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Vorbemerkung

Diese Doktorarbeit beinhaltet die Ergebnisse mehrerer Bachelorarbeiten, die unter meiner
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Des Weiteren wrden die Kohlenhydratassays in Kooperation mit Elisabeth Memmel aus der AG
Prof. Jirgen Seibel in Wiuirzburg durchgefuhrt. Somit werden die Ergebnisse der
Kohlenhydratassays voraussichtlich auch in ihrer Doktorarbeit veréffentlicht werden.
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1. Einleitung

Braune Augen, blonde Haare, 180 INRB (03X 5AF 0S0OA1SNE . f dzi 8 NHzLILIS
dies sind nur wenige Punkte, die eine Person beschreiben und wesentliohgeteort eigentlich

dazu. Welche Mechanismen und Strukturen entscheiden aber tber all diese charakteristischen
aSNlYFESK ! YR 6AS RSTAYASNI RAS bl GdzNJ . f dzd 3 NbzL

Auf eine geeignete Weise muss die Natur nicht nur die Informationen Abssehen, Grof3e und
Blutgruppe, also das Genom, sondern stdndig 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, rafda3erst prazise ablaufende Prozesse, die die
Natur handhaben mussaber wie macht sie das?

1.1. Kohlenhydrate¢ komplexe Biomolekiile

Kohlenhydrate sind eine faszinierende, komplexe aber schwer erfassbare Klasse der
Biomolekule.Lange Zeit war man der Meingndass Kohlenhydrate in lebenden Organismen
lediglich in Form von EnergiespeichdmB. Starke oder Glykogeuhd als Gerlistsubstanzen
(z.B. Chitin oder Cellulose)ne wichtige Rolle spieltehDabei wurde jedoch tbersehen, dass
Kohlenhydrate ein integier, ubiquitdrer Bestandteil des Lebens sind und eine Schlisselrolle bei
zellularen Erkennungsprozessen auf Zelloberflachen spialaildung1-1) .22

Abbildung 1-1: Verschiglene Aufgaben, die Zucker in Organismen innehaben: Energiespeicﬁ@e(ﬂ)stsubstanz (B),
Informationstrager (& Zellad hasionsprozessé).

Aber warum werden Kohlenhydrate als Informationstréager gengtzibt es dafur nicht das
Genom? Im Gegensatz zu den Ubrigen Bausteinen der groRen Biomolekilklassen (Aminosauren

' Grafiknachweis: D. Claes
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und Nukleotid¢ besitzen Kohlenhydrate die Méglichkeit, Informationen derart zu verschlisseln,
dass sie mit hoher Spezifitdt dekodiert werden kén. Dabei werden Fehlinterpretationen so

gut wie ausgeschlossen. Gleichzeitig erméglicht die Verschlisselung mit Kohlenhydraten die

Darstellung eines immensen Pools, uber den die Informationsflut gehandhabt werden kann.
Weiter ist die Informationsdichteefir hoch, was gleichzeitig den Verbrauch der Energie zur
Bildung des Informationsgehaltes minimiégo ermdoglichen einige wenige Grundbausteine die
Vielzahl an moglichen Informationstragern. Betrachtet man beispielsweise ein Trisaccharid,
basierend auf eht Monosaccharidbausteinen, ergeben sich 720.896 mdogliche lineare und
verzweigte Kombinationen (siel@&eichungl-1).

Gleichungl-1: Berechnung méglichdsomereeines Oligosatharids Die groRe Kombinationsmdglichkeit ergibt sich durch
RAS T6S8SA YI 3t A0OKSY wAy3IaANI GSy o capNRKgrdiguratiordnyiddert veérsthigdenanS 0 =
+ SNJ Yy N LIF dzy 3 & 18z R §8-8a/glycodidischeBirtung).

Bora@r1 + Q'@ 2 = Anzahl moglicher Konformationen
&)™ ) ( &)™ 3 (
lineare verzweigte

Kombinationsmdglichkeiten  Kombinationsmadglichkeiten
E = Anzahl Monosaccharide, n = Oligosaccharidl@ingRinggrof3e, a = anomerer Kohlenstoff

Im Gegensatz dazu stehen 800R(%) Kombinationsmdglichkeiten fir die Verknuipfung dreier
Aminosauren aus den 20 nativen Aminosduren und nur 64%(¥ombinationen fiir die
Verknupfung von Nucleotiden zur Verfligung.

NH,
N X o
(@] Y N
20 <f/) HO- o
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: Verknupfungsstellen der einzelnen Biomolekilklassen: Nucleotide werden uber Phosphate bzw.
Hydroxygruppen verknipft; Aminosauren werden (ber Amimd Carbonsduregruppen mitginder verknlpft;
Kohlenhydrate werden uber ihre Hydroxygruppen verknipft.

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

auch bei Nucleotiden nur zwei Verknipfungsstellen zu finden sind, wéhrend Saccharigaemehr

RA S
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Hydroxygruppen besitzen, die glycosidisch miteinander verknipft werden komigrildung
1-2.5"

Die Anzahl an bekannten biologischen und chemischen Befehlen innerhalb eines lebenden
Organismus ist grof3er als die Menge bersstier, moglicher Molekularstrukturen, die mit Hilfe

von Proteinen dargestellt werden kdénnen. Somit kénnen nicht alle Befehlssignale tber Protein
Strukturen verschliisselt werd€rErst die groBe Anzahl an méglichen Isomeren bei dem Aufbau
von Kohlenhydratenbietet genau diese Mdoglichkeit die Codierung einer Vielzahl von
Signalkaskaden, durch die die Kommunikation innerhalb eines Korpers funktioniert. Und somit
ist es verstandlich, dass auf der Oberflache von Zellen Kohlenhydrate als Informationstrager fur
die Kommunikation mit der Auf3enwelt 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, alslkduplerfremden
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 Eigeftechaie besitzt, soll im Folgenden
naher gezeigt werden.

1.2. Die Glycocalyx

Alle Zellen sind von der sogenannten Glycocalyx umgedBébildung 1-3).° Dies ist eine
hauptséchlich aus Kénhydraten bestehende Schicht.

-2 um

Glycocalix

s

Endothelzlle 7 e i eel.

