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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Fiir die Funktionsweise lebender Zellen ist die inter- und intrazelluldire Kommunikation von
zentraler Bedeutung. Storungen der Signaltransduktion und damit der zelluldren
Regulationsprozesse konnen zu schweren Krankheiten wie Krebs fiihren. Es ist deshalb von
grolem Interesse, die molekularen Grundlagen der Signalweiterleitung zu verstehen, um die
Ursachen dieser Krankheiten zu erkennen und gegebenenfalls therapieren zu kénnen.!!!

Bei der JNK-Signaltransduktionskaskade wird ein extrazelluldres Signal (z. B. UV-Licht),
welches die Zellmembran erreicht, zuerst iiber membranverankerte, lipidmodifizierte Proteine
weitergeleitet, die eine Proteinphosphorylierungskaskade im Cytoplasma auslosen.” Am
Ende dieser Kaskade wird das Jun-Protein aktiviert und iiber einen erst teilweise verstandenen
Mechanismus in den Zellkern importiert. Dort bildet es einen Aktivator-Protein-1 (AP1)
genannten Transkriptionsfaktor, welcher schlieflich die Transkription bestimmter Gene
auslost.”!

Fir die Untersuchung solcher Signaltransduktionsprozesse stellen Peptide, welche
charakteristische Teilsequenzen des Proteins mit definierten Seitenkettenmodifikationen
enthalten, wertvolle Werkzeuge dar. Sie helfen, die molekularen Ursachen von Prozessen wie
beispielsweise den Import von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern zu verstehen.

Neben der Funktion als molekularer Schalter im Rahmen verschiedener
Signaltransduktionskaskaden hat die Phosphorylierung zahlreiche weitere biologische
Funktionen in der Zelle. Der Zustand der potentiellen Phosphorylierungsstelle wird dabei liber
ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Kinasen und Phosphatasen reguliert. Bei
Fehlfunktionen eines der beteiligten Enzyme konnen schwere Krankheiten entstehen. So ist
bei Alzheimerpatienten das t-Protein in einer unnatiirlichen Weise hyperphosphoryliert. Die
Griinde fiir die Hyperphosphorylierung sind unklar. Auch hier kénnen synthetisch dargestellte
Partialsequenzen zum Verstindnis der Krankheit beitragen.¥

Die Synthese glycosylierter und phosphorylierter Partialstrukturen, die in den Kernimport
involviert sind, einer viralen Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP1, sowie die

Darstellung einer mehrfach phosphorylierten Teilsequenz des menschlichen t-Proteins sind

Gegenstand dieser Arbeit.
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2. Allgemeiner Teil

2.1 Das Tau(t)-Protein

Die Familie der t-Proteine stabilisiert die Bildung von Mikrotubuli, langgestreckter fibrillarer
Proteinstrukturen des Cytoskletts, aus Tubulin und wurde erstmals 1977 gemeinsam mit
Tubulin isoliert.”) Die t-Proteine werden sowohl im Zellkern als auch in der Zellmembran
und dem Cytosol von Zellen des zentralen Nervensystem gefunden, wo sie mit Mikrotubuli-
stabilisierenden Doméinen die Stabilitdt der Microtubuli unterstiitzen. AuBBerdem gibt es
Hinweise darauf, dal die t-Proteine mit den Organellen im Cytoplasma wechselwirken
konnen. Wechselwirkungen mit der Phospholipase C-y (PLC-y) deuten auf eine Rolle des t-
Proteins im Phosphatidylinositol-Signaltransduktionsweg hin.'!

Obwohl die t-Proteine von einem einzigen Gen codiert werden, flihrt unterschiedliches
Spleien der mRNA zu sechs Isoformen. Sie unterscheiden sich hinsichtlich der Anzahl der
Mikrotubuli-stabilisierenden Doméanen und der im N-terminalen Bereich zusédtzlich
vorhandenen Bereiche (Schema 1).17%

Wiéhrend man urspriinglich vermutete, da3 die sich 3-4 mal wiederholenden Doménen fiir die
Bindung des rt-Proteins an die Mikrotubuli verantwortlich sind, zeigen neuere
Untersuchungen, daf3 diese Regionen nur mit geringer Affinitit an die Mikrotubuli binden.
Vielmehr weisen die Prolin-reichen flankierenden Bereiche eine hohe Bindungsaffinitit zu
den Mikrotubuli auf, die 3-4 mal vorhandenen Doménen hingegen férdern die Stabilitdt und
das Wachstum der Mikrotubuli. AuBlerdem scheinen nur die jeweils ersten zwei Doménen
effektiv mit den Mikrotubuli zu wechselwirken.”? Sowohl die flankierenden als auch die sich
wiederholenden Regionen sind fiir die Wirksamkeit des t-Proteins von essentieller
Bedeutung. Zuerst bindet das t-Protein iiber die flankierenden Doménen an die Mikrotubuli,
danach unterstiitzen die sich wiederholenden Doménen die Stabilitdt und den Wachstum der
Microtubuli.!"”

Die Bindung des t-Proteins an die Mikrotubuli wird iiber die Phosphorylierung von
Serin/Threonin-Seitenketten reguliert. Ein phosphoryliertes t-Protein bindet nicht oder
deutlich schlechter an die Mikrotubuli. Hierbei scheint vor allem die Phosphorylierung von

262 356

Ser und Ser in den Mikrotubuli-stabilisierenden Doménen durch die Mikrotubuli

Affinitdt regulierende Kinase (microtubule affinity-regulating kinase, MARK) und die



2. Allgemeiner Teil 3

Phosphorylierung des *'*Ser durch die Protein Kinase A (protein kinase A, PKA) von
entscheidender Bedeutung zu sein (jeweils bezogen auf die ldngste menschliche

Isoform).!""!?! Diese Phosphorylierungen sollen zu einer Konformationsinderung des Proteins

fiihren, weshalb eine Bindung des t—Proteins an die Mikrotubuli erschwert wird.!"
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O Erster N-terminaler Bereich

Zweiter N-terminaler Bereich

I Kleine Bereiche um die zweite Mikrotubuli-bindende Doméne

Schema 1: Unterschiedliche Strukturen der t-Isoformen.

Das Interesse an t-Proteinen intensivierte sich, als in Gehirnen von Alzheimernpatienten zwei
aus unnatiirlichen Proteinen gebildete Ablagerungen gefunden wurden: die Amyloid Plaque
(amyloid plaques, AP) im extrazelluliren Raum wund die neurofibrilliren Knoten
(neurofibrillary tangels, NFT) im Cytosol. Beide bestehen aus zu Fasern zusammengelagerten
Proteinen. Wéhrend die APs aus Amyloid-B-Peptiden zusammengesetzt sind, welche durch
proteolytische Spaltung aus dem membrangebundenen Amyloid B Vorgédngerprotein,
(amyloid B-precursor protein, APP) entstehen, ergaben Untersuchungen, dafl die NFT°‘s

hauptsdchlich aus gepaarten helikalen Fasern (paired helical filaments (PHF) bestehen,
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welche wiederum grofitenteils aus dimeren hyperphosphorylierten t-Proteinen aufgebaut
sind.""*! Dabei korreliert die Anzahl der Ablagerungen von NFTs mit dem fortschreitenden
Verlauf der Krankheit.!"”!

Die Griinde, welche zur Hyperphosphorylierung fiihren, sind noch nicht im Detail geklért. Es
wurden bisher im PHF-t-Protein mindestens 30 Phosphorylierungsstellen gefunden, die

(61617 I Vergleich

jedoch haufig auch im natiirlichen t-Protein phosphoryliert sein konnen.
zum normalen Protein kann das PHF-t-Protein nicht durch Phosphatasen dephosphoryliert
werden, es sei denn, es wird durch den Einsatz von denaturierenden Reagenzien wieder in
Losung gebracht.'™ Interessanterweise ist fotales t-Protein, welches nur aus der kiirzesten
Isoform gebildet wird, ebenfalls hyperphosphoryliert. Es reagiert mit den Antikorpern, die
auch auf PHF ansprechen, bildet jedoch selbst keine PHFs aus.!"”!

Die Behandlung von verschiedenen Zellkulturen mit Amyloid—fp-Peptiden ergab, daf

hierdurch das t-Protein hyperphosphoryliert werden kann.”*”

Der Mechanismus, durch
welchen die Amyloid-B-Peptide die Hyperphosphorylierung auslosen, ist noch nicht endgiiltig
verstanden, es scheint sich aber um eine gesteigerte Aktivitdit der Proteinkinasen zu
handeln."

Auch im Verlauf der Apoptose, dem programmierten Zelltod, wird das t-Protein durch eine
gesteigerte Aktivitit der Kinasen cdc2 und cdk5 hyperphosphoryliert.””) Dabei kann das
genaue Ausmall der Hyperphosphorylierung nicht exakt festgestellt werden, da die ATP-
abhingigen Kinasen nach dem Zelltod aufgrund der fehlenden Zellatmung nicht mehr
phosphorylieren kénnen, die Phosphatasen jedoch auch nach dem Zelltod noch aktiv sind.™*’!
Der Grad der Phosphorylierung des natiirlichen t-Proteins hdngt von einem komplizierten
Gleichgewicht zwischen verschiedenen Kinasen (MARK, MAPK, PKA, PKC, GSK3,...) und
den entsprechenden Phosphatasen (PP1, PP2A, PP2B, PP2C,..) ab. Die Ursache der
Hyperphosphorylierung liegt deshalb wahrscheinlich nicht in der Fehlfunktion eines einzigen
Enzyms begriindet.!'****"!

Wenn Zellen osmotischem Strel3 ausgesetzt werden, phosphoryliert die Familie der Stress-
aktivierte  Protein  Kinase  (stress-activated protein  kinases, SAPKs) Serin-
/Threoninseitenketten. Da jedoch nicht nur Ser/Thr-Pro Motive, welche die Substrate der
SAPKs sind, phosphoryliert werden, miissen auch andere Kinasen beteiligt sein.** Bei der
Cyclin-abhéngigen Kinase 5 (cyclin-dependent kinase 5, Cdk5) wurde festgestellt, da3 unter
osmotischem Stress die regulierende Untereinheit p35 durch einen proteolytisch gespaltenen

Teil von p35, p25, ersetzt wird. Dies ist verbunden mit einer erhohten Aktivitédt dieser Kinase,

welche in vivo das t-Protein phosphoryliert. Tatsdchlich wurden in den Gehirnen von
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Alzheimerpatienten erhdhte p25-Werte festgestellt.””) Das Dimer aus Cdk5 und p25 wird
auch neuronale Cdc2-dhnliche Proteinkinase (neuronal Cdc2-like protein kinase, NCLK; oder
auch: t—Kinase II) genannt. /n vitro konnte festgestellt werden, dafl die Cdk5-Untereinheit der
NCLK iber das t-Protein an Mikrotubuli bindet. Diese fiihrt zu einer effektiven
Phosphorylierung des rt-Protein durch die NCLK, obwohl es im Gehirn mehrere
Proteinsubstrate fiir die NCLK gibt. Die Phosphorylierung des t-Proteins fiihrt letztendlich
zur PHF-Bildung und zur Apoptose.[zg]

Wihrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dal die Hyperphosphorylierung der t-
Proteine zur Dimerisierung und weiter zur PHF-Bildung fiihrt,*” ergaben neuere Ergebnisse,
daB insbesondere die Phosphorylierungen von KXGS-Motiven (z. B. 2"*Ser ***Ser, u. a.)
durch die Kinasen MARK oder PKA, welche eine Dissoziation von den Microtubuli
bewirken, eine Bildung von PHFs wirkungsvoll inhibieren."”? Phosphorylierungen von
Prolin-abhingigen Kinasen (z. B. GSK-33 und MAPK) hingegen, die nur Ser-Pro oder Thr-
Pro als Substrate akzeptieren, haben sowohl auf die Dissoziation von den Microtubuli als
auch auf die Bildung von PHFs einen geringen Einflu3; es sind jedoch diese Motive, die von
den Antikdrpern, welche auf das hyperphosphorylierte t-Protein reagieren, erkannt werden.
Auch die Phosphorylierung aller dieser Motive, insgesamt 14, hat einen geringeren
inhibitorischen Effekt auf die Bildung von PHFs als die Phosphorylierung eines KXGS-
Motivs.

Das Entstehen von PHFs ist stark von der Bildung des iiber eine Disulfidbriicke des ***Cys
verbriickten t-Dimers abhingig.”” Die Ausbildung dieser Disulfidbriicke wird durch die
Phosphorylierung  von *®*Ser wirkungsvoll unterdriickt. Da jedoch ein an *'“*Ser
phosphoryliertes t-Protein durchaus in der Lage ist, Dimere zu bilden, beruht die Inhibierung
der PHE-Bildung nicht ausschlieBlich auf der Unterdriickung der Dimerbildung.!'”) Interessant
ist hierbei, daB Phosphorylierungen in der Nihe von *'*Ser z. B. von *'"Ser die PHF-Bildung
nicht inhibieren. Durch Uberladung von Mikrotubuli mit t-Proteinen konnte allerdings
bewiesen werden, daf3 die Dimerbildung und damit der erste Schritt zur PHF-Bildung bereits
am Mikrotubulus stattfinden kann, vermutlich unterstiitzt durch den polyanionischen C-
Terminus des Tubulins.®" Jedoch zeigten auch Mutanten, bei denen alle Cysteine zu
Alaninen mutiert waren, die Tendenz zur Ausbildung der Fasern, wenn die Polymerisation
durch Fettsiuren gefordert wurde.*

Zusammenfassend 148t sich vermuten, dal das t-Protein nach der Phosphorylierung von
KXGS-Motiven von den Microtubuli dissoziiert, von Phosphatasen wieder dephosphoryliert

wird und sich durch Oxidation des ***Cys Dimere bilden, welche sich dann weiter zu PHFs
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zusammenlagern. Erst danach koénnen die KXGS-Motive phosphoryliert werden. Wann die
Phosphorylierung durch die Prolin-abhidngigen Kinasen stattfindet ist irrelevant, da sie nur
einen geringen Effekt auf die Assoziation an die Microtubuli und die Bildung der PHF’s zu

haben scheint (Schema 2).

NH. Kinasen
—_—

—
Phosphatasen

COOH

:
2
2
@)
=
=
=

Oxidation

\/

Dimer

PHFs

Schema 2: Mechanismus zu Bildung von PHFs

Das t—Protein liegt in der Zelle als zufdlliges Knduel ohne groBere Abschnitte mit

[28d,33]

Sekundérstruktur vor. In den PHFs dagegen kann ein Bereich mit einer f-

306

Faltblattstuktur nachgewiesen werden. Diese wird durch ein Hexapeptid vom *~Val bis zum

SLys gebildet. Untersuchungen in vitro ergaben, daB diese Sequenz wichtig fir die

Ausbildung der PHF’s ist. Durch die raumliche Nihe zum **’Cys, welches Disulfidbriicken

ausbilden kann, ist die Bildung einer -Faltblattstruktur mit dem Hexapeptid des anderen -

Proteins erleichtert.>*!
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2.2 Kernimport

In eukaryotischen Zellen befindet sich das Genom im Zellkern wo es auch repliziert und in
RNA transcribiert wird, die anschlieend zur Translation ins Cytoplasma transportiert wird.
Der Nukleus wird durch die doppelwandige Kernhiille vom Cytosol abgetrennt. Proteine, die
ihre Funktion im Zellkern wahrnehmen, miissen nach ihrer Synthese an den Ribosomen im
Cytoplasma gezielt durch die Kernhiille in den Nukleus transportiert werden. Ebenso muf}
RNA aus dem Zellkern ins Cytoplasma exportiert werden. Dieser Austausch von
Makromolekiilen, Proteinen und RNA, erfolgt durch den Kernporenkomplex (nuclear pore
complex, NPC), einem grof3en, in der Kernhiille lokalisierten, Proteinkomplex, welcher aus
100 — 200 einzelnen Proteinen aufgebaut ist und eine molekulare Masse von 125 MDa
aufweist.”>”

Durch den NPC konnen Ionen und Metaboliten bis zu einem Gewicht von ca. 50 kDa
unselektiv entlang eines Konzentrationsgradienten diffundieren. Grofere Molekiile kdnnen
auch entgegen dem Konzentrationsgradienten aktiv unter Verbrauch von Energie transportiert
werden. Bereits 1984 konnte erstmals einer der Faktoren, welche fiir einen Kernimport
notwendig sind, identifiziert werden. Es handelt sich um eine Sequenz von nur wenigen

]

Aminosduren mit {iberwiegend basischen Seitenketten (Arginin und Lysin).[36 Diese

Sequenz, auch Kernlokalisierungssequenz (nuclear localization signal, NLS) genannt,
verursacht, wenn sie an Proteine, welche sonst nur im Cytosol vorkommen, anligiert wird,
deren Kernimport.?”

Inzwischen unterscheidet man 3 verschiedene NLS:

- Sequenzen, die der zuerst gefunden NLS &hneln. Sie bestehen aus einem kurzen Abschnitt

mit basischen Aminosiuren.>%37238!

- Zwei durch einen kurzen Bereich anderer Aminosiuren getrennte basische Abschnitte.*”!
- Neuere Untersuchungen ergaben, dafl in seltenen Féllen NLS ohne die klassischen
basischen Abschnitte auftreten.!*"!

Der eigentliche Kernimport lduft in zwei Schritten ab. Zuerst erfolgt im Cytosol die Bildung
eines Proteinkomplexes aus dem NLS-Rezeptor, dem Importin-a, welches ein Motiv aus acht
Wiederholungen hydrophober Aminosiuren enthilt, und dem zu importierenden Protein.!*!**!
An dieses Importin-a bindet ein zweites Protein, das Importin-B. Importin-a scheint lediglich
die Funktion eines Briickenproteins zwischen dem zu importierenden Protein und Importin-f3

wahrzunehmen, ohne weiter in den Kernimport involviert zu sein. Dieser Komplex wird
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Kernporengerichteter Komplex (nuclear pore-targeting complex) genannt und lagert sich tiber
das Importin-p an der cytosolischen Seite des NPC an.[*! Neuere Untersuchungen legen die

Vermutung nahe, dall eventuell Importin-f nie vollstindig vom NPC dissoziiert (Schema
2).144

I:I (1) (2)
\ Cytosol

Cytosol
Ran-GDP
GTP
K p10/NFT2
Lumen Lumen
(3)

Cytosol
‘:| Protein mit Kernlokalisierungssequenz

M Importin-o

H Importin-p

<+<— Ran-GTP

Schema 3: Mechanismus des Kernimports.

\ -
—a"=

Der Transport des Proteinkomplexes durch den NPC in den Zellkern wird durch eine kleine
GTPase, Ran, und dem mit ihr assoziierten Faktor p10/NFT2 vermittelt."***%! Es ist unsicher,
ob noch weitere Proteine in den Kernimport involviert sind. Wéhrend der erste Schritt ohne
Energieverbrauch ablduft, wird jetzt durch die Hydrolyse von GTP durch Ran Energie
verbraucht (Schema 3). Ob die Hydrolyse eines GTP-Molekiils den gesamten Energiebedarf
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des Transportes deckt oder ob mehrere Hydrolysezyklen durchlaufen werden, ist unklar."*”!

Der Verlauf des Kernimports ist von der Hefe bis zum Mensch hochgradig konserviert.*"

Im Kern angekommen dissoziiert der Transportkomplex, das importierte Protein wird
freigesetzt. Dabei sollte der Austausch von GDP gegen GTP an Ran das Importin-o. und das
importierte Protein aus dem Importin p verdringen.[*’ Eine Importin-B-Mutante, welcher die
Ran-Bindungsstelle fehlt, kann das transportierte Protein nicht abspalten. Nach seiner
Freisetzung wird das Importin-f nach einem unbekannten Mechanismus ins Cytosol
reexportiert, ohne offensichtlich den NPC je verlassen zu haben."" Das NLS-tragende Protein
und Importin-oc dagegen werden in den Kern entlassen. Was zur Trennung des
Importin-a. vom importierten Protein fiihrt, ist unklar, jedoch sollen Phosphorylierungen eine
Rolle spielen.”"! Der Mechanismus, nach dem das Importin-o. wieder ins Cytosol gelangt, ist
unbekannt. Jedoch scheint der Reexport Importin-B-abhingig zu sein'>>.

Der Kernimport im Falle der nicht basischen Kernlokalisierungssequenz lauft nach einem
anderen Mechanismus ab. Die NLS bindet an ein Transportin genanntes Protein, welches die
Funktion des Importin oo und B wahrnimmt. Danach wird es mit Unterstiitzung des Ran-
Proteins in den Kern geschleust.™

Die Regulierung des Kernimports ist noch nicht vollstdndig verstanden und scheint zudem

141 Phosphorylierungen kénnen sowohl einen positiven als auch einen

nicht einheitlich zu sein.
negativen Effekt auf den Kernimport haben. So soll eine Phoshorylierung in einer die NLS-
flankierenden Region durch die Casein-Kinase II (CKII) einen verstirkenden Einfluss auf den
Kernimport zu besitzen,>” wihrend eine Phosphorylierung durch Cyclin-abhidngige Kinasen
(CDK) diesen inhibiert.”® Weitere Regulationsméglichkeiten sind die Verbindung mit einem
cytosolischem Ankerprotein oder die Maskierung der NLS durch einen Inhibitor des
Kernimports oder durch eine C-terminale Domine des Proteins, welche durch Proteolyse
entfernt werden kann. Auch im Falle des Ankerproteins und der Maskierung erfolgt die
Regulation iiber Phosphorylierungen/Dephosphorylierungen (Schema 4a-e).

Neben der Phosphorylierung ist die Glycosylierung eine weitere hiufig vorkommende
posttranslationale Modifikation. Bei Vorgédngen des Kernimports spielt die Ankniipfung von
N-Acetylglucosamin-Resten eine entscheidende Welche Auswirkung die Verkniipfung von N-
Acetylglucosamin-Resten an Proteine mit einer NLS hat, ist nicht endgiiltig geklért. Proteine
mit N-Acetylglucosamin-Resten werden sowohl im Cytosol als auch im Kern gefunden, ihre
Konzentration ist jedoch im Zellkern signifikant hoher. Am héufigsten finden sich diese
Proteine jedoch in der Kernhiille, so sind auch Proteine des NPC mehrfach glycosyliert.[57]

Die N-Acetylglucosamin-Reste blockieren dabei fast ausschlieflich potentielle Ziele von
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Kinasen. Jedoch sollte diese regulatorische Aufgabe nicht der einzige Zweck der N-

[552,58

Acetylglycosamin-Modifikation sein. ! Vielmehr scheint die Glycosylierung ein direktes

Kernlokalisierungssignal darzustellen. So konnte gezeigt werden, dal die Ankniipfung

1 und

bestimmter Zucker an ein cytosolischen Protein zu dessen Kernimport fiihren kann,'
daB dieser Kernimport nicht iiber den klassischen NLS-Weg abliuft.[®” Insbesondere B-Di-N-
acetylchitobiosid(GlIcNAcB4GIcNAc)-Modifikationen kénnen zum Kernimport von

Proteinen fiihren, selbst wenn diese keine NLS besitzen.[*!!

|‘||?‘|E£ %?@

\CKH ’CDK % %‘Nj
Fu, s ﬁj A G -

(d) (e)

Cytosol
Kernhtille Kernhiille
Lumen
A\ 4
[ ] Protein A Kemlokalisierungssequenz (NLS)
? Phosphat Inhibitor des Kernimports

Cytosolisches Ankerprotein Nj C-Terminale Maskierungssequenz

Schema 4: Regulationsmdglichkeiten des Kernimports.
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2.3 Das Jun-Protein

Bei der Regulation der Genexpression nach dem Empfang extrazelluldrer Signale (Cytokine,
Wachstumsfaktoren, Phorbolester, Hormone u. a.) spielen Transkriptionsfaktoren eine

zentrale Rolle. Sie binden an die DNA und promovieren die Gentranskription. Sie bilden

4]

damit den Endpunkt der Signaltransductionskaskaden.”! Einer der bedeutendesten und

bestuntersuchtesten Transkriptionsfaktoren ist das Aktivator-Protein-1 (activator protein 1,

AP-1). AP-1 ist ein aus zwei Komponenten bestehender Proteinkomplex. Die Komponenten

162 Dag zelluldre Jun (cJun)

3]

des AP-1-Proteinkomplexes gehoren zur Jun- und Fos-Familie.
konnte auf Grund der Sequenzhomologie zum viralen Jun (vJun) kloniert werden.[® cJun
und vJun zeigen nach ihrer Expression in Bakterien bei DNA-Bindungsexperimenten

]

identische Eigenschaften wie AP-1. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB Jun die

Expression eines AP-1-abhingigen Indikatorplasmids induzieren kann.[*%!

Um an die DNA binden zu konnen, ist eine Homodimerisierung oder eine
Heterodimerisierung innerhalb der Jun-Familie oder eine Heterodimerisierung mit einem
Mitglied der Fos-Familie notwendig.'®” Die Dimerisierung erfolgt dabei iiber einen Leucin-
Zipper im C-terminalen Bereich des Jun-Proteins.*”

Der Aufbau von cJun und vJun ist in Schema 5 skizziert. Im N-terminalen Bereich befinden
sich drei bzw. vier Transaktivierungsdominen (TAD), welche in vivo fiir die transkriptionelle
Aktivierung Jun-abhingiger Zielgene verantwortlich sind. TAD sind durch eine Anhdufung
negativ geladener Aminoséuren charakterisiert.®® Im Gegensatz dazu kommen in der DNA-
Bindungsdoméne hidufig positiv  geladene  Aminosduren vor,®” die ionische
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen DNA ausbilden konnen. In der DNA-
Bindungsdomine ist auch die NLS lokalisiert..’” Der oben erwihnte Leucin-Zipper schliefit
sich direkt C-terminal an.

Neben einigen Punktmutationen unterscheiden sich das virale und das zelluldre Jun in der
unterschiedlichen Anzahl der TAD und in der Abwesenheit eines Glutamin- und Prolin-
reichen Abschnitts zwischen den TAD und der DNA-Bindungsdomine beim vJun."
Wihrend cJun vier TAD besitzt, fehlt beim vJun eine TAD, die sogenannte 5-Doméne. Diese
besitzt einen negativen regulatorischen Effekt.l’? Durch die Punktmutationen im vJun ist die
Regulation der DNA-Bindungsaktivitit nicht mehr gewéhrleistet. cJun wird durch mehrere

Phosphorylierungen in der DNA-Bindungsdoméne reguliert.””! Die Substitution von **’Ser,

der ersten Phosphorylierungsstelle, durch Phe verhindert, dal die Phosphorylierungskaskade
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anlduft. Ein zweiter postulierter Regulationsmechanismus tiber die Oxidation/Reduktion des

*8Cys wird ebenfalls durch eine Punktmutation (Cys zu Ser) unterlaufen.!’¥

26SKCRKRKL

Glutamin- und Prolin-

8-Domane reiche Region

N\

cn NN W W Y -c

A A A x\/ I

TADI TADII  TADIII DNA-Bindungs- Leucin-
Domane Zipper

vJun N‘Ei:k)j i |\/| (v)\ _Ic

246K SRKRKL

Schema 5: Aufbau des Zelluldren und des viralen Jun-Proteins.

cJun wird wihrend des gesamten Zellzyklus in den Zellkern transportiert und auch
iiberwiegend nur dort angetroffen, dagegen ist der Import des vJun abhingig vom Zellzyklus.
So wird das vJun beinahe ausschlieBlich in der G2-Phase in den Zellkern importiert und bleibt
withrend der anderen Phasen im Cytoplasma.l’” Verursacht wird dieses Phianomen durch eine
reversible Phosphorylierung des ***Ser, welches der NLS direkt benachbart ist. Damit gehort
vJun zu den Proteinen, deren Zellkernimport durch eine Phosphorylierung negativ reguliert
wird.[”! (Siehe oben)

Die Phosphorylierung inhibiert einen Kernimport des vJun-Proteins bzw. sorgt fiir dessen

Kernexport. Wird der Phosphatrest in der G2-Phase von Phosphatasen abgespalten, ist ein
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Kernimport des vJun-Proteins mdglich. Uber eine erneute Phosphorylierung durch eine

Kinase im Zellkern wird wiederum sein Kernexport eingeleitet (Schema 6).

Cytosol

Kernhulle

Lumen

% Phosphatase | o
A

\ 4
&A nase  (—A—)

|:| vJun-Protein ? Phosphat

A Kernlokalisierungssequenz (NLS)

Schema 6: Aufenthaltsort des vJuns in Abhdngigkeit der Seitenkettenmodifikation.
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2.4 Synthese von Gluco- und Phosphopeptiden

2.4.1 Synthese von Peptiden in Losung und an fester Phase

Zur Darstellung unmodifizierter Peptide wird heute ein weites Spektrum unterschiedlicher
Methoden angewandt.!”® Die Synthese kann dabei entweder in Losung oder, basierend auf
den Arbeiten von Merrifield,”” an fester Phase durchgefiihrt werden. Unabhingig von der
Wahl der Kupplungsreagenzien wird dabei zuerst die Carboxygruppe aktiviert und der
gebildete Aktivester mit der Aminokomponente zur Amidbindung umgesetzt. Um definierte

Produkte zu erhalten, miissen alle nicht an der Reaktion beteiligten Gruppen maskiert werden.

.. R! .
Akt Nukleophil
sG \N/'\n/OH fvierang SG1\NJ\IrX uricophtt SG1\N)\IrNu
o)
a/b

i //

NYO 1 R H O
5 H O R?
7

SG'\y HN M ose2 Verkniipfung

Verkniipfung

R N
X= ?{O\H’O‘Et /O\WNH Nu- N,N:© SG', SG*: Schutzgruppe
O N'R ) R', R*: Aminosiureseitenkette

2a 2b 3
Schema 7: Prinzip der Peptidsynthese.

Die Aktivierung der Carboxygruppe erfolgt entweder als gemischtes Anhydrid 2a mit
Kupplungsreagenzien wie z. B. 2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ)!"®
oder als O-Acylureid 2b mittels Carbodiimidreagenzien wie z. B. Diisopropyl- (DIC) oder N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N “-ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC).[”” Die bei der Reaktion
mit Carbodiimiden drohende Bildung von unreaktiven N-Acylureiden 4 kann durch den

Zusatz von Nukleophilen wie z. B. 1-Hydroxybenzotriazol vermieden werden.*™ Diese
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reagieren mit den O-Acylureiden 2b zu den entsprechenden Aminosdureaktivestern 3 bevor
die Umlagerung zu den N-Acylureiden 4 erfolgen kann. Moderne Kupplungsreagenzien vom
Phosphonium- oder Uronium-Typs wie z. B. 2-(1H)-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-
tetramethyluronium Hexafluorphosphat (HBTU) generieren diese Aktivester direkt. Der so
erzeugte Aktivester wird dann mit der Aminokomponente zum erwiinschten Peptid
umgesetzt.

Bei der Peptidkniipfung sollte als Carboxykomponente eine Aminosdure verwendet werden,
welche N-terminal eine Schutzgruppe vom Urethantyp trigt. Somit kann die Bildung von
epimerisierungsanfélligen Oxazolidinonen 5 vermieden werden, welche bei der Verwendung
von N-terminalen Schutzgruppen des Amidtyps oder bei der Verwendung von
Peptidbausteinen droht. Laft sich die Fragmentkondensation bei der Synthese groBerer
Peptidbausteine nicht vermeiden, ist es vorteilhaft, diese Peptidkniipfungen C-terminal an
Glycin oder dem nicht zu Racemisierungen neigenden Prolin durchzufiihren. Kann auf Grund
der Sequenz eine Fragmentkondensation an anderen Aminosduren nicht umgangen werden, so
kann die Racemisierung durch Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen, die Verwendung oben
erwéhnter Nukleophile und das Vermeiden von Dimethylformamid (DMF) als Losungsmittel
minimiert werden.™"!

Im Unterschied zur Peptidsynthese in Losung ist bei der Darstellung von Peptiden an fester
Phase die erste Aminosdure meist mit ihrer Carboxyfunktion {iber eine selektiv spaltbare
Ankergruppe (Linker) an einem polymeren Triager wie z. B. Polystyrolharz angebunden. Die
Zielsequenz ~ wird dann  durch alternierende  Kupplungs- und  N“terminale
Deblockierungsschritte an der festen Phase aufgebaut. Nach vollendeter Synthese kann das
Zielpeptid durch Spaltung der Ankergruppe wahlweise im geschiitzten oder im deblockierten
Zustand erhalten werden (Schema 8).

Durch die Verankerung am polymeren Triger entfallen die zeitaufwendigen
Aufreinigungsschritte zwischen den einzelnen Reaktionen. Der UberschuBl der verwendeten
Reagenzien kann durch einfaches Waschen des Harzes entfernt werden. Diese einfachen
Syntheseschritte ermdglichen eine weitgehende Automatisierung der Peptidsynthese durch
Syntheseroboter. Voraussetzung fiir eine Automatisierung ist, da3 alle Reaktionen an fester
Phase in nahezu quantitativem Umfang stattfinden, da das bei unvollstindigem Umsatz
erhaltene Produktgemisch héufig schwer aufzureinigen ist. Um diese Voraussetzungen zu
erfiillen, wird mit einem grossen UberschuB der Reaktanden im Vergleich zum Harz
gearbeitet. Dennoch kommt es vor allem bei der Synthese ldngerer Peptide zu

Deletionssequenzen. Kénnen diese trotz des Reaktandeniiberschu3es und Doppelkupplungen
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der einzelnen Aminoséduren nicht vermieden werden, empfiehlt es sich, nach den einzelnen
Kupplungen einen sogenannten Capping-Schritt einzufiihren. Dabei werden nicht umgesetzte
Aminofunktionen mit Essigsdureanhydrid acyliert. Dies fiihrt nur zur Bildung von leichter
abtrennbarer Abbruchsequenzen fiihrt. Trotzdem ist die Synthese von definierten

Peptidsequenzen an fester Phase auf circa 50 Aminosduren limitiert.

SG Deblockierung SG

SG-AS$1—Tinke>—@) - H-AST—Tink>—@)

SG SG

-  SG-AS2-AST—Tinkd> ) T——

Verkniipfung mit AS2

S|G S|G S|G Deblockierung
H-AS(n+2)1AS nAs1 >~ H—AS(n+2)—(AS)—AS1
n
Abspalten Abspalten
vom Harz vom Harz
SIG SIG SIG H—ASn+2—(AS)—AS1-OH
H-ASn+2+AS-+AS1-OH n
n
SG: Schutzgruppe AS: Aminoséure

Schema 8: Prinzip der Festphasensynthese.

Fiir die Synthese von Peptiden an fester Phase haben sich zwei Methoden etabliert. Bei der
von Merrifield urspriinglich vorgeschlagene tert-Butyloxycarbonyl/Benzyl(Boc/Bzl)-
Schutzgruppenstrategie werden die N“-Aminogruppen Boc-geschiitzt, wihrend die
Seitenkettenfunktionen der Aminosduren von Schutzgruppen des Benzyl-Typs maskiert
werden. Entfernt werden die Schutzgruppen durch eine abgestufte Azidolyse.’”” Als zweite
Methode wurde die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl/fert-Butyl(Fmoc-/tBu)-Methode entwickelt.
Dabei wird die Orthogonalitit dieser beiden Schutzgruppen ausgeniitzt. Wahrend die Fmoc-
Gruppe von der N°-Aminogruppe unter leicht basischen Bedingungen entfernt werden kann,
werden die Seitenkettenfunktionalititen durch sdurelabile Schutzgruppen des /Bu- oder des

Triphenylmethyl-Typs blockiert.[**!
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2.4.2 Schutzgruppen in der Peptidsynthese

Unabhéngig davon, ob Peptide in Losung oder an fester Phase synthetisiert werden, ist die
Wahl der Schutzgruppen von entscheidender Bedeutung fiir die erfolgreiche Darstellung von
Peptiden. Die Entwicklung zahlreicher, teilweise orthogonaler Schutzgruppen zeigt die
Bedeutung der Schutzgruppenstrategie fiir das Gelingen der Peptidsynthese. Einige in dieser
Arbeit verwendete Schutzgruppen sollen kurz vorgestellt werden.

Aminofunktionalititen werden zumeist aus oben angefiihrten Griinden durch Schutzgruppen
des Urethantyps maskiert. Die Blockierung von Carboxygruppen wird beinahe ausschlielich
durch Ester-Schutzgruppen erreicht, wihrend Alkoholgruppen in Aminosdureseitenketten als
Ether geschiitzt werden.

Neben den schon ldnger benutzten Schutzgruppen wie Z/Bzl und Boc/tert-Butyl wurden in
den letzten Jahren neue Schutzgruppen entwickelt, die sich unter milderen Bedingungen
abspalten lassen.*”]

Die Aloc-Gruppe 148t sich iiber ihren Chlorameisensdureester einfithren. Der Allylester wird
meist durch azeotrope Veresterung mit Allylalkohol dargestellt. Obwohl diese Schutzgruppen
schon seit den 50er Jahren bekannt sind, erlangten sie erst groflere Bedeutung seit man eine
milde Schwermetall-katalysierte Abspaltungsmethode entwickelt hatte. Dabei bildet das
Olefin mit dem zumeist verwendeten Pd(0)-Katalysator ein n’-n-Allylintermediat, welches
die Allylgruppe auf einen nukleophilen Fénger (z. B. Morpholin, Dimethylbarbitursdure, u. v.
m.) Ubertrdgt oder in einer pericyclischen Reaktion mit einem Hydriddonor zu Propen
weiterreagiert (Schema 9).®¥ Da die Abspaltung unter neutralen Bedingungen abliuft,
konnten durch Variieren der Abspaltungbedingungen zahlreiche Methoden gefunden werden,
welche die Synthese labiler Verbindungen wie Gluco- und Phosphopeptiden,

Oligonukleotiden und Naturstoffen erméglichten.*!



18 2. Allgemeiner Teil

R\H/O\/\ PdL, R\H/OM,\ -RCOO /\ -
L o |-Pd PONL chd it
0 L L L L
HCO,H .
+ pd/ N\
-H, -L l/ (&/O?\\ - PdL, /\ + C02
//I/H
o)
L: PPh,

R:Aminosédure-/Peptidrest

Schema 9: Allylentschiitzung nach der Methode von Noyori et PTARE

Die Maskierung des N-Terminus mit der Fmoc-Gruppe erfolgt iiber eine Reaktion mit dem
korrespondierenden Chlorameisensdureester. Die Deblockierung erfolgt unter basischen
Bedingungen mit Piperidin, Diethylamin oder Morpholin. Dabei wird das acide Proton in
doppelt benzylischer Position abgespalten, worauf eine B-Eliminierung erfolgt. Das durch die
Reaktion mit der Base entstandene Fulvenaddukt mufl bei Synthesen in Losung
chromatographisch entfernt werden. Die UV-Aktivitit der Fmoc-Gruppe und ihres
Abspaltungsproduktes ermdglicht eine einfache Reaktionskontrolle, weshalb die Fmoc-
Schutzgruppe bei Synthesen an fester Phase gern verwendet wird.™®

Bei der Synthese labiler Peptidkonjungate haben sich neben den klassisch-chemischen
Schutzgruppen auch die Enzym-labilen Schutzgruppen bewéhrt. In den letzten Jahren wurden
zahlreiche Schutzgruppen sowohl fiir den Amino- als auch fiir den Carboxyterminus
entwickelt. Sie alle lassen sich bei neutralem pH-Wert und 37° C durch die jeweiligen
Enzyme entfernen. Sie wurden erfolgreich in der Synthese von Gluco-, Lipo-, Nukleo- und

Phosphopeptiden eingesetzt.[*”
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2.4.3 Glycosylierung und Phosphorylierung von Peptiden

Die meisten der an der Signaltransduktion beteiligten Peptide  besitzen
Seitenkettenmodifikationen, die fiir ihre biologische Wirkung essentiell sind. Die Synthese
solcher Peptidbausteine ist oft nicht mit den Standardprozeduren der Peptidsynthese in
Losung und an fester Phase moglich. So neigen Glyco- und Phosphopeptide bei pH-Werten
iber 9 zur B-Eliminierung unter Ausbildung von Dehydroalaninderivaten.™ Zu acide
Bedingungen konnen bei Glycopeptiden hingegen zur Anomerisierung oder zum Verlust des
Zuckerrestes fithren (Schema 10).*”) Auf Grund der hohen biologischen Relevanz dieser
Peptidkonjungate wurden in den letzten Jahren zahlreiche Verfahren zu ihrer Synthese

etabliert.” Auch die unter neutralen und damit sehr milden Bedingungen abspaltbaren,

enzymlabilen Schutzgruppen wurden bei der Synthese dieser labilen Peptide eingesetzt.!”!!
Basenlabilitét:
OR

Ve T

N 0] O

: Ro/éﬁ/o !

g \el\ﬁ x. RO ~ RO-B-OR
(X \—Base R O
Glycoproteine Phosphoproteine

Séurelabilitit:

OR
ke 77,
RO H
NH

R

Schema 10: Labilitdten bei Glyco- und Phosphopeptiden.

Fir die chemische Synthese von Glycopeptiden ist es zuerst notwendig, die
Hydroxyfunktionen des Glycosyldonors 8 zu schiitzen. Der Glycosyldonor 8 besitzt an
seinem anomeren Zentrum eine Fluchtgruppe. Nach deren Aktivierung und Abspaltung bildet
sich das Glycosylkation (Oxoniumion) 9. Dieses reagiert, wenn die Schutzgruppe an C-2
einen Nachbargruppeneffekt ausiiben kann, zum Oxazolin- oder Dioxolanintermediat 10
weiter. Diese werden vom Akzeptor 11 unter Ausbildung der erwiinschten -glycosidischen

Bindung angegriffen wird (Schema 11).
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SGOE&mY Y SGOB%’&\ _ scoR

X > X+O
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R'OH 11 SGO—OR X:NH, O
> X Y: Fluchtgruppe
O=(R SG: Schutzgruppe
12

Schema 11: Allgemeine Methode zur Darstellung von O-Glycosiden

Die in dieser Arbeit benutzten Glycosyldonoren 8a-c und ihre jeweilige Aktivierung sind in
Tabelle 1 gezeigt. Die Acetylgruppe des peracetylierten D-Glucosamins 8a wird durch die
Behandlung mit Bortrifluorid Etherat abgespalten, es bildet sich das Oxazolin.’® Die
Effizienz der Glycosidsynthese kann dadurch noch gesteigert werden, da3 die Acetylgruppe
durch die elektronenziehende 2,2,2-Trichlorethoxycarbonylgruppe ersetzt wird. Der
Glycosyldonor 8b mit der Trichloracetimidatfluchtgruppe kann mit Lewis-Sduren wie

[93]

Trimethylsilyl-trifluormethansulfonat (TMS-Triflat) aktiviert werden, wéhrend der

entsprechende Thioglycosyldonor 8¢ durch Alkylierungreagenzien wie z. B. Dimethyl-

Glycosyldonor Aktivierung

OAc

AR
AcO H OAC 8a BF3*E‘[20

OAc
A% 2
0
NH ™\ CCls 8b TMSOTf
o= \n
0
CCls
OAc
AcO O
AcoéwNH S o
C
o= DMTST
o
CCls

Tabelle 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Glycosyldonore und ihre Aktivatoren.
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(methylthio)sulfoniumtriflat (DMTST) aktiviert werden kann.”* Neben den hier vorgestellten
sind noch zahlreiche weitere Glycosylierungsmethoden in der Literatur bekannt.!””!

Zur chemischen Darstellung von Phosphopeptiden finden hauptsidchlich zwei Methoden
Verwendung: Die Phosphorchloridat- und die Phosphoramidit-Methode. Bei der
Phosphorchloridat-Methode wird das geschiitzte Peptid bzw. die Aminosdure mit dem
Phosphorsiureesterchlorid in Pyridin direkt zum entsprechenden Phosphat umgesetzt.”® Bei
Synthesen nach der Phosphoramidit-Methode wird das geschiitzte Peptid bzw. die
Aminosédure zuerst mit dem Phosphoramidit zum Phosphit umgesetzt, welches dann in situ

zum Phosphat oxidiert wird (Schema 12).°7!

Phosphorchloridat-Methode:

Q
H O CI,FSSR H O
N
yNJ)Sa i - A ])Y
Pyridin
HO Q
RO-P-OR
0]
Phosphoramidit-Methode:
(iPr),N P’OR
1. UFT)N=
H O "OR H O
s(N Tetrazol _ zL(N
2. Oxidation
HO Q
RO-P-OR
0]

Schema 12: Phosphorylierungsmethoden.

Befinden sich im Peptid keine oxidationsempfindlichen Aminoséuren, ist die Phosphoramidit-
Methode auf Grund ihrer kiirzeren Reaktionszeiten und den besseren Ausbeuten der
Phosphorchloridat-Methode vorzuziehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die
Phosphoramidit-Methode verwendet.

Neben den unterschiedlichen Phosphorylierungsmethoden kann zudem der Zeitpunkt der
Phosphorylierung variiert werden. Bei der ,,global phosphorylation‘‘-Strategie wird erst nach
dem Abschlufl der Peptidsynthese phosphoryliert, wihrend bei der ,,building block*-Strategie
bereits phosphorylierte Aminosdurebausteine zur Peptidsynthese eingesetzt werden. Vorteil
der ,global phosphorylation“-Strategie ist, dal wihrend der Peptidsynthese auch
Schutzgruppen verwendet werden konnen, die mit der Labilitit der Phosphopeptide nicht

kompatibel wéren. Jedoch sind auch Fille bekannt, in denen sich Peptide nicht nachtriaglich
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phosphorylieren lieBen. Enthilt die Zielstruktur auch freie Hydroxylgruppen, so wiirde die

»global phosphorylation*-Strategie auch zu deren Phosphorylierung fiihren, weshalb in diesen

Féllen die ,,building block*-Strategie zu bevorzugen ist.10!
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3. Ziel der Arbeit

Zu den wichtigsten Hilfsmitteln, um die Vorginge, welche wéhrend der Signaltransduktion in
der Zelle ablaufen, auf molekularer Ebene besser zu verstehen, gehoren Partialstrukturen der
beteiligten, posttranslational modifizierten Proteine. Die wichtigste posttranslationale
Verianderung wihrend der Signalweiterleitung ist die Phosphorylierung, welche in vivo die
Aufgabe einer Vielzahl von Kinasen ist.

Phosphorylierte Peptide, die Teilstrukturen von entscheidend an der Signalweitergabe
beteiligter Proteine entsprechen, konnen wichtige Hilfmittel zum Verstdndnis dieser Prozesse
sein. Die Synthese phosphorylierter Peptide stellt immer noch hohe Anforderungen an den
synthetisch arbeitenden Chemiker. Zum einen ist die bereits erwédhnte ausgesprochene
Basenlabilitit der Phosphat-Gruppe zu beachten. Daraus resultiert die Notwendigkeit,
orthogonale, unter milden Bedingungen abspaltbare Schutzgruppen zu verwenden. Deshalb
beschrinkten sich die bisherigen chemischen Synthesen von Phosphopeptiden, insbesondere
bei der Darstellung in Losung, beinahe ausschlieBlich auf monophosphorylierte Peptide.
Dabei sind multiple Phosphorylierungen im Organismus von grofler Bedeutung. So werden
zahlreiche Proteine durch mehrfache Phosphorylierungen reguliert.”® Auch bei der
Alzheimer-Krankheit liegt das t-Protein in einem unnatiirlich hyperphosphoryliertem Zustand
VOr.

Um die Leistungsfihigkeit moderner Synthesemethoden fiir Phosphopeptide unter Beweis zu
stellen, sollte im Rahmen dieser Arbeit das dreifach phosphorylierte Pentapeptid '**Ser->"*Ser
aus der die Microtubuli-bindende Domine flankierenden Region des menschlichen t-Proteins

synthetisiert werden (Schema 13).

Q
HO-P-OH
O
N\)L
HzN]\n/ l\,> N/\n/ OH
HO- P OH HO'-F-"OH
A @)

Schema 13: Charakteristisches dreifach phosphoryliertes Pentapeptid des t-Proteins.
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Das Pentapeptid wird vom Antikdrper Tau-1 erkannt, allerdings nur in der unphosphorylierten
Form. Avila et al. vermuten, dal die drei Serinreste des Pentapeptides nicht mit den
Micotubuli interagieren, sondern eine Rolle bei der Assoziation von t-Proteinen in der
Zellmembran eine Rolle spielen. So gibt es eine reziproke Korrelation zwischen dem
Phosphorylierungsgrad und der Assoziation mit der Zellmembran.”!

Auch fiir Untersuchungen zum Mechanismus des Kernimports stellen phosphorylierte Peptide
ein wichtiges Hilfsmittel dar. Wahrend die Rolle der Phosphorylierung bei der Regulation des
Kernimportes zumindest ansatzweise verstanden wird,”"! ist die Wirkungsweise eines O-
verkniipften N-Acetylglucosamins auf die Signaltransduktion immer noch unbekannt.”® Da
N-Acetylglucosamine hiufig mit den Phosphatresten um die gleichen Serine/Threonine als
Ankniipfungspunkte konkurrieren, wurde postuliert, dal N-Acetylglucosamin dazu benutzt
wird, die Hydroxyfunktionen zu maskieren, um sie vor einer Phosphorylierung zu
schiitzen."””!

Um diese Fragestellung zu untersuchen, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die mit 7-
Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl (NBD) fluoreszenzmarkierte Kernlokalisierungssequenz des

vJun-Proteins in ihrer glycosylierten, phosphorylierten und unmodifizierten Form

synthetisiert werden (Schema 14).

NH, HNYNH2 HNYNH2

NH, NH,
OH
g
R H HO-P-OH Hoﬁ/&“
i HO
0 NH
oé\

Schema 14: Fluoreszenz-markierte NLS-Sequenz des vJun-Proteins in 3 biologisch relevanten
Modifikationen.

Nach erfolgreicher Synthese sollten die dargestellten Verbindungen in Kooperation mit dem
Arbeitskreis Prof. Wittinghofer in Zellen microinjiziert werden, um den Kernimport des

Peptides in Abhidngigkeit seiner Seitenkettenmodifikation zu untersuchen.
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4. Spezieller Teil

4.1 Synthese des dreifach phosphorylierten Pentapeptids '**Ser-*’Ser des
menschlichen t-Proteins

4.1.1 Retrosynthetische Uberlegungen

Bedingt durch die Basenlabilitdt von Phosphopeptiden ist die Auswahl der zur Verfiigung
stechenden Schutzgruppen begrenzt. Auf Grund der milden Abspaltungsbedingungen der
Palladium(0)-katalysierten Allyliibertragung sollten sich Schutzgruppen des Allyltyps fiir die
permanente Schiitzung der Phosphatgruppen eignen. Sie sollten alle in einem finalen
Deblockierungsschritt entfernbar sein. Als tempordre Schutzgruppe fiir den N-Terminus
wurde die sdurelabile Boc-Gruppe gewdhlt, wihrend als temporire Schutzgruppe fiir den C-
Terminus die enzymlabile Heptylester-Gruppe benutzt werden sollte. Heptylester sind bei
neutralem pH-Wert mit Lipasen aus Aspergillus niger abspaltbar.””

Das vollgeschiitzte phosphorylierte Pentapeptid 14 1468t sich auf das geschiitzte
Phosphodipeptid 15 und das phosphorylierte Tripeptid 17 zuriickfiihren. Eine ,.global
phosphorylation des Pentapeptids erscheint nicht ratsam, da es auf Grund der grof3en
rdumlichen Néhe der Phosphorylierungsstellen zu sterischen Hinderungen kommen konnte.
Die Di- und Tripeptide 15 und 17 sind aus den entsprechenden unphosphorylierten Peptiden
16 und 18 zuginglich sein, welche sich problemlos aus den geschiitzten Aminosduren

aufbauen lassen sollten (Schema 15).
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H-Sqr—Sqr—Pro—Gly—Sqr—OH
H,O3;PO  OPO3H, OPO3H,

13

Aloc—Sqr—Sqr—Pro—GIy—Sqr—OAII
(AllO),0OPO  OPO(OAII), OPO(OAII)y

14
Aloc—Ser—Ser—OHep Boc—Pro—Gly —Ser—OAll
(AlI0),OPO  OPO(OAII), OPO(OAIl),
15 17
Aloc—Ser—Ser—OHep Boc—Pro—Gly—Ser—OAll
OH OH OH
16 18

Hep: lé‘,‘/\/\/\/

Schema 15: Retrosynthese des phosphorylierten Pentapeptides.
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4.1.2 Synthese

Zuerst wurde das unmodifizierte Tripeptid 18 dargestellt. Dazu wurde aus Boc-Gly-OH 19
und Ser-OAllI*HTos 20 mit EEDQ als Kupplungsreagenz das Dipeptid 21 synthetisiert. Nach
quantitativer Entschiitzung mit TFA konnte das erhaltene TFA-Salz des Dipeptides 22 mit
Boc-Pro-OH mit EDC/HOBt als Kupplungsreagenzien in zufriedenstellender Ausbeute zum
Tripeptid 18 umgesetzt werden. (Schema 16)

EEDQ, NEt;
Boc-Gly—OH + H-Ser—OAIllI*HTos > Boc—-Gly—Ser—O0All
o
19 20 CH,Cl,, 54% 21
TFA Boc-Pro-OH 23, EDC, HOBt, NEt;
> H-Gly—Ser—OAI*TFA >

CH2C12, quant. CH2C12, 44%

22

0] 0] H O
><OJLN “\U\N/\n’N\;)I\O/\/
SRR

Schema 16: Darstellung des unphosphorylierten Tripeptids 18.

OH
18

Das Phosphorylierungreagenz, Bis-(allyloxy)-(V,N-diisopropyl)-phosphoramidit 26, konnte
nach einer literaturbekannten Vorschrift aus kommerziell erhéltlichem Allyloxy-bis-(N,N-
diisopropyl)-phosphoramidit 24 und Allylalkohol 25 in hoher Ausbeute dargestellt werden.
Dieses Phosphorylierungsreagenz 26 ist unter Argon bei —20° C mehrere Monate
lagerstabil.!%"!

Das Tripeptid 18 wurde mit dem Phosphorylierungsreagenz 26 zum Phosphit umgesetzt,
welches sofort mit m-Chlorperbenzoesdure (m-CPBA) zum Phosphopeptid 17 aufoxidiert

wurde (Schema 17).
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(i‘Pr)ZN.P_O/\/ + /\/OH
(i-Pr),N
24 25

CH,Cl,, 94% | Diisopropylammoniumtetrazolid

1. (i-Pr),NP(OAL), 26,

Tetrazol >< JOL \ICJ)\ “\)Oj\ _

2. m-CPBA O NN Y 0T
Boc—Pro—Gly—Ser—OAll > Q H O N
Me-CN, 67% 0

18 O P-0

Schema 17: Phosphorylierung des Tripeptids 18.

Die N-terminale Deblockierung gelang mit TFA quantitativ. Die Blockkupplung mit dem
zweifach phosphoryliertem Dipeptidbaustein N-Allyloxycarbonyl-O-(diallylphosphato)-L-
seryl-O-(diallylphosphato)-L-Serin 28, welcher mir freundlicherweise von Dr. Thomas
Zelinski und Dr. Tanmaya Pathak iiberlassen wurde,!'”" konnte mit EDC und HOBt als
Kupplungsreagenzien in Dichlormethan nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Auch eine
Variation des Losungsmittels (Tetrahydrofuran, DMF) und des Kupplungsreagenzes (DIC,
EEDQ) fiihrte nicht zum erwiinschten Pentapeptid 14 (Schema 18).

TFA
Boc—Pro-Gly-Ser—OAll > H-Pro-Gly-Ser—OAII*TFA
OPO(OAIl), CH,Cl,, quant. OPO(OAIIl),
17 27

O
\/\O l'_.', O/\/
Aloc—-Ser—Ser—OH H\)Cj)\
(All0),0PO  OPO(OAIl), N =
28 N N\)LD N/\n/ 0—\F

77 -

-p- /\/O'E'O\/\
/\/O g O\/\ z o) N

14

Schema 18: Versuch das vollgeschiitzte Pentapeptid 14 durch Blockkupplung darzustellen.
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Statt dessen wurde immer eine B-Eliminierung einer Phosphatgruppe beobachtet. Es hat den
Anschein, daf3 die Aktivierung der Aminosdure die Tendenz zur B-Eliminierung noch erhoht.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dafl der Heptylester der Verbindung 28 bei
Lagerung bei 4° C eine der Phosphatgruppen verlor, wihrend die freie Sdure 28 unter diesen
Bedingungen lagerstabil war.!'*?
Nach dem Milllingen der Blockkupplung sollte das Peptid durch schrittweise
Kettenverlangerung mit direkt anschlieBender Phosphorylierung dargestellt werden. Deshalb
wurde das N-terminal deblockierte Tripeptid 27 mit dem Boc-geschiitzten Serin-Baustein 29
umgesetzt. Die Reaktion wurde mit EDC/HOBE als Kupplungsreagenzien durchgefiihrt.

Nach der Phosphorylierung mit Bis-(allyloxy)-(N,N-diisopropyl)-phosphoramidit 26
und anschlieBender Oxidation konnte das zweifach phosphorylierte Tetrapeptid in hoher

Ausbeute erhalten werden. Jedoch mussten die Reaktionszeiten und die Menge des

Phosphorylierungsreagenz im Vergleich zur 1. Phosphorylierung erhdht werden (Schema 19).

H-Pro-Gly-Ser—OAIFTFA  Boc-Ser-OH 29, EDC, HOBt, NEt,

OPO(OAII), >
- CH,Cly, 78%

1. (i-Pr),NP(OALlL), 26,

Tetrazol
Boc—Ser—Pro-Gly—Ser—All 2. m-CPBA
OPO(OAIl), >
Me-CN, 77%
30
H O (0] H O
><O\n,N; \ \\ILN/\[],N\;)]\O/\/
o ; H O <
o’ 0
/\/o-g-o\/\ /\/O-g-o\/\
31

Schema 19: Darstellung des bisphosphorylierten Tetrapeptids 31.

Nach saurer Abspaltung der N-terminalen Boc-Schutzgruppe konnte das Tetrapeptid 32 in
quantitativer Ausbeute erhalten werden. Die Kettenverlangerung zum Pentapeptid 34 wurde
mit Aloc-Serin 33 und EDC/HOBL als aktivierende Reagenzien durchgefiihrt.

Zur Phosphorylierung des Pentapeptids 34 muBlte das Phosphorylierungsreagenz 26 mehrmals
zugegeben und die Reaktionszeit verldngert werden, bis das Phosphit mit m-CPBA zum

vollgeschiitzten Pentapeptid 14 oxidiert werden konnte. Insgesamt konnte die
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Phosphorylierung trotz der befiirchteten sterischen Hinderung in 66%iger Ausbeute
durchgefiihrt werden (Schema 20).

Das dreifach phosphorylierte Pentapeptid 14 erwies sich bei 0° {iber mehrere Monate als
stabil. Die befiirchtete, wihrend der Blockkupplung und beim Dipeptid 15 beobachtete, -

Eliminierung konnte nicht nachgewiesen werden (Schema 20).

Boc-Ser—Pro-Gly—Ser—All TFA H-Ser—Pro-Gly—Ser-AII*TFA
OPO(OAll);  OPO(OAll;  CH,Cl,, quant. OPO(OAll),  OPO(OAII),
31 32

Aloc-Ser-OH 33, EDC,HOBt, NEt; Aloc—-Ser—Ser—Pro-Gly —=Ser—OAll
> OPO(OAIll),  OPO(OAI),
CH,Cl,, 56%

34
o)
00N
1. (i-Pr),NP(OALl), 26, 5
Tetrazol 0 H O Q H Q
2. m-CPBA \/\OJ\N N\.)LN “\ILN/\[]’N\-)LO/\/
MeCN, 66% "oy Q o,
/\/o-g-o\/\ /\/o-g-o\/\
14

Schema 20: Synthese des geschiitzten dreifach phosphorylierten Pentapeptids 14.

In einem globalen Entschiitzungsschritt sollten alle acht Schutzgruppen des Allyltyps
simultan durch Pd(0)-katalysierte Allyliibertragung entfernt werden. Auf Grund der
ausgeprigten Tendenz zur B-Eliminierung der Phosphopeptide wurde auf die sonst iiblichen
Allylakzeptoren wie Morpholin oder Dimethylbarbitursdure verzichtet, und die Methode nach

8] angewandt, welche bei der Synthese von Nucleopeptiden, die ebenfalls zur B-

Noyori et al.l
Eliminierung neigen, erfolgreich benutzt wurde. Wegen der hohen Polaritit der
Zielverbindung 13 konnte die Deblockierung nur in sehr polaren Losungsmittel durchgefiihrt
werden. Am geeignetsten erwies sich eine Mischung aus DMSO/DMF/Wasser im Verhiltnis
45:45:10. In dieser Mischung wurden in Gegenwart von Ameisensdure und n-Butylamin alle
Schutzgruppen simultan durch Pd(0)-katalysierte Allyliibertragung abgespalten. Das
entschiitzte dreifach phosphorylierte Pentapeptid war somit in 63%iger Ausbeute zugénglich.

Eine B-Eliminierung konnte wihrend der Reaktion nicht beobachtet werden (Schema 21).
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\/\o-g-o/\/

O © H O o] H O
S0t N\:)LN ‘\U\N’\n/N\_)Lo/\V
"oy "o
OO AOEON

14

DMSO,6I;(}>/IF7 H,0 | pd(PPhs),, n-Bu-NH,, HCO,H
(V]

Q
HO-P-OH
o)
H O O H O
H,N N\;)LN “\”\N/\n’N\;)LOH
o 7 Q H o <
0 0
HO-P-OH HO-P-OH
o) o)

13

Schema 21: Finale Deblockierung zum Zielpeptid 13.

Das dreifach phosphorylierte Pentapeptid 13 war nicht in der urspiinglich geplanten Weise zu
synthetisiert, da augenscheinlich mehrfach phosphorylierte Peptide in erhohtem Malle zu -
Eliminierung neigen. Erst durch schrittweise Kettenverlaingerung mit unmodifizierten
Aminosdure und deren anschlieBender Phosphorylierung konnte das geschiitzt Pentapeptid 14
dargestellt werden. Durch den ausschlieBliche Gebrauch Urethan-geschiitzter Aminosduren
war zudem die Epimerisierungsgefahr im Vergleich zur Fragmentkondensation minimiert.

Damit wurde gezeigt, dal auch so labile, biologisch interessante Strukturen wie 13 durch

moderene Synthesemethoden zugénglich sind.
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4.2 Synthese der fluoreszenzmarkierten NLS des vJun-Proteins

4.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen

Auch bei der Synthese der fluoreszenzmarkierten NLS des vJun-Proteins ist bei dem
vollgeschiitzten Phosphat-Restes und dem Glucosamin-Restes deren Basenlabilitit wihrend
der Synthese zu beachten. Es ist jedoch bekannt, daB N-Acetylglucosaminreste die

(193} Bei der Synthese von

Bedingungen der Fmoc-Abspaltung an fester Phase tolerieren.
Phosphopeptiden an fester Phase hat sich der Gebrauch von Phosphodiestern an Stelle der
Phosphotriestern bewéhrt. Diese sind unter den Bedingungen der Fmoc-Abspaltung stabil

(Schema 22).['*

0
N 20% Piperidin 0
Fmoc” » HoN ])J\;
R" 0 R
SGO-P-0SG
o)
H O o]
N C .
Fmoc f‘Y 20% Piperidin HZNf‘\H
R™ 7O > RO
HO-P-0SG HO-P-0SG
O o)

SG: Schutzgruppe
R: H, CH;

Schema 22: Basenlabilitidt des Phosphortriesters und Basenstabilitit des Phosphordiesters.

Auf Grund dieser Vorteile sollten die markierten Dekapeptide an fester Phase nach der
Fmoc/tBu-Methode!®! aufgebaut werden. Als zu den beiden sdure- bzw. basenlabilen
Schutzgruppentypen  orthogonaler  Linker  sollte  sich  wegen der  milden
Abspaltungsbedingungen der allylische Hycron-Linker eignen, welcher sich ebenfalls unter
Pd(0)-Katalyse entfernen 148t."%! Der Hycron-Linker wurde schon vielfach erfolgreich bei
der Synthese von Gluco- und Nucleopeptiden eingesetzt.['**1%]

Als sdurelabile Seitenkettenschutzgruppen waren /Bu fiir die Hydroxyfunktionen des Serins,

Boc fiir die Aminofunktion des Lysins, 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-
PbH'"” fiir die Guanidinogruppe des Arginins sowie Bzl im Falle des phosphorylierten
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Serins vorgesehen. Die Hydroxyfunktionalititen des Zuckerrestes sollten durch
Acetylschutzgruppen maskiert werden, welche erst nach dem Abspalten vom Harz durch
Hydrazinolyse entfernt werden. Als Fluoreszenzmarker hat sich bei den geplanten
biologischen Untersuchungen die NBD-Aminocapronsiure (NBD-Aca) bewihrt.!'*®

Um die bei Glycin-Glycin drohende Diketopiperazinbildung an fester Phase zu vermeiden, ist
es vorteilhaft, das C-terminale Tripeptid Fmoc-Leu-Gly-Gly-OH 39 in Losung zu
synthetisiert, mit dem Hycron-Linker zu verkniipft und dann an fester Phase zu verankert.
Damit lassen sich die Zielstrukturen 35a-c¢ auf die an fester Phase verankerten Dekapeptide
36a-c zuriickfiihren, welche wiederum aus ihren geschiitzten Analoga 37a-¢ zuganglich sind.
Durch Peptidsynthese an fester Phase ist die Darstellung diese vollgeschiitzten Dekapeptide
aus dem an fester Phase angekniipften Tripeptid 38 mdglich, welches wiederum durch
Reaktion des Tripeptides 39 mit dem Hycron-Linker und anschlieBender Verkniipfung mit

dem polymeren Tréager darstellbar sein sollte (Schema 23).
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NBD-Aca—Ser—Lys—Sgr—Arg—Lys -Arg—Lys—Leu-Gly-Gly-OH
R

35a-c

NBD-Aca—Ser—Lys—S?r—Arg—Lys -Arg—Lys —Leu-GIy-GIy—Linker—O
R
36a-c

NBD-Aca—Stlar—Lys—Stlar—A[g—Lys—A[g—Lys—Leu—GIy-GIy—Linker—O
tBu Boc R Pbf Boc Pbf Boc

37a-c

Fmoc—Leu—GIy-GIy—Linker—O
38

Fmoc—Leu-Gly-Gly-OH
39

0]
Linker: H{\/\/O(/\O)/\/u\f Hycron-Linker
3

Q
0
OR"
" 0%
R: H Bu HO-P-OR' RO .
O NH
OJ\
35a, 36a 37a 35b, 36b R'=H 35¢c R"=H

37b R'=Bzl 36¢,37¢ R"=Ac

Schema 23: Retrosynthetische Analyse des Dekapeptides 35.
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4.2.2 Synthese des glycosylierten und phosphorylierten Serinbausteins

Fir die Synthese des weniger zu Eliminierung neigenden Phosphodiesters wurde zuerst
analog der Darstellung eines symmetrischen Phosphoramidits das unsymmetrische
Phosphoramidit 41 generiert. Allerdings tritt schon wihrend der Darstellung eine
unerwiinschte, der Claisen-Umlagerung dhnliche [2.3]-sigmatrope Umlagerung auf.'® Auf
Grund der hohen Labilitit des Phosphoramidites 41 kann dieses nicht vom unerwiinschten
Nebenprodukt abgetrennt werden, da wéhrend der Chromatographie Zersetzung eintritt

(Schema 24).
- AN 25 gy
E Diisopropylammonium- < P
>—N~ \O‘I— tetrazolid _ o \O~|—
A :

CH,Cl,, 94%
40 41

L
g Q’ﬁ)‘o~|—

42

Umlagerung

Schema 24: Darstellung des Phosphoramidites 41.

Die Darstellung des phosphorylierten Serinderivates 45 aus dem zuvor dargestellten
geschiitzten Serin 44 mit dem nicht aufgereinigten Phosphoramidit 41 und anschlieBender
Oxidation war nur in stark schwankenden Ausbeuten moglich. Auch erwies sich die
Isolierung des vollgeschiitzten phosphorylierten Serinbausteins 45 als nicht trivial. Bei der
Entfernung der Allyl-Schutzgruppen nach der Methode von Noyori et al.™" konnte das
Produkt 46 zwar detektiert, nicht jedoch isoliert werden (Schema 25).
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1. iPr,NP(OfBu)(OAll) 41,

HTos Q Fmoc-Cl, Na,COs H O Tetrazol
2 oN\F — —> Fmoc’Nf‘\O/\/ 2. m-CPBA .
f:H Dioxan, H,0, 95% NeCN 5577
OH
43 44
H H Q
Fmoc’N\ﬁkO/\/ Fmoc’N\ﬁkOH
Pd(PPh;),, nBu-NH,, HCOOH
o  Pd(FPhy), nBu-NH, HCOOH - 0
0-P-0 THF HO-P-O
/O )< o) )<
45 46

Schema 25: Versuch der Darstellung des phosphorylierten Serinbausteins 46.

Diese Probleme in Verbindung mit einem aufgetretenen Lieferengpal fiir das Phosphoramidit
40 fiihrten dazu, daB auf den kommerziell erhéltlichen N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-O-
(benzylphosphato)-L-Serin-Baustein,  welcher =~ schon  mehrfach  erfolgreich  zur
Phosphopeptidsynthese an fester Phase eingesetzt wurde, zuriickgegriffen werden mufte.!'*"

Zur Darstellung des glycosylierten Serinbausteins wurden drei unterschiedliche
Glycosyldonoren erprobt. Die Darstellung des peracetylierten D-Glucosamins 8a konnte in
einer einstufigen Synthese von D-Glucosamin Hydrochlorid 47 ausgehend in

zufriedenstellender Ausbeute durchgefiihrt werden (Schema 26).1110

OH OAc
ZnCl,, Ac,O
HO O T o A O
HO AcO OAc
NH, O 38% NH
/
HCI Ac
47 8a

Schema 26: Darstellung des peracetylierten 3-D-Glucosamins 8a.
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Die Synthese der Glycosyldonoren 8b und 8¢ gelang nach der Methode von R. R. Schmidt et
al.”*®! Zuerst wurde D-Glucosamin Hydrochlorid 47 mit Anisaldehyd zur Schiffschen Base
48 umgesetzt und anschlieend die Hydroxyfunktionen mit Essigsdureanhydrid acetyliert.
Beim vollstindig geschiitzten Zucker 49 wird die Schiffsche Base mit Salzsdure gespalten
und der entstandene Zucker 50 mit 2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid 51 an der
Aminofunktion geschiitzt. Diese Schutzgruppenmodifikationen konnten alle in hohen
Ausbeuten und, da alle Produkte kristallin anfielen, im MultigrammmaBstab durchgefiihrt
werden.

Der von R. R. Schmidt et al.”™ beschriebene direkte Zugang zum Zucker 52 fiihrte zu
geringeren Ausbeuten in den folgenden Schritten, weshalb in Folge nur der oben beschriebene
Syntheseweg benutzt wurde. Der Glycosyldonor 8b konnte in einer ,Eintopf-Reaktion
ausgehend vom Zucker 52 dargestellt werden. Dabei wird die Acetylgruppe am anomeren
Zentrum mit Hydrazinacetat gespalten und die entstandene Hydroxyfunktion mit
Trichloracetonitril 53 umgesetzt. Der Glycosylierungsbaustein 8¢ konnte wiederum
ausgehend vom Zucker 52 dargestellt werden. Da der Glycosylierungsbaustein 8¢ im

Gegensatz zu 8b kristallin ist, erleichterte die Transformation im MultigrammaBstab (Schema

27).
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OH
OH
Anisaldehyd H,?O 2 OH Ac,O
HO 9 > N >
O \Hy OH 1 M NaOH, 84% ! Pyridin, 70%
HCI
47
O_
48
OAc
OAc
A,%\%)o & OAc HCl Teoc-C1 51, NaHCO,
N > AcO 2 _oAc »
/ Aceton, 89% Ao H,0, 82%
2
HCl
50
O_
49
OAc
OAc 1. N,H,*HOAc in DMF 5
Acoo’ﬁ/o Ac 2. CCLLCN 53, DBU in CH,Cl, A3
he NH iy > HiOYNH
0
oA ClsC” 0o CCly
8b
OAc
0
S
NH
0o e,
8c

Schema 27: Darstellung der Glycosyldonoren 8b und 8c.

Die Glycosylierung mit dem Glycosyldonor 8a wurde nach der Methode von G. Arsequell et
al. durchgefiihrt.”? Die Oxazolinbildung wurde durch die Zugabe von Bortrifluorid Etherat
erreicht. Dies reagierte mit der Hydroxygruppe des Serins zum erwiinschten Produkt 56. Trotz
verldngerten Reaktionszeiten konnte die Ausbeute nicht {iber 20% gesteigert werden. Auch

konnte das Produkt nie vollstindig von Nebenprodukten abgetrennt werden. Vermutlich
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wurde nicht nur die Hydroxygruppe des Serins sondern auch die Carboxyfunktion

glycosyliert (Schema 28).1''

OAc 1. BF;*Et,0 e

o) 2. NEt AcO 0
A,‘i%éhpOAc i - chﬁﬁ
NH CH,(Cl, HN, O

Al )/

8a

Ser- Q HN
Fmoc-Ser-OH55 onr N

CH,Cl,, Me-CN, 20% s
AcO 00
AcO H

Schema 28: Glycosylierung mit dem Glycosyldonor 8a.

Zur Glycosylierung mit den Glycosyldonoren 8b und 8¢ kann kein C-terminal ungeschiitzter
Serinbaustein verwendet werden. Deshalb wurde die Aminofunktion des L-Serinallylester

Hydrotosylats 57 mit Fmoc blockiert. Damit steht der zu glycosylierende Baustein 58 zur

Verfligung (Schema 29).

HTos o O

H,oN Fmoc-Cl, Na,CO 0

2 \i)j\o 2 3 - . O_( o
HO/ H20, DiOX&l’l, 86% Q HN\)]\
-0
7/

57 o @

58

Schema 29: Darstellung von Fmoc-Serin-OBzI 58.

Das zur Aktivierung des Glycosyldonors 8¢ notwendige Alkylierungsreagenz Dimethyl-
(methylthio)-sulfonium Triflat (DMTST) 61 wurde aus Dimethyldisulfid 59 und Methyltriflat
60 dargestellt."'? Das erhaltene Produkt 61 ist sowohl Luft- als auch Wasser-empfindlich,
kann jedoch unter Argon bei —20° C mehrere Wochen gelagert werden (Schema 30).
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H3C\S HsC. @ H3C\§,CH3 0
; "'0-S-CF > : ‘0-S-CF
S, * & % CH)ClLy, 78% S, g
CH3 CH3
59 60 61

Schema 30: Darstellung von Dimethyl-(methylthio)-sulfonium Triflat 61.

Zur Glycosylierung mit dem Glycosyldonor 8b wird dieser mit der Lewis-Sdure TMS-Triflat
aktiviert und mit Fmoc-Ser-OBzl 58 zum vollgeschiitzten Serinbaustein 62 in
zufriedenstellender Ausbeute umgesetzt.”> In hoher Ausbeute erhilt man dieses Serinderivat
62 nach der Alkylierung des Glycosyldonors 8¢ mit DMTST 61 unter anschlieBenden
Umsetzung des gebildeten Oxazolins mit Fmoc-Ser-OBzl 58.°%

Der Austausch der aktivierenden Teoc-Schutzgruppe gegen den erwiinschten Acetylrest
konnte in einer ,,Eintopf*“-Reaktion mit frisch aktiviertem Zinkpulver und Essigsdureanhydrid
durchgefiihrt werden.”! Die sonst ebenfalls iibliche zweistufige Austauschreaktion, in der im
ersten Reaktionsschritt die Teoc-Gruppe mit frisch aktiviertem Zink in Essigsdure abgespalten
und die entstandene Aminogruppe anschlieend mit Essigsdureanhydrid in Pyridin acetyliert
wird, fiihrte zu deutlich verminderten Ausbeuten.

Die C-terminale Entschiitzung des Serinbausteins 63 konnte mit 5% Pd auf Kohle unter
Wasserstoffatmosphire in hoher Ausbeuten durchgefiihrt werden. Dabei ist eine stidndige
Reaktionskontrolle notwendig, da bei zu langen Reaktionszeiten oder einer Anderung des
Losungsmittelgemisches auch die Fmoc-Schutzgruppe abhydriert wird.

Der erwlinschte glycosylierte Serinbaustein 56 ist somit mit der Literatur vergleichbaren

Ausbeuten und hoher Reinheit zugiéinglich (Schema 31).%%%
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8¢ 83% | Zn, Ac,0

P DN
O‘( e} Q (0]
Q Pd/C, H HN
ORC. E)LOH - - ohe

PR e
e o e
ACO 00 EE, EtOH, 89% AGO 00
AcO N AcO
Ad Ac
56 63

Schema 31: Synthese des glycosylierten Serinbausteins 56 mit den Glycosyldonoren 8b und 8c.

Die analoge Synthese mit dem Glycosylakzeptor Fmoc-Ser-OAll ergab im Fall des
Glycosyldonors 8b vergleichbare Ausbeuten bei der Glycosylierung und dem Teoc-Acetyl-
Austausch, jedoch schlechtere Ergebnisse bei der Pd(0)-katalysierten C-terminalen
Deblockierung, insbesondere bei grofleren Ansédtzen. Im Falle des Glycosyldonors 8¢ gelang
die Glycosylierung nicht; vermutlich reagierte das Alkylierungsmittel DMTST 54 mit der
Allyl-Gruppe.

Die Ergebnisse mit den Glycosyldonoren 8a-c sind in Tabelle 2 zusammengefalit. Die

Ausbeuten sind jeweils auf D-Glucosamin Hydrochlorid 47 bezogen.
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Glycosyldonor Aktivierungsreagenz Ausbeute an dem glycosylierten

Serinbaustein 56

8a BF;*Et,0 7.6%
8b TMS-Triflat 11.2%
8c DMTST 22.9%

Tabelle 2: Vergleich der verwendeten Glycosylierungsmethoden ausgehend von D-
Glucosamin Hydrochlorid 47.

Die Methode nach Arsequel et al.’

mit dem Glycosyldonor 8a erwies sich als ungeeignet.
Obwohl die Synthese nur zwei Stufen umfafite, war die Ausbeute am niedrigsten. Zudem lie3
sich der glycosylierte Serinbaustein nicht vollstindig von ebenfalls entstandenen
Nebenprodukten trennen.

Die Trichloracetimidat-Methode!”’!

mit Glycosyldonor 8b lieferte ebenfalls nicht
zufriedenstellende Ergebnisse. Jedoch stimmten die analytischen Daten mit den
literaturbekannten Werten iiberein. Die Synthese umfasste insgesamt zehn Stufen.

Die mit Abstand besten Resultate wurden mit dem Glycosyldonor 8¢ erzielt.”* Auch lieB sich
bei dieser Methode am leichtesten mit grolen Ansatzgrofen arbeiten, da der Glycosyldonor
8c kristallin vorlag. Einziger Nachteil der insgesamt neun-stufigen Synthese ist die hohe

Toxizitdt des Aktivierungsreagenz DMTST. Auch hier stimmten die physikalischen Daten mit

den literaturbekannten Werten Uiberein.
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4.2.3 Darstellung des C-terminalen Tripeptids 39 und dessen Verankerung an der festen

Phase

Da bei der Festphasenpeptidsynthese mit hohen Reagenziiberschiissen gearbeitet wird, war es
notwendig, das C-terminale Tripeptid-Linker-Konjungat im groferen Malistab darzustellen.
Die Verkniipfung von Z-Glycin 64 mit Glycin-fert-butylester 65 mit EEDQ als
Kupplungsreagenz verlief in zufriedenstellender Ausbeute. Die hydrogenolytische Abspaltung
der Z-Schutzgruppe des vollgeschiitzten Dipeptids 66 fiihrte zum N-terminal entschiitzten
Dipeptid 67.

Nach einer Verlingerung mit Fmoc-L-Leucin 68, wiederum mit EEDQ als
Kupplungsvermittler, wurde das geschiitzte Tripeptid 69 in guter Ausbeute erhalten. Die
sdurekatalysierte C-terminale Deblockierung fiihrt zum erwiinschten Tripeptid 39, welches

mit dem Linker verkniipft werden soll (Schema 32).

EEDQ
Z-Gly—OH +  H-Gly—OfBu »  7-Gly—Gly—OtBu
CH,Cl,, 59%
64 65 66
Pd/C (10%), H, Fmoc-Leu-OH 68, EEDQ
> H-Gly-Gly—0tBu >
EE, EtOH, 95% CH,Cl,, 80%
67
TFA O LRy
N OH
Fmoc—Leu-Gly-Gly-OtBu > . 0" °N \)LN/\[]/
CH,Cl1,,97% H 0 H 0
- o
39

Schema 32: Synthese des C-terminalen Tripeptids 39.

Eine Anderung des Schutzgruppenkonzeptes zu Allyl als C-terminale Schutzgruppe und Boc
als N-terminale Schutzgruppe des Dipeptids fiihrte zu vergleichbaren Ergebnissen wahrend
der Peptidkupplungen. Die C-terminale Entschiitzung im letzten Schritt der Reaktionssequenz
konnte jedoch nicht in zufriedenstellenden Ausbeuten im Multi-Gramm-MaBstab

durchgefiihrt werden.
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Die Verwendung des Benzylesters als C-terminale Schutzgruppe und wiederum Boc als N-
terminale Schutzgruppe fiihrte zu insgesamt etwas verminderten Ausbeuten bei der Synthese
des Tripeptides 39. Die mit dem urspriinglichen Schutzgruppenkonzept erzielte
Gesamtausbeute von 43.5% konnte nicht erreicht werden, womit sich dieses als optimal
erwiesen hat.

Die Wahl des Hycronlinkers beruhte auf seiner Orthogonalitdt zu sdure- und basenlabilen
Schutzgruppen. Der Hycron-Linker beinhaltet neben der durch Pd(0)-Katalyse abspaltbaren
Allyleinheit auch einen flexiblen, polaren Spacer in Form einer Triethylenglycoleinheit.
Dieser vermindert die sterische Hinderung und die Assoziation mit dem Polystyrol.!'*”!

Zur Synthese des Linkers wird Triethylenglycol 70 in einer Na-vermittelten 1,4-Addition an
tert-Butylacrylat 71 addiert. Unter Phasentransferbedingungen wird das entstandene Produkt
72 mit 1,4-Dibrombut-2-en 73 verethert um das Hycronbromid 74 zu erhalten.'"” Die

Ausbeute der Veretherung konnte im Vergleich zur Originalliteratur anndhernd verdoppelt

werden (Schema 33).

O
HO 0 OH + X >< ><
N S e + \)LO THF, 60% “(/\O)/\)LO

70 71

Br N\ Br  »Bu,NHSO,,

0
73 NaOH

e ><
H,0, CH,Cl,, 70% Br ?O);\)LO

Schema 33: Synthese des Hycronbromids 74.

Die Verkniipfung zwischen dem C-terminalen Tripeptid 39 und dem Hycronbromid 74 unter

Phasentransferkatalyse verliuft im Vergleich zur Literatur!'®”!

in etwas geringerer Ausbeute.
Dies 146t sich mit der Ankniipfung eines Tripeptids im Vergleich zur Ankniipfung einer
einzelnen Aminosdure und den damit auftretenden sterischen Hinderungen erkldren. Auch
eine deutliche Verldngerung der Reaktionszeiten steigerte die Ausbeute nicht.

Das entstandene Tripeptid-Hycron-Addukt 75 wurde C-terminal durch die Behandlung
mit TFA deblockiert und die freie Sdure 76 mit Aminomethylpolystyrolharz 77 durch eine
DIC/HOBt-vermittelte Kupplung zum belegten Harz 38 verkniipft. Die Ausbeute der

Reaktion an fester Phase wurde, wie liblich, durch photometrische Bestimmung des Piperidin-

Fulven-Addukts bestimmt (Schema 34).'"]
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O J?\ “\j\ OH O i ><
' o) m/\g/ m/\[g TR {;\o);\)l\o
)

39
Hzo, CHzClz, 59% I’ZBU4NBI', NaHCO3

o)

°iﬂ¢“im°“www%
O

75

CH,Cl,, 98% | TFA

. ﬁ; .
OJ\H N\)LE/\II/O\/\/\O(/\/O)?/\H/OH
O (0] (0] 0]

76

CH,Cl,, 49% [H2N—) 77, DIC, HOBt

OJLN N \)LN/\[rO\/\/\Oé\/O);/\n/ N—O
O H O H O o)

38

Schema 34: Verkniipfung des C-terminalen Tripeptids 39 mit dem Hycron-Linker 74 und
Ankniipfung an die feste Phase.
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4.2.4 Darstellung der Dekapeptide an fester Phase

Nachdem alle Aminoséure-Bausteine zur Verfligung standen, konnte mit der Synthese der
Dekapeptide 35a-c an fester Phase begonnen werden. Die Peptidsynthese sollte, soweit
moglich, automatisiert am Perkin-Elmer ABI 433A Peptidsynthesizer nach dem
Standardprotokoll FastMoc 0.25 mmol chemistry durchgefiihrt werden.!''*! Dabei wurden die
Peptidverkniipfungen mit einem 4-fachen Uberschuss der anzukniipfenden Aminosiure, 3.6-
fachen Uberschuss an Kupplungsreagenz (HBTU/HOBt) nach 3 min Voraktivierung in NMP
durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug 21 Minuten. Die Fmoc-Deblockierung wurde drei
mal 2 min mit einer 20%igen Losung von Piperidin in NMP durchgefiihrt. Bei manuellen
Arbeitsschritten wurde DMF als Losungsmittel verwendet und die Reaktionszeiten verlédngert.
Die Reaktionskontrolle wurden iiber die photometrische Detektion des Piperidin-Fulven-
Adduktes durchgefiihrt.!''”

Das unmodifizierte sowie das phosphorylierte Dekapeptid 78a und 78b konnten vollstindig
mit dem Peptidsynthesizer aufgebaut werden. Die Ausbeuten waren vor allem fiir das
unmodifizierte Dekapeptid 78a fiir eine automatisierte Synthese nicht zufriedenstellend. Die
Ursache kann in der Bildung von Sekundirstrukturen des Peptides liegen, welche zu einer
sterischen Hinderung fiihrte. Da jedoch die Deletionssequenzen problemlos mittels HPLC
abgetrennt werden konnten, wurden keine weiteren Optimierungsschritte unternommen.

Die Fluoreszenzmarkierung mit NBD-Aminocapronsdure wurde auf Grund des geringeren
Ansatzvolumens manuell durchgefiihrt. Zur Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen der
Aminosdureseitenketten erwies sich eine Mischung von TFA/Thioanisol/Ethandithiol/Wasser
im Verhiltnis 90:5:3:2 als geeignet. Versuche mit TFA/Thioanisol 95:5 fiihrten nicht zum
erwiinschten entschiitzten Dekapeptid 36. Die Abspaltung des Dekapeptides vom Harz wurde
in DMF mit Dimethylbarbitursiure als Allyl-Akzeptor durchgefiihrt (Schema 35).

Die Dekapeptide 35a und 35b konnten mittels HPLC aus den Rohprodukten isoliert werden.
Ihre hohe Reinheit konnte sowohl durch HPLC-Analyse als auch ESI-MS belegt werden
(Abbildung 1 und 2).
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Fmoc—Leu—GIy-GIy—Hycron-O
38

NMP | 1. Piperidin
7 Zyklen | 2. Fmoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIPEA

Fmoc—Ser Lys—Ser—Arg—Lys—Arg—Lys—Leu—GIy Gly- Hycron—o
Bu B6c R Pbf Bbc Pbf Bbc
78a R = 1Bu, 38%
78b R = PO(OH)(OBzl), 73%

1. Piperidin

DMF 2. NBD-Aca-OH 79, HBTU, HOBt, DIPEA

NBD- Aca—Ser—Lys—Ser—Arg—Lys—Arg—Lys Leu-Gly- GIy—Lmker—O
Bu Boc R Pbf Boc Pbf Bbc

37aR=(Bu
37b R = PO(OH)(OBzl)

TFA/Thioanisol/Ethandithiol/H,O 90:5:3:2

NBD-Aca—Ser—Lys—S?r—Arg—Lys-Arg—Lys—Leu -GIy-GIy—Linker—O
R
36aR=H

36bR = PO3H2

DMF | Pd(PPh;),, Dimethylbarbitursiure

NBD-Aca—Ser—Lys—Sqr—Arg—Lys—Arg—Lys—Leu-GIy-GIy-OH
R
35a R =H, 49% von 78a

35b R = PO,H,, 20% von 78b

Schema 35: Festphasensynthese der Dekapeptide 35a, b
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Abbildung 1: HPLC-ESI-MS-Analyse des Dekapeptids 35a.

Die Synthese des glycosylierten Dekapeptids wurde nur bis zum Heptapeptid 80 automatisiert
in hoher Ausbeute durchgefiihrt. Die Ankniipfung der letzten drei Aminoséuren wurde
manuell durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dal sich trotz Doppelkupplung der letzten 3
Aminosduren ein nicht zu trennendes Gemisch aus dem Produkt und Deletionssequenzen
ergab. Dabei scheinen vor allem die letzten zwei Kupplungsschritte nur unvollstindig
abgelaufen zu sein. Aus diesem Grund wurde nach den letzten drei Doppelkupplungsschritten
ein Cappingschritt mit Pyridin/Essigsdureanhydrid 4:1 eingefligt. Die Bestimmung der
Ausbeute ergab fiir den Kupplungsschritt der glycosylierten Aminosdure noch eine Ausbeute
von 85%, wihrend die Prolongation um die nédchsten zwei Aminosduren nur mit insgesamt
17% ablief. Vermutlich blockiert der volumindse Zuckerrest die Aminofunktion der
Aminosduren. Auch eine Verlingerung der Reaktionszeiten konnte die Ausbeute nicht
signifikant steigern. Da jedoch die Abbruchsequenzen mittels HPLC leicht abgetrennt werden

konnten, wurden keine weiteren Optimierungsversuche unternommen.
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Abbildung 2: HPLC-ESI-MS-Analyse des Dekapeptides 35b.

Die Ankniipfung des Fluoreszenzmarkers wurde ebenfalls manuell durchgefiihrt. Die
Seitenkettenfunktionalititen der Aminosduren wurde mit dem bereits erprobten
Abspaltungsgemisch entschiitzt. Es ist bekannt, dal N-Acetylglucosaminreste diese oder

(1931 56 konnte auch in diesem Fall kein Verlust

ahnliche Abspaltungsbedingungen tolerieren,
oder Anomerisierung des Zuckerrestes nachgewiesen werden.

Die Abspaltung vom Harz wurde wiederum in DMF mit Dimethylbarbitursdure als
Allylakzeptor durchgefiihrt.  Das Dekapeptid 81 wurde mittels préperativer HPLC

aufgereinigt (Schema 36).
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Fmoc—Leu—GIy-GIy—Hycron-O
38

1. Piperidin
0
NMP, 4 Zyklen, 81% 5 Emoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIPEA

Fmoc-A[g—Lys-A[g—Lys—-Leu—GIy—GIy—-Hycron-O
Pbf Boc Pbf Boc
80

1. Piperidin
0
DMF, 3 Zyklen 14% 1 5 " goc-AA-OH, HBTU, HOB, DIPEA

Fmoc—Sgr—Lys—Stlar—A[g—Lys—A[g—Lys—Leu—GIy-GIy—Hycron—O
tBu Boc R Pbf Boc Pbf Boc

78¢

1. Piperidin

DMF | NBD-Aca-OH 79, HBTU, HOBt, DIPEA

NBD-Aca—Stlar—Lys—Scler—A[g—Lys—A[g—Lys—Leu—GIy-GIy—Linker—O
tBu Boc R Pbf Boc Pbf Boc
37¢c

TFA/Thioanisol/Ethandithiol/H,0 90:5:3:2

NBD-Aca—Ser—Lys —Stlar—Arg —Lys-Arg—Lys—Leu-Gly -GIy—Linker—O
R

36¢

56% von 71c¢ | Pd(PPh;),, Dimethylbarbitursdure

NBD-Aca—Ser—Lys—Sgr—Arg—Lys—Arg—Lys—Leu-GIy-GIy-OH

R
81
OAc
R aco O %,
AcO
!\l H
Ac

Schema 36: Festphasensynthese des Dekapeptids 81.
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Um die Zielstruktur 35¢ zu erhalten, muflten noch die O-Acetyl-Gruppen abgespalten werden.
Dazu wurde die acetylierte Verbindung mit Natriummethanolat in Methanol umgesetzt. Der
nukleophile Angriff des Methanolations an die O-Acetyl-Gruppen fiihrt zu einer
Entschiitzung der Alkoholfunktionaltititen. Die N-Acetyl-Gruppe wird unter diesen
Reaktionsbedingungen nicht angegriffen. Die Zielstruktur 35¢ konnte somit in hoher

Ausbeute dargestellt werden (Schema 37).

NBD-Aca—Ser—Lys—Ser—-Arg—Lys-Arg—Lys—Leu-Gly-Gly-OH

OAc
Acoﬁowo
AcO
:N H
Ac

81

MeOH, 60% | NaOMe

NBD-Aca—Ser—Lys-Ser—Arg—Lys-Arg—Lys—Leu-Gly-Gly-OH
OH

HOﬁOJ
HO

NH
]

Ac
35¢

Schema 37: Darstellung des Dekapeptids 35¢ durch Deacetylierung des Zuckerrestes.

Die hohe Reinheit des Dekapeptids 35¢ konnte mittels HPLC und ESI-MS belegt werden.
(Abbildung 3)
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Abbildung 3: HPLC-ESI-MS-Analyse des Decapeptids 35c¢.

Die drei Modifikationen der Kernlokalisierungssequenz des vJun-Proteins konnten mit hoher
Reinheit an fester Phase dargestellt werden. Durch eine geeignete Wahl der Schutzgruppen
konnte die zu befiirchtende Eleminierung der Seitenkettenmodifikationen vermieden werden.
Die geplanten biologischen Test werden zur Zeit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof.
Wittinghofer durchgefiihrt. Ergebnisse iiber den Kernimport in Abhingigkeit der

Seitenmodifikation stehen noch aus.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Bedingt durch das immer bessere Verstdndnis biologischer Vorgidnge, auch auf molekularer
Ebene, ist in den letzten Jahren das Interesse an kleineren definierten Verbindungen mit
molekularbiologischer Relevanz deutlich angestiegen. Diese fiir die weitere Erforschung
biologischer Vorgidnge notwendigen Verbindungen kann oft nur die Organische Chemie
bereitstellen. Damit ergeben sich neue Herausforderungen fiir den synthetisch arbeitenden
Chemiker, da die bendtigten Verbindungen sich haufig durch ausgepréigte Labilititen wie
einer Sduren- und Basenlabilitdt auszeichnen. In den letzten Jahren wurden daher verstirkt
neue Methoden entwickelt, welche die Synthese solcher Molekiile ermoglichen sollen.

Von besonderem biologischen Interesse sind Fragmente der an den jeweiligen Vorgéngen
beteiligten Biopolymere. Fiir die Untersuchung der zelluldren Signalweiterleitung werden
dabei zumeist glykosylierte, lipidierte oder phosphorylierte Peptidkonjungate benétigt, welche
wegen ihrer Labilitdt nur schwer zugéinglich sind. Wahrend lipidierte Proteine bestimmte
extrazelluldre Signale an der Zellmembran empfangen, erfolgt die Weiterleitung zum Zellkern
iiber eine Phosphorylierungskaskade. Dabei nimmt die Phosphorylierung héufig die Funktion
eines molekularen Schalters wahr. Das Verstidndnis dieser Prozesse ist auf Grund zahlreicher,
durch Stérungen im Signaltransduktionsweg ausgeloster Krankheiten von besonderem
Interesse.

Um die Leistungsfahigkeit moderner Phosphorylierungsmethoden unter Beweis zu
stellen, sollte das dreifach phosphorylierte Pentapeptid 13 des menschlichen t-Proteins
synthetisiert werden. Nach Darstellung des monophosphorylierten C-terminalen Tripeptids 27
konnte die Verkniipfung mit dem diphosphorylierten N-terminalen Dipeptid 28 nicht
verwirklicht werden. Statt dessen wurde die Eliminierung einer Phosphatgruppe wéhrend der
Fragmentkondensation beobachtet. Dies beweist wiederum die hohe Labilitdit mehrfach

phosphorylierter Peptide (Schema 38).

Aloc-Ser—Ser—OH H-Pro-Gly-Ser—OAIlI*TFA
(AlIO),OPO  OPO(OAII), + OPO(OAIl), \
28 27

Aloc—Ser—Ser—Pro-Gly-Ser—OAll
(AllO),OPO  OPO(OAIl),  OPO(OAI),

14

Schema 38: Versuch, das Pentapeptid 14 durch Fragmentkondensation darzustellen.
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Aus diesem Grund wurde der Syntheseplan gedndert. Das Pentapeptid 14 sollte jetzt durch
schrittweise Prolongation des Tripeptids 27 mit unmodifizierten Serinbausteinen und deren
anschlieender Phosphorylierung synthetisiert werden. Die Verkniipfung mit den N-terminal
geschiitzten Serinbausteinen 29 und 33 sowie deren anschlieBende Phosphorylierung verlief

in durchweg hohen Ausbeuten. Zur Deblockierung des vollgeschiitzten Pentapeptids 14

wurden alle acht Schutzgruppen des Allyltyps simultan unter Noyori-Bedingungen[%b]

entfernt, um das Zielpeptid 13 zu erhalten (Schema 39).

H-Pro-Gly -Ser—OAI*TFA
OPO(OAIl),
27

1. Boc-Ser-OH 29, EDC, HOBt, NEt;
60% | 2. (i-Pr),NP(OAIl), 26, Tetrazol
3. m-CPBA

Boc—Ser—Pro-Gly—Ser—All
OPO(OAIl);,  OPO(OAII),

31

1. TFA

379, | 2. Aloc-Ser-OH 33, EDC, HOBt, NEt;
3. (i-Pr),NP(OAIll), 26, Tetrazol

4. m-CPBA

Y

Aloc —Selr—Selr—Pro—GIy—Selr—OAII
(AllO),0PO  OPO(OAIl),  OPO(OAI),
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60% Pd(PPh3)4, n-Bu-NHz, HCOZH

0
HO-P-OH
o
H O g H
HN N\__)I\N . N/\n,N\:)LOH
o ; H o =
o "o
HO-P-OH HO-P-OH
o o

13
Schema 39: Synthese des dreifach phosphorylierten Pentapeptids 13.
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Desweiteren sollte im Rahmen dieser Dissertation die Kernlokalisierungssequenz des viralen
Jun-Proteins in seiner glycosylierten, phosphorylierten und unmodifizierten Form dargestellt
werden. Die fluoreszenzmarkierten Peptide ermdglichen Microinjektionsexperimente, um den
Kernimport in Abhiéngigkeit der Seitenkettenmodifikation zu erforschen.

Zur Synthese des glycosylierten Serinbausteins wurden mehrere Glycosylierungsmethoden
getestet. Am besten erwies sich der Thioglykosyldonor 8c. Mit ihm konnte in hoher Ausbeute

der glycosylierte Serinbaustein dargestellt werden (Schema 40).

)
HN
Ag\gofég/s\/ Fmoc-Ser-OBzl 58, DMTST 61 oM \;)LO/\©

NH o d
oA

CH2C12, 83% AcO o O

AcO
0" CCly ¢ NH
8¢ Oé(o/\cm3
62

1. Zn, Ac,0 ' 9 _(O
2. Pd/C, H, Y Pt
> OAc

I OH
74% 7
AcO 00
AcO
,N H
Ac
56

Schema 40: Synthese des glykosylierten Serinbausteins 56.

Die Synthese der Dekapeptide 35a-¢ wurde an fester Phase mit dem Hycron-Linker
durchgefiihrt. Um die Diketopiperazinbildung zu vermeiden, wurde das C-terminale Tripeptid
39 in Losung synthetisiert, mit dem Hycron-Linker verkniipft und an fester Phase verankert.
AnschlieBend wurde das fluoreszenzmarkierte Dekapeptid am polymeren Trager aufgebaut,
die sdurenlabilen Seitenkettenschutzgruppen entfernt und durch Pd(0)-katalysierte
Allyliibertragung vom Harz abgespalten. Nach HPLC-Reinigung konnten die Dekapeptide
35a,b und 81 in hoher Reinheit und zufriedenstellenden Ausbeuten erhalten werden. Nach der
O-Deacetylierung des N-Acetylglucosaminrestes konnte die Zielstruktur 35¢ erhalten werden

(Schema 41).
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0
Fmoc—Leu-Gly-Gly-OH + Br/\/\/o(/\o)’\)\oX
3

39 74

1. }’l-Bu4NBr, NaHCO3

28% [2. TFA
3. H,N=)) 77, DIC, HOBt

Fmoc—Leu—GIy-GIy—Hycron-O
38

M

NBD-Aca—Sgr—Lys—Stlar—A[g—Lys—A[g—Lys—Leu—GIy-GIy—Hycron—O
tBu Boc R Pbf Boc Pbf Boc 37a R = /Bu

37b R = PO(OH)(OBzl)
37¢ R = GlcNAc,

1. TFA/Thioanisol/Ethandithiol/H,O 90:5:3:2
2. Pd(PPhs),, Dimethylbarbitursdure

NBD-Aca —Ser—Lys—S(?r—Arg—Lys -Arg—Lys—Leu-Gly-Gly-OH

R
35aR=H, 19%
35b R =PO3H,, 13%
81 R =GIcNAcy, 6%
NaOMe, 60%
35¢ R = GIcNAc
1 OR'
GIcNAcy (R'=A
GlcNAc (R'=H) R'O
NH
/
Ac

Schema 41: Synthese der Dekapeptides 35a-c.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte durch die Synthese des Pentapeptids 13 die
Leistungsfahigkeit moderner Phosphorylierungsmethoden unter Beweis gestellt werden. Die
Darstellung der fluoreszenzmarkierten Kernlokalisierungssequenz des viralen Jun-Proteins in
glycosylierter, phosphorylierter und unmodifizierter Form gelang ebenfalls. Damit stehen die
Verbindungen 35a-c fiir die geplanten biologischen Experimente zur Verfiigung.

Aufbauend auf den Ergebnissen der biologischen Experimente konnten Derivate der

Dekapeptide 35a-c synthetisiert werden. So kénnte die Stelle der Modifizierung vom ***Ser
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246 . . .
auf das “"Ser verlagert werden, um zu untersuchen, ob diese Verschiebung um zwei
Aminosduren eine Auswirkung auf den Kernimport hat. Interessant sind auch Strukturen wie

in Schema 42 gezeigt.

FM
H-Cys—L)I/s -Ser—Lys—Ser—Arg—Lys-Arg—Lys—-Leu-Gly-Gly-OH
R

R= H, PO3H2, GlcNAc
FM = Fluoreszenzmarker

Schema 42: Noch zu synthetisierendes Dodekapeptid.

115]

Mit ihnen wiren nach der von Kent et. al'" entwickelten ,native chemical ligation®

biologische Experimente mit vollstindigen Proteinen moglich (Schema 43).

O o
Protein”%’R Umesterung Protein{‘s
H -
Peptid
- szlm
HzNj\n/Pept'd o

(0]
o SH
S-N-Acylverschiebung ,
- Protein)LN Peptid
H O

R: Fluchtgruppe, meist Benzyl oder Phenyl

Schema 43: Prinzip der "native chemical ligation".

Die Untersuchung der Transportprozesse mit vollstdndigen Proteinen hétte den Vorteil, daf3

der passive Diffusionsprozess durch den NPC ausgeschlossen werden kann.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Melgerite und Hilfsmittel

Kernresonanzspektroskopie

Die 'H-, °C und *'P-NMR-Spektren wurden auf folgenden Geriten aufgenommen:

250 MHz 'H-NMR Bruker AC 250

400 MHz '"H- und 100.6 MHz “C-NMR Bruker AM 400

400 MHz 'H-, 100.6 MHz *C- und 162.1 MHz *'P-NMR Varian Mercury 400

500 MHz 'H-, 125.7 MHz "C- und 202 MHz *'P-NMR  Bruker DRX 500

600 MHz 'H-NMR Varian Inova 600

Die chemischen Verschiebungen & beziehen sich auf Tetramethylsilan als internen Standard
und sind in ppm angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben und
die Signalmultiplizititen wurden wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, d = Dublett, dd =
Doppeldublett, t = Triplett, ¢ = Quartett, m = Multiplett.

Massenspektrometrie

Die 70 eV Elektronenionisations- (EI) und die FAB-Massenspektren wurden auf einem
Finnigan MAT MS 70 Spektrometer gemessen. Als Matrix wurde bei den FAB-MS-Spektren
m-Nitrobenzylalkohol benutzt.

Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden auf einer Voyager BioSpectrometry ™
Workstation und einer Voyager-DE Pro BioSpectrometry’™ Workstation der Firma
PerSeptive Biosystems aufgenommen mit 2,5-Dihydroxybenzoesdure als Matrix.

Die ESI-MS-Spektren wurden mit einem Thermoquest LCQ ESI-Massenspektrometer

gemessen.

Spezifische Drehwerte
Die spezifischen Drehwerte [a]? wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 und einem

Perkin-Elmer Polarimeter 341 gemessen. Das verwendete Losungsmittel und die

Konzentration ist jeweils angegeben.
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Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi Schmelzpunktmessgerédt 530 gemessen und sind

nicht korrigiert.

Automatisierte Peptidsynthese
Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese wurde mit einem Perkin-Elmer ABI 433A

Peptidsynthesizer durchgefiihrt.

Chromatographie
Zur analytischen Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgelplatten der Firma Merck
(Kieselgel 60 Fysq4) benutzt. Zur Detektion wurde UV-Licht (A = 254nm, 366nm) und zur
Anfarbung folgende Reagenzien verwendet:
a) 2.5 g Molybdatophosphorsédure, 1 g Cer-(IV)-sulfat, 6 ml konz. Schwefelsdure in

94 ml Wasser.
b) 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsdure in 997 ml Ethanol.
c) 5 g Kaliumpermanganat in 100 ml Wasser.
Die entsprechenden Laufmittel und R-Werte sind bei den jeweiligen Substanzen angegeben.
Séulenchromatographische Trennungen erfolgten an Kieselgel der Firma Baker (Korngrofe
40-60 um) mit einem Uberdruck von 0.3-0.8 bar.
Fiir die priperative Hochdruck-Fliissigkeit-Chromatographie (HPLC) wurde eine Varian Pro
Star Anlage mit einem Varian Detektor Model 340 benutzt. Die verwendeten Séulen sind bei
den jeweiligen Verbindungen angegeben.
Fiir die analytische HPLC wurde eine Hewlett Packard Serie 1100 Anlage genutzt. Die

verwendeten Sdulen sind bei den jeweiligen Verbindungen angegeben.

Chemikalien
Alle benutzten L-Aminosduren wurden von der Degussa AG gespendet. Alle iibrigen
Chemikalien und Harze wurden je nach Verfiigbarkeit von den Firmen Acros Chimica,

Aldrich, Bachem, Fluka, Riedel de Haen und Senn Chemicals bezogen.

Losungsmittel
Die verwendeten Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach

Standardverfahren absolutiert.!®!
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6.2 Versuche zu Kapitel 4.1

N—(tert-Butyloxycarbonyl)-glycyl-L-serinallylester 21

Zu einer Losung von N—(tert-Butyloxycarbonyl)-glycin 19 (1.4 g, 8.1 mmol), L-
Serinallylester Hydrotosylat 20 (2.6 g, 8.1 mmol) und Triethylamin (1.1 ml, 8.1 mmol) in
Dichlormethan (30 ml) wird bei 0° C tropfenweise eine Losung von EEDQ (4 g, 16.2 mmol)
in Dichlormethan (20 ml) gefiigt. Nach 30 min Riihren bei 0° C wird iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend die Reaktionsmischung jeweils dreimal mit 0.5 M
HCI-Losung, ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (je 50 ml) gewaschen.
Nachdem die organische Phase iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt wurde, wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:3 als Eluens gereinigt um 21 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.3 g (4.4 mmol, 54%);
R~-Wert: 0.2 (n-Hexan/Essigester 1:3);
] -5.9° (¢ = 0.9, Methanol);
'H-NMR (250-MHz, CDCl3/TMS):
o = 1.45 (s, 9H, Boc), 3.3 (s, 1H, Ser-OH), 3.85 (m, 2H, Ser-CH;), 4.0 (m, 2H, Gly-CH,),
4.68 (m, 3H, Ser-aCH, All-OCH,), 5.3 (m, 2H, All-CH,), 5.5 (s, 1H, NH), 5.9 (m, 1H, All-
CH), 7.22 (m, 1H, Urethan-NH);
BC-NMR (100.6-MHz, CDCl;/TMS ):
o = 28.37 (Boc-CHsj), 44.14 (Gly-CH,), 54.82 (Ser-aCH), 62.60 (Ser-CH,), 66.37 (All-
OCH,), 80.48 (Boc-Cy), 118.89 (All-CH»), 131.46 (All-CH), 156.45 (CO, Urethan), 170.10,
170.13 (2*CO);
C13H22N206
HR-MS(70 eV, EI) (m/z):  ber.: [M+H]" 303.1556

gef.: [M+H]" 303.1551.

Glycyl-L-serinallylester Trifluoracetat 22
Zur Entfernung der N-tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe wird N-(zert-Butyloxycarbonyl)-
glycyl-L-serinallylester 21 (1.3 g, 4.4 mmol) in einer 50%igen Mischung von

Trifluoressigsdure in Dichlormethan (3 ml) gelost und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
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Losungsmittel wird durch mehrfache Coevaporation mit Toluol entfernt um 22 als gelbes Ol

zu erhalten.

Ausbeute: 1.38g (4.4 mmol, quant.);
R+-Wert: 0.07 (Chloroform/Ethanol 10:1 + 2% Triethylamin);
[a]): -8.2° (c=1.1, Methanol);
'H-NMR (500-MHz, CDCl3/d-MeOD/TMS):
d =3.91 (m, 2H, Ser-CH»), 4.13 (s, 2H, Gly-CH,), 4.64 (m, 3H, Ser-aCH, All-OCH,), 5.31
(m, 2H, All-CH,), 5.89 (m, 1H, All-CH);
BC-NMR (125-MHz, CDCl/MeOD/TMS):
d = 40.62 (Gly-CH,), 55.24 (Ser-aCH), 61.89 (Ser-CH,), 66.56 (All-OCH,), 118.91 (All-
CH»), 131.51 (All-CH), 166.79, 170.22 (2*CO);
CgH14N,04*C,HO,F5
HR-MS(70 eV, EI) (m/z):  ber.: [M]" 202.0954
gef.: [M]"202.0968.

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-prolylglycyl-L-serinallylester 18

Zu einer Losung von Glycyl-L-serinallylester Trifluoracetat 22 (500 mg, 1.58 mmol), N-(tert-
Butyloxycarbonyl)-L-prolin 23 (317 mg, 1.47 mmol) und Triethylamin (0.22 ml, 1.6 mmol)
in Dichlormethan (20 ml) bei 0 °C wird tropfenweise eine Losung von EDC (350 mg, 1.8
mmol) und HOBt (400 mg, 3 mmol) in Dichlormethan (10 ml) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird 30 min bei 0° C und anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur
gerithrt. Danach wird mit IM HCI-Losung, 1M Natriumhydrogencarbonat-Losung und
Wasser (je 30 ml) gewaschen. Nachdem iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde, wird das Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:4 als Eluens gereinigt um 18

als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 260 mg (0.652 mmol, 44%);
Re-Wert: 0.13 (n-Hexan/Essigester 1:6);

[a]) : -45.3° (c=1.1, Methanol)
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'H-NMR (500-MHz, CDCl;/TMS):
0 = 1.44 (s, 9H, Boc), 1.87 (m, 1H, Pro-CH,,), 1.98 (s, 1H, Pro-yCHy), 2.09 (m, 1H, Pro-
BCH,a), 2.14 (m, 1H, Pro-pCHy) 3.43 (m, 1H, Pro-8CHa,), 3.51 (m, 2H, Pro-8CHay), 3.91
(dd, *J(H,H) = 12 Hz “J(H,H) = 2 Hz, 2H, Ser-CH,), 4.03 (m, 1H, Pro-aCH), 4.20 (m, 2H,
Gly-CH,), 4.58 (s, 1H, Ser-aCH), 4.65 (d, 2H, J=6 Hz, All-OCH,), 5.29 (m, 2H, All-CH,),
5.89 (m, 1H, All-CH), 7.45 ( s, 2H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCL;/TMS ):
8 = 24.61 (Pro-yCH,), 28.45 (Boc-CH3), 29.83 (Pro-BCH,), 43.18 (Pro-8CH,), 47.63 (Gly-
CH,), 53.26 55.01 (2*aCH), 60.57 (Ser-CH,), 66.23 (All-OCH,), 80.90 (Boc-C,), 118.68
(All-CH,), 131.64 (All-CH), 155.58 (CO, Urethan), 169.41, 170.16, 172.01 (3*CO);
Ci3H29N;307
HR-MS(70 eV, EI) (m/z):  ber.: [M]"399.2005

gef.: [M]"399.2019.

Bis-(allyloxy)-(/V,N-diisopropyl)-phosphoramidit 26

Zu einer Losung von Allyloxy-bis-(N,N-diisopropyl)-phosphoramidit 24 (5 g, 17.3 mmol) und
Diisopropylammoniumtetrazolid (1.34 g, 7.85 mmol) in Dichlormethan (50 ml) wird bei
Raumtemperatur unter Riihren absoluter Allylalkohol (1.17 ml, 17.3 mmol) getropft.
Nachdem 2 h bei Raumtemperatur geriihrt wurde, wird die Reaktionsmischung mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung (50 ml) versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt
und die wissrige Phase noch drei mal mit Dichlormethan (je 50 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, um 26 als gelbe Fliissigkeit zu erhalten.

Ausbeute: 3.99 g (16.26 mmol, 94%);

R+-Wert: 0.42 (Diethylether);

'H-NMR (250-MHz, CDCl3/TMS):

§ =121 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 12 H, 4*iPr-CHs), 3.65 (m, 2H, 2*{Pr-CH), 4.2 (m, 4 H, 2*All-
OCH,), 5.25 (m, 4H, 2*All-CHy), 5.98 (m, 2H, 2*All-CH);

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'*”’
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N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester 17

Zu einer Losung von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-prolyl-glycyl-L-serinallylester 18 (500 mg,
1.25 mmol) und Tetrazol (175 mg, 2.5 mmol) in Acetonitril (20 ml) bei 0 °C werden (460 mg,
2.5 mmol) Bis-allyloxy-N, N-diisopropylphosphoramidit 26 (460 mg, 2.5 mmol) gegeben.
Nach 2 h wird der Reaktionsverlauf mittels Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Wenn
noch Edukt vorhanden ist, wird erneut Phosphoramidit zugegeben, andernfalls werden 70%
m-Chlorperbenzoesdure (388 mg, 2.25 mmol) zugegeben. Die nach Zugabe des
Phosphoramidits eingetriibte Losung wird klar und {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
Diethylether gelost. Die Losung wird je dreimal mit 5 % Natriumhydrogensulfit-Losung, ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (je 20 ml) gewaschen. Nach Trocknen iiber
Natriumsulfat wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:4 als Eluens

gereinigt um 17 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 467 mg (0.835, 67 %);
Re-Wert: 0.24 (n-Hexan/Essigester 1:10);
[a]): -34.8 (c=1.3, Methanol);
'H-NMR (400-MHz, CDCl3/TMS):
8 = 1.46 (s, 9H, Boc), 1.85-1.92 (m, 2H, Pro-yCH,), 2.07 (m, 2H, Pro-pCH,), 3.38 (m, 1H,
Pro-8CHy,), 3.49 (m, 2H, Pro-8CHap), 3.95-4.13 (m, 2H, Ser-BCHy), 4.32 (m, 2H, Gly-CHy),
4.45 (m, 1H, Pro-aCH), 4.55 (m, 4H, All-OCH,), 4.65 (d, 2H, J=6 Hz, All-OCH,), 4.79 (s,
1H, Ser-aCH), 5.33 (m, 6H, All-CH,), 5.9 (m, 3H, All-CH); 7.32 (m, 2H, NH);
BC-NMR (100.6-MHz, CDCl3/TMS):
8 = 24.47 (Pro-yCH,), 28.39 (Boc-CH3), 29.82 (Pro-BCH,), 43.03 (Pro-3CH,), 46.47 (Gly-
CH,), 52.91, 53.03 (2*aCH), 59.54 (Ser-CH,), 66.87, 66.99, 68.83 (3*All-OCH,), 80.45
(Boc-Cy), 118.91, 119.06, 119.21 (3*All-CH,), 131.31, 132.01, 132.09 (3*All-CH), 156.66
(CO, Urethan), 168.47, 169.42, 169.60 (3*CO);
3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):
& =-0.58 (1P);
Co4H3sN304oP
HR-MS(70 eV, EI) (m/z):  ber.: [M]" 559.2295

gef.: [M]"559.23309.
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L-Prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester Trifluoracetat 27

Zur  Entfernung  der  N-tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe  werden  N-(tert-
Butyloxycarbonyl)-L-prolylglycyl-(O)-diallylphosphato-L-serinallylester 17 (467 mg, 0.8
mmol) in einer 50%igen Losung von Trifluoressigsdure in Dichlormethan (6 ml) 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird durch mehrfache Coevaporation mit Toluol

entfernt um 27 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 479 mg (0.8 mmol, quant.);
R~-Wert: 0.10 (Chloroform/Methanol 10:1 + 2 % Triethylamin);
[a]i)o : -11° (¢ = 1, Methanol);
'H-NMR (500-MHz, CDCI3/TMS):
& = 1.95-2.03 (m, 3H, Pro-BCHy, Pro-yCH,), 2.34-2.38 (m, 1H, Pro-BCHy), 3.35 (m, 2H,
Pro-8CH,), 3.85 (dd, *J(H,H) = 16.6 Hz, J(H,H) = 4.7 Hz, 2H, Ser-CH,,), 4.06 (dd, *J(H,H)
= 16.6 Hz, “J(HLH) = 5.2 Hz, 2H, Ser-CHy,), 4.28 (m, 1H, Gly-CHa,), 4.35 (m, 1H, Gly-
CHay), 4.42-4.47 (m, 4H, All-OCH,), 4.53 (m, 1H, Pro-aCH), 4.57 (m, 2H, All-OCH,), 4.74
(m, 1H, Ser-aCH), 5.16-5.30 (m, 6H, All-CH,), 5.78-5.88 (m, 3H, All-CH), 7.91 (d, *J(H,H)
=8 Hz, 1H, NH), 8.02 (s, 1H, NH), 8.66 (s, 1H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCl;/TMS):
& = 28.39 (Pro-BCH,), 42.82 (Pro-8CH,), 47.24 (Gly-CH,), 52.76, 52.86 (2*aCH), 60.21
(Ser-CH,), 66.44, 68.49, 68.57 (3*All-OCH,), 80.39 (Boc-C,), 118.51, 118.90, 119.05
(3*All-CH,), 131.26, 132.13 (3*All-CH), 168.21, 169.36, 172.84 (3*CO);
3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):
8 =-1.08 (1P);
C19H30N305P*C,HO,F3
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 459.43

gef.: 459.7 [M'], 481.7 [M+Na]", 497.7 [M+K]".

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester
30

Zu einer Losung von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-serin 29 (160 mg, 0.78 mmol), L-
prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester Trifluoracetat 27 (372 mg, 0.65 mmol)
und Triethylamin (90 pl, 0.65 mmol) in Dichlormethan (10 ml) bei 0°C wird tropfenweise
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eine Losung von EDC (174 mg, 0.91 mmol) und HOBt (175 mg, 1.3 mmol) in Dichlormethan
(5 ml) gegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei 0°C und anschlielend iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Nachdem mit 1M HCI-Loésung, 1M Natriumhydrogencarbonat-
Losung und Wasser (je 10 ml) gewaschen und {iber Magnesiumsulfat getrocknet wurde, wird
nach Entfernen des Losungsmittel unter vermindertem Druck das anfallende Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:10 als Eluens gereinigt um

30 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 250 mg (0.387 mmol, 78%);
R~-Wert: 0.04 (n-Hexan/Essigester 1:10);
[a]) : -36° (c=0.9, Methanol);

'H-NMR (500-MHz, CDCI3/TMS):
o = 1.42 (s, 9H, Boc), 1.82-2.19 (m, 4H, Pro-BCH,, Pro-yCH,), 3.6-3.7 (m, 2H, Pro-dCH,),
3.7-3.8 (m, 2H, Ser-CHy,), 3.85-4.04 (m, 2H, Gly-CH,), 4.2-4.32 (m, 2H, Ser-CH,), 4.39-4.49
(m, 4H, 2*All-OCH,), 4.49 (m, 1H, Pro-aCH), 4.52-4.54 (m, 2H, All-OCH,), 4.65-4.8 (m,
2H, 2*Ser-a.CH), 5.12-5.3 (m, 6H, All-CH,), 5.75-5.9 (m, 3H, All-CH), 5.93 (d, *J(H,H) = 8
Hz, 1H, NH), 7.58 (d, J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH), 7.64 (t, "J(H,H) = 6 Hz, 1H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCL;/TMS):
8 = 24.79 (Pro-yCH,), 28.19 (Boc-CHj), 28.69 (Pro-BCH,), 42.49 (Pro-8CH,), 47.53 (Gly-
CH,), 52.65, 53.62 (2*Ser-aCH), 60.61 (Pro-aCH), 66.28, 66.73 (Ser-CH,), 68.32, 68.53,
68.57 (3*All-OCH,), 79.49 (Boc-C,), 118.40, 118.62, 118.67 (3*All-CH,), 131.20, 131.85,
131.95 (3*All-CH), 155.44 (CO, Urethan), 167.97, 169.68, 171.29, 171.65 (4*CO);
3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):
& =-0.77 (1P);
Cr7H43N4O 2P
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 646.62

gef.: 670.49 [M+Na]", 686.35 [M+K]".

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-O-(diallylphosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-
(diallylphosphato)-L-serinallylester 31

Zu einer Losung von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-seryl-L-prolyl-glycyl-O-(diallylphosphato)-
L-serinallylester 30 (157 mg, 0.24 mmol) und Tetrazol (175 mg, 2.5 mmol) in Acetonitril (20
ml) wird bei 0°C Bis-allyloxy-N, N-diisopropylphosphoramidit 26 (400 mg, 1.44 mmol)
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gegeben. Nach 2 h Riihren bei Raumtemperatur wird der Reaktionsverlauf mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Wenn immer noch Edukt vorhanden ist, wird erneut
Phosphorylierungsreagenz, anderenfalls m-Chlorbenzoesdure (500 mg, 2.25 mmol)
zugegeben. Die nach Zugabe des Phosphoramidites eingetriibte Losung wird klar und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt wurde, wird der Riickstand in Diethylether gelost und je dreimal mit 5 %
Natriumhydrogensulfit-Losung, ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (je 15
ml) gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:4 - 1:10 als Eluens gereinigt um 31 als farbloses Ol zu

erhalten.

Ausbeute: 152 mg (0.189 mmol, 77%);
R~Wert: 0.03 (n-Hexan/Essigester 1:10);
[a]): -10° (c=1, Methanol);

'H-NMR (500-MHz, CDCl3/TMS):
0 =1.43 (s, 9H, Boc), 1.98-2.22 (m, 4H, Pro-BCH,, Pro-yCH,), 3.75-3.79 (m, 2H, Pro-dCH,),
3.89-3.93 (dd, *J(H,H) = 17 Hz, “J(H,H) = 6 Hz, 1H, Ser-CH,,), 4.00-4.02 (dd, *J(H,H) = 17
Hz, °J(H,H) = 6 Hz, 1H, Ser-CHa,), 4.26-4.31 (m, 2H, Gly-CH,), 4.46-4.5 (m, 2H, Ser-CH,),
451 (s, 1H, Pro-aCH), 4.52-4.56 (m, 8H, All-OCH,), 4.66 (d, *J(H,H) = 5 Hz, 2H, All-
OCH,), 4.79 (m, 2H, 2*Ser-aCH), 5.24-5.38 (m, 10H, All-CH,), 5.87-5.96 (m, 5H, All-CH),
6.07 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, NH), 7.52 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH), 7.59 (t, *J(H,H) = 6 Hz,
1H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCl3/TMS):
8 = 24.97 (Pro-yCH,), 28.33 (Boc-CH3), 29.03 (Pro-BCH,), 43.06 (Pro-8CH,), 47.86 (Gly-
CH,), 52.11, 52.85 (2*Ser-aCH), 61.5 (Pro-aCH), 66.41, 66.78 (2*Ser-CH,), 68.43, 68.48,
68.56, 68.61, 68.77 (5*All-OCH,), 80.15 (Boc-C), 118.59, 118.80, 118.85 (5*All-CH,),
131.44, 132.05, 132.11, 132.20, 132.32 (5*All-CH), 155.32 (CO, Urethan), 168.39, 169.68,
169.77, 171.51 (4*CO);
3'P_NMR (202-MHz, CDCl3/TMS):
8 =-0.24 (1P), -0.87 (1P);
C33H5oN4045P;
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 806.73

gef.: 831.65 [M+Na]", 847.88 [M+K]".
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O-(Diallylphosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester-
Trifluoracetat 32

Zur  Entfernung der  N-fert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe  wurden N-(tert-
Butyloxycarbonyl)-O-(diallylphosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serin-
allylester 31 (100 mg, 0.136 mmol) in einer 50%igen Losung von Trifluoressigsdure in
Dichlormethan (5 ml) 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde durch

mehrfache Coevaporation mit Toluol entfernt um 32 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 112 mg (0.136 mmol, quant.);
Re+Wert: 0.1 (Chloroform/Ethanol 10:1 + 2% Triethylamin);
[ ] : -7° (c=1, Methanol);
'H-NMR (500-MHz, CDCl3/TMS):
8 = 1.97-2.05 (m, 3H, Pro-pCH,,, Pro-yCH,), 2.06-2.09 (m, 1H, Pro-pCHy), 3.62 (m, 1H,
Pro-8CHa,), 3.77 (m, 1H, Pro-8CHay), 3.85 (dd, *J(H,H) = 17 Hz, J(H,H) = 5 Hz, 1H, Ser-
CHa,), 4.07 (dd, *J(H,H) = 16.6 Hz, J(H,H) = 5.2 Hz, 1H, Ser-CHay), 4.29-4.32 (m, 2H, Gly-
CH,), 4.43-4.57 (m, 11H, 4*All-OCH,, Ser-CH,, Pro-oCH), 4.64-4.68 (m, 3H, All-OCH,,
Ser-aCH), 4.83 (m, 1H, Ser-a.CH), 5.24-5.38 (m, 10H, All-CH,), 5.86-5.94 (m, 5H, All-CH),
7.56 (d, J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH), 8.21 (t, *J(H,H) = 6 Hz, 1H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCl;/TMS):
8 = 25.12 (Pro-yCH>), 29.29 (Pro-BCH,), 42.77 (Pro-8CH,), 47.94 (Gly-CHy,), 52.80, 52.85
(2*Ser-aCH), 61.76 (Pro-aCH), 66.64, 68.74, 68.79, 68.83, 68.87, 69.13, 69.17 (5*All-
OCH,, 2* Ser-CH,), 118.81, 118.83, 119.01, 119.03, 119.08 (5*All-CH,), 131.26, 131.84,
131.89, 131.96, 132.02 (5*All-CH), 165.21, 168.58, 170.05, 171.98 (4*CO);
3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):
8 =-0.72 (1P), -1.55 (1P);
CosHaaN4O 3P
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 706.62

gef.: 708.58 [M+H]", 730.53 [M+Na]", 746.58 [M+K]".



68 6. Experimenteller Teil

N-(Allyloxycarbonyl)-L-seryl-O-(diallylphosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-
(diallylphosphato)-L-serinallylester 34

Zu einer Losung von N-(Allyloxycarbonyl)-L-serin 33 (42 mg, 0.22 mmol), O-
(diallylphosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester 32 (159 mg,
0.186 mmol) und Triethylamin (28 pl, 0.186 mmol) in Dichlormethan (10 ml) wird
tropfenweise bei 0°C eine Losung von EDC (42 mg, 0.22 mmol) und HOBt (45 mg, 0.3
mmol) in Dichlormethan (5 ml) gegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 Stunde bei 0°C und
anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wird mit 1M
HCI-Losung, 1M Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (je 15 ml) gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
anfallende Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:10

als Eluens gereinigt um 34 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 91 mg (104 mmol, 56%);
ReWert: 0.13 (Essigester/Ethanol 10:1);
[a]f)o : -37° (c=1, Methanol);
'H-NMR (500-MHz, CDCl3/TMS):
6 =1.99-2.09 (m, 3H, Pro-BCH,,, Pro-yCH;), 2.11 (m, 1H, Pro-BCHy,), 3.67 (m, 2H, Pro-
dCHay), 3.75 (m, 2H, Ser-CH,, Pro-6CHzp), 3.98 (m, 1H, Ser-CHz,), 4.17 (m, 1H, Ser-CHay,),
4.32-4.35 (m, 4H, Gly-CH,, Ser-CH,), 4.44 (m, 1H, Pro-aCH), 4.47-4.57 (m, 10H, 5*All-
OCH,), 4.66 (m, 2H, All-OCH,), 4.80 (m, 1H, Ser-aCH), 5.01 (m, 1H, Ser-aCH), 5.18-5.39
(m, 12H, All-CH,), 5.85-5.95 (m, 6H, All-CH), 6.32 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH), 7.54-7.59
(m, 2H, 2*NH), 8.01 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH);
BC-NMR (125-MHz, CDCl;/TMS):
d = 25.24 (Pro-yCH,), 29.17 (Pro-BCH;), 42.83 (Pro-6CHy), 48.10 (Gly-CH,), 51.95, 52.63,
56.60 (3*Ser-aCH), 62.19 (Pro-aCH), 63.38 (Ser-CH,), 65.76, 65.89, 66.42, 66.60, 66.84,
68.71, 68.92, 68.97 (2*Ser-CH,, 6*All-OCH,), 117.86, 118.60, 118.89, 118.97, 119.14,
119.22 (6*All-CHy), 131.47, 131.85, 131.90, 131.96, 132.05, 132.66(6*All-CH), 156.04 (CO,
Urethan), 168.38, 168.94, 169.85, 171.03 (5*CO);
3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):
d=-1.55 (1P), 0.20 (1P)
C35Hs53N5017P;
MALDI-TOF-MS (DHB): ber.: 877.77

gef.: 879.15 [M+H]", 901.35 [M+Na]", 918.53 [M+K]"
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N-(Allyloxycarbonyl)-O-(diallylphosphato)-L-seryl-O-(diallylphosphato)-L-seryl-L-
prolylglycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester 14

Zu einer Losung von N-(Allyloxycarbonyl)-L-seryl-O-(diallylphosphato)-L-seryl-L-prolyl-
glycyl-O-(diallylphosphato)-L-serinallylester 34 (87 mg, 0.1 mmol) und Tetrazol (73 mg, 1
mmol) in Acetonitril (5 ml) wird bei 0°C Bis-allyloxy-N, N-diisopropylphosphoramidit 26
(170 mg, 0.693 mmol) gegeben. Nach 2 h Riihren bei Raumtemperatur wird der
Reaktionsverlauf mittels Diinnschichtchromatographie tiberpriift. Wenn immer noch Edukt
vorhanden ist, wird erneut Phosphorylierungsreagenz, anderenfalls 70%  m-
Chlorperbenzoesdure (210 mg, 1.21 mmol) zugegeben. Die nach Zugabe des
Phosphoramidites eingetriibte Losung wird klar und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde, wird der Riickstand in
Chloroform gelost und je dreimal mit 5 % Natriumhydrogensulfit-Losung, ges.
Natriumcarbonat-Losung und Wasser (je 5 ml) gewaschen. Die organische Phase wird iiber
Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Essigester als Eluens gereinigt um 14

als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 68 mg (0.066 mmol, 66%);

Re-Wert: 0.18 (Essigester/Ethanol 10:1);

[a]i)o : -21° (c=1, Methanol);

'H-NMR (500-MHz, CDCl3/TMS):

8 =2.01-2.14 (m, 3H, Pro-BCH,,, Pro-yCH,), 2.26-2.29 (m, 1H, Pro-pCHa), 3.71-3.8 (m, 3H,
Pro-8CH,, Ser-CHy,), 4.23-4.3 (m, 5H, Ser-CHay, Ser-CH,, Gly-CH,), 4.41-4.44 (m, 2H, Ser-
CH,), 4.47-4.64 (m, 16H, 7*All-O-CH,, Pro-aCH, Ser-aCH), 4.65 (m, 2H, All-OCH,), 4.77
(m, 1H, Ser-aCH), 5.09 (m, 1H, Ser-aCH),5.19-5.40 (m, 16H, All-CH,), 5.86-5.96 (m, 8H,
Ser-aCH), 6.56 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, NH), 7.54 (t, "J(H,H) = 6 Hz, 1H, NH), 7.59 (d,
J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH), 8.28 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH);

BC-NMR (125-MHz, CDCl3/TMS):

8 = 25.07 (Pro-yCH,), 29.37 (Pro-BCHy,), 42.84 (Pro-5CH,), 48.21 (Gly-CH,), 51.13, 52.93,
55.03 (3*Ser-aCH), 62.25 (Pro-aCH), 65.96, 66.19, 66.28, 66.83 67.64, 67.68 68.35, 68.39,
68.58, 68.62, 68.90 (3*Ser-pCH,, 8*All-OCH,), 117.93, 118.43, 118.45, 118.49, 118.77,
118.80, 119.13, 119.21 (8*All-CH,), 131.48, 131.85, 131.90, 132.16, 132.22, 132.33, 132.38,
132.59, (8*All-CH) 155.91 (CO, Urethan), 168.26, 168.74, 168.92, 170.17, 170.89 (5*CO);
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3'P_NMR (202-MHz, CDCl3/TMS):
=-0.04 (1P), -0.36 (1P), -2.05 (1P)
C41H2N5020P3
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 1037.87
gef.: 1039.9 [M+H]", 1062.16 [M+Na]", 1077.73 [M+K]".

O-(Phosphato)-L-seryl-O-(phosphato)-L-seryl-L-prolylglycyl-O-(phosphato)-L-serin 13

In einer sauerstofffreien Mischung aus 45% DMSO, 45% DMF und 10% Wasser (10 ml)
werden N-Allyloxycarbonyl-(O)-diallylphosphato-L-seryl-(O)-diallylphosphato-L-seryl-L-
prolyl-glycyl-(O)-diallylphosphato-L-serinallylester 14 (7 mg, 6.8 pumol) geldst. Unter Argon
werden gleichzeitig n-Butylamin (5.1 mg, 70 umol) und Ameisensdure (4.6 mg, 100 umol)
zugegeben. Nachdem im Argongegenstrom Pd(PPhs)s (5 mg) zugefiigt wurde, riihrt die
Reaktionsmischung unter Lichtausschlul bei Raumtemperatur iiber Nacht. Das Losungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Wasser geldst und durch
Filtrieren iiber eine SepPac®-C18-Kartusche mit Wasser zu Wasser/Acetonitril 1:1 gereinigt

um nach Gefriertrocknung 13 als farbloses Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 2.9 mg (4 umol, 63%);

[a]f)o : -18° (¢ =0.1, Wasser);

'H-NMR (500-MHz, D,0):

d = 2.01-2.14 (m, 3H, Pro-BCH,,, Pro-yCH,), 2.34-2.40 (m, 1H, Pro-BCHyy), 3.83-3.88 (m,
2H, Pro-6CH;), 4.07-4.25 (m, 7H, 2*Ser-CH,, Ser-aCH,,), 4.30-4.34 (m, 1H, Ser-CHy,),
4.41-4.51 (m, 3H, Pro-aCH, 2*Ser-aCH), 5.08 (m, 1H, Ser-aCH);

3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):

d=0.41 (1P), 0.72 (1P), 0.84 (1P);

Electrospray Mass (Wasser/Methanol/Essigséure):

[M+HT: ber.: 674.1 gef.: 674.2

[M+Na'] ber.: 696.1 gef.: 696.2

[M+K'] ber.: 712.1 gef.: 712.1.
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6.3 Versuche zu Kapitel 4.2

6.3.1 Versuche zu Kapitel 4.2.2

Allyloxy-tert-butyloxy-(/V,/N-diisopropyl)-phosphoramidit 41

Zu einer Losung von tert-Butyloxy-bis-(V,N-diisopropyl)-phosphoramidit 40 (3.04 g, 10
mmol) und Diisopropylammoniumtetrazolid (0.856 g, 5 mmol) in Dichlormethan (50 ml)
wird bei Raumtemperatur unter Riihren absoluter Allylalkohol 25 (0.68 ml, 10 mmol)
getropft. Nachdem 2 h bei Raumtemperatur geriihrt wurde, wird die Reaktionsmischung mit
ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (30 ml) versetzt. Die organische Phase wird
abgetrennt und die wissrige Phase noch drei mal mit Dichlormethan (je 50 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, um 40 als farblose Fliissigkeit zu erhalten.

Ausbeute: 2.45 g (9.38 mmol, 94%);

Re-Wert: 0.38 (Diethylether);

'H-NMR (500-MHz, CDCl3/TMS):

8 =1.17 (m, 12 H, 4*iPr-CHs), 1.36 (s, 9H, /Bu), 3.62 (m, 2H, 2*iPr-CH), 4.04 (m, 1H, All-
OCHa,), 4.12 (m, 1H, AlIl-OCHyp), 5.1 (m, 1H, All-CHa,), 5.28 (m, 1H, All-CHyp) 5.95 (m,
2H, All-CH);

BC-NMR (125-MHz, CDCl;/TMS):

8 = 24.20, 24.27, 24.55 24.60 (4*iPr-CHs), 30.86 (3*/Bu-CH3) 42.97, 42.07 (2*iPr-CH),
63.74 (All-OCH,), 74.90 (1Bu-C,), 114.99 (All-CH,), 136.22 (All-CH);

3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):

& =137.73 (1P);

C13H2sNO,P.

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-serinallylester 44

Zu einer Losung von L-Serinallylester Hydrotosylat 43 (9.5 g, 30 mmol) in 10%iger
Natriumcarbonatlosung (85 ml) und Dioxan (60 ml) wird bei 0° C eine Losung von 9-
Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (7.74 g, 30 mmol) in Dioxan (60 ml) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend auf Wasser

(500 ml) gegossen und drei mal mit Essigester (je 200 ml) extrahiert. Die vereinigten
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organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel

mit Cyclohexan/Essigester 2:1 als Eluens gereinigt um 44 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 10.35 g (28.2 mmol, 94%);

Re: 0.19 (Cyclohexan/Essigester 2:1);

[a]) : 6° (c=0.5, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl3/TMS):

8 = 3.88 (dd, *J(H,H) = 17 Hz, “J(H,H) = 6 Hz, 1H, Ser-CH,,), 4.00 (dd, *J(H,H) = 17 Hz,
’J(H,H) = 6 Hz, 1H, Ser-CHay), 4.23 (t, *J(H,H) = 7 Hz, 1H, Fmoc-CH), 4.40 (m, 3H, Fmoc-
CH,, Ser-aCH), 4.66 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, All-OCH,), 5.3 (m, 2H, All-CH,), 5.9 (m, 1H,
All-CH), 6.25 (d, 3J(H,H) = 9 Hz, 1H, Urethan), 7.28-7.42 (m, 4H, Fmoc), 7.57 (m, 2H,
Fmoc), 7.74 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

C,1H21NO:s.

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-O-(allyl-zert-butylphosphato)-L-serinallylester 45

Zu einer Losung von N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-serinallylester 44 (78 mg, 0.23
mmol) und Tetrazol (150 mg, 0.575 mmol) in Acetonitril (10 ml) wird bei 0°C Allyloxy-tert-
butyloxy-N,N-diisopropylphosphoramidit 41 (32 mg, 0.46 mmol) gegeben. Nach 2 h Riihren
bei Raumtemperatur wird der Reaktionsverlauf mittels Diinnschichtchromatographie
tiberpriift. Wenn immer noch Edukt vorhanden ist, wird erneut Phosphorylierungsreagenz,
anderenfalls 70% m-Chlorperbenzoesdure (142 mg, 0.575 mmol) zugegeben. Die nach
Zugabe des Phosphoramidites eingetriibte Losung wird klar und tiiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
wurde, wird der Riickstand in Chloroform gelést und je dreimal mit 5 %
Natriumhydrogensulfit-Losung, ges. Natriumcarbonat-Losung und Wasser (je 5 ml)
gewaschen. Die organische Phase wird liber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit Essigester als Eluens gereinigt um 45 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 70 mg (0.129 mmol, 56%);
Re-Wert: 0.18 (n-Hexan/Essigester 1:1);

lo]5 13.7° (c=1, Chloroform);



6. Experimenteller Teil 73

'H-NMR (500-MHz, CDCl;/TMS):

8 = 1.50 (s, 9H, rBu), 4.25 (t, *J(H,H) = 7 Hz, 1H, Fmoc-CH), 4.35 (m, 2H, Ser-CH,) 4.42-
4.56 (m, 4H, Fmoc-CH,, All-OCH,), 4.61 (m, 1H, Ser-aCH), 4.71 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H,
All-OCH,), 5.3 (m, 4H, All-CH>), 5.9 (m, 2H, All-CH), 7.28-7.42 (m, 4H, Fmoc), 7.62 (m,
2H, Fmoc), 7.77 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

BC-NMR (125-MHz, CDCl3/TMS):

8 = 29.8 (3*Bu-CH3), 47.06 (Fmoc-CH), 54.58 (Ser-aCH), 66.54, 67.37, 67.40, 68.05
(2*All-OCH,, Fmoc-CH,, Ser-CH,), 84.18 (tBu-C,), 118.21, 119.05 (2*All-CH,), 119.98,
125.14, 127.10, 127.74, 131.30 (8*Fmoc-CH), 132.50 (All-CH) 141.28, 142.30, 143.71,
143.85 (4*Fmoc-C,), 155.95 (CO, Urethan), 168.83 (CO);

3'P.NMR (202-MHz, CDCIl3/TMS):

8 =-4.80 (1P);

Ca3H34NOgP.

2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-0-acetyl -2-deoxy-f-D-glucopyranose 8a

Zu einer Losung von Zinkchlorid (36 g, 256 mmol) in 250 ml Essigsdureanhydrid wird 2-
Amino-2-desoxy-D-glucopyranose Hydrochlorid 47 (30 g, 139 mmol) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird 10 Minuten auf 80° C erhitzt und danach auf 400 ml Eiswasser
gegeben. Die Losung wird langsam durch Zugabe von Natriumcarbonat neutralisiert und iiber
Nacht bei 0° C stehen gelassen. Der Niederschlag wird abfiltriert, gewaschen, getrocknet und

aus Ethanol umkristallisiert um 8a als farblosen kristallinen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 20.5 g (52.7 mmol, 38%);
Schmelzp.:  189° C;

R¢: 0.3 (n-Hexan/Essigester 2:1);

[a]f)o : 4° (c = 1, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl3/d-MeOD/TMS):

8 =1.71 (s, 3H, NAc), 1.88, 1.89 2.01, 2.03, (4*s, 4*3H, 4*OAc), 3.65 (m, 1H, H-5), 3.9-4.1
(m, 2H, H-2, H-6a), 4.13 (dd, *J(H,H)= 11 Hz, “J(H,H)= 3 Hz, 1H, H-6b), 4.98 (t, *J(H,H)=9
Hz, 1H, H-4), 5.13 (t, *J(H,H)= 9 Hz, 1H, H-3), 5.54 (d, *J(H,H)= 9 Hz, 1H, H-1);
C16H22N;O5

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!''*!!”]
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2-Deoxy-2-(p-methoxybenzylidenamino)-D-glucopyranose 48

Zu einer Losung von 2-Amino-2-desoxy-D-glucopyranose Hydrochlorid 47 (30 g, 139 mmol)
in 141 ml 1 N NaOH-Losung wird Anisaldehyd (17.15 ml, 141 mmol) gegeben und bei
Raumtemperatur 2 h geriihrt. Danach wird die inzwischen breiige Losung auf 0° C abgekiihlt
und danach abgefiltert, mit eiskaltem Wasser und einem ebenfalls kalten Ethanol/Ether 1:1

Gemisch gewaschen und getrocknet um 48 als farblosen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 34.8 g (117 mmol, 84%);

Schmelzp.:  160° C;

Rg: 0.08 (Cyclohexan/Essigester 1:1);

'H-NMR (250-MHz, CDCl3/d-DMSO/TMS):

8 =2.53 (m, 1H, H-2), 2.82 (t, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-5), 3.32 (m, 1H H-6a), 3.56-3.64 (m,
2H, H-4, H-6b), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.92 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-3) 4.80 (m, 1H, H-1),
6.92 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 2H, Ar), 7.62 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 2H, Ar), 8.16 (s, 1H, N=CH);
Ci4H19NOg

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!''™

1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-N-(p-methoxybenzylidenamino)-2-deoxy-pB-D-glucopyranose 49

Zu einer Losung von 2-N-(p-Methoxybenzylidenamino)-2-deoxy-D-glucopyranose 48 (34.8 g,
117 mmol) in trockenem Pyridin (243 ml) wird unter Eiskiihlung Essigsdureanhydrid (130
ml) getropft. Nachdem die Reaktionsmischung iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt
wurde, wird auf Eiswasser (500 ml) gegossen. Die Reaktionsmischung wird 3 h auf 0° C
abgekiihlt und der entstandene farblose Niederschlag abfiltriert und aus Ethanol

umkristallisiert um 49 als farblosen Feststoff zu ergeben.

Ausbeute: 38 g (81.6 mmol, 70%);

Schmelzp.: 185° C;

Rg: 0.24 (Cyclohexan/Essigester 2:1);

[a]): 97° (¢ = 1, Chloroform);

'H-NMR (400-MHz, CDCI3/TMS):

8 =1.88,2.01,2.03, 2.10 (4*s, 4*3H, 4*OAc), 3.44 (t, "J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-2), 3.81 (s, 3H,
OCHj3), 3.96 (m, 1H, H-5), 4.12 (d, *J(H,H) = 11 Hz, 1H, H-6a), 4.37 (dd, *J(H,H) = 11 Hz,
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2J(H,H) = 3 Hz, 1H, H-6b), 5.13 (t, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-4), 5.43 (t, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-
3), 5.94 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-1), 6.92 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 2H, Ar), 7.66 (d, *JH.H) =9
Hz, 2H, Ar), 8.16 (s, 1H, N=CH);

C»H»NOq o

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!''™

1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-amino-2-deoxy-3-D-glucopyranose Hydrochlorid 50

Eine Losung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-N-(p-methoxybenzylidenamino)-2-deoxy--D-
glucopyranose 49 (38 g, 81.6 mmol) in Aceton (220 ml) wird 10 min unter Riickfluss erhitzt.
Nach Zugabe von 6 N HCI-Losung (13.5 ml) entsteht sofort ein farbloser Niederschlag. Nach
Abkiihlen der Losung wird Diethylether (250 ml) zugegeben, 3 h bei 0° C stehen gelassen,
der Niederschlag abfiltriert, mit kaltem Ether gewaschen, um 50 als farblosen Feststoff zu

erhalten.

Ausbeute: 27.9 g (72.7 mmol, 89%);

Schmelzp.:  >250° C, Verfarbung bei 230° C

Rg: 0.07 (Cyclohexan/Essigester 1:1 + 2% Triethylamin);

[a]f)o : 49° (c =1, Wasser);

'H-NMR (250-MHz, d-DMSO/TMS):

& = 1.88, 2.01, 2.03, 2.10 (4*s, 4*3H, 4*OAc), 3.44 (t, "J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-2), 3.96 (m,
1H, H-5), 4.12 (d, "J(H,H) = 11 Hz, 1H, H-6a), 4.37 (dd, *J(H,H)= 11 Hz, “J(H,H) = 3 Hz,
1H, H-6b), 5.13 (t, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-4), 5.43 (t, *J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-3), 5.94 (d,
J(H,H)=9 Hz, 1H, H-1);

C14H2NOy*HCl

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!''®

1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-
glucopyranose 52
Zu einer Losung von  1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-amino-2-deoxy-B-D-glucopyranose

Hydrochlorid 50 (27.9 g, 72.7 mmol) und Natriumhydrogencarbonat (12.2 g, 154.4 mmol) in
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Wasser (570 ml) wird 2,2,2-Trichlorethoxycarbonylchlorid 51 (16.6 g, 78.3 mmol) in
Chloroform (380 ml) gegeben und 3 Stunden geriihrt. Die Phasen werden getrennt und die
wissrige Phase noch zweimal mit Chloroform (je 250 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal mit 0.5 M HCI-Losung (je 200 ml) gewaschen und iiber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in moglichst wenig Ethanol aufgenommen und durch Zugabe von kaltem Wasser
ausgefillt. Das Rohprodukt wird in Essigester gelost und 52 als farbloser Feststoff durch

Zugabe von n-Hexan ausgefillt.

Ausbeute: 31.2 g (59.6 mmol, 82%);
Schmelzp.: 124° C;
Re: 0.21 (n-Hexan/Essigester 1:1);

[a]i)o : 14.4° (c=1, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

8=2.01,2.05,2.17 (3 s, 12H, 4 * OAc), 4.0-4.15 (m, 2H, H-5, H-6a); 4.22 (dd, *J(H,H) = 10
Hz, °J(H,H) = 3 Hz, 1H, H-2), 4.31 (dd, *J(H,H) = 12 Hz, J(H,H) = 4 Hz, 1H, H-6b), 4.63 (d,
’J(H,H) = 12 Hz, 1H, Teoc-CHa,), 4.85 (d, “J(H,H) = 12 Hz, 1H, Teoc-CHy), 5.1-5.33 (m,
3H, H-3, H-4, NH), 6.23 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 1H, H-1);

Ci7H»NO;Cl3

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'™”!

0-[3,4,6-Tri-O-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-
glucopyranosyl]-trichloracetimidat 8b

Eine Losung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f3-D-
glucopyranose 82 (3 g, 5.7 mmol) und Hydrazinacetat (0.57 g, 6.3 mmol) in absolutem DMF
(24 ml) wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend mit Essigester (150 ml)
verdiinnt und mit Wasser, geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung und wieder mit Wasser
(e 50 ml) gewaschen. Nachdem iiber Natriumsulfat getrocknet wurde, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in absolutem
Dichlormethan (30 ml) geldst. Zur Losung werden Trichloracetonitril 53 (3 ml, 30 mmol) und
DBU (045 ml, 3 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung 45 Minuten bei

Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
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Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:1 + 0.1 %

Triethylamin als Eluens gereinigt um 8b als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 2 g (3.2 mmol, 56%);
Re: 0.17 (n-Hexan/Essigester 1:1);

[a]): 68° (¢=0.8, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

8 =12.03,2.06 (25, 9H, 3 * OAc), 4.14 (m, 2H, H-5, H-6a); 4.25 (m, 2H, H-2, H-6b), 4.73 (s,
2H, Teoc-CH,), 5.18-5.39 (m, 3H, H-3, H-4, NH), 6.42 (d, *J(H,H) = 5 Hz, 1H, H-1), 8.81 (s,
1H, NH);

C17H20NO1oClg

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'*”!

Ethyl-3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-1-thio-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-3-D-
glucopyranosid 8c

Zu einer Losung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-
B-D-glucopyranose 52 (13.1 g, 25 mmol) in absolutem Dichlormethan (55 ml) wird 4
Angstrom Molsieb (2.2 g) gegeben und die Mischung 45 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Nachdem Ethylmercaptan 54 (5.13 ml, 70 mmol) zugegeben wurde, wird die
Reaktionsmischung auf —10° C abgekiihlt und Bortrifluorid Etherat (10.5 ml, 84.5 mmol)
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 10 Minuten bei —10° C geriihrt und anschlie3end 90
min bei Raumtemperatur. Es wird {ber Celite filtriert und mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (200 ml) neutralisiert. Nachdem die Phasen getrennt
wurden, wird die wéalrige Phase mit Dichlormethan (100 ml) nochmals extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit Wasser (100 ml) gewaschen und iiber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
Essigester gelost. Durch Zugabe von kaltem Cyclohexan wird 8c als farbloser Feststoff

erhalten.

Ausbeute: 11.4 g (21.7 mmol, 87%);
Schmelzp.: 139°C;
R¢: 0.23 (Cyclohexan/Essigester 1:1);
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[a]): -15° (c=1, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

& = 1.28 (t, "J(H,H) = 5 Hz, 3H, CH3), 2.03, 2.08 (2 s, 9H, 3 * OAc), 2.73 (m, 2H, S-CH,),
3.70 (m, 1H, H-5), 3.79 (m, 1H, H-2), 4.13 (d, *J(H,H) = 11 Hz, 1H, H-6a); 4.25 (dd, *J(H,H)
= 12 Hz, “J(H,H) = 5 Hz, 1H, H-6b), 4.68 (m, 2H, H-1, Teoc-CH,a), 4.73 (d, *J(H,H) = 12
Hz, 1H, Teoc-CH,b), 5.11 (m, 2H, H-4, NH), 5.23 (dd, *J(H,H) = 10 Hz, “J(H,H) = 9 Hz, 1H,
H-3);

C17H24NOoSCl;

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'™”!

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-serinbenzylester 58

Zu einer Losung von L-Serinbenzylester Hydrotosylat 57 (7.35 g, 20 mmol) in 10%iger
Natriumcarbonatlosung (50 ml) und Dioxan (40 ml) wird bei 0° C eine Losung von 9-
Flurenylmethoxycarbonylchlorid (5.18 g, 20 mmol) in Dioxan (40 ml) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend auf Wasser
(500 ml) gegossen und drei mal mit Essigester (je 150 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel

mit Cyclohexan/Essigester 2:1 als Eluens gereinigt um 58 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 7.18 g (17.2 mmol, 86%);

R¢: 0.21 (Cyclohexan/Essigester 2:1);

[oz]f)0 : 1.5° (c=1.2, Essigester);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

8 = 2.35 (s, 1H, OH), 3.91 (m, 1H, Ser-CHa,), 4.00 (m, 1H, Ser-CHyy,), 4.20 (t, *J(H,H) = 7
Hz, 1H, Fmoc-CH), 4.40 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.49 (m, 1H, Ser-aCH), 5.2 (m, 2H, Bzl-CH,),
5.7(d, 3J(H,H) =6 Hz), 1H, Urethan), 7.24-7.40 (m, 9H, Fmoc, Bzl), 7.57 (d, 3J(H,H) =7 Hz,
2H, Fmoc), 7.74 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

Ca5H23NO;s

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten tiberein.'*'!
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Dimethyl-(methylthio)-sulfonium Triflat 61

Zu einer Losung von Dimethyldisulfid 59 (2.4 g, 25 mmol) in trockenem Dichlormethan (50
ml) wird eine Losung von Methyltriflat 60 (4.1 g, 25 mmol) in trockenem Dichlormethan
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 48 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Durch
Zugabe von trockenem Ether (150 ml) wird das erwiinschte Produkt ausgefillt, welches unter
Argon abgetrennt und mit trockenem Ether gewaschen wird, um 61 als braunen Feststoff zu
erhalten, welcher sowohl Luft- als auch Wasser-empfindlich ist, jedoch bei —20° C unter

Argon mehrere Wochen gelagert werden kann.

Ausbeute: 5.04 g (19.5 mmol, 78%);
Schmelzp.: 34° C;

'H-NMR (250-MHz, CDCl;):

6 =2.81(s, 3H); 3.21 (s, 6H);
C4HoO3S;F5

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!''?

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tetra-0-acetyl-2-deoxy-f3-D-
glucopyranosyl)-L-serin 56

Zu einer Losung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glucopyranose 8a
(0.48 g, 1.232 mmol) in trockenem Dichlormethan (10 ml) wird Molsieb (44, 1 g) gegeben.
Zu dieser Suspension wird bei 0° C frisch destilliertes Bortrifuorid Etherat (0.4 ml, 3.82
mmol) getropft. Nach dem Riihren des Reaktionsgemisches iiber Nacht bei Raumtemperatur
wird die Oxazolinbildung mittel Diinnschichtchromatographie (Chloroform/Methanol 10 : 1)
tiberpriift. Bei vollstindigem Umsatz wird bei 0° C Triethylamin (0.16 ml, 1.148 mmol)
zugetropft. Nach 10 Minuten Riithren wird eine Losung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
L-serin 55 (416 mg, 1.27 mmol) in einer Mischung aus Dichlormethan/Acetonitril 2 : 1
zugegeben. Nachdem {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt wurde, wird bei 0° C nochmals
die gleiche Menge Oxazolin, welches wie oben beschrieben dargestellt wurde, zugegeben.
Die Reaktionsmischung wird 150 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend auf 0°
C abgekiihlt und mit Triethylamin neutralisiert. Die Losung wird mit Dichlormethan (50 ml)

verdiinnt und iiber Celite filtriert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt
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und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/Methanol 30 : 1 —

10 : 1 als Eluens gereinigt um verunreinigtes 56 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 0.179 g (0.255 mmol, 20%);
R¢: 0.13 (Chloroform/Methanol 10:1);

[oz]f)0 : 1.6° (c=1, Methanol);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

0 = 1.89 (s, 3H, NAc), 2.02, 2.04, 2.07 (3*s, 9H, 3*OAc), 3.66-3.81 (m, 3H, H-2, H-5, Ser-
CHsa), 3.94-4.10 (m, 1H, H-6a, Ser-CHsb), 4.17-4.25 (m, 3H, Fmoc-CH,, H-6b), 4.48 (m,
1H, Fmoc-CH), 4.56 (m, 1H, H-1), 4.93-5.06 (m, 2H, H-4, Ser-aCH), 5.18 (t, *J(H,H) = 10
Hz, 1H, H-3), 5.93 (m, 1H, NH), 6.79 (m, 1H, NH), 7.3-7.42 (m, 4H, Fmoc), 7.63 (m, 2H,
Fmoc), 7.77 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

C32H36N2013

Die analytischen Daten stimmen nur teilweise mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'*”

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-
trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosyl-L-serinbenzylester 62

Nach der Trichloracetimidat-Methode:

Zu einer Losung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-serinbenzylester 58 (1.14 g, 2.73
mmol) und  O-[3,4,6-Tri-O-acetyl-2-deoxy-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)--D-
glucopyranosyl]-trichloracetimidat 8b (1.98 g, 3.17 mmol) in Dichlormethan (75 ml) bei
Raumtemperatur wird eine 0.1 M Trimethylsilyltrifluormethansulfonat-Losung (0.35 ml, 35
pmol) in Dichlormethan gegeben. Nachdem 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt wurde,
wird mit Triethylamin neutralisiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Essigester 1:1

als Eluens gereinigt um 62 als gelbes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 1.54 g (1.75 mmol, 64%);
Mit dem Thioglycosyl-Donor:

Zu einer Losung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-serinbenzylester 58 (0.292 g, 0.7
mmol) und  Ethyl-3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-deoxy-1-thio-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl-
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amino)-f-D-glucopyranosid 8¢ (1.28 g, 2.44 mmol) in absolutem Dichlormethan (25 ml) wird
Molsieb (4A, 4 g) gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird
Dimethyl-(methylthio)-sulfonat Triflat 61 (0.54 g, 2.74 mmol) zugegeben und iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird Triethylamin (0.38 ml, 2.75 mmol) zugegeben,
tiber Celite filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Essigester 2:1 als

Eluens gereinigt um 62 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 0.51 g (0.58 mmol, 83%);
Rg: 0.19 (Cyclohexan/Essigester 1:1);

[a]): 24° (c=1.0, Chloroform);

'H-NMR (400-MHz, CDCl;/TMS):

6 =2.02,2.03,2.07 (3*s, 9H, 3*OAc), 3.59 (m, 2H, H-5, H-2), 3.92 (m, 1H, H-6a), 4.10 (m,
1H, H-6a), 4.23 (m, 3H, Fmoc-CH,, Ser-CH»a), 4.39-4.53 (m, 3H Ser-aCH, Fmoc-CH, Ser-
CH,b), 4.58-4.81 (m, 3H, H-1, Teoc-CH,), 5.02 (t, *J(H,H) = 10 Hz, 1H, H-4), 5.17-5.31 (m,
3H, H-3, BzIl-CH,), 5.81 (m, 2H, 2*NH), 7.27-7.42 (m, 9H, Fmoc, Bzl), 7.61 (m, 2H, Fmoc),
7.76 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

C40H41N,014Cl3

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'*!

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tetra-0-acetyl-2-deoxy-f3-D-
glucopyranosyl-L-serinbenzylester 63

Zu einer Losung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-
(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosyl-L-serinbenzylester 62 (2.64 g, 3
mmol) in Essigsdureanhydrid (4 ml) wird frisch aktiviertes Zinkpulver (1 g) gegeben und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird mit Toluol verdiinnt, das Zinkpulver
abfiltriert und das Losungsmittel durch Coevaporation mit Toluol unter vermindertem Druck
entfernt. Das  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an  Kieselgel mit

Cyclohexan/Essigester 2:1 als Eluens gereinigt um 63 als gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.82 g (2.43 mmol, 81%);
R¢: 0. 34 (Cyclohexan/Essigester 1:1);
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[a]): 7° (c=1.0, Chloroform);

'H-NMR (400-MHz, CDCl;/TMS):

8 =1.82 (s, 1H, NAc), 2.03, 2.04, 2.07 (3*s, 9H, 3*OAc), 3.62 (m, 1H, H-5), 3.7 (m, 1H, H-
2), 3.86 (dd, *J(H,H) = 12 Hz, “J(H,H) = 2 Hz, 1H, H-6a), 4.08 (dd, *J(H,H) = 12 Hz, J(H,H)
= 2 Hz, 1H, H-6a), 4.23 (m, 3H, Fmoc-CH,, Ser-CH,a), 4.45 (m, 2H, Fmoc-CH, Ser-CH,b),
4.53 (m, 1H Ser-aCH), 4.67 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, H-1), 5.02 (t, >J(H,H) = 10 Hz, 1H, H-4),
5.19 (m, 2H, BzI-CHy), 5.25 (t, *J(H,H) = 10 Hz, 1H, H-3), 5.37 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, NH),
5.81 (d, 3J(H,H) =8 Hz, 1H, NH), 7.3-7.42 (m, 9H, Fmoc, Bzl), 7.63 (m, 2H, Fmoc), 7.77 (d,
3J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);

C39H42N>013

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten tiberein.'**

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-f3-D-
glucopyranosyl-L-serin 56

Zu einer Losung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tetra-O-acetyl-2-
deoxy-B-D-glucopyranosyl-L-serinbenzylester 63 (2.54 g, 3.4 mmol) in Essigester/Ethanol
1:1 (40 ml) wird eine katalytische Menge 5% Palladium auf Kohle (20 mg) gegeben und unter
Wasserstoffatmosphdre gertihrt. Sobald sich mittels Diinnschichtchromatographie kein Edukt
mehr nachweisen 14Bt, wird das Reaktionsgemisch iiber Celite filtriert. Das Losungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit Chloroform/Methanol 30 : 1 — 10 : 1 als Eluens gereinigt um 56 als farbloses

Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.89 g (3.03 mmol, 89%);

Rg: 0.13 (Chloroform/Methanol 10:1);

[a]) : -7.3° (¢=0.8, Chloroform);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

d=1.86 (s, 3H, NAc), 2.01, 2.03, 2.07 (3*s, 9H, 3*OAc), 3.68 (m, 2H, H-5, Ser-CH,a), 3.79
(t, "J(H,H) = 9 Hz, 1H, H-2), 3.96 (dd, *J(H,H) = 12 Hz, “J(H,H) = 2 Hz, 1H, H-6a), 4.06 (m,
1H, Ser-CH;b), 4.21 (m, 3H, Fmoc-CH,, H-6b), 4.48 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.62 (d, 3J(H,H) =8
Hz, 1H, H-1), 5.02 (m, 2H, H-4, Ser-aCH), 5.18 (t, "J(H,H) = 10 Hz, 1H, H-3), 5.53 (d, 1H,
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NH), 6.61 (m, 1H, NH), 7.3-7.42 (m, 4H, Fmoc), 7.63 (m, 2H, Fmoc), 7.77 (d, *J(H,H) = 7
Hz, 2H, Fmoc);
C32H36N2013

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.'*



84 6. Experimenteller Teil

6.3.2 Versuche zu Kapitel 4.2.3

N-(Benzyloxycarbonyl)-glycylglycin-zert-butylester 66

Zu einer Losung von N-(Benzyloxycarbonyl)-glycin 64 (7.82 g, 37.4 mmol) und Glycin-tert-
butylester 65 (4.9 g, 37.4 mmol) in Dichlormethan (100 ml) wird bei 0° C eine Lésung von
EEDQ (18.5 g, 75 mmol) in Dichlormethan (50 ml) getropft. Nach dem Riihren iiber Nacht
bei Raumtemperatur wird die Reaktionslosung jeweils dreimal mit 0.5 N HCI, 10%
Natriumcarbonat-Losung und Wasser (je 50 ml) gewaschen. Das nach Entfernen des
Losungmittels unter vermindertem  Druck  zurlickbleibende  Rohprodukt  wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:1 als Eluens gereinigt um 66

als leicht gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 7.1g (22.1 mmol, 59 %);

Re: 0.18 (n-Hexan/Essigester 1:1);

'H-NMR (250-MHz, CDCl;/TMS):

o = 1.48 (s, 9H, (CH3);C), 3.9 (m, 4H, 2x Gly-CH,), 5.12 (s, 2H, Benzyl-CH;), 5.62 (s, 1H,
NH), 6.63 (s, 1H, NH), 7.35 (s, 5H, Aromat).

C16H22N,05

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten tiberein.'*!

Glycylglycin-tert-butylester 67

Zu einer Losung von (N-Benzyloxycarbonyl)-glycylglycin-fert-butylester 66 (7 g, 21.7 mmol)
in einer Mischung aus Essigester/Ethanol 1:1 (80 ml) wird bei Raumtemperatur eine
katalytische Menge 10% Palladium auf Kohle (25 mg) gegeben. Es wird iiber Nacht unter
einer Wasserstoffatmosphire geriihrt, der Palladiumkatalysator durch Filtration {iber Celite
abgetrennt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt um 67 als gelbes Ol zu

erhalten.

Ausbeute: 3.88 g (20.6 mmol, 95%);
R¢: 0.2 (n-Hexan/Essigester 1:1 + 2% Triethylamin);
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'"H-NMR (250-MHz, CDCl3/TMS): 1.48 (s, 9H, (CH3);C), 1.79 (s, 2H, NHy), 3.4 (s, 2H, Gly-
CH,), 3.97 (d, J=7 Hz, 2H, Gly-CHy), 7.72 (s, 1H, NH).
CsHi6N2O3

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten tiberein.'*!

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycin-zert-butylester 69

Zu einer Losung von N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucin 68 (4.05 g, 11.45 mmol) und
Glycylglycin-tert-butylester 67 (2.16 g, 11.5 mmol) in 40 ml Dichlormethan bei 0° C wird
tropfenweise eine Losung von EEDQ (3.7 g, 15 mmol) in 10 ml Dichlormethan gegeben. Die
Reaktionsmischung wird {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend je drei
mal mit 0.5 M HCI-Lésung, 10% Na,COs-Losung und Wasser (je 50 ml) extrahiert. Die
organische Phase wird iiber Naatriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel bei
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel

mit n-Hexan/Essigester 1:4 als Eluens gereinigt um 69 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 4.83g (9.22 mmol, 80%);
R¢: 0.06 (n-Hexan/Essigester 1:1);
[a]i)o : -11.2° (¢ = 1.3 in Dichlormethan);
'H NMR (500 MHz, CDCls, TMS):
8 =10.91-0.94 (m, 6H, 2*Leu-CH3), 1.41 (s, 9H, Bu), 1.53-1.59 (m, 1H, Leu-yCH), 1.65-1.67
(m, 2H, Leu-CH,), 3.82-3.83 (m, 2H, Gly-CH,), 3.94-4.06 (m, 2H, Gly-CH,), 4.16-4.23 (m,
2H, Leu-aCH, Fmoc-CH), 4.33-4.45 (m, 2H, Fmoc-CH>), 5.6 (d, *J(H,H) = 8 Hz, 1H, Leu-
NH), 7.0 (s, 1H, Gly-NH), 7.12 (s, 1H, Gly-NH), 7.26-7.39 (m, 4H, Fmoc), 7.56 (d, *J(H,H) =
7 Hz, 2H, Fmoc), 7.74 (d, 3J(H,H) =7 Hz, 2H, Fmoc);
BC NMR (125.6 MHz, CDCls, TMS):
d=21.86 (2*Leu-CH3), 22.94 (Leu-yCH), 27.98 (3*tBu-CH3), 41.26 (Leu-CH,), 41.92 (Gly-
CH,), 41.97 (Gly-CH,), 47.14 (Fmoc-CH), 53.75 (Leu-aCH), 67.04 (Fmoc-CHy), 82.31 (1Bu-
Cy), 125.05, 127.06, 127.1, 127.73 (Fmoc-CH), 143.72, 143.75 (Fmoc-C,), 156.49 (CO,
Urethan), 168.84, 168.91, 173.03 (3*CO);
CaoH37N304
HR-MS(70 eV, EI) (m/z):  ber.: [M]" 523.2682

gef.: [M]" 523.2667.
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N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycin 39

Zu einer Losung von N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycin-fert-butylester
69 (1.81 g, 3.5 mmol) in 6 ml Dichlormethan werden bei Raumtemperatur 6 ml TFA gegeben.
Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck entfernt und die TFA mit Toluol

coevaporiert um 39 als braunes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.6 g (3.42 mmol, 97%);
R¢: 0.12 (n-Hexan/Essigester 1:1 + 2% Essigsdure);
[a]): -16.2° (¢ = 1.25 in Methanol);
'H NMR (400 MHz, CDCls, TMS):
8 =0.85-0.89 (m, 6H, 2*Leu-CH3), 1.58-1.62 (m, 3H, Leu-yCH, Leu-CH,), 3.78-4.14 (m, SH,
Gly-CH,, Gly-CH;,, Fmoc-CH), 4.23-4.25 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.32-4.37 (m, 1H, Leu-aCH),
6.01 (d, 3J(H,H) =7 Hz, 1H, Leu-NH), 7.17-7.35 (m, 4H, Fmoc), 7.56 (m, 3H, Fmoc, Gly-
NH), 7.69 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc), 7.78 (s, 1H, Gly-NH), 10.51 (s, IH, COOH),
BC NMR (100.6 MHz, CDCls, TMS):
d=21.56 (Leu-CHs), 22.84 (Leu-CH3), 24.61 (Leu-yCH), 40.81 (Gly-CHy), 41.1 (Gly-CH,),
42.64 (Leu-CH,), 46.91 (Fmoc-CH), 53.75 (Leu-aCH), 67.33 (Fmoc-CH,), 120.0, 124.97,
127.1, 127.8 (Fmoc-CH), 141.21, 143.41, 143.58 (Fmoc-Cg), 156.89 (CO, Urethan), 170.57,
172.12, 174.38 (3*CO);
CasH20N304
HR-FAB-MS (m/z): ber.: [M+H]" 468.2134

gef.: [M+H]" 468.2143.

12-Hydroxy-4,7,10-trioxydodecansiure-fert-butylester 72

Zu einer Losung von wasserfreiem Triethylenglycol 70 (64 ml, 0.47 mol) in absolutem THF
(500 ml) wird bei Raumtemperatur Natrium (0.1 g, 4.3 mmol) gegeben. Nachdem sich das
Natrium aufgelost hat, wird fert-Butylacrylat 71 (24 ml, 0.17 mol) zugegeben. Nach 20
stiindigem Riihren wird die Reaktionsmischung mit 1 N HCI-Losung neutralisiert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in einer wiBrigen
Natriumchlorid-Losung aufgenommen und dreimal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit wiBriger Natriumchlorid-Losung gewaschen, {iber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt um 72 als

farbloses Ol zu ergeben.
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Ausbeute: 28.46 g (102.2 mmol, 60%);

'H NMR (500 MHz, CDCls;, TMS):

8= 1.43 (s, 9H, OrBu), 2.48 (t, "J(H,H) = 7 Hz, 2H, H-2), 2.61 (s, 1H, OH), 3.58-3.73 (m,
14H, H-3, 3*O-CH,-CH,-0);

C13H2606

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'”!

E-17-Bromo-4,7,10,13-tetraoxo-15-heptadecansiure-tert-butylester 74

Zu einer Losung von 12-Hydroxy-4,7,10-trioxydodecanséure-tert-butylester 72 (28.4 g, 102
mmol) und E-1,4-Dibrombut-2-en 73 (43.86 g, 205 mmol) in Dichlormethan (320 ml) wird
eine  Losung von Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (34.62, 102 mmol) und
Natriumhydroxid (8.29 g, 207 mmol) in Wasser (165 ml) gegeben und 90 Minuten heftig
geriihrt. Die wiBrige Phase wird abgetrennt und zwei mal mit Dichlormethan extrahiert. Das
Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen wird unter vermindertem Druck entfernt,
der Riickstand in Diethylether aufgenommen, filtriert, iber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt. Der  Riickstand  wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:1 als Eluens gereinigt um 74

als leicht gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 28.84 g (67.5 mmol, 70%);

Re: 0.33 (n-Hexan/Essigester 1:1);

'H NMR (500 MHz, CDCls;, TMS):

8 = 1.43 (s, 9H, OrBu), 2.48 (t, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, H-2), 3.58-3.73 (m, 14H, H-3, 3*O-CH,-
CH»-0), 3.95 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, H-17), 4.03 (d, *J(H,H) = 5 Hz, 2H, H-14) 5.79-6.00
(m, 2H, 2*CH);

C17H5,04Br

Die analytischen Daten stimmen mit den literaturbekannten Werten iiberein.!'”!
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E-17-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycyloxy-4,7,10,13-tetraoxa-15-
heptadecansaure-tert-butylester 75

Zu einer Losung von N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycin 39 (1.47 g, 3.14
mmol) und (E)-17-Brom-4,7,10,13-tetraoxa-15-heptadecansiure-tert-butylester 74 (1.44 g,
3.5 mmol) in 15 ml Dichlormethan wird bei Raumtemperatur Tetrabutylammoniumbromid
(1.13 g, 3.5 mmol) in 15 ml gesittigter NaHCOs-Losung gegeben. Nach 3 Tage heftigem
Riithren wird die organische Phase abgetrennt und die wéssrige Phase noch dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester 1:4 als Eluens gereinigt um 75

als leicht gelbes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.49 (1.87 mmol, 59%)
Rs: 0.08 (n-Hexan/Essigester 1:4);
[a]): -5.5° (¢ = 1 in Methanol);
'H NMR (500 MHz, CDCls;, TMS):
d=0.93 (m, 6 H, Leu-CHs), 1.44 (s, 9 H, rBu), 1.55 (m, 1H, Leu-yCH), 1.67 (m, 2 H, Leu-
CH,), 2.49 (t, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, H-2), 3.56-3.65 (m, 12H, CH,), 3.7 (t, *J(H,H) = 7 Hz,
2H, H-3), 3.91-4.03 (m, 6H, Gly-CH,, H-14), 4.16-4.2 (m, 2H, Fmoc-CH, Leu-aCH), 4.39-
4.42 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.56 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 2H, H-17), 5.5 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 1H,
Leu-NH), 5.75-5.81 (m, 2H, H-15, H-16), 7.02 (s, 1H, Gly-NH), 7.06 (s, 1H, Gly-NH), 7.27-
7.39 (m, 4H, Fmoc), 7.56 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc), 7.75 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc);
BC NMR (125.6 MHz, CDCls, TMS):
d=121.8, 22.9 (2*¥Leu-CH3), 24.7 (Leu-CH), 28.1 (3*/Bu-CH3), 36.3 (C-2), 41.1, 41.2 (Leu-
CH,, Gly-CHy), 43.0 (Gly-CH,), 47.2 (Fmoc-CH), 53.9 (Leu-aCH), 60.4 (CH,), 65.1 (C-17),
66.9, 67.0 (Fmoc-CH,, C-3), 69.7 (C-14), 70.3, 70.4, 70.5, 70.6, 70.7, (O-CH,-CH,)s, 80.6
(Bu-Cy), 120.0, 125.0 (Fmoc-CH), 125.7 (C-16), 127.1, 127.8 (Fmoc-CH), 131.7 (C-15),
141.3, 143.7 (Fmoc-C,), 156.6(CO, Urethan), 169.2, 169.3, 171.0, 173.0 (4*CO);
C42Hs5oN3012
HR-FAB-MS (m/z): ber.: [M+H]" 798.4177

gef.: [M+H]" 798.4203.
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E-17-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycyloxy-4,7,10,13-tetraoxa-15-
heptadecansiaure 76

Zu einer Losung von E-17-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycyloxy-
4,7,10,13-tetraoxa-15-heptadecansdure-tert-butylester 75 (1.34 g, 1.68 mmol) in
Dichlormethan (6 ml) wird bei Raumtemperatur TFA (6 ml) gegeben. Das Losungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und die TFA mit Toluol coevaporiert um 76 als

braunes Ol zu erhalten.

Ausbeute: 1.23 g (1.66 mmol, 98%);
Ry 0.06 (n-Hexan/Essigester 1:10 + 2% Essigsdure);
[a]) : -5.3° (¢ = 0.75 in Methanol);
'H NMR (500 MHz, CDCls;, TMS):
8=10.92 (m, 6 H, Leu-CH3), 1.56 (m, 1H, Leu-CH), 1.63 (m, 2 H, Leu-CH,), 2.59 (t, *J(H,H)
=6 Hz, 2H, H-2), 3.55-3.61 (m, 12H, CH,), 3.72 (m, 2H, H-3), 3.9-4.03 (m, 4H, Gly-CH,, H-
14), 4.08 (dd, *J(H,H) = 17 Hz, “J(H,H) = 6 Hz, 2H, Gly-CH,), 4.18 (t, *J(H,H) = 7 Hz), 1H,
Fmoc-CH), 4.22 (s, 1H, Leu-aCH), 4.35-4.42 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.55 (s, 2H, H-17), 5.70-
5.82 (m, 2H, H-15, H-16), 5.91 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 1H, Leu-NH), 7.27-7.39 (m, 4H, Fmoc),
7.53 (m, 2H, Gly-NH), 7.57 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H, Fmoc), 7.74 (d, *J(H,H) = 7 Hz, 2H,
Fmoc);
BC NMR (125.6 MHz, CDCls, TMS):
8=21.7, 23.0 (Leu-CH3), 24.7 (Leu-yCH), 34.8 (C-2), 41.1, 41.3 (Leu-CH,, Gly-CH,), 42.8
(Gly-CH,), 47.1 (Fmoc-CH), 53.9 (Leu-aCH), 58.4 (CH,), 64.8 (C-17), 66.6, 67.1 (Fmoc-
CH,, C-3), 69.2 (C-14), 70.0, 70.2, 70.2, 70.3, 70.8, (O-CH,-CH,)3, 120.0, 125.1 (Fmoc-CH),
126.3 (C-16), 127.1, 127.8 (Fmoc-CH), 130.7 (C-15), 141.3, 143.7, 143.8 (Fmoc-C,),
156.7(CO, Urethan), 169.4, 170.0, 173.7, 174.9 (4*CO);
C33Hs5 N30,
MALDI-TOF-MS (DHB):  ber.: 741.82

gef.: 742.7 [M+H]", 764.7 [M+Na]", 780.7 [M+K]".

E-17-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-leucylglycylglycyloxy-4,7,10,13-tetraoxa-15-
heptadecanylaminomethylpolystyrol 38

Zu einer Suspension von Aminomethylpolystyrolharz 77 (0.656 g, 0.63 mmol, Beladung 0.96
mmol/g) in 10 ml Dichlormethan werden E-17-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-
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leucylglycylglycyloxy-4,7,10,13-tetraoxa-15-heptadecanséure (1.4 g, 1.89 mmol) 76, DIC
(0.28 g, 2.2 mmol) und HOBt (0.58 g, 3.8 mmol) gegeben. Nach 18 Stunden Schiitteln wird
das Harz 6 mal mit Dichlormethan gewaschen und zum Cappen zweimal 5 Minuten mit
Pyridin/Essigsdaureanhydrid 3:1 geschiittelt. Das Harz wird 6 mal mit Dichlormethan
gewaschen und im Vakuum getrocknet um 38 zu erhalten. Die Beladung wird {iber das N-9-

Fluorenylmethoxycarbonyl-Abspaltungsprodukt photometrisch bestimmt.

Beladung: 0.433 mmol/g;
Ausbeute: 0.71 g (0.31 mmol, 49%).
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6.3.3 Versuche zu Kapitel 4.2.4
Allgemeine Vorschriften zur Synthese an fester Phase

Fmoc-Entschiitzungen

Methode A: Das Harz wird drei mal 2 min bei Raumtemperatur mit einer 15%igen Losung
von Piperidin in NMP geschiittelt und anschlieBend sechs mal mit NMP gewaschen gemél3
des FastMoc 0.25 mmol Protokolls des Perkin-Elmer ABI 433 A Peptidsynthesizers.

Methode B: Das Harz wird zwei mal 6 min bei Raumtemperatur mit einer Mischung von

DMF/Piperidin 4:1 geschiittelt und anschlieend sechs mal mit DMF gewaschen.

Kupplungen

Methode A: Zu einer Losung von 1 mmol der Aminosdure in NMP (6ml) und 0.9 mmol einer
0.45 M Losung von HBTU/HOBt in DMF (2 ml) werden zur Aktivierung eine 2 M
Diisopropylethylamin-Lésung in NMP (1 ml) gegeben. Nach 3 min wird die aktivierte
Mischung zum Harz gegeben und 21 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach wird das
Harz sechs mal mit NMP gewaschen gemill des FastMoc 0.25 mmol Protokolls des ABI
433A Peptidsynthesizers.

Methode B: Eine Lésung von 4 Aquivalenten der Aminosiure, 3.6 Aquivalenten HBTU, 4
Aquivalenten HOBt und 4 Aquivalenten Diisopropylethylamin in DMF (5 ml) wird nach 2
min Voraktivierung zum Harz gegeben und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
Anschlieend wird das Harz 6 mal mit DMF gewaschen.

Folgende Aminosdurederivate werden benutzt: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Ser(rBu)-OH, Fmoc-Ser(BAc;GlcNAc)-OH und Fmoc-Ser(PO(OH)OBzI)-OH.

Entschiitzung der Aminosiureseitenketten
Das Harz wird zwei mal 45 min mit einer Mischung von TFA/Thioanisol/Ethandithiol/Wasser
90:5:3:2 geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz je sechs mal mit Dichlormethan und DMF

gewaschen.

Abspaltung von der festen Phase
Zu einer Suspension des Harzes in DMF (10 ml) werden 1.5 Aquivalente
Dimethylbarbitursdure gegeben. Das Reaktionsgefdll wird bis zur Gasentwicklung evakuiert

und anschlieend mit Argon beliiftet. Nach 5 Wiederholungen wird im Argongegenstrom
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Tetrakistriphenylphosphinpalladium-Katalysator (10 mg)  zugegeben und  die
Reaktionsmischung fiir 15 h unter Lichtausschluf3 geschiittelt. Das Harz wird abfiltriert und
drei mal mit DMF gewaschen. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt

um das Rohprodukt zu erhalten.

Aufreinigung

Das Rohprodukt wird in Wasser suspendiert und durch Filtrieren iiber eine SepPac®-C18-
Kartusche (Wasser zu Wasser/Acetonitril 1:1) vorgereinigt. Nach der Lyophilisation wird das
vorgereinigte Produkt durch HPLC an einer C18HD-Sédule (Macherey-Nagel VP 250/10
Nucleosil 100-5 C18 HD, Fluf} 3.5 ml/min 0 min (5 % B) und 20 min (30% B) oder 0 min
25% B und 20 min 40% B, A = Wasser + 0.1% Ameisensidure, B = Acetonitril + 0.1 %

Ameisensdure) gereinigt.

Auf diese Weise wurden dargestellt:

N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronyl-L-seryl-L-lysyl-L-seryl-L-arginyl-
L-lysyl-L-arginyl-L-lysyl-L-leucylglycylglycin 35a

Samtliche Kupplungen mit Aminosduren werden nach Methode A durchgefiihrt. Die
Verkniipfung mit dem  Fluoreszenzmarker  N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-
aminocapronsdure 79 wird gemél Methode B durchgefiihrt. Nach der HPLC-Reinigung wird

das Losungsmittel durch Gefriertrocknen entfernt um 35a als rotes Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 12 mg (8.6 umol, 18.6% bezogen auf die Beladung des Harzes);

IR: 7.67 min [Macherey-Nagel CC250/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN, Fluf3 1 ml/min,
0 min (5 % B) und 20 min (30% B), A = Wasser + 0.1% Ameisensdure, B =
Acetonitril + 0.1 % Ameisenséure];

[a]): -16.7° (¢ = 0.6 in Methanol);

'H NMR (400 MHz, D,0):

8=10.77 (d, "J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CHj3), 0.82 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CH3), 1.27-1.38

(m, 6H; 3*Aca-CH,), 1.45-1.8 (m, 29 H; Leu-CH,, Leu-yCH, 3*(Lys--CH,, Lys-y-CH,, Lys-

8-CH,), 2*(Arg-B-CH,, Arg-y-CH,)), 2.24 (t, *J(H,H) = 7 Hz, 2H; Aca-a-CH,), 2,89 (m, 6H;

Lys-e-CH3), 3.07 (m, 4H; Arg-6-CH), 3.5 (s, w, 2H; Aca-e-CH;), 3.65-3.77 (m, 4H, 2*Ser-
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CH,), 3.81-3.93 (m, 4H, 2*Gly-CH,), 4.15-4.31 (m, 8H; 8*aCH), 6.31 (d, *J(H,H) = 9 Hz,
1H; NBD), 8.43 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H; NBD);
CssH102N23017
ESI-MS (Wasser/Acetonitril/ Ameisensaure): ber.: [M+H]" 1392.78
gef.: [M+H]" 1392.82.

N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronyl-L-seryl-L-lysyl-(O)-phosphato-L-
seryl-L-arginyl-L-lysyl-L-arginyl-L-lysyl-L-leucylglycylglycin 35b

Sédmtliche Kupplungen mit Aminosduren werden nach Methode A durchgefiihrt. Die
Verkniipfung mit dem  Fluoreszenzmarker  N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-
aminocapronsdure 79 wird gemil3 Methode B durchgefiihrt. Nach der HPLC-Reinigung wird

das Losungsmittel durch Gefriertrocknen entfernt um 35b als rotes Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 6 mg (4.1 pmol, 11.9% bezogen auf die Beladung des Harzes);
IR: 9.77 min [Macherey-Nagel CC250/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN, Flu3 1 ml/min,
0 min (5 % B) und 20 min (30% B), A = Wasser + 0.1% Ameisensédure, B =
Acetonitril + 0.1 % Ameisenséure];
[a]): -32° (¢ = 0.3 in Wasser);
'H NMR (400 MHz, D,0):
§=0.77 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CHj3), 0.82 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CH3), 1.23-1.43
(m, 6H; 3*Aca-CHy), 1.52-1.85 (m, 29 H; Leu-CH,, Leu-yCH, 3*(Lys-B-CH,, Lys-y-CH,,
Lys-6-CH,), 2*(Arg-B-CH,, Arg-y-CHy)), 2.27 (t, 3J(H,H) =7 Hz, 2H; Aca-a-CH»), 2,92 (m,
6H; Lys-e-CH»), 3.1 (m, 4H; Arg-6-CH,), 3.5 (s, w, 2H; Aca-e-CH;), 3.60-3.84 (m, 5H),
3.91-3.99 (m, 2H), 4.02-4.09 (m, 1H), 4.15-4.31 (m, 8H; 8*aCH), 6.31 (d, *J(H,H) = 9 Hz,
1H; NBD), 8.43 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H; NBD);
3P NMR (162.1 MHz, D,0):
8=2.29 (1P);
CssH103N23020P
ESI-MS (Wasser/Acetonitril/ Ameisensaure): ber.: [M+H]" 1472.75
gef.: [M+H]" 1472.6.
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N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronyl-L-seryl-L-lysyl-O-(2-acetamido-
3,4,6-0-acetyl-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-L-seryl-L-arginyl-L-lysyl-L-arginyl-L-lysyl-
L-leucylglycylglycin 81

Die Kupplung mit den ersten 4 Aminosduren wird nach Methode A durchgefiihrt, die
folgenden 3 Verldngerungsschritte und das Anbringen des Fluoreszenzlabels N-(7-Nitrobenz-
2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronsdure 79 nach Methode B mit einer auf 2 h verldngerten
Reaktionszeit. Nach den letzten 3 Kupplungsschritten wird das Harz durch eine zweimalige,
jeweils 4 Minuten lang Behandlung mit Pyridin/Essigsdureanhydrid 4:1 gecappt.
Anschlieend wird das Harz 6 mal mit DMF gewaschen. Nach der HPLC-Reinigung wird das

Losungsmittel durch Gefriertrocknen entfernt um 81 als rotes Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 5 mg (2.9 umol, 6.5% bezogen auf die Beladung des Harzes);

IR: 12.05 min [Macherey-Nagel CC250/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN, Fluf}
Iml/min, 0 min (5 % B) und 20 min (30% B), A = Wasser + 0.1%
Ameisensdure, B = Acetonitril + 0.1 % Ameisenséure];

[a]) : -19.2° (¢ = 0.25 in Methanol);

'H NMR (400 MHz, d-MeOD):

§=0.92 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CHj3), 0.95 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CHj3), 1.46-1.56

(m, 6H; 3*Aca-CH;), 1.61-1.98 (m, 29 H; Leu-yCH,, Leu-CH, 3*(Lys-B-CH,, Lys-y-CH,,

Lys-6-CH,), 2*(Arg-B-CH,, Arg-y-CH»)), 1.94 (s, 3H; NAc), 1.97 (s, 3H; OAc), 2.01 (s, 3H;

OAc), 2.05 (s, 3H; OAc), 2.37 (t, 3J(H,H) =7 Hz, 2H; Aca-a-CH,), 2,95 (m, 6H; Lys-e-CH,),

3.22 (m, 4H; Arg-56-CH,), 3.57 (s, w, 2H; Aca-e-CHy), 3.74-4.03 (m, 10H; 2*Ser-CH,, 2*Gly-

CH,, H-2, H-6a), 4.11 (dd, “J(H,H) = 2 Hz, *J(H,H) = 11 Hz, 1H; H-6b), 4.25-4.37 (m, 8H;

8*aCH), 4.47 (t, *J(HH) = 6 Hz, 1H; H-5), 4.67 (d, "J(H,H) = 9 Hz, 1H; H-1), 4.98 (t,

J(H,H) = 10 Hz, 1H; H-3), 5.17 (t, "J(H,H) = 10 Hz, 1H; H-4), 6.37 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H;

NBD), 8.51 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H; NBD);

C72H121N24025

ESI-MS (Wasser/Acetonitril/Ameisensiure): ber.: [M+H]" 1721.89

gef.: [M+H]" 1721.85.
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N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronyl-L-seryl-L-lysyl-O-(2-acetamido-2-
deoxy-B-D-glucopyranosyl)-L-seryl-L-arginyl-L-lysyl-L-arginyl-L-lysyl-L-
leucylglycylglycin 35¢

Der pH-Wert einer Losung von N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-aminocapronyl-L-
seryl-L-lysyl-O-(2-acetamido-3,4,6-O-acetyl-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl)-L-seryl-L-
arginyl-L-lysyl-L-arginyl-L-lysyl-L-leucylglycylglycin 81 (3.7 mg, 2.1 pmol) in trockenem
Methanol (1 ml) wird durch die Zugabe von 0.1 M Losung von Natriummethanolat in
trockenem Methanol wird auf 9 eingestellt. Nach 30 min Riihren wird der pH-Wert durch die
Zugabe von Essigsdure auf 3 gebracht. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand iiber eine SepPak®-C18 Kartusche gereinigt um 35¢ als rotes

Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 2 mg (1.3 pumol, 60%);
IR: 7.56 min [Macherey-Nagel CC250/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN, Flu3 1 ml/min,
0 min (5 % B) und 20 min (30% B), A = Wasser + 0.1% Ameisensdure, B =
Acetonitril + 0.1 % Ameisenséure];
[ ] : -28° (¢ = 0.1 in water);
'H NMR (600 MHz, D,0):
§=0.77 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CHs), 0.83 (d, *J(H,H) = 6 Hz, 3H; Leu-CH3), 1.23-1.4
(m, 6H; 3*Aca-CH,), 1.43-1.77 (m, 29 H; Leu-y—CH,, Leu-CH, 3*(Lys-f-CH,, Lys-y-CH,,
Lys-0-CH»), 2*(Arg-B-CH,, Arg-y-CH,)), 1.8 (s, 2H; NAc Rotamer), 1.91 (s, 1H; NAc
Rotamer), 2.24 (t, 3J(H,H) =7 Hz, 2H; Aca-a-CH,), 2,88 (m, 6H; Lys-e-CH;), 3.07 (m, 4H;
Arg-8-CH,), 3.28-3.37 (m, 2H; H-4, H-5), 3.43 (t, J(H,H) = 10 Hz, 1H; H-3), 3.51 (s, w, 2H;
Aca-e-CH,), 3.56-3.94 (m, 11H; 2*Ser-CH,, 2*Gly-CH,, H-2, H-6), 4.15-4.26 (m, 8H;
8*aCH), 4.42 (m, 1H; H-1), 5.17 (t, *J(H,H) = 10 Hz, 1H; H-4), 6.33 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 1H;
NBD), 8.42 (s, 1H; NBD);
CocH115N24022
ESI-MS (Wasser/Acetonitril/Ameisensdure): ber.: [M+H]" 1595.86
gef.: [M+H]" 1595.88.
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Aca
Aloc
All

AP

AP1
APP
Boc
Bu

Bzl
Cdks5
m-CPBA
CKII
DIC
DMF
DMSO
DMTST
EDC
EEDQ
ESI-MS
Et
Fmoc
GlcNAc
HBTU
HOBt
HPLC
HTos
cJun
vlun
MARK
NBD
NCLK

Aminocapronsiure

Allyloxycarbonyl

Allyl

Amyloid Plaques

Aktivator-Protein-1

Amyloid B Vorgéngerprotein
tert-Butyloxycarbonyl

tert-Butyl

Bzl

Cyclin-abhéngige Kinase 5
meta-Chlorperbenzoesdure

Casein-Kinase 11

Diisopropylcarbodiimid

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Dimethyl-(methylthio)-sulfonium Triflat
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N ‘-ethylcardodiimid Hydrochlorid
1- Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
Elektrospray Ionisationsmassenspektrometrie
Ethyl

9-Fluorenylmethoxycarbonyl
N-Acetylglucosamin
2-(1H)-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-tetramethyluronium Hexafluorphosphat
1- Hydroxybenzotriazol

Hochdruck Fliissigkeits Chromatographie
para-Toluolsulfonsédure

zelluldres Jun

virales Jun

Microtubuli Affinitdt regulierende Kinase
7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl

Neuronale Cdc2-dhnliche Protein Kinase
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NFT Neurofibrillarer Knoten

NLS Kernlokalisierungssignal

NMR Kernresonanzspektrometrie

NPC Kernporenkomplex

Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
PHF Gepaarte helikale Fasern

PKA Protein Kinase A

SAPK Stress-aktivierte Protein Kinase

TAD Transaktivierungsdoméine

Teoc Trichlorethoxycarbonyl

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

Z Benzyloxycarbonyl
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