  berechnet  532.6630  [M+3HJ3*, 798.4908  [M + 2H]%,
1595.9744 [M + H]",

gefunden  532.6618 [M+3H]*, 798.4914 [M+2H]%>,
1595.9728 [M + H]*.

*® \on Dr. H. RADZEY aus dem Arbeitskreis Prof. Dr. U. DIEDERICHSEN zur Verflgung gestellt.
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(117) H-R-I-K-I-G-L-F-D-Q-L-S(X= TAT-K(TAT)-C(Alexa Fluor488)-G-K(X)-G-NHz)-R-L-NH;
HN NH2

1
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17
C1a9H232N34 "N 14,0465 [3381.88]

Das harzgebundene und vollgeschiitzte Peptid 116 (0.36 mmol/g, ~910 nmol, 6.79 Aq.), Cul
(192 pg, 1.01 pmol, 7.54 Aq.), Natriumascorbat (240 pg, 1.21 pmol, 9.03 Aq.) und das Azid 112
(240 pg, 134 nmol, 1.00 Aq.) wurden unter Argonatmosphire mit trockenem DMF (250 pL)
versetzt und 2 h bei Raumtemperatur vorsichtig geschiittelt. Das Harz wurde im Anschluss mit
DMF (5% 1 mL) und DCM (10 X 1 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Anschlieféend
wurde das Peptid nach AAV 8 mit Losung 3 vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3) und
mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 40 = 80% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 117
konnte in Form eines orange-roten Feststoffes isoliert werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 80% B in 30 min): tg = 16.53-17.53 min.
MS (ESI): m/z = 846.4 [M + 4H]*+, 1127.9 [M + 3H]3-.

HR-MS (ESI): C149H232N3415N14036S3 berechnet 677.3395 [M + 5H]5*, 846.4225 [M + 4H]*",
1127.8931 [M + 3H]>,

gefunden  677.3410 [M + 5H]5+, 846.4234 [M + 4H]*+,
1127.8946 [M + 3H]3+.
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8. Experimenteller Teil

8.4.1 Vorschriften zu 19F-Biomolekiilmarkern

(119) (FsBz)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys-Gly-NH:

S Em; a

HOO

119
C41H54F 5N 13047 [1095.95]

Peptid 119 wurde gemafd AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(10.0 pumol) an einem mit zuvor Fmoc-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.76 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Glu(O*Bu)-OH, Fmoc-Asp(0Bu)-OH und Fmoc-Lys(N3)-OH (101) sowie 2,3,4,5,6-
Pentafluorobenzoesiure (118). AnschliefRend wurde das Peptid 119 (10.0 umol) nach AAV 8 mit
einer 10%igen Losung 3 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3) und mittels
HPLC (semipraparativ, Gradient: 30 = 80% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 119 konnte
in Form eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 30 = 80% B in 30 min): tg = 12.27 min.
MS (ESI): m/z=1096.4 [M + H]+, 1094.4 [M - H]~.

HR-MS (ESI): C41HssFsN13017  berechnet 1096.3754 [M +H]+, 1118.3573 [M + Na]*,
1094.3608 [M - H,

gefunden 1096.3756 [M + H]+, 1118.3574 [M + Na]+,
1094.3607 [M - H]~.
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(120) (FsBz)-Lys(FsBz)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys-Gly-NH;
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Cs4HesF10N15019 [1418.18]

Peptid 120 wurde gemafl AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
(10.0 pmol) an einem mit zuvor Fmoc-Gly vorbelegtem Sieberamid-Harz (0.76 mmol/g)
hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Glu(0tBu)-0OH, Fmoc-Asp(0OtBu)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH und Fmoc-Lys(N3)-OH (101) sowie
2,3,4,5,6-Pentafluorobenzoesdure (118). Anschliefend wurde das Peptid 120 (10.0 pmol) nach
AAV 8 mit einer 10%igen Losung 3 in DCM vom Tragermaterial abgespalten (Kapitel 8.1.3) und
mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 40 - 90% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 120
wurde in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 90% B in 30 min): tg = 12.95 min.

MS (ESI): m/z = 720.8 [M + Na + H]?+, 1418.5 [M + H]*, 1440.5 [M + Na]*, 707.7
[M - 2H]%, 1416.4 [M - H]-

HR-MS (ESI): Cs4HesF10N1s010  berechnet 1418.4494 [M + H]*, 1440.4314 [M + Na]*,
707.7138 [M - 2H]>, 1416.4349 [M - H,

gefunden 1418.4515 [M + H]*, 1440.4318 [M + Na]*,
707.7130 [M - 2H]%, 1416.4343 [M - H].
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(121) (FsBz)-Asp-Glu-Lys(N3)-Gly-Asp-Glu-Lys(Star635)-Gly-NH,

121
CasH100FsN16025S, [1973.94]

Peptid 119 (430 pg, 392 nmol, 1.50 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefif (Eppendorf) gegeben,
unter Argonatmosphire mit DIPEA (10.0 pL, 22.3 pmol, 86.0 Aq.) in trockenem DMF (300 pL)
versetzt und anschlieRend Abberior®Star635-NHS-ester (250 ug, 260 nmol, 1.00 Aq.) in DMF
(25 pL) zugefiigt und unter Lichtausschluss 17 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC
(semipraparativ, Gradient: 30 - 80% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 121 (160 pg,
81.1 nmol, 31%) wurde in Form eines blauen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 30 = 80% B in 30 min): tg = 19.24-21.42 min.
MS (ESI): m/z=1009.8 [M + 2Na]2+, 1020.8 [M + 3Na]?+, 985.3 [M - 2H]>2-.

HR-MS (ESI) C85H100F8N1502552 berechnet 1009.3072 [M + 2Na]2+, 1020.7998 [M—
H + 3Na]?, 985.3107 [M - 2H]?,

gefunden 1009.3068 [M +2Na]?+, 1020.7973 [M -
H + 3Na]?+,985.3125 [M - 2H]%.
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(122) (FsBz)-Lys(FsBz)-Asp-Glu-Lys(Ns3)-Gly-Asp-Glu-Lys(Star635)-Gly-NH;
(SK155)
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C99H11 1 F13N1802782 [2296 1 8]

Peptid 120 (550 pg, 388 nmol, 1.50 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefif} (Eppendorf) gegeben,
unter Argonatmosphire mit DIPEA (10.0 uL, 22.3 pmol, 86.0 Aq.) in trockenem DMF (300 pL)
versetzt und anschlieRend Abberior®Star635-NHS-ester (250 pug, 260 nmol, 1.00 Aq.) in DMF
(25 pL) zugefiigt und unter Lichtausschluss 17 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC
(semipraparativ, Gradient: 40 - 90% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 122 (130 pg,
56.6 nmol, 22%) wurde in Form eines blauen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 40 = 90% B in 30 min): tg = 21.74-23.48 min.
MS (ESI): m/z=1170.9 [M + 2Na]?+, 1181.9 [M + 3Na]?+, 1146.8 [M - H].

HR-MS (ESI): C99H111F13N13027Sz berechnet 787.8926 [M + 3Na]3+, 1170.3442
[M + 2Na]?+, 1181.8367 [M - H + 3Na]2+,

gefunden 787.8913 [M + 3Na]3+, 1170.3446
[M + 2Na]?+, 1181.8350 [M - H + 3Na]?+.
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8. Experimenteller Teil

8.5 Synthese von markierten Peptiden mit Sortase A-

Erkennungsmotiv

(123.1) LPETGG-NH,[26]

Die Synthese erfolgte nach literaturbekannter Vorschrift[2¢] unter modifizierten Bedingungen.

HO.__O

O

N : N

QAHOEMW NH,
/\OHO

Co4H44N70g [571.63]

Das Peptid 123.1 wurde nach AAV 7 (Kapitel 8.1.3) durch automatische Festphasen-
Peptidsynthese (100 pmol) an einem mit zuvor Fmoc-Gly vorbelegtem Rink-Amid-MBHA-Harz
(0.36 mmol/g) hergestellt. Die verwendeten Aminosduren waren Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Thr(tBu)-
OH, Fmoc-Glu(0‘Bu)-OH, Fmoc-Pro-OH und Fmoc-Leu-OH. Anschlieffend wurde das Peptid
123.1 (~5.50 umol) nach AAV 8 mit Lésung 3 (Kapitel 8.1.3) vom Tragermaterial abgespalten.
Die Verbindung 123.1 (3.07 mg, 5.37 mmol, 97%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes
erhalten werden.

Analytische Daten:
HPLC (analytisch, Gradient: 5 = 50% B in 30 min): tr = 13.87 min.
MS (ESI): m/z =572.3 [M + H]*, 594.3 [M + Na]+, 1143.6 [M + 2H]+, 570.3 [M - H]-.

HR-MS (ESI): C24aHuiN;0s  berechnet  572.3036 [M + H]+, 594.2858 [M + NaJ*, 570.2893
[M - H]',

gefunden 572.3039 [M + H]*, 594.2853 [M + Na]*, 570.2889
[M - H]-.
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(125) Biotin-LPETGG-NH,26]

Die Synthese erfolgte nach literaturbekannter Vorschriftl2¢] unter modifizierten Bedingungen.

o

125
Ca4HssNg044S [797.93]

Das auf dem Rink-Amid-MBHA-Harz (0.36 mmol/g) befindliche, Seitenketten-geschiitzte Peptid
123 (~10.0 umol) wurde nach AAV 6 (Kapitel 8.1.3) durch manuelle Festphasen-Peptidsynthese
unter Verwendung der Cystein-Kupplungsbedingungen (10 min, 40 °C, 20 W) N-terminal mit
Biotin verkniipft. Das Peptid 125 wurde nach AAV 8 mit Losung 3 (Kapitel 8.1.3) vom Harz
abgespalten und mittels HPLC (semipraparativ, Gradient: 5= 50% B in 30 min) gereinigt. Die
Verbindung 125 (3.42 mg, 4.29 mmol, 43%) konnte in Form eines farblosen Feststoffes erhalten
werden.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 5 = 50% B in 30 min): tr = 23.64 min.
MS (ESI): m/z =798.4 [M + H] +, 820.4 [M + Na] *.
HR-MS (ESI): C34Hs55N9011S berechnet 798.3815 [M + H]*, 820.3634 [M + Na]*,

gefunden 798.3819 [M + H]*, 820.3636 [M + Na]*.
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(126) Atto647N-LPETGG-NH:
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CesHg1N19011* [1200.51]

Das auf dem Rink-Amid-MBHA-Harz (0.36 mmol/g) befindliche, Seitenketten-geschiitzte Peptid
123 (~ 7.70 mg, 2.40 pmol, 2.00 Aq.) wurde in ein Mikroreaktionsgefify (Eppendorf) gegeben,
unter Argonatmosphire mit DIPEA (2.47 pL, 12.0 umol, 10.0 Aq.) in trockenem DMF (100 pL)
versetzt und 1h quellen gelassen. Anschliefiend wurde Atto647N-NHS-Ester (1.00 mg,
1.20 mmol, 1.00 Aq.) in DMF (100 uL) zugefiigt und unter Lichtausschluss 18.5h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wurde in eine BD-Spritze iberfiihrt, die
Kupplungslosung entfernt, das Harz mit DMF, DCM, DMF (je 3 X 2 mL) und DCM (7 x 2 mL)
gewaschen und anschliefend im Vakuum getrocknet. Das Peptid 126 wurde nach AAV 8 mit
Losung 3 (Kapitel 8.1.3) vom Harz abgespalten und mittels HPLC (semipriparativ,
Gradient: 30 - 90% B in 30 min) gereinigt. Die Verbindung 126 (1.20 mg, 1.00 mmol, 84 %)
wurde in Form eines blauen Feststoffes erhalten.

Analytische Daten:

HPLC (analytisch, Gradient: 30 = 90% B in 30 min): tgr = 25.04-25.64 min.
MS (ESI): m/z = 611.3 [M + Na]?+, 1199.7 [M] +.

HR-MS (ESI): Coe6Ho1N 10011+ berechnet 600.3468 [M + H]2+, 611.3378 [M + Na]2+,
1199.6863 [M],

gefunden 600.3472 [M+H]?>*, 611.3363 [M + Na]?,
1199.6878 [M]".
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9. Anhang

Tabelle 9.1: Strukturen und Codes der fiir diese Arbeit relevanten und kommerziell erwerblichen

Aminosauren.
Aminosiure Struktur Dreibuchstaben- | Einbuchstaben-
Code Code
[-Alanin 0 B-Ala -
H2N/\)J\OH
o
Alanin \HJ\OH Ala A
NH,
NH O
Arginin HQNJ\HWJ\OH Arg R
NH,
O
Asparagin ONOH Asn N
NH, NH,
O
Asparaginsaure ONOH Asp D
OH NH,
O
Cystein H S/\HJ\OH Cys C
NH,
0] o
Glutamin H ZNWOH Gln Q
NH,
O o
Glutaminsaure HOWOH Glu E
NH,
Glycin o Gly G
FN \)J\OH
O
Isoleucin \)\)J\OH Ile I
NH,
O
Leucin WJ\OH Leu L
NH,
O
Lysin HaN \/\/\HJ\OH Lys K
NH»>
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9. Anhang

N,N’-Diisopropylcarbodiimid

HATU
0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-
tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

HBTU
O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-
tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

HOAt
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt
1-Hydroxybenzotriazol

PyBOP
Benzotriazol-1-yl-oxy-
tripyrrolidino-phosphonium-
hexafluorophosphat

o
Phenylalanin OH Phe
NH»
o)
HO OH Ser
NH,
H o)
N
Tryptophan | Trp
NH,
Tabelle 9.2: Strukturen der verwendeten Kupplungsreagenzien.
Kupplungsreagenz Struktur
DIC N=C=N

Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.
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10. Abkiirzungsverzeichnis

A Angstrom

AA Ammoniumacetat

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift
Abb. Abbildung

Abs Absorption

ACHC trans-2-Aminocyclohexancarbonsaure
AcOH Essigsaure

Acz0 Essigsaureanhydrid

AFM atomic force microscopy

AG Abgangsgruppe

Alloc Allyloxycarbonyl

aqg. wassrig

Aq. Aquivalente

AS Aminosdure

BD Becton Dickinson

Bn Benzyl

Boc tert-Butoxycarbonyl

br breit

‘Bu tert-Butyl

°C Grad Celsius

CAT chemoselective addressable template
CAN Cer(IV)ammoniumnitrat

Cbz Carboxybenzyl

CD Circulardichroismus

COSY correlation spectroscopy
CYA Cyanursaure

6 chemische Verschiebung
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10. Abkirzungsverzeichnis [F2wAl

D Diffusionskoeffizient

d dublett

dd dublett von dublett

ddd dublett von dublett von dublett
dn hydrodynamischer Durchmesser
dt dublett von triplett

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
DC Diinnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan

DIBAL-H Diisobutylaluminiumhydrid

DIC Diisopropylcarbodiimid

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

[D6]DMSO Hexadeuterodimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

€ Extinktionskoeffizient

n Viskositat

EDT 1,2-Ethandithiol

ESI Elektrospray-lonisation
EtOAc Essigsaureethylester

EtOH Ethanol

Et.0 Diethylether

FC flash-Saulenchromatographie
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
GFP griin fluoreszierendes Protein
h Stunde
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10. Abkiirzungsverzeichnis

HATU 0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium- hexafluorophosphat

HBTU 0-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluorophosphat

hDap Homodipropionsaure

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

hLys Homolysin

HMBC heteronuclear multiple bond correlation

HOAt 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC Hochleistungsfliissigkeits-chromatographie (high performance liquid
chromatography)

HR high resolution

HSQC heteronuclear single quantum coherence

Hz Hertz

| Intensitat

] skalare Kopplungskonstante

k Boltzmann-Konstante

konz. konzentriert

1 Lange

IR Infrarot

m Masse

m medium

m meta

M molar

M Molmasse

m Multiplett

m/z Masse-zu-Ladung

MBHA 4-Methylbenzyhydrylamin

Me Methyl

MeOH Methanol
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MHz
min
MS

MSI

NBS
NCL
NEM
NEt3
NHS
NMP

NMR

OAc
oSG

Su

Pbf
PE
PEG
Ph
pH
PIDA
Pmb
PNT
PPA
ppm
iPrOH

PS

Megahertz

Minute
Massenspektrometrie

mass spectrometry imaging
Beladungsdichte
N-Bromsuccinimid

native chemical ligation
N-Ethylmorpholin
Triethylamin
N-Hydroxysuccinimid
N-Methylpyrrolidin-2-on
nuclear magnetic resonance
ortho

Acetat

orthogonale Schutzgruppe
Succinimid

para
2,2,4,6,7-Pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl
Polyethylen
Polyethylenglycol

Phenyl

10. Abkirzungsverzeichnis

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffkonzentration

Diacetoxyiodbenzol
p-Methoxybenzyl
peptide nanotube
propanphosphonic acid
part per million
Isopropanol

Polystyrol
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10. Abkiirzungsverzeichnis

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxy-tripyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat
q Quartett

R Rest

RAFT regioselective addressable functionalized template
R¢ Retentionsfaktor

RNA Ribonucleinsaure

RP reverse phase

RT Raumtemperatur

S singulett

S strong

SEM scanning electron microscope

SG Schutzgruppe

SIMS Sekundarionen-Massenspektrometrie

SNAP-25 Synaptosomal-associated protein 25

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor
SPPS solid phase peptide synthesis

S Elliptizitat

T Thymin

t Triplett

Tab. Tabelle

TAT Triaminotriazin

TAP Triaminopyrimidin

TASP Templat-assozierte synthetische Proteine

TEAA Triethylammoniumacetat

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

tert tertiar

TFA Trifluoressigsaure

TFMSA Trifluormethansulfonsaure

THF Tetrahydrofuran
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10. Abkirzungsverzeichnis PR

TIS Triisopropylsilan

tr Retentionszeit

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trt Trityl

U/Minute Umdrehung pro Minute

uv Ultraviolett
VIS visible

Vs very strong
w weak

z. B. zum Beispiel

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den von der International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) empfohlenen Richtlinien. Firmennamen und
Fachausdriicke, die aus dem Englischen oder Lateinischen ibernommen wurden, sind kursiv
geschrieben.
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