Abbildung1-3: TEM Aufnahmen deBlycocalyxiner Aorta-Endothelzelle eines Rindés 5A S CAEA SNUzaEd SNF 2 3 i
freezing/freeze substitutiadh dzy R RAS | Yy FNNDdzy3d YA G h & YA dzysich(@emick Zeftyp ! dzd RA !
eine Glycocalygchichtdicke bis zu 11 um. A: Asterfkgmarkieren abluminal&lycocalyxB: DieGlycocalyxn der Naheder

Zellmembran. C: AuRerstes Ende der Glycocalyx, das in den extrazellularen Ratim zeigt.

" Dabei sei erwahnt, dass in dieser Berechnung die Méglichkeit der Modifikation nicht beachtet wird, was die
Strukturanzahl weiter vergroRert. So kénnen Zucker Uber Phosphate, Phosphonate, Acylgruppen,eflkyleth
Sulfate u.a. weiter modifiziert werden. Dies gilt auch fiir ModifikationenReptiden und Nucleinséduren
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An dem Aufbau der @tocalyx sind nur wenige verschiedene Kohiairate (Glucose, Gat@se,
Mannose, Fucose, Xylogg;AcetylglucosaminN-Acetylgalatbsamin) sowie einige Sialinséduren
(Derivate der Neuraminsaure) beteiligt’ Die Fixierung der Glycocalyx auf der Zelloberflache
erfolgt Uber Glycokonjugate (Glycolipde und Glycoproteine): Hier werkehlenhydrate
kovalent an Lipide bzw. Proteine gebundenAn die Glycocalyxassoziieren andere
kohlenhydratreiche Molekiile, diin einem dynamischen Gleichgewicht mit dem Plasma stehen
dzy R SAy S 1 gBdothefial Juthselagek (i dr¥d RA S ™adrtsihdSsozasadgerR Sy @
eingekleidet mit Oligosacchariden, die von Glycosyltransferasen aufgebaut und danach von
Glycosylasn ozurechtgeschnitteawerden (Abbildung 1-4).

Glycocalix

Q Kohlenhydrate
Kohlenhydrat A

Integrin

Zellmembran

Membranprotein

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Zelloberflache: Auf die Doppelmembran werden (lzderke Bindungen
Kohlenhydrate gebunden. AuRerdem befinden sich auf der Zellmembran verschiedene Proteine, wie z.B. Integrine.

Die Verknupfung der Monosaccharide fuhrt zu einem charakteristischen @igctosgsmuster
Hierbei variiert dise Struktur nat Zelltyp, Differenzierungsgrad und der Aktivitat der
Glycsylasen' Neben dem Glycosylierungsmuster ist aude &chichtdickeder Glycocalyx
variabel Hier unterscheiden sich, je nach Messmethode und Zellart, die groRteimeugro
bestimmten Schichidken der Glycocalyx sehr. Erwartet werdgchichtdicken um die 140m.*
Ebongbeobachtete jedoch Schichtdicken von {rh auf einer AorteEndothelzelle, die von
einem Rind stammté.

" Unterschieden wird bei den Glycokonjugatstrukturen zwiscidénund O-Glycoproteinen. Fir einé-
glycosidische Bindung werden Hydroxygruppen a&@es Seitenkette von Serin oder Threonin mit den
Sacchariden verknipft. BEiGlycoproteinen erfolgt die Bindung tiber einen Asparaginrest.

" Die Aufgabe dieser zusatzlichen Schicht ist noch unklar. Eine Méglichkeit ist ein erster Schutz fur die
Glycocalyx@wie Aufgaben wahrend verschiedener Adhasionsproz&sée.
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Die Glycocalyx ist eine Schicht, die einen stéandigen Veranderungsprhreb$iuft. Sie wird
regelménRig erneuert, kann schnell auf &ufRere Einflisse reagieren und sich ihnen anpassen (z.B.
bei einer mikrobiellen Infektion). Damit dient sie der Kommunikation mit der AuRertiélt.

Modifikationen der Glycocalyx sind haufig, alecht immer, ein Indiz fir Krankheiten. Somit
kann die Unterscheidung pathogener und gesunder Zellen méglich sein. Bei der Erkennung von
pathogenen Zellen, aber auch bei der Weitergabe von Informationen durch gesunde Zellen
spielen sowohl die Schichtdickeals auch das abgeénderte Glycosylierungsmuster eine
entscheidende Rolle.

Interessante Beispiele einer sich unterscheidenden Glycocalyx in gesunden Zellen sind die
einzelnen Blutguppen So findet sich auf der Zelloberflackien Erythrozytereine bestimme
Kohlenhydratsegenz (GalNAGalFuc). Damit wirddie BlutgrupS  odefidiert. Eine weitere
glycosidische Verknlipfung der Galactoset antigenen Saccharidstrukturefilhrt zu den

Ubrigen Blutgruppero ! & dzy R a. G® 51 6 SA Sy fN-KddflgalactBsarsin . f dzd 3
(GalNAegGal[GalNAeL dzO0 =2 g NKNBYR &AOK Ay RSNJ . f dzi 3 NHzLILIS
(GalNAeGal[GaHFuc). Fehlen die entsprechenden Antigene, bildet der Korper Antikdrper aus,

die sich im Blutplasma befinden. Dadurch kann es hgirBusionen 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 DiaHeddieriten veéindert. Sie
besitzt eine geringere Dicke, was zu kardiovaskularen Komplikationen und zu einer veranderten
Permeabilitat der Zellschicht fuhrf®*

Eine Mutation korpereigener Zellen flhrt ebeddatu einem veranderten Glycosylierungsmuster
und kennzeichnet z. B. Krebszellen. Dabei zeigt sich haufig, dass krebsspezifische @ljcane
der Zelloberflache carcinogenen Gewebes stérker als auf normalen Zellen exprimiert ferden.
Man nennt diese spe@if f Sy Df @ Ol yS | dzOK a ¢ dzy 2*°NaufaBiRist A A S NIi &
hier, dasdas modifizierte Gycgerungsmuster eine erhdhte Expressidverknipfte Glycane
besitzt>* In Kombination mit einer erhdhten Konzentration der Sialyltransferase wirti dec

Grad der moglichen Sialylierung vergroR&rSialylsaure Lewis A (§.€1, Abbildung 1-5),
Sialylsaure Lewis X (SLe(2, Abbildung 1-5), Sialylsdure Lewis Y, Siih8-h-N-
acetylgalactosamin (sTn), Globohexaosylceramid oder Polysialylsdure sind Glycane, die
vornehmlich Gberexprimiert auf cancerogenem Gewebe zu finden %fifdFindet sich in
Organismen eine Expression von’strethaltenden Mucinen” kann diesauf eine Tumorbildung

in der Prostatader Bauchspeicheldriise, der Lunge, der Brust oder dem Dickdadeuten®>2

¥ Glycane sind Oligmder Polysaccharide

“"Mucine sind Glycoproteine, dig-glycosidisch verknlpft sind.
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OH OH
OH,OH Coy OH AcHN OH,OH COZfOHOH
HO OH NGG OH NHAG
QZOH HO QZOH
noPH HoH
1 2

Abbildung 1-5: Beispiele fiir Tetrasaccharide, hier Sialylsauren %l(#&) und sL& (2), aus deren Expression auf
Zelloberflachen Ruckschlusse auf carcinogenes Gewebe gezogen werden.kdnnen

Auch wenn in vielen Fallen noch unklar ist, welchen Einfluss und Nutzen die verénderte
Glycocaly fiir das Tumorwachstum besifZt?**** bieten sich aufgrund der charakteristischen

{ G NHz] G dzNJQ"taB Wigk@ & fiargetsdh deMedizinischen Chemie dft* Die Entwicklung

von Kohlenhydratsensoren ist das Ziel vieler Forschungsarbeiten, da seliektive
Unterscheidung und Erkennung pathogener bzw. gesunder Zellen fur die Therapie und die
Diagnostik einer ganzen Reihe verschiedener Erkrankungen von grof3er Wichtigkedbist.
zeigten sich bereits einige wegweisende Schritte.

1.3.  Naturliche Kohlenlydratbinder: Lektine

Aufgrund der hohen Komplexitat der Kohlenhydrate ist deren Erkennung eine Herausforderung.
Trotzdem ist es der Natur moéglich, Kohlenhydrate mit guten Selektivitaten zu erkennen. Die
nattrliche Kohlenhydraterkerung erfolgt z.B. Gber kéne (Abbildung1-6).

A tip
complex

A Monomy 4 X

er
D

Abbildung 1-6: Lektine der drei verschiedenen Klassen nach der Einteilung Lish Simple (Conﬁs), Mosaic
(Hemagglutiniﬁg) undMacromolecular Assebly (E. coliFimH {imbrial adhesive proteﬁo).

Vi

Glycotope sind Kohlenhydratepitope.
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Lektine sindkohlenhydratbindende Proteine, die keine eigene enzymatische Aktivitat besitzen
d***?Sie sind in
der Lage, komplex&ohlenhydratstrukturen ohne diese zu modifizierenzu erkennen und zu

und im Gegensatz zu Antikdrpern niché €roduke von Immunantworen sin

unterscheider?’ Weiter vermitteln sie vielfaltige zellulare Erkennungsprozesse und sind in
immobilisierter Form auf allen Zelltypen, Bakterien und Viren zu fif@&udem bilden Iliche
Lektine, wie das Mannosebindende Protein (MBPine erste Verteidigungslinie des
Immunsystemsinnerhalb des Komplementsysterfis indem sie Glycotopeauf Pathogenen
erkennen?® Bei Menschen, deren MBP durch eine Mutation verandert wurde, komrtiesner
Immunodefizienz. Pathogene Mikroorganismen bewirken eine erhohte Infektionsrate. Die
Gefahr einer Erkrankung ist besonders fir Kinder, deren adaptives oder spezifisches
Immunsystem noch nicht vollstandig ausgepragt ist und die lediglich das aegeboder
unspezifische Immunsystem fir die eigene Koérperabwehr besitzen, hoch. Auch Menschen, deren
Abwehrsystem z.B. durch eine HNhfektion oder eine Chemotherapie geschadigt ist, sind
besonders gefahrdet. Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachserterimaim schwachen
Immunsystem bendtigt der Korper eine langere Zeit, Pathogene zu erkennen und eine
Immunantwort durch die Produktion von Antikérpern zu send&H.

Lektine werden aufgrund ihrer Affinitatfir ein bestimmtes Monosaccharidnterschieden:Es
gibt Lektine, die bevorzugt an Mannose, N-Acetylglicosamine, Galactose
N-Acetylgalactosamine, Fase bzw. Sialylsdure bindeHAufig sind diese Zucker vornehmlich
auf der Oberflache von eukariotischen I2al zu finden®” Eine Ausnahme bildet das Lektin
chuman serum amyloid P componédnt 6 { ! t 0 3 ¢ (1@ BRyethyligene)rE c
Galatopyranosid bindetund in Algen, marinen Schwammen oder Hefen gefunden werden
konnte*”*® Eine zusatzliche Einteilung schaffeis und Shannon Spricht man voroSimpleé =

oMosaidt 6 2o@BtiNdmaind und oMacromolecular Assembliés> K|l y Réfdm Sa a.
unterschiedliche, innerhalb einer Gruppe charakteristische strukturelle Merkmale der Lektine
(wobei an dieser Stelle eingeraumt werden muss, dass es auch Uberschneidungen in den

einzelnen Gruppen gibt).

5AS Y ISimplé Le®RifsNIdaY T | a Zeine, dReAbSi kieind® Molekulargewicht (um die

40kDa) nur eine geringe Anzahl an Protbintereinheiten besitzen. Die Galektine, die Galactose
erkennen, gehodren zu dieser Untergruppe und finden sich in Tieren, wahrend die meisten
anderen Lektine dieserr@ppe in Pflanzen zu finden sindMosaic Lectingsind eine Gruppe

Lektine, die sowohl in verschiedenen Organismen (Viren, Tiere) vorkommen als auch
verschiedene Molekulargewichte und Untereinheiten aufweisen. Manche dieser Lektine sind
monovalent und ers durch eine Clusterung auf der Zelloberflache kommt es zu einer

Ydzt GAQIE SyiSy ! y2NRY dzy 3 dPMasran®leduié Pssempls I B K § NB gzhJ
finden sich in Bakterien. Es handelt sich normalerweise um organellenartige Proteine mit ein
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oder YSKNBNBY Y2Kf SyKeéRNJI (i cathbdldydiate yfeeggmitidry dorbaghey Ny Sy
CRD), die auf den Organellen sitZén.

1.3.1. Bindungsmechanismen der Lektine

Kohlenhydrate besitzen aufgrund ihrer verschieden angeordneten Hydroxygruppen eine grol3e
Heterogenitat. Kleinste Unterschiede mussen erkannt werden. Der Erkennungsprozess wird
dadurch erschwert, dass das Blutplasma ein wéassriges System ist. Lektine als Rezeptoren miissen
in der Lage sein, Hydroxygruppen aus Kohlenhydraten von denen aus dem Blutplasma
unterscteiden zu konnen und somit an den eigentlichen Liganden, also Kohlenhydrate, zu
binden’ Zusatzlich koénnen Kohlenhydrate in wassriger Umgebung verschiedene
Konformationen annehmen. Unter Umstanden ist jedoch nur eine einzige Konformation fir die
Wechselwikung mit einem Rezeptor entscheidend.

Fur die Erkennungsprozesse besitzen Lektine zwei oder ko#ihenhydratbindende Einheiten,

die Uber verschiedene Wechselwirkungen erzeugt werden. Polare Reste des Proteins bilden mit
mehreren Hydroxygruppen der Zuckeetivate Wasserstoffbrickenbindungen. Zu diesen
Affinitaten kommen hydrophobe Wechselwirkungen zwischenGZtppen des Zuckers und
unpolaren Resten des Protei’®*? Dabei zeigte sich, dass haufig aromatische Aminoséuren des
Proteins an diesen Interaktionebeteiligt sind, was auf GH 2 SOK&a St g ANJ dzy 3Sy NN
lasst (Abbildung 1-7).>*°** Je nach Bindung spielt auch die Gegenwart von Metallionen eine
entscheidede Rolle. Ein besonderer Fall ist der Hepamithrombin [} 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 Sulfatgrepmegerufen)>’

Im Gegensatz zu anderdwmhlenhydrabindenden Rezeptoréf binden Lektine Kohlenhydrate
tendenziell nicht innerhalb des Proteinssondern lediglich an de@uferen Schicht des

Proteins>%°®%’

Betrachtet man dieSelektivitdtender Lektine fir Monosaacharide finden sich trotzeiner
generellenhohen Selektivitdt vieler Lektine auch einige, die eine Variation dsirCder
Pyranoseform nicht unterscheiden (kénnemndere koénnenh- dzy’ R-Anomee oder die
Pyranoseformen von Gatlose bzw. Mannse nichtdifferenzieren, wahrend wieder andere
Lektine nur ein bestimmtes Anomer erkenn&n

viii

Diese sind zum Beispiel Enzyme.
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Abbildung 1-7: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen einem Lektin &@alanthus nivalisund Mannose Dabei
wechselwirken Hydroxygruppen aus den Kohlenhydraten mit Amaater Hydroxygruppen aus den Aminoséuren im
Proteingeriist®

Das eigentliche Problem der Erkennungsprozesse durch Lektine liegt jedoch schiesche
Affinitaten zu &cchariden was auf die Bidungsmechanismen zurtickzufiihren ist. So liegt z.B.
die Assoziationskonstante einer Sialinsaure an eine Hamaggtinireit beik, X wvi'.>

Doch auch hier bleibt die Natur in ihrer Komplexitat faszinierend, schafft sie es doch, die
geringen monovaleen Wechselwirkungen durch wesentlich starkere multivalente
Wechselwirkungen zu erganzen.

1.3.2. Naturliche Erkennungsprozesse auf Basis multivalenter Rezeptoren

Die Multimerisierung mehrerer Bindungsepitopgwie die Erkennung mehrerer Kohlg/drate

im Zellkontext fiihren zu hohen Affinitdten und SpezifitdtenKohlenhydrate werden im
Folgenden als Liganden bezeichnet, wahrend Lektine bzw. die spateren Lektinmimetika
Rezeptoren genannt werdeti®?

LigandRezeptotWechselwirkungen kénnen Uber verschiedene Bindumgchanismen erfolgen.
Dabei wird zwischen moraind multivalenten Wechselwirkungen unterschieden.

Wem ein einwertiger Rezeptomit einer Assoziationskonstant&, an einen Liganden bindet,
spricht man von einer monovalenten Wechselwirkurplfildung 1-8 a). Bindet nun ein
mehrwertiger Rezeptor an mehrere einzelne Rezeptorsib{ldung 1-8 d) und unterscheidet

sich der beobachtete Wert von der Summe der einzelnen Wechseimgen, spricht man von
einem multivalenten Effekt. Wird ein Wert erhalten, der der Summe der Einzelaktionen
entspricht, handelt es sich lediglich um einen statistischen Effdi([dung1-8 b, allerdings ist

hier nur die Bindung an einen Rezeptor gezeigt)eiter kann ein Ligand neben der eigentlichen
Bindungsstelle eine weitere Bindungsstelle besitzen, die beide durch einen multivalenten
Rezeptor besetzt werden kdnnen. Dies kann zu einer erhdhten Spezifit@nfiind ist z.B. bei
Lektinen zu finden, die neben desigentlichen Kohlenhydratwechselwirkungemindungen
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zwischen einer hydrophoben Bindungsstelle im Lektid einer unpolaren funktionelleruppe
innerhalb des Liganden ausbildéhbbildung 1-8 ¢). Der Kontakt einer Bindungsstelle zwischen
Ligand und Rezeptor kann zu einer Wanderung der Liganden auf der Zelloberflache und einer
Aggregation der Bindungsepitope fuhren, wodurch die Bindung verstarkt wdillung 1-8

e).! Was bewirkt aber den multivalenten Effekt?

[—————y————y gy ey
Rezeptor ——& v 9V @ ;U v vV ¥V oW

Abbildung 1-8: Erkennungsprozesse auf der Zelloberflaiche a) monovaleRezeptor b) zufdllige Bindung eds
multivalenten Rezeptoren ¢) Bindung eine®Rkezeptorsmit einer Nebenstelle; d) multivalenteRezeptor €) spontane
Clusterbildung auf der Zelloberflache hervorgerufen durch einen multivaléRézeptor

Die thermodynamischen Hintergrinde multivalenter in@ungsmechanismen in ihrer
ausfuihrlichen Betrachtung kénnen hier aufgrund ihrer Komplexitat nicht im Detail, sondern
lediglich in den wichtigsten Punkten betrachtet werden. Die eigentliche Multivalenz muss vom
sogenannten Kooperativitatseffekt unterschesdwerden. Dieser besagt, dass nach der Bindung
eines Rezeptors die Affinitdt des Liganden fur einen weiteren Rezeptor verschieden zu der des
ersten Rezeptors i$f:*” Multivalenz benétigt nicht unbedingt einen kooperativen Eff&kim
Folgenden soll démlb nur auf mulitvalente Effekte eingegangen werden.

Thermodynamisch betrachtet ist die Entropiedifferenz der entscheidende Faktor bei
multivalenten BindungsaffinitatenDie Entropie setzt sich aus der TranslatipriRotations,
Konformationsentropie unceiner Entropie, die durch Umgebungswasser hervorgerufen wird,
zusammen.Der Entropiebeitrag, der durch Umgebungswasser hervorgerufen wird, kann als
konstant gesetzt werden. Das gilt nicht fir die Rotattomsid Translationsentropie, die
zusammen betrachtetwerden. Durch dieBindung an einen Rezeptdtommt es bei dem
Liganden zu einenkntropieverlust (es gehen drei Freiheitsgrade verloren). In einer Naherung
kann man davon ausgehen, dass der Entropieverlust flir moder polyvalente Liganden der
gleiche ist Entscheidend ist die Tatsache, dass es nach der Bindung eines Rezeptors bei einem
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polyvalenten Liganden fur die zweite Bindungsstelle nicht zu einem weiteren Verlust an
Freiheitsgraden kommt wahrend bei monovalenten Liganden jeder Ligand erneut drei
Fraheitsgrade verliert Somit sind polyvalente Liganden entropisch begtnstigt. Bei flexiblen
Liganden kann es dazu kommen, dass der Verlust der Konformationsentropie gti®erdie
Entropiebeglnstigung (die durch die Translatiamsd Rotationgntropie hervorgerufen wird) In
diesem Fall ist die Bindung entropisuicht begiinstigt®

Ein weiterer Vorteil, den multivalenteRezeptoren aufweisen, ist eine Abnahme der
Dissoziationsrate. Um den LigandeezeptorKomplex zu zerstéren, mussen alle einzelnen
Bindungen gleichzeitigebrochenwerden. 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 multivadenBindungsprozessen eine
wichtige Rolle®®®

RezeptofLigandErkennungsprozesseerden in hohem Mal3e von der Anordnung und Dichte

der Glycotope auf Zelloberflachen gesteu¥rDies ist z.B. bei der Phagozytose eines Bakteriums
zu erkennen. Auf der Obddithe eines Bakteriums binden IgG Antikoérper andpéxifische
Antigene. Eine Makrophage kann an die Antikdrper binden. Eine Phagozytose des Bakteriums
kann jedoch nur erfolgen, wenn eine Makrophage an mindestens zwei Antikdrper bindet
(Abbildung1-9 a). DieAnlagerung vore. colian Epithelzellen in Harnwegen der Bl#&eft durch

eine heteromere Polyvalenab (Abbildung 1-9 b). Hier kann die Bindungsstarke und Selektivita
dadurch erhdht werden, dasgerschiedene Rezeptortypesowie verschiedene Ligandentypen

an dem Bindungsprozess beteiligt sithe erhéhteSpezifitatwird dadurch gewéhrleistet, dass

eine differentielle Regulierung der Rezeptortypen gegebertist rachdem eine gewisse Anzahl
Rezeptoren auf den Liganden der Zelloberflache gebunden sind, kann ein zweiter Rezeptor an
die entsprechenden Liganden binden. Im Falle #owoli bindet in einem ersten Schritt das
Protein G an ein JfAntigen, welches auf dereloberflache von Epithelzellen im Harnweg zu
finden ist. In einem nachsten Schritt binden Adhasin G und F an ein Fibronectin, welches uber
RGD an Integrine auf der Zelloberflache birtet.
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a Flagellum

P-Pili
G-Adhasin
F-Adhdésin
Gal(a1,4)Gal @

IgG Antigen A F_Domdne ~ Arg-Gly-Asp [

1gG Antikérper ¥ F. Rezeptor Integrin Zelle

Phagozytose

Abbildung 1-9: a) Ein weiteres Beispiel der Multivalenz bei Erkennung eines Pathogens durch eine Makrophage. Auf der
Pathogenoberflache sind lg&pezifische Antigene exprimiert. IgG Antikérper binden an diese. Uber eine zusétzliche
Erkennungsdoméne {Ferfolgt ene Bindung des Antikdrpers an eine Makrophage. Diese umschliel3t das Pathogen und
bewirkt dessen Phagozytose. Dies ist aber nur mdglich, weil daaritgzn in einer hohen Dichte auf der Oberflache des
Bakteriums présentiert wird. Die Bindung eines eingelrAntikdrpers wirde die Phagozytose nicht bewirken. b.)
Heteromere Polyvalenz am Beispiel demli, das sich an Epithelzellen anlagert. Dabei erfolgt die Anlagerung tber-Lektin
ahnliches GAdhasin, das an Antigene (mit einer Gal,4-GalEinheit) bindet. Zusatzlich erfolgt die Bindung tibédhasin

an Fibronectine, die ihrerseits durch multivalente Wechselwirkungen an Zelloberflachen Binden.

Des Weitererspielt die Geometrie deRezeptordei den einzelnen Erkennungsprozessame
sehr wichtige RolleHaufig findet man in natiirlich vorkommenden Lektinen, wie z.B. dem*fBP
oder dem Tetranectif° eine tripodale Anordnung der Erkennungseinheitéblgildung 1-10).

Bei multivalenten Wechselwirkungen mudie Geometrie des Rezeptors mit der Anordnung der
Bindungsepitope tbereinstimmen.

Abbildung1-10: Die Lektine MBﬁ(Iinks) und Tetranect?r(i(Mitte und rechts), die beide eine tripodale Anordnung @RD
sowie drei Bindungsstellen fir Kohlenhydratgthalten

Kommt es nach der Bindung zu einer sterischen Spannung, kann der gebundene Ligand
RezeptorKomplex im Vergleich zu freien Liganden/Rezeptoren energetisch benachteiligt sein



1. Einleitung| 13

und sich das Gleichgéeit auf die Seite des ungebundenen Zustands verschiefbhilflung
1-11).>° Rigide Grundgeriiste besitzen den Vorteil, dass ihre Rezeptoren eine Préorganisation
besitzen und somit entropische Verluste bei der Koagf weiterer Bindungen verringert
werden. Flexible, multivalente Rezeptoren hingegen kdnnen die Bindungstasche teilweise besser
von dem LoOsungsmittel abschirmen und die Enthalpie einzelner Wechselwirkungen

optimieren.*"?

a b@c
[INTA 1

Abbildung 1-11: LigandRezeptofKomplex mit a) passender Geometrie dBezeptors die zu einer sterisch, nicht

gespannten Bindung fiihrt wahrend in by weit voneinander entfernt@indungsstellen defRezeptorsoder in c) der
falsche Ejpopenabstandzu einer Spannung in dem Bindungskomplexéihr

1.4. Kohlenhydrate in der Wirkstoffchemie

bSoSYy OSNNYRSNISY:S (| NLXDR/GH®AIRY Oo0%53AfEKIWAES 0SS
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, sfiildverschiedene Krankheitsbilder spezifische

Epitope bekannt, die fir Wirkstoffe einen ersten Ansatzpunkt bieten.

Das Glycosylierungsmuster charakterisiert Spezies und Art des bakteriellen Pathogens.
Kohlenhydratspezifische Antikdrper des Immunsystemsnkéndiese Glycane erkennen und
eine Immunantwort bewirken. Sie schitzen somit den Koérper. Menschen, denen diese
Antikorper fehlen (z.B. altere Menschen oder Kinder) besitzen ein erhohtes Risiko, an einer
Infektion zu erkranken. Eine Mdoglichkeit, die abweicden 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 Antikérper zu
erhohen. Hier sei als Beispiel i@urHib (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 PatHagemophilus
influenzaeTyp b (Hib)welches eine bakterielle Meningitis hervorrd#t’> Ahneln sich pathogene

und kdrpereigene Glycane zu stark, kann es dazu kommen, dass der Korper die Pathogene nicht
erkennen kann. Um hier dennoch eine Immunisierung zu ermdglichen, kann diese mit einer
chemischenModifikation der Pathogeilycane selbst durchgefiihrt werden. Hier besteht eine
gewisse Wahrscheinlichkeit, dass Pathogene Uber Kreuzreaktion voWie¢rals kérperfremd
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identifiziert werden. Allerdings muss darauf geachtet werden, dass keuteitimunreaktion

durch die Ahnlichkeit des Glycans hervorgerufen wird. Ein weiteres Problem, das sich bei
bakteriellen Pathogenen findet, ist die Heterogenitét der Glycane. K A f ¥ S mal@&antF FSy «
conjugate vaccingsE SA Y S a A d OK dzy B.BPERWABINBAEhPiZEHDA ISy S

In der Krebstherapie bieten sich Antikdrper als zusétzliche Behandlungsform an. So kénnen nach
einer Chemotherapie Glycane, die die Produktion von Antikdrpern aktivieren, als
therapeutischer Impfstoff genutzt werden. Daehdhte Anzahl an Antikérpern kann die Antigene

auf nicht zerstorten Krebszellen erkennen und letztlich beseitigen. An dieser Stelle bieten sich
SNy Sdzii ¢! /1 Qa |f&a GKSNILISdziAaOKSNI LYLIFada2FF |
durch eine groBel SGSNRISYAGNG a26AS SAYS ydzNJ ISNAY:
erschwert’*">Neben derimpfstoffentwicklung kénneiGlycanstrukturen aucAngriffspunktfiir
zielgerichtete Therapeutika bzw. Diagnostika SéitWie bereits erwahnt zeigen manche
Krebsarten eénhte Werte von Serummarkern und kdnnen ein Hinweis auf eine Krebserkrankung

sein™ Gibt es im Blut keine spezifischen Marker, missen andere diagnostische Methoden (wie

z.B. Gewebeproben) genutzt werdéh.

Wie gezeigt werden konnte, ist die Erkennung Waohlenhydraten bereits fir die Natur,
demzufolge aber in einem noch grol3eren Mal3e fur die Synthetische und Medizinische Chemie,
eine grol3e Herausforderung. In der Erkennung von Kohlenhydraten mit synthetischen
Lektinmimetika bzw. Wirkstoffen wird ein viehsprechender Nutzen gesehen, um in biologische
Systeme zur Heilung oder zur Bekampfung von Pathogenen eingreifen zu kénnen. Deswegen
stellen sich Naturwissenschaftler der Herausforderung, solche synthetischen Molekile
aufzubauen und auf ihre Bindungsaiféten hin zu testen.

X Ein Beispiel @ies Serummarkers ist ein Antikérper fur laer fur Dickdarmkrebs charakteristisch Ein
anderer Serummarker ist das Prostaaezifische Antigefi:’®



2. Kenntnisstan% 15

2. Kenntnisstand

Wie bereits in der Einleitungerwahnt, ist die Erkennung von Kohlenhydraten fir die
Wirkstoffentwicklung von grof3em Interesse, jedoch mit synthetischen Molekilen schwer zu
realisieren.Synthetische Ansatze zeigten l@smoch keinen durchbrechenden Erfolg, doch gibt

es richtungsweisende und vielversprechende Anséatze, die im Folgenden kurz dargestellt werden
sollen’®

2.1. Bekannte Konzepte zur Kohlenhydraterkennung

Es finden sich einige synthetische Molekile, die in dee Isagd, Kohlenhydrate in organischen
Losungsmitteln zu erkennen und zu binden, jedoch sieht deren Erkennung in polaren, wassrigen
Medien anders aus und igin nochimmer weitgehend ungeldstes ProbletfiDies liegt daran,

dass Kohlenhydrate Uberwiegend iib&/asserstoffbriickenbindungen an den Liganden binden.
Dies funktioniert aber nur, wenn keine anderen Hydroxygruppen gegenwaértig sind und eine
Camouflage gegeniber den Kohlenhydtdroxygruppen 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.

H 0 H.oH
H H H HO o)
—Orn Hogy © H?—w\;\ OH "o
_OHH H'O " H OH H
ot 0
— H™H

Abbildung 2-1: In wassrigem Medium missen Wassermolekile von den Kohlenhydraten aus der Bindungstasche gedrangt
werden. Die Wassermolekiile konkurrieren mit den Hydroxygruppen der Kohlenhydrate um die Bindung®stellen.

2.1.1. Dernichtkovalente Ansatz

Bei den nichtkvalenten Systemen handelt es sich haufig um biomimetische Ansatze, die in den
Bereich der supramolekularen Chemie fallen. So kopieren diese die natrlichen - Lektin
Kohlenhydratwechselwirkungen besser als der zweite Ansatz, bei dem es sich um kovalente
Syseme handelt. Betrachtet man z.B. einen synthetischen Ligar®deon Davis werden die
natturlichen Wasserstoffbriickenbindungen sowie die hydrohokd# -Wechselwirkungen gut
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imitiert (Abbildung 2-2).8% |dealerwese ist ein Grundgeriist zur Kohlenhydraterkennung grof?
genug, um Kohlenhydrate einschliel3en zu kénnen. Bei gleichzeitiger Rigiditat muss gewahrleistet
sein, dass es nicht zu intramolekularen Wechselwirkungen kommt. Weiterhin missen die
hydrophilen und hydrphoben Gruppen im synthetischen Liganden richtig prasentiert

werden8384

A Hydrophobe Wechselwirkungen

B Hydrophile Wechselwirkungen

C Wasserloslichkeit

Abbildung 2-2: DisaccharidrezeptoB8 nach Davis Die blau gekennzeichneten aromatischen Einheit@eté-Terphenyle)

dienen zurErkennung der Saccharide aufgrund hydrophober Wechselwirkungen. Die rot gekennzeichneten Einheiten
(IsophthalamideR A Sy Sy & a{ NdzZ SyaX dz¥y RAS I NRYFIGAAOKSY 9AYKSAGSY
Platzhalter Peptidbindungen, urilber Wasserstoffbriickenbindungean die Hdroxygruppen der Saccharide zu binden

bzw. zu koordinierenZusatzlichsind an ihnen Carboxylgruppen konjugiert (grin geféarbt), um die Wasserloslichkeit des
Molekiils zu gewahrleistefAbbildung mit Veréinderungé?).49‘gl

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
auf Basis vonCalixarenerf>®® Cholaphanerf! 2-Aminopyridif® oder Phosphaten bzw.
PhosphonatenAbbildung 2-3).2° Auch die Cholsaure wurde benutzt, um ein steroides Dilacton

zu synthetisiereri° das in Kombination mit Porphyrin in der Lag Monosaccharide zu
komplexierenHier zeigte sich eine Abhangigkeit der Bindungsaffinitatedie Monosaccharide

von der Art des Lo6sungsmittels. Zugabe von Wasser oder Methanol erhdhten die
Bindungsaffinitaten. Hervorgerufen wurde dieses Phanomen wd#ith dadurch, dass die
Bindungstasche des Liganden zu grol3 ist, Wasser als Abstandshalter fungiert und erst so eine
akzeptable Bindung an den Zucker zu Stande kofhréenerell ist es hilfreich, Systeme zu
entwickeln, die eine einfache Variation des Admgtes der Bindungspartner erméglichen. Dies
gelangHe mit metallorganischen, polyedrisch&rerbindungen, die in Gegenwart von Cer je
nach Grundgeriist Selektivitaten fiir verschiedene Manmm Disaccharide aufweiséh.

Doch eines zeigen alle diese Systethee Fahigkeiten, Diotespektive Saccharidstrukturen zu
erkennen, funktioniert nicht bzw. sehr schlecht in wéassrigen Systemen. Hinzu kommt, dass
lediglich Mone und Disaccharide erkannt werden, was die Anwendung fur die Erkennung von
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Kohlenhydraten auZelloberflachen ausschliel3t, da hier vornehmlich Oligosaccharide zu finden
sind.

R = CH,CH,SO;Na

4 5 6

Abbildung 2-3: Verschiedene synthetische Kohlenhydratbinder: Calixaiendas in wassrige Losung mit kleinen
Assoziationskonstanten an Fucose bifidgs); Cholaphanderivab kann o- und L-OctytGlucoside mit nennenswerten
Affinitdten in Chloroform unterscheidéﬁ(b); Anslyrs polyaromatischer Ligan@ der in Chloroform bevorzugt an 1,3/2
Triole bindef® (c).

Erste Messungen in wassriger Losung erfolgten mit Cyclodéktdder Calixarenderivaterr.
Allerdings waren die Bindungskonstanten mit Sacchariden sehr géirdQ0 M%).2 Auch die
Nutzung von Peptidgrundgeristen zeigte keinebesserten Bindungskonstanten an Zuckern
Ka<10MH® 5 NI L2 f & O Biddphthyl AT zeltm ¥ einem Wasser/Methanol
Gemisch (v/v 99.5:0.5) immerhin eine BindungskonstanteD&n)Galactose vork,=950M™

oder von K,=4550M® an D-(+}Maltose @bbildung 2-4)." Eine noch etwas hohere
Bindungskonstante, allerdings unter basischen Bedingungen (pH 12.4), zeigten Ethylenamin
Liganden vorStriegler die in Gegenwart von Kupfer Monosaccharide von rifge 5000M™
komplexierer®®® Ein vonKral entwickeltes Porphyrinderiva8 zeigte in wassrigem Medium
(Wasser/Methanol v/v 95:5) eine héhere Bindungskonstarte=(L9700M™ fiir D-Galatose).
Allerdings ist hier verwunderlich, dass das PorphyrindeBwihen Innendurchmesser von rund
24A und ein Monosaccharid von nurA8hat @bbildung 2-4)24%9'% Davis Kafigstrukturen
schlieBen Kohlenhydrate komplett ein und zeigen vergleichbare Affinitaten wie Lelkdimdéich
Selektivitaten bezlglich gewisser Saccharidgruppen und selbst nennenswerte Affinitdten zu
Disacchariden in Wassef,(4500M™ an Methyl- -D-cellobiose;K, =3340M™ an D-Cellobiose)
(Abbildung 2-2). So bindet3 zwar an verschiedene aquatoriale Zucker, verliert aber an
Selektivitat gegeniber Disacchariden. Somit bleiben auch fir diese Kafigstrukiveitere

Fragen offerf>®!
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Abbildung 2-4: Krals cyclische Liganden, von den@&nin wassrigen Systemen mit Bindungsaffinititen von bis zu
K,=19700M™" an gewisse Koahhydrate binderf:"***%

Im Gegensatz zu den bisher erwéhnten Systemen gibt es auch Systeme, die auf einer tripodalen
Grundstruktur basieren. Hier finden sich einige Arbeiten, die aus dreifach substituierten
Phenylderivaten aufgebaut sind und mit verigtenen Liganden konjugiert werdéf:'%% Die
Anordnung dieser Systeme erfolgt haufig tripodal, allerdings ist die Symmetrie in den Fallen
unterbrochen, in denen verschiedene Ligand&nheiten an einem Phenylring vereint werden.

Ein Beispiel sind Pyrra@dvate vonRoelengz.B.9, Abbildung 2-5), die funktionelle Gruppen fur
verschiedene Wechselwirkungen an Zucker enthalté’ Mazik stellte Systeme auf Basis von
Pyridin oder PyrimidinGrundgeristen dar (z.BLO, Abbildung 2-5), mit deren Hilfe sowohl
natlrliche Wasserstoffbriickenbindungen, aber auch naturliche;Wechselwirkungen imitiert

nlOS-l 10

werden kdnne Es zeigten sich verschiedene Praferenzen, an einzelne Zucker zu binden.

Doch wassrige Sieme bringen auch diese Liganden an ihre Grenzen. So werden
Monosaccharide und kurze Oligosaccharide zwar gebunden, jedoch finden sich Selektivitaten
und Affinitdten erneut nur in organischen Lésungsmitt8iff:*

HN =

NH NH N
N N N. _N
H | N
HN — HN. A
|
i/ iNH N #
9

10

Abbildung 2-5: Kohlenhydratbindende Verbindungen auf Basis tripodaler Sysfgméz.

Zusammenfassend kann man sagdass nichtkovalente Systeme nur mit wenigen Ausnahmen
in wassrigen Lésungen mit nennensvea Affinititen an Kohlenhydrate bindeff#21%%11113p
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aller Regeérfordern diese Lektinmimetikainen betrachtlichersynthetischen Aufwand** Hinzu
kommt, dass zwar Affinitaten an Monand Disaccharide beobachtet werden, jedoch nahezu
keine zuOligosaccharidef

Fur 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 tbertragen zu kénnen.

2. Oligosacharide sollten von den Lektinmimetika erkannt werden, da auf Zelloberflachen
keine Mong, sondern Oligosaccharide zu finden sind.

2.1.2. Derkovalente Ansatz

LY DS3ISyal G171 1 dz R3Y Def richtkoereyrhsatiR A B2 NF S & St £
zeigen kovalent bindende Kohlenhydratbinder einen unnatirlichen Bindungsmechanismus. Die
Erkennung der Kohlenhydrate erfolgt nicht Uber die Bildung von Wasserstoffbricken sondern
Uber die kovalente Bindung ddRezeptorsan Hydroxygruppen der Saccharide. Auch wenn diese
Bindungen nicht naturlich sind, ist in diesem Bereich die Nutzung von Boronséuren ein
vielversprechender Ansatam pathogenspezifische Glycostrukturen erkennen®*’

ﬂm »
B. HO H7.4 B.
OH 4 /w Pl O +2H,0
HO
| 1] n
OH (6]
é"OH HO > 10 HO\é_rv
~, > ~,
OH ﬂ Ly O +2m,0
HO

v n v
\
Bron HOD PH74 B~
HO- H * H0
D = NR,, OH
"Wulff-Typ"

Vi

Abbildung 2-6: Reversible kovalente Bindung zwischen Phenylboronséfiyé¥, VI) und Dioleinheitenll in Zuckern. Das
Gleichgewicht liegt fir die Boronsaurezw. 1V lediglich bei hohem pH aufseiten des Dialkoxyboronatanibiew. V. Fir

Boronsauren des WulffypsVI liegt das Gleichgewicht auch bei nahezu neutralem pH aufseiten des BoroZ&iuker

Komplexed/Il. Hier kommt es zu einer Wasserinsertion und nigl# angenommen zu einer direkten NJr-Blndung118r120

Forschungen zeigten, dass auch recht einfache Phenylboronsauredenivedssrige Losung an
Kohlenhydrate binde®*?’ Hierbei findet eine reversible Bindung zwischen Boronsaden,

VI) und Dolen Il statt (Abbildung 2-6). Dabei werden besondersisDiole gebunden, da in
diesem Falle die KohlenstebauerstoffBindung coplanar vorliegt. Beans-Diolen bewirkt eine

pa

(%]
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Drehung dertrans-Diole in eine coplnare Position eine hdhere Ringspannung sowie eine
geringe Distanz zu den axialen Gruppen. Dies ist jedoch energetisch benachteiligt, weshalb
coplanare cisDiole bevorzugt gebunden werdéff Die Selektivititen und Affinitaten der
Phenylboronsauren sindgech gering. Weiter stiel’ dieser Ansahsofern an seine Grenzen, als
dassdas Gleichgewicht lediglich bei hohem pH auf Seiten des Dialkoxyboronat&fliegt Erst
o-substituierte Phenylboronsauren nach Wull zeigten bei neutralem pH Wert, dass das
Gleichgewicht in Richtung des Dialkoxyboronatanihserschoben werden kann. Méglich wird

dies durch die stabilisierende Wirkung der iortho-Position Donoisubstituierten

Phenylboronsauren?®**°

Die Selektivitaten und Affinitaten kénnen durch Multinsgerung und
raumliche Anordnung der Boronsauren verandert bzw. weiter erhoht wettfeBoch auch

diese Strukturen stoRen an ihre Grenzen. Seigen sie manchmal eine geringe
Wasserloslichkeit® binden lediglich an reduzierende Zuck&* und sind sorit fir die
Kohlenhydraterkennung auf Zelloberflichen (hier liegen hauptsachlich nichtreduzierende
Oligosaccharide vor) ungeeignet. Zusatzlich binden Boronsduren an Zucker, wenn sie in der
Furanoseform vorliegen. Die Bindung von Boronséuren an Zucker amd3gform wirde
sterisch den Zuckerring spann&i.Doch erst die Bindung an Zucker in Pyranoseform wiirde
einen diagnostischen Nutzen der Boronsduren zur Zuckererkennung mdoglich machen, da

Kohlenhydrate auf Zelloberflachen tiberwiegend in der Hexopyranosefolkkommen®**

2.1.3.  Verbesserung des kovalenten Ansatzes

Im Gegensatz zu einfachen Phenylboronsauren zeigtdhund Mitarