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Vorbemerkung | i

Vorbemerkung

Diese Doktorarbeit beinhaltet die Ergebnisse mehrerer Bachelorarbeiten, die unter meiner

Aufsicht geschrieben wurden.
Aus diesem Grund sind Teile der Ergebnisse bereits in folgenden Bachelorarbeiten zu finden:
e Tim-Daniel Stumpf

,Optimierung  der Synthese von Boronsdurederivaten zur multivalenten
Kohlenhydraterkennung”, GieRen 2010.

e Pegah Khameghir

,Synthese einer modularen Phenylboronsdure zur katalytischen regio- und

stereoselektiven Acylierung von Diolen”, GielRen 2011.
e Joanna Malkusch

,Synthese modularer Phenylboronsduren zur katalytischen Acylierung von Diolen”,
Hamburg 2012.

e Malte Holzapfel

,Synthese divalenter Derivate der Phenylboronsaure”, Hamburg 2013.

Des Weiteren wurden die Kohlenhydratassays in Kooperation mit Elisabeth Memmel aus der AG
Prof. Jirgen Seibel in Wirzburg durchgefiihrt. Somit werden die Ergebnisse der

Kohlenhydratassays voraussichtlich auch in ihrer Doktorarbeit veréffentlicht werden.
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1. Einleitung

Braune Augen, blonde Haare, 1.80 m grol3, Diabetiker, Blutgruppe ,,0“, an Influenza erkrankt —
dies sind nur wenige Punkte, die eine Person beschreiben und wesentlich mehr gehort eigentlich
dazu. Welche Mechanismen und Strukturen entscheiden aber liber all diese charakteristischen

Merkmale? Und wie definiert die Natur Blutgruppe ,,04, ,A“, ,, B oder ,AB“?

Auf eine geeignete Weise muss die Natur nicht nur die Informationen tber Aussehen, GrofSe und
Blutgruppe, also das Genom, sondern stiandig eine Masse weiterer Prozesse, die im Korper
ablaufen (wie z.B. eine Immunantwort auf eine bakterielle Infektion) verschliisseln, entschliisseln
und weitergeben kénnen. Dies sind komplexe, aber duRerst prazise ablaufende Prozesse, die die

Natur handhaben muss — aber wie macht sie das?

1.1. Kohlenhydrate — komplexe Biomolekiile

Kohlenhydrate sind eine faszinierende, komplexe aber schwer erfassbare Klasse der
Biomolekiile. Lange Zeit war man der Meinung, dass Kohlenhydrate in lebenden Organismen
lediglich in Form von Energiespeichern (z.B. Stdrke oder Glykogen) und als Geristsubstanzen
(z.B. Chitin oder Cellulose) eine wichtige Rolle spielten.” Dabei wurde jedoch tbersehen, dass
Kohlenhydrate ein integraler, ubiquitarer Bestandteil des Lebens sind und eine Schlisselrolle bei

zelluldren Erkennungsprozessen auf Zelloberflichen spielen (Abbildung 1-1).>*

Abbildung 1-1: Verschiedene Aufgaben, die Zucker in Organismen innehaben: Energiespeicher (a),’ Gertistsubstanz (b),

Informationstrager (c — Zelladhéisionsprozesse).4

Aber warum werden Kohlenhydrate als Informationstrager genutzt — gibt es dafiir nicht das

Genom? Im Gegensatz zu den {ibrigen Bausteinen der grofRen Biomolekilklassen (Aminosauren

' Grafiknachweis: D. Claes
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und Nukleotide) besitzen Kohlenhydrate die Moglichkeit, Informationen derart zu verschliisseln,
dass sie mit hoher Spezifitat dekodiert werden kdnnen. Dabei werden Fehlinterpretationen so
gut wie ausgeschlossen. Gleichzeitig ermoglicht die Verschliisselung mit Kohlenhydraten die
Darstellung eines immensen Pools, iber den die Informationsflut gehandhabt werden kann.
Weiter ist die Informationsdichte sehr hoch, was gleichzeitig den Verbrauch der Energie zur
Bildung des Informationsgehaltes minimiert.” So erméglichen einige wenige Grundbausteine die
Vielzahl an moglichen Informationstragern. Betrachtet man beispielsweise ein Trisaccharid,
basierend auf acht Monosaccharidbausteinen, ergeben sich 720.896 mogliche lineare und

verzweigte Kombinationen (siehe Gleichung 1-1).

Gleichung 1-1: Berechnung maoglicher Isomere eines Oligosaccharids. Die groRe Kombinationsmoglichkeit ergibt sich durch
die zwei moglichen RinggroRen (Furanose und Pyranose), die Auswahl an a- und B-Konfiguration und den verschiedenen
Verknipfungspunkten (z.B. a-1,2- oder a-1,4-glycosidische Bindung).6

EN.2n.2n.4n-1 + EN-2n.2N.6N—2 = Anzahl méglicher Konformationen
r a r a
| — |
lineare verzweigte
Kombinationsmoglichkeiten Kombinationsmoglichkeiten

E = Anzahl Monosaccharide, n = Oligosaccharidlange, r = RinggroRe, a = anomerer Kohlenstoff

Im Gegensatz dazu stehen 8000 (= 203) Kombinationsmoglichkeiten fiir die Verknlpfung dreier
Aminosiuren aus den 20 nativen Aminosduren und nur 64 (=4°) Kombinationen fir die

Verkniipfung von Nucleotiden zur Verfligung.

NH,
N X o
(@] Y N
fi-O <f\/) HO- 'HO
OH OH
OH HoN™ YCO,H
OH) OH

Adenosinmonohosphat L-Asparagin D-B-Mannose

mdgliche Verkniipfungsstellen
Quervernetzung bei manchen Aminosauren ber die Seitenketten méglich

Abbildung 1-2: Verknipfungsstellen der einzelnen Biomolekiilklassen: Nucleotide werden {iber Phosphate bzw.
Hydroxygruppen verknipft; Aminosdauren werden (iber Amin- und Carbonsduregruppen miteinander verknipft;

Kohlenhydrate werden tber ihre Hydroxygruppen verknlpft.

Der Grund fir diese geringe Anzahl an Isomeren liegt darin, dass sowohl bei Aminosauren als

auch bei Nucleotiden nur zwei Verknipfungsstellen zu finden sind, wahrend Saccharide mehrere
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Hydroxygruppen besitzen, die glycosidisch miteinander verkniipft werden kénnen, Abbildung
1-2.°5"

Die Anzahl an bekannten biologischen und chemischen Befehlen innerhalb eines lebenden
Organismus ist groRer als die Menge berechneter, moglicher Molekularstrukturen, die mit Hilfe
von Proteinen dargestellt werden kdnnen. Somit kdnnen nicht alle Befehlssignale Gber Protein-
Strukturen verschlisselt werden.” Erst die groRe Anzahl an méglichen Isomeren bei dem Aufbau
von Kohlenhydraten bietet genau diese Moglichkeit — die Codierung einer Vielzahl von
Signalkaskaden, durch die die Kommunikation innerhalb eines Koérpers funktioniert. Und somit
ist es verstandlich, dass auf der Oberflache von Zellen Kohlenhydrate als Informationstrager fir
die Kommunikation mit der AuRenwelt zu finden sind. Aufgrund ihrer Strukturvielfalt kann eine
Menge verschiedener Informationen verschlisselt und in Form von Befehlen weitergegeben
werden. Dabei werden Informationen sowohl zwischen kdrpereigenen, als auch kérperfremden
Systemen ausgetauscht. Diese Kohlenhydratschicht wird Glycocalyx genannt. Liegt die Glycocalyx
in einer veranderten Form vor oder fehlt gar, kommt es zu Kommunikationsproblemen. Wie die
Glycocalyx aufgebaut ist und welche besonderen Eigenschaften sie besitzt, soll im Folgenden

naher gezeigt werden.

1.2. Die Glycocalyx

Alle Zellen sind von der sogenannten Glycocalyx umgeben (Abbildung 1-3).2 Dies ist eine

hauptsachlich aus Kohlenhydraten bestehende Schicht.

-2 um

Glycocalix

v

rE';‘!?théiz’i"E‘-T’F' 7 R e

Abbildung 1-3: TEM Aufnahmen der Glycocalyx einer Aorta-Endothelzelle eines Rindes. Die Fixierung erfolgte mittels ,rapid
freezing/freeze substitution” und die Anfarbung mit Osmiumtetroxid. Aus diesen Aufnahmen ergab sich (je nach Zelltyp)
eine Glycocalyxschichtdicke bis zu 11 um. A: Asterixe (*) markieren abluminale Glycocalyx. B: Die Glycocalyx in der Ndhe der

Zellmembran. C: AuRerstes Ende der Glycocalyx, das in den extrazelluldren Raum zeigt.9

" Dabei sei erwahnt, dass in dieser Berechnung die Moglichkeit der Modifikation nicht beachtet wird, was die
Strukturanzahl weiter vergrofRert. So kénnen Zucker tber Phosphate, Phosphonate, Acylgruppen, Alkylether,

Sulfate u.a. weiter modifiziert werden. Dies gilt auch fiir Modifikationen von Peptiden und Nucleinsduren.
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An dem Aufbau der Glycocalyx sind nur wenige verschiedene Kohlenhydrate (Glucose, Galactose,
Mannose, Fucose, Xylose, N-Acetylglucosamin, N-Acetylgalactosamin) sowie einige Sialinsduren
(Derivate der Neuraminsiure) beteiligt.**° Die Fixierung der Glycocalyx auf der Zelloberfliche
erfolgt Uber Glycokonjugate (Glycolipde und Glycoproteine): Hier werden Kohlenhydrate
kovalent an Lipide bzw. Proteine gebunden." An die Glycocalyx assoziieren andere
kohlenhydratreiche Molekiile, die in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem Plasma stehen
und eine zweite Schicht (,endothelial surface layer”) um die Zelle bilden.'"" Wir sind sozusagen
eingekleidet mit Oligosacchariden, die von Glycosyltransferasen aufgebaut und danach von

Glycosylasen ,zurechtgeschnitten” werden (Abbildung 1-4).

Glycocalix

O Kohlenhydrate
Kohlenhydrat A
Integrin

Membranprotein

Zellmembran

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Zelloberflache: Auf die Doppelmembran werden Uber kovalente Bindungen

Kohlenhydrate gebunden. AuRerdem befinden sich auf der Zellmembran verschiedene Proteine, wie z.B. Integrine.

Die Verknlpfung der Monosaccharide fiihrt zu einem charakteristischen Glycosylierungsmuster.
Hierbei variiert diese Struktur nach Zelltyp, Differenzierungsgrad und der Aktivitat der
GchosyIasen.14 Neben dem Glycosylierungsmuster ist auch die Schichtdicke der Glycocalyx
variabel. Hier unterscheiden sich, je nach Messmethode und Zellart, die groRtenteils in vitro
bestimmten Schichtdicken der Glycocalyx sehr. Erwartet werden Schichtdicken um die 140 nm.”
Ebong beobachtete jedoch Schichtdicken von 11 um auf einer Aorta-Endothelzelle, die von

einem Rind stammte.’

" Unterschieden wird bei den Glycokonjugatstrukturen zwischen N- und O-Glycoproteinen. Fiir eine O-
glycosidische Bindung werden Hydroxygruppen aus der Seitenkette von Serin oder Threonin mit den
Sacchariden verknipft. Bei N-Glycoproteinen erfolgt die Bindung Uber einen Asparaginrest.

" Die Aufgabe dieser zuséatzlichen Schicht ist noch unklar. Eine Moglichkeit ist ein erster Schutz fur die

. . . . 12,13
Glycocalyx sowie Aufgaben wahrend verschiedener Adhéasionsprozesse.
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Die Glycocalyx ist eine Schicht, die einen standigen Veranderungsprozess durchlauft. Sie wird
regelmalig erneuert, kann schnell auf dullere Einfllisse reagieren und sich ihnen anpassen (z.B.

bei einer mikrobiellen Infektion). Damit dient sie der Kommunikation mit der AuBenwelt."**®

Modifikationen der Glycocalyx sind haufig, aber nicht immer, ein Indiz fiir Krankheiten. Somit
kann die Unterscheidung pathogener und gesunder Zellen moglich sein. Bei der Erkennung von
pathogenen Zellen, aber auch bei der Weitergabe von Informationen durch gesunde Zellen
spielen sowohl die Schichtdicke, als auch das abgednderte Glycosylierungsmuster eine

entscheidende Rolle.

Interessante Beispiele einer sich unterscheidenden Glycocalyx in gesunden Zellen sind die
einzelnen Blutgruppen. So findet sich auf der Zelloberfliche von Erythrozyten eine bestimmte
Kohlenhydratsequenz (GalNAc-Gal-Fuc). Damit wird die Blutgruppe ,0“ definiert. Eine weitere
glycosidische Verknlpfung der Galactose mit antigenen Saccharidstrukturen fiihrt zu den
Ubrigen Blutgruppen ,A“ und ,B“. Dabei enthalt die Blutgruppe ,A“ ein N-Acetylgalactosamin
(GalNAc-Gal[GalNAc]-Fuc), wahrend sich in der Blutgruppe ,B“ lediglich eine Galactose findet
(GalNAc-Gal[Gal]-Fuc). Fehlen die entsprechenden Antigene, bildet der Korper Antikérper aus,
die sich im Blutplasma befinden. Dadurch kann es bei Blutinfusionen der falschen Blutgruppe zu
einer Verklumpung des Blutes kommen, indem die Antikorper an die mit antigenen

Saccharidstrukturen modifizierten Erythrozyten binden.?

Im Gegensatz zu gesunden Zellen ist die Glycocalyx von Diabetes |-Patienten verandert. Sie
besitzt eine geringere Dicke, was zu kardiovaskuldaren Komplikationen und zu einer veranderten

Permeabilitat der Zellschicht fihrt. %%

Eine Mutation korpereigener Zellen fihrt ebenfalls zu einem veranderten Glycosylierungsmuster
und kennzeichnet z. B. Krebszellen. Dabei zeigt sich hiufig, dass krebsspezifische Glycane" auf
der Zelloberfliche carcinogenen Gewebes stirker als auf normalen Zellen exprimiert werden.*
Man nennt diese speziellen Glycane auch , Tumorassoziierte Antigene” (TACA)“.** Auffillig ist
hier, dass das modifizierte Gycosylierungsmuster eine erhdhte Expression N-verkniipfter Glycane
besitzt.** In Kombination mit einer erhdhten Konzentration der Sialyltransferase wird auch der
Grad der moglichen Sialylierung vergrt')@ert:22 Sialylsdure Lewis A (sLe®) (1, Abbildung 1-5),
Sialylsdure Lewis X (sLe’) (2, Abbildung 1-5), Sialylsdure Lewis Y, Sialyl-2-6-a-N-
acetylgalactosamin (sTn), Globohexaosylceramid oder Polysialylsdure sind Glycane, die

25-28

vornehmlich Uberexprimiert auf cancerogenem Gewebe zu finden sind. Findet sich in

Organismen eine Expression von sLe” enthaltenden Mucinen,” kann dies auf eine Tumorbildung

in der Prostata, der Bauchspeicheldriise, der Lunge, der Brust oder dem Dickdarm hindeuten.?*3?

¥ Glycane sind Oligo- oder Polysaccharide

¥ Mucine sind Glycoproteine, die O-glycosidisch verknipft sind.
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Abbildung 1-5: Beispiele fiir Tetrasaccharide, hier Sialylsduren sLe® (1) und sLe* (2), aus deren Expression auf

Zelloberflachen Rickschliisse auf carcinogenes Gewebe gezogen werden kénnen.

Auch wenn in vielen Fallen noch unklar ist, welchen Einfluss und Nutzen die verdnderte

22,24,33-35

Glycocalyx fir das Tumorwachstum besitzt, bieten sich aufgrund der charakteristischen

wvii 14,36

Struktur ,Glycotope“™ als Wirkstofftargets in der Medizinischen Chemie an. Die Entwicklung
von Kohlenhydratsensoren ist das Ziel vieler Forschungsarbeiten, da die selektive
Unterscheidung und Erkennung pathogener bzw. gesunder Zellen fir die Therapie und die
Diagnostik einer ganzen Reihe verschiedener Erkrankungen von grofler Wichtigkeit ist. Dabei

zeigten sich bereits einige wegweisende Schritte.

1.3. Natiirliche Kohlenhydratbinder: Lektine

Aufgrund der hohen Komplexitat der Kohlenhydrate ist deren Erkennung eine Herausforderung.
Trotzdem ist es der Natur moglich, Kohlenhydrate mit guten Selektivitditen zu erkennen. Die

natlirliche Kohlenhydraterkennung erfolgt z.B. tiber Lektine (Abbildung 1-6).

A tip
complex

FimH | AN\ !
Lectin | BEWA !
Domain!  § ]

FimH L‘x =
pilin ¢
domain !" (S

Abbildung 1-6: Lektine der drei verschiedenen Klassen nach der Einteilung von Lis*": Simple (conA®®), Mosaic

(Hemagglutinin”) und Macromolecular Assembly (E. coli FimH (fimbrial adhesive protein)40).

vii

Glycotope sind Kohlenhydratepitope.
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Lektine sind kohlenhydratbindende Proteine, die keine eigene enzymatische Aktivitat besitzen
41,42

und im Gegensatz zu Antikérpern nicht die Produkte von Immunantworten sind. Sie sind in
der Lage, komplexe Kohlenhydratstrukturen - ohne diese zu modifizieren - zu erkennen und zu
unterscheiden.”’” Weiter vermitteln sie vielfiltige zelluldre Erkennungsprozesse und sind in
immobilisierter Form auf allen Zelltypen, Bakterien und Viren zu finden.*>” Zudem bilden 15sliche
Lektine, wie das Mannosebindende Protein (MBP),”* eine erste Verteidigungslinie des
Immunsystems innerhalb des Komplementsystems,* indem sie Glycotope auf Pathogenen
erkennen.” Bei Menschen, deren MBP durch eine Mutation veridndert wurde, kommt es zu einer
Immunodefizienz. Pathogene Mikroorganismen bewirken eine erhdhte Infektionsrate. Die
Gefahr einer Erkrankung ist besonders fir Kinder, deren adaptives oder spezifisches
Immunsystem noch nicht vollstandig ausgepragt ist und die lediglich das angeborene oder
unspezifische Immunsystem fiir die eigene Kérperabwehr besitzen, hoch. Auch Menschen, deren
Abwehrsystem z.B. durch eine HIV-Infektion oder eine Chemotherapie geschadigt ist, sind
besonders gefdahrdet. Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen mit einem schwachen
Immunsystem bendtigt der Korper eine langere Zeit, Pathogene zu erkennen und eine

Immunantwort durch die Produktion von Antikdrpern zu senden.*®"

Lektine werden aufgrund ihrer Affinitat flir ein bestimmtes Monosaccharid unterschieden: Es
gibt  Lektine, die bevorzugt an Mannose,  N-Acetylglucosamine,  Galactose/
N-Acetylgalactosamine, Fucose bzw. Sialylsdure binden. Haufig sind diese Zucker vornehmlich
auf der Oberfliche von eukariotischen Zellen zu finden.”” Eine Ausnahme bildet das Lektin
yhuman serum amyloid P component” (SAP), welches an 4,6-O-(1-carboxyethylidene)-8-D-
Galactopyranosid bindet und in Algen, marinen Schwammen oder Hefen gefunden werden

348 Eine zusitzliche Einteilung schaffen Lis und Shannon: Spricht man von ,Simple”,

konnte.
,Mosaic” (oder ,Multidomain“) und ,Macromolecular Assemblies”, handelt es sich um
unterschiedliche, innerhalb einer Gruppe charakteristische strukturelle Merkmale der Lektine
(wobei an dieser Stelle eingerdumt werden muss, dass es auch Uberschneidungen in den

einzelnen Gruppen gibt).

Die Klasse der ,Simple Lectins” umfasst die Proteine, die bei kleinem Molekulargewicht (um die
40 kDa) nur eine geringe Anzahl an Protein-Untereinheiten besitzen. Die Galektine, die Galactose
erkennen, gehoéren zu dieser Untergruppe und finden sich in Tieren, wahrend die meisten
anderen Lektine dieser Gruppe in Pflanzen zu finden sind. ,,Mosaic Lectins” sind eine Gruppe
Lektine, die sowohl in verschiedenen Organismen (Viren, Tiere) vorkommen als auch
verschiedene Molekulargewichte und Untereinheiten aufweisen. Manche dieser Lektine sind
monovalent und erst durch eine Clusterung auf der Zelloberfliche kommt es zu einer
multivalenten Anordnung. Die Lektine, die zur Klasse der ,,Macromolecular Assemblies" gehoren,

finden sich in Bakterien. Es handelt sich normalerweise um organellenartige Proteine mit ein



8

1. Einleitung

oder mehreren Kohlenhydrat erkennenden Domanen (,,carbohydrate recognition domain® —

CRD), die auf den Organellen sitzen.*’

1.3.1. Bindungsmechanismen der Lektine

Kohlenhydrate besitzen aufgrund ihrer verschieden angeordneten Hydroxygruppen eine grofie
Heterogenitat. Kleinste Unterschiede missen erkannt werden. Der Erkennungsprozess wird
dadurch erschwert, dass das Blutplasma ein wassriges System ist. Lektine als Rezeptoren missen
in der Lage sein, Hydroxygruppen aus Kohlenhydraten von denen aus dem Blutplasma
unterscheiden zu kénnen und somit an den eigentlichen Liganden, also Kohlenhydrate, zu
binden.”  Zusitzlich  kénnen Kohlenhydrate in wassriger Umgebung verschiedene
Konformationen annehmen. Unter Umstanden ist jedoch nur eine einzige Konformation fiir die

Wechselwirkung mit einem Rezeptor entscheidend.

Fir die Erkennungsprozesse besitzen Lektine zwei oder mehr kohlenhydratbindende Einheiten,
die Uber verschiedene Wechselwirkungen erzeugt werden. Polare Reste des Proteins bilden mit
mehreren Hydroxygruppen der Zuckerderivate Wasserstoffbriickenbindungen. Zu diesen
Affinitdaten kommen hydrophobe Wechselwirkungen zwischen CH-Gruppen des Zuckers und

. 50-52
unpolaren Resten des Proteins.

Dabei zeigte sich, dass haufig aromatische Aminosauren des
Proteins an diesen Interaktionen beteiligt sind, was auf CH-m Wechselwirkungen riickschlieBen
lasst (Abbildung 1-7).>*** Je nach Bindung spielt auch die Gegenwart von Metallionen eine
entscheidende Rolle. Ein besonderer Fall ist der Heparin-Antithrombin Ill- Komplex. Hier kommt
es zu ionischen Bindungen zwischen einer positiv geladenen Bindungsstelle im Lektin mit einer
negativen Ladung im Oligosaccharid (die Ladung wird durch eine Sulfatgruppe hervorgerufen).55
Im Gegensatz zu anderen kohlenhydratbindenden Rezeptoren"iii binden Lektine Kohlenhydrate
tendenziell nicht innerhalb des Proteins, sondern lediglich an der &uBeren Schicht des

. 50,56,57
Proteins.

Betrachtet man die Selektivititen der Lektine fir Monosaacharide, finden sich trotz einer
generellen hohen Selektivitat vieler Lektine auch einige, die eine Variation des C-2 in der
Pyranoseform nicht unterscheiden (kénnen). Andere konnen a- und B-Anomere oder die
Pyranoseformen von Galactose bzw. Mannose nicht differenzieren, wahrend wieder andere

. . . 37
Lektine nur ein bestimmtes Anomer erkennen.

viii

Diese sind zum Beispiel Enzyme.
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Abbildung 1-7: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen einem Lektin aus Galanthus nivalis und Mannose. Dabei
wechselwirken Hydroxygruppen aus den Kohlenhydraten mit Amino- oder Hydroxygruppen aus den Aminosduren im

Proteingerijst.58

Das eigentliche Problem der Erkennungsprozesse durch Lektine liegt jedoch in den schwachen
Affinitdaten zu Sacchariden, was auf die Bindungsmechanismen zurickzufiihren ist. So liegt z.B.
die Assoziationskonstante einer Sialinsdure an eine Hamagglutinin-Einheit bei K, < 10° m*.>°
Doch auch hier bleibt die Natur in ihrer Komplexitat faszinierend, schafft sie es doch, die
geringen monovalenten Wechselwirkungen durch wesentlich starkere multivalente

Wechselwirkungen zu erganzen.

1.3.2. Natiirliche Erkennungsprozesse auf Basis multivalenter Rezeptoren

Die Multimerisierung mehrerer Bindungsepitope, sowie die Erkennung mehrerer Kohlenhydrate
im Zellkontext fiihren zu hohen Affinitdten und Spezifititen. Kohlenhydrate werden im
Folgenden als Liganden bezeichnet, wahrend Lektine bzw. die spateren Lektinmimetika

59-62
Rezeptoren genannt werden.

Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen konnen Uber verschiedene Bindungsmechanismen erfolgen.

Dabei wird zwischen mono- und multivalenten Wechselwirkungen unterschieden.

Wenn ein einwertiger Rezeptor mit einer Assoziationskonstante K, an einen Liganden bindet,
spricht man von einer monovalenten Wechselwirkung (Abbildung 1-8 a). Bindet nun ein
mehrwertiger Rezeptor an mehrere einzelne Rezeptoren (Abbildung 1-8 d) und unterscheidet
sich der beobachtete Wert von der Summe der einzelnen Wechselwirkungen, spricht man von
einem multivalenten Effekt. Wird ein Wert erhalten, der der Summe der Einzelaktionen
entspricht, handelt es sich lediglich um einen statistischen Effekt (Abbildung 1-8 b, allerdings ist
hier nur die Bindung an einen Rezeptor gezeigt).”® Weiter kann ein Ligand neben der eigentlichen
Bindungsstelle eine weitere Bindungsstelle besitzen, die beide durch einen multivalenten
Rezeptor besetzt werden kdnnen. Dies kann zu einer erhéhten Spezifitat flihren und ist z.B. bei

Lektinen zu finden, die neben den eigentlichen Kohlenhydratwechselwirkungen Bindungen
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zwischen einer hydrophoben Bindungsstelle im Lektin und einer unpolaren funktionellen Gruppe
innerhalb des Liganden ausbilden (Abbildung 1-8 c). Der Kontakt einer Bindungsstelle zwischen
Ligand und Rezeptor kann zu einer Wanderung der Liganden auf der Zelloberflache und einer
Aggregation der Bindungsepitope fiihren, wodurch die Bindung verstarkt wird (Abbildung 1-8

e).®! Was bewirkt aber den multivalenten Effekt?

[—————y————y gy ey
Rezeptor ———& v U @ FU v U v oW

Abbildung 1-8: Erkennungsprozesse auf der Zelloberfliche a) monovalenter Rezeptor, b) zufallige Bindung eines
multivalenten Rezeptoren; c) Bindung eines Rezeptors mit einer Nebenstelle; d) multivalenter Rezeptor; e) spontane

Clusterbildung auf der Zelloberfldche hervorgerufen durch einen multivalenten Rezeptor

Die thermodynamischen Hintergriinde multivalenter Bindungsmechanismen in ihrer
ausfiihrlichen Betrachtung konnen hier aufgrund ihrer Komplexitdt nicht im Detail, sondern
lediglich in den wichtigsten Punkten betrachtet werden. Die eigentliche Multivalenz muss vom
sogenannten Kooperativitatseffekt unterschieden werden. Dieser besagt, dass nach der Bindung
eines Rezeptors die Affinitat des Liganden fiir einen weiteren Rezeptor verschieden zu der des

64-67

ersten Rezeptors ist. Multivalenz benétigt nicht unbedingt einen kooperativen Effekt.®® Im

Folgenden soll deshalb nur auf mulitvalente Effekte eingegangen werden.

Thermodynamisch betrachtet ist die Entropiedifferenz der entscheidende Faktor bei
multivalenten Bindungsaffinitaten. Die Entropie setzt sich aus der Translations-, Rotations-,
Konformationsentropie und einer Entropie, die durch Umgebungswasser hervorgerufen wird,
zusammen. Der Entropiebeitrag, der durch Umgebungswasser hervorgerufen wird, kann als
konstant gesetzt werden. Das gilt nicht fir die Rotations- und Translationsentropie, die
zusammen betrachtet werden. Durch die Bindung an einen Rezeptor kommt es bei dem
Liganden zu einem Entropieverlust (es gehen drei Freiheitsgrade verloren). In einer Naherung
kann man davon ausgehen, dass der Entropieverlust fir mono- oder polyvalente Liganden der

gleiche ist. Entscheidend ist die Tatsache, dass es nach der Bindung eines Rezeptors bei einem
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polyvalenten Liganden fiir die zweite Bindungsstelle nicht zu einem weiteren Verlust an
Freiheitsgraden kommt, wahrend bei monovalenten Liganden jeder Ligand erneut drei
Freiheitsgrade verliert. Somit sind polyvalente Liganden entropisch beglinstigt. Bei flexiblen
Liganden kann es dazu kommen, dass der Verlust der Konformationsentropie grofer ist als die
Entropiebegiinstigung (die durch die Translations- und Rotationsentropie hervorgerufen wird). In

diesem Fall ist die Bindung entropisch nicht begiinstigt.”

Ein weiterer Vorteil, den multivalente Rezeptoren aufweisen, ist eine Abnahme der
Dissoziationsrate. Um den Liganden-Rezeptor-Komplex zu zerstoren, missen alle einzelnen
Bindungen gleichzeitig gebrochen werden. Dies ist jedoch relativ unwahrscheinlich, so dass nach
der Dissoziation einer Bindung die Nahe des Liganden zur Bindungsstelle eine erneute Bindung
leichter ermdglicht. Somit spielt der kinetische Faktor bei multivalenten Bindungsprozessen eine

wichtige Rolle.>>®

Rezeptor-Ligand-Erkennungsprozesse werden in hohem MaRe von der Anordnung und Dichte
der Glycotope auf Zelloberflichen gesteuert.”” Dies ist z.B. bei der Phagozytose eines Bakteriums
zu erkennen. Auf der Oberflache eines Bakteriums binden IgG Antikorper an IgG-spezifische
Antigene. Eine Makrophage kann an die Antikdrper binden. Eine Phagozytose des Bakteriums
kann jedoch nur erfolgen, wenn eine Makrophage an mindestens zwei Antikdrper bindet
(Abbildung 1-9 a). Die Anlagerung von E. coli an Epithelzellen in Harnwegen der Blase lduft durch
eine heteromere Polyvalenz ab (Abbildung 1-9 b). Hier kann die Bindungsstarke und Selektivitat
dadurch erh6ht werden, dass verschiedene Rezeptortypen, sowie verschiedene Ligandentypen
an dem Bindungsprozess beteiligt sind. Eine erhohte Spezifitat wird dadurch gewahrleistet, dass
eine differentielle Regulierung der Rezeptortypen gegeben ist. Erst nachdem eine gewisse Anzahl
Rezeptoren auf den Liganden der Zelloberflache gebunden sind, kann ein zweiter Rezeptor an
die entsprechenden Liganden binden. Im Falle von E. coli bindet in einem ersten Schritt das
Protein G an ein Px Antigen, welches auf der Zelloberflaiche von Epithelzellen im Harnweg zu
finden ist. In einem nachsten Schritt binden Adhé&sin G und F an ein Fibronectin, welches lber

RGD an Integrine auf der Zelloberfliche bindet.
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a Flagellum b

Viakrophage P-Pili
g G-Adhasin
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Abbildung 1-9: a) Ein weiteres Beispiel der Multivalenz bei Erkennung eines Pathogens durch eine Makrophage. Auf der
Pathogenoberfliche sind IgG-spezifische Antigene exprimiert. IgG Antikérper binden an diese. Uber eine zusitzliche
Erkennungsdomane (F.) erfolgt eine Bindung des Antikdrpers an eine Makrophage. Diese umschlieft das Pathogen und
bewirkt dessen Phagozytose. Dies ist aber nur moglich, weil das IgG-Antigen in einer hohen Dichte auf der Oberflache des
Bakteriums prasentiert wird. Die Bindung eines einzelnen Antikorpers wirde die Phagozytose nicht bewirken. b.)
Heteromere Polyvalenz am Beispiel des E.coli, das sich an Epithelzellen anlagert. Dabei erfolgt die Anlagerung liber Lektin-
dhnliches G-Adhésin, das an Antigene (mit einer Gal-a-1,4-Gal-Einheit) bindet. Zusatzlich erfolgt die Bindung Gber F-Adhasin

an Fibronectine, die ihrerseits durch multivalente Wechselwirkungen an Zelloberflachen binden.>®

Des Weiteren spielt die Geometrie des Rezeptors bei den einzelnen Erkennungsprozessen eine
sehr wichtige Rolle. Hiufig findet man in natirlich vorkommenden Lektinen, wie z.B. dem MBP*
oder dem Tetranectin,” eine tripodale Anordnung der Erkennungseinheiten (Abbildung 1-10).
Bei multivalenten Wechselwirkungen muss die Geometrie des Rezeptors mit der Anordnung der

Bindungsepitope libereinstimmen.

Abbildung 1-10: Die Lektine MBP* (links) und Tetranectin’® (Mitte und rechts), die beide eine tripodale Anordnung der CRD

sowie drei Bindungsstellen fir Kohlenhydrate enthalten.

Kommt es nach der Bindung zu einer sterischen Spannung, kann der gebundene Ligand-

Rezeptor-Komplex im Vergleich zu freien Liganden/Rezeptoren energetisch benachteiligt sein
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und sich das Gleichgewicht auf die Seite des ungebundenen Zustands verschieben (Abbildung
1-11).> Rigide Grundgeriiste besitzen den Vorteil, dass ihre Rezeptoren eine Priorganisation
besitzen und somit entropische Verluste bei der Knilipfung weiterer Bindungen verringert
werden. Flexible, multivalente Rezeptoren hingegen kdnnen die Bindungstasche teilweise besser
von dem Losungsmittel abschirmen und die Enthalpie einzelner Wechselwirkungen

optimieren.”""?

a b@c
[INTA 1

Abbildung 1-11: Ligand-Rezeptor-Komplex mit a) passender Geometrie des Rezeptors, die zu einer sterisch, nicht

gespannten Bindung fihrt wahrend in b) zu weit voneinander entfernte Bindungsstellen des Rezeptors oder in c) der

falsche Epitopenabstand zu einer Spannung in dem Bindungskomplex fiihren.

1.4. Kohlenhydrate in der Wirkstoffchemie

Neben verdnderten, kdrpereigenen Zellen, die, wie in ,1.2 Die Glycocalyx” beschrieben, haufig
ein Krankheitsbild implizieren, finden sich spezifische Kohlenhydratepitope auch auf Bakterien,
Viren und anderen Pathogenen. Auch wenn die Unterscheidung zwischen Pathogenen und
korpereigenen Zellen nicht immer einfach ist, sind fiir verschiedene Krankheitsbilder spezifische

Epitope bekannt, die fiir Wirkstoffe einen ersten Ansatzpunkt bieten.

Das Glycosylierungsmuster charakterisiert Spezies und Art des bakteriellen Pathogens.
Kohlenhydratspezifische Antikorper des Immunsystems kdnnen diese Glycane erkennen und
eine Immunantwort bewirken. Sie schiitzen somit den Koérper. Menschen, denen diese
Antikorper fehlen (z.B. altere Menschen oder Kinder) besitzen ein erhohtes Risiko, an einer
Infektion zu erkranken. Eine Moglichkeit, die abweichenden Glycane als Zielstrukturen zu
nutzen, bieten Impfstoffe auf Basis von Kohlenhydraten. Dazu werden die bakteriellen Glycane
(entweder synthetisch hergestellt oder isoliert) injiziert, um die Bildung der Antikorper zu
erhohen. Hier sei als Beispiel Quimi-Hib (Heber Biotech) genannt, das als erster synthetischer,
auf Kohlenhydraten basierender Impfstoff zugelassen und 2004 in das Impfprogramm Kubas
Ubernommen wurde. Es zeigt eine 99.7%ige Erfolgsrate gegen das Pathogen Haemophilus

2673 Ahneln sich pathogene

influenzae Typ b (Hib), welches eine bakterielle Meningitis hervorruft.
und korpereigene Glycane zu stark, kann es dazu kommen, dass der Kérper die Pathogene nicht
erkennen kann. Um hier dennoch eine Immunisierung zu ermdoglichen, kann diese mit einer
chemischen Modifikation der Pathogen-Glycane selbst durchgefiihrt werden. Hier besteht eine

gewisse Wahrscheinlichkeit, dass Pathogene Uber Kreuzreaktion von dem Wirt als kérperfremd
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identifiziert werden. Allerdings muss darauf geachtet werden, dass keine Autoimmunreaktion
durch die Ahnlichkeit des Glycans hervorgerufen wird. Ein weiteres Problem, das sich bei
bakteriellen Pathogenen findet, ist die Heterogenitat der Glycane. Abhilfe schaffen ,,multivalent

conjugate vaccines“, eine Mischung mehrerer Antigene (z.B. Prevnar von Wyeth/Pfizer).”

In der Krebstherapie bieten sich Antikorper als zusatzliche Behandlungsform an. So kénnen nach
einer Chemotherapie Glycane, die die Produktion von Antikérpern aktivieren, als
therapeutischer Impfstoff genutzt werden. Die erhohte Anzahl an Antikérpern kann die Antigene
auf nicht zerstérten Krebszellen erkennen und letztlich beseitigen. An dieser Stelle bieten sich
erneut TACA’s als therapeutischer Impfstoff an, doch wird die Forschung an diesen Impfstoffen
durch eine groBe Heterogenitit sowie eine nur geringe Immunogenitdt der TACA'’s

74,7
erschwert.”*”

Neben der Impfstoffentwicklung kdnnen Glycanstrukturen auch Angriffspunkt fir
zielgerichtete Therapeutika bzw. Diagnostika sein.'® Wie bereits erwahnt zeigen manche
Krebsarten erhohte Werte von Serummarkern und kénnen ein Hinweis auf eine Krebserkrankung
sein.™ Gibt es im Blut keine spezifischen Marker, missen andere diagnostische Methoden (wie

2.B. Gewebeproben) genutzt werden.**

Wie gezeigt werden konnte, ist die Erkennung von Kohlenhydraten bereits fir die Natur,
demzufolge aber in einem noch grofReren MalRe fiir die Synthetische und Medizinische Chemie,
eine grofle Herausforderung. In der Erkennung von Kohlenhydraten mit synthetischen
Lektinmimetika bzw. Wirkstoffen wird ein vielversprechender Nutzen gesehen, um in biologische
Systeme zur Heilung oder zur Bekdmpfung von Pathogenen eingreifen zu kénnen. Deswegen
stellen sich Naturwissenschaftler der Herausforderung, solche synthetischen Molekile

aufzubauen und auf ihre Bindungsaffinitaten hin zu testen.

" Ein Beispiel eines Serummarkers ist ein Antikdrper fiir sLe®, der fiir Dickdarmkrebs charakteristisch ist.”® Ein

anderer Serummarker ist das Prostata-spezifische Antigen.77’78
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Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die Erkennung von Kohlenhydraten fiir die
Wirkstoffentwicklung von groRem Interesse, jedoch mit synthetischen Molekilen schwer zu
realisieren. Synthetische Ansatze zeigten bisher noch keinen durchbrechenden Erfolg, doch gibt
es richtungsweisende und vielversprechende Ansatze, die im Folgenden kurz dargestellt werden

79
sollen.

2.1. Bekannte Konzepte zur Kohlenhydraterkennung

Es finden sich einige synthetische Molekiile, die in der Lage sind, Kohlenhydrate in organischen
Losungsmitteln zu erkennen und zu binden, jedoch sieht deren Erkennung in polaren, wassrigen
Medien anders aus und ist ein noch immer weitgehend ungelostes Problem.’® Dies liegt daran,
dass Kohlenhydrate (iberwiegend Uber Wasserstoffbriickenbindungen an den Liganden binden.
Dies funktioniert aber nur, wenn keine anderen Hydroxygruppen gegenwartig sind und eine
Camouflage gegeniiber den Kohlenhydrat-Hydroxygruppen bilden (Abbildung 2-1). In der
Forschung haben sich nichtsdestotrotz vor allem zwei Konzepte zur Erkennung von
Kohlenhydraten (im wassrigen Medium) herauskristallisiert: ein nichtkovalenter und ein

kovalenter Ansatz.

Abbildung 2-1: In wassrigem Medium missen Wassermolekiile von den Kohlenhydraten aus der Bindungstasche gedrangt

werden. Die Wassermolekiile konkurrieren mit den Hydroxygruppen der Kohlenhydrate um die Bindungsstellen.80

2.1.1. Der nichtkovalente Ansatz

Bei den nichtkovalenten Systemen handelt es sich haufig um biomimetische Anséatze, die in den
Bereich der supramolekularen Chemie fallen. So kopieren diese die natirlichen Lektin-
Kohlenhydratwechselwirkungen besser als der zweite Ansatz, bei dem es sich um kovalente
Systeme handelt. Betrachtet man z.B. einen synthetischen Liganden 3 von Davis, werden die

natirlichen Wasserstoffbriickenbindungen sowie die hydrohoben CH-m-Wechselwirkungen gut
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imitiert (Abbildung 2-2).5"** Idealerweise ist ein Grundgeriist zur Kohlenhydraterkennung groR
genug, um Kohlenhydrate einschlieRen zu konnen. Bei gleichzeitiger Rigiditat muss gewahrleistet
sein, dass es nicht zu intramolekularen Wechselwirkungen kommt. Weiterhin missen die
hydrophilen und hydrophoben Gruppen im synthetischen Liganden richtig prasentiert

werden 88

OM A Hydrophobe Wechselwirkungen

B Hydrophile Wechselwirkungen

C Wasserloslichkeit

Abbildung 2-2: Disaccharidrezeptor 3 nach Davis: Die blau gekennzeichneten aromatischen Einheiten (meta-Terphenyle)
dienen zur Erkennung der Saccharide aufgrund hydrophober Wechselwirkungen. Die rot gekennzeichneten Einheiten
(Isophthalamide) dienen als ,Saulen”, um die aromatischen Einheiten auseinander zu halten. Gleichzeitig besitzen diese
Platzhalter Peptidbindungen, um Uber Wasserstoffbriickenbindungen an die Hydroxygruppen der Saccharide zu binden

bzw. zu koordinieren. Zusatzlich sind an ihnen Carboxylgruppen konjugiert (grin geféarbt), um die Wasserloslichkeit des

Molekils zu gewahrleisten (Abbildung mit Verénderungengo). 981

Seit den 80er Jahren ist eine Vielzahl verschiedener Systeme entwickelt worden, die in der Lage
sind, Zucker in organischen Losungsmitteln zu erkennen. Dazu gehdren unter anderem Sensoren

88  Cholaphanen,” 2-Aminopyridin® oder Phosphaten bzw.

auf Basis von Calixarenen,
Phosphonaten (Abbildung 2-3).%2° Auch die Cholsidure wurde benutzt, um ein steroides Dilacton
zu synthetisieren,”® das in Kombination mit Porphyrin in der Lage ist, Monosaccharide zu
komplexieren. Hier zeigte sich eine Abhangigkeit der Bindungsaffinitdten an die Monosaccharide
von der Art des Losungsmittels. Zugabe von Wasser oder Methanol erhohten die
Bindungsaffinitaten. Hervorgerufen wurde dieses Phanomen vermutlich dadurch, dass die
Bindungstasche des Liganden zu groR ist, Wasser als Abstandshalter fungiert und erst so eine
akzeptable Bindung an den Zucker zu Stande kommt.”* Generell ist es hilfreich, Systeme zu
entwickeln, die eine einfache Variation des Abstandes der Bindungspartner erméglichen. Dies
gelang He mit metallorganischen, polyedrischen-Verbindungen, die in Gegenwart von Cer je

nach Grundgerust Selektivitaten fiir verschiedene Mono- und Disaccharide aufweisen.”?

Doch eines zeigen alle diese Systeme: lhre Fahigkeiten, Diol- respektive Saccharidstrukturen zu
erkennen, funktioniert nicht bzw. sehr schlecht in wassrigen Systemen. Hinzu kommt, dass

lediglich Mono- und Disaccharide erkannt werden, was die Anwendung fir die Erkennung von
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Kohlenhydraten auf Zelloberflachen ausschlieRt, da hier vornehmlich Oligosaccharide zu finden

sind.

R = CH,CH,SO;Na

4 5 6

Abbildung 2-3: Verschiedene synthetische Kohlenhydratbinder: Calixaren 4, das in wassriger Losung mit kleinen
Assoziationskonstanten an Fucose bindet™ (a); Cholaphanderivat 5 kann p- und L-Octyl-Glucoside mit nennenswerten
Affinitaten in Chloroform unterscheiden® (b); Anslyns polyaromatischer Ligand 6, der in Chloroform bevorzugt an 1,3/2-

Triole bindet®® (c).

Erste Messungen in wassriger Losung erfolgten mit Cyclodextrin—94 oder Calixarenderivaten.”
Allerdings waren die Bindungskonstanten mit Sacchariden sehr gering (K, = 100 M™).2 Auch die
Nutzung von Peptidgrundgeriisten zeigte keine verbesserten Bindungskonstanten an Zuckern
(K, < 10 M™).%® Der polycyclische 1,1'-Binaphthyl Ligand 7 zeigte in einem Wasser/Methanol-
Gemisch (v/v 99.5:0.5) immerhin eine Bindungskonstante an D-(+)-Galactose von K, =950 m*
oder von K,=4550M" an D-(+)-Maltose (Abbildung 2-4).97 Eine noch etwas hohere
Bindungskonstante, allerdings unter basischen Bedingungen (pH 12.4), zeigten Ethylenamin-
Liganden von Striegler, die in Gegenwart von Kupfer Monosaccharide von rund K, = 5000 m*

89 Ein von Krdl entwickeltes Porphyrinderivat 8 zeigte in wassrigem Medium

komplexieren.
(Wasser/Methanol v/v 95:5) eine hohere Bindungskonstante (K,= 19700 M fur D-Galactose).
Allerdings ist hier verwunderlich, dass das Porphyrinderivat 8 einen Innendurchmesser von rund
24 A und ein Monosaccharid von nur 8 A hat (Abbildung 2-4) 39919 payis Kafigstrukturen
schliefen Kohlenhydrate komplett ein und zeigen vergleichbare Affinitdten wie Lektine, ndmlich
Selektivitaten bezliglich gewisser Saccharidgruppen und selbst nennenswerte Affinitaten zu
Disacchariden in Wasser (K, = 4500 M an Methyl-B-D-cellobiose; K, = 3340 M™ an D-Cellobiose)
(Abbildung 2-2). So bindet 3 zwar an verschiedene d&quatoriale Zucker, verliert aber an
Selektivitat gegeniiber Disacchariden. Somit bleiben auch fir diese Kafigstrukturen weitere

49,81
Fragen offen.
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PO3(NHy),
PO3;

Abbildung 2-4: Krdls cyclische Liganden, von denen 8 in wassrigen Systemen mit Bindungsaffinititen von bis zu
K,=19700 M an gewisse Kohlenhydrate binden 1%

Im Gegensatz zu den bisher erwdhnten Systemen gibt es auch Systeme, die auf einer tripodalen

Grundstruktur basieren. Hier finden sich einige Arbeiten, die aus dreifach substituierten

101,102 [
Die

Phenylderivaten aufgebaut sind und mit verschiedenen Liganden konjugiert werden.
Anordnung dieser Systeme erfolgt haufig tripodal, allerdings ist die Symmetrie in den Fallen
unterbrochen, in denen verschiedene Liganden-Einheiten an einem Phenylring vereint werden.
Ein Beispiel sind Pyrrolderivate von Roelens (z.B. 9, Abbildung 2-5), die funktionelle Gruppen fir

. . 103-107
verschiedene Wechselwirkungen an Zucker enthalten.'®™*

Mazik stellte Systeme auf Basis von
Pyridin- oder Pyrimidin-Grundgeristen dar (z.B. 10, Abbildung 2-5), mit deren Hilfe sowohl
natlirliche Wasserstoffbriickenbindungen, aber auch natiirliche m=—n—Wechselwirkungen imitiert

. 108-110
werden koénnen.

Es zeigten sich verschiedene Praferenzen, an einzelne Zucker zu binden.
Doch wassrige Systeme bringen auch diese Liganden an ihre Grenzen. So werden

Monosaccharide und kurze Oligosaccharide zwar gebunden, jedoch finden sich Selektivitdaten

. e . . . . 49,82,111
und Affinitdten erneut nur in organischen Losungsmitteln.
HN\ =
NS
(@) \N |
NH NH Ny
O
N H
H | N\ N
HN
Pz HN : N
7 NH N~
9 10

Abbildung 2-5: Kohlenhydratbindende Verbindungen auf Basis tripodaler Systeme.wﬁ’112

Zusammenfassend kann man sagen, dass nichtkovalente Systeme nur mit wenigen Ausnahmen

. . . . . e el . 49,82,100,111,113
in wassrigen Losungen mit nennenswerten Affinitaten an Kohlenhydrate binden. In
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114 ,.
Hinzu

aller Regel erfordern diese Lektinmimetika einen betrachtlichen synthetischen Aufwand.
kommt, dass zwar Affinitdten an Mono- und Disaccharide beobachtet werden, jedoch nahezu

keine zu Oligosacchariden.'®
Fiir die erfolgreiche Synthese von Lektinmimetika sind jedoch zwei Punkte entscheidend:

1. Die Erkennung von Kohlenhydraten muss in Wasser erfolgen, um die Modellsysteme auf

biologische Anwendungen im Blut tGbertragen zu kdnnen.

2. Oligosaccharide sollten von den Lektinmimetika erkannt werden, da auf Zelloberflachen

keine Mono-, sondern Oligosaccharide zu finden sind.

2.1.2. Der kovalente Ansatz

Im Gegensatz zu den Systemen, die in ,2.1.1 Der nichtkovalente Ansatz” vorgestellt wurden,
zeigen kovalent bindende Kohlenhydratbinder einen unnatiirlichen Bindungsmechanismus. Die
Erkennung der Kohlenhydrate erfolgt nicht Gber die Bildung von Wasserstoffbriicken sondern
Uber die kovalente Bindung des Rezeptors an Hydroxygruppen der Saccharide. Auch wenn diese
Bindungen nicht natirlich sind, ist in diesem Bereich die Nutzung von Boronsduren ein

. .gs 116,117
vielversprechender Ansatz, um pathogenspezifische Glycostrukturen zu erkennen. g

v I v
on 9
Booy  HO pH 7.4 B-o
b~ H — HO-H * HO
- 1 DR
D = NR,, OH v PR
"Wlff-Typ"
vi

Abbildung 2-6: Reversible kovalente Bindung zwischen Phenylboronsauren (I, IV, VI) und Dioleinheiten Il in Zuckern. Das
Gleichgewicht liegt fur die Boronsaure | bzw. IV lediglich bei hohem pH aufseiten des Dialkoxyboronatanions Ill bzw. V. Flr
Boronsduren des Wulff-Typs VI liegt das Gleichgewicht auch bei nahezu neutralem pH aufseiten des Boronsaure-Zucker-

. . . . . . . . . 118-120
Komplexes VII. Hier kommt es zu einer Wasserinsertion und nicht wie angenommen zu einer direkten NH-B-Bindung.

Forschungen zeigten, dass auch recht einfache Phenylboronsaurederivate in wassriger Losung an

121-127 ;- . . . . . ..
Hierbei findet eine reversible Bindung zwischen Boronsauren (I, IV,

Kohlenhydrate binden.
VI) und Diolen Il statt (Abbildung 2-6). Dabei werden besonders cis-Diole gebunden, da in

diesem Falle die Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung coplanar vorliegt. Bei trans-Diolen bewirkt eine
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Drehung der trans-Diole in eine coplanare Position eine hdhere Ringspannung sowie eine
geringe Distanz zu den axialen Gruppen. Dies ist jedoch energetisch benachteiligt, weshalb
coplanare cis-Diole bevorzugt gebunden werden.'?® Die Selektivititen und Affinititen der
Phenylboronsduren sind jedoch gering. Weiter stieRl dieser Ansatz insofern an seine Grenzen, als
dass das Gleichgewicht lediglich bei hohem pH auf Seiten des Dialkoxyboronatanions V liegt. Erst
o-substituierte Phenylboronsduren nach Wulff VI zeigten bei neutralem pH Wert, dass das
Gleichgewicht in Richtung des Dialkoxyboronatanions VIl verschoben werden kann. Moglich wird
dies durch die stabilisierende Wirkung der in ortho-Position Donor-substituierten

129130 pie Selektivititen und Affinitaten kénnen durch Multimerisierung und

116

Phenylboronséauren.
rdumliche Anordnung der Boronsduren verandert bzw. weiter erhéht werden.”™ Doch auch
diese Strukturen stofen an ihre Grenzen. So zeigen sie manchmal eine geringe

131 132; . . . .
3 32X und sind somit fir die

Wasserloslichkeit, binden lediglich an reduzierende Zucker
Kohlenhydraterkennung auf Zelloberflichen (hier liegen hauptsachlich nichtreduzierende
Oligosaccharide vor) ungeeignet. Zuséatzlich binden Boronsduren an Zucker, wenn sie in der
Furanoseform vorliegen. Die Bindung von Boronsduren an Zucker in Pyranoseform wirde

21 Doch erst die Bindung an Zucker in Pyranoseform wiirde

sterisch den Zuckerring spannen.
einen diagnostischen Nutzen der Boronsauren zur Zuckererkennung moglich machen, da

Kohlenhydrate auf Zelloberflachen tiberwiegend in der Hexopyranoseform vorkommen.**

2.1.3. Verbesserung des kovalenten Ansatzes

Im Gegensatz zu einfachen Phenylboronsauren zeigten Hall und Mitarbeiter, dass vom Wulff-Typ
abgeleitete ortho-Hydroxymethyl-substituierte Derivate der Phenylboronsaure (Benzoboroxole)
an nichtreduzierende Zucker binden (Abbildung 2-6). In dieser Studie zeigte sich auch, dass die

Wechselwirkungen zwischen Boronsaure und Zucker durch Konjugation hydrophober Gruppen

132

an den o-Substituenten gesteigert werden kann.”™ Die Affinitdt und Selektivitat der jeweiligen

Systeme kann weiter Giber die Wahl des Grundgeriistes, dessen Geometrie und Multimerisierung

beeinflusst werden. Bisher konnten mit oligomeren Boronsauren, deren Grundgeriiste aus

Aromaten, Porphyrinen, Peptiden und Makrozyklen aufgebaut wurden (Abbildung 2-7),'***

135 137,138 .
erkannt werden. Dabei wurde

Monosaccharide, Oligosaccharide136 und Glycoproteine
der Begriff “Boronolektine” eingeflihrt, der Lektinmimetika impliziert, allerdings eine
unnatirliche, kovalente Bindung der Boronsauren an Kohlenhydrate beinhaltet und somit die

synthetischen Systeme von den natirlichen abgrenzt.139

* Eine einzige Ausnahme konnte Wang beobachten. Hier zeigten sich fiir verschiedene Boronsidurederivate

Bindungskonstanten an Mannitol und Sorbitol in einem Bereich von K, < 120 Y/
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12

Abbildung 2-7: Kubics Boronsdure 11, die bei hohem pH in Wasser/Methanol (1:1) an Glucose bindet,135 Anslyns
Boronsauren 12 zur Erkennung von Heparin, einem Oligosaccharid. Diese Boronsaure ist der erste synthetische Rezeptor,

der an ein Oligosaccharid bindet."*®

Die starkere Bindung der o-substituierten Boronsaurederivate an Kohlenhydrate wird anhand
verschiedener Punkte erklart, ist aber nicht vollstidndig erforscht. Ein wichtiger Aspekt in der
Zuckererkennung spielt die Aciditdt des Rezeptors bzw. die des Boronsaureesters nach Bindung

. 140
des Diols.

Tendenziell binden Rezeptoren mit einer héheren Aciditat starker an Saccharide, als
weniger stark saure Rezeptoren. Doch es gibt auch Ausnahmen, wie die o-Dimethyl-
aminomethylphenylboronsaure, die trotz ihres niedrigen pKs-Wertes von 6.7 keine Affinitat an
Glycopyranoside zeigt. Hieran wird deutlich, dass die Bindung von Boronsdauren an Saccharide
wesentlich komplexer ist. Die Selektivitaten der einzelnen Boronsduren sind durch energetische
Zustande erklarbar. So werden bestimmte Zucker dann besonders gut gebunden, wenn ein
energetisch glinstigerer Zustand vorliegt. Der energetische Zustand wird haufig dadurch
herabgesetzt, dass es nicht zu einer Spannung in den Zuckerringen kommt. Gleichzeitig darf es
bei der Bindung nicht zu einer extremen Konformationsdnderung des Zuckers kommen, um

. 141 e e . 127
Enthalpieverluste™" zu minimieren.

Boronsduren zeigen starke Selektivitdten beziiglich der Saccharidstruktur. So binden sie, wie
schon zuvor erwdhnt, stirker an Furanosen als an Pyranosen. Aber auch die Art des Diols
beeinflusst die Bindungsstarke. Bevorzugt gebunden werden cis-1,2-Diole (Abbildung 2-8). Um
die Selektivitaiten und Affinitdten zu erhohen, missen somit zusatzliche Erkennungsmotive

integriert und mit den Vorteilen der Boronsduren kombiniert werden.



22

2. Kenntnisstand

CEOH OH O/OH O/OH
OH ; - "OH

OH OH

13 14 15 16
Bindungsaffinitat

Abbildung 2-8: Abstufung der Bindungsaffinitdten von Boronsduren an Diolmotive.

2.2.  Synthese funktionalisierter Boronsauren als Boronolektine

Eine einfache Variante zur Synthese funktionalisierter Boronsduren bietet die Huisgen-
Cycloaddition (,Click-Reaktion”). Mit ihr gelang es sowohl Shao als auch Wang,
Phenylboronsauren strukturell so zu modifizieren, dass sie zur Oligosacchariderkennung genutzt
werden kdnnen. So synthetisierte Shao Bisphenylboronsduren 17, die mit TTFAQ ein Elektrophor
besitzen, das zur elektrochemischen Erkennung von Fructose genutzt werden kann (Abbildung
2-9)."*” Wang konnte zeigen, dass seine lber Click-Chemie dargestellten Bisboronséuren héhere
Bindungsaffinititen an Fructose aufwiesen als die entsprechenden Monoboronsiuren.**® Hall
kuppelte Benzoboroxole an ein Peptidgrundgeriist und zeigte, dass dieses Bisboroxol 18
(Abbildung 2-9) selektiv an das Disaccharid Gal-8-1,3-GalNAc bindet, welches ein Tumormarker
fir das Thomsen-Friedenreich-Antigen (TF-Antigen) ist. Zusatzlich zeigten Vergleichsstudien mit
einem Blindliganden ebenfalls eine Bindung — wenn auch schwacher — an den Tumormarker.
Daraus ist ersichtlich, dass die Bindung des Liganden an den Marker nicht nur Uber die
Boronsdure, sondern auch weitere funktionelle Gruppen erfolgt.144 Dies ist insofern von
Bedeutung, als dass die CRD neben dem eigentlichen Rezeptor weitere Gruppen fiir eine groRere

Spezifitat tragen kann.

B-oH HOE

= (CH,CH,0)3CH,CH,
H
N
o
ﬁ ﬁ ﬁ
HaCS SCH, freies Amin fiir die Loslichkeit 20 Spacer 20 Endgruppen

und weitere Gruppen
Konjugationsmdglichkeiten 18

Abbildung 2-9: Shaos Bisboronsaure 17 zur Erkennung von Fructose und Halls Bisbenzoboroxol 18 zur Erkennung des
Disaccharids Gal-8-1,3-GalNAc.

Mit diesen verschiedenen Systemen sind erste Erkenntnisse in Bezug auf synthetische

Kohlenhydratbinder geschaffen. Aufgrund der Komplexitat dieses Themengebiets miissen
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allerdings einerseits die Bindungsmechanismen besser erforscht und andererseits die
bestehenden Systeme weiter liberdacht und adaptiert werden, um mit ihnen diagnostische und

therapeutische Maglichkeiten zu schaffen.**

2.3.  Evaluierung der Bindungseigenschaften

Um die Bindungsaffinitaten der Boronsduren an einzelne Kohlenhydrate sensorisch tUberprifen
zu kénnen, wurden eine Vielzahl an Detektionsmethoden veréffentlicht. Eine Moglichkeit bietet

125,146

Circulardichroismus. So zeigte sich beispielsweise fir 2,2'-Dimethoxydiphenylmethan-5,5'-

125

diboronsdure erst in Gegenwart verschiedener Zucker® eine CD-aktive Bande.'” Andere

Moglichkeiten finden sich in Extraktionsverfahren, >4/ 1% pH—Titrationen122 und NMR-

149
Messungen.

Eine grofle Bedeutung haben spektroskopische Methoden, bei denen aufgrund eines
Chromophors UV-Vis-Spektren aufgenommen und Bindungskonstanten bestimmt werden

.. 150,151
kénnen.

Auch Fluoreszenzmessungen bieten eine schnelle, einfache und gute Moglichkeit,
Bindungskonstanten von Boronsduren an Zucker zu bestimmen. Im Folgenden sollen zwei

Konzepte, die auf Basis von fluoreszierenden Stoffen beruhen, kurz dargestellt werden.

Eine erste Moglichkeit, Bindungsaffinitaten mit Hilfe von Fluoreszenz zu bestimmen, bietet ein
kompetitiver Verdrangungsansatz. So entwickelte Springsteen einen Fluoreszenzassay, bei dem
eine kompetitive Bindung zwischen Boronsduren, Alizarin Red S. (ARS, 19) und Diolen stattfindet.
Sobald die Boronsaure starker an den Zucker bindet als an ARS, wird der fluoreszierende ARS-
Boronsdurekomplex 19-1 aufgelést und die Fluoreszenz nimmt ab (Abbildung 2-10).
Konzentrationsreihen ergeben eine Verdnderung der Fluoreszenzabnahme, und mit Hilfe der
Benesi-Hildebrand-Methode konnen die entsprechenden Bindungskonstanten K, bestimmt

152-154
werden.>*

“ Eine Bindung findet bevorzugt an Zucker mit einer cis-Diol-Einheit in 1,2-Stellung sowie einer trans-Stellung
der 4-OH und 5-CH,0H-Gruppe statt.
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HO
o OH o) O’B\”R
OO == (Y
SO,Na ﬁo\ oH SOsNa
0] Ho. R cis-Diol 9]
ARS _B_ ARS-BA
Nicht fluoreszierend o 0 fluoreszierend
is-Diol
cis-Diol
19 19-1

Abbildung 2-10: Mechanismus des ARS-Assays nach Springsteen: In Alizarin Red S. wird die Fluoreszenz durch einen
Protonentransfer der Phenolhydroxy-Gruppe auf die Ketoeinheit gequencht. Erst durch Bindung der Boronsduren an ARS
kann dieser Protonentransfer nicht ldnger erfolgen und es kommt zu einer Fluoreszenz. In Gegenwart von Zucker
konkurrieren die Dioleinheiten des ARS und des Zuckers um die Boronsauren. Ist deren Bindungsaffinitat zu dem Zucker

groRer als zu ARS, wird der ARS-BA Komplex aufgelost und es kommt erneut zu einer Abnahme der Fluoreszenz.

Eine andere Art, Bindungsaffinitaten zu bestimmen, bietet sich in der Fluoreszenzmarkierung der

126,155,156

Boronsauren selbst und den sich daraus ergebenden Absorptionen. Um jedoch die

bendtigte Menge an Liganden zu verringern und einen hohen Durchsatz zu gewahren, bieten
sich Microarrays an. Diese haben sich in den letzten Jahren fiir Screenings etabliert.”*’ ™ sie
ermoglichen, auf schnelle und einfache Art, aber vor allem mit geringen Substanzmengen, eine
Vielzahl an Substraten zu Uberpriifen. Bisher wurden jedoch hauptsachlich qualitative, aber
keine gquantitativen Screenings durchgefiihrt. Wong entwickelte eine Methode zur Bestimmung
von Bindungsaffinitdten, bei dem verschiedene Zucker auf einem Glaschip immobilisiert wurden.
Diese wurden nun mit verschiedenen Konzentrationen eines Fluoreszenz-markierten
Kohlenhydratbinders (hier: Lektine) inkubiert und die Fluoreszenzintensitat ausgelesen. Durch
eine Auftragung der Intensitat gegen die Lektinkonzentration konnten mit Hilfe einer Langmuir-
Isotherme Bindungskonstanten ermittelt werden (Gleichung 2-1), die dhnliche Werte aufweisen

wie mit anderen Methoden bestimmte Bindungskonstanten.lso’161

Gleichung 2-1: Langmuir-Isotherme mit deren Hilfe die Bindungsaffinitat von Lektinen an Kohlenhydrate bestimmt werden

kann.

[

max

[c]+K Dsurf

Bei all diesen verschiedenen Methoden sollte jedoch bedacht werden, dass Bindungskonstanten,

die von unterschiedlichen Forschungsgruppen bzw. durch verschiedene Methoden ermittelt

. . . . . . . 154
worden sind, sich nicht immer vergleichen lassen und ebensolche kritisch zu beachten sind.
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2.4. Boronsdurederivate und ihre Diolerkennung — verschiedene Nutzen

Abseits der Forschung von der spezifischen Zuckererkennung in wassrigen Systemen mit Hilfe
von Boronsduren finden diese auch in anderen Bereichen Verwendungszwecke — jedoch haufig
im Zusammenhang mit ihrer Fahigkeit, an Diole zu binden. Hier seien nur wenige Bereiche

erwahnt.

Ein interessantes Anwendungsgebiet ist die Verwendung von Boronsdurederivaten als stationare

Phase in der Chromatographie zur Reinigung von Biomolekiilen, die ein oder mehrere cis-Diol-

162183 Neben klassischen Kreuzkupplungsreaktionen wie z.B. Suzuki-Miyaura™*

6

Motive enthalten.
kommen Boronsauren noch in einer Anzahl weiterer Reaktionstypen zum Einsatz,'® von denen
hier nur einige genannt werden sollen: Diels-Alder Reaktionen,166 AIdoIreaktionen,167 1,3-

Transposition von AIIyIaIkohoIen168 oder der Epoxidc‘jffnung.169

Borinsduren, die ebenfalls in der Lage sind, an Diole zu binden, zeigen ebenfalls eine sehr

interessante Anwendung: Sie sind in der Lage, Desymmetrierungsreaktionen zu katalysieren.

2.5. Desymmetrierungsreaktionen mit Hilfe von Borinsduren

Enantiomerenreine Verbindungen spielen nicht nur in der synthetischen, sondern vor allem in
der Medizinischen Chemie bzw. Pharmaindustrie'’® eine entscheidende Rolle: Aufgrund
unterschiedlich physiologischer Wirkungen kann die medikamentose Verabreichung eines
racemischen Gemisches eine andere Wirkung zeigen, als die der einzelnen Enantiomere. Im Falle
von Contergan sind diese Wirkfolgen gravierend gewesen,171 wobei hingegen bei anderen
Wirkstoffen ein kombinierter Wirkmechanismus gewollt sein kann. So wird beispielsweise das
Herzmedikament Dobutamin als Racemat eingesetzt. Wahrend das (+)-Enantiomer den f3;- und
B.-Rezeptor aktiviert, wirkt das (-)-Enantiomer auf den a;-Rezeptor. Dieser hebt die Wirkung des
B.-Rezeptors auf, und die Kontraktivitat der Herzmuskelzellen wird gesteigert.172 Somit ist schon
wahrend der Synthese chiraler Verbindungen die Kontrolle der Stereochemie beziehungsweise
die Trennung von Racematen entscheidend.

Meist werden Stereozentren wahrend der Synthese neu aufgebaut. Chirale Hilfsreagenzien wie

3 so dass ein

beispielsweise Organokatalysatoren bewirken eine enantioselektive Reaktion,’
Enantiomer im Uberschuss gebildet wird und die meist aufwéndige Reinigung eines racemischen
Gemisches vermieden werden kann. Im Fall von meso-Verbindungen existieren die
Stereozentren bereits, aufgrund der Spiegelachse ist das Molekil aber nicht chiral. Erst eine
Desymmetrierung (beispielsweise eine Monoacylierung von meso-Diolen) erzeugt chirale
Verbindungen. Lauft eine Desymmetrierung enantioselektiv ab, wird kein Racemat sondern eine
enantiomerenreine (oder zumindest angereicherte) Verbindung geschaffen. Somit werden

bevorzugt Katalysatoren eingesetzt, die Desymmetrierungen mit hohem Enantiomeren-



26

2. Kenntnisstand

Uberschuss bewirken. Es gibt eine Reihe an Organokatalysatoren, die einen Acyltransfer mit
hohen Enatioselektivitaten durchfihren: DMAP-Analoga, 4-Aminopyridine, N-Alkylimidazole,

Amidine, vicinale Diamine, Phosphine, Phosphinite und N-Heterocyclische Carbene.'”*

Taylor konnte zeigen, dass Borinsduren selektiv cis-Diole gegeniiber trans-Diolen bevorzugt

acylieren (Schema 2-1). Da Taylor jedoch keine chiralen Borinsduren eingesetzt hat, wurden

175-177

racemische Gemische gebildet. Interessant ware hier, chirale Borin- beziehungsweise

Boronsauren auf ihre Fahigkeit der enantioselektiven Acylierung hin zu tGberpriifen.

Ph,BO(CH,),NH,
PhCOCI
i-ProNEt

MeCN

OH OH 23°C. 4 h OCOPh OCOPh
O —
OH “'OH OH “'OH
21 23

20 22

11 : 1

Schema 2-1: Taylors Borinsduren, die selektiv cis-Diole gegeniiber trans-Diolen benzoylieren. Da Taylor keine chirale

Borinsdure genutzt hat, bilden sich racemische Gemische der acylierten Diole.
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3. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel dieser Doktorarbeit war die Synthese mono- und multivalenter Lektinmimetika. Die haufig in
der Natur zu findende tripodale Erkennungseinheit des Rezeptors sollte imitiert, mit
vielversprechenden Boroxol-Einheiten kombiniert und {ber die Einfihrung weiterer
funktioneller Gruppen (kleine Peptide) beziglich ihrer Bindungseigenschaften modifiziert
werden (Abbildung 3-1).

Effektor Rezeptor
H Konjugation H Konjugation
@J\ NH 9 )\(} OH NH; O
N3
(0] N
N [ o OH . r
HoN CO,H
PN K%
o/ “on Peptid
O = Adamantan Q = Peptideinheit
= Effektormolekul = Boronsaure

Abbildung 3-1: Modulares System der Lektinmimetika auf Basis von Adamantan.

3.1. Darstellung des Grundgeriistes

Die Basis der zu synthetisierenden Boronolektine sollte Adamantan bilden, das die Moglichkeit

der tripodalen Anordnung und ergianzend dazu die Einfihrung eines Effektormolekiils

ermoglicht.
N3
NHBoc
NHBoc o H
0 OH 3 BnOC. _\n %, COsBn
HO (o) + | e— /)‘
o
H,N” ~CO,Bn N
o 2 2 3 NH
OH BnOZC‘<_\
N3
24 25 26

Abbildung 3-2: Darstellung des modularen Grundgeristes aus der Aminoadamantancarbonsaure 24.
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Dazu sollten bereits bekannte Adamantanderivate weiter funktionalisiert werden, um eine
Modularitdt des Systems zu schaffen: Einerseits sollte ein Azidolinker die Grundlage fir
bioorthogonale Huisgen-Cycloadditionen bilden. Andererseits sollten Carbonsduren bzw. Amine
vorhanden sein, Uber die weitere Peptidkupplungen die Addition komplexer Strukturen an das

Grundgerist ermoglichen wiirden (Abbildung 3-2).

3.2. Kohlenhydratrezeptoren

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Boroxole vielversprechende Rezeptoren bei der
Erkennung von Kohlenhydraten sind. Um einen modularen Aufbau der Boronolektine mit der
Huisgen-Cycloaddition zu ermoglichen, sollte die Benzoboroxoleinheit ein Alkin besitzen.
AuBerdem sollte ein Stereozentrum aufgebaut werden, um in spateren Versuchen zu
Uberprifen, inwieweit die Stereochemie Einfluss auf die Zuckererkennung nehmen kann. Die
Enantiomere des bereits bekannten Boroxolalkins 27 sollten getrennt und die
Reaktionsbedingungen fiir die Huisgen-Cycloaddition an das Adamantangrundgerist optimiert
werden (Abbildung 3-3).

Trennung

HO_ HO_ HO_
B—O B—O B—O
N <
* \ °N : O C N * N
N R RS R
27-1 27 27a 27b

Abbildung 3-3: Benzoboroxolderivat 27 sollte fir 1,3-Huisgen-Cycloadditionsreaktionen genutzt und die Enantiomere

getrennt werden.

Um zu Uberpriifen, ob die Boronsaure das entscheidende Merkmal bei der Zuckererkennung ist,
sollten neben den Boronolektinen analoge Derivate 30 dargestellt werden, die statt der

Boronsduregruppe einen Bromsubstitutenten besitzen (Abbildung 3-4).

OH
Br OH NEL Br
N/
N3 N N
NHBoc A NHBoc
H H
N 29 N
 —
o) CO,Bn o) CO,Bn
28 30

Abbildung 3-4: Modellverbindung, die statt der Boroxoleinheit einen Bromsubstituenten besitzen und daher als

Negativkontrolle in Kohlenhydrat-Bindungs-Assays genutzt werden konnen.
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3.3.  Funktionalisierung

Mittels Peptidkupplungsreaktionen sollte an das Adamantangrundgeriist (1) einerseits ein
Effektormolekiil (Fluoreszenzmarker) gekniipft werden (ll), mit dem die quali- und quantitative
Bestimmung der Bindungsaffinitdten an Zucker detektiert werden sollten. Andererseits sollte
eine zusatzliche kurze Peptidsequenz, analog zu natirlichen Lektinen, an das Adamantan
konjugiert werden (lll), um zu Uberprifen, inwieweit Bindungsaffinitdten durch zusatzliche

Gruppen beeinflusst werden (Abbildung 3-5).

N N N
p- uoerophor 3 1. Entschiitzung NHBoc 3 1. Entschiitzung NHBoc 3
H 2. Marker H 2. Peptid H
R o CO,Bn R ) CO,Bn R b N,Peptld
R R R o
IX Vi X

Abbildung 3-5: Funktionalisierung der Azidoadamantanderivate.

3.4. Assay

Zum Schluss sollten die synthetisierten Boronolektine auf ihre Moglichkeit, an verschiedene
Kohlenhydratstrukturen zu binden, Uberpriift werden. Dies sollte mittels Kohlenhydratassays
getestet werden, bei denen einzelne Mono- und Disaccharide auf Glaschips immobilisiert
werden (Abbildung 3-6). Zwar handelt es sich bei Zelloberflaichen um Oligosaccharide, doch kann
mit Hilfe dieses Assays die Kohlenhydratanordnung der duRRersten Schicht auf Zelloberflachen
imitiert und somit ein erster Blick in die Funktionalitdit der entwickelten Boronolektine

gewonnen werden.

OH

0]
0 ) . R o 0
HO Bindung mit B( o
oH ) —————> o —>
$ R Q OH 0 Detektion via
B—OH 3
o

Fluoreszenzmarker
Abbildung 3-6: Kohlenhydratassays, bei denen auf Glaschips Zucker immobilisiert werden. In einem zweiten Schritt erfolgt
die Inkubation mit den synthetisierten, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Boronolektinen und anschlieBender

Detektion der Bindungsaffinitaten.
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4. Resultate und Diskussion Teil 1:
Darstellung und Evaluierung von Boronolektinen

Der Resultateteil ist zweigeteilt: Zunachst sollen Boronsauren als Lektinmimetika vorgestellt und
in einem zweiten Teil deren Nutzen als Katalysator in enantioselektiven Desymmetrierungs-

reaktionen gezeigt werden.

4.1. Darstellung der Grundgeriiste

Lektine bestehen aus zwei verschiedenen Bereichen: Eine Domaéne, die fiir die Erkennung der
Kohlenhydrate zustandig ist, sowie ein Effektorbereich, der zur Weitergabe von Informationen
dient. In Kapitel ,,2.1 Bekannte Konzepte zur Kohlenhydraterkennung” wurden funktionelle
Gruppen, die die CRD in synthetischen Lektinmimetika imitieren kdnnen, vorgestellt. Die
Effektormolekiile richten sich nach Art des Anwendungszwecks. Somit bleibt als erste Frage die

Wahl der Grundgeriiste, an welche die CRD und der Effektor gekniipft werden kénnen.

Wie bereits in ,1.3.2 Natiirliche Erkennungsprozesse auf Basis multivalenter Rezeptoren”
gezeigt wurde, weisen Lektine haufig eine tripodale Anordnung der Erkennungseinheiten auf.
Um diese zu imitieren, bietet sich Adamantan an. Adamantan besitzt vier Briickenkopfatome, die

orthogonal substituiert werden kénnen (Abbildung 4-1).

A A A
o0 D L
B B B
XI Xi

A
Verknipfungsstelle fur einen Effektor
B
X XV

. Verknipfungsstelle fiir einen Liganden

Abbildung 4-1: Rigides Adamantan als Monomer Xl, Dimer Xll, Trimer Xlll und das flexible, trimere Analogon XIV. An die
Grundgeriste kdnnen zwei verschiedene Funktionalitdten konjugiert werden. Zusatzlich weisen die trimeren Grundgeriste

eine tripodale Anordnung dreier Funktionalitaten auf.

Neben dem zwei- und dreifach substituierten Adamantan prasentiert das vierfach substituierte
Adamantan bei drei identischen Substituenten deren tripodale Anordnung. Zusatzlich bietet der
vierte Brickenkopf des Adamantangrundgerists die Moglichkeit zur Konjugation mit
Effektormolekiilen (zum Beispiel Kontrastmittel). In friiheren Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass die Substitution des Briickenkopfatoms keinen Nachteil bezlglich der
Bindungsaffinitaten zu Zelloberflachenepitopen bewirkt. Vielmehr konnte mit Einflihrung eines

Effektormolekiils (GPl) erfolgreich das tumorspezifische Antigen PSMA markiert werden.'’®
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Zusatzlich ist bekannt, dass Adamantan als Grundgerist flr verschiedene medizinische

Anwendungen geeignet ist."”

Bei der Synthese des Grundgeriists kdnnen verschiedene Elemente variiert werden. Neben der
Moglichkeit einer flexiblen Prasentation der Kohlenhydratrezeptoren (Abbildung 4-1, XIV),
konnen diese auch Uber ein rigides Adamantangrundgerist fixiert werden (Abbildung 4-1, XI, XII
und XIll). Neben diesen Grundgeristvariationen ist es auch moglich, den Abstand der

Kohlenhydratrezeptoren (B) bzw. den Abstand des Effektormolekiils (A) zu verdndern.

Wie bereits in der Literatur bekannt, kdnnen die Tricarbonsduren 38 (Schema 4-1) und 24

180

(Schema 4-2) in groRem MaRstab dargestellt werden.”” AuRerdem konnte bereits gezeigt

werden, dass verschiedene funktionelle Gruppen wie Amine, Carbonsaduren, Alkohole, Alkine

und Azide an das Grundgerust konjugiert werden kénnen. '8

Fe, Bry, 30 min, RT
0°C, 15 min AlBr3, CgHg,

E AT, 22h 30 min, 80 °C
95% Br Br 7% Ph Ph
Br
32

Ph
33

CBry, BuyNBr,
58%

31

CeHsF, NaOH,

75°C, 96 h
CN CN
HslOg, CCly/MeCN/H,0, Acrylnitril, BuzSnH, Br
RuCl3'3H,0, AIBN, PhCHj,
0°C _» RT,42h AT, 6h
-
HO,C CO,H 5% Ph Ph 80% Ph Ph
HO,C PH Ph
36 35 34
ACOH, HCI,
PtO2,Hz,  [98%
35 bar, 3d
NH5*CI" NHBoc
Boc,0, Dioxan/H,0,
NaOH, RT, 24 h
e,
HO,C COzH 56% HO,C COH
HO,C HO,C
37 38

Schema 4-1: Syntheseroute von 7-(N-Boc-3-Aminopropyl)-1,3,5-tricarboxyadamantan 38,182

Der Vorteil der Adamantancarbonsaurederivate liegt darin, dass die Moglichkeit besteht, mittels
Standard-Peptidkupplungsverfahren weitere, komplexere Molekile an das Grundgerist zu

konjugieren (z.B. Dopamin, Trisalkohole, Trisazide'®*'**)

. Gleichzeitig ist mit einem Amin als
Kopffragment eine orthogonal zur Carbonsdure ansteuerbare funktionelle Gruppe vorhanden,

was die Synthese vielfaltiger Derivate vereinfacht.
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Fe, Bry, 30 min, RT Acrylnitril, BuzgSnH,
0°C, 15 min AIBN, PhCHj,
AT, 22h AT, 3h
—_— 3 B ———————~ NC CN
95% r r 67%
Br
31 32
NC
39
HCI, H,0,
)CJ’\ 72%| AT, 20 h
NH
MeCN, Bry, H,0,
HO,C CO,H AT, 17h HO,C CO,H
o
64%
HO,C HO,C
41 40
H,0, HCI,
AT, 24h |76%
NHg"Cr Boc,0, Dioxan/H,0, NHBoc
NaOH,
HO,C CO,H RT, 24 h HO,C CO,H
31%
HO,C HO,C
42 24

Schema 4-2: Syntheseroute von 1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-adamantan 2418081

Analog zu den Tricarbonsduren ist auch die Synthese der Mono- und Dicarbonsdurederivate

moglich (Schema 4-3), wie Nadine Pannier wahrend ihrer Promotion zeigte.185
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o
Acrylnitril, BuzSnH, )J\NH
AIBN, PhCHj, MeCN, H,0, Br;,
AT,2h AT, 15h
. CN CN
Br
R’ R? R?
43R'=H 44, R?>=H: 87% 46, R? = H: 100%
45, R? = CH,CH,CN: 31% aus xy* 47, R? = CH,CH,CN: 90%
H,0, HCI,
AT,40h
NHBoc Boc,0, Dioxan/H,0, NHz*CI"
NaOH, Na,CO3,
CO,H RT CO,H
-
R® R3
50, R® = H: 29% 48, R®=H: 72%
51, R® = CH,CH,CO,H: 33% 49, R® = CH,CH,CO,H: 91%

*Dicyanoadamantan 45 entsteht als Nebenprodukt bei der Synthese des Trimers 39.

Schema 4-3: Syntheseroute von 1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-carboxyethyladamantan 50 und 1-(3-tert-
Butoxycarbonylamino)-3,5-bis-(2-carboxyethyl)-adamantan 51. Im Gegensatz zu der Synthese des Trimers wird bei der
Synthese des Mono- und Dimers zundchst mittels Ritterreaktion das Kopffragment eingefiihrt und anschlieBend die

Nitrilgruppe(n) und das Ritterprodukt in einer Stufe hydrolysiert. Daran schlieBt sich die Einfihrung der Schutzgruppe

185,186
an.

Eine Gemeinsamkeit zeigen alle drei Adamantanderivate: Das Einflihren der tert-Butoxycarbonyl-
Schutzgruppe an der Aminofunktion in der 1-Position verlduft mit relativ schlechten Ausbeuten
(um die 30%).

Die schlechten Ausbeuten bei der Einfihrung der Schutzgruppe koénnen auf verschiedene
Faktoren zuriickzufihren sein. Einerseits ist das Kopffragment als tertidres Amin sterisch
gehindert. Zusatzlich erfolgt eine Extraktion des Boc-geschiitzten Produktes aus einer stark
sauren Losung, da ansonsten die Carbonsdureeinheit(en) deprotoniert vorliegen und eine
Wasserloslichkeit des Molekiils gewahrleisten. Der niedrige pH-Wert von 1-3 kdnnte bewirken,
dass ein Teil der tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppe wieder abgespalten wird, da diese unter
sauren  Bedingungen labil ist. Trotz der niedrigen Ausbeute wahrend der
Schutzgruppeneinfiihrung wurde die tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppe beibehalten, um spater

orthogonal mit basenlabilen Schutzgruppen arbeiten zu kénnen.

4.2. Darstellung der Kohlenhydratrezeptoren

Zunachst wurde als Kohlenhydratrezeptor ein Benzoboroxolderivat 54 verwendet, das Uber
einen substituierten Aromaten (Aminofunktion) an das Grundgeriist (Adamantan) konjugiert

werden sollte. Zusatzlich zu der Aminofunktion sollte ein Alkin in y-Stellung zu dem Bor
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eingefiihrt werden, um liber 1,3-Huisgen-Cycloaddition die Verknlipfung mit weiteren kleinen

Molekilen wie beispielsweise kurzen Peptidsequenzen zu ermdglichen (Abbildung 4-2).

Rezeptor Konjugation an

weitere
Br
— ©) | e—
\L CN

Erkennungseinheiten

Br
P — ©)\TMS P —

NHBoc 1NHBoc \L@

53 52 55 56

HO.

:“E@TQ “

Konjugation an
das Grundgerust

Abbildung 4-2: Retrosynthese der Benzoboroxolderivate 54 und 56: Um Adamantancarbonsduren mittels Standard-
Peptidkupplung mit dem Benzoboroxol 54 und 56 zu funktionalisieren, enthalten beide Kohlenhydratrezeptoren neben der
Benzoboroxoleinheit ein Amin fiir die Kupplung an das Adamantan. Zusatzlich zu diesen beiden Funktionalitdten besitzt

Benzoboroxol 56 eine Alkinfunktionalitdt, um an weitere Einheiten, beispielsweise Peptidsequenzen, konjugiert zu werden.

Das Benzoboroxolderivat 54 wurde bereits in friheren Arbeiten von Falk Wienhold

synthetisiert.187

Die bekannte Route zur Darstellung des Benzoboroxols 54 startete mit 3-
Hydroxybenzaldehyd 57. Dabei fand zunidchst eine Bromierung in ortho-Stellung zur
Aldehydfunktion statt. Um die Bromierung an der 4-Position zu vermeiden, wurde nach einer in
der Literatur bekannten Vorschrift gearbeitet, die lediglich das Regioisomer 2-Brom-
5-Hydroxybenzaldheyd 58 und nicht das Regioisomer 4-Brom-3-Hydroxybenzaldehyd 59
lieferte."®® Allerdings zeigte sich, dass je nach AnsatzgréRe (120 mmol statt 16 mmol) auch das

Regioisomer 59 4-Brom-3-Hydroxybenzaldehyd gebildet wurde (Schema 4-4).



4. Resultate und Diskussion Teil 1

BrMeCN, BH3-THF,

0 B Br O 0
\ AcGH, " i K,CO4 THF abs. THF
RT,3h AT 2n AT, 24h
+
Br T oe% Tea%
OH OH OH
57 58 59 52 60 NH3 cr
68%
Boc,0, MeOH,
NaOH,  |42%
RT, 24 h
HO\B_O HO\B_O i-PngC', t-BULi, Br OH

B(O'Pr)s, PhCHg,
CH,Cl,, TFA 0°C— RT,24h
T -
quant. 40%

o) O\L 01
54 NH, 61 NHBoc 53 “NHBoc
———

* Das Regioisomer 4-Brom-3-Hydroxybenzaldehyd 59 wird bei AnsatzgréRen von 120 mmol gebildet.

Schema 4-4: Syntheseroute des Benzoboroxols 54187188

Gefolgt von einer nucleophilen Substitution, einer Reduktion und der Einflihrung einer tert-
Butoxycarbonyl-Schutzgruppe konnte das Bromamin 53 aus dem Aldehyd 57 mit guten
Ausbeuten aufgebaut werden. Doch erfolgte der entscheidende Schritt, die Einfihrung des Bors
mittels Halogen-Metall-Austausch, nur mit einer moderaten Ausbeute (40%) bei gleichzeitig

) 187

aufwandiger und empfindlicher Reaktion (Schema 4-4)." Somit sollte diese Syntheseroute

zunachst optimiert werden.

4.2.1. Optimierung der Synthese des Benzoboroxolderivates 54

Da ein Grund fiir die geringe Ausbeute in der Aciditdt der Hydroxyprotonen vermutet wurde,
sollte diese durch eine Schutzgruppe herabgesetzt werden. Dazu wurde eine tert-Butyldimethyl-
Schutzgruppe mit guten Ausbeuten (82%) an die freie Hydroxygruppe eingefiihrt. Mit dem
geschiitzten Bromderivat 62 konnte die Rohausbeute des Halogen-Metall-Austausches auf 90%
erhoht werden (Schema 4-5). Das Rohprodukt zeigte ein Verhdltnis von Produkt
63/deboroniertes Produkt 64 von 5:1. Der Versuch, die beiden Produkte sdulenchromato-
graphisch zu trennen, misslang. Auch eine chromatographische Reinigung Uber eine C8-Saule zur
Trennung der Produkte konnte nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Stattdessen
verschlechterte sich das Verhéltnis von boroniertem Produkt 63/deboroniertem Produkt 64 auf
2:1 und die Ausbeute auf 10%. Hieran lieR sich erkennen, dass die Reinigung des Benzoboroxols
63 problematisch ist. Die Wechselwirkungen mit den stationaren Phasen (Kieselgel (PE/EtOAc)
oder RP-8 (5% auf 95% MeCN in H,0)) durch die Boronsdaure waren unter den

Versuchsbedingungen vermutlich zu stark, um eine vollstandige Elution des Boroxols 63 zu
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gewahrleisten. Da das Rohprodukt nur einen geringen Anteil des deboronierten Nebenproduktes

64 aufwies, wurde mit diesem weitergearbeitet und auf eine Reinigung verzichtet.

i ; HO.__OH
Br OH TBDMSCI, Br OTBDMsS -PrMgCl, £-Buli, B”~ OTBDMS OTBDMS
Imidazol, DMF, B(O'Pr)3, PhCHj,
35°C, 24 h 0°C ~RT,24h
B — e +

50% Rohprodukt: 90%

01 OI o) o)

53 NHBoc 62 NHBoc 63 NHBoc 64 NHBoc

5 : 1

Schema 4-5: Optimierte Syntheseroute des Benzoboroxols 63. Nach der chromatographischen Reinigung des Rohproduktes
betrug die Ausbeute lediglich 10% und das Verhiltnis von Produkt 63/deboroniertes Nebenprodukt 64 verschlechterte sich
auf 2:1.

4,2.2. Einfihren des Alkinlinkers

Um eine weitere, einfache Funktionalisierung des Benzoboroxols 63 zu gewadhrleisten, sollte
neben einem Aminolinker ein Alkin an den Aldehyd 52 eingefiihrt werden. Mit diesem Alkin
konnten an das Benzoboroxolderivat 56 mittels 1,3-Huisgen-Cycloaddition weitere

Funktionalitdten sowie kleine Molekiile (z.B. Peptide) konjugiert werden.

Das Alkin sollte, ausgehend von dem Cyanoaldehyd 52, mittels einer Additionsreaktion
eingefiihrt werden. Nach Deprotonierung des Trimethylsilylacetylens mit n-Buli sollte ein
nucleophiler Angriff an den Aldehyd erfolgen. Allerdings zeigten sich in den Rohprodukten nur
Zersetzungsprodukte. Analoge Alkinadditionsreaktionen an 2-Brombenzaldehyd erfolgen
generell quantitativ."®® Somit schien der stérende Faktor nicht die Reaktion, sondern das
Substrat zu sein. Es wurde vermutet, dass die Nitrilgruppe unter den Reaktionsbedingungen

nicht stabil ist und daher Zersetzungsprodukte entstehen (Schema 4-6).

Br O n-Buli, Br OH
| TMS-Acetylen,
Et,O S
—H—
T™S
(0] (0]
CN CN
52 65

Schema 4-6: Versuch zur Darstellung des Alkinlinkers 65.

Um die Alkin-Addition nicht in Gegenwart der Nitrilgruppe durchflihren zu missen, bieten sich

zwei Alternativen an (Abbildung 4-3).
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Br OH Br OH Br OH Br Io
A
N N .
T™S T™S T™MS
O\L 55 Oﬁ 66 OH 67 OH 58
N
NHBoc c
Bﬂ
B 0 B O Br O
o 68 OW 52 OH 58
I8 L

NHBoc

Abbildung 4-3: Retrosynthese zur Darstellung des Alkin-funktionalisierten Bromderivates 55: Einerseits kann zuerst der
Alkinlinker und in einem zweiten Schritt der Aminolinker eingefiihrt werden (Route A) oder zuerst der Aminolinker gefolgt
von dem Alkinlinker (Route B). Beide Routen sind in der Hinsicht problematisch, dass die Reduktion der Nitrilgruppe nicht

kompatibel mit der Alkinfunktionalitat (Route A) oder der Aldehydfunktionalitat (Route B) ist.

Einerseits konnte zuerst der Alkinlinker und anschlieRend der Aminolinker eingefiihrt werden.
Allerdings misste hier in Gegenwart eines Alkins die Cyanogruppe zu einem Amin reduziert
werden. Da Alkine in Gegenwart von Boran oder anderen Reduktionsmitteln jedoch Uber eine
Hydroborierung zu Alkenylboranen und bei anschlieBender Oxidation zu Ketonen bzw.
Aldehyden reagieren, ist die Einfilhrung des Aminolinkers vor Einfiihrung des Alkins sinnvoller.
Doch auch in Gegenwart des freien Aldehyds wére die Reduktion des Nitrils nicht trivial. Somit ist
der vielversprechendste Ansatz ein dritter: Der Aminolinker muss derart eingefiihrt werden, dass

auf eine Reduktionsreaktion verzichtet werden kann.

Bisher wurde der Aminolinker iber Bromacetonitril eingefiihrt. Die Nitrilgruppe konnte dann
zum Amin reduziert werden. Eine Alternative zu Bromacetonitril stellt tert-Butyl-N-(2-
bromethyl)carbamat dar. Damit wird direkt eine Aminofunktionalitat integriert, wodurch kein

1% Ausgehend von 2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd 58

zusatzlicher Reduktionsschritt notig ist.
ergab eine nucleophile Substitution mit 2-(Boc-amino)ethylbromid das geschitzte Amin 69 mit
guter Ausbeute von 71%. AnschlieBend erfolgte die Alkinaddition, die mit einer Ausbeute von
76% zufriedenstellend das Bromalkin 55 lieferte. Auch die Einfihrung der tert-Butyldimethylsilyl-

Schutzgruppe an die Hydroxygruppe war mit einer Ausbeute von 94% erfolgreich (Schema 4-7).
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Br (|) t-Bu-2-bromethylcarbamat, Br (|) TMS-Acetylen, Br OH Br  OTBDMS
BuLi. E TBDMSCI,
K,CO3 DMF, n-BuLi, Et,0, % Imidazol, DMF \\
80°C,22h 0°C,25h TMs _40°C,14d ™S
71% 76% 94%
OH OI O\L 01
58 68 NHBoc 55 NHBoc 69 NHBoc

Schema 4-7: Synthese des Bromalkins 69 ausgehend von 2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd 58. Der erste Schritt ist die
Einfihrung des Aminolinkers Gber 2-(Boc-amino)ethylbromid, gefolgt von einer Alkinaddition und anschlieBender TBDMS-

Schiitzung der Hydroxygruppe.

Da jedoch mit dem Benzoboroxolderivat 63 die Entschitzungsreaktion der tert-Butoxycarbonyl-
sowie der tert-Butyldimethylsilylgruppe nicht erfolgreich war, wurde mit dem Alkinderivat 69 der

Halogen-Metall-Austausch nicht weiter durchgefiihrt.

4.2.3. Entschiitzung des Benzoboroxols 63

Nachdem die Synthese des Benzoboroxols 63 optimiert werden konnte, sollte nun dessen
komplette Entschiitzung erfolgen. Mit der Funktionalitdt des freien Amins kénnen im Anschluss
Peptidkupplungen an  Adamantancarbonsaurederivate  erfolgen.  tert-Butoxycarbonyl-
Entschiitzungen laufen generell im sauren Milieu ab, Silylschutzgruppen kénnen ebenfalls im
Sauren oder mit Fluoriden abgespalten werden. Eine gleichzeitige Entschiitzung der beiden
Schutzgruppen im Boenzobroxol 63 im sauren Milieu ergab jedoch neben dem Boroxolderivat 70

immer auch die deboronierte Verbindung 71 (Schema 4-8).

‘B—0

B OH
OTBDMS .
ELLIN .
J/Q J/O J/O
BocHN HoN HaN

63 70 71

HO. __OH HO,
H

Schema 4-8: Syntheseschema der Entschiitzung des Benzoboroxols 63 und mégliche Reaktionsprodukte (gewdinschtes

Benzoboroxolderivat 70 und deboroniertes Zersetzungsprodukt 71).

Die Reaktion wurde mittels Massenspektrometrie kontrolliert. Bei den Entschitzungs-
bedingungen (Trifluoressigsaure/Dichlormethan, v/v 1:9, 90 Minuten bei 0°C), die fir das
Benzoboroxol 61 erfolgreich verwendet wurden, zeigte sich fir das Benzoboroxol 63 lediglich
das Zersetzungsprodukt 71 (Tabelle 4-1 Nr. 1).
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Tabelle 4-1: L6sungsmittel und Sdureaquivalente zur Entschiitzung des Benzoboroxols 63 bei verschiedenen Temperaturen

und Reaktionszeiten. Das Verhaltnis des boronierten und deboronierten Produktes wurde aus ESI-MS- Messungen

ermittelt.
Verhaltnis nach MS —Spektrum
H*-Quelle/ )
Nr. . T t [min] Boroniert Deboroniert
Lésungsmittel
(70) (71)
1 TFA/CH,Cl, 1:9 0°C 90 - 100%
2 TFA/CH,Cl, 1:9 0°C 60 33% 66%
3 TFA/CH,Cl, 1:9 0°C 35 33% 66%
4 TFA/CH,Cl, 1:9 0°C 15 33% 66%
5 TFA/CH,Cl, 1:19 RT * 55% 45%
6 aq. HCl 1 M; 3 Aq. RT 48 h 0% 0%
7 aq. HCI 2 M; Uberschuf RT 30 57% 43%
8 aq. HCl 2 M; UberschuR RT * 74% 26%
9 HCl/MeOH 2 M; UberschuR 40 °C 5 50% 50%

* Direkt zur Trockene eingeengt. ® Es wurde lediglich Edukt reisoliert.

Eine Verringerung der Reaktionsdauer zeigte zwar auch das gewiinschte Benzoboroxol 70,
allerdings nur in einem Verhaltnis von 1:2 im Vergleich zu dem Zersetzungsprodukt 71 (Tabelle
4-1 Nr. 2-4). Lediglich eine stark verdiinnte TFA-LOsung zeigte bei direkter Einengung im Vakuum
ein Verhéltnis von ca. 1:1 der beiden Produkte (Tabelle 4-1 Nr. 5). Der Wechsel auf eine
wassrige, salzsaure Losung zeigte bei geringem Uberschuss an Siure (3 Aqg.) lediglich Edukt
(Tabelle 4-1 Nr. 6). Erst eine hohere Salzsiure-Konzentration im Uberschuss zeigte die
entschitzten Produkte 70 und 71 (Tabelle 4-1 Nr. 7 und 8). Ein Wechsel des Losungsmittels
(Methanol/Salzsaure) und die Erhohung der Temperatur lieferten nach kurzer Reaktionszeit (flinf
Minuten) ebenfalls ein Produktgemisch der Verbindungen 70 und 71 im Verhéltnis 1:1 (Tabelle
4-1 Nr. 9).

Da das Verhaltnis Benzoboroxol 70 zu Zersetzungsprodukt 71 auch unter nur schwach sauren
Bedingungen und sehr kurzer Reaktionszeit nicht verbessert werden konnte, schien das
Benzoboroxol 70 fir weitere Reaktionsschritte zu instabil und somit fiir unsere Zwecke
unpassend zu sein. Aus diesem Grund wurde nach einem anderen Benzoboroxolderivat gesucht,

wie im folgenden Abschnitt ,4.3 Synthese des Kohlenhydratrezeptors 27“ beschrieben wird.
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4.3. Synthese des Kohlenhydratrezeptors 27

Wahrend seiner Promotionsforschung konnte Falk Wienhold ein Boroxolalkin 27 darstellen
(Schema 4-9) und zeigen, dass dieses durch seine Alkinfunktion fir 1,3-Huisgen-

Cycloadditionsreaktionen geeignet ist.'*’

Route A MeLi,

Br O n-BulLi, Br OH t-Bulli, HO\B*O
|| TMS-Acetylen @/\ B(O'Pr);
—_—
X
[ j N T
90% 37% N
’ ™S ’ ©/\TMS
LiOH [ 93%

Route B

; i ? § 1. n-BuLi, TMS-Acetylen

HO OH
O\ /O i
B0 2. LiOH

| 76
|
@2 quant. @) 34%, zwei Stufen

75 77

HO_ _OH
B” O

Schema 4-9: Mogliche Syntheserouten zur Darstellung des Boroxolalkins 27.1%

Die Synthese des Boroxolalkins kann auf zweierlei Arten erfolgen. Einerseits kann von dem
Bromalkin 73 ausgehend ein Halogen-Metall-Austausch erfolgen (Route A). Dieser verlief mit
mafigen Ausbeuten (37%). Doch auch der zweite Syntheseweg, ausgehend von 2-Formylphenyl-
boronsdure 75, zeigte bei der Alkinadditionsreaktion nur eine Ausbeute von 34% (Route B).
Somit ist dies zwar die synthetisch angenehmere Variante, doch zeigt sie keine wesentlich
besseren Gesamtausbeuten (34% vs. 31%). Das eigentliche Problem dieser Syntheseroute war
jedoch nicht die Deboronierung durch Zugabe des n-BulLi (zumindest nicht insofern, dass dieses
nicht im Uberschuss eingesetzt wird), sondern die sidulenchromatographische Reinigung der
Boronsaure 74. Aufgrund der starken Wechselwirkung der Boronsdure 74 mit der stationaren
Phase kam es zu einer stark verbreiterten Elution des Produktes. Zuséatzlich wurde ein Teil der
Boronsadure nicht von dem Sdulenmaterial eluiert, was zu einem ersten Produktverlust fihrte.
Zwar verlauft die TMS-Entschiitzung relativ gut, doch muss auch diese Stufe (Boroxolalkin 27)
saulenchromatographisch gereinigt werden. Hierbei ist vor allem zu beachten, dass die Pinakol-
schutzgruppe noch nicht abgespalten wurde und wahrend der sdulenchromatograpischen
Reinigung nur teilweise hydrolysierte. Dies wiederum fiihrte zu einem Produktgemisch aus

teilweise entschiitzter und teilweise geschiitzter Boronsaure.
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Kristallstrukturanalyse 4-1: Struktur des noch TMS-geschiitzten Boroxolalkins 74.

Nach der basischen Entschitzung der Trimethylsilyl-Gruppe wurde deshalb versucht, das
Boroxolalkin 27 in Hexan auszufillen/umzukristallisieren. Dies wirde die aufwandige
saulenchromatographische Reinigung erleichtern. Dabei wurde allerdings kein reines
Boroxolalkin 27 erhalten, sondern ein Gemisch des Boroxolalkins 27 mit Pinakol 76. Im NMR
zeigte sich je nach Losungsmittel ein interessantes Phanomen. Wahrend in Chloroform finf
verschiedene Signale im Bereich der benzylischen Hydroxygruppe zu sehen waren, zeigte sich in

Methanol im gleichen Verschiebungsbereich nur eines (Abbildung 4-4).

—
Wasser
Methanol

o
Chloroform
0.92 -

5
-
-
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©| O o] o OO | ol NN <M ™M
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Abbildung 4-4: NMR-Spektren eines Gemisches aus Boroxolalkin 27 und Pinakol 76 (~ 0.5 Aq.) in MeOD-d, (a) und CDCl; (b).
Nach der TMS-Entschiitzung konnte ein farbloser Feststoff aus Hexan gefallt werden. Dieser enthielt sowohl Boroxolalkin 27
als auch Pinakol 76. Wahrend das in Methanol aufgenommene Spektrum dieses Substanzgemisches lediglich ein sauberes
Signal zeigt, befinden sich im Bereich der benzylischen Hydroxygruppe (5-6 ppm) in CDCl; mehrere Signale. Diese weisen auf
Dimerbildungen hin, die lediglich in unpolaren Losungsmitteln zu Stande kommen. Die relativen Intensitdten der Hoch- und

Tieffeldsignale beider Spektren sind in etwa gleich.

41
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Ursache war die mogliche Dimerbildung von Boronsauren, die bei einfachen Phenylboronsauren

das erste Mal 1977 von Rettig berichtet wurde.™*

192-194

Doch auch ortho-substituierte Phenylderivate

zeigen diese Dimerbildung.

Unpolare Loésungsmittel wie Chloroform ermaoglichen die Dimerbildung dieser Molekiile wahrend
polare Losungsmittel wie Methanol die Wasserstoffbriickenbindungen aufbrechen. Damit wird in
Gegenwart von Methanol die Dimerbildung verhindert und bei NMR-Messungen wird lediglich
ein Signal erzeugt. Somit ergeben sich bei einem Produktgemisch aus der pinakolgeschiitzten
Boronsdure 78 und dem entschiitzten Boroxolalkin 27 neben den jeweiligen Monomeren auch
Dimere zwischen zwei entschiitzten Boronsduren (79) sowie einer geschitzten und einer
entschiitzten Boronsdure (80, Abbildung 4-5). Auch denkbar ist die Ausbildung von cis- und
trans-konfigurierten Dimeren, was die Betrachtung weiter verkompliziert. Nach der Reinigung
der Boronsdure und anschlieBender schrittweiser Zugabe von Pinakol traten die Hauptsignale —

freies Boroxolalkin 27 und pinakolgeschiitzte Boronsdure 78 — hervor (Abbildung 4-6).

AN
HO, =
B—0 d Y 0-H-0, d
B~ OH | B 0%y O,
MR AT -
T 0-H-0
XN
\ s
27 78 79 80

Abbildung 4-5: Mogliche Dimere, die sich in Chloroform in Gegenwart von Pinakol bilden kénnen.
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Abbildung 4-6: Detailspektrum mit verschiedenen Aquivalenten an Pinakol und schrittweiser Zugabe (a. urspriinglicher Mix,
b. reine BA, c. 0.11 Ag. Pinakol, d. 0.26 Aq. Pinakol, e. 0.4 Ag. Pinakol, f. 0.74 Ag. Pinakol, g. 1 Ag. Pinakol) gemessen in
CDCl;. Freies Pinakol zeigt in CDCl; ein Singulett bei einer Verschiebung von 1.19 ppm.

Die librigen Signale scheinen im Rauschen unterzugehen. Die fehlenden Dimer-Signale kénnen
dadurch erklart werden, dass wahrend der Pinakolschiitzung Wasser abgespalten wird. In
Gegenwart von Wasser sollte die Dimerbildung dhnlich wie in Methanol unterdriickt werden.
Auch dynamische Prozesse, die haufig im Zusammenhang mit Boronsduren zu finden sind,
konnten die fehlenden Signale erklaren. Allerdings konnte die Dimerbildung in diesem Fall nicht
abschliefend geklart werden. Auch eine massenspektrometrische Analyse konnte bei der
Aufklarung nicht helfen, da auch hier die verwendeten polaren Lésungsmittel die Dimere
zerstoren. Allerdings zeigte sich in der Kristallstruktur des Boroxolalkins 27 eine Dimerbildung
durch Wasserstoffbriickenbindungen (Kristallstrukturanalyse 4-2), was die Annahme von

Dimerbildungen des Gemisches aus Boroxolalkin 27 und Pinakol 76 in Chloroform bekraftigt.
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Kristallstrukturanalyse 4-2: Struktur des Boroxolalkins 27. Die Kristallstrukturanalyse wurde mit Enantiomer 1 durchgefiihrt

(siehe 4.3.1 Trennung der Enantiomere des Boroxolalkins 27).

Santos konnte zeigen, dass eine alternative Route zur Pinakolentschiitzung von Boronsauren
durch eine Umesterung mit Diethanolamin und anschlieRender Hydrolyse sehr gute Ausbeuten

. 195
liefert.

Analog zu der Methode von Santos wurde das Boroxolalkin 78 nach der TMS-
Entschiitzung ohne vorherige Reinigung mit Diethanolamin umgeestert, anschliefend
hydrolysiert und sdulenchromatographisch gereinigt. Im Gegensatz zur Pinakolgruppe wird die
Diethanolamingruppe wesentlich leichter hydrolysiert. Dadurch konnte die Gesamtausbeute der
Synthese des Boroxolalkins 27 auf 49% erhoht werden (Schema 4-10). Zusatzlich konnte die
saulenchromatographische Reinigung vereinfacht werden, da durch das Fallen des
Diethanolamin-Boroxolalkin-Komplexes 81 ein groRer Anteil der Verunreinigungen entfernt

werden konnte.

1. Pinakol
HO\B/OHO 2. n-BuLl, TMS-Acetylen > <
o._.0 B—0

H
,{‘ HO_
| 3.LiOH N DEA /> 0.1 M HCI
B” OH o-B~g’OH :
5 Schritte: %
% % 49%

75 78 81 27

Schema 4-10: Verbesserte Syntheseroute des Boroxolalkins 27. Allerdings zeigte sich hier haufig eine unvollstandige

Umesterung, die zu stark schwankenden Ausbeuten sowie Produktverlusten flihrte.

Allerdings verlief die Umesterung mit Diethanolamin haufig unvollstandig. Hier musste die
Umesterung mehrere Male durchgefiihrt werden, um den Ausbeuteverlust gering zu halten.
AuBerdem schwankten die Ausbeuten fir dieses Reinigungsprocedere stark. Mogliche Ursachen
liegen neben einer unvollstindigen Umesterung in einer zu groflen thermodynamischen
Stabilitdat der Pinakol-Schutzgruppe. Auch der sterische Anspruch durch die Pinakol-Gruppe
sowie die Hydroxygruppe in Nachbarschaft zu Bor kénnten den Angriff von Diethanolamin

erschweren. Somit sollte an dieser Stelle liber alternative Schutzgruppen, die thermodynamisch
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labiler als Pinakol sind (beispielsweise Diisopropyltartrat), nachgedacht werden.®® Eine
Alternative ware auch die, das freie Pinakol der Reaktionslosung zu entziehen, um die

Gleichgewichtsreaktion in Richtung Diethanolamin-Komplex zu schieben.

4.3.1. Trennung der Enantiomere des Boroxolalkins 27

Die in Abschnitt , 4.3 Synthese des Kohlenhydratrezeptors 27“ beschriebene Alkinaddition an
2-Formylphenylboronsaure 75 liefert das Boroxolalkin 27 als racemisches Gemisch. Die Trennung
der beiden Enantiomere wurde auf zwei Varianten versucht. Einerseits versuchte Joanna
Malkusch wahrend ihrer Bachelorarbeit eine Racematspaltung mit (S)-Diethanol-1-
phenylethylamin 84." Dazu wurde in einer einstufigen Synthese aus (S)-1-Phenylethylamin 82
mit Oxiran 83 (S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84 dargestellt (Schema 4-11). Dabei wurde (im

Gegensatz zu Literaturvorschriften™ %)

mit Sdurezusatz gearbeitet. Ohne Sdurezugabe zeigte
sich eine Polymerisation. Mit dem enantiomerenreinen Diol 84 konnte nun die Racematspaltung
des Boroxolalkins 27 durchgefiihrt werden. Da sich (S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84 in Ether
|6st, wurde in einem Pentan/THF-Gemisch (v/v 1:1) gearbeitet und das Boroxolalkin 27 gel6st.
Beim Zutropfen von 0.5 Aq. (S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84 zeigte sich zunichst, wie
erwartet, dass ein farbloser Feststoff ausfiel. Abfiltrieren und anschliefende Hydrolyse mit 0.1 M
wissriger HCI-Lésung ergab das gewiinschte Boroxolalkin 27. Allerdings zeigte die Uberpriifung
der Enantiomerenreinheit lediglich ein Enantiomerengemisch und keine Anreicherung eines
Enantiomers. Da das Boroxolalkin 27 im Sauren epimerisiert, stellte sich die Frage, ob generell
die kinetische Racematspaltung geklappt hat und erst die saure Hydrolyse eine erneute
Racemisierung verursacht hat, oder bereits die kinetische Racematspaltung misslungen war. Aus
diesem Grund wurde auf die saure Hydrolyse verzichtet und das Filtrat in Kieselgel/Etyhlacetat
geriihrt. Doch kam es hier Gberhaupt nicht zu einer Hydrolyse der Schutzgruppe. Die dritte
Moglichkeit, eine sdulenchromatographische Reinigung, bewirkte zwar die Hydrolyse des (S)-
Diethanol-1-phenylethylamins 84, doch zeigte sich auch hier keine Anreicherung eines

Enantiomers (Schema 4-11).

xii

Joanna Malkusch (Universitdit Hamburg, ,Synthese modularer Phenylboronsduren zur katalytischen

Acylierung von Diolen”, 2012)
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ACOH, OH
o EtOHH,0 N
ACAVAN ey H

82 83 84 OH

Sy

85a 27a ﬂ 85b 27b

Trennung und Hydrolyse

J

hier zeigt sich keine Racematspaltung, sondern ein racemisches Gemisch

Schema 4-11: Synthese des (S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84 mit anschlieRender Racematspaltung.

Somit ist das Boroxolalkin 27 tendenziell in der Lage, an (S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84 zu
binden, doch scheint die kinetische Racematspaltung nicht moéglich zu sein. Andere sterisch
anspruchsvollere chirale Amine oder Alkohole wie z.B. Norephedrin kénnten die Moglichkeit
bieten, die kinetische Racematspaltung erfolgreich durchzufiihren. Auch ein L&sungs-

mittelwechsel konnte einen Einfluss auf die kinetische Racematspaltung haben.

Eine zweite Variante, mit der die Enantiomere getrennt werden sollten, war die
chromatographische Trennung mit einer chiralen, stationdren Phase. Hier war die Trennung auf
einer IB-S&ule (Daicel Chiraltec, 2% i-PrOH in n-Hex) erfolgreich. Um gréRere Substanzmengen zu
trennen, wurde ein sogenanntes ,stacked injection“-Verfahren genutzt (Abbildung 4-7). Dazu
wurden im Abstand von acht Minuten jeweils 10 mg Substanz aufgegeben und die Enantiomere
erfolgreich voneinander getrennt. Allerdings war es nicht moglich festzustellen, welches

Enantiomer welche Konfiguration besitzt.
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Abbildung 4-7: Chromatogram des ,Stacked-injection“-Verfahrens zur Trennung der beiden Enantiomere 27a und 27b auf
einer Daicel Chiraltec IB (10x250 mm, 223 nm, 1% Methanol in Hexan, 2.5 mL/min). Alle acht Minuten wurden 10 mg

Substanz aufgespritzt.

Um zu Uberprifen, unter welchen Bedingungen die Enantiomere epimerisieren, wurden diese in
einer sauren Losung (10% Trifluoressigsdure in Hexan mit 4% Methanol) bei Raumtemperatur
geruhrt. Es zeigte sich, dass eine langsame, aber stetige Racemisierung stattfand (Tabelle 4-2,
Diagramm 4-1). Dies zeigt, dass spéatere tert-Butoxycarboxyl-Entschitzungen ein Problem
darstellen kénnten, da sich bereits nach einer Reaktionszeit von einer Stunde der ee-Wert um
mehr als 10% verschlechtert hat (typische Reaktionsbedingungen sind Dichlormethan/
Trifluoressigsdure im Verhaltnis 9:1 oder 4:1 mit einer Reaktionszeit von 1-1.5 Stunden).
Dahingegen zeigte sich bei leicht sauren Bedingungen (Hexan mit 1% Methanol und 0.1%
Ameisensaure, zweiStunden Rihren bei Raumtemperatur) oder in einer basischen Losung

(15 Aq. Diisopropylethylamin in Acetonitril) keine Epimerisierung.
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Tabelle 4-2: Bestimmung des Enantiomereniiberschusses bei Rihren in einer 10%igen TFA-LOsung bei Raumtemperatur.
Der Enantiomerenlberschuss wurde mittels Chromatographie bestimmt (Boroxolalkin 27 (1 mg) in 1200 uL Hexan, 50 pL
MeOH mit 130 uL TFA; HPLC Bedingungen: Daicel, 1B, 1% Isopropanol in Hexan, 0.2 mL/min, 215 nm).

Zeit/h Enantiomer 1/FE Enantiomer 2/FE  ee-Wert/%
0 0.92 96.63 98.12
1 4.32 59.24 86.41
2 4.12 47.46 84.01

3.25 9.28 61.77 73.88

4 8.47 50.20 71.13
5 12.00 59.91 66.62
22 31.62 46.81 19.37
23 35.24 49.63 16.96
29 40.63 49.59 9.92
1005 Racemisierung des Boroxolalkins 27
so

60~

3]

=

$

D 40-

(0]
20 - .

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Zeit/h

Diagramm 4-1: Racemisierungs-Test des Boroxolalkins 27 unter sauren Bedingungen (10% TFA).
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Die Enantiomere des Boroxolalkins 27 konnten (iber eine chirale, stationdre Phase erfolgreich
getrennt werden. Allerdings wurde nicht abschlielend geklart, welches Enantiomer welche
Stereochemie tragt. Um den Aufwand dieser Trennung zu verringern, sollte tGberlegt werden, die
Einfihrung des Alkins mit chiralen Hilfsreagenzien durchzufiihren. Analoge Reaktionsvorschriften
sind fir Bromaldehyd bereits bekannt und koénnten auf 2-Formylphenylboronsaure 75

Ubertragen werden.

Aufgrund der moglichen Epimerisierung sollte darauf geachtet werden, nach der Einfiihrung der
enantiomerenreinen Boronsadure auf weitere stark saure Reaktionsbedingungen zu verzichten,
wohingegen leicht saure Bedingungen wie beispielsweise eine chromatographische Reinigung

mit typischen Laufmitteln mit Sdurezusatz kein Problem darstellen sollten.

4.4. Darstellung der Modellverbindung 29

Um spater Uberprifen zu kénnen, dass wirklich die Boronsaureeinheit die Bindung an die
Kohlenhydrate bewirkt, sollte auch eine Modellverbindung dargestellt werden. Diese sollte die
gleichen Funktionalitaten, jedoch keine Boronsdure enthalten. Dabei erfolgte die Synthese des
Bromalkins 29 analog zum Boroxolalkin 27. Dabei wurde der erste Schritt, die Alkinaddition an 2-
Brombenzaldehyd 72, zum TMS-Bromalkin 73 schon von Falk Wienhold mit sehr guten

18718 pje Entschiitzung der Trimethylsilyl-Schutzgruppe zum Bromalkin

Ausbeuten durchgefiihrt.
29 resultierte mit guten Ausbeuten und im Gegensatz zu dem Boroxolalkin 27 erfolgte die
sdulenchromatographische Reinigung des Bromalkins ohne Probleme (Schema 4-12)" Auch hier

wurde ein racemisches Enantiomerengemisch erhalten, das nicht getrennt wurde.

Br O Br OH Br OH

I]  n-BuLl, TMS-Acetylen LiOH
90% A 64% S
T™S
72 73 29

Schema 4-12: Syntheseroute zur Darstellung des Bromalkins 29. Der erste Schritt ist eine Alkinaddition an den Aldehyd 72

gefolgt von einer TMS-Entschiitzung im basischen Milieu zum Bromalkin 29.

4.5. Darstellung der Kupplungsprodukte

Es gibt eine Vielzahl an Peptidkupplungsprotokollen. Fir Adamantancarbonsauren sind einige

Kupplungsbedingungen bekannt. Die Reinigung von Standard-Peptidkupplungsreaktionen erfolgt

Xiii

Die Synthese des Bromalkins 29 findet sich in der Bachelorarbeit von Malte Holzapfel (Universitdt Hamburg,

,Synthese divalenter Derivate der Phenylboronsaure”, 2013).
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mittels Sdure-Base-Wasche. Dadurch werden die einzelnen Kupplungsreagenzien aus dem
Rohprodukt entfernt. Problematisch ist dieser Reinigungsschritt bei Substanzen, die im Basischen

oder Sauren wasserloslich sind (wie z.B. Boronsduren).

4.5.1.1. Kupplung der Bromphenol-Derivate 86 an Adamantancarbonsduren und

dessen flexible Analoga

Erste Kupplungsversuche wurden mit der Carbonsdaure 49 und der Tricarbonsdure 24
durchgefiihrt. Dabei wurde das Bromphenolderivat 86 an das Adamantangrundgeriist konjugiert.
Die Kupplungsreaktionen verliefen mit guten Ausbeuten (je 63%) und die Rohprodukte konnten
saulenchromatographisch gereinigt werden. Das flexible Grundgeriist 89 konnte von Tim-Daniel
Stumpf wahrend seiner Bachelorarbeit ebenfalls mit dem Bromphenolderivat 86’ konjugiert
Xiv

werden.”” Allerdings verlaufen die Kupplungsreaktionen des flexiblen Grundgeriistes mit

schlechteren Ausbeuten (35% bzw. 36%), als ihre rigiden Analoga (Schema 4-13).

Da spater noch gezeigt wird, dass die Kupplungsausbeuten auch bei Adamantanderivaten
teilweise stark schwanken, konnen die schlechten Kupplungsausbeuten fir die flexiblen Analoga
91 und 92 damit erklart werden, dass nicht genligend auf die Reaktionsbedingungen geachtet
wurde und diese nicht ausreichend optimiert wurden. Generell sollten auch fiir die flexiblen

Analoga 91 und 92 bessere Ausbeuten moglich sein.

Xiv

Tim-Daniel Stumpf, Justus-Liebig-Universitdt GielRen, ,Optimierung der Synthese von Boronsdurederivaten

zur multivalenten Kohlenhydraterkennung”, 2010.



4. Resultate und Diskussion Teil 1 | 51

Br

NHBoc NHBoc Q
H
HOB, ED%TNEt3, DMF N_~o
CO,H ;
R R
Br. (o]
R T, -
o}
50,R=H 87, R'=H, 63%
24, R = CH,CH,COoH 86 88, R' = CH,CH,CO,H, 63%

NHz*CI

HOBt, EDC, NEt3, DMF

86 +p-
NH;"Cl Br Br
Br

91,n=1,36%
92, n =3, 35%

© 0
ow©

n=
n=

1
3

Schema 4-13: Darstellung der rigiden Aminoadamantantribromide 87 und 88 sowie der flexiblen Adamantan-Analoga 91
und 92.

Um die Ausbeuten weiter zu erhéhen, sollten reaktivere Kupplungsreagenzien aber auch héhere
Reaktionstemperaturen getestet werden. Es wadre auch denkbar, dass eine erneute Zugabe des

Amins nach einer gewissen Reaktionszeit hohere Ausbeuten liefern kénnte.

Eine interessante Abwandlung der Kupplungsreaktion ware die Durchfiihrung der Synthese mit
Hilfe von Mikrowellen. Hier kénnten, analog zu der automatisierten Peptidsynthese, die Vorteile

der Mikrowelle bessere Ausbeuten bewirken.

4.5.2. Kupplung von Benzoboroxolderivaten an Adamantancarbonsauren

Nachdem die Peptidkupplungsreaktionen mit dem Bromphenolderivat 86 erfolgreich
durchgefiihrt werden konnten, sollten diese nun auf die Kupplungsreaktionen mit dem Boroxol
54 (ibertragen werden. Wie zuvor erwahnt, wurden hier Probleme bei der Reinigung erwartet.

132 . .
was unter basischen Bedingungen noch

So sind Benzoboroxole laut Literatur wasserloslich,
verstarkt werden miusste. Somit sollte keine Saure-Base-Wasche auf die Kupplungsprodukte der
Phenylboronsduren 54 angewendet werden, da eine trimere Boronsdure vermutlich eine hohe
Wasserloslichkeit aufweisen und somit nicht organisch extrahiert werden konnte. Dies wiederum
wirde bedeuten, dass alternative Reinigungsrouten der multivalenten Boronsdure zur

Entfernung der Kupplungsreagenzien bzw. Edukte und Reagenzien notig waren.

Mehrere Versuche, das Benzoboroxol 54 an die Adamantantricarbonsdure 24 zu kuppeln,

misslangen (Schema 4-14). Weder Edukt noch Produkt konnten massenspektrometrisch
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nachgewiesen werden und verschiedene Reinigungsmethoden wurden verworfen. Lediglich nach
einer chromatographischen Reinigung des Rohproduktgemisches konnte nahezu sauberes
Kupplungsprodukt 93 mit einer Ausbeute von 2% erhalten werden. Allerdings zeigten NMR-
Messungen, dass dieses teilweise deboroniert vorlag. Inwieweit die Deboronierung wahrend der
Kupplungsreaktion oder der Reinigung stattfand, konnte nicht abschlieBend geklart werden. Da
es sich bei der Produktfraktion jedoch nur um eine geringe Substanzmenge handelte, scheint die
Kupplung des Benzoboroxols 54 an die Adamantantricarbonsaure 24 nicht erfolgversprechend zu
sein. Allerdings kénnen auch die chromatographischen Bedingungen Ursache fiir die schlechte
Ausbeute sein, da wie bei anderen Derivaten gezeigt werden konnte, Boronsduren eine starke

Wechselwirkung mit der stationdren Phase aufweisen.

\o
NHBoc HOBt, EDC, NEt, DMF NHBoc H

RT,5d O
R N
HO,C COH . ~
/O (0] (0] '
Ho-B =R
NHs*CI
o "8
54

HO,C

24 93

Schema 4-14: Kupplungsversuch des Boroxols 54 an die Adamantantricarbonsdure 24.

Auch Kupplungsversuche eines zweiten, weniger sdurelabilen Boroxols 94 (Synthese siehe ,4.6
1,3-Huisgen-Cycloaddition”) an die Adamantantricarbonsdure misslangen. Das gewilinschte
dreifach gekuppelte Produkt 95 konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden
(Schema 4-15).

N
NHB N—?/
OoC
HOBt, EDC, NEt;, DMF NHBoc y
RT,5d

HO,C COzH /
HO, o] o]
B—O //@ N J
o) hd
HO,C NN o o =R
N=N R

24 04 NH3+TFA' 95

Schema 4-15: Kupplungsversuch des Boroxols 94 an die Adamantantricarbonsaure 24.

Betrachtet man die dreifache Kupplungsreaktion noch einmal, kommt man an einen Punkt, an

dem sich verschiedene Probleme zeigen:
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1. Dreifachkupplungen am Adamantan-Grundgerist laufen nicht immer vollstandig ab.
Daraus kann sich ein Produktgemisch aus vier verschiedenen Substanzen ergeben (Edukt,

ein-, zwei- und dreifachgekuppeltes Adamantan).

2. Die Boronsaure kann unter den Reaktionsbedingungen oder auch wahrend der Reinigung
deboronieren. Dies flihrt dazu, dass ein mehrfach gekuppeltes Derivat dennoch nur eine

Boronsdureeinheit tragen kann, weil die andere(n) Einheit(en) deboroniert ist (sind).

3. Die Reinigung der Produkte ist schwierig. Kupplungsreagenzien kdnnen nicht basisch
extrahiert werden. Auch ein von Hall entwickeltes ,phase-switching” war nicht
erfolgreich anzuwenden. Hier wird ein Substanzgemisch mit Boronsduren in einer
basischen Kohlenhydratlosung zunachst organisch gewaschen. Nach Einstellung eines

T . . . . 200
sauren pH-Wertes sollte es moglich sein, die Boronsauren zu extrahieren.

4.5.3. Kupplung eines Azidolinkers an Adamantanderivate

Da der kritische Syntheseschritt zur Darstellung von Boronolektinen die Peptidkupplungsreaktion
an das Adamantangrundgerist zu sein schien, sollte in einem ersten Schritt das Adamantan mit
einem Azid funktionalisiert werden, um eine 1,3-Huisgen-Cycloaddition anzuschliefen und mit
dieser die Boronsaurefunktionalitat einzufihren. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden,
dass die 1,3-Huisgen-Cycloaddition erfolgreich mit dem Boroxolalkin 27 durchgefiihrt werden

187,189
kann.

Zunachst erfolgte die Kupplung des Azids 25a als Rohprodukt aus der sauren tert-
Butoxycarbonyl-Entschitzung mit Dichlormethan/Trifluoressigsaure (v/v 4:1) an die
Adamantancarbonsdure 96. Dabei konnte das gewlinschte Kupplungsprodukt 97 mit guter

Ausbeute von 72% erhalten werden (Schema 4-16).

CH,CH,N3
NHBoc TFA*H3NT “CO,Bn NHBoc N3
25a
EDC, HOBt, NEts N
CoOH —————————~
2% b COsBn
96 97

Schema 4-16: Kupplungsreaktion des Azids 25a an die Carbonsaure 96.

Allerdings konnte bei der Kupplungsreaktion mit der Tricarbonsdure 24 das gewiinschte
Kupplungsprodukt 26 nur mit einer Ausbeute von 23% erhalten werden. Die niedrige Ausbeute
konnte Uber eine Nebenreaktion erklart werden. So reagierte ein Viertel des Amins mit

Trifluoressigsdure 25a (Schema 4-17). Diese Kupplungsreaktion verlduft schneller als die
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Kupplungsreaktion am Adamantangrundgeriist. Dies liegt vermutlich an dem groReren

sterischen Anspruch des Adamantans.

Warum die Kupplungsreaktion einmal mit sehr guten und einmal mit sehr schlechten Ausbeuten
ablief, kann auf eine ungeniigende Koevaporierung der Uberschissigen Trifluoressigsaure
zuriickzufithren sein. Der Uberschuss an Trifluoressigsdure bewirkt die entsprechende

Nebenreaktion.
NHBoc

NHBoc
NEt;, EDC, HOBt,
DMF,3d,RT ~ BnO,C COan
HO,C COH
’ z CH,CH,N; < \{)L COLBn
'TFA*H3N)\COZBn

HO,C
24 25a BnOZC

24%
N bezogen auf Amin 25a
3

26
23%

Schema 4-17: Nebenreaktion bei einer Mehrfachkupplung mit dem Amin 25a als TFA Salz.

Um die Gefahr dieser Nebenreaktion zu umgehen, wurde bei weiteren Kupplungsreaktionen das
Amin 25 nach der Entschiitzung in Dichlormethan/Trifluoressigsaure mit 0.1 M Salzsiure

umgesalzen und als HCI-Salz in den Kupplungsreaktionen eingesetzt.

Die Dreifachkupplung mit Hydrochloridazid 25b an die Tricarbonsdure 24 zeigte bereits etwas
verbesserte Ausbeuten (30%). Diese konnten mit HATU als Kupplungsreagenz noch weiter
erhoht werden (52%). Die Monokupplung an die Adamantancarbonsaure 50 verlief mit 71%
vergleichbar gut wie die um eine Ethyleinheit verkiirzte Adamantancarbonsaure 96. Lediglich die
Zweifachkupplung an Adamanandicarbonsaure 51 verlief mit 35% Ausbeute etwas schlechter als

ihre einfach- und dreifachsubstituierten Analoga (Schema 4-18).
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N3

I

CI"HsN” >CO,Bn

25b

NHBoc
H N3
N

R3
o) CO,Bn
R* %/—)
X

100, R®=R*=H; 71%
101, R®=H, R* = X; 35%
26, R®=R*=X;52%

Schema 4-18: tert-Butoxycarbonyl-Entschiitzung des Azids 99" mit anschlieRender Umsalzung gefolgt von

Peptidkupplungsreaktionen mit den Adamantancarbonsauren 50, 51 und 24.

Auch das um eine Ethyleinheit verkiirzte Grundgerist 102 konnte synthetisiert werden.
Aufgrund sterischer Hinderung konnte nur eine sehr schlechte Ausbeute von lediglich 13%
erhalten werden (Schema 4-19).

BocHN CH,CH,N; BocHN
“CI'HsN” >CO,Bn
25b Na
EDC, HOBt, NEt, H
HO,C COH . - R
2 2 13% N CO,Bn
HOLC R
%(—/
38 102 R

Schema 4-19: Kupplungsreaktionen zwischen dem Carbonsdureadamantanderivat 38 und dem Azid 25b.

Um die Ausbeuten weiter zu erhohen, sollten noch andere, aktivere Kupplungsreagenzien
getestet werden. Fir Systeme, die eine langere Linkereinheit erlauben, kénnten diese durch
verringerte sterische Anspriiche bessere Ausbeuten bewirken. Auch die Optimierung der
Reaktionsbedingungen (z.B. eine mikrowellenbasierte Reaktion, andere Reagenzien-
Verhaltnisse, andere Temperaturen oder Reaktionszeiten) sollte eine Erhéhung der Ausbeute

ermoglichen.

55



56

4. Resultate und Diskussion Teil 1

Effektormolekdil

ﬁ 1,3-Huisgen-

Entschitzung Cycloaddition

J

Peptidkupplung

Abbildung 4-8: Die Azidoadamantane (hier wird als Beispiel das Triazid 26 gezeigt) besitzen drei funktionelle Gruppen zur
weiteren, modularen Funktionalisierung: Einerseits besitzen die Azidoadamantane ein Azid zur Verknlipfung mit Alkinen.
Weiterhin besitzen sie eine benzylgeschiitzte Carbonsiaure, an die (nach einer basischen Entschiitzung) mittels
Peptidkupplungsreaktionen weitere kleine Peptide gekniipft werden kénnen. Orthogonal gegensatzlich ansteuerbar ist das
tert-Butoxycarbonyl geschitzte Amin, das nach einer sauren Entschitzung an ein Effektormolekdl (z.B. einen Farbstoff)

konjugiert werden kann.

Die Azidoadamantane 100, 101, 26 und 102 besitzen nun drei orthogonal ansteuerbare
funktionelle Gruppen (Abbildung 4-8): Einerseits kann das Amin am Adamantangrundgerust zur
Einflihrung eines Effektormolekiils genutzt werden. Neben diesem Effektormolekiil kénnen tber
die Carbonsdure-Einheiten durch Peptidkupplungsreaktionen weitere Molekiile, respektive
Aminosauren oder allgemein Amine, konjugiert werden. Die jedoch entscheidende funktionelle
Gruppe ist das Azid. Dieses ermoglicht die bioorthogonale Reaktion mit Alkinderivaten unter

Aufbau eines Triazolrings Gber eine kupferkatalysierte 1,3-Huisgen-Cycloaddition.

4.6. 1,3-Huisgen-Cycloaddition

4.6.1. Synthese der Benzoboroxoltriazolderivate

Mit den verschiedenen Azidoadamantanderivaten konnte nun die Einfihrung der Boroxolgruppe
erfolgen. Dazu wurden verschiedene Bedingungen getestet. Bei allen zeigte sich ein prinzipielles
Problem: 1,3-Huisgen-Cycloadditionen erfolgen kupferkatalysiert. Kupfer kann jedoch zwischen
die Bor-Kohlenstoff-Bindung insertieren, was eine Deboronierung des Produktes bewirkt und

nicht immer gewollt ist (Abbildung 4-9).°*°%

Bei multimeren Systemen ergibt sich daraus eine
Vielzahl an moglichen Produkten, die aus unvollstindigen Click-Reaktionen bzw.
Deboronierungen entstehen kénnen. Das ergibt — ungeachtet der sich dabei bildenden

Diastereomere — ein dullerst komplexes Produktgemisch.
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Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der Synthese von Boroxoltriazolderivat XV mit einer kupferkatalysierten 1,3-

Huisgen-Cycloaddition.

Aufgrund der moglichen Produktvielzahl wurde zunachst an einfachen Modellsystemen, den
Aziden 99 und 105, die Synthese optimiert (Abbildung 4-10).

OH
h\,//N R
N3 N /
27,
Reaktionsbedingungen
BocHN — " BocHN
99 103,R=H
104, R = B(OH),

,\\,/,N R
N3 N /
27,
E\«H Reaktionsbedingungen
N -

105 106, R = H
107, R = B(OH),

Abbildung 4-10: Modellsystem zur 1,3-Huisgen-Cycloaddition. Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen getestet:

Entweder wurde bei Raumtemperatur geriihrt oder eine Mikrowellensynthese durchgefiihrt (Tabelle 4-3).

Mit dem Boroxolalkin 27 konnten bereits erfolgreich 1,3-Huisgen-Cycloadditionsreaktionen nach
einem modifizierten Protokoll durchgefiihnrt werden. Dieses geht nicht von einer in-situ-
Darstellung des Cu(l) aus Cu(ll) mit Natriumascorbat aus, sondern startet mit Kupfer(l)-Bromid.
Zur Erhohung der Reaktivitdt und zur Stabilisierung des Cu(l) wurde ein Kupfer(l)-Ligand, Tris(1-
benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyllamin (TBTA), zu der Reaktionslosung in t-BuOH/H,0/DMF
(1:1:3) gegeben.'®

Das Azid 99 und das Boroxolalkin 27 reagierten jedoch mit TBTA und CuBr in Gegenwart von CsF,
welches die Deboronierung von Boronsauren verhindern soII,204 nur in einer Ausbeute von 21%
zu Triazolderivat 103. Bei der erneuten Durchfiihrung der Reaktion konnte lediglich das
deboronierte Zersetzungsprodukt 104 erhalten werden (76%). Grund fir diese Empfindlichkeit
zur Zersetzung kann die lange Reaktionszeit, aber vor allem die Gegenwart von CsF sein. In
einem nachsten Schritt wurde auf CsF verzichtet. Hier zeigte sich nach einer Reaktionszeit von

vier Stunden zwar eine vollstandige Umsetzung des Eduktes, indes zeigte sich, dass die Reaktion
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unter diesen Bedingungen ebenfalls sehr empfindlich ist. Verunreinigungen im Edukt 27 oder im
Losungsmittel (insbesondere im DMF) konnen zur Deboronierung flihren. Somit ist die
Cycloadditions-Reaktion mit Cu(l) und TBTA mit einer Reaktionszeit von vier Stunden generell

moglich, aber fiir komplexere Substrate nicht ideal.

Um die Reaktionszeit zu verkiirzen, wurde die Cycloadditions-Reaktion mikrowellenbasiert
durchgefiihrt. Die einzelnen Versuche zu verschiedenen Reaktionszeiten und -temperaturen
wurden massenspektrometrisch Uberpriift und das Verhéltnis an nicht umgesetztem Edukt,

gewiinschtem Produkt und deboroniertem Nebenprodukt bestimmt.

Der Versuch, mit Standardbedingungen (Kupfersulfat/Natriumascorbat) eine mikrowellen-
basierte Cycloadditions-Reaktion durchzufiihren, zeigte je nach Reaktionsdauer/-temperatur
einen unterschiedlichen Grad der Deboronierung. Moderate Temperaturen (50 °C) und kurze
Reaktionszeiten zeigten das gewiinschte Produkt und kein deboroniertes Nebenprodukt (Tabelle
4-3: Eingang 1, 50 °C, 2 min). Allerdings war die unvollstandige Reaktion nicht zufriedenstellend,
da rund ein Drittel des Edukts nicht reagiert hatte. Eine Verlangerung der Reaktionszeit von zwei
auf funf Minuten sowie eine leicht hohere Temperatur (70 °C statt 50 °C) zeigte einen
vollstandigen Umsatz des Eduktes. Indes wurde auch die Bildung des deboronierten
Cycloadditionsprodukts beobachtet (Tabelle 4-3: Eingang 2, 70 °C, 5 min). Eine Verldngerung der
Reaktionszeit auf zehn Minuten erhdhte den Grad der Deboronierung auf ein Verhaltnis von 6:1
zu 1:1 (Tabelle 4-3: Eingang 3, 70 °C, 10 min). Zugabe von CsF, das in der Literatur als Schutz vor

. . . 204
Deboronierungen beschrieben wird,

zeigte keinen Nutzen, sondern eine Erhohung der
Deboronierung (Tabelle 4-3: Eingang 4). Das Reaktionsprotokoll mit CuBr und TBTA lieferte
hingegen eine vollstindige Umsetzung des Eduktes und nur einen geringen Grad an

Deboronierung (Tabelle 4-3: Eingang 5).
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Tabelle 4-3: Verschiedene Reaktionsbedingungen fir die kupferkatalysierte 1,3-Huisgen-Cycloaddition unter
Mikrowellenbedingungen. Die Reaktion wurde massenspektrometrisch verfolgt (ESI-MS, positiver Modus) und das

Verhaltnis Edukt (A), Cycloadditionsprodukt (B) und deboroniertes Cycloadditionsprodukt (C) bestimmt.

Eingang Azid Kupfer-Quelle t [min] T°[C] Verhéltnis A/B/C?
1 929 CuS0,4/NaAsc 2 50 40/60/0

2 929 CuS0,4/NaAsc 5 70 0/86/14

3 929 CuS0,4/NaAsc 10 70 0/50/50

4 929 CuS0O,4/NaAsc/CsF 5 50 2/9/89

5° 99 CuBr/TBTA 5 70 0/92%/Spuren

6 105 CuS0,4/NaAsc 5 70 0/60/40

7>¢ 105  CuBr/TBTA 5 70 0/56%/26%

® Das Verhiltnis von Edukt (A), Cycloadditionsprodut (B) und deboroniertem Cycloadditionsprodukt (C) wurde aus der
Reaktionslosung mittels ESI-MS (positiver Modus) bestimmt. ® Die Produkte wurden mittels chromatographischer Reinigung
isoliert. © Es wurde nach einer Reaktionszeit von finf Minuten ein zweites Mal Boroxolalkin 27 zur Reaktionslésung gegeben

und fir weitere fiinf Minuten unter Mikrowellenbedingungen gerihrt.

Fihrt man die Reaktion mit komplexeren Aziden (hier Aminoadamantanmonoazid 105) durch,
kann sich der Anteil des deboronierten Nebenproduktes erhéhen. Dies zeigte sich flir das
Adamantanmonoazid 105 sowohl fiir die Standardbedingungen Kupfersulfat/Natriumascorbat
(Tabelle 4-3: Eingang 6) als auch fir das modifizierte Protokoll mit CuBr/TBTA (Tabelle 4-3:
Eingang 7).

Da das Protokoll mit CuBr/TBTA fur das einfache Modellsystem 99 bzw. 105 bessere Ergebnisse
erzielte, als die in-situ Bildung von Cu(l), wurde firr alle weiteren 1,3-Huisgen-Cyloadditions-
reaktionen mit diesem Protokoll gearbeitet (MW, 7 bar, 70 °C, 5 min). Zeigte sich nach einer
Reaktionszeit von fiinf Minuten eine unvollstandige Umsetzung des Eduktes, wurde ein zweites
Mal Alkin zur Reaktionslosung gegeben und diese fiir weitere fiinf Minuten in der Mikrowelle

erhitzt. Allerdings zeigte sich hier, dass die Gefahr der Deboronierung wieder stieg.

Um die Deboronierung wahrend der Aufarbeitung zu verhindern, wurde unter milden
Bedingungen gearbeitet. Das Losungsmittel wurde mittels Gefriertrocknung entfernt und der

Rickstand chromatographisch gereinigt.
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4.6.2. Synthese der Bromtriazolderivate

Im Gegensatz zu den Boronsdurederivaten sind Bromtriazolderivate unempfindlich in Bezug auf
Debromierung. Aus diesem Grund wurde die Reaktion mit Natriumascorbat und Kupfersulfat
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Reaktion in der Mikrowelle schneller erfolgt und bessere
Ausbeuten liefert (Schema 4-20).

N
Br OH : Br OH //O
NaAsc, _— Q o
X © BocHN CuSO, N
o
o

AN
NH
(o]
29 99 o]
—<
12 h, rt: 33%

MW, 8 min, 80 °C, 200 W. 10 bar: 87%

Schema 4-20: 1,3-Huisgen-Cycloaddition mit dem Bromalkin 29 und dem Azidohomoalanin 99 unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen. Es zeigt sich, dass die mikrowellenunterstiitze Reaktion bessere Ausbeuten liefert und schneller
ablauft.

Generell konnten gute Ausbeuten der verschiedenen Cycloadditionsderivate erhalten werden
(108: 87%, 110: 85%, 30: 65%, Schema 4-20, Schema 4-21) und lediglich das Dimer 111 zeigte

eine etwas niedrigere, aber noch zufriedenstellende Ausbeute von 48% (Schema 4-21).

R! CuSO,4 NaAsc,
Br OH H N3 MW, 8 min,
Nf 80 °C, 200 W. 10 bar j\\/
\ +
A
N J _ J
' Y
X Y
29 109,R'=R?=H 110, R' = R® = H; 85%
100, R' = NHBoc, R = H 30, R'=NHBoc, R®=H;65%
101, R' = NHBoc, R? = X 111, R' = NHBoc, R® = Y; 48%

Schema 4-21: 1,3-Huisgen-Cycloadditon weiterer Bromadamantanderivate 110, 30 und 111.

4.7. Reinigung der multivalenten Adamantanboronsauren

Die Reinigung der multivalenten Adamantanboronsauren zeigte sich als problematisch. Aufgrund
des Molekulargewichts, der Polaritdt und Komplexitat wurde die chromatographische Reinigung
mittels HPLC der sdulenchromatographischen Reinigung vorgezogen. Dabei wurden zunachst

Standardbedingungen (RP-8, H,0/MeCN) getestet. Allerdings zeigte sich keine Trennung der
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dreifachboronierten von der zweifach- bzw. einfachdeboronierten Verbindung. Die
Produktsignale waren sehr verbreitert und das Produkt eluierte nur unwesentlich spater als die
deboronierten Nebenprodukte. Auch ein Wechsel der stationdren Phase (RP 18) zeigte keine
grundsatzliche Verbesserung. Dies erfolgte aber mit einem Lésungsmittelwechsel. Anstelle von
Acetonitril wurde Methanol verwendet und ein Sdureadditiv (0.1% Ameisensdure) hinzugeflgt.

Damit ergab sich eine schlechte, aber sichtbare Trennung der Produktsignale.

Generell ist die verbesserte Trennung mit Methanol als Laufmittel verwunderlich, da
Boronsauren in Gegenwart von Sdure und Methanol einen Methylester bilden kdnnen
(Abbildung 4-11). Zwischen der freien Boronsaure 112 und dem Methylester 113 herrscht ein
dynamisches Gleichgewicht. Jedoch konnte bei analytischen LC-MS-Laufen ein Methylester nicht
als eigenstandiges Signal beobachtet werden (allerdings ist er haufig in MS-Spektren als

zusatzliches Signal zu sehen).

—0,
B—O

HO,
B—0 4+ MeOH
112 13

Abbildung 4-11: Gleichgewicht der Boronsdure 112 und dem Boronsdauremethylester 113.

Teilweise eluierten die Boronsdurederivate iber einen Zeitraum von 10-20 Minuten. Diese stark
verbreiterten Produktsignale, besonders im semipraparativen MaRstab, sind vermutlich auf
dynamische Prozesse zurlickzufihren. Dabei kommt es zu starken Wechselwirkungen der
Boronsdure mit der stationdren Phase, aber auch mit dem Laufmittel (insbesondere Methanol).
AulRerdem wurden die Boronsdurederivate jeweils als Diastereomerengemische synthetisiert.
Dies bedeutet, dass zwei bis vier Diastereomere (je nach Anzahl der Boronsduregruppe)
nacheinander eluierten, ohne voneinander getrennt zu werden. Es zeigte sich in LC-MS-Laufen
keine Antrennung der Diastereomere, weswegen nicht weiter versucht wurde, diese
voneinander zu trennen. Da die verbreiterten Signale dennoch eine saubere Trennung der
Produktfraktionen ergab, wurden diese in Kauf genommen. Die Mischfraktionen sowie die
deboronierten Nebenprodukte waren bei fast allen Verbindungen sehr gering und konnten somit

verworfen bzw. ausgeschlossen werden.

Die Abtrennung der deboronierten Verbindungen von den entsprechenden Boronsaurederivaten
war sowohl fir die mono-, di- und trimeren Verbindungen erfolgreich und lieferte die
gewlinschten, reinen Produkte mit guten Ausbeuten (Monomer 114 72%, Dimer 115 57%,
Trimer 116 75%; Trimer 117 65%, Schema 4-22, Tabelle 4-4).
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OH
B
HO, o
B—O
N NN
N3 27 N
BocHN BocHN
Iy CuBr, TBTA, I
o] MW, 5 min, 70 °C, 200 W, 7 bar o
N CO,Bn N CO,Bn
R’ m H R’ mH
RZ %/—/ R4 %(—/

X Y

Schema 4-22: 1,3-Huisgen-Cycloaddition mit den Azidoadamantanen 100, 101, 26, 102 und dem Boroxolalkin 27.

Tabelle 4-4: Ausbeuten der 1,3-Huisgen-Cycloaddition verschiedener Azidoadamantane mit dem Boroxolalkin 27.

Edukt R* R* n m Produkt R® R* Ausbeute/%

100 H H 0 2 114 H H 72
101 H X 0 2 115 H Y 57
26 X X 0 2 116 Y Y 75
102 X X 3 0 117 Y Y 65

Die NMR-Spektren der gereinigten Boronsaurederivate zeigten leicht verbreiterte Signale. Ein
Versuch, die Kupferreste durch Waschen mit einer leicht sauren EDTA-L6sung zu entfernen,
zeigte jedoch keinen Erfolg. Stattdessen ergab sich ein Produktverlust von rund 50%. Allerdings
stellt sich hier die Frage, ob der pH-Wert aufgrund des niedrigeren pKs-Wertes des

Boronsaurederivates nicht zu einer vollstdndigen Protonierung ausreichte.

4.8. Weitere Funktionalisierung der Boronolektine

Bisher konnte in Abschnitt ,,4.6.1 Synthese der Benzoboroxoltriazolderivate” gezeigt werden,
dass Adamantan mit Boronsduren funktionalisiert werden kann. Um diese einfachen
Boronolektine weiter zu modifizieren, sollten einerseits Effektormolekiile und andererseits

weitere funktionelle Gruppen an die Adamantanboronsaurederivate konjugiert werden.
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4.8.1. Konjugation an kleine Peptideinheiten

Auf der Zelloberflache befinden sich neben Kohlenhydraten sogenannte Integrine. Diese kbnnen
dazu genutzt werden, um die Spezifitat der Boronolektine zu erhéhen, indem sie als zusatzliche
Erkennungsmerkmale und Liganden dienen (Abbildung 4-12). Da bereits gezeigt wurde, dass die
Aminosauresequenz RGD an Integrine bindet, sollte sowohl GRGDS als auch GRGES als

Blindprobe an das Adamantangrundgerist geknipft werden.

O Kohlenhydrate

Q [ Kohlenhydrat A

, Integrin
? ; Rezeptor mit ...

..RGD
> ... CRD (erkennt KH A)

Abbildung 4-12: Lipiddoppelschicht mit Kohlenhydraten und Integrinen auf einer Zelloberflache. Entsprechende Rezeptoren
kdénnen die Kohlenhydrate erkennen und an diese binden. Zusatzliche Affinitdten bzw. Spezifitdten konnten Uber die

Bindung an Integrine erreicht werden (z.B. mit der Aminosduresequenz RGD). Damit kommt es neben der Peptid-

Kohlenhydrat-Wechselwirkung auch zu einer Peptid—Peptid—WechseIwirkung.205

Dabei wurde die Peptidsequenz mittels Peptidsynthesizer hergestellt. Um am C-Terminus keine
freie Carbonsdure zu haben, wurde ein Rink-Amid-Harz verwendet. Dieses ergibt nach
vollstandiger Abspaltung der Schutzgruppen ein C-standiges Amid (119, 120). Allerdings besitzt
das geschitzte Pentapeptid als Rink Amid nach der Abspaltung vom Harz eine freie Carbonsaure
in der Linkerfunktion (Schema 4-23). Somit konnten Aktivester nicht in-situ in Gegenwart des

geschiitzten Pentapeptids gebildet werden.
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118

119, GRGDS: n=0
120, GRGES: n =1

Schema 4-23: Abspaltung der Pentapeptide 119 und 120 vom Harz.

Zunichst stellte sich die Uberlegung, die Peptid-Sequenz (sowohl das GRGDS-Rink Amid, als auch
das GRGES-Rink Amid) komplett zu entschitzen und anschlieBend die Kupplung an die
Adamantanderivate durchzufiihren. Allerdings stellte sich hier die Frage, inwieweit es zu
Nebenreaktionen mit den Seitenketten kommen kénnte. Um etwaige Probleme zu umgehen,
wurde die geschiitzte Peptideinheit an das Adamantangrundgeriist gekuppelt. Dabei war
allerdings die schon erwiahnte freie Carbonsdure zu beachten. Aus diesem Grund wurden
zunachst die Aminoadamantancarbonsduren 100 und 101 in einen NHS-Ester (121, 122)
Uberfuhrt und diese mit den Peptiden 119 und 120 weiter umgesetzt. Nach der Kupplung des
Pentapeptids wurde das Zwischenprodukt nicht gereinigt, sondern lediglich das Losungsmittel
entfernt. AnschlieRend wurde die vollstdndige Entschiitzung des Rohproduktes mit TFA/H,0/
TIPS/Phenol (88%/5%/2%/5%) durchgefiihrt. Da mit einem Uberschuss des Peptides gearbeitet
wurde, hatte eine Fallung mit Ether kein sauberes Produkt geliefert. Aufgrund der geringen
AnsatzgrofRe wurde ganz auf die Fallung verzichtet und die Reinigung chromatographisch
durchgefiihrt (Schema 4-24).
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N3 N3 N3
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R 0 R? © R? o .o
- — - O\V\j
\% W
X
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N3 NS O
NH, BocHN

H cleavage H

@\/\‘( " "\ B @\/\( " HIEX\O\\S
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128,R®=H,n=1,18%
129, R®=H,n=0, 25%
130,R5=2Z,n =0, 4% mit Verunreinigung : 125, R4 =H, n=1
alle Ausbeuten bezogen auf 4 Stufen ' "
' 126,R*=H,n=0
1 127,R*=Y,n=0
* cleavage cocktail: TFA 88%, TIPS 2%, H,0 5%, Phenol 5% Y S

Schema 4-24: Synthese der Peptidadamantane 128, 129 und 130.

Fir die monomeren Derivate 128 und 129 konnten die Adamantanpeptide mit maRigen
Ausbeuten Uber vier Schritte isoliert werden (25% fiir GRGDS 129 und 18% fiir GRGES 128, vier
Schritte). Im Gegensatz dazu zeigte die Synthese des Dimers eine wesentlich schlechtere
Ausbeute (4%, vier Stufen). Hinzu kommt, dass die chromatographische Reinigung nur ein
Gemisch aus Pentapeptid 130 und einer unbekannten Komponente lieferte, das weiter
umgesetzt wurde. Dass die Synthese des Dipeptidadamantans 130 schwerer ablief als die des
Monomers 129, ist vermutlich auf den sterischen Anspruch, eine noch hohere Dichte an

funktionellen Gruppen und die experimentelle Durchfiihrung zuriickfihrbar.

Der kritische Schritt dieser Syntheseroute ist vermutlich die Kupplung mittels NHS-Ester. So
besitzen NHS-Ester eine geringere Aktivitdt als andere Kupplungsreagenzien. Hier ware eine
alternative Syntheseroute, mit einem anderen Pentapeptid zu arbeiten oder die
Kupplungsreaktion an einem Peptidsynthesizer durchzufiihren eine Moglichkeit, die Ausbeute zu

erhohen. Eine Peptidkupplung an der festen Phase ist allerdings nur fir monomere
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Adamantanpeptide moglich, da multivalente Systeme vermutlich nicht Giber eine feste Phase an

drei Stellen gekuppelt werden kénnen.

Nach der Reinigung der Peptidadamantane 128, 129 und 130 konnte in einem zweiten Schritt die
1,3-Huisgen-Cycloaddition erfolgen. Diese verlief fir das Peptidadamantan 128 mit
vergleichbaren  Ausbeuten (58% fir 131) verglichen mit den 1,3-Huisgen-
Cycloadditionsreaktionen der einfachen Azidoadamantane (zwischen 50-70%). Im Gegensatz
dazu zeigte das Adamantanboronsaurepeptid 132 einen hohen Anteil an deboroniertem Produkt

und konnte nur in Spuren als Produktgemisch erhalten werden (Schema 4-25).

: ‘ H
HN : : N HN
)LNHZ | 27,CuBr, TBTA, ; H »\NHZ
" 5 o N LMW, 5min 200w, L7~/ 1 0 g o M
RS ¢ . 70°C.7bar | R°
; HN 3 3 HN
: NH HO : : NH HO

o o} ; : o o}
o: : o]
HN n ! ; HN n
o7 NH o : o7 NH o
R 1 )
on NHz on NH2
777777777777777777777777777777777777777777777 L=y =7
128,R5=H,n=1 131,R®=H,n=1,58%
129,R°=H,n=0 132,R®=H, n = 0, Spuren
130,R%=Y,n=0 133,R®=Y,n=0,24%

Schema 4-25: Darstellung der Boronolektine 131, 132 und 133.

Ursache fiir den hohen Grad der Deboronierung des Adamantanboronsaurepeptides 132 kénnen
die geringen Mengen an Edukt bewirkt haben. So konnte aufgrund der geringen Eduktmenge
keine exakte Einwaage des Kupferreagenzes erfolgen, weshalb im Uberschuss an Kupfer

gearbeitet wurde.

Auch fir das Dimer 130 konnte die 1,3-Huisgen-Cycloaddition erfolgreich durchgefiihrt und das
Adamantanboronsaurepeptid 133 isoliert werden. Die geringe Ausbeute von 24% bei der
Huisgen-Cycloaddition ist vor allem auf die Verunreinigung des Edukts zuriickzufiihren. Weiter
konnte die Dichte der funktionellen Gruppen an den Peptiden eine Ursache fiir die geringere
Ausbeute sein. Diese kénnen als Kupferliganden fungieren und somit Einfluss auf die Reaktion

nehmen.

Dennoch konnte mit der Synthese der Mono- und Diadamantanboronsaurepeptide 131 und 133
gezeigt werden, dass Adamantan erfolgreich mit Peptiden modifiziert und in einem nachsten

Schritt mit Boronsauren funktionalisiert werden kann.
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4.8.2. Weitere Funktionalisierung der Boronolektine — Fluoreszenzmarkierung

Um die Bindungseigenschaften der Boronolektine Gberpriifen zu kénnen und zu zeigen, ob die
Boronolektine mit einem Effektormolekil funktionalisiert werden kénnen, wurde das Amin mit

einem Fluoreszenzmarker (PromoFluor-647) modifiziert (Schema 4-26).

OH
/B
o)
SOzH
,Z’ \
“N HCl
NEt; (pH 8),
BocHN ] 1. CH,CI,/TFA (4:1), HoN ] PromoFluor-647 HN" o
n o 2h,RT n (als NHS-Ester),
CO,Bn 2.1MHCI v 12h, RT Y
1 N _ 1 —_— R!
R m H quant. R m m
R? — R? R?
Y
114,R'=R?=H,n=0,m=2 134,R'=R2=H,n=0,m=2 138,R'=R?=H,n=0,m=2, 14%
115,R'=H,R?=Y,n=0,m=2 135,R'=H,R?=Y,n=0,m=2 139,R'=H,R?=Y,n=0,m=2, 11%
116,R'=R%?=Y,n=0,m=2 136,R'=R?=Y,n=0,m=2 140,R'=R?=Y,n=0,m=2,11%
117,R'=R%2=Y,n=3,m=0 137,R'=R%2=Y,n=3,m=0 141,R'=R?=Y,n=3,m=0, 14%

Schema 4-26: Fluoreszenzmarkierung der Boronolektine 114, 115, 116 und 117.

Dazu wurde in einem ersten Schritt die Schutzgruppe abgespalten, zu einem HCI-Salz umgesalzen
und ohne Reinigung weiter umgesetzt. AnschlieBend wurde der Fluoreszenzmarker
,PromoFluor-647“*" mittels NHS-Ester Kupplung eingefiihrt (Schema 4-26). Bei dieser NHS-Ester
Kupplung zeigte sich, dass der pH-Wert einen entscheidenden Einfluss auf die Kupplungsreaktion
hat. Bei zu hohem pH-Wert hydrolysierte der NHS-Esters, wodurch die Reaktion nicht vollstandig
und nur zu einem geringen Anteil ablaufen konnte. AuRerdem zeigten Testreaktionen an dem
Monomer 138 und dem Dimer 139, dass eine zu lange Reaktionszeit zu einer Zersetzung der
Produkte fiihrte. So konnten massenspektrometrisch die Produkte 138 und 139 nach einer
Reaktionszeit von zwolf Stunden nachgewiesen werden. Da die Reaktion noch Edukt aufwies,
wurde weitere zwolf Stunden geriihrt, doch nach dieser verlangerten Reaktionszeit konnte kein
Produkt mehr detektiert werden. Somit wurden die Reaktionszeiten fir die folgenden
Kupplungsreaktionen auf zwolf Stunden bei Raumtemperatur reduziert. Analog zu den

Boronolektinen erfolgte auch die Modifikation der Brom-Modellverbindung 30 (Schema 4-27).

“ Der kiufliche Fluoreszenzfarbstoff ,PromoFluor-647“ von PromoKine absorbiert bei einer Wellenldnge von
653 nm und besitzt eine Emissionswellenlange von 672 nm. Um die spateren Microarray-Messungen

durchfiihren zu kénnen, wurde dieser Farbstoff verwendet.
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N//N Br
N’ HO5S
NHBoc 1. CH,CI,/TFA (4:1), NH3*Cl" NEt3 (pH 8), HN™ ~O
H 2h,RT PromoFluor-647,
N 2.1 HCI 12 h, RT
—_— —_—
o quant. Y 22% Y

30 142 143

Schema 4-27: Fluoreszenzmarkierung der Brom-Modellverbindung 143.

Die Reinigung der Fluoreszenz-markierten Derivate 138, 139, 140, 141 und 143 wurde
chromatographisch durchgefiihrt (RP-8, 50% MeCN in H,0 + 0.1% FA fir das Monomer 138, das
Dimer 139 und die Modellverbindung 143 bzw. 50 auf 90% MeCN in H,0 + 0.1% FA fir die
Trimere 140 und 141 mit Fluoreszenzdetektion, Chromatogram 4-1) und lieferte die
gewiinschten Produkte. Obwohl das Amin 136 am Kohlenstoffbriickenkopf sterisch gehinderter
sein sollten als das Propylamin 137, zeigten sich keine wesentlich schlechteren Ausbeuten (11%
fir 136 und 14% fiir 137, Schema 4-26). Dies lasst darauf schlieRen, dass nicht allein bzw. an

erster Stelle die sterischen Anforderungen des Amins den Reaktionsverlauf beeinflussen.
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Chromatogram 4-1: Chromatogram des Fluoreszenz-markierten Bromderivates 143. Es ist ein DAD Spektrum (500-700 nm)
Gber einen LC-MS-Lauf (oben) sowie ein BPC-Chromatogram (Mitte) und ein MS-Spektrum (unten) gezeigt.
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Die Ausbeuten liegen bei allen finf Derivaten in einem Bereich um die 14%, die der
Modellverbindung liegt mit 22% etwas hoher. Eine Erklarung dieser moderaten Ausbeuten kann
in der Empfindlichkeit des NHS-Esters des Farbstoffes liegen. Wie in einigen Reaktionen
beobachtet werden konnte, ist dieser sehr hydrolyseempfindlich. Auch die geringe Reaktivitat
des NHS-Esters kann ein Grund fiir die geringe Ausbeute sein. Hier sollten weitere
Optimierungsschritte wie ein Losungsmittelwechsel, andere pH-Werte erfolgen sowie andere
Farbstoffe zur Fluoreszenzmarkierung herangezogen werden. Nichtsdestotrotz variieren auch die

Ausbeuten in der Literatur zwischen 14-80%.2°

Es konnte somit gezeigt werden, dass Boronolektine weiter funktionalisiert und fir verschiedene
Anwendungen wie beispielsweise zum Einflihren eines Effektormolekiils oder einer zusatzlichen

Erkennungseinheit angepasst werden kénnen.

4.9. Fluoreszenzassay

4.9.1.1. Qualitative Bindungseigenschaften der Boronsauren an verschiedene

Zucker

Um zu schauen, ob und inwiefern Boronsadurederivate eine Bindung an bestimmte Zucker zeigen,
wurde ein Fluoreszenzassay durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene Zucker auf einem Glaschip
immobilisiert.™ Dafiir wurden Glaschips mit einer Hydrogel-Oberflache verwendet, deren Linker
durch NHS-Aktivester funktionalisiert waren. In leicht basischem PBS wurden nun Aminolinker-
modifizierte Zucker (Abbildung 4-13) Uber einen manuellen Spotter auf die Glasoberfliche
aufgetragen. Nach einer Reaktionszeit von rund 18 Stunden wurden die Glaschips gewaschen

und verbliebene freie Carbonsduren mit Ethanolamin abgesattigt.

Somit wurden Glaschips erhalten, auf denen sieben verschiedene Zucker (a-Glc, a-Gal, a-Man, a-
GIcNAc, B-Gal-a-1,4-GIcNAc, a-Sia, B-Glc-S-a-1,6-Man) auf acht Feldern mit jeweils vier
Replikaten immobilisiert waren. Dies ermoglichte die Analyse von acht verschiedenen
Kohlenhydratrezeptoren bzw. die  Moglichkeit von  Mehrfachbestimmungen  auf

Bindungseigenschaften bezlglich der verschiedenen Zucker.

xvi

Dieser wurde in Kooperation mit Elisabeth Memmel aus der AG Seibel in Wiirzburg durchgefiihrt. Dabei

wurden die Glaschips von Elisabeth Memmel mit den verschiedenen Zuckern immobilisert.
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Abbildung 4-13: Zucker, die auf Glaschips immobilisiert wurden, um die Bindungsaffinitdten der Boronsdurederivate an
diese Zucker zu Uberprifen. Um die Immobilisierung auf den Glaschips zu ermoglichen, tragen alle als Rest einen

Aminolinker.

Fiir die Messungen wurden die Fluoreszenz-markierten Boronsauren 138, 139 und 140 in Wasser
und die Boronsdure 141 in Wasser/Dimethylsulfoxid (v/v 1:1) gelost und dann auf den Glaschip
pipettiert. Um ein Vermischen der Boronolektine zu vermeiden, wurden die Glaschips mit einem
,Chip Clip TM“*" fixiert und die Felder abgegrenzt (Abbildung 4-14).

Chip Clip™

Schieicher & Schuell BioScience

Abbildung 4-14: Links ist eine Halterung fiir die Glaschips zu sehen, die wahrend des Spotprozesses verwendet wird.
AuBerdem sieht man den manuellen Spotter. Auf dem mittleren Bild erkennt man zwei Glaschips, auf die bereits Zucker
gespottet wurden. Rechts befindet sich ein Glaschip in der Halterung wahrend der Inkubationszeit. Deutlich erkennbar ist
die Abtrennung in verschiedene Felder. In ein Feld kann je ein Rezeptor mit einer bestimmten Konzentration aufgetragen
werden. Dies ermoglicht das schnelle Screenen verschiedener Liganden und Rezeptoren. Die GréRe eines Glaschips
(Nexterion Slide H MPX (Schott)) betrdgt 7.56 x 2.50 cm, wobei ein Feld 6.59 x 6.59 mm grof ist. Verwendet werden 75 pL

der geldsten Rezeptoren, was die geringe bendtigte Substanzmenge erklart. ™"

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die Glaschips einem Waschprozess
unterzogen. Dieser bestand aus dreimaligen Waschen mit Wasser/Dimethylsulfoxid (v/v 1:1) und

einem Waschen mit PBST-Puffer gefolgt von PBS-Puffer. Die Glaschips wurden zur Trockenheit

xi Chip Clip TM gehort zum MicroCASTER TM-Set von Schleicher & Schuell und ermdoglicht eine 16-Well-
Einteilung.

xviii

Grafiknachweis: E. Memmel (links und Mitte), D. Claes (rechts)
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zentrifugiert und falls nétig ein weiteres Mal gewaschen. Im Anschluf wurde mit einem

Microarrayreader die Intensitat der Fluoreszenz ausgelesen (Abbildung 4-15).

B
L L S. \
/N;_{,O Q; \é 1 R0,

0 g ~N ~ ~ B—CH
Y o | § Y «Jw
O}(Ng o OJ\E NH; TH o W2

o i o2

| 3
Immobilisierung Inkubation

Waschen

Detektion

Abbildung 4-15: Schematischer Ablauf der Kohlenhydratassays: In einem ersten Schritt werden Zucker auf einer
Glasoberflache immobilisiert. Der Glaschip (Schott Nexterion Slide H) besitzt eine Hydrogel-Oberfliche mit
Carbonsaurelinkern. Die Saurefunktionalitat ist als NHS-Ester voraktiviert und kann mit den Aminogruppen der Zucker unter
leicht basischen Bedingungen zu einem Amid reagieren. Nach einem Waschprozesse und einer Absattigung freier
Carbonsdauren mit Ethanolamin werden die Fluoreszenz-markierten Boronolektinen auf die Glasoberflache gegeben und
inkubiert. Nach einem erneuten Waschprozess werden die Fluoreszenzintensititen mit einem Microarrayreader

ausgelesen.

Es zeigte sich, dass alle vier Boronsdurederivate an a-Gal, B-Gal-a-1,4-GIcNAc und leicht an
o-Man binden. a-Glc, a-Sia, a-GIcNAc und B-Glc-S-a-1,6-Man zeigten hingegen keine Bindungs-
affinitdten an die Boronsduren (Abbildung 4-16). Dies entspricht den Erwartungen, dass
Boronsauren bevorzugt an cis-Diol-Einheiten binden, da lediglich diese drei Zucker eine cis-Diol-

Einheit tragen.

Ein interessantes Phanomen war fir die Sialinsdure zu sehen. Hier zeigte besonders das Trimer
141 eine schlechtere Bindung an den Zucker als an den Hintergrund. Bei der Bindung der
Boronsdure an Kohlenhydrate wird ein Boronat-Anion ausgebildet. Die Carbonsdure der
Sialinsdure kann hier eine Storung respektive eine AbstoBung des Kohlenhydratrezeptors
bewirken. Gleichzeitig besitzt auch der mit Ethanolamin abgesattigte Hintergrund Hydroxy-

gruppen, so dass die Boronsauren bevorzugt an diese binden kénnten.
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Monomer 138 Dimer 139 Trimer mit Ethyllinker140 Trimer 141

B-Glc-S-a-Man
a-Sia
B-Gal-a-GlcNAc
a-GIcNAc
a-Man

a-Glc

o-Gal

Abbildung 4-16: Fluoreszenzassay mit Boronsdurederivaten 138, 139, 140 und 141 nach einer Inkubationszeit von zwei
Stunden. Waagerecht wurde viermal der gleiche Zucker immobilisiert, so dass eine Vierfachbestimmung bei einer
Wellenlange von 635 nm durchgefiihrt werden konnte. Klar erkennbar sind die bevorzugten Bindungsaffinitdten an cis-1,2-
Diole. Zusatzlich zeigt das Trimer 141 eine schlechtere Bindung an Sialinsdure als an den Hintergrund (weiler Pfeil). Dies
bewirkt die dunkleren Flecken auf den Zuckerspots im Vergleich zu dem Hintergrund. Der Hintergrund ist mit Ethanolamin

abgesattigt. Die Auflosung betragt 5 um.

Interessant waren auch hier weiter Studien, um diesen Effekt zu Gberpriifen. Generell kdnnte
auch solch eine abstolRende Eigenschaft zur Differenzierung von Kohlenhydraten verwendet

werden.

Mehrmalige Waschprozesse mit einer 100 mM Galactose-Losung in PBST-Puffer zeigten, dass die
Kohlenhydratrezeptoren wieder von den immobilisierten Zuckern abgewaschen werden
konnten. Dies ist auch mit Lektinen machbar, allerdings werden fiir diese in der Regel langere

Waschzeiten benétigt (> 12 Stunden), was auf eine hohere Bindungsaffinitat hinweist.

Fiir die Boronolektine wurden zunidchst zwei Waschschritte von je 15 Minuten durchgefiihrt.
Diese zeigten, dass die monomere Boronsdure 138 und die dimere Boronsdure 139 nahzeu keine
Fluoreszenzsignale mehr auf den Chips ergaben. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
Boronsduren fast vollstdndig von den immobilisierten Zuckern abgewaschen worden waren
(Abbildung 4-17).



4. Resultate und Diskussion Teil 1 | 73

Monomer 138 Dimer 139  Trimer mit Ethyllinker 140 Trimer 141

B-Glc-S-a-Man
a-Sia
B-Gal-a-GIcNAc
a-GIcNAc
a-Man

a-Glc

a-Gal

Abbildung 4-17: Fluoreszenzbestimmung verschiedener Boronsaurederivate nach einer Stunde Inkubationszeit (A) und
15mindtigem Waschen mit einer 100 mM Galactose-Losung in PBST-Puffer (B) und weiteren 15 Minuten Waschen (C).
Erkennbar ist, dass der fluoreszierende Hintergrund deutlich abnimmt. Doch auch die Intensitdten der Fluoreszenz fiir die

einzelnen Boronsduren nimmt ab. Die Auflosung betragt 5 um.

Im Gegensatz zu den monomeren und dimerem Boronsdurederivaten zeigten sich fir die
trimeren Boronsduren 140 und 141 nach diesen je 15 Minuten Waschschritten noch deutliche
Fluoreszenzintensitaten. Auch zwei weiterere Waschschritte von 15 und 30 Minuten zeigten
relativ konstante Fluoreszenzsignale (Abbildung 4-18), was darauf deutet, dass die trimeren

Boronsauren dhnlich wie Lektine deutlich bessere Bindungsaffinitaten an die Zucker besitzen.
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Trimer mit Ethyllinker 140 Trimer 141
B-Glc-S-a-Man i
a-Sia
B-Gal-a-GIcNAc
a-GlcNAc

a-Man
a-Glc
a-Gal

Abbildung 4-18: Vergleichbare Intensitaten fiir die Trimere 140 und 141 nach 45 Minuten Waschen (A) und 75 Minuten
Waschen (B) mit einer 100 mMol Galactose-Losung. Die Auflosung betragt 5 um.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die im Rahmen dieser Doktorarbeit synthetisierten multivalenten
Boronsauren unter physiologischen Bedingungen Bindungsaffinitdaten an cis-Diole zeigen. Weiter
zeigte sich, dass multivalente Boronsaduren eine hohere Affinitdt an cis-Diole zeigen als ihre
monovalenten Analoga, da sie trotz mehrmaliger Waschprozesse noch Fluoreszenzsignale auf

den Glaschips aufweisen.

4.9.2, Quantitative Bestimmung der Bindungsaffinitaten

Nachdem in einer ersten Studie gezeigt werden konnte, dass die Boronelektine an verschiedene
cis-Diole binden, sollten die Bindungsaffinitdten an Galactose bestimmt werden. Um zunéachst zu
Uberprifen, ob ein manuelles Spotting der Zucker fiir die Bestimmung der Bindungsaffinitdten
geeignet ist, wurde eine Quantifizierung mit dem Lektin ConA durchgefiihrt. Dazu wurden
verschiedene Mannose-Konzentrationen (1 nM, 0.5 mMm, 0.1 mM, 50 uM, 10 uMm, 5 puM, 1 uM) auf
einen Glaschip gespottet und mit verschiedenen Lektin-Konzentrationen inkubiert (600 nM,
400 nM, 250 nM, 150 nM, 125 nM, 100 nM, 75 nM, 50 nM). Nach einem Waschprozess (PBST-
Puffer, PBS-Puffer, Wasser) wurde die Fluoreszenzintensitat ausgelesen und gegen die Lektin-

Konzentration aufgetragen.

Nach einer Langmuir-Isotherme wurde eine Ausgleichskurve gelegt (Gleichung 2-1) und aus

dieser der Kpsu+Wert bestimmt (Graph 4-1). Der so ermittelte Wert von 69.8 nM ist mit

Literaturwerten vergleichbar (76.8-90.6 nm).**°
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Graph 4-1: Bestimmung des Kp ,,+Wertes von ConA an Mannose mit einer Auftragung der Fluoreszenz gegen die Lektin-
Konzentration. Es wurden die Intensitaten bei einer Mannose-Konzentration von 50 uM ausgewertet. Es handelt sich um

eine Vierfachbestimmung.

Fiir die quantitative Bestimmung der Bindungsaffinitdten der Boronsduren wurden verschiedene
Konzentrationen (50 nMm, 100 nM, 125nM, 150nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, 500 nM) der
Boronsduren 138, 139, 140 und 141 (Abbildung 4-19) auf einen Glaschip gegeben, auf dem
Galactose in verschiedenen Konzentrationen gespottet war (1 mM, 0.5mM, 0.1 mM, 50 um,
10 uMm, 5 uM, 1 um). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde, einem Waschprozess (Wasser,
PBST-Puffer, PBS-Puffer, Wasser) und der Trocknung der Chips (durch Zentrifugieren) wurde die
Intensitdat der einzelnen Signale ausgelesen und gegen die Konzentration der Boronsauren
aufgetragen. Um zu Uberpriifen, dass nicht das Grundgerist selbst die Bindung an Galactose
bewirkt, wurde noch eine Modellverbindung 143 (Abbildung 4-19) auf die gleiche Art vermessen.
Allerdings wurde diese in einer hoheren Konzentration (1 uM) verwendet. Die gemessenen
Glaschips sind in Abbildung 4-20 zu sehen.
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Abbildung 4-19: Verbindungen, die auf ihre Bindungsaffinitdten an Galactose Uberprift wurden.

Wie zu erwarten zeigten die Trimere 140 und 141 wesentlich starkere Intensitdten, als das
Monomer 138 und das Dimer 139 (Abbildung 4-20). Das Dimer 139 zeigte im Vergleich zu den
anderen Verbindungen eine hohe Hintergrundfluoreszenz. Aus diesem Grund war die
Auswertung etwas erschwert und nicht ganz so verladsslich. Ein zweiter Waschschritt zeigte einen
starken Intensitatsverlust, der dhnlich stark auch bei dem Monomer 138 aber schwacher bei den
Trimeren 140 und 141 zu sehen war. Aus diesem Grund wurden die Intensitdten nach nur einem
Waschschritt bestimmt.

Die Zuckerkonzentration von 50 uM konnte nur mit dem Trimer 140 detektiert werden, was
zeigt, dass die Nachweisgrenze erreicht ist. Seltsamerweise wurde die hohe Konzentration von

1 mM auch nur in wenigen Fallen beobachtet.

Da die besten Signale bei allen Boronsduren bei der Zuckerkonzentration 0.5 mM lagen, wurden

diese Signale fur die Auswertung und Bestimmung der Kp s,-Werte verwendet.
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Abbildung 4-20: a. Jeder Glaschip ist in acht Felder eingeteilt. Dabei wird jedes Feld mit einer definierten Boronsaure-
Konzentration inkubiert. Welche Boronsdure-Konzentrationen benutzt wurden, zeigt sich in dem Schema links. Zusatzlich
befinden sich in einem Feld verschiedene Zuckerkonzentrationen. Von oben nach unten sind die Galactose-Konzentrationen
gespottet, die im Schema rechts zu sehen sind. Dabei wurde jede Konzentration fiir Mehrfachbestimmungen viermal
nebeneinander gespottet (waagerecht). b. Glaschip, der mit der monomeren Boronsdure 138 inkubiert wurde. Es ist eine
sehr schwache Intensitat zu sehen. c. Glaschip, der mit der dimeren Boronsaure 139 inkubiert wurde. Auffallig ist der starke
Hintergrund, der auch nach einmal Waschen nicht sehr viel geringer wurde. Um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten,
wurde die Intensitdt des nicht gewaschenen Glaschips ausgewertet. d. Glaschip, der mit der trimeren Boronsaure 140
inkubiert wurde. Die starke Fluoreszenzintensitat ist auch bei niedrigen Boronsaure- und Zuckerkonzentrationen zu sehen.
e. Glaschip, der mit der trimeren Boronsaure 141 inkubiert wurde. Allerdings wurde das Feld rechts unten, das mit einem
Asterix (*) gekennzeichnet ist, mit der Modellverbindung 143 mit einer Konzentration von 10000 nM inkubiert. Obwohl es
sich eigentlich um eine Negativkontrolle handelt sieht man eine schwache Bindung der hoch konzentrierten
Modellverbindung.

Ein Vergleich der absoluten Signalintensitat zwischen den verschiedenen Boronolektinen ist
nicht moglich. Da die monomere und dimere Boronsaure leicht von den Glaschips abgewaschen
werden, bewirken schon leicht langere Waschprozesse eine veranderte absolute Intensitat der
Fluoreszenz. Somit sollte in weiteren Studien darauf geachtet werden, dass die Glaschips fir die
gleiche Zeit den Waschldsungen ausgesetzt werden. Bedenkt man die geringere Empfindlichkeit
der trimeren Verbindungen gegeniiber den Waschprozessen, kann man die Fluoreszenzintensitat

von ConA mit den trimeren Boronolektinen in etwa vergleichen. Daraus ergibt sich eine
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qualitative Abschatzung des Assays: Die Fluoreszenzintensitdten der monomeren und dimeren
Boronsdure 138 bzw. 139 sind niedriger als die der trimeren Verbindungen 140 und 141. Somit
ist die Bindungsstarke der monomeren bzw. dimeren Boronsdure 138 und 139 kleiner als die der
trimeren Boronsduren 140 und 141. Dahingegen besitzen ConA und die trimeren Boronolektine

140 und 141 3hnliche Bindungsstdrken an Mannose bzw. Galactose.

Eine Auftragung der Fluoreszenz gegen die Boronsdure-Konzentrationen zeigte den erwarteten

Verlauf der Langmuir-Isotherme (Graph 4-2).

Monomer 138 Dimer 139
60 - -
- L ]
| //
55 - ) 700
s
=:§ 50 1 600
245 " 8
o] T i7)
£ § s00-
N <
40 £
g g
2 S 400
0 35 §
o =
z g
= 30 / T 300 4
/ - Wert  Standardfehler - Wert  Standardfehler
25 4 ./ - Fmax 971 26,6 / Fmax  912,9 82,1
KD 847,1 438,7 200 [l KD 184,7 40,4
20 T T T T T T 1 T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400
Boronséurekonzentration / nM Boronsaurekonzentration / nM
2600 Trimer 140 - Trimer 141
- [] 4500 -
2400 " . — .
4000
2200 .
- |
s
% 2000 4 = 3500
g b
£ 1800 -] S .
N £ 3000
c N
© 1600 e
5 [}
[
2 am": 2500 .
S 1400+ g
= £
1200 2000
Wert  Standardfehler / Wert  Standardfehler
1000 4 [ Fmax = 3234,3 911,4 o Fmax = 5396,3 756,4
KD 485 42,0 1500 4 KD 118,9 40,6
800 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Boronsaurekonzentration / nM Boronséaurekonzentration / nM

Graph 4-2: Auftragung der Fluoreszenz gegen die Boronsaure-Konzentrationen der Boronsduren 138, 139, 140 und 141 bei
einer Galactose-Konzentration von 0.5 mM. Die Ausgleichskurve erfolgte nach einer Langmuir-Isotherme (Gleichung 2-1). Es

handelt sich um eine Vierfachbestimmung.

Es zeigte sich sehr deutlich, dass das Monomer erst bei wesentlich hoheren Konzentrationen die
maximale Fluoreszensintensitdt zeigte als die mulitvalenten Analoga. Fiir das Monomer 138
ergibt sich ein Kp su+-Wert von 847.1 nM. Das Dimer 139 liegt mit einem Kp su+Wert von 184.7 nM
schon wesentlich niedriger als das Monomer 138, aber noch hoéher als die Trimere 140 mit

48.5 nM und 141 mit 118.9 nM. Dies wiederum bestatigt die Vermutung, dass die trimeren
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Boronolektine 140 und 141 mit einer wesentlich héheren Bindungsaffinitat an Galactose binden,

als ihre mono- und divalenten Analoga 138 und 139.

Betrachtet man den Verlauf der Graphen stellt man jedoch fest, dass die Messwerte stark
streuen. Ursache ist die relativ schlechte Reproduzierbarkeit des manuellen Spottings, die
vermutlich zu schwankender Beladung und damit auch schwankenden Fluoreszenzintensitaten
nach Bindung der Boronsauren fiihrt. Dies erklart auch die groRen Fehlerwerte. Hier kdnnte ein

automatisierter Spottingprozess in Zukunft Abhilfe schaffen.

Interessanterweise konnte das Trimer 140 nach einem Waschprozess von zwolf Stunden in einer
100 mM Galactose-Losung immer noch detektiert werden (Abbildung 4-21). Damit bendtigt man
dhnlich lange Waschprozesse wie mit natirlichen Lektinen. Dies bestatigt die schon in

Vorversuchen gezeigten hohen Bindungsaffinitaten.

Abbildung 4-21: Mit Galactose immobilisierter Glaschip, der mit dem Boronsauretrimer 140 inkubiert wurde und zwolf
Stunden mit einer 100 mM Galactose-Lésung gewaschen wurde. Es sind immer noch Fluoreszenzsignale detektierbar, was

zeigt, dass das Trimer 140 mit hoher Affinitat an Galactose bindet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl die qualitativen, als auch die quantitativen
Versuche sowie die Waschversuche die gleichen Ergebnisse liefern. Monomere und dimere
Boronolektine 138 und 139 besitzen wesentlich geringere Bindungsaffinitdten an cis-Diole, als
die trimeren Boronolektine 140 und 141. Weiter liegen die Bindungsaviditdten der trimeren
Boronolektine 140 und 141 an Galactose in einem dhnlichen Bereich wie die des natirlichen
Lektins ConA an Mannose. Allerdings muss gesagt werden, dass insbesondere durch das

manuelle Spotten recht hohe Fehler bei der Ermittlung der Kp s, .+Werte auftreten.

Aus diesem Grund sollte in weiteren Versuchsreihen Uberpriift werden, ob die hohen
Bindungsaffinitaten reproduzierbar mit verschiedenen Methoden gemessen werden kénnen.
Hier wiirden sich beispielsweise SPR-Messungen (,surface plamson resonance*) anbieten.””’
Weiter ware es interessant zu Uberprifen, ob Oligosaccharidstrukturen spezifisch gebunden
werden. Tiefergehende Kenntnisse konnten mit Zellassays gewonnen werden. Bieten die
Adamantanboroxole die Moglichkeit, Zucker auf Zelloberflachen zu erkennen und kénnen sie fiir

diagnostische Zwecke eingesetzt werden?
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5. Resultate und Diskussion Teil 2:
Boroxolalkin 27 zur Desymmetrierung von meso-Diolen

Die Erkennung von Kohlenhydraten ist eine mogliche Verwendung des Boroxolalkins 27, wie sie

in Abschnitt ,,4. Resultate und Diskussion Teil 1:

Darstellung und Evaluierung von “ beschrieben wurde. Auf ihre Fahigkeit, Diolstrukturen zu
erkennen hingegen, sollte das Boroxolalkin 27 fir die katalytische stereo- und regioselektive
Acylierung von meso-Diol-Verbindungen in diesem Teil 2 getestet und beschrieben werden.™

75 Dazu wurde in frisch

Fir erste Studien wurde das Reaktionsprotokoll von Taylor verwendet.
destilliertem Acetonitril ein Diol mit Diisopropylethylamin, Benzoylchlorid und katalytischen

Mengen Boroxolalkin 27 fir vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.

Fir trans-Cyclohexandiol wurde ohne Zugabe von Boroxolalkin 27 keine Produktbildung
beobachtet. Stattdessen bildete sich in Gegenwart von 10 mol% Boroxolalkin 27 das
monobenzoylierte trans-Cyclohexandiol mit einer Ausbeute von 63%. Eine Erniedrigung der

Katalysatorbeladung auf 5 mol% zeigte ebenfalls keine Produktbildung (Schema 5-1).

o [
DIPEA,
+
ohne 27: 0%
5mol% 27: 0% o OH
10 mol% 27: 63%

16 144 145a 145b

Schema 5-1: Benzoylierung von trans-Cyclohexandiol 16 mit verschiedenen Katalysatormengen.

Fir die katalytische Benzoylierung von cis-Cyclohexandiol und cis-Cyclopentandiol zeigten sich
noch etwas bessere Ausbeuten von 83% bzw. 92% (Tabelle 5-1). Erklarbar sind die leicht
besseren Ausbeuten durch die bevorzugte Bindung von Boronsduren an ein cis-Diol-Motiv im

Gegensatz zu einer trans-Stellung der Hydroxygruppen.

™ Die Acylierungsreaktionen (ausgenommen die enantioselektiven Versuche) wurden von Pegah Khameghir

(Justus-Liebig-Universitat GieRen, ,Synthese einer modularen Phenylboronsaure zur katalytischen, regio- und
stereoselektiven Acylierung von Diolen”, 2011) und Joanna Malkusch (Universitdit Hamburg, ,Synthese
modularer Phenylboronsauren zur katalytischen Acylierung von Diolen”, 2012) wahrend ihren Bachelorarbeiten

durchgefiihrt.
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Tabelle 5-1: Ausbeuten verschiedener Diolderivate fiir eine Benzoylierungsreaktion, die von dem Boroxolalkin 27 katalysiert

wird.

Eingesetztes Diol Katalysatormenge Ausbeute/%
cis-Cyclopentandiol 10 mol% 92
cis-Cyclopentandiol - Keine Reaktion
cis-Cyclohexandiol 10 mol% 83
cis-Cyclohexandiol - Keine Reaktion

trans-Cyclohexandiol 10 mol% 63
trans-Cyclohexandiol 5 mol% Keine Reaktion
trans-Cyclohexandiol - Keine Reaktion

Die Annahme, dass das Boroxolalkin 27 besser an cis-Diole als an trans-Diole bindet, wurde
anhand einer kompetitiven Reaktion iiberpriift. Dazu wurden 0.5 Aq. cis-Cyclohexandiol sowie
0.5Aq. trans-Cyclohexandiol in Gegenwart von 10mol% Boroxolalkin 27 unter den
Standardreaktionsbedingungen geriihrt. Es zeigte sich eine Praferenz des cis-Diol-Motivs mit 5:1
gegeniber des trans-Diol-Motivs (Schema 5-2). Dies bestatigte, dass die Boronsdure 27, wie

andere Literatur-bekannte Boronsduren, bevorzugt an cis-Diol-Motive bindet.

DIPEA,
Benzoylchlorld

+
OH (0]

13 16 rac 146 rac 147
5 : 1

Schema 5-2: Kompetitive Benzoylierung (mit dem Boroolalkin 27 katalysiert) von cis-/trans-Cyclohexandiol, die eine

Praferenz des cis-Diol-Motivs zum trans-Diol-Motiv von 5:1 aufweist.

Durch die Bindung der Boronsdure XVII an das Diol-Motiv (XVIIl), erhéht sich dessen
Nucleophilie (XIX). Dies bewirkt, dass eine der Hydroxygruppen aktiviert ist und somit
Benzoylchlorid angreifen kann (XXI). Nach der Abspaltung des Katalysators, kann die Boronsdure

an ein neues Substrat binden und der Katalysezyclus beginnt von vorne (Abbildung 5-1).
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Abspaltung Bindung des

H20 des Produktes Substrates

Hs0*

Acylierungs-
reaktion

cr XX

Abbildung 5-1: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus bei der Benzoylierung von Diolen mit dem Boroxolalkin 27 als
Katalysator. In einem ersten Schritt bindet die Boronsdure an das Diol. Dessen Nucleophilie wird erhdht und das so
aktivierte Boronat greift Benzoylchlorid an. In einem zweiten Schritt wird das benzoylierte Diol abgespalten und die

Boronsdure fiir einen neuen Katalysezyclus regeneriert.

Nachdem in einem ersten Schritt gezeigt werden konnte, dass das Boroxolalkin 27 generell die
Benzoylierung von Diolen katalysiert, sollte in einem zweiten Schritt Giberprift werden, ob diese
auch enantioselektiv erfolgt. Dazu wurden sowohl cis-Cyclohexandiol, als auch
cis-Cyclopentandiol mit dem enantiomerenreinen Boroxolalkin 27 umgesetzt. Die Reaktions-
kontrolle bzw. Bestimmung des Enantiomereniiberschusses erfolgte chromatographisch mit

einer chiralen stationaren Phase (IA, 10% Ethanol in Heptan, 254 nm).

Es zeigte sich, dass die Benzoylierung des Cyclohexandiols in Gegenwart des Boroxolalkin-
katalysators 27 mit einem Enantiomereniiberschuss von ~14% erfolgte. Dies konnte sowohl fiir
Enantiomer 1 (ee=-15.8%), als auch fir Enantiomer 2 (ee=14.2%) beobachtet werden

(Chromatogram 5-1).
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Enantiomer 1

11,9 37792959 15,1 51279891

Enantiomer 2

11,543.148.410

14,56 32.452.442

Chromatogram 5-1: cis-Cyclohexandiol wurde in Gegenwart des Boroxolalkins 27 benzoyliert. Im oberen Chromatogram
sieht man das UV-Spektrum bei einer Wellenldnge von 254 nm nach einer Stunde Reaktionszeit. Es haben sich beide
Enantiomere gebildet, wobei sich Enantiomer 2 zu einem groBeren Anteil gebildet hat. Im unteren Chromatogram sieht
man den gleichen Versuch, allerdings mit dem Boroxolalkin Enantiomer 2. Hier bildet sich zu einem gréfReren Anteil das

monobenzoylierte Hexandiol Enantiomer 1.

Auch anhand des cis-Cyclopentandiol konnte gezeigt werden, dass die durch das Boroxolalkin 27
katalysierte Benzoylierung von Diolen enantioselektiv verldauft. Allerdings zeigte das
cis-Cyclopentandiol lediglich einen Enantiomereniberschuss von rund ~5%. Dies gilt sowohl fiir
das Enantiomer 1 (ee =-5.8%), als auch fiir das Enantiomer 2 (ee = 4.1%), wobei erneut das

entsprechend andere Enantiomer gebildet wurde.

Die Enantiomereniiberschiisse liegen mit 6% bzw. 14% sehr niedrig. Betrachtet man sich das
Boroxolalkin 27 erkennt man, dass deren Stereodifferenzierung nicht ideal ist. Sie besitzt einen
flachen Aromaten und ein stabférmiges Alkin. Beide funktionelle Gruppen sind wenig voluminds

und somit sterisch nicht anspruchsvoll.

SchluRfolgernd kann man sagen, dass Boronsauren vom Typ 27 in der Lage sind, enantioselektive
Benzoylierungen zu katalysieren, dies jedoch nur mit einem geringen Enantiomereniiberschuss
tun. Dennoch sind die ersten Ergebnisse vielversprechend. Bei einer sehr langsamen
Hintergrundreaktion bieten sich eine Reihe Optimierungsmoglichkeiten an. So konnen die
Reaktionsbedingungen einen starken Einfluss auf den Verlauf der Reaktion nehmen. Eine
Erniedrigung der Reaktionstemperatur konnte bessere Enantiomereniberschiisse bewirken. Da
die Reaktion bei Raumtemperatur bereits schnell ablduft, wiirde die Erniedrigung der

Temperatur zwar die Reaktionszeit erhdhen, doch sollte dies nicht weiter stérend sein. Auch die
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Veranderung des Losungsmittels, des Basenreagenzes oder der Katalysatorbeladung konnte

weitere Vorteile bringen.

Eine Modifikation des Katalysators 27 scheint derzeit unausweichlich, da das Boroxolalkin 27
einen zu geringen sterischen Anspruch besitzt. Demnach sollte die Synthese sterisch
anspruchsvollerer Boroxolderivate wie beispielsweise einer tert-Butylgruppe statt eines
Alkinrestes vorangetrieben und eine anschlieBende enantioselektive Benzoylierung tberprift
werden. Sollte sich hier ein verbesserter Enantiomereniberschuss zeigen, kénnten weitere
Studien erfolgen. Inwiefern der Vorteil einer leichten Modifikation Uber Huisgen-Cycloaddition
Uber die Alkingruppe im Sinne einer Tandemkatalyse moglich ist, kann derzeit noch nicht
abgeschatzt werden. Da die Stereodifferenzierung des Boroxolalkins 27 zu gering ist, sollte in
einem ersten Schritt auf die Alkineinheit verzichtet werden, um zunichst den

Enantiomerentiberschuss zu verbessern.
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6. Zusammenfassung

6.1. Darstellung multivalenter Boronsaurederivate

Ziel dieser Doktorarbeit war die modulare Synthese tripodaler Lektinmimetika auf Basis von

Adamantan mit Boronsauren als Rezeptor zur selektiven Erkennung von Kohlenhydraten.

Ausgehend von Azidoadamantanderivaten (100, 101, 26, 102) konnte Uber eine 1,3-Huisgen-
Cycloaddition ein Boroxolalkin 27 addiert werden. Beste Ergebnisse zeigte eine
mikrowellenbasierte Synthese in Gegenwart eines aktivierenden Kupferliganden (TBTA) mit
kurzer Reaktionszeit (finf Minuten) und moderater Temperatur (70 °C). Die Boronolektine 114,
115, 116 und 117 konnten nach chromatographischer Reinigung (RP-18, Wasser/Methanol) mit
guten Ausbeuten erhalten werden (57-75% Ausbeute). Neben einer Modifizierung der Anzahl
der Boronsdureeinheiten (ein bis drei) konnte auch die Ldnge des Linkers am Adamantan mit
Hilfe zweier verschiedener Grundgeriiste 38 und 24 variiert werden. Zusatzlich konnten die
Boronolektine mit einer zweiten funktionellen Gruppe, einer kurzen Peptidsequenz (GRGDS oder
GRGES), modifiziert werden (Boronolektine 131 und 133). Ein weiterer Syntheseschritt
ermoglichte die Markierung der Boronsaurederivate mit dem Fluoreszenzfarbstoff PromoFluor-
647 jedoch mit niedrigen Ausbeuten (~14%, 138, 139 und 140, 141). Neben den Boronolektinen
konnte erfolgreich die Brom-Verbindung 143 synthetisiert werden und mit PromoFluor-647
markiert werden (Abbildung 6-1).

Promoflluor 647
o OH
o NN ~pg-OH HN N Br

romofluor 647 ) Promofluor 647 N

\ N HO.,—C N | N
HN Q N HN
@ﬂ H oy @ﬂ H
N

1 R3
R . o CO,Bn BnO,C 4= P CO,Bn

R N ~ DN N Y,

=R - R3

138, R'=R?=H R

139,R'=H,R?=R

140,R'=R?=R 141 143

Abbildung 6-1: Boronolektine 138, 139, 140 und 141, deren Bindungseigenschaften an Kohlenhydrate in einem Microassay

Uberprift wurden. Fiir Vergleichszwecke wurde auch die Bromverbindung 141 synthetisiert.

Um zu Uberprifen, inwieweit die selektive Erkennung von Kohlenhydraten durch die
Boronolektine moglich ist, wurde in Kooperation mit der AG Seibel von Elisabeth Memmel ein
Microassay durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Boronolektine -wie erwartet- lediglich
Kohlenhydrate, die eine cis-Diol-Einheit besitzen, erkannt und erfolgreich gebunden werden

konnen (B-Gal-a-GIcNAc, o Man, a-Gal). Nach einer langeren Waschphase mit einer 100 mm
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Galactose-Losung ergaben sich noch gut sichtbare Fluoreszenzintensitaten fir die Trimere 140
und 141, aber nahezu keine Fluoreszenzsignale fiir die monomere und dimere Verbindung 138
und 139. Eine Bestimmung der Bindungsaffinitdten zeigte fir die Trimere 140 und 141 (140
Ko,surf=48.5nM und 141 Kp = 118.9 nM) wesentlich héhere Bindungsaffinitdten als fir das
Monomer 138 (Kp surf= 847.1 nM) und das Dimer 139 (Kpus= 184.7 nM). Damit liegt das Trimer
140 in einem dhnlichen Affinitdtsbereich wie das natirliche Lektin ConA (Kpsu=69.8 nM an
Mannose). Die Modellverbindung 143 wurde ebenfalls beziglich ihrer Bindungsaffinitdten an
Galactose getestet und zeigte eine deutlich geringere Bindung an den Zucker als die

vergleichbaren Benzoboroxole.

6.2.  Katalytische Acylierung von Diolen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Benzoboroxolderivat 27 erfolgreich
Acylierungen von Cycloalkandiolen katalysieren kann (> 60% Ausbeute). Dabei zeigte sich eine
Praferenz der Benzoylierung von cis-Cyclohexandiol im Vergleich zu trans-Cyclohexandiol mit
5:1.

Eine enantioselektive Desymmetrierungsreaktion der meso-Cycloalkandiole zeigte, dass die
Benzoboroxolderivate 27a und 27b mit niedrigen, aber messbaren Enantiomerentiberschiissen
die Benzoylierung katalysieren. Dabei konnte fir das cis-Cyclohexandiol ein Enantiomeren-
Uberschuss von ee =~14% und fiir das cis-Cyclopentandiol von ee = ~5% beobachtet werden
(Schema 6-1).

HO, HO,
B—O B—O

©/\ ©/\
(IOH OBz  27a 10 mol% OH 27pb 10 mol% OH OBz
+ - _— > +
OBz OH Benzoylchlorid, C[OH Benzoylchlorid, CEOBZ O:OH

DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,
146a 146b 4 h, RT 13 4h, RT 146a 146b

~14% ee ~14% ee
HO, HO_
B—O B—O

OH -=——— _— OH
Benzoylchlorid, Benzoylchlorid,

DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,
148a 148b 4h RT 147 4h RT 148a 148b

~5% ee ~5% ee

oH 0Bz @K OH ©/\ OH 0Bz
. 272~ 10 mol% 276 10 mol% .
0Bz OH 0Bz

Schema 6-1: Benzoylierungsreaktionen mit cis-Cyclohexandiol und cis-Cyclopentandiol. Beide Desymmetrierungsreaktionen

werden mit einem niedrigen, aber sichtbaren ee-Wert von den Boronsauren 27a bzw. 27b katalysiert.
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7.1.  Synthesis of Multivalent Boronic Acid Derivates

The aim of this doctoral thesis was the synthesis of tripodal lectinmimetics based on an
adamantane scaffold combined with boronic acids as a receptor for selective recognition of

carbohydrates.

Azidoadamantane derivatives (100, 101, 26, 102) were conjugated to a boronic acid alkyne 27 in
a 1,3-Huisgen-cycloaddition. Best results were obtained using a microwave assisted protocol
with short reaction times (5 minutes) and moderate temperatures (70 °C) using the copper
activating ligand TBTA. Boronolectins 114, 115, 116 and 117 were purified (HPLC, RP-18,
water/methanol) and isolated in good yield (57-75%).

Boronolectins were modified with a second functional moiety, a short peptide sequence (GRGDS
or GRGES), to give boronolectins 131 and 133.

After a deprotection step, a fluorescence dye (PromoFluor-647) was introduced with low yield
(~14%, 138, 139 and 140, 141).

For binding studies, bromophenyl model compound 143 was synthesized and labelled with

PromoFluor-647 to be tested in a fluorescence-based assay (Figure 7-1).

Promoflluor 647
N',N O\B/OH HN 2N o Br
Promofluor 647 " Promofluor 647 N p
| N HO.p—C N, | N
HN < N HN
N \/}J\N N
1 R®
R ; o CO,Bn BnO,C d < o CO,Bn
R L VN RN Y,
' '
=R - R3
138, R"=R?=H R
139, R'=H,R?=R
140,R'=R%2=R 141 143

Figure 7-1: The boronolectins 138, 139, 140 and 141 were tested in a microarray assay towards their binding affinities to

carbohydrates. For comparison, bromophenyl model compound 143 was synthesized and evaluated as well.

It was tested in a fluorescence assay in cooperation with the working group Seibel with Elisabeth
Memmel to determine whether the synthesized boronolectins can be used for selective
recognition of carbohydrates or not. As expected, only carbohydrates with a cis-diol motif were
recognized and bound by these boronolectins (B-Gal-a-GIcNAc, a Man, a-Gal). After a washing
step with a 100 mMm galactose solution, visible fluorescence signals were detected for trimeric

boronic acids 140 and 141 but nearly none for monomer 138 and dimer 139. The quantitative
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analysis of boronolectin-galactose interactions showed that trimeric derivates 140 and 141 (140
Ko surf= 48.5 nM and 141 Kpg,s= 118.9 nM) have a higher affinity than dimeric boronic acid 139
(Kb,surf= 184.7 nM) or monomeric boronic acid 138 (Kp su¢= 847.1 nM). The binding affinity of the
trimeric benzoboroxole 140 is comparable to natural lectins (for example ConA with
Kb,surf= 69.8 nM to Mannose).

The model compound 143 showed only a weak binding affinity to galactose.

7.2.  Catalytic Acylation of Diols

It was shown that boronic acid alkyne 27 catalyses acylations of cycloalkane diols (> 60% yield). A

preference of the cis-diol motif over the trans-diol motif was observed with 5:1.

Enantioselective desymmetrization reactions of cycloalkyl diols gave a small, but measurable
enantiomeric excess. cis-Cyclohexanediol gave an enantiomeric excess of ee = ~14% while cis-

cyclopentanediol gave only ee = ~5% (Scheme 7-1).

HO_ HO_
B—O B—O

o O
C{ OBz 10 mol% OH 27p 10 mol% OH OBz
_— +
OB2 CE benzoylchlorlde OH benzoylchloride, O:OBZ C£OH

DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,

146a 146b 4h,rt 13 4h,rt 146a 146b
~14% ee ~14% ee
HO_ HO_
B—O B—0O
OBz ©/'\ OH ©/\\\ oH OBz
10 mol% 27b 10 mol% +
OBz OH -—«— OH — OBz OH
benzoylchloride, benzoylchloride,
DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,
148a 148b 4h,rt 147 4h rt 148a 148b
~5% ee ~5% ee

Scheme 7-1: Benzoylation reactions with cis-cyclopentanediol and cis-cyclohexanediol. Both desymmetrization reaction

catalysed by boronic acid enantiomers 27a and 27b gave a small, but obvious ee value.
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8. Ausblick

Die wahrend dieser Arbeit synthetisierten haben sich als vielversprechende Bausteine fir die

Kohlenhydraterkennung und die enantioselektive Synthese erwiesen.

Um die Bindungseigenschaften der synthetisierten Boronolektine zu tberprifen, sollten weitere
Testreihen, insbesondere mit Oligosacchariden und Zelllinien, durchgefiihrt werden. Hier sollte
Uberprift werden, ob die synthetisierten Boronolektine an bestimme Zelllinien binden und somit
fir diagnostische Zwecke eingesetzt werden konnten. Weitere Testreihen mit modifizierten
Boronolektinen sollten es ermoéglichen, Riickschliisse auf den EinfluB von Geometrie, Abstand
und Anzahl der Rezeptoreinheiten beziiglich Bindungsselektivitat und —affinitdt zu ziehen. Hier
wdre es interessant zu sehen, ob die mit Peptiden wie GRGDS modifizierten Boronolektine im
Zellkontext eine hohere Affinitdat aufweisen als die einfachen Boronolektine ohne zusatzliche
Peptideinheit oder die mit GRGES modifizierten Boronolektine, die nicht an Integrine binden
sollten.Weiter ware es interessant sterecisomerenreine Verbindungen darzustellen, um einen
etwaigen Einfluss der Stereochemie auf die Bindungsaffinititen der Boronolektine zu

Uberprifen.

Auch fir den Nutzen der Boronsduren in der Katalyse sind weitere Forschungen notig, um
beispielsweise die Enantiomerentiiberschiisse bei stereoselektiven Acylierungen zu optimieren.
Hier konnten groRere Reste als Alkinylgruppen in die Boronsduren eingefiihrt werden.
Gleichzeitig konnen mit Hilfe des Alkins Gber 1,3-Huisgen-Cycloadditionen wesentlich sperrigere
Reste eingefiihrt werden. Eine weitere interessante Anwendung kdnnte in axial chiralen Diolen
liegen. Hier stellt sich die Frage, ob Boronsaurederivate in der Lage sind, axial chirale Diole
einfach zu acylieren und so die freie Drehbarkeit der Verbindung derartig zu hindern, dass nur

ein Enantiomer gebildet wird.
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Die Verbindungen 24,"*° 27, 32-38,'%> 39-42,'%%'%! 44-49,'®>'%° 58 '® 53.54 %" 60-61,"*" 72-

77,189 86,187 89,208 99°”* wurden nach bekannten Vorschriften synthetisiert.

9.1. Arbeitstechnik

Die Durchfuhrung luftempfindlicher Reaktionen geschah unter Verwendung der Schlenktechnik
mit Stickstoff (5.0, Air Liquide GmbH, Stade) oder Argon (5.0, Air Liquide GmbH, Stade) als
Schutzgas, absolutierten Losungsmitteln und ausgeheizten Glasgerdten. Dabei wurden die

absolutierten Losungsmittel nach Standardmethoden getrocknet.209

Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Aldrich, Fluka, Sigma Aldrich, Merck,
Acros Oganics, Roth, Iris Biotech und Lancaster. Die Qualitdt entsprach entweder ,zur Synthese”

oder ,per analysis”. Es erfolgte keine weitere Reinigung dieser Chemikalien.

9.1.1. Peptidsynthese

Die Synthese des GRGDS- bzw. GRGES-Peptides erfolgte an einem CEM Liberty 12
Peptidsynthesizer nach Standardprotokollen. Als feste Phase wurde ein Fmoc-Rink-Amid-2CT
Harz verwendet. Die Peptidsequenzen wurden aus den Aminosduren Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-
L-Gly-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Asp-(tBu)-OH und Fmoc-L-Glu-(tBu)-OH synthetisiert. Fir
die Kupplung wurde HOBt in DMF, HBTU in DMF und DIPEA in NMP verwendet.

Zum Abspalten der Peptidsequenz vom Harz wurde das Peptidharz fir 15 min mit CH,Cl,/TFA
(4 mL, v/v 99:1) gertihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das Procedere mit dem Harz
dreimal wiederholt. Die vereinigten Filtrate wurden zur Trockene eingeengt und nach der

Gefriertrocknung ohne Reinigung weiter eingesetzt.

9.1.2. Mikrowellenreaktor

Mikrowellenunterstitzte Reaktionen wurden in einem Mikrowellenreaktor der Firma CEM

GmbH, Kamp-Lintfort, durchgefihrt.
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9.1.3. Kohlenhydratassays

Die Glaschips wurden in einer Multifuge 1 L-R der Firma Heraeus, Hanau, mit einem Einsatz fir
50 mL Falcons zentrifugiert. Die Intensitdten der Fluoreszenz wurden mit einem GenePix
Personal 4100 A der Firma Axon Instruments/Molecular Devices Corporation, Sunnyvale,

ausgelesen und mit GenePix Pro 4.1 ausgewertet.

9.2. Reinigung

9.2.1. Saulenchromatographie

Bei der sdaulenchromatographischen Reinigung der Produkte wurde als Trennmittel Kieselgel der
Firma Macherey und Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, oder der Firma Merck KGaA, Darmstadt, mit
einer KorngroBe von 60-200 um verwendet. Die Reinigung erfolgte entweder isokratisch oder

mit einem Gradienten.

Der Reaktionsverlauf der durchgefiihrten Reaktionen wurde mittels Diinnschicht-
chromatographie oder/und Massenspektrometrie verfolgt. Fir die Diinnschichtchromatographie
wurden Fluorophor-beschichtete Kieselgelplatten (Kieselgel 60 F,s4) der Firma Macherey und
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, oder der Firma Merck KGaA, Darmstadt, genutzt. Die Detektion
erfolgte mit UV-Licht (254 nm, 366 nm) oder Farbereagenzien. Zum Anfarben wurden folgende
Reagenzien verwendet und die Kieselgelplatten anschlieBend mit einem HeilRluftfohn

warmebehandelt:

Cersulfat: 5g Ammoniummolybdat, 0.1g Cer(IV)sulfat, 90 mL

Wasser, 10 mL konz. Schwefelsaure
Ninhydrin: 0.2% 2,2-Dihydroxy-1,3-indandion in Ethanol

Molybdatophosphorsaure: 5 g Molybdatophosphorsaure, 100 mL Ethanol

9.2.2. HPLC

Die semipraparative Chromatographie erfolgte an einer VWR Hitachi LaChrom Elite Anlage der
Firma VWR International GmbH, Darmstadt (UV-Detektor (L-2400), einem Pumpensystem (L-
2130) und einem Teledyne ISCO Foxy R1 Probensammler). Bei der Trennung fluoreszierender
Verbindungen erfolgte die Detektion neben dem UV-Detektor (L-2400) mit einem
Fluoreszenzdetektor (L2480).

Zur semipraparativen Trennung wurden folgende Saulen der Firma Macherey und Nagel GmbH

& Co. KG, Diren, verwendet:
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RP-18 (Kieselgel der Marke Nucleodur, VP 250x10 mm ID, PartikelgréBe 5 um)

RP-8 (Kieselgel der Marke Nucleodur, VP 250x10 mm ID, PartikelgréRe 5 um)

Chirale Trennungen bzw. die Bestimmung von Enantiomereniberschiissen erfolgten mit Saulen

der Firma Chiral Technologies Europe SAS, Cedex.

Daicel Chiralpak IA (Polysaccharidderivate auf Kieselgel, 150x4.6 mm ID, Partikelgrofie
5 um)

Daicel Chiralpak IB (Polysaccharidderivate auf Kieselgel, semiprdparativ: 250x10 mm ID,

analytisch: 150x4.6 mm ID, PartikelgréRe 5 pum)

9.3.  Analytik

9.3.1. NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an einem Avance |l 200 MHz ,,Microbay” (AV 200), an
einem Avance |l 400 MHz WB (AV 400) und an einem Avance Ill 600 MHz (AV 600) der Firma
Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, bei Raumtemperatur. Zur Bestimmung neuer Substanzen

wurden zweidimensionale NMR-Messungen vorgenommen.

Chemische Verschiebungen sind als 6 in ppm angegeben, kalibriert wurde auf nicht deuterierte

Lésungsmittelsignale nach Literaturwerten.?'

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit den Programmen Topspin 3.1 und MestReNova. Dabei
werden die Signale der Protonenspektren wie folgt angegeben: chemische Verschiebung in ppm,
Multiplizitat, Integral, (wenn vorhanden) Kopplungskonstanten in Hertz, Zuordnung der
Protonensignale. Die Zuordnung der Multiplizitaten erfolgt mit den Ublichen Abkirzungen
(s: Singulett, brs: breites Singulett, d: Dublett, brd: breites Dublett, t: Triplett, g: Quartett, qu:
Quintett, m: Multiplett, br: breites Signal). Da einige Verbindungen als Diastereomere dargestellt
wurden, zeigen manche 13C-Signale einen doppelten/mehrfachen Signalsatz. Diese Signale

werden mit C’ gekennzeichnet.

Aufgrund der geringen synthetisierten Mengen zusatzlich zu Kupferresten aus der Reaktion
zeigen einige Aufnahmen der 13C-Spektren nur geringe Intensitdten. In einigen Fallen konnten
Kohlenstoffsignale nur tGber 2D-Signale zugeordnet werden, bei anderen konnten sie gar nicht
beobachtet werden.

Bei den Benzoboroxolderivaten fehlt das 13C Signal des C-BOH, was jedoch literaturbekannt

. 211
ist.
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Die NMR-Nummerierung der Produkte kann von der Empfehlung der IUPAC-Nomenklatur

abweichen und somit nicht mit der Nomenklatur der Molekile Gbereinstimmen.

Auch die Nomenklatur der Substanzen entspricht aufgrund ihrer Komplexitat nicht in allen Féllen

den Empfehlungen nach IUPAC.

9.3.2. Elementaranalyse

Die Elementaranalysen fiir C/H/N-Messungen wurden an einem C/H/N-Analysator Carlo Erba
1106 durchgefiihrt. Das Abwiegen erfolgte mittels der Mettler Toledo UMX-2.

9.3.3. Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden mit einem MicroTOF oder MicroTOF-Q der Firma Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, aufgenommen. Die lonisation erfolgte mit Elektronenspray. Fir LC-MS
Messungen wurde das Massenspektrometer an eine VWR Hitachi LaChrom Elite der Firma VWR
International GmbH, Darmstadt, gekoppelt (Pumpensystem (L-2130), Diode Array Detector
(L-2455), Autosampler (L-2200)). Dabei wurden analytische Saulen der Firma Macherey und Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, verwendet:

RP-18 (Kieselgel der Marke Nucleodur, EC 150x2 mm ID, PartikelgrofRe 5 um)
RP-8 (Kieselgel der Marke Nucleodur, EC 150x2 mm ID, PartikelgrofRe 5 um)

Die Massenspektren wurden mit Natriumformiat-Clustern extern kalibriert.

9.3.4. Rontgenstrukturanalyse

Einkristalle wurden an einem 3-Kreis-Einkristalldiffraktometer Smart Apex der Firma Bruker XRS
GmbH, Karlsruhe, vermessen. Aus den ermittelten Reflektionsdaten lieRen sich die im Anhang

gezeigten Strukturen ableiten.

9.4. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1 TBDMS-Schiitzung

Der Alkohol (1.0 mmol), TBDMSCI (0.21 g, 1.2 mmol) und Imidazol (0.17 g, 2.5 mmol) wurden in
DMF (5 mL) geldst und fir 24 h bei 35 °C gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im
Vakuum abdestilliert. Der Rickstand wurde in dest. H,O (15mL) und EtOAc (10 mL)
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aufgenommen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc (10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit dest. H,O (10 mL) gewaschen und lber MgSO, getrocknet.
Nachdem das Trockenmittel abfiltriert wurde, wurde die Reaktionslosung bis zur Trockene

eingeengt.

AAV 2: Boc-Schiitzung

Das freie Amin (1.0 mmol) wurde in dest. H,0/Dioxan (60 mL, v/v 1:1) gelost und mit Di-tert-
butyldicarbonat (1.8 mmol) versetzt. Mit 6 M wassriger NaOH wurde ein pH-Wert von 10

eingestellt. Die Reaktionslosung wurde bei RT fiir 6 d gerthrt.

AAV 3: Darstellung eines NHS-Esters

Die Bn-geschitzte Carbonsidure (1.0 mmol) wurde zundchst in THF/H,O (10 mL, v/v 1:1)
aufgenommen und mit LIOH (4 Aq. je Carbonsiure) versetzt. Die Reaktion wurde fiir 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt. Der Riickstand wurde in
Et,0 und H,0 aufgenommen und die Phasen von einander getrennt. Anschliefend wurde die
organische Phase zweimal mit 1 M wassriger HCl (10 mL) gewaschen und die wassrige Phase
dreimal mit Et,0 (je 10 mL) gegenextrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Gber

MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Die freie Carbonsdure als Rohprodukt (1.0 mmol), EDC-HCI (1.5 Aq. je Carbonsdure) und N-
Hydroxysuccinimid (1.5 Ag. je Carbonsdure) wurden in abs. DMF (5 mL) gelést und unter
Stickstoffatmosphare bei RT 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand in EtOAc und H,O aufgenommen. Die organische Phase wurde
dreimal mit H,0 gewaschen und die wassrigen Phasen dreimal mit EtOAc gegenextrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, Gber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und zur Trockene

eingeengt.

AAV 4: tert-Butoxycarbonyl-Entschiitzung

Das Boc-geschiitzte Amin (1.0 mmol) wurde in CH,Cl,/TFA (10 mL, v/v 4:1) gelost und bei RT fir
1.5 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rickstand dreimal mit CH,Cl,

koevaporiert und anschlieBend gefriergetrocknet.

Um das Amin als HCI-Salz zu erhalten, wurde der Riickstand in MeCN und 0.1 M wassriger HCI

aufgenommen und ein weiteres Mal gefriergetrocknet.
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AAV 5: Peptidkupplung mit EDC/HOBt

Die freie Carbonsdure (1.0 mmol) und NEt; (4 Aq. je Carbonsiure) wurden in DMF (4 mL) gelost
und 10 min bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wurde EDC-HCl (1.2 Aq. je Carbonséure)
hinzugegeben und 5 min geriihrt, bevor HOBt (1.2 Aq. je Carbonsdure) der Reaktionslésung
hinzugefiigt wurde. Es wurde weitere 10 min bei 0 °C gerihrt und schlielllich das freie Amin
(1.2 Aq. je Carbonsdure) hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde 3 d geriihrt, wobei die

Temperatur von 0 °C auf RT erhéht wurde.

Die Reaktionslosung wurde zur Trockene eingeengt und in EtOAc (10 mL) aufgenommen. Es
wurde je dreimal mit 1 M waéssriger HCI (je 10 mL), dreimal mit ges. wassriger KHCOs-Losung (je
10 mL) und einmal mit ges. wassriger NaCl-Losung (10 mL) gewaschen. Die organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Das Rohprodukt

wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV 6: Peptidkupplung mit HATU

Die geschiitzte Aminoadamantancarbonsidure (1.0 mmol) wurde mit HATU (1.3 Aq. je
Carbonsiure) und DIPEA (1.3 Aqg. je Carbonsiure) bei 0 °C in abs. DMF (8 mL) gelést und 10 min
geriihrt. AnschlieRend wurde das Azidoamin (1.3 mmol, 1.3 Aq. je Carbonsiure) und DIPEA
(1.3 mmol) in abs. DMF (5 mL) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde langsam von 0 °C auf
RT erwdarmt und 3 d gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Riickstand in
EtOAc (20 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit 1 M waéssriger HCl (je
10 mL) und dreimal mit ges. wassriger NaHCOs-Lésung (je 10 mL) gewaschen. AnschlieBend
wurde die organische Phase lber MgSO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel destillativ

entfernt.

AAV 7: Peptidkupplung mit einem NHS-Ester

Das freie Amin (1 mmol) wurde in abs. DMF gelost und mit EtsN der pH-Wert auf 8 eingestellt.
Danach wurde die Lésung bei 0°C fiir 15 min geriihrt. AnschlieRend wurde der NHS-Ester (1.5 Aq.
je Amin) zugegeben und bei RT fur 24 h geriihrt. Die Reaktionslésung wurde zur Trockene
eingeengt und der Rickstand in EtOAc (10 mL) und H,O (10 mL) aufgenommen. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc (je 10 mL) extrahiert.
AnschlieBend wurden die organischen Phasen vereinigt, iber MgSO,4 getrocknet und filtriert. Das

Losungsmittel wurde destillativ entfernt.
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AAV 8: Huisgen-Cycloaddition mit Natriumascorbat

Das Azid (1.0 Aq.), das Alkin (1.3 Aq. je Azid), Natriumascorbat (0.10 Aq. je Azid) und Kupfersulfat
(0.10 Aq. je Azid) wurden in mit Argon frisch entgastem t-BuOH/H,0 (1.0 mL, v/v 1:1) und abs.
DMF (1.5 mL) gel6st und Gber Nacht bei RT geriihrt.

Die Reaktionslésung wurde zur Trockene eingeengt, in EtOAc (10 mL) aufgenommen und dreimal
mit 0.1 M wassrige EDTA Losung (je 5 mL) und einmal mit ges. wassriger NaCl-Lésung (5 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde lGber MgSO, getrocknet, filtriert und zur Trockene

eingeengt.

AAV 9: Mikrowellenunterstiitzte Huisgen-Cycloaddition mit Natriumascorbat

Das Azid (1.0 Aqg.), das Alkin (1.3 Aq. je Azid), Natriumascorbat (0.10 Aq. je Azid) und Kupfersulfat
(0.10 Aq. je Azid) wurden in mit Argon frisch entgastem t-BuOH/H,0 (1.0 mL, v/v 1:1) und abs.
DMF (1.5 mL) gelost. Die Reaktion erfolgte in einer CEM Discover Mikrowelle bei 200 W, 80 °C,

10 bar und 8 min Reaktionszeit.

Die Reaktionslésung wurde zur Trockene eingeengt, in EtOAc (10 mL) aufgenommen und dreimal
mit 0.1 M wassrige EDTA Losung (je 5 mL) und einmal mit ges.wassriger NaCl-Lésung (5 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde lber MgSO, getrocknet, filtriert und zur Trockene

eingeengt.

AAV 10: Huisgen-Cycloaddition mit CsF

Das Azid (1.0 mmol), das Boroxolalkin (1.0 Aq. je Azid), CsF (3 Aq. je Boroxolalkin), CuBr
(0.10 mmol je Azid) und TBTA (0.10 mmol) wurden in t-BuOH/H,0 (2.0 mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(3.0 mL) gelost und 5 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zur Trockene eingeengt und

das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV 11: Huisgen-Cycloaddition ohne CsF

Das Azid (1.0 mmol), das Boroxolalkin (1.2 Aq. je Azid), CuBr (0.10 Aqg. je Azid) und TBTA (0.10 Aq.
je Azid) wurden in mit Argon frisch entgastem t-BuOH/H,0 (2.0 mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(3.0 mL) gelost. Die Reaktion wurde 5 h bei RT unter Schutzgas geriihrt. Das Reaktionsgemisch

wurde zur Trockene eingeengt, in MeOH aufgenommen und liber Cellite filtriert.
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AAV 12: Huisgen-Cycloaddition, mikrowellenunterstiitzt

Das Azid (1.0 mmol), das Boroxolalkin (1.2 Aq. je Azid), CuBr (0.10 &q. je Azid) und TBTA (0.10 Aq.
je Azid) wurden in mit Argon frisch entgastem t-BuOH/H,0 (0.4 mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(0.6 mL) gel6st. Die Reaktion erfolgte in einer CEM Discover Mikrowelle bei 200 W, 70 °C, 7 bar

und 5 min Reaktionszeit.

Bei unvollstindiger Reaktion wurde eine zweite Portion Boronsdure (1 Ag.) zu dem
Reaktionsgemisch gegeben und weitere 5 min bei gleichen Bedingungen in der Mikrowelle

erhitzt.

AAV 13: Benzylentschiitzung

Die Bn-geschiitzte Carbonsdure (1.0 mmol) wurde in THF/H,0 (5 mL, v/v 1:1) gel6st und mit LiOH
(4 Aq. je Carbonsdure) versetzt. Die Reaktionslésung wurde bei RT ber Nacht gerihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt.

AAV 14: Fluoreszenzmarkierung
Das Amin (5.0 pmol) wurde als Rohprodukt aus AAV 7 als HCI-Salz eingesetzt.

Zunéchst wurde das Amin in abs. DMF (0.20 mL) geldst und mit NEt; (~pH = 8) im N,-Gegenstrom
versetzt. PromoFluor-647 als NHS-Ester (0.10 mL, c = 13 mM in DMF, 1.0 mg, 1.3 umol) wurde bei
0 °C hinzugetropft und die Reaktionslosung vor Licht geschitzt fir 4 h geriihrt. AnschlieRend
wurde ein weiteres Mal PromoFluor-647 als NHS-Ester hinzugegeben (0.10 mL, ¢ =13 mM in
DMF, 1.0 mg, 1.3 umol) und unter Lichtausschluss liber Nacht bei RT geriihrt. Das Losungsmittel

wurde durch Gefriertrocknung entfernt und das Rohprodukt chromatographisch gereinigt.

AAV 15: Benzoylierung mit Boronsauren

Das Diol (1.0 mmol), die Boronsaure 27 (0.10 mmol), Benzoylchlorid (0.17 mL, 0.21 g, 1.5 mmol)
und DIPEA (0.26 mL, 0.19 g, 1.5 mmol) wurden in frisch getrocknetem MeCN (5 mL) gel6st und
4 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit EtOAc (5 mL) und H,0 (5 mL) verdiinnt und
die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde zweimal mit H,0 (5 mL) und einmal mit ges.
wassriger NaCl-Losung (5 mL) gewaschen und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc (5 mL)
gegenextrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Gber Na,SO, getrocknet, abfiltriert
und zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt.



98

9. Experimenteller Teil

9.5. Synthesen

9.5.1. Darstellung der Rezeptoren

tert-Butyl-2-(4-bromo-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy)-methyl)phenoxy)-ethylcarbamat 62

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt (Edukte: N-tert-Butyl-2-[4-bromo-3-
(hydroxymethyl)-phenoxy]-ethylcarbamat 53 (0.400g, 1.15mmol), TBDMSCI (0.209 g,
1.39 mmol), Imidazol (0.197 g, 2.88 mmol)). Die Reaktion wurde fir 24 h bei 35 °C gerthrt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:1) und das TBDMS-geschiitzte Produkt 62 als farbloses Ol erhalten (0.276 g, 0.580 mmol,
50%).

R~Wert = 0.57 (PE/EtOAc, v/v 1:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, €DCl5): & (ppm) = 7.36 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, 6-H), 7.12 (d, 1H, *J = 3.0 Hz, 3-H),
6.66 (dd, 1H, >/ =8.6 Hz, “J =3.0 Hz, 5-H), 5.00 (br, 1H, 9-H), 4.68 (s, 2H, 13-H), 4.00 (t, 2H,
3) =5.0 Hz, 7-H), 3.54 (br, 2H, > = 5.0 Hz, 8-H), 1.45 (s, 9H, 12-H), 0.97 (s, 9H, 16-H), 0.14 (s, 6H,
14-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 6 (ppm) = 158.3 (C4), 141.7 (C2), 132.8 (C6), 114.6 (C5), 113.7 (C3),
111.6 (C1), 77.4 (C11), 67.5 (C7), 64.7 (C13), 40.2 (C8), 28.5 (C12), 26.1 (C16), 18.6 (C15), -5.2
(C14).
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tert-Butyl-2-(4-boron-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy)-methyl)phenoxy)-ethylcarbamat 63
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Das Carbamat 62 (0.22g, 0.46 mmol) wurde zunidchst dreimal mit abs. Toluol (10 mL)
koevaporiert und anschlieBend in abs. Toluol (7 mL) gel6st. Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C
gekihlt und Isopropylmagnesiumchlorid (2.0 mL, 1.3 M in THF, 2.6 mmol) tropfenweise
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bei 0 °C gerihrt. Dann wurde t-Buli (3.4 mL,
1.7 M in Pentan, 5.8 mmol) zu getropft und weitere 5 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde
Triisopropylborat (1.3 mL, 5.8 mmol) hinzugefiigt und die Losung 12 h bei RT geriihrt. Nach
Zugabe von 0.2 M wassriger HCI (100 mL) wurde dreimal mit Et,0 extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen (ber Na,SO, getrocknet. Der Reaktionsverlauf wurde mittels
Dinnschichtchromatographie und Ninhydrin-Anfarbung verfolgt. AnschlieBend wurde das
Trockenmittel abfiltriert und das Losungsmittel destillativ entfernt. Das gewilinschte
Benzoboroxolderivat 63 konnte als gelber Feststoff isoliert werden (0.18 g, 0.41 mmol, 90%
Rohausbeute) und wurde ohne weitere Reinigung eingesetzt. Im NMR zeigte sich neben dem

Benzoboroxol 63 das teilweise deboronierte Produkt 64.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7.40 (d, 1H, *J = 8.2 Hz, 6-H), 7.12 (d, 1H, %/ = 2.4 Hz, 3-H),
6.79 (dd, 1H, */=8.2 Hz, %/ =2.7 Hz, 5-H), 5.01 (br, 1H, 9-H), 4.73 (s, 2H, 13-H), 4.05 (t, 2H,
3J) = 5.3 Hz, 7-H), 3.48-3.56 (m, 2H, 8-H), 1.75 (brs, 2H, 17-H), 1.44 (s, 9H, 12-H), 0.86 (s, 9H, 16-H),
0.33 (s, 6H, 14-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): § (ppm) = 159.8 (C4), 156.0 (C10), 149.0 (C2), 137.9 (C6), 126.4 (C1),
113.7 (C3), 112.6 (C5), 79.7 (C11), 67.0 (C7), 65.7 (C13), 40.2 (C8), 28.5 (C12), 27.0 (C16), 17.9
(C15), -3.0 (C14).
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tert-Butyl-2-(4-brom-3-formylphenoxy)-ethylcarbamat 68
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2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd 58 (0.374 g, 1.86 mmol), 2-(Boc-amino)ethylbromid (0.623 g,
2.78 mmol) und K,COs (2.57 g, 18.6 mmol) wurden in abs. DMF (15 mL) suspendiert und fiir 22 h
bei 80 °C gerlihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung filtriert und zur Trockene eingeengt.
Das Rohprodukt wurde s&dulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
EtOAc/n-Hexan, v/v 1:2). Dies ergab den gewiinschten Aldehyd 68 leicht verunreinigt als
farbloses Ol (0.452 g, 1.31 mmol, 71%).

R~Wert = 0.27 (n-Hexan/EtOAc, v/v 2:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 10.28 (s, 1H, 13-H), 7.52 (d, 1H, > = 8.9 Hz, 6-H), 7.38 (d,
1H, *J =3.0 Hz, 3-H), 7.02 (dd, 1H, *J = 8.9 Hz, *J = 3.0 Hz, 5-H), 4.98 (brs, 1H, 9-H), 4.04 (t, 2H,
3J =5.0 Hz, 7-H), 3.49-3.57 (m, 2H, 8-H), 1.44 (s, 9H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, €DCl3): & (ppm) = 191.7 (C13), 158.3 (C4), 155.9 (C10), 134.8 (C6), 134.1 (C2),
123.1(C5), 118.3 (C1), 113.8 (C3), 79.8 (C11), 67.8 (C7), 40.0 (C8), 28.5 (C12).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C14H15BrNO, [M+Na]* = 366.0311, gef. 366.0313.
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tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-hydroxy-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy)-ethylcarbamat 55

Br OH17
1 135 14
2 X | 16
5 3 15 Sj
4 |
o
7
s

9HN

6

Trimethylsilylacetylen (71 pL, 49 mg, 0.50 mmol) wurde in abs. Et,0 (15 mL) vorgelegt und auf
0 °C gekuihlt. AnschlieRend wurde n-Buli (2.5 M in Hexan, 0.45 mmol) hinzugetropft und 15 min
bei 0 °C gerlihrt. tert-Butyl-2-(4-brom-3-formylphenoxy)-ethylcarbamat 68 (0.16 mg, 0.45 mmol)
wurde hinzugegeben und 2.5 h bei 0 °C geriihrt. Es wurde mit ges. wassriger NaHCO3-Losung
(20 mL) die Reaktion beendet und dreimal mit Et,0O (je 20 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. wassriger NaCl-Lésung (20 mL) gewaschen, liber Na,SO,
getrocknet und zur Trockene eingeengt. Es ergab sich das Bromalkin 55 als gelbes Ol (0.15 mg,

0.34 mmol, 76% Rohausbeute), das ohne Reinigung weiter umgesetzt wurde.

Racemat

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.42 (d, 1H, *J = 8.8 Hz, 6-H), 7.32 (d, 1H, %/ = 3.0 Hz, 3-H),
6.73 (dd, 1H, *J = 8.8 Hz, *J = 3.0 Hz, 5-H), 5.71 (s, 1H, 13-H), 5.00 (brs, 1H, 9-H), 3.96-4.06 (m, 2H,
7-H), 3.45-3.61 (m, 2H, 8-H), 2.75 (brs, 1H, 17-H), 1.44 (s, 9H, 12-H), 0.19 (s, 9H, 16-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 158.3 (C4), 156.0 (C10), 140.5 (C2), 133.8 (C6), 116.4 (C5),

114.7 (C3), 113.5 (C1), 103.8 (C14), 92.0 (C15), 79.8 (C11), 67.6 (C7), 64.6 (C13), 40.1 (C8), 28.5
(C12), -0.1 (C16).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oH,sBrNO,Si [M+Na]" = 464.0863, gef. 464.08609.



102 | 9. Experimenteller Teil

tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-(tert-butyldimethyl-silyloxy)-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy)-
ethylcarbamat 69
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Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefihrt (Edukte: Bromalkin 55 (307 mg, 0.695 mmol),
TBDMSCI (178 mg, 1.18 mmol), Imidazol (160 mg, 2.36 mmol)). Die Reaktion wurde fir 14 d bei
40 °C gerlhrt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:

n-Hexan/EtOAc, v/v 3:1).

Es wurde das Alkin 69 (362 mg, 0.650 mmol, 94%) als farbloses Ol erhalten.

Racemat

R+Wert = 0.39 (n-Hex/EtOAc, v/v 3:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.37 (d, 1H, *J = 8.7 Hz, 6-H), 7.27 (d, 1H, %/ = 3.0 Hz, 3-H),
6.70 (dd, 1H, /= 8.7 Hz, *J = 3.0 Hz, 5-H), 5.62 (s, 1H, 13-H), 5.01 (brs, 1H, 9-H), 3.97-4.10 (m, 2H,
7-H), 3.48-3.57 (m, 2H, 8-H), 1.45 (s, 9H, 12-H), 0.93 (s, 9H, 19-H), 0.20 (s, 3H, 17a-H), 0.16 (s, 3H,
17b-H), 0.15 (s, 9H, 16-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 158.2 (C4), 156.0 (C10), 141.9 (C2), 133.4 (C6), 116.0 (C5),

114.2 (C3), 112.7 (C1), 105.4 (C14), 90.1 (C15), 79.7 (C11), 67.5 (C7), 64.9 (C13), 40.2 (C8), 28.5
(C12), 26.0 (C19), 18.4 (C18), -0.1 (C16), -4.7 (C17), -4.3 (C17).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C5H4,BrNO,4Si> [M+Na]" = 578.1728, gef. 578.1737.
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1-((2-Bromphenyl)hydroxy)-prop-2-in 29
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Das Bromalkin 73 (0.793 g, 2.80 mmol) wurde in H,O/THF (5 mL, v/v 1:1) gel6ést und mit LiOH
(0.130 g, 5.39 mmol) versetzt. Die Losung wurde fiir 2 h bei RT geriihrt und anschliefend das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in EtOAc (10 mL) und
H,0 (10 mL) aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die organische Phase zweimal mit
0.1 M wassriger HCI (je 10 mL) gewaschen. Die wéssrige Phase wurde noch dreimal mit EtOAc (je
10 mL) gegenextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und lUber MgSO, getrocknet. Das
Trockenmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es
wurde ein gelbes Ol erhalten, das sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wurde
(Laufmittel: PE/EtOAc, v/v 4:1). Nach der Reinigung wurde das Bromalkin 29 (0.375g,

1.78 mmol, 64%) als farbloser Feststoff erhalten.

Racemat
R-Wert = 0.16 (PE/EtOAc, v/v 4:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.79 (dd, 1H, >/ =7.8 Hz, */ = 1.8 Hz, 3-H), 7.57 (dd, 1H,
)=7.8Hz, Y/ =1.1Hz, 6-H), 7.38 (dt, 1H, ) =7.6 Hz, *J = 1.2 Hz, 4-H), 7.21 (dt, 1H, >/ =7.7 Hz,
%)= 1.5 Hz, 5-H), 5.81 (dd, 1H, *J = 5.4 Hz, *J = 2.2 Hz, 7-H), 2.67 (d, 1H, *J = 2.2 Hz, 9-H), 2.45 (d,
1H, *J = 5.5 Hz, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 139.1 (C2), 133.2 (C6), 130.3 (C5), 128.6 (C3), 128.1 (C4),
122.8 (C1), 82.4 (C8), 75.1 (C9), 64.1 (C7).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoH,BrO [M-H] = 208.9597, gef. 208.9597.
Elementaranalyse: gef. (ber.) [%]: C51.49 (51.22); H 3.31 (3.34); O 7.59 (7.58).

IR (Film): ¥ = 3378, 3294, 1468, 1435, 1192, 1023, 756 cm .

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten iiberein.?*?
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9.5.2. Darstellung der Grundgeriiste

1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-carboxyadamantan 96

13
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 2 (Edukte: 3-Amino-l-adamantancarbonsdure (2.67 g,
11.5 mmol), Di-tert-butyldicarbonat (4.70 g, 22 mmol)). Die Reaktion wurde bei RT fir 6d
gerihrt.

Die gewiinschte Aminoadamantancarbonsdure 96 wurde in Form eines farblosen Feststoffes
(0.183 g, 0.577 mmol, 5%) erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d;): & (ppm) = 11.86 (br, 1H, 9-H), 6.46 (s, 1H, 10-H), 2.07 (s, 2H, 5-H),
1.91 (s, 2H, 2-H), 1.83 (d, 2H, J = 12.1 Hz, 4a-H), 1.72 (d, 2H, ¥ = 12.1 Hz, 4b-H), 1.67 (s, 4H, 6-H),
1.53 (s, 2H, 7-H), 1.36 (s, 9H, 13-H).

3C.NMR (100 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 177.8 (C8), 153.9 (C11), 77.2 (C12), 49.9 (C1), 42.2
(C2), 41.6 (C3), 40.4 (C4), 37.7 (C6), 35.1 (C7), 28.6 (C5), 28.3 (C13).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1¢H,sNO, [M+Na]” = 318.1676, gef. 318.1665.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein.”*?
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-(2-(NHS)-carboxy)-adamantan 149
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 3. Allerdings wurde als Edukt die freie und nicht die Bn-
geschitzte Carbonsdure verwendet. Deshalb wurde die basische Entschiitzung nicht
durchgefiihrt (Edukte: Carbonsdure 96 (0.13 g, 0.44 mmol), EDC-HCI (0.13 g, 0.68 mmol), N-
Hydoxysuccinimid (76 mg, 0.66 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittelgradient:
Pentan/EtOAc, v/v 3:1 — 1:4). Es ergab sich der NHS-Ester 149 als farbloser Feststoff (63 mg,
0.16 mmol, 36%).

R~Wert = 0.60 (Pentan/EtOAc, v/v 1:4, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.44 (s, 1H, 9-H), 2.80 (s, 4H, 14-H), 2.24 (s, 4H, 2-H, 5-H),
1.94-2.04 (m, 6H, 4a-H, 6-H), 1.90 (d, 2H, % = 11.8 Hz, 4b-H), 1.67 (brs, 2H, 7-H), 1.42 (s, 9H,
12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 171.4 (C8), 169.2 (C13), 79.2 (C11), 50.4 (C1), 42.4 (C2),
42.2 (C3), 40.8 (C4), 37.7 (C6), 35.1 (C7), 28.9 (C5), 28.6 (C12), 25.7 (C14).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyoH,sN,0¢ [M+Na]" = 415.1840, gef. 415.1846.
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-carboxyethyladamantan 50

15

P

Die Aminoadamantancarbonsaure 48 (1.26 g, 4.85 mmol) wurde in H,0/Dioxan (60 mL, v/v 1:1)
gelést. Es wurden Boc,O (1.23g, 5.64 mmol) und Na,CO; (1.19g, 11.2 mmol) zu der
Reaktionslosung gegeben. Der pH-Wert wurde mit 1 M wassriger NaOH auf 10 eingestellt. Die
Reaktionslosung wurde 8 h im Ultraschallbad und 12 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach den
ersten 3 h Reaktionszeit wurde ein zweites Mal Boc,0 (930 mg, 4.26 mmol) hinzugegeben. Die
Reaktionslésung wurde unter Vakuum zur Trockene eingeengt, der Riickstand in EtOAc (50 mL)
und H,0 (50 mL) aufgenommen, die Phasen getrennt und die wassrige Phase weitere zweimal
mit EtOAc (je 50 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde durch Zugabe von 1 M wéssriger HCI
auf einen pH-Wert von 1 eingestellt und dreimal mit EtOAc (je 50 mL) extrahiert. Die organischen

Phasen wurden vereinigt, Uber MgS0, getrocknet, filtriert und zur Trockene eingeengt.

Die Boc-geschiitzte Aminoadamantancarbonsdure 50 wurde als farbloser Feststoff erhalten
(450 mg, 1.39 mmol, 29%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 11.96 (brs, 1H, 11-H), 6.31 (brs, 1H, 12-H), 2.12 (t, 2H,
3) = 8.2 Hz, 9-H), 2.02 (brs, 2H, 5-H), 1.75 (brs, 4H, 6-H), 1.55 (s, 2H, 2-H), 1.47-1.53 (m, 2H, 7-H),
1.34 (s, 9H, 15-H), 1.27-1.34 (m, 6H, 4-H, 8-H).

3C.NMR (100 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) = 175.0 (C10), 77.0 (C14), 50.3 (C1), 45.4 (C2), 40.7 (C6),
40.4 (C4), 38.0 (C8), 35.5 (C7), 33.5 (C3), 28.9 (C5), 28.3 (C15), 27.7 (C9).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1gH,oNO4 [M+Na]” = 346.1988, gef. 346.1989.
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5-bis-(2-carboxyethyl)-adamantan 51

Die Reaktion erfolgte nach AAV 2 (Edukte: Amin 48 (437 mg, 148 mmol), Di-tert-butyldicarbonat
(420 mg, 1.93 mmol)). Statt in H,O/Dioxan wurde die Reaktion in ges. wassriger NaHCO3-L6sung
durchgefiihrt und solange Dioxan hinzugegeben, bis sich die Edukte gel6st haben. Mit 1 M
wassriger NaOH wurde der pH-Wert auf 10 eingestellt.

Das Boc-geschiitzte Amin 51 (212 mg, 0.488 mmol, 33%) wurde als gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 2.27 (t, 4H, 3/ = 8.4 Hz, 9-H), 2.14-2.20 (m, 1H, 6-H),
1.81 (brs, 2H, 7-H), 1.63 (d, 2H, ¥ = 12.1 Hz, 2a-H), 1.57 (d, 2H, ¥ = 12.4 Hz, 2b-H), 1.46-1.54 (m,
4H, 8-H), 1.31-1.46 (m, 13H, 5-H, 14-H), 1.18 (s, 2H, 4-H).

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d,): 5 (ppm) = 178.2 (C10), 79.5 (C13), 52.8 (C1), 46.8 (C4), 46.5 (C2),
41.5 (C7), 41.3 (C5), 39.3 (C8), 35.5 (C3), 31.2 (C6), 29.0 (C9), 28.9 (C14).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;;H33NOg [M+Na]" = 418.2200, gef. 418.2210.
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Cbz-Triester 150
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Das Amin (0.72 g, 1.4 mmol) wurde in Dioxan/H,0 (100 mL, v/v 1:1) bei RT gel6st, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO; (0.16 g, 1.9 mmol) versetzt. AnschlieBend wurden bei 0°C Uber
mehrere min Cbz-Cl (0.32 mL, 0.38 g, 2.2 mmol) zu getropft. Die Reaktionslésung wurde 2 h bei
0 °C und anschlieRend 2 h bei RT geriihrt. Danach wurde viermal mit CH,Cl, extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit 1 M wassriger HCl gewaschen und tGber MgSO, getrocknet.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc, v/v 17:3).

Der Triester 150 konnte als farbloses Ol erhalten werden (0.18 g, 0.28 mmol, 19%).

R-Wert = 0.24 (PE/EtOAc, v/v 17:3, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.27-7.38 (m, 5H, Harom), 5.01 (s, 2H, 11-H), 2.18 (t, 6H,
3)=7.7 Hz, 5-H), 1.48-1.62 (m, 12H, 2-H, 4-H), 1.43 (s, 27H, 8-H), 1.13-1.24 (m, 6H, 3-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl;): & (ppm) = 173.1 (C6), 154.2 (C10), 137.0 (C12), 128.6 (Carom), 128.1
(Carom), 80.1 (C7), 66.1 (C11), 57.7 (C1), 35.7 (C5), 35.1 (C2), 28.2 (C8), 25.5 (C4) 22.8 (C3).

HRMS (ESI): m/z ber. C3sHsoNOg [M+Na]" = 656.4133, gef. 656.4130.
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Cbz-Tricarbonsaure 90

Der Triester 150 (10 mg, 0.16 mmol) wurde in TFA/CH,Cl, (20 mL, v/v 1:1) gelést und 4 h bei RT
geriihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslosung bis zur Trockene eingeengt und fliinfmal mit
CH,Cl, koevaporiert. Die Tricarbonsdure 90 (72 mg, 0.16 mmol, quant.) wurde als farbloses Ol

erhalten und ohne Reinigung weiter umgesetzt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.27-7.35 (M, 5H, Harom), 5.01 (brs, 2H, 9-H), 2.27 (t, 6H,
3)= 7.4 Hz, 5-H), 1.52-1.59 (m, 12H, 2-H, 4-H), 1.20-1.31 (m, 6H, 3-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-dy): & (ppm) = 177.6 (C6), 156.6 (C8), 138.8 (C10), 129.4 (C12), 128.8
(C13), 128.6 (C11), 66.6 (C9), 58.6 (C1), 35.6 (C2), 34.8 (C5), 26.4 (C4), 23.7 (C3).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C,4H3sNOg [M-H] = 464.2290, gef. 464.2308.
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9.5.3. Darstellung des Azidolinkers

L-Azidohomoalanin-Bn 25

o
<5 é

Die Reaktion erfolgte nach AAV 4 (Edukt: Azid 99 (85 mg, 0.25 mmol)). Das freie Amin 25a als

TFA-Salz wurde in Form eines gelben Ols erhalten (87 mg, 0.25 mmol, quant.).

Zur Darstellung des HCI-Salzes wurde das Amin 25a als TFA-Salz in MeCN und 0.1 M wassriger HCI
aufgenommen und gefriergetrocknet. Daraus wurde das freie Amin 25b als HCI-Salz in Form
eines farblosen Feststoffes erhalten (67 mg, 0.25 mmol, quant.) und als Rohprodukt ohne

Reinigung weiter umgesetzt.

Als TFA-Salz:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 8.58 (brs, 3H, 10-H), 7.28-7.41 (M, 5H, Harom), 5.24 (d, 1H,
%) =12.0 Hz, 3a-H), 5.16 (d, 1H, 3/ = 12.0 Hz, 3b-H), 4.20 (t, 1H, 3/ = 6.0 Hz, 1-H), 3.41-3.59 (m, 2H,
9-H), 2.09-2.30 (m, 2H, 8-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 169.1 (C2), 162.6 (TFA), 162.2 (TFA), 161.8 (TFA), 161.5
(TFA), 134.1 (C4), 129.2 (Carom), 128.9 (Carom), 128.8 (Carom), 69.0 (C3), 51.2 (C1), 47.1 (C9), 29.3
(C8).

Als HCI-Salz:

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) = 8.86 (brs, 3H, 10-H), 7.27-7.37 (m, 5H, Harom), 5.23 (d, 1H,
3J =12.0 Hz, 3a-H), 5.15 (d, 1H, *J = 12.0 Hz, 3b-H), 4.37 (t, 1H, > = 6.0 Hz, 1-H), 3.51-3.72 (m, 2H,
9-H), 2.22-2.43 (m, 2H, 8-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 169.3 (C2), 134.5 (C4), 128.9 (Carom), 128.8 (Carom), 128.6
(Carom), 68.5 (C3), 51.2 (C1), 47.0 (C9), 29.6 (C8).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;1H14N40, [M+H]" = 235.1190, gef. 235.1194.

IR (Film): ¥ = 3431, 2109, 1635 cm™*
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9.5.4. Darstellung der Kupplungsprodukte

1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-monocarboxy-4-aminoethoxybrombenzol-adamantan 87
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: freie Carbonsidure 50 (51 mg, 0.17 mmol), NEt;
(0.10mL, 70mg, 0.69 mmol), EDC-HCl (40 mg, 0.21 mmol), HOBt (28 mg, 0.21 mmol),
Bromphenolderivat 86 (52 mg, 0.21 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:1). Es ergab sich das gewtinschte Monokupplungsprodukt 87 (53 mg, 0.11 mmol, 63%) als

farbloser Feststoff.

R~Wert = 0.27 (PE/EtOAc, v/v 1:1, Molybdatophosphorsaure).

'H-NMR (400 MHz, €DCl3): & (ppm) = 7.37 (d, 2H, >/ = 9.0 Hz, 13-H), 6.77 (d, 2H, >/ =9.0 Hz, 14-
H), 6.01-6.11 (m, 1H, 9-H), 4.44 (brs, 1H, 16-H), 3.98 (t, 2H, >/ = 5.2 Hz, 11-H), 3.63 (g, 2H, >/ =5.2
Hz, 10-H), 2.18-2.23 (m, 2H, 5-H), 2.05 (s, 2H, 2-H), 1.96 (d, 2H, *J = 11.5 Hz, 4a-H), 1.74-1.85 (m,
6H, 4b-H, 6-H), 1.58-1.68 (m, 2H, 7-H), 1.41 (s, 9H, 19-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl5): § (ppm) = 177.0 (C8), 157.8 (C12), 132.5 (C13), 116.5 (C14), 113.5
(C15), 79.2 (C18), 67.2 (C11), 50.9 (C1), 43.0 (C3), 42.8 (C2), 41.1 (C4), 38.9 (C10), 38.3 (C6), 35.5
(C7), 29.3 (C5), 28.6 (C19).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C24H33BrN,04 [M+H]" = 493.1702, gef. 493.1695.
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-4-aminoethoxybrombenzol-

adamantan 88

(e}
NH
/_/
Br—< >—O

Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: freie Tricarbonsdure 24 (91 mg, 0.19 mmol), NEt;
(0.33mL, 0.23g, 2.3 mmol), EDC-HCl (0.14mg, 0.71 mmol), HOBt (96 mg, 0.71 mmol),
Bromphenolderivat 86 (0.18 mg, 0.70 mmol)). Die Reaktion wurde bei RT fiir 7 d gerihrt. Es
wurde mit ges. wassriger KHSO,4-Losung (je 10 mL) bzw. ges. wassriger K,COs-Losung (je 10 mL)
gewaschen. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Laufmittelgradient: CH,Cl,/MeOH, v/v 1:0 — 10:1). Es ergab sich das gewlinschte
Trikupplungsprodukt 88 leicht verunreinigt als farbloser Feststoff (0.13 mg, 0.12 mmol, 63%).

R+-Wert = 0.19 (CH,Cl,/MeOH, v/v 15:1, UV, Cersulfat).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.37 (d, 6H, >/ = 8.4 Hz, Haom), 6.77 (d, 6H, >/ =8.3 Hz,
Harom), 6.07 (brs, 3H, 8-H), 4.43 (brs, 1H, 15-H), 3.98 (s, 6H, 10-H), 3.63 (s, 6H, 9-H), 2.13 (s, 6H, 5-
H), 1.50 (s, 12H, 6-H, 2-H), 1.40 (s, 9H, 18-H), 0.97-1.15 (m, 6H, 4-H).

3C-NMR (150 MHz, €DCls): & (ppm) = 173.7 (C7), 157.6 (C11), 132.5 (C12), 116.4 (C13), 113.7
(C14), 79.2 (C17), 67.1 (C10), 52.5 (C1), 45.5 (C2), 45.2 (C4), 39.1 (C9), 38.3 (C8), 35.1 (C3), 30.6
(C5), 29.8 (C6), 28.6 (C18).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C4gHg1BrsN,Og [M+H]" = 1061.2097, gef. 1061.2112.
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Flex-1-Tribrom 91
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: Tricarbonsdure 89 (0.10 g, 0.26 mmol), NEt3 (0.45 mL,
0.32 g, 3.2 mmol), EDC-HCI (0.18 g, 0.95 mmol), HOBt (0.13 g, 0.95 mmol), Bromphenolderivat
86 (0.24 g, 0.95 mmol)). Bevor das Bromphenolderivat 86 zur Reaktionslésung gegeben wurde,
wurde dieses 30 min bei RT geriihrt und die Reaktionslosung nach Zugabe des Amins 6 d bei RT

geriihrt. Statt mit KHCO3; wurde mit ges. wassriger NaHCOs-Losung gewaschen.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
CH,Cl,/MeOH, v/v 13:0.5). Das Kupplungsprodukt 91 (90 mg, 92 umol, 36%) wurde als farbloser

Feststoff erhalten.

R+-Wert = 0.13 (CH,Cl,/MeOH, v/v 26:1, UV, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 7.27-7.38 (m, 11H, Harom), 6-73-6.77 (M, 6H, Harom), 6.37
(brs, 3H, 5-H), 5.44 (brs, 1H, 12-H), 4.99 (brs, 2H, 14-H), 3.93 (t, 6H, *J = 5.2 Hz, 7-H), 3.57 (q, 6H,
) =5.4 Hz, 6-H), 2.18 (t, 6H, >/ = 7.2 Hz, 3-H), 1.94 (t, 6H, *J = 7.2 Hz, 2-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 173.4 (C4), 171.6 (C13), 157.7 (C8), 136.8 (C15), 132.5 (C9),
128.7 (C17), 128.3 (C18), 128.1 (C16), 116.4 (C10), 113.5 (C11), 66.9 (C7), 66.4 (C14), 57.3 (C1),
39.1(Ce), 31.3 (C2), 30.8 (C3).
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Flex-2-Tribrom 92

Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: freie Tricarbonsdure 90 (72 mg, 0.15 mmol), NEt;
(0.26mL, 0.19g, 1.9 mmol), EDC-HCI (0.11g, 0.56 mmol), HOBt (75mg, 0.56 mmol),
Bromphenolderivat 86 (0.14 g, 0.56 mmol)). Es wurde mit 1 M wassriger HCl (je 10 mL) und ges.

wassriger NaHCOs—Ldsung gewaschen.

Das Rohprodukt wurde als braunes Ol erhalten und sidulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH, v/v 13:0.5). Es wurde das Kupplungsprodukt 92 leicht
verunreinigt als farbloses Ol (57 mg, 54 umol, 35%) erhalten.

R+~Wert = 0.13 (CH,Cl,/MeOH, v/v 13:0.5, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 7.27-7.38 (m, 11H, Harom), 6.75 (d, 6H, 3/ = 8.9 Hz, 12-H),
6.14-6.32 (m, 3H, 7-H), 4.99 (s, 2H, 16-H), 4.39 (brs, 1H, 14-H), 3.96 (t, 6H, >/ = 5.1 Hz, 9-H), 3.61
(g, 6H, 3J =5.1 Hz, 8-H), 2.14 (t, 6H, *J = 6.6 Hz, 5-H), 1.48-1.57 (m, 12H, 2-H, 4-H), 1.14-1.18 (m,
6H, 3-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 173.3 (C6), 157.7 (C10), 154.3 (C15), 136.9 (C17), 132.5

(C11), 128.6 (C19), 128.2 (C20), 128.1 (C18), 116.3 (C12), 113.4 (C13), 67.1 (C9), 66.1 (C16), 57.7
(C1), 38.9 (C8), 36.4 (C5), 34.8 (C2), 25.7 (C4), 22.7 (C3).
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9.5.5. Azidolinkerkupplungsprodukte

L-Azidohomoalanin-Bn-adamantan 105
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukt: 1-Adamantancarbonsaure (0.21 g, 1.2 mmol), NEt;
(0.75mL, 0.54 g, 5.3 mmol), EDC-HCI (0.32 g, 1.7 mmol), HOBt (0.25 g, 1.7 mmol), Amin 25b (als
HCI-Salz: 0.42 g, 1.5 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4). Es wurde statt mit KHCO3; mit NaHCO;

gewaschen.

Das Rohprodukt wurde in Form eines gelben Ols erhalten und sidulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc, v/v 2:1). Das Monoazid 105 (0.28 g, 0.71 mmol, 60%)

wurde in Form eines gelblichen Feststoffes erhalten.

R~Wert = 0.44 (PE/EtOAc, v/v 2:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) = 7.30-7.44 (m, 5H, Harom), 6.35 (d, 1H, >/ = 7.2 Hz, 6-H), 5.23
(d, 1H, % = 12.1 Hz, 11a-H), 5.16 (d, 1H, °J = 12.1 Hz, 11b-H), 4.66-4.73 (m, 1H, 7-H), 3.24-3.40 (m,
2H, 9-H), 2.10-2.22 (m, 1H, 8a-H), 2.02-2.08 (m, 3H, 1-H), 1.91-2.02 (m, 1H, 8b-H), 1.86-1.90 (m,
6H, 2-H), 1.75 (d, 3H, °J = 12.2 Hz, 4a-H), 1.69 (d, 3H, *J = 12.2 Hz, 4b-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 178.0 (C5), 171.9 (C10), 135.2 (C12), 128.8 (Carom), 128.7
(Carom), 128.5 (Carom), 67.6 (C11), 50.2 (C7), 47.9 (C9), 40.8 (C3), 39.2 (C2), 36.6 (C4), 31.4 (C8),
28.2 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C5,H,5N405 [M+Na]* = 419.2054, gef. 419.2047.
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1-Boc-3-(L-Azidohomoalanin-Bn)-adamantan 97
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: Aminoadamantancarbonsaure 96 (0.11 g, 0.32 mmol),
NEt; (0.18 mL, 0.13 g, 1.3 mmol), EDC-HCI (73 mg, 0.38 mmol), HOBt (58 mg, 0.38 mmol), Amin
25a (als TFA-Salz: 0.16 g, 0.59 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4). Statt mit ges. wassriger KHCO;
wurde mit ges. wissriger NaHCO; gewaschen. Das Rohprodukt wurde in Form eines roten Ols
erhalten und sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Et,O/Pentan, v/v 3:1).
Es ergab sich das gewiinschte Aminomonoazid 97 (0.12 g, 0.23 mmol, 72%) in Form eines

farblosen Feststoffes.

R~Wert = 0.32 (Et,0O/Pentan, v/v 3:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.31-7.40 (M, 5H, Harom), 6.35 (d, 1H, > = 7.4 Hz, 9-H), 5.20
(d, 1H, J = 12.1 Hz, 14a-H), 5.15 (d, 1H, ¥ = 12.1 Hz, 14b-H), 4.65-4.71 (m, 1H, 10-H), 4.43 (s, 1H,
19-H), 3.25-3.38 (m, 2H, 12-H), 2.18-2.24 (m, 2H, 5-H), 2.09-2.18 (m, 1H, 11a-H), 2.03 (brs, 2H,
2-H), 1.95-2.01 (m, 1H, 11b-H), 1.83-1.95 (m, 4H, 6-H), 1.74-1.83 (m, 4H, 4-H), 1.56-1.69 (m, 2H,
7-H), 1.42 (s, 9H, 22-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 176.7 (C8), 171.8 (C13), 135.2 (C15), 128.8 (Carom), 128.7
(Carom), 128.6 (Carom), 79.1 (C21), 67.7 (C14), 50.9 (C1), 50.3 (C10), 48.0 (C12), 43.0 (C2), 42.8 (C3),
41.0 (C6), 38.28 (C4), 38.26 (C'4), 35.4 (C7), 31.4 (C11), 29.3 (C5), 28.6 (C22).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C,;H3;NsOs [M+Na]” = 534.2687, gef. 534.2704.

Elementaranalyse: gef. (ber.) [%]: C 63.32 (63.39); H 7.36 (7.29); N 13.45 (13.69); O 15.55
(15.64).



9. Experimenteller Teil

1-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 109
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Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt (Edukte: 1-(2-Carboxylethyl)adamantan (0.50 g,
2.4 mmol), HATU (1.2 g, 3.1 mmol), DIPEA (0.42 mL, 0.31g, 2.4 mmol), Azidoamin 25b als
Rohprodukt aus AAV 4 (als HCI-Salz: 0.85 g, 3.1 mmol), DIPEA (0.42 mL, 0.31 g, 2.4 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 3:1) und das gewiinschte Adamantanmonoazid 109 als farbloses Ol erhalten (90 mg,
0.21 mmol, 9%).

R-Wert = 0.39 (PE/EtOAc, v/v 3:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.28-7.44 (m, 5H, Harom), 6.25 (d, 1H, *J = 7.4 Hz, 8-H), 5.20
(d, 1H, % = 12.1 Hz, 1H, 13a-H), 5.17 (d, 1H, J = 12.4 Hz, 13b-H), 4.67-4.77 (m, 1H, 9-H), 3.25-3.40
(m, 2H, 11-H), 2.08-2.24 (m, 3H, 6-H, 10a-H), 1.90-2.02 (m, 4H, 1-H, 10b-H), 1.70 (d, 3H,
?J =12.0 Hz, 4a-H), 1.60 (d, 3H, %J = 11.2 Hz,4b-H), 1.44-1.49 (m, 6H, 2-H), 1.36-1.44 (m, 2H, 5-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 174.0 (C7), 171.8 (C12), 135.1 (C14), 128.8 (Carom), 128.7
(Carom), 128.5 (Carom), 67.6 (C13), 50.3 (C9), 47.8 (C11), 42.2 (C2), 39.7 (C5), 37.1 (C4), 32.1 (C3),
31.6 (C10), 30.3 (C6), 28.7 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C24H3,N405 [M+Na]* = 447.2367, gef. 447.2374.

117



118

9. Experimenteller Teil

1-Boc-3-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 100

zs/k 24
(©)

21 22/&
HN (@] 1
1 13 N3
6 2 ° H 12 18
5 3 10 14 17 19
15
8 o' 16

7 " (@) o 20

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt (Edukte: geschiitzte Aminoadamantancarbonsaure
50 (0.20g, 0.62 mmol), HATU (0.31g, 0.80 mmol), DIPEA (0.14 mL, 0.10g, 0.80 mmol),
Azidoamin 25b (als HCI-Salz: 0.23 g, 0.80 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4, DIPEA (0.14 mL,
0.10 g, 0.80 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 2:1) und das gewiinschte Aminoadamantanmonoazid 100 als farbloses Ol erhalten (0.24 g,

0.44 mmol), das entspricht einer Ausbeute von 71%.

R+-Wert = 0.57 (PE/EtOAc, v/v 1:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.31-7.43 (m, 5H, Harom), 6.16 (d, 1H, >/ = 7.5 Hz, 11-H), 5.20
(d, 1H, % =12.2 Hz, 16a-H), 5.17 (d, 1H, % = 12.2 Hz, 16b-H), 4.66-4.76 (m, 1H, 12-H), 4.41 (brs,
1H, 21-H), 3.26-3.40 (m, 2H, 14-H), 2.18-2.24 (m, 2H, 9-H), 2.14-2.18 (m, 1H, 13a-H), 2.09-2.14
(m, 2H, 5-H), 1.92-2.02 (m, 1H, 13b-H), 1.77-1.90 (m, 4H, 6-H), 1.66 (brs, 2H, 2-H), 1.51-1.64 (m,
4H, 4-H), 1.45-1.51 (m, 2H, 8-H), 1.42 (s, 9H, 24-H), 1.35-1.41 (m, 2H, 7-H).

3C-NMR (100 MHz, €DCl3): & (ppm) = 173.7 (C10), 171.8 (C15), 135.1 (C17), 128.82 (Carom),
128.78 (Carom), 128.6 (Carom), 78.8 (C23), 67.7 (C16), 51.3 (C1), 50.3 (C12), 47.9 (C14), 46.1 (C2),
41.6 (C6), 41.1 (C7), 38.8 (C8), 36.0 (C4), 34.3 (C3), 31.6 (C13), 30.4 (C9), 29.6 (C5), 28.6 (C24).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;o0H41NsOs [M+Na]” = 562.3000, gef. 562.3008.
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1-Amino-3-(L-Azidohomoalanin-GRGES)-carboxyethyladamantan 128
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefihrt (Edukte: Aminodamantanmonoazid 100 (47 mg,
87 umol), LiOH (7.7 mg, 0.32 mmol), EDC-HCI (23 mg, 0.12 mmol), N-Hydroxysuccinimid (14 mg,
0.12 mmol)). Der NHS-Ester 121 wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne
Reinigung nach AAV 7 weiter umgesetzt (Edukte: H,N-G-R(Pbf)-G-E(tBu)-S(tBu)-Rink-Amid
(0.13 g, 0.11 mmol)). Die Reaktionslésung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet und
ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Riickstand wurde in 4.4 mL TFA aufgenommen und
mit 0.10 mL TIPS, 0.25mL H,O und 36 mg Phenol versetzt und fir 48 h bei RT geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch gereinigt (RP-8, 2% MeCN in H,0, mit 0.1% FA, 5 min halten, in 20 min zu
80% MeCN, 5 mL/min, 210 nm). Das entschltzte Adamantanpeptid 128 wurde als farbloser
Feststoff erhalten (13 mg, 16 umol, 18% Uber 4 Stufen).

HRMS (ESI): m/Z ber. fur C35H58N14010 [M+2H]2+ = 4182303, gef 418.2305.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 2% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 5 min halten,
in 20 min zu 80% MeCN, 5 mL/min, 210 nm, tg = 12.3 min.
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1-Amino-3-(L-Azidohomoalanin-GRGDS)-carboxyethyladamantan 129
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt (Edukte: Aminodamantanmonoazid 100 (37 mg,
69 umol), LiOH (6.6 mg, 0.27 mmol), EDC-HCI (20 mg, 0.10 mmol), N-Hydroxysuccinimid (12 mg,
0.10 mmol)). Der NHS-Ester 121 wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne
Reinigung nach AAV 7 weiter umgesetzt (Edukte: H,N-G-R(Pbf)-G-D(tBu)-S(tBu)-Rink-Amid
(0.13 mg, 0.11 mmol)). Die Reaktionslosung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet
und ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Riickstand wurde in 4.4 mL TFA aufgenommen
und mit 0.10 mL TIPS, 0.25 mL H,0 und 36 mg Phenol versetzt und fir 48 h bei RT gerlhrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch gereinigt (RP-18, 2% MeCN in H,O mit 0.1% FA, 5 min halten, in 20 min zu
80% MeCN, 5 mL/min, 210 nm). Das entschltzte Adamantanpeptid 129 wurde als farbloser
Feststoff erhalten (16 mg, 17 umol, 25% Ulber 4 Stufen).

Adamantanmonopeptid 129:

'H-NMR (600 MHz, H,0/D,0/DCl): & (ppm) = 8.51 (t, 1H, */ = 6.0 Hz, 16-H/29-H), 8.45 (t, 0.5H,
%) = 6.0 Hz, 16-H/29-H), 8.39 (t, 0.5H, *J = 6.0 Hz, 16-H/29-H), 8.35 (t, 1H, > = 6.0 Hz, 11-H), 8.12-
8.22 (m, 3H, 19-H, 32-H, 37-H), 7.16 (t, 1H, >/ = 5.8 Hz, 24-H), 4.29-4.35 (m, 1H, 12-H), 4.22-4.29
(m, 1H, 38-H), 3.81-3.90 (m, 5H, 17-H, 30-H, 39a-H), 3.78 (dd, 1H, %J = 12.6 Hz, *J = 4.2 Hz, 39b-H),
3.37-3.44 (m, 1H, 14a-H), 3.29-3.37 (m, 1H, 14b-H), 3.11 (qu, 2H, *J = 6.6 Hz, 23-H), 2.64 (dd, 1H,
2J=16.2 Hz, 3/ = 5.9 Hz, 34a-H), 2.59 (dd, 1H, %J = 16.2 Hz, *J = 7.2 Hz, 34b-H), 2.15-2.27 (m, 2H,
9-H), 2.10-2.15 (m, 2H, 5-H), 1.95-2.04 (m, 1H, 13a-H), 1.84-1.91 (m, 1H, 13b-H), 1.77-1.84 (m,
1H, 20-H), 1.74 (d, 2H, %J = 11.4 Hz, 6a-H), 1.64-1.71 (m, 4H, 6b-H, 21-H/22-H), 1.50-1.63 (m, 4H,
7-H, 21-H/22-H), 1.48 (s, 2H, 2-H), 1.35-2.44 (m, 4H, 4a-H, 8-H), 1.32 (d, 2H, % = 12.2, 4b-H).
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HRMS (ESI): m/z ber. fiir C34Hs6N14019 [M+2H] 2*=411.2225, gef. 411.2243.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 2% MeCN in H,O mit 0.1% FA, 5 min
halten, in 20 min zu 80% MeCN, 5 mL/min, 210 nm, tg = 13.4 min.

1-Boc-3,5-bis-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 101

Die Reaktion erfolgte nach AAV 6 (Edukte: geschiitzte Aminoadamantandicarbonsdure 51
(0.33 g, 0.94 mmol), HATU (0.94 g, 2.5 mmol), DIPEA (0.43 mL, 0.32 g, 2.5 mmol), Azidoamin 25b
(als HCI-Salz: 0.79 g, 2.9 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4, DIPEA (1.3 mL, 0.96 g, 7.5 mmol)). Die
Reaktion wurde von 0 °C auf RT erwdrmt und 2 d bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde sie bei
45 °C fiir 12 h gerihrt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:4). Das Kupplungsprodukt 101 (0.27 g, 0.33 mmol, 35%) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7.30-7.40 (m, 10H, Harom), 6.33 (d, 1H, 3/ = 7.3 Hz, 11-H),
5.14-5.23 (m, 4H, 16-H), 4.67-4.75 (m, 2H, 12-H), 4.47 (brs, 1H, 21-H), 3.27-3.40 (m, 4H, 14-H),
2.07-2.25 (m, 7H, 6-H, 9-H, 13a-H), 1.91-2.01 (m, 2H, 13b-H), 1.75 (brs, 2H, 7-H), 1.53-1.67 (m,
4H, 2-H), 1.46-1.53 (m, 4H, 8-H), 1.23-1.46 (m, 13H, 5-H, 24-H), 1.06-1.16 (m, 2H, 4-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): § (ppm) = 173.7 (C10), 171.9 (C15), 135.1 (C17), 128.8 (Carom), 128.7
(Carom), 128.5 (Carom), 79.2 (C23), 67.7 (C16), 51.9 (C1), 50.3 (C12), 47.9 (C14), 45.6 (C2, C4), 41.0 (C7),
40.7 (C5), 38.4 (C8), 34.7 (C3), 31.5 (C13), 30.3 (C9), 29.7 (C6), 28.6 (C24).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C43Hs;NoOg [M+H]" = 828.4403, gef. 828.4418.
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1-Amino-3,5-bis-(L-Azidohomoalanin-GRGDS)-adamantan 130
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefihrt (Edukte: Aminodamantandiazid 101 (60 mg,
73 umol), LiOH (5.2 mg, 0.22 mmol), EDC-HCI (53 mg, 0.28 mmol), N-Hydroxysuccinimid 32 mg,
0.28 mmol)). Der NHS-Ester 122 wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne Reinigung
H,N-G-R(Pbf)-G-D(tBu)-S(tBu)-Rink-Amid (0.17 g,

0.20 mmol). Die Reaktionslésung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet und ohne

nach AAV 7 weiter umgesetzt (Edukte:

Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Riickstand wurde in 8.8 mL TFA aufgenommen und mit
0.20 mL TIPS, 0.50 mL H,0 und 81 mg Phenol versetzt und fiir 48 h bei RT geriihrt. AnschlieRend
wurde das Lésungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt chromatographisch gereinigt
Das entschiitzte Adamantanpeptid 130 wurde als farbloser Feststoff (8.0 mg, 2.7 umol, 4% Uber

4 Stufen) erhalten. Eine unbekannte Verunreinigung konnte nicht abgetrennt werden.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsgHosN,7040 [M+3H]>* = 497.5847, gef. 497.5843.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 2% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 5 min
halten, in 20 min auf 80% MeCN, 5 mL/min, 230 nm, tg = 11.8 min.
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7-(N-Boc-3-Aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyadamantan 102

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefiihrt (Edukte: Adamantantricarbonsdure 38 (87 mg,
0.20 mmol), Azidoamin 25b (als HCI-Salz: 0.21 g, 0.90 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4, EDC-HCI
(0.17 g, 0.90 mmol), HOBt (0.14 mg, 0.90 mmol), NEt3 (0.36 mL, 0.27 g, 2.7 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:2) und das gewiinschte Triazid 102 als farbloses Ol erhalten (28 mg, 26 umol, 13%

Ausbeute).

R~Wert = 0.43 (PE/EtOAc, v/v 1:2, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.29-7.48 (m, 15H, Harom), 6.43 (d, 3H, /= 7.1 Hz, 13-H),
5.21 (d, 3H, 2 = 12.1 Hz, 18a-H), 5.15 (d, 3H, ¥ = 12.1 Hz, 18b-H), 4.65-4.75 (m, 3H, 14-H), 4.53
(brs, 1H, 8-H), 3.32 (t, 6H, >/ = 6.6 Hz, 16-H), 2.99-3.15 (m, 2H, 7-H), 2.09-2.19 (m, 3H, 15a-H),
1.89-2.02 (m, 9H, 4-H, 15b-H), 1.54 (s, 6H, 2-H), 1.36-1.51 (m, 11H, 6-H, 11-H), 1.18-1.26 (m, 2H,
5-H).

3C-NMR (100 MHz, €DCl3): & (ppm) = 175.7 (C12), 171.5 (C17), 155.1 (C9), 135.1 (C19), 128.81
(Carom), 128.77 (Carom), 128.59 (Carom), 79.3 (C10), 67.7 (C18), 50.5 (C14), 47.9 (C16), 42.6 (C2),
42.4(C7), 42.3 (C3), 40.1 (C5), 39.4 (C4), 34.2 (C1), 31.3 (C15), 28.5 (C11), 23.5 (C6).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cs4Hs7;N1301; [M+H]" = 1074.5156, gef. 1074.5171.
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1,3,5-tris-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 151
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Die Synthese erfolgte nach AAV 6 (Edukte: geschiitzte Adamantancarbonsdure 40 (0.20 g,
0.57 mmol), HATU (0.78 g, 2.0 mmol), DIPEA (0.36 mL, 0.27 g, 2.0 mmol), Azidoamin 25b (als HCI-
Salz: 0.59 g, 2.0 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4, DIPEA (0.36 mL, 0.27 g, 2.0 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:1) und das gewiinschte Adamantantriazid 151 als farbloses Ol erhalten (0.12 g, 0.12 mmol,
21%).

R~Wert = 0.31 (PE/EtOAc, v/v 1:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.28-7.42 (m, 15H, Harom), 6.46 (d, 3H, >J = 7.7 Hz, 8-H), 5.20
(d, 3H, ¥ = 12.4 Hz, 13a-H), 5.16 (d, 3H, % = 12.1 Hz, 13b-H), 4.68-4.78 (m, 3H, 9-H), 3.24-3.42 (m,
6H, 11-H), 2.15-2.23 (m, 6H, 6-H), 2.10-2.15 (m, 3H, 10a-H), 2.03-2.10 (m, 1H, 1-H), 1.88-2.03 (m,
3H, 10b-H), 1.38-1.52 (m, 6H, 5-H), 1.30 (brs, 6H, 2-H), 1.12 (d, 3H, % = 11.7 Hz, 4a-H), 1.05 (d,
3H, %J = 11.9 Hz, 4b-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 173.8 (C7), 172.0 (C12), 135.2 (C14), 128.8 (Carom), 128.7
(Carom), 128.5 (Carom), 67.7 (C13), 50.3 (C9), 47.9 (C11), 46.2 (C4), 41.2 (C2), 38.9 (C5), 33.5 (C3),
31.5 (C10), 30.3 (C6), 29.2 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cs;HssN1,09 [M+Na]™ = 1023.4811, gef. 1023.4842.
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1-Boc-3,5,7-tris-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 26

Variante 1:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: geschitzte Aminoadamantancarbonsiure 24 (0.12 g,
0.25 mmol), EDC-HCI (0.17 g, 0.92 mmol), HOBt (0.14 g, 0.92 mmol), NEt; (0.42 mL, 0.30 g,
3.0 mmol), Azidoamin 25a (als TFA-Salz: 0.22 g, 0.94 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4).

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:3) und das gewiinschte Aminoadamantantriazid 26 als farbloses Ol erhalten (64 mg,
57 umol, 23%). Als Nebenprodukt entstand TFA-L-Azidohomoalanin-Bn 98 (farbloses Ol, 74 mg,
0.22 mmol, 24% bezogen auf die eingesetzte Menge Azidoamin 25b).

Variante 2:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 6 (Edukte: geschiitzte Aminoadamantancarbonsaure 24 (90 mg,
0.19 mmol), HATU (0.47 g, 1.2 mmol), DIPEA (0.22 mL, 0.16 g, 1.2 mmol), Azidoamin 25a (als HCI-
Salz: 0.35 g, 1.2 mmol) als Rohprodukt aus AAV 4, DIPEA (0.22 mL, 0.16 g, 1.2 mmol)).

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:3) und das gewiinschte Aminoadamantantriazid 26 als farbloses Ol erhalten (0.11g,
98 umol, 52%).

R~Wert = 0.42 (PE/EtOAc, v/v 1:3, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): § (ppm) = 7.27-7.42 (m, 15H, Harom), 5.18 (d, 3H, % =12.2 Hz,
13a-H), 5.13 (d, 3H, % = 12.2 Hz, 13b-H), 4.50-4.57 (m, 3H, 9-H), , 3.32-3.46 (m, 6H, 11-H), 2.15-
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2.30 (m, 6H, 6-H), 2.02-2.15 (m, 3H, 10a-H), 1.85-1.97 (m, 3H, 10b-H), 1.53 (s, 6H, 2-H), 1.44-1.51
(m, 6H, 5-H), 1.42 (s, 9H, 21-H), 1.13 (d, 3H, % = 12.2 Hz, 4a-H), 1.04 (d, 3H, *J = 12.2 Hz, 4b-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 177.0 (C7), 172.9 (C12), 137.1 (C14), 129.6 (Carom),
129.4 (Carom), 129.3 (Carom), 79.3 (C20), 68.1 (C13), 53.4 (C1), 51.5 (C9), 49.0 (C11), 46.4 (C4), 46.0
(C2), 39.8 (C5), 36.1 (C3), 31.6 (C10), 30.8 (C6), 28.9 (C21).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cs;H73N1301; [M+Na]* = 1138.5488, gef. 1138.5445.

Nebenprodukt: TFA-L-Azidohomoalanin-Bn 98
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R-Wert = 0.48 (PE/EtOAc, v/v 2:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.33-7.43 (M, 5H, Harom), 7.11-7.24 (m, 1H, 10-H), 5.25 (d,
1H, °J =12.1 Hz, 3a-H), 5.22 (d, 1H, % = 12.1 Hz, 3b-H), 4.73 (t, 1H, >/ = 6.3 Hz, 1-H), 3.37 (t, 2H,
3J = 6.4 Hz, 9-H), 2.17-2.24 (m, 1H, 8a-H), 2.04-2.11 (m, 1H, 8b-H).

3C-NMR (100 MHz, €DCl3): & (ppm) = 170.1 (C2), 157.1 (d, 37.7 Hz, C11), 134.6 (C4), 129.1
(Carom), 128.9 (Carom), 128.7 (Carom), 115.7 (q, Ycr = 287.7 Hz, C12), 68.4 (C3), 51.0 (C1), 47.5 (C9),
30.8 (C8).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cy3H13F3N40; [M+Na]” = 353.0837, gef. 353.0839.

IR (Film): ¥ = 3390, 3330, 2956, 2103, 1750, 1723, 1553, 1456, 1180, 728, 698 cm .
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9.5.6. Darstellung der Brom-Modellverbindungen

Boc-L-Triazolbenzobbromphenyl-homoalanin-Bn 108
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Variante 1:

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt (Edukte: Azid 99 (0.17 g, 0.50 mmol), Bromalkin 29
(0.12 g, 0.57 mmol), Natriumascorbat (10 mg, 50 umol), Kupfersulfat (8.0 mg, 50 pumol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:2) und das gewiinschte Bromtriazolderivat 108 als farbloser Feststoff erhalten (90 mg,
0.17 mmol, 33% Ausbeute).

Variante 2:

Die Reaktion wurde nach AAV 9 durchgefiihrt (Edukte: Azid 99 (0.18 g, 0.54 mmol), Bromalkin 29
(0.15 g, 0.71 mmol), Natriumascorbat (11 mg, 55 umol), Kupfersulfat (9.0 mg, 56 pumol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:2) und das gewiinschte Bromtriazolderivat 108 als farbloser Feststoff erhalten (0.26 mg,
0.47 mmol, 87% Ausbeute).

Mischung zweier Diastereomere
R-Wert = 0.35 (PE/EtOAc, v/v 1:2, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.70 (d, 1H, *J = 7.6 Hz, Harom), 7.46 (d, 1H, */ = 7.9 Hz,
Harom), 7.21-7.35 (m, 6H, Harom), 7.18 (s, 1H, 9-H), 7.06-7.14 (dt, 1H, >J = 7.7 Hz, *J = 1.3 Hz, Harom),
6.28 (s, 1H, 7-H), 5.36-5.59 (m, 1H, 13-H), 5.00-5.09 (m, 2H, 18-H), 4.16-4.38 (m, 3H, 10-H, 12-H),
2.28-2.44 (m, 1H, 11a-H), 2.06-2.25 (m, 1H, 11b-H), 1.36 (s, 9H, 16-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 171.4 (C17), 155.5 (C14), 149.86 (C8), 149.83 (C’8), 141.2
(Carom), 135.0 (C19), 132.62 (Carom), 132.61 (Carom), 129.2 (Carom), 128.6 (Carom), 128.5 (Carom), 128.4
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(Carom), 128.30 (Carom), 128.29 (C'4rom), 127.8 (Carom), 122.3 (C9), 122.2 (C'9), 80.4 (C15), 67.49 (C7),
67.46 (C18), 51.3 (C12), 46.7 (C10), 32.9 (C11), 28.2 (C16).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;sH29BrN,Os [M+Na]* = 567.1214, gef. 567.1203.

1-(L-Triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 110
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Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt (Edukte: Azid 109 (55 mg, 0.13 mmol), Bromalkin
29 (36 mg, 0.17 mmol), Natriumascorbat (2.6 mg, 13 umol), Kupfersulfat (2.1 mg, 13 umol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
1:2) und das gewilinschte Bromtriazolderivat 110 als farbloser Feststoff erhalten (72 mg,
0.11 mmol, 85%).

Mischung zweier Diastereomere
R~Wert = 0.26 (PE/EtOAc, v/v 1:2, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl): & (ppm) = 7.63 (d, 1H, *J =7.7 Hz, Haom), 7.45 (d, 1H, >/ = 8.0 Hz,
Harom), 7-16-7.32 (M, 7H, Harom), 7.05-7.13 (M, 1H, Harom), 6.37-6.48 (m, 1H, 8-H), 6.20-6.27 (m,
1H, 20-H), 5.02 (d, 2H, *J = 3.8 Hz, 11-H), 4.49-4.62 (m, 1H, 9-H), 4.15-4.33 (m, 2H, 17-H), 2.31-
2.45 (m, 1H, 16a-H), 2.12-2.26 (m, 1H, 16b-H), 2.03-2.12 (m, 2H, 6-H), 1.86 (s, 3H, 1-H), 1.62 (d,
3H, % = 11.9 Hz, 4a-H), 1.52 (d, 3H, % = 11.9 Hz, 4b-H), 1.33-1.40 (m, 6H, 2-H), 1.24-1.33 (m, 2H,
5-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 174.5 (C7), 171.3 (C10), 149.87 (C19), 149.76 (C'19),
141.18 (Carom), 141.15 (C'arom), 135.0 (C12), 132.8 (Carom), 129.5 (Carom), 128.82 (Carom), 128.78
(Carom)» 128.5 (Carom), 128.36 (Carom), 128.33 (Carom), 128.0 (Carom), 122.3 (C18), 67.90 (C20), 67.89
(C’'20), 67.81 (C11), 50.07 (C9), 50.11 (C’9), 46.98 (C17), 46.95 (C'17), 42.2 (C2), 39.7 (C5), 37.2
(C4), 33.0 (C16), 32.1 (C3), 30.2 (C6), 28.7 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C33H39BrN,04 [M+H]" = 635.2225, gef. 635.2213.
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1-Boc-3-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 30

Die Reaktion wurde nach AAV 9 durchgefiihrt (Edukte: Azid 100 (34 mg, 63 umol), Bromalkin 29
(17 mg, 82 pumol), Natriumascorbat (2.6 mg, 13 umol), Kupfersulfat (2.2 mg, 14 pmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:2) und das gewiinschte Bromtriazolderivat 30 als farbloser Feststoff erhalten (31 mg,
41 umol, 65% Ausbeute).

Mischung zweier Diastereomere
R~Wert = 0.22 (PE/EtOAc, v/v 1:2, Cersulfat).

(500 MHz, €DCl3): 6 (ppm) = 7.70 (t, 1H, > = 7.0 Hz, Harom), 7.53 (d, 1H, *J = 7.8 Hz, Harom), 7.27-
7.42 (m, 7H, Harom), 7.17 (t, 1H, 3J = 7.5 Hz, Harom), 6.29-6.38 (m, 1H, 17-H), 6.24 (brs, 1H, 11-H),
5.09-5.13 (m, 2H, 25-H), 4.62-4.70 (m, 1H, 12-H), 4.26-4.38 (m, 2H, 14-H), 3.49-3.78 (m, 1H, 30-
H), 2.42-2.54 (m, 1H, 13a-H), 2.23-2.35 (m, 1H, 13b-H), 2.14-2.20 (m, 2H, 9-H), 2.11 (s, 2H, 5-H),
1.73-1.90 (m, 4H, 6-H), 1.63-1.73 (m, 2H, 2-H), 1.48-1.63 (m, 2H, 7-H), 1.44-1.48 (m, 2H, 8-H),
1.33-1.44 (m, 13H, 4-H, 33-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 174.0 (C10), 171.2 (C24), 149.8 (Carom), 141.3 (Carom), 135.0
(Carom)» 132.9 (Carom), 129.5 (Carom), 128.9 (Carom), 128.6 (Carom), 128.3 (Carom), 128.0 (Carom), 122.31
(Carom)» 122.29 (Carom), 78.3 (C32), 68.0 (C17), 67.9 (C25), 51.3 (C12), 50.3 (C1), 47.1 (C14), 44.5
(C2), 41.2 (C6), 41.0 (C4), 38.7 (C8), 36.0 (C7), 34.3 (C3), 32.9 (C13), 30.3 (C9), 29.6 (C5), 28.6
(C33).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3gH4sBrNsOg [M+Na]" = 772.2680, gef. 772.2680.
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1-Promofluor-3-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 143

Aminoadamantanmonobromtriazol 30 (5.3 mg, 7.1 umol) wurde nach AAV 4 umgesetzt. Das
freie Amin 142 (4.9 mg, 7.1 pumol, quant.) wurde als farbloser Fesstoff erhalten und ohne
Reinigung nach AAV 14 weiter umgesetzt (Edukte: Amin 142 (4.9 mg, 7.1 umol), PromoFluor-647
als NHS-Ester (0.20 mL, ¢ = 13 mM in DMF, 2.0 mg, 2.6 umol), NEt; (15 pL, 11 mg, 0.11 mmol)).

Nach der chromatographischen Reinigung (RP-8, 50% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex=657nm, Em =672 nm) wurde das Promofluor gekuppelte Bromtriazol 143
(0.74 mg, 0.58 umol, 22%) als blauer Feststoff erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsH76BrN;01:S; [M-2H]* = 636.7039, gef. 636.7078.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 50% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex =657 nm, Em = 672 nm, tg = 19.5 min.
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1-Boc-3,5-bis-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 111
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 8 (Edukte: Diazid 101 (0.10 g, 0.12 mmol), Bromalkin 29 (67 mg,
0.32 mmol), CuSO,4 (6.2 mg, 25 umol) und Natriumascorbat (4.3 mg, 25 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 80% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 230 nm). Das Bromtriazol 111 (73 mg, 58 umol, 48%) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-ds): § (ppm) = 7.70-7.75 (m, 2H, Haom), 7.64 (d, 2H, *J = 8.2 Hz, Harom),
7.51-7.56 (M, 2H, Haom), 7.37-7.44 (M, 2H, Hueom), 7.28-7.37 (m, 10H, Haom), 7.20 (dt, 2H,
) =7.7Hz, 4 = 1.6 Hz, Horom), 6.24 (s, 2H, 23-H), 5.07-5.15 (m, 4H, 16-H), 4.42 (t, 4H, *J = 7.0 Hz,
14-H), 4.34-4.39 (m, 2H, 12-H), 2.39-2.51 (m, 2H, 13a-H), 2.22-2.29 (m, 2H, 13b-H), 2.16-2.22 (m,
4H, 9-H), 2.11-2.16 (m, 1H, 6-H), 1.78 (brs, 2H, 7-H), 1.52-1.63 (m, 4H, 2-H), 1.49-1.35, (m, 15H,
5a-H, 8-H, 33-H), 1.31 (d, 2H, 2 = 12.1 Hz, 5b-H), 1.13 (s, 2H, 4-H).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cs;H;1Br,NgO1o [M+H]" = 1250.3753, gef. 1250.3744.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 80% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 230 nm, tg = 15.4 min.
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 152

Die Synthese erfolgte nach AAV 4 (Edukt: Adamantandibromtriazol 111, 10 mg, 8.0 umol). Die
Entschiitzung verlief quantitativ und lieferte das Aminodibromtriazol 152 als farblosen Feststoff

(9.5 mg, 8.0 umol).

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.72 (d, 2H, *J = 7.7 Hz, Harom), 7.70 (d, 2H, >/ = 6.1 Hz,
Harom), 7.54 (dd, 2H, >/ =7.9 Hz, *J = 3.7 Hz, Harom), 7.40 (t, 2H, /= 7.6 Hz, Harom), 7.29-7.37 (m,
10H, Harom), 7-20 (t, 2H, *J = 7.6 Hz, Harom), 6.24 (s, 2H, 23-H), 5.06-5.17 (m, 4H, 16-H), 4.40-4.47
(m, 4H, 14-H), 4.28-4.36 (m, 2H, 12-H), 2.40-2.51 (m, 2H, 13a-H), 2.16-2.31 (m, 7H, 6-H, 9-H,
13b-H), 1.70-1.80 (m, 2H, 7-H), 1.46-1.60 (m, 8H, 2-H, 8-H), 1.36-1.46 (m, 4H, 5-H), 1.27 (d, 1H,
2J=12.9 Hz, 4a-H), 1.18 (d, 1H, %J = 12.4 Hz, 4b-H).

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d,): 5 (ppm) = 176.6 (C10), 172.5 (C15), 143.1 (Carom), 137.1 (Carom),
133.8 (Carom), 130.5 (Carom), 129.6 (Carom), 129.4 (Carom), 129.3 (Carom), 129.0 (Carom), 124.4 (Carom),
123.3 (Carom), 68.6 (C23), 68.2 (C16), 54.3 (C1), 51.4 (C12), 48.0 (C14), 45.5 (C2), 42.9 (C4/C7),
42.4 (C4/C7), 40.4 (C5), 39.2 (C8), 36.0 (C3), 32.6 (C13), 30.7 (C6), 30.5 (C9).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsgHg3Br,NoOg [M+H]" = 1150.3224, gef. 1150.3223.
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Darstellung der Benzoboroxolderivate

Boc-L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn 104
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Variante 1:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 10 (Edukte: Boroxolalkin 27 (31 mg, 0.20 mmol), Azid 99 (73 mg,
0.22 mmol), CsF (91 mg, 0.60 mmol), CuBr (2.9 mg, 21 umol), TBTA (11 mg, 21 umol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittelgradient:
CH,Cl,/MeOH, v/v 96:4 — 80:20) gereinigt.

Das gewilinschte Benzoboroxoltriazolderivat 104 (20 mg, 43 umol, 21%) wurde als gelber

Feststoff erhalten.

Als die Reaktion ein zweites Mal durchgefiihrt wurde, konnte nur das deboronierte

Triazolderivat 103 (71 mg, 0.15 mmol, 76%) als farbloser Feststoff isoliert werden.

Variante 2:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 11 (Edukte: Boroxolalkin 99 (32 mg, 0.20 mmol), Azid 27 (70 mg,
0.21 mmol), CuBr (2.9 mg, 20 umol), TBTA (11 mg, 21 umol)). Im NMR zeigte sich kein
deboroniertes Nebenprodukt, weswegen das Benzoboroxoltriazolderivat 104 nicht weiter

gereinigt wurde (Rohausbeute: 0.13 mg, 0.25 mmol).

Variante 3:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Azid 27 (57 mg, 0.17 mmol), Boroxolalkin 27 (35 mg,
0.22 mmol), CuBr (2.4 mg, 17 umol), TBTA (9.0 mg, 17 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 65% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 230 nm) und das gewlinschte Benzoboroxoltriazolderivat 104 (77 mg, 0.16 mmol,
92%) als farbloser Feststoff erhalten.
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Cycloadditionsprodukt 104:
Mischung zweier Diastereomere
R+-Wert = 0.16 (MeOH, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) = 7.76 (d, 1H, *J = 7.1 Hz, 9-H), 7.42-7.50 (m, 2H, Harom), 7.27-
7.41 (m, 7H, Harom), 6.41 (s, 1H, 7-H), 5.29-5.51 (m, 1H, 13-H), 5.05-5.11 (m, 2H, 18-H), 4.22-4.44
(m, 3H, 10-H, 12-H), 2.34-2.52 (m, 1H, 11a-H), 2.12-2.29 (m, 1H, 11b-H), 1.41 (s, 9H, 16-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 171.4 (C17), 155.12 (C8), 155.08 (C'8), 148.4 (Carom), 135.1
(C19), 131.5 (Carom), 130.7 (C9), 128.81 (Carom), 128.77 (Carom), 128.6 (Carom), 128.0 (Carom), 122.58
(Carom), 122.56 (C'arom), 121.9 (Carom), 80.4 (C15), 76.7 (C7), 67.7 (C18), 51.4 (C12), 46.9 (C10), 33.2
(C11), 28.4 (C16).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CosH,0BN,Og [M+Na]" = 515.2078, gef. 515.2086.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 65% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
230 nm, tg = 13.8 min.

deboroniertes Cycloadditionsprodukt 103:
Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.35 (d, 2H, *J = 7.6 Hz, Harom), 7.12-7.29 (m, 11H, Haroms
CHCl3), 5.92 (s, 1H, 5-H), 5.33-5.43 (m, 1H, 11-H), 5.00 (s, 2H, 16-H), 4.14-4.33 (m, 3H, 8-H, 10-H),
3.79-4.14 (m, 1H, 21-H), 2.27-2.41 (m, 1H, 9a-H), 2.05-2.19 (m, 1H, 9b-H), 1.33 (brs, 9H, 14-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 171.4 (C15), 155.6 (C12), 142.2 (Carom), 135.0 (Carom), 129.1
(Carom): 128.71 (Carom): 128.66 (C'arom)/ 128.56 (Carom)' 128.48 (Carom)r 128.1 (Carom)' 127.9 (Carom);
126.5 (Carom), 80.5 (C13), 68.9 (C5), 67.6 (C16), 51.3 (C10), 46.7 (C8), 33.0 (C9), 28.3(C14).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;5H30N405 [M+Na]” = 489.2108, gef. 489.2094.
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L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn 94
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 4 (Edukte: Booxoltriazol 104 (10 mg, 20 umol). Das gewiinschte
Boronsauretriazolderivat 94 wurde als farbloser Feststoff als Rohprodukt erhalten (als TFA-Salz:

10 mg, 20 umol), das entspricht einer quantitativen Ausbeute.

Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) =7.75 (s, 1H, Harom), 7.72 (d, 1H, ¥ = 7.1 Hz, Harom), 7.47
(dt, 1H, > = 7.5 Hz, *J = 1.2 Hz, Harom), 7.29-7.43 (M, 7H, Harom), 6.37 (s, 1H, 7-H), 5.16-5.27 (m, 2H,
15-H), 4.49-4.64 (m, 2H, 10-H), 4.08-4.15 (m, 1H, 12H), 2.40-2.60 (m, 2H, 11-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 169.6 (C14), 156.3 (Carom), 149.4 (Carom), 132.3 (Carom),
131.4 (Carom), 129.93 (Carom), 129.87 (Carom), 129.78 (Carom), 129.0 (Carom), 124.2 (Carom), 123.3
(Carom), 77.0 (C7), 69.5 (C15), 51.4 (C12), 47.1 (C10), 31.8 (C11).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;o0H2:BN404 [M+H]" = 393.1729, gef. 393.1732.
1-(L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-adamantan 107
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Adamantanmonoazid 105 (76 mg, 0.19 mmol),
Boroxolalkin 27 (33 mg, 0.19 mmol), CuBr (2.8 mg, 20 umol), TBTA (10 mg, 19 umol)). Nach einer
Reaktionszeit von 5 min wurde ein zweites Mal Boroxol-Alkin 27 (10 mg, 63 umol) zur

Reaktionslésung gegeben.
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Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 70% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 203 nm) und das gewiinschte Benzoboroxoltriazolderivat 107 als farbloser Feststoff
erhalten (59 mg, 0.11 mmol, 56%). Neben dem gewiinschten Produkt konnte das deboronierte

Cycloadditionsprodukt 106 (14 mg, 26 umol, 26%) isoliert werden.

Cycloadditionsprodukt 107
Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.72-7.80 (m, 1H, 16-H), 7.26-7.48 (m, 9H, Harom), 6.46-6.53
(m, 1H, 6-H), 6.38 (s, 1H, 18-H), 5.01-5.13 (m, 2H, 11-H), 4.57-4.70 (m, 1H, 7-H), 4.23-4.34 (m, 2H,
9-H), 2.38-2.52 (m, 1H, 8a-H), 2.20-2.33 (m, 1H, 8b-H), 2.00 (brs, 3H, 1-H), 1.82 (brs, 6H, 2-H),
1.60 (m, 6H, 4-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 178.8 (C5), 171.34 (C10), 171.28 (C’10), 155.12 (C17),
155.08 (C’17), 148.7 (C19), 135.0 (C12), 131.4 (Carom), 130.7 (C16), 128.79 (Carom), 128.78 (C’arom),
128.57 (Carom), 128.54 (C'srom), 128.0 (Carom), 122.5 (Carom), 121.9 (Carom), 76.11 (C18), 76.09 (C’18),
67.86 (C11), 67.79 (C’11), 50.02 (C7), 50.01 (C’7), 46.9 (C9), 40.9 (C3), 39.1 (C2), 36.5 (C4), 32.84
(C8), 32.78 (C’'8), 28.1 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3;H35BN4Os [M+Na]* = 577.2598, gef. 577.2610.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 70% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
203 nm, tg = 27.8 min.

deboroniertes Cycloadditionsprodukt 106
Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.42-7.47 (m, 2H, Harom), 7.27-7.38 (M, 9H, Harom), 6. 37 (d,
1H, 3/ = 7.6 Hz, 6-H), 5.98-6.02 (m, 1H, 18-H), 5.06-5.10 (m, 2H, 11-H), 4.59-4.66 (m, 1H, 7-H),
4.29 (t, 2H, 3 = 7.0 Hz, 9-H), 2.43-2.54 (m, 1H, 8a-H), 2.24-2.35 (m, 1H, 8b-H), 2.00-2.05 (m, 3H,
1-H), 1.80-1.84 (brs, 6H, 2-H), 1.74 (d, 3H, % = 12.4 Hz, 4a-H), 1.68 (d, 3H, %J = 12.4 Hz, 4b-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 178.4 (C5), 171. 4 (C10), 151.3 (Carom), 141.9 (Carom), 135.0
(Carom)» 128.8 (Carom), 128.7 (Carom), 128.6 (Carorm), 128.16 (Carom), 128.15 (Carom), 126.6 (Carom),
126.5 (Carom), 69.4 (C18), 67.8 (C11), 49.9 (C7), 46.9 (C9), 40.9 (C3), 39.2 (C2), 36.5 (C4), 32.9 (C8),
28.2 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3;H3N,04 [M+Na]” = 551.2629, gef. 551.2642.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 70% MeOH in Wasser mit 0.1% FA,
5 mL/min, 203 nm, tg = 15.6 min.
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1-(L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 153
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Adamantanmonoazid 109 (83 mg, 0.20 mmol),
Boroxolalkin 27 (40 mg, 0.25 mmol), CuBr (2.8 mg, 20 umol), TBTA (10 mg, 19 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 75% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 220 nm) und das gewtiinschte Benzoboroxoltriazolderivat 153 als farbloser Feststoff
erhalten (79 mg, 0.14 mmol, 68%). Neben dem gewiinschten Produkt konnte das deboronierte

Nebenprodukt in Spuren massenspektrometrisch beobachtet werden.

Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-dy): & (ppm) = 7.78 (brs, 1H, 8-H), (d, 1H, *J = 7.0 Hz, Harom), 7.41-7.48
(m, 1H, Harom), 7.26-7.41 (M, 8H, Harom), 6.33 (s, 1H, 20-H), 5.09 (s, 2H, 11-H), 4.44 (t, 2H,
3)=7.0 Hz, 17-H), 4.36-4.42 (m, 1H, 9-H), 2.41-2.54 (m, 1H, 16a-H), 2.20-2.33 (m, 1H, 16b-H),
2.11-2.20 (m, 2H, 6-H), 1.92 (brs, 3H, 1-H), 1.73 (d, 3H, Y =11.9 Hz, 4a-H), 1.64 (d, 3H,
?J =11.5 Hz, 4b-H), 1.45-1.50 (m, 6H, 2-H), 1.31-1.38 (m, 2H, 5-H).

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 177.4 (C7), 172.3 (C10), 156.0 (Carom), 149.2 (Carom),
137.0 (carom), 131.3 (Carom), 129.6 (Carom), 129.4 (Carom), 129.3 (Carom), 128.9 (Carom), 124.1 (Carom),
123.3 (Carom), 76.9 (C20), 68.2 (C11), 51.3 (C9), 48.2 (C17), 43.2 (C2), 41.1 (C5), 38.1 (C4), 33.1
(C3), 32.6 (C16), 30.6 (C6), 30.1 (C1).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C33H39BN4Os [M+Na]" = 605.2906, gef. 605.2914.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 75% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
220 nm, tg = 38.8 min.
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1-Boc-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 114
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Aminoadamantanmonoazid 100 (50 mg, 93 pumol),
Boroxolalkin 27 (20 mg, 0.13 mmol), CuBr (1.3 mg, 9.3 umol), TBTA (5.0 mg, 9.3 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 75% MeOH in H,O mit 0.1% FA,
5 mL/min, 210 nm) und das gewtinschte Benzoboroxoltriazolderivat 114 als farbloser Feststoff
erhalten (47 mg, 64 umol, 72%). Neben dem gewiinschten Produkt konnte das deboronierte

Nebenprodukt in Spuren massenspektrometrisch beobachtet werden.

Mischung zweier Diastereomere

*H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 7.78 (d, 1H, *J = 7.0 Hz, 15-H), 7.27-7.48 (m, 9H, Harom), 6.53
(br, 1H, 11-H), 6.36 (s, 1H, 17-H), 5.08 (d, 2H, ¥ = 3.4 Hz, 25-H), 4.60-4.74 (m, 1H, 12-H), 4.40
(brs, 1H, 30-H), 4.22-4.40 (m, 2H, 14-H), 2.36-2.55 (m, 1H, 13a-H), 2.22-2.36 (m, 1H, 13b-H), 2.11-
2.22 (m, 2H, 9-H), 2.08 (brs, 2H, 5-H), 1.70-1.93 (m, 4H, 6-H), 1.46-1.68 (m, 4H, 2-H, 7-H), 1.43 (s,
9H, 33-H), 1.22-1.41 (m, 6H, 4-H, 8-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 174.4 (C10), 171.2 (C24), 155.1 (C16), 148.6 (Carom), 135.0
(Carom), 131.5 (Carom), 130.8 (C15), 128.82 (Carom), 128.78 (C'arom), 128.6 (Carom), 128.5 (Carom),
128.04 (Carom), 128.00 (C'arom), 122.54 (Carom), 122.46 (C'arom), 122.0 (Carom), 79.1 (C32), 76.11
(C17), 76.06 (C'17), 67.79 (C25), 67.75 (C'25), 51.3 (C1), 50.3 (C12), 47.2 (C14), 47.1 (C’14), 45.9
(C2), 41.5 (C6), 41.1 (C4), 38.8 (C8), 35.9 (C7), 34.2 (C3), 32.7 (C13), 32.6 (C'13), 30.2 (C9), 29.6
(C5), 28.6 (C33).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3gH4sBNsO7 [M+Na]* = 720.3546, gef. 720.3550.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 75% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min,210 nm, tg = 23.4 min.
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1-(L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 134

Die Reaktion wurde nach AAV 4 durchgefihrt (Edukt: Aminoadamantanbenzoboroxoltriazol 114
(9.0 mg, 13 umol)). Allerdings wurde die Reaktion in H,O/TFA (0.5 mL, v/v 4:1) durchgeftihrt und
MeCN bis zur vollstandigen Losung des Eduktes hinzugetropft. Die Reaktionsmischung riihrte bei
RT fir drei Tage. Nach der Gefriergetrocknung wurde die Aminoadamantanmonoboronsaure 134
als farbloser Feststoff erhalten (als HCI-Salz: 8.2 mg, 13 umol, quant.) und ohne Reinigung weiter

umgesetzt.

Mischung zweier Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.72 (d, 1H, >J = 7.3 Hz, 15-H), 7.21-7.53 (m, 9H, Harom),
6.41 (d, 1H, */=5.2 Hz, 17-H), 5.11 (s, 2H, 25-H), 4.50-4.58 (m, 2H, 14-H), 4.33-4.42 (m, 1H,
12-H), 2.46-2.58 (m, 1H, 13a-H), 2.28-2.36 (m, 1H, 13b-H), 2.19-2.28 (m, 4H, 5-H, 9-H), 1.76-1.88
(m, 4H, 4-H), 1.64-1.70 (m, 2H, 7-H), 1.57-1.62 (m, 2H, 2-H), 1.44-1.57 (m, 6H, 6-H, 8-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 176.2 (C10), 171.6 (C24), 155.2 (Carom), 148.7 (Carom),
137.1 (Carom), 132.4 (Carom), 131.5 (C15), 129.6 (Carom), 129.4 (Carom), 129.3 (Carom), 129.2 (Carom),
125.2 (Carom), 123.5 (Carom), 76.2 (C17), 68.2 (C25), 53.6 (C1), 51.3 (C12), 51.1 (C’'12), 50.0 (C2),
48.6 (C14), 41.1 (C7), 41.0 (C4), 39.6 (C8), 39.5 (C’8), 35.8 (C3), 35.52 (C6), 35.50 (C’6), 32.2 (C13),
30.60 (C5), 30.58 (C'5), 30.46 (C9), 30.44 (C'9).

HRMS (ESI): m/Z ber. fur C33H4oBN505 [M+H]+ = 5983201, gef 598.3207.
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1-Amino-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-GRGES)-carboxyethyladamantan 131
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Azid 128 (13 mg, 16 umol), Boroxolalkin 27 (3.2 mg,
20 umol), TBTA (Spatelspitze), CuBr (Spatelspitze)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-8, 2% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 5 min
halten, in 20 min auf 80% MeCN, 5 mL/min, 250 nm) und die gewilinschte Boronsiure 131 als

farbloser Feststoff erhalten (9.0 mg, 9.1 umol, 58%).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C4sHesBN1401, [M-H,0+2H]** = 488.2523, gef. 488.2544.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 2% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 5 min halten,
in 20 min auf 80% MeCN, 5 mL/min, 250 nm, tz = 16.0 min.
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1-Promofluor-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 138
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 14 (Edukte: Benzoboroxolamin 134 (3.8 mg,6.0 umol),
PromoFluor-647 als NHS-Ester (0.20 pL, ¢ =13 mM in DMF, 2.0 mg, 2.6 umol), NEts (15 uL, 11 mg,
0.11 mmol)).

Nach der chromatographischen Reinigung (RP-8, 50% MeCN in H,0O mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex =657 nm, Em = 672 nm) wurde das Promofluor gekuppelte Benzoboroxolmonomer
138 (0.44 mg, 0.36 umol, 14%) als blauer Feststoff erhalten.

HRMS (ESI): m/Z ber. fur C65H7GBN701252 [M'ZH]Z- = 6097476, gEf 609.7481.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 50% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex =657 nm, Em =672 nm, tg = 11.1 min.

141
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1-Boc-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 115

Die Reaktion wurde nach AAV 12 durchgefihrt (Edukte: Benzoboroxolalkin 27 (39 mg,
0.24 mmol), Diazid 101 (76 mg, 92 umol), TBTA (9.8 mg, 18 umol), CuBr (2.6 mg, 18 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 80% MeOH in H,O mit 0.1% FA,
5 mL/min, 230 nm). Das Dibenzoboroxol 115 (60 mg, 53 umol, 57%) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.74 (d, 2H, *J = 3.8 Hz, Harom), 7.69 (d, 2H, >/ = 7.2 Hz,
Harom), 7.41-7.48 (m, 2H, Harom), 7.28-7.39 (M, 14H, Harom), 6.34 (s, 2H, 23-H), 5.09 (s, 4H, 16-H),
4.44 (t, 4H, > = 7.0 Hz, 14-H), 4.36-4.41 (m, 2H, 12-H), 2.41-2.53 (m, 2H, 13a-H), 2.21-2.32 (m,
2H, 13b-H), 2.14-2.21 (m, 4H, 9-H), 2.09-2.14 (m, 1H, 6-H), 1.77 (s, 2H, 7-H), 1.52-1.62 (m, 4H,
2-H), 1.33-1.48 (m, 15H, 5a-H, 8-H, 33-H), 1.26-1.33 (m, 2H, 5b-H), 1.05-1.17 (m, 2H, 4-H).

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 177.1 (C10), 172.4 (C15), 156.4 (Carom), 149.3 (Carom),
137.0 (Carom), 132.3 (Carom), 131.4 (Carom), 129.6 (Carom), 129.44 (Carom), 129.36 (Carom), 129.0
(Carom)s 124.2 (Carom), 123.4 (Carom), 79.3 (C32), 76.9 (C23), 68.2 (C16), 52.8 (C1), 51.4 (C12), 48.2
(C14), 46.9 (C4), 46.4 (C2), 41.6 (C7), 41.4 (C5), 40.0 (C8), 35.7 (C3), 32.5 (C13), 31.1 (C6), 30.8
(C9), 28.9 (C33).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;H71B,NoO1, [M+H]" = 1144.5487, gef. 1144.5491.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 80% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
230 nm, tg=17.7 min.
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-adamantan 154

Die Synthese erfolgte nach AAV 4 (Edukt: Dibenzoboroxolderivat 115, 10 mg, 8.7 umol). Die
Entschiitzung verlief quantitativ und lieferte das Aminodibenzoboroxolderivat 154 als farblosen
Feststoff (9.4 mg, 8.7 umol).

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.77 (brs, 2H, Harom), 7.68-7.72 (M, 2H, Harom), 7.42-7.48
(M, 2H, Harom), 7.29-7.40 (m, 14H, Haom), 6.34 (s, 2H, 23-H), 5.10 (s, 4H, 16-H), 4.46 (t, 4H,
3) = 6.8 Hz, 14-H), 4.32-4.40 (m, 2H, 12-H), 2.42-2.53 (m, 2H, 13a-H), 2.16-2.32 (m, 7H, 6-H, 9-H,
13b-H), 1.74 (brs, 2H, 4-H), 1.47-1.59 (m, 8H, 2-H, 8-H), 1.36-1.47 (m, 4H, 5-H), 1.11-1.29 (m, 2H,
7-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 176.6 (C10), 172.5 (C15), 135.8 (Carom), 132.4 (Carom),
131.5 (Carom), 129.7 (Carom), 129.5 (Carom), 129.4 (Carom), 129.0 (Carom), 124.2 (Carom), 123.4 (Carom),
76.9 (C23), 68.2 (C16), 54.4 (C1), 51.4 (C12), 48.2 (C14), 45.6 (C2), 42.2 (C7), 40.5 (C4), 39.9 (C5),
36.2 (C8), 36.0 (C13), 30.7 (C6), 30.5 (C9).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsgHg3B,NgO10 [M+H]" = 1044.4957, gef. 1044.4989.
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-GRGDS)-carboxyethyladamantan 133
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Die Synthese erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Dipeptid 130 (3.8 mg, 1.3 umol), Benzoboroxolalkin
27 (1.5mg, 9.5 umol), CuBr (Spatelspitze), TBTA (Spatelspitze)). Nach chromatographischer
Reinigung (RP-8, 2% MeCN in H,0 mit 0.1% FA, 5 min halten, in 20 min auf 80% MecN, 5 mL/min,
230 nm) wurde das modifizierte Dibenzoboroxol 133 (0.56 mg, 0.31 umol, 24%) als farbloser

Feststoff erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyH100B,N27024 [M-H,0+3H]** = 596.9487, gef. 596.9509.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 2% MeCN in H,0O mit 0.1% FA, 5 min halten,
in 20 Minuten auf 80% MeCN, 5 mL/min, 230 nm, tz = 13.4 min.
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1-Promofluor-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan

139

Die Reaktion erfolgte nach AAV 14 (Edukte: Benzoboroxolamin 135 (9.4 ug, 8.7 umol),
PromoFluor-647 als NHS-Ester (0.20mL, c=13 mM in DMF, 2.0 mg, 2.6 umol), NEts (15 L,
11 mg, 0.11 mmol)).

Nach der chromatographischen Reinigung (RP-8, 50% MeCN in H,O mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex =657 nm, Em =672 nm) wurde das Promofluor gekuppelte Benzoboroxoldimer 139

als blauer Feststoff (0.49 mg, 0.29 umol, 11%) erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CggHssB,N110175; [M-2H]* = 832.8364, gef. 832.8385.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 50% MeCN in H,0O mit 0.1% FA, 3 mL/min,
250 nm, Ex =657 nm, Em =672 nm, tg = 23.2 min.
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7-(N-Boc-3-Aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyadamantan
117

Die Reaktion wurde nach AAV 12 durchgefiihrt (Edukte: Adamantantriazid 102 (28 mg, 26 umol),
Azid 27 (16 mg, 0.10 mmol), CuBr (1.1 mg, 7.7 umol), TBTA (4.1 mg, 7.7 umol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 80% MeOH in H,0 mit 0.1% FA,
5 mL/min, 220 nm) und die gewiinschte Triboronsdure 117 als farbloser Feststoff erhalten
(30 mg, 19 umol, 75%).

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d.): & (ppm) = 7.71-7.75 (m, 3H, Harom), 7.66 (d, 3H, *J = 7.0 Hz, 17-H),
7.24-7.75 (M, 24H, Harom), 6.31 (s, 3H, 19-H), 5.05-5.10 (m, 6H, 27-H), 4.33-4.48 (m, 9H, 14-H,
16-H), 3.00 (t, 2H, */ = 6.8 Hz, 7-H), 2.46-2.59 (m, 3H, 15a-H), 2.26-2.40 (m, 3H, 15b-H), 1.84 (s,
6H, 4-H), 1.44-1.53 (m, 6H, 2-H), 1.39-1.44 (m, 11H, 6-H, 11-H), 1.13-1.21 (m, 2H, 5-H).

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 179.1 (C12), 172.4 (C26), 149.4 (Carom), 137.0 (Carom)-
132.2 (Carom), 131.4 (C17), 129.6 (Carom), 129.43 (Carom), 129.36 (Carom), 128.9 (Carorm), 123.4 (Carom),
80.0 (C10), 76.9 (C19), 68.2 (C27), 51.5 (C14), 48.1 (C16), 43.7 (C3), 43.1 (C2), 42.0 (C7), 41.4 (C5),
40.3 (C4), 32.0 (C15), 28.8 (C11).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cg;HggN13B3017 [M+Na]” = 1570.6626, gef. 1570.6647.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 80% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
220 nm, tg = 22.7 min.
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7-(Aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyadamantan 137

Die Reaktion wurde nach AAV 4 durchgefiihrt (Edukte: Aminoadamantantriboronsdure 117
(8.0 mg, 5.2 umol)) und die gewiinschte Aminoadamantantriboronsdure 137 als farbloser

Feststoff erhalten (als HCI-Salz: 7.7 mg, 5.2 umol, quant.).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): 5 (ppm) = 7.74-7.84 (m, 3H, Harom), 7.68 (d, 3H, 3 = 8.2 Hz, Harom),
7.25-7.39 (m, 24H, Haom), 6.33 (s, 3H, 16-H), 5.07-5.11 (m, 6H, 24-H), 4.36-4.50 (m, 9H, 11-H,
13-H), 2.90 (t, 2H, ¥/ = 7.0 Hz, 7-H), 2.46-2.61 (m, 3H, 12a-H), 2.31-2.46 (m, 3H, 12b-H), 1.83-1.95
(m, 6H, 4-H), 1.53 (brs, 6H, 2-H), 1.23-1.33 (m, 4H, 5-H, 6-H).

HRMS (ESI): m/Z ber. fur C76H8083N13015 [M+2H]2+ = 7248161, gEf 724.8186.
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7-(Promofluor-3-aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-

carboxyadamantan 141

Die Reaktion erfolgte nach AAV 14 (Edukte: Benzoboroxolamin 137 (10 mg, 7.0 umol),
PromoFluor-647 als NHS-Ester (0.20mL, c=13 mM in DMF, 2.0 mg, 2.6 umol), NEt; (15 L,
11 mg, 0.11 umol)).

Nach der chromatographischen Reinigung (RP-8, 50% auf 90% MeCN in H,O mit 0.1% FA,
3mL/min, 250nm, Ex=657nm, Em=672nm) wurde das Promofluor gekuppelte
Benzoboroxoltrimer 141 (0.75 mg, 0.36 umol, 14%) als blauer Feststoff erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C10sH116B3N1502,S, [M-2H]* = 1034.9017, gef. 1034.9059.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 50% auf 90% MeCN in 5 min in H,0 mit
0.1% FA, 3 mL/min, 250 nm, Ex = 657 nm, Em = 672 nm, tg = 23.4 min.
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1-Boc-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 116

Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukte: Aminoadamantantriazid 26 (56 mg, 48 umol),
Boronsdure 27 (31 mg, 0.20 mmol), CuBr (2.2 mg, 15 umol), TBTA (8.0 mg, 15 pumol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (RP-18, 80% MeOH in H,O mit 0.1% FA,
5 mL/min, 210 nm) und das gewiinschte Boronsiuretriazolderivat 116 als farbloser Feststoff
(50 mg, 31 umol, 65%) erhalten.

Mischung vierer Diastereomere

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.74 (d, 3H, %/ = 2.4 Hz, Harom), 7.69 (d, 3H, %/ = 7.4 Hz,
Harom), 7.25-7.48 (M, 24H, Haom), 6.34 (s, 3H, 14-H), 5.08 (s, 6H, 22-H), 4.43 (t, 6H, */ = 6.9 Hz,
11-H), 4.35-4.41 (m, 3H, 9-H), 2.40-2.53 (m, 3H, 10a-H), 2.21-2.32 (m, 3H, 10b-H), 2.14-2.21 (m,
6H, 6-H), 1.52 (s, 6H, 2-H), 1.45 (t, 6H, >/ =7.7 Hz, 5-H), 1.40 (s, 9H, 30-H), 1.11 (d, 3H,
?J =12.0 Hz, 4a-H), 1.02 (d, 3H, °J = 12.0 Hz, 4b-H).

3C.NMR (100 MHz, MeOD-d,): § (ppm) = 176.7 (C7), 171. 5 (C21), 155.5 (Carom), 149.5 (Carom),
136.9 (Carom)» 132.1 (Carom), 131.3 (Carom), 129.4 (Carom), 128.9 (Carom), 123.9 (Carom), 123.1 (Carom),
122.6 (Carom), 79.2 (C29), 76.7 (C14), 68.0 (C22), 53.9 (C1), 51.2 (C9), 47.8 (C11), 46.4 (C4), 45.9
(C2), 39.6 (C5), 35.7 (C3), 32.2 (C10), 30.7 (C6), 28.8 (C30).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CggHos BsN13017 [M+H]" = 1590.7243, gef. 1590.7280.

HPLC: Nucleodur RP-18, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 80% MeOH in H,O mit 0.1% FA, 5 mL/min,
210 nm, tg = 22.9 min.
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1-Amino-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 136
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Die Reaktion wurde nach AAV 4 durchgefiihrt (Edukte: Aminoadamantantriboronsidure 116
(10 mg, 6.3 umol)) und die gewlinschte Aminoadamantantriboronsiure 136 (als HCI-Salz: 9.1 mg,

6.3 umol, quant.) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): 5 (ppm) = 7.85 (brs, 3H, Harom), 7.69 (d, 3H, 3/ = 7.1 Hz, Harom),
7.25-7.48 (M, 24H, Harom), 6.35 (s, 3H, 14-H), 5.09 (s, 6H, 22-H), 4.42-4.55 (m, 6H, 11-H), 4.28-4.42
(m, 3H, 9-H), 2.40-2.57 (m, 3H, 10a-H), 2.17-2.34 (m, 9H, 6-H, 10b-H), 1.52 (s, 6H, 2-H), 1.46-1.58
(m, 12H, 5-H), 1.10-1.23 (m, 6H, 4-H).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;oHgsBsN1301s [M+2H]>* = 1490.6750, gef. 1490.6713.
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1-Promofluor-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 140

Die Reaktion erfolgte nach AAV 14 (Edukte: Benzoboroxolamin 136 (7.6 mg, 5.0 umol),
PromoFluor-647 als NHS-Ester (0.20mL, c=13 mM in DMF, 2.0 mg, 2.6 umol), NEts (15 pL,
11 mg, 0.11 umol)).

Nach der chromatographischen Reinigung (RP-8, 50% auf 90% MeCN in H,O mit 0.1% FA,
3mL/min, 250nm, Ex=657nm, Em=672nm) wurde das Promofluor gekuppelte

Benzoboroxoltrimer 140 als blauer Feststoff (0.59 mg, 0.28 umol, 11%) erhalten.

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C111H12,B3N1502,5, [M-2H]* = 1055.9252, gef. 1055.9292.

HPLC: Nucleodur RP-8, 10x250 mm ID, 5 um Partikel, 50% auf 90% MeCN in 5 min in H,O mit
0.1% FA, 3 mL/min, 250 nm, Ex = 657 nm, Em = 672 nm, tg = 37.1 min.
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9.6. Durchfiihrung des Fluoreszenzassays

9.6.1.1. Qualitative Bestimmung der Bindungseigenschaften an verschiedene

Zucker

Auf einem Glaschip wurden von Elisabeth Memmel, AG Seibel Universitat Wirzburg,

verschiedene Kohlenhydrate (GlcSMan, Sia, LacNac, GIcNAc, Man, Glc, Gal) immobilisiert.

Die PromoFluor-647 markierten Boronsauren 138, 139 und 140 wurden in H,O, die Boronsaure
141 in H,0/DMSO (v/v 1:1) geldst. AnschlieRend wurden die Borons&dure-Losungen (75 pL) auf
den Glaschip gegeben. In einer gesattigten NaCl-Umgebung wurden die Glaschips fiir eine
Stunde inkubiert. Die Uberstehende LOosung wurde abpipettiert und der Chip dreimal mit
H,O/DMSO (75 uL, v/v 1:1) gewaschen. In einem zweiten Waschschritt wurden die Chips
zunachst einmal mit PBST Puffer (0.05% Tween 20), einmal mit PBS-Puffer und dann einmal mit
H,O gewaschen. Die Chips wurden fiir 2 min bei 2000 Umdrehungen zur vollstindigen

Trockenheit zentrifugiert.
Die Intensitat der Fluoreszenz wurde mit einem Microarray Reader bei 635 nm ausgelesen.

AnschlieBend wurde der Glaschip fiir 15 min mit einer 100 mM Galactose-Losung in PBST-Puffer
behandelt, einmal mit PBST-Puffer, einmal mit PBS-Puffer und einmal mit H,O gewaschen und
zur Trockenheit zentrifugiert. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde bestimmt und das Procedere
noch zweimal wiederholt. Beim vierten Mal wurde der Glaschip 30 min mit der Galactose-Lésung

behandelt, ehe die Abschluss-Intensitat der Fluoreszenz bestimmt wurde.

9.6.2. Quantitative Bestimmung der Bindungseigenschaften

Fir die quantitative Bestimmung der Bindungskonstanten an Galactose wurde eine
Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Dazu wurde Galactose mit verschiedenen Konzentrationen
auf einem Glaschip immobilisiert (zur Auswertung wurde eine die Konzentration von 0.5 mm
verwendet) und mit verschiedenen Boronsdure-Konzentrationen der in H,0 geldsten
Borononlektine 138, 139, 140 und 141 fiir eine Stunde in der Dunkelheit und in einer gesattigten
NaCl-Umgebung inkubiert. Die Uberstehende Losung wurde abpipettiert, mit H,O und PBST-
Puffer gewaschen. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBST-Puffer, PBS-Puffer und H,O

wurde der Glaschip flir 2 min bei 2000 Umdrehungen bis zur Trockenheit zentrifugiert.

Die Intensitdt der Fluoreszenz wurde mit einem Microarray-Reader bei 635 nm ausgelesen und
der Median-Wert bestimmt. Dazu wurde ein Mittelwert Uiber vier Messungen bestimmt. Eine
Auftragung der Boronsaure-Konzentration gegen die Fluoreszenzintensitat ergab eine Kurve mit

einem Verlauf nach einer Langmuir-Isotherme.
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9.7. Acylierungsreaktionen von Diolen

Trennung der Boroxolalkin-Enantiomere 27a und 27b

HO_ HO_
B—O B—O
©/\ ©/\
27a 27b

Die Enantiomere des Boroxolalkins 27 wurden chromatographisch getrennt (Daicel Chiraltek IB,
250x10 mm ID, 5um Partikel, 2% i-PrOH in Hexan, 2.5 mL/min, 265 nm, 10 mg/Injektion,

,stacked injection” nach je 8 min).

Enantiomer 1: tg = 8.86 min

Enantiomer 2: tg =12.17 min
Spezifischer Drehwinkel
Enantiomer 1: [0],*® = +81.5

Enantiomer 2: [a];> = -108.2

(S)-Diethanol-1-phenylethylamin 84

(S)-1-Phenylethylamin 82 (0.50 g, 4.2 mmol) wurde in EtOH/H,0 (v/v 1:1, 10 mL) gelost und
Essigsaure (0.71 mL, 12 mmol) hinzugegeben. Unter Kiihlung wurde in das Reaktionsgemisch im
Uberschuss Ethylenoxid 83 (ca. 3-6 mL) gegeben und in einem druckstabilen ReaktionsgefidR 72 h
bei RT geriihrt. Uberschiissiges Ethylenoxid sowie das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt

und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: i-PrOH/EtOAc,
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v/v 1:4 — MeOH/EtOAc, v/v 1:4 — MeOH/EtOAc, v/v 1:4 mit 1% NEts). Das gewtinschte Diol 84
wurde als farbloses Ol (0.73 g, 3.5 mmol, 84%) erhalten. Allerdings zeigte das NMR Riickstdnde
von Ethylenglycol.

R~Wert = 0.23 (i-PrOH/EtOAc, v/v 1:4, Ninhydrin).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 7.35-7.41 (m, 2H, 6-H), 7.28-7.34 (m, 2H, 7-H),
7.19-7.26 (m, 1H, 8-H), 3.99 (q, 1H, *J = 6.9 Hz, 3-H), 3.59 (s, Ethylenglycol), 3.55 (t, 4H, *J = 6.1 Hz
1-H), 2.70-2.80 (m, 2H, 2a-H), 2.55-2.67 (m, 2H, 2b-H), 1.99 (s, Essigsiure), 1.42 (d, 3H,
%)= 6.9 Hz, 4-H).

BC.NMR (100 MHz, MeOD-d,): & (ppm) = 144.1 (C5), 129.2 (C6), 129.1 (C7), 128.1 (C8), 64.3
(Ethylenglycol), 61.5 (C3), 61.3 (C1), 54.0 (C2), 16.8 (C4).

HRMS (ESI): m/z ber. fir C;,H1sNO, [M+H]* = 210.1489, gef. 210.1491.
Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein."*

Kompetitive Benzoylierung von cis-/trans-Cyclohexandiol

\OH HO
Cl 10 mol% 27, O\ D
O;‘OH O:OH DIPEA o o
+ + o —— +
OH OH RT o%\© @o

16 13 154 rac 145 rac 147
5 : 1

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukte: cis-Cyclohexandiol 13 (58 mg,
0.50 mmol), trans-Cyclohexandiol 16 (58 mg, 0.50 mmol), Benzoylchlorid (0.17 mL, 0.21g,
1.5 mmol), Boroxolalkin 27 (8.0 mg, 50 umol)). Die Reaktion wurde fiinf Stunden geriihrt und die
Produktverhaltnisse des benzoylierten cis-Cyclohexandiols 147 bzw. trans-Cyclohexandiols 146
aus dem Rohprodukt mittels NMR-Spektroskopie bestimmt. Es zeigte sich eine Selektivitat des

monobenzoylierten cis-Produktes von 5:1 gegenliber dem monobenzoylierten trans-Produkt.
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cis-2-Hydroxycyclohexylbenzoat 146

146a 146b

Katalysator als Enantiomerengemisch:

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukt: cis-Cyclohexandiol 13 (0.12 g, 1.0 mmol),
Benzoylchlorid 154 (0.17 mL, 0.21 g, 1.5 mmol), Boroxolalkin 27 (16 mg, 0.10 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Pentan/EtOAc, v/v 9:1) und das monoacylierte Produkt 146 (0.15 mg, 0.68 mmol, 68%) in Form

eines gelben Oles isoliert.

Enantiomerengemisch
R-Wert = 0.24 (Pentan/EtOAc, v/v 9:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & (ppm) = 8.03-8.08 (M, 2H,Harom), 7-53-7.59 (M, 1H, Harom), 7.41-7.47
(m, 2H, Harom), 5.19-5.25 (m, 1H, 1-H), 3.93-4.00 (m, 1H, 6-H), 2.12 (brs, 1H, 7-H), 1.80-2.07 (m,
2H, CH,), 1.61-1.80 (m, 4H, CH,), 1.35-1.52 (m, 2H, CH,).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 166.4 (C8), 133.2 (Carom), 130.5 (Carom), 129.8 (Carom), 128.6
(Carom), 74.8 (C1), 69.8 (C6), 30.6 (CH,), 27.6 (CH,), 21.9 (CH,), 21.7 (CH,).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten iberein.’

Enantiomer 1/2:

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukte: cis-Cyclohexandiol 13 (29 mg,
0.25 mmol), Benzoylchlorid 154 (43 uL, 53 mg, 0.38 mmol), Boroxolalkin 27 Enantiomer 1/2
(4.0 mg, 25 pmol)).

Allerdings wurde im Abstand von je 1 h ein Aliquot (20 uL) enthommen, das Losungsmittel mit
Argon abgedampft und mittels HPLC (Daicel Chiraltek IA, 150x4.6 mm ID, 5 um Partikel, 10%
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EtOH in Heptan, 0.5 mL/min, 250 nm) der Enantiomerenlberschuss bestimmt (R;; =11.9 min,
Ri = 15.1 min).

Es ergaben sich folgende Enantiomereniiberschiisse:
Enantiomer 1: -15.8%

Enantiomer 2: 14.2%

trans-2-Hydroxycyclohexylbenzoat 147

2
8
07 0
10 12

147a 147b

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukt: trans-Cyclohexandiol 16 (0.12 g,
1.0 mmol), Benzoylchlorid 154 (0.17 mL, 0.21 g, 1.5 mmol), Boroxolalkin 27 (16 mg, 0.10 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Pentan/EtOAc, v/v 4:1) und das monoacylierte Produkt 147 (0.14 mg, 0.63 mmol, 63%) in Form

eines gelben Feststoffes isoliert.

Enantiomerengemisch
R-Wert = 0.22 (Pentan/EtOAc, v/v 4:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) = 8.04-8.09 (M, 2H, Harom), 7.54-7.60 (M, 1H, Harom), 7.42-7.48
(m, 2H, Harom), 4.81-4.90 (m, 1H, 1-H), 3.70-3.79 (m, 1H, 6-H), 2.08-2.21 (m, 2H, CH,), 1.72-1.82
(m, 2H, CH,), 1.28-1.51 (m, 4H, CH,).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 166.9 (C8), 133.2 (Carom), 130.4 (Carom), 129.8 (Carom), 128.5
(Carom), 78.9 (C1), 73.0 (C6), 33.1 (CH,), 30.2 (C5), 24.1 (CH,), 23.9 (CH,).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein.”**
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cis-2-Hydroxycyclopentylbenzoat 148
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Katalysator als Enantiomerengemisch:

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukt: cis-Cyclopentandiol 147 (0.11g,
1.1 mmol), Benzoylchlorid 154 (0.19 mL, 0.23 g, 1.7 mmol), Boroxolalkin 27 (18 mg, 0.11 mmol)).

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
Pentan/Et,0, v/v 3:1) und das monobenzoylierte Produkt 148 (0.21g, 1.0 mmol, 91%) in Form

eines gelben Ols isoliert.

Enantiomerengemisch
R~Wert = 0.11 (Pentan/Et,0, v/v 3:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 8.03-8.08 (M, 2H, Harom), 7.55-7.61 (M, 1H, Harom), 7.42-7.49
(M, 2H, Harom), 5.21-5.27 (m, 1H, 1-H), 4.29-4.34 (m, 1H, 5-H), 2.06-2.14 (m, 1H, CH,), 1.92-2.00
(m, 3H, CH,), 1.75-1.82 (m, 1H, CH,), 1.61-1.68 (m, 1H, CH,).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 166.6 (C7), 133.3 (Carom), 130.3 (Corom), 129.8 (Carom), 128.6
(Carom), 77.6 (C1), 73.6 (C5), 31.1 (CH,), 28.4 (CH,), 19.7 (CH,).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten iberein.?*

Enantiomer 1/2:

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt (Edukt: cis-Cyclopentandiol 147 (26 mg,
0.25 mmol), Benzoylchlorid 154 (43 uL, 53 mg, 0.38 mmol), Boroxolalkin 27 Enantiomer 1/2
(4.0 mg, 25 pumol)).

Allerdings wurde im Abstand von je 15 min ein Aliquot (20 uL) entnommen, das Losungsmittel
mit Argon abgedampft und mittels HPLC (Daicel Chiraltek IA, 150x4.6 mm ID, 5 um Partikel, 10%
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EtOH in Heptan, 0.5 mL/min, 250 nm) der Enantiomerenlberschuss bestimmt (R;; =12.0 min,
R#2 = 15.9 min).

Es ergaben sich folgende Enantiomereniiberschiisse:
Enantiomer 1: -5.8%

Enantiomer 2: 4.1%
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10. Anhang

10.1. Rontgenkristallstrukturdaten

TMS-geschiitztes Boroxolalkin 74

Table 10-1: Crystal data and structure refinement

Empirical formula C1,H45BO,Si

Formula weight 230.14

Temperature 100(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group P2(1)/c

Unit cell dimensions a=15.491(2) A o=90°
b =6.5225(9) A B=98.916(2)°
c=12.7234(17) A y=90°

Volume 1270.0(3) A®

VA 4

Density (calculated) 1.204 Mg/m?

Absorption coefficient 0.167 mm™

F(000) 488

Crystal size 0.300 x 0.180 x 0.030 mm*

Theta range for data collection  2.66 to 27.00°

Index ranges -19<=h<=19, -8<=k<=8, -16<=I<=15

Reflections collected 13850

Independent reflections 2713 [R(int) = 0.0277]

Completeness to theta =27.00° 97.7%
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Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares on F*
Data / restraints / parameters 2713 /0/ 148
Goodness-of-fit on F* 1.048

Final R indices [I>2sigma(l)] R1=0.0361, wR2 = 0.0906

R indices (all data) R1 =0.0440, wR2 = 0.0961
Largest diff. peak and hole 0.377 and -0.253 e A”

Table 10-2: Atomic coordinates (x104) and equivalent isotropic displacement parameters (Z\leoa). U(eq) is

defined as one third of the trace of the orthogonalized U" tensor.

X y z U(eq)
Si(1) 3644(1) 1080(1) 8113(1) 19(1
686(1)  1942(2) 9655(1) 18(1
159(1) 1526(2) 11327(1) 21(1
B(1) 589(1) 2619(3) 10676(1) 18(1
C(1) 1055(1) 4723(2) 10870(1) 17(1
(
(
(

)
)
)
)
)
C(2) 1197(1) 6136(2) 11712(1) 20(1)
C(3) 1662(1) 7912(2) 11596(1) 21(1)
C(4) 1993(1) 8311(2) 10650(1) 22(1)
20(1)
)
)
)
)
)
)
)

C(5) 1855(1) 6932(2) 9810(1)

C(6) 1385(1) 5163(2) 9932(1) 17(1
C(7) 1158(1) 3453(2) 9124(1) 17(1
C(8) 1947(1) 2553(2) 8796(1) 18(1
C(9) 2613(1) 1936(2) 8531(1) 20(1
C(10) 4562(1) 2439(3) 8952(1) 28(1
C(11) 3774(1) -1741(3) 8320(1) 27(1
C(12) 3594(1) 1743(3) 6682(1) 30(1

Table 10-3: Bond lengths [A] and angles [°]

X y z U(eq)
Si(1) 3644(1) 1080(1) 8113(1) 19(1)
O(1) 686(1) 1942(2) 9655(1)  18(1)
0O(2) 159(1) 1526(2) 11327(1) 21(1)

(
B(1) 589(1) 2619(3) 10676(1) 18(1)
C(1)  1055(1) 4723(2) 10870(1) 17(1)
C(2) 1197(1) 6136(2) 11712(1) 20(1)



1662(1)
1993(1)
1855(1)
1385(1)
1158(1)
1947(1)
2613(1)
4562(1)
3774(1)
3594(1)

3453(2)
2553(2)
1936(2)
2439(3)
-1741(3)
1743(3)

11596(1)
10650(1)
9810(1)

9932(1)
9124(1)
8796(1)
8531(1)
8952(1)
8320(1)
6682(1)

21(1)
22(1)
20(1)
17(1)
17(1)
18(1)
20(1)
28(1)
27(1)
30(1)

10. Anhang

Table 10-4: Anisotropic displacement parameters (Aleo?’). The anisotropic displacement factor exponent takes
the form: -2p° [ h® a**U™ + ... + 2 hka* b* U"]

Ull U22 U33 U23 U13 UlZ
Si(1) 18(1) 24(1) 16(1) o0(1) 5(1) 2(1)
O(1) 19(1) 20(1) 16(1) 1(1) 7(1) -2(1)
0(2) 23(1) 22(1) 18(1) -1(1) 8(1) -3(1)
B(1) 16(1) 21(1) 16(1) 1(1) 3(1) 3(1)
C(1) 16(1) 20(1) 15(1) 2(1) 3(1) 4(1)
C(2) 19(1) 25(1) 15(1) 1(1) 3(1) 5(1)
C(3) 24(1) 22(1) 16(1) -3(1) 1(1) 5(1)
C(4) 22(1) 19(1) 23(1) 1(1) 1(1) -1(1)
C(5) 21(1) 22(1) 16(1) 3(1) 4(1) 1(1)
C(6) 16(1) 20(1) 14(1) 1(1) 2(1) 4(1)
c(7) 18(1) 20(1) 15(1) 1(1) 5(1) -1(1)
C(8) 22(1) 19(1) 14(1) 1(1) 2(1) -2(1)
C(9) 23(1) 21(1) 17(1) O(1) 5(1) -1(1)
C(10) 25(1) 32(1) 28(1) -2(1) 5(1) -4(1)
C(11) 24(1) 27(1) 31(1) -2(1) 5(1) 3(1)
C(12) 25(1) 47(1) 21(1) 4(1) 7(1) 5(1)
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Boroxolalkin 27 Enantiomer 1

Table 10-5: Crystal data and structure refinement

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 22.48°
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters

CqH,BO,
157.96

100(2) K

0.71073 A

Triclinic

P1

a=4.661(6) A
b=8.321(11) A
c=10.809(14) A

409.2(9) A’

2

1.282 Mg/m?

0.088 mm™

164

0.440 x 0.220 x 0.030 mm’>
1.93 t022.48°

-4<=h<=4, -8<=k<=8, -10<=I<=11

1707

1523 [R(int) = 0.0250]

90.8 %

None

Full-matrix least-squares on F?
1523 /3 /221

o= 85.049(14)°
B= 78.448(10)°
v =89.151(15)°
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Goodness-of-fit on F2 1.048

Final R indices [I>2sigma(l)] R1=0.0606, wR2 = 0.1422
R indices (all data) R1=0.0729, wR2 =0.1484
Absolute structure parameter 0(3)

Extinction coefficient 0.052(17)

Largest diff. peak and hole 0.265 and -0.242 e.A’

Table 10-6: Atomic coordinates (x104) and equivalent isotropic displacement parameters (Z\leoa). U(eq) is

defined as one third of the trace of the orthogonalized U" tensor.

X y z U(eq)
O(1) 2902(10) 6675(5) 4895(4) 39(1)
0(2)  4550(9) 8559(5)  6085(4) 35(1)
O(3) 3217(10) 1647(5) 5266(4) 40(1)

O(4) 1553(9)  3812(5) 4051(4) 37(1)
B(1)
B(2) 1730(17) 2126(9) 4335(7) 37(2)

(

(

(

(

4376(16)  6963(9)  5812(7) 32(2)

(

C(1) 7066(14) 6941(7) 7441(6) 33
(

-236(15)  4175(7) 3062(6) 34
17) 1461(14) 5209(8) 2011(6) 35
18) 2750(15) 6074(8) 1139(7) 41(2)

(
( (
( (
( (
( (
( (
( (
C(2) 6030(14) 5875(8) 6729(6) 31(2)
C(3) 6590(13) 4201(8) 6883(6) 36(2)
C(4) 8261(15) 3664(8) 7813(6) 38(2)
C(5) 9245(14) 4755(8) 8544(6) 37(2)
C(6) 8683(13) 6406(8) 8376(6) 39(2)
C(7) 6213(15) 8706(8) 7099(6) 34(2)
C(8) 4436(16) 9506(8) 8148(7) 36(2)
C(9) 2953(17) 10140(9) 8974(7) 45(2)
C(10) 74(15) 1274(8)  3478(6) 33(2)
C(11) -1011(15) 2510(7) 2721(6) 34(2)
C(12) -2566(14) 2186(8) 1795(6) 32(2)
C(13) -3121(14) 602(9)  1650(6) 41(2)
C(14) -2117(14) -664(8)  2393(7) 44(2)
C(15) -501(14) -353(8)  3306(6) 36(2)
(16) (
( (
( (
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Table 10-7: Bond lengths [A] and angles [°]

0(1)-B(1) 1.353(9)
0(1)-H(1) 0.84
0(2)-B(1) 1.392(9)
0(2)-C(7) 1.477(8)
0(3)-B(2) 1.361(9)
0(3)-H(3) 0.84
0(4)-B(2) 1.415(9)
0(4)-C(16) 1.492(8)
B(1)-C(2) 1.590(10)
B(2)-C(10) 1.540(11)
C(1)-C(2) 1.375(9)
C(1)-C(6) 1.416(9)
C(1)-C(7) 1.549(9)
C(2)-C(3) 1.416(10)
C(3)-C(4) 1.428(9)
C(3)-H(3) 0.95
C(4)-C(5) 1.392(10)
C(4)-H(4) 0.95
C(5)-C(6) 1.398(9)
C(5)-H(5) 0.95
C(6)-H(6) 0.95
C(7)-C(8) 1.467(11)
C(7)-H(7) 1
C(8)-C(9) 1.174(10)
C(9)-H(9) 0.95
C(10)-C(11) 1.410(9)
C(10)-C(15) 1.419(10)
C(11)-C(12) 1.394(9)
C(11)-C(16) 1.530(9)
C(12)-C(13) 1.376(10)
C(12)-H(12) 0.95
C(13)-C(14) 1.401(9)
C(13)-H(13) 0.95
C(14)-C(15) 1.399(10)
C(14)-H(14) 0.95
C(15)-H(15) 0.95

(

C(16)-C(17) 1.466(10)



C(16)-H(16)
C(17)-C(18)
C(18)-H(18)
B(1)-0(1)-H(1)
B(1)-0(2)-C(7)
B(2)-O(3)-H(3)
B(2)-0(4)-C(16)
0(1)-B(1)-0(2)
O(1)-B(1)-C(2)
0(2)-B(1)-C(2)
0(3)-B(2)-0(4)
0(3)-B(2)-C(10)
0(4)-B(2)-C(10)
C(2)-C(1)-C(6)
C(2)-C(1)-C(7)
C(6)-C(1)-C(7)
C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-B(1)
C(3)-C(2)-B(1)
C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)
C(5)-C(4)-C(3)
C(5)-C(4)-H(4)
C(3)-C(4)-H(4)
C(4)-C(5)-C(6)
C(4)-C(5)-H(5)
C(6)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(1)
C(5)-C(6)-H(6)
C(1)-C(6)-H(6)
C(8)-C(7)-0(2)
C(8)-C(7)-C(1)
0(2)-C(7)-C(1)
C(8)-C(7)-H(7)
0(2)-C(7)-H(7)
C(1)-C(7)-H(7)

)-
C(9)-C(8)-C(7)

1
1.198(9)
0.95
109.5
111.6(5)
109.5
110.3(5)
117.1(6)
135.0(6)
107.9(5)
115.7(6)
135.7(7)
108.6(6)
121.4(6)
112.2(6)
126.4(6)
121.3(6)
105.0(6)
133.6(6)
117.2(6)
121.4
121.4
120.8(6)
119.6
119.6
121.3(6)
119.4
119.4
118.0(6)
121

121
110.5(6)
114.9(5)
103.3(5)
109.3
109.3
109.3
178.3(7)

10. Anhang
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C(8)-C(9)-H(9) 180
C(11)-C(10)-C(15) 118.6(6)
C(11)-C(10)-B(2)  106.0(6)
C(15)-C(10)-B(2)  135.3(6)
C(12)-C(11)-C(10)  122.2(6)
C(12)-C(11)-C(16) 126.7(5)
C(10)-C(11)-C(16) 111.1(6)
C(13)-C(12)-C(11) 118.3(6)
C(13)-C(12)-H(12) 120.9
)- 120,9
C(12)-C(13)-C(14) 121.3(6)

)-

)-

)-

)-

)-

)-

)-H(12)

)-H(12)

)-
C(12)-C(13)-H(13

)-

)-

)-

)-

)-

)-

)-

)-

)-

C(11)-C(12)-H(12

) 119.3
C(14)-C(13)-H(13) 119.3
C(15)-C(14)-C(13)  120.9(6)
C(15)-C(14)-H(14) 119.6
C(13)-C(14)-H(14) 119.6
C(14)-C(15)-C(10) 118.6(6)
C(14)-C(15)-H(15) 120.7
C(10)-C(15)-H(15) 120.7
C(17)-C(16)-0(4)  109.2(5)
C(17)-C(16)-C(11)  115.0(5)

0(4)-C(16)-C(11)  103.9(5)
C(17)-C(16)-H(16) 109.5
0(4)-C(16)-H(16)  109.5
C(11)-C(16)-H(16) 109.5
C(18)-C(17)-C(16) 177.5(7)
C(17)-C(18)-H(18) 180

Table 10-8: Anisotropic displacement parameters (A’x10%). The anisotropic displacement factor exponent takes
the form: -2p°[ h® a**U™ + ...+ 2 h ka* b* U"*]

Ull U22 U33 U23 U13 U12

O(1) 41(3) 30(3) 56(3) 0(2) -33(3) 11(3)
0(2) 42(3) 23(3) 50(3) -3(2) -29(2) 7(2)
0(3) 45(3) 33(3) 47(3) 1(2) -27(2) 5(3)
0(4) 37(3) 26(3) 52(3) 1(2) -23(2) 4(2)
B(1) 30(5) 36(5) 31(5) -4(3) -9(4)  4(4)
B(2) 37(5) 31(5) 42(5) -3(4) -4(4) 0(4)
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31(4) 42(4) -4(3) -6(3) 1(4)
29(4) 46(4) -7(3) -13(3) 5(3)
42(5) 48(4) 0(3)  -18(4) 7(4)
31(4) 47(4) -2(3) -17(4) 5(4)
36(5) 47(4) 5(3) -20(3) 5(3)
38(5) 56(5) -10(3) -16(4) 6(4)
39(5) 40(4) -2(3) -13(4) -2(3)
28(4) 53(5) -3(4) -27(4) 4(4)
41(5) 52(5) -7(4) -30(4) 14(4)
37(5) 39(4) -11(3) -11(3) 5(3)
32(4) 33(4) 1(3) -12(3) 4(3)
34(5) 41(4) -3(3) -10(3) 15(3)
54(5) 45(4) 0(4)  -20(3) 1(4)
39(4) 69(5) 2(4) -18(4) 2(4)
39(5) 39(4) -6(3) -6(4) 8(4)
30(4) 41(4) -2(3) -21(4) 9(3)
30(4) 49(4) -5(4) -21(4) 14(3)
38(4) 51(4) 5(4) -20(4) 4(4)
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10.2. NMR und LC-MS™ Spektren

tert-Butyl-2-(4-bromo-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy)-methyl)phenoxy)-ethylcarbamat 62
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® LC-MS Liufe zeigen bei LS-MS-Liufen ein ,spectral background substtracted chrmoatogram zusétzlich zu
dem MS-Spektrum
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tert-Butyl-2-(4-boron-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy)-methyl)phenoxy)-ethylcarbamat 63

HO.__O

8- brepms QooNns o v e oo oo > g 9
<M~ —~ O I~ I~ o ~ o o o [ToRRS ~ < [ee} ™
NfrRNNowee A o Mo - o o )
NN N N | I
O NHBoc
! [
| I il | ML L ML
9i5 910 8i5 8.‘0 7i5 710 6i5 6.‘0 5i5 5.‘0 415 4.‘0 315 3.‘0 215 2.‘0 115 1.‘0 | ppm

—
0.76 —
1.97 =

S —
2.01 =

- = =) N o o

© o o Y %) ~ o o o RS 0 o
[ f . . s © o « EY @ o
o © o ~ © oo g L . . H f
n 0 < = ~ — o ~ 0 o ® © ~ =
- - — — — ~ © <« RN — '

RN .

T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 ppm




170 | 10. Anhang

tert-Butyl-2-(4-brom-3-formylphenoxy)-ethylcarbamat 68
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tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-hydroxy-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy)-ethylcarbamat 55
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tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-(tert-butyldimethyl-silyloxy)-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy)-
ethylcarbamat 69
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1-((2-Bromphenyl)hydroxy)-prop-2-in 29
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-carboxyadamantan 96
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-(2-(NHS)-carboxy)-adamantan 149
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3-carboxyethyladamantan 50
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5-bis-(2-carboxyethyl)-adamantan 51
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Cbz-Triester 150
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Cbz-Tricarbonsaure 90
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L-Azidohomoalanin-Bn 25a
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L-Azidohomoalanin-Bn 25b
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-monocarboxy-4-aminoethoxybrombenzol-adamantan 87
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1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)-3,5,7-tris-(2-carboxyethyl)-4-aminoethoxybrombenzol-

adamantan 88
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Flex-1-Tribrom 91
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L-Azidohomoalanin-Bn-adamantan 105
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1-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 109
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1-Boc-3-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 100
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1-Amino-3-(L-Azidohomoalanin-GRGES)-carboxyethyladamantan 128
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1-Boc-3,5-bis-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 101
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1,3,5-tris-(L-Azidohomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 151
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Boc-L-Triazolbenzobbromphenyl-homoalanin-Bn 108
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1-(L-Triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 110
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1-Boc-3-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 30
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1-Boc-3,5-bis-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 111
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbromphenyl-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 152
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Boc-L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn 104
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Boc-L-Triazol-homoalanin-Bn 103
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L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn 94

86E€°C—
c09°Cc—

6L0" 7~
LYT v —

6V v —
€9 Vv —

79T G —
TLZ S—

TLE”

o

vec L
LTy L
TSV L
PSSy L
oLV "L
€LV L
687" L
cov°L
90L"L
veLTL
9L L

==

ppm

25 2.0 15 1.0

3.0

40 35

4.5

55 50

6.0

6.5

7.0

7.5
o)<t
N
—

o

~
F"
o

NH3* TFA
85 80

9.0

9.5

oL

€T°
Sy

GG

66"

Ly —
89—

69—

9L——

‘ect
A
‘6cl

‘6ct
‘6ct
TTIET
Tcet

N

b

10 ppm

30 20

40

100 90 80 70 60 50

wr

110

y ’ H” [\ ¥
170 160 150 140 130 120

180

190




208 | 10. Anhang

1-(L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-adamantan 107
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1-Boc-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 114
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1-(L-Triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 134
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1-Amino-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-GRGES)-carboxyethyladamantan 131
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1-Promofluor-3-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 138
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1-Boc-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 115
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-GRGDS)-carboxyethyladamantan 133
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1-Promofluor-3,5-bis-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan
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7-(N-Boc-3-Aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyadamantan
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7-(Aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyadamantan 137
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7-(Promofluor-3-aminopropyl)-1,3,5-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-

carboxyadamantan 141
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1-Boc-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 116
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1-Amino-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 136
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1-Promofluor-3,5,7-tris-(L-triazolbenzoboroxol-homoalanin-Bn)-carboxyethyladamantan 140
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cis-2-Hydroxycyclohexylbenzoat 146
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trans-2-Hydroxycyclohexylbenzoat 147
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10.3. Gefahrstoffverzeichnis

10. Anhang

Chemikalie Gefahrensymbol | H-Satze P-Satze
210-233-240-241-242-243-
995-302- 261-264-280-301+312-
Acetonitril Gefahr F ! 317-319-332 302+352-303+361-304+340-
305+351-322-330-337+313-
370+378-403+235-501
201-202-210-240-241-242-
243-261-264-273-280-281-
§i532173 1 | 301+310-302+352-303+361-
Acrylnitril Gefahr FCTLN 318-331- 304+340-305+351+338-
335-350-411 308+313-321-330-333+313-
370+378-391-403+233-
403+235-405-501
Adamantan - - -
210-220-234-261-264-273-
424-302- 280-301+312-304+340-330-
I
AIBN Gefahr F ! 332-412 370+378-403+235-411-420-
501
314-302- 260-264-280-301+330+331-
. . . |
Aluminiumtribromid Gefahr C! EUHO14 305+351+338-310
260-264-280-301+330+331-
. .. 303+361+353-304+340-
Ameisensaure Gefahr C 314 305+3514338-310-321-405-
501
Ammoniummolvbdat Achtun 315-302- 261-280-301+312-302+352-
y g 335-319 305+351+338
Benzol GefahrF!L 225-304- 201-202-210-233-240-241-
315-319- 242-243-260-264-280-281-
340-350-372 | 301+310-302+352-303+361-
305+351+338-308+313-321-
331-332+313-337+313-
370+378-403+235-405-501
Benzoylchlorid Gefahr C 302+312- 260-264-280-301+312-
314-317-332 | 301+330-302+352-
303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-
333+313-405-501
Benzylchlorformiat Gefahr CN 314-410 260-264-273-280-

231
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301+330+331-303+361+353-
304+340-305+351+338-310-
321-391-405-501

2-(Boc-amino)ethylbromid Achtung 315-335-319 | 261-280-302+352-
305+351+338
Brom GefahrCTN 314-330-400 | 260-264-273-280-284-
301+330+331-303+361+353-
304+340-305+351+338-310-
320-391-403+233-405-501
2-Brombenzaldehyd Achtung 302-315- 280-301+312-305+351+338
319-335
2-Brom-5- Achtung 315-319-335 | 261-264-280-302+352-
hydroxybenzaldehyd 304+340-305+351+338-312-
321-332+313-337+313-362-
403+233-405-501
tert-Butanol Gefahr F 225-319- 210-240-241-242-243-261-
332-335 280-303+361+353-304+340-
305+351+338-312-337+313-
370+378-403+233-403+235-
405-501
tert-Butyldimethylsilylchlorid | Gefahr F C 314-228- 280-301+330+331-
EUHO029- 305+351+338-310-402
EUHO14
n-Butyllithium Gefahr FC!LN 314-304- 210-260-273-280-
336-373- 305+351+338-310
411-361f-
260-250-
EUHO14
t-Butyllithium Gefahr FCILN 411-304- 210-223-260-280-
336-314 305+351+338-310
Cer(IV)sulfat GefahrCO 314-272 210-280-301+330+331-
303+361+353-305+351+338-
310
cis-Cyclohexandiol - - -
trans-Cyclohexandiol - - -
cis-Cyclopentandiol - - -
Casiumfluorid GefahrCT 311-318- 280-301+310-301+330+331-

315-331-

302+350-304+340-




10. Anhang

301-EUHO32 | 305+351+338

Dichlormethan Achtung L 351 201-202-281-308+313-405-
501

Diethanolamin GefahrC!L 302-315- 260-264-280-301+312-

318-373 302+352-305+351+338-310-
321-330-332+313-362-501

Diethylether Gefahr F ! EUHO019- 210-233-240-241-242-243-

EUHO66- 264-280-301+312-
224-302-336 | 303+361+353-330-370+378-
403+235-501

1,4-Dioxan GfahrF!L EUHO19- 201-202-210-240-241-242-

EUHO66- 243-261-264-280-281-

225-319- 303+361+353-304+340-

335-351 305+351+338-308+313-312-
337+313-370+378-403+233-
403+235-405-501

N,N-Diisopropylethylamin Gefahr FC! 302-314- 210-273-280-301+330-

412-225 331+305+351+338-308-313

Di-tert-butyldicarbonat GefahrFT 315-319- 210-261-280-302+352-

335-317- 305+351+338
330-228
N,N-Dimethylformamid Gefahr ! L 312-319- 201-202-261-264-280-281-
332-360D 302+352-304+340-
305+351+338-308+313-312-
322-337+313-363-405-501

Dimethylsulfoxid - - -

Eisen - - -

Essigsaure Gefahr FC 226-314 210-233-240-241-242-243-
260-264-280-301+330+331-
303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-
370+378-403+235-405-501

N-Ethyl-N’(3- Gefahr C ! 318-335- 261-280-302+352-304+340-

dimethylaminopropyl) 302-315 305+351+338-310

carbodiimid hydrochlorid

Ethylendiamintetraessigsaure | Achtung ! 319 264-280-305+351+338-

337+313

233
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Ethanol Gefahr F 225 210-233-240-241-242-243-
280-303+361+353-370+378-
403+235-501

Ethylacetat Gefahr F ! EUHO66- 210-233-240-241-242-243-

225-319-336 | 264-280-303+361+353-
305+351+338-337+313-
370+378-403+235+501

Ethylenoxid GefahrFTL 220-315- 201-202-210-261-264-280-

319-331- 281-302+352-304+340-

335-340-350 | 305+351-308+313-311-321-
332+313-337+313-362-377-
381-403+233-405-501

Fluorbenzol Gefahr F 225 210-240

Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH Achtung ! 315-319-335 | 261-264-280-302+352-
304+340-305+351+338-312-
321-332+313-337+313-362-
403+233-405-501

Fmoc-L-Asp(tBu)-OH - - -

Fmoc-L-Glu(tBu)-OH - - -

Fmoc-L-Gly-OH - - -

Fmoc-L-Ser(tBu)-OH - -

2-Formylphenylboronsaure Achtung ! 315-319-335 | 261-280-302+352-
305+351+338

Galactose - - -

HATU Gefahr F ! 228-315- 210-241-261-264-280

319-335
Heptan Gefahr FILN 225-304- 210-233-240-241-242-243-
315-336-410 | 264-273-280-301+310-302-
352-303+361+353-321-331-
332+313-370+378-391-
403+235-405-501

n-Hexan Gefahr FILN 225-304- 210-202-210-233-240-241-

315-336- 242-243-260-264-273-280-
361f-373- 281-301+310-302+352-
411 303+361+353-308+313-321-

331-332+313-370+378-391-
403+235-405-501




10. Anhang

HOBt Gefahr E 203 210-230-240-250-280-
370+380-372-373-401-501

N-Hydroxysuccinimid Achtung ! 315-319-335 | 261-280-302+352-
305+351+338

Imidazol GefahrC!L 302-314- 280-281-301+312-

360D 301+330+331-305+351+338-
310
Isopropanol Gefahr F ! 225-319-336 | 210-233-240-241-242-243-
264-280-303+361+353-
305+351+338-337+313-
370+378-403+235-501
Isopropylmagnesiumchlorid GefahrFC! 314-225- 210-260-264-280-
260-335- 305+351+338-310
EUHO14-
EUHO19

Kaliumcarbonat Achtung ! 320-335- 280-305+351+338
315-319

Kaliumhydrogencarbonat - - -

Kaliumhydrogensulfat Gefahr C! 314-335 260-264-280-301+330+331-
303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-403-
405-501

Kupfer(l)bromid Achtung 302-315- 261-280-301+312-302+352-

335-319 305+351+338
Kupfersulfat Achtung I N 302-315- 264-273-280-301+312-
319-410 302+352-305+351+338-321-
330-332+313-362-391-501

Lithiumhydroxid Gefahr C! 314-302-412 | 273-280-301+312-
301+330+331-305+351+338

Methanol Gefahr FTL 225-301- 210-240-241-242-243-260-

311-331-370 | 264-280-301+310-302+352-
303+361-304+340-307+311-
321-330-370+378-403+233-
403+235-405-501

Magnesiumsulfat - -

Molybdatophosphorsaure GefahrO C 314-272 210-280-301+330+331-

305+351+338-310
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10. Anhang

Natriumchlorid

Natriumcarbonat Achtung ! 319 264-280-305+351+338-
337+313

Natriumhydrogencarbonat - - -

Natriumhydroxid Gefahr C 314 260-264-280-301+330+331-
303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-405-
501

Natriumsulfat - - -

Natriumascorbat - - -

Ninhydrin Achtung ! 319-315- 261-280-301+312-302+352-

302-335 305+351+338
N-Methyl-2-pyrrolidon Gefahr ! L 315-319- 201-202-261-264-280-281-
335-360D 302+352-304-340-
305+351+338-308+313-312-
321-332+313-337+313-362-
403+233-405-501

Orthoperiodsaure Gefahr O C 314-272 210-280-301+330+331-
305+351+338-310

Petrolether 50-70 Gefahr FILN 225-304- 210-233-240-241-242-243-

315-336-411 | 264-273-280-301+310-
302+352-303+361+353-321-
331-332+313-370+378-391-
403+235-405-501

Pentan GefahrF!LN EUHO66- 210-233-240-241-242-243-

225-304- 273-280-301+310-

336-411 303+361+353-331-370+378-
391-403+235-405-501

Phenol GefahrCTL 301-311- 201-202-260-264-280-281-

314-331- 301+310-301+330+331-

341-373 302+352-303+361+353-
304+340-305+351+338-
308+313-321-403+233-405-
501

(5)-1-Phenylethylamin Gefahr C ! 314-312- 280-301+312-301+330+331-

318-302 302+352-305+351+338-310

Pinacol Achtung ! 335-315-319 | 261-280-302+352-




10. Anhang

305+351+338
Platin(IV)-oxid GefahrO C 315-318-272 | 210-280-302+352-
305+351+338-310
PromoFluor-647 (NHS-Ester) | Reizend R 41 $22-526-S39
Rutheniumtrichlorid Gefahr C ! 412-314- 273-280-301+312-
318-302 301+330+331-305+351+338-
310
Salzsaure Gefahr C ! 314-335-290 | 234-280-305+351+338-310-
390
TBTA - - -
Tetrabromkohlenstoff Achtung ! 319-312- 261-280-301+312-302+352-
315-332- 304+340-305+351+338
335-302
Tetrabutylammoniumbromid | Achtung ! 315-335-319 | 261-280-302+352-
305+351+338
Tetrachlorkohlenstoff GefahrTL EUHO59- 201-202-260-264-273-280-
301-311- 281-301+310-230+352-
331-351- 304+340-308+313-321-330-
372-412-420 | 361-403+233-405-501-502
Tetrahydrofuran GefahrF!L EUHO019- 201-202-210-240-241-242-
225-319- 243-261-264-280-281-
335-351 303+361+353-304+340-
305+351+338-308+313-312-
337+313-370+378-403+233-
403+235-405-501
Toluol GefahrF!L 225-304- 201-202-210-233-240-241-
315-336- 242-243-260-264-280-281-
361d-373 301+310-302+352-
303+361+353-308+313-321-
331-332+313-370+378-
403+235-405-501
Tributylzinnhydrid Gefahr TLN 301-312- 260-264-273-280-301+310-
315-319- 302+352-305+351+338-321-
372-410 330-332+313-337+313-362-
391-405-501
Trichlormethan Achtung ! L 302-315- 201-202-260-264-280-281-
350-373- 301+312-302+352-308+313-

321-330-332+313-362-405-
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10. Anhang

501
Triethylamin GefahrFC! 225-302- 210-233-240-241-242-243-
312-314-332 | 260-264-280-301+312-
301+330+331-302+352-
303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-
370+378-403+235-405-501
Trifluoressigsdure Gefahr C! 314-332-412 | 260-264-273-280-
301+330+331-303+361+353-
304+340-305+351+338-310-
321-405-501
Triisopropylborat Gefahr F 225 210-240
Triisopropylsilan Achtung F ! 319-335- 210-261-280-302+352-
315-226 305+351+338
Trimethylsilylacetylen Gefahr F 225 210-240
Schwefelsdure Gefahr C 314 260-264-280-301+330+331-

303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-405-
501
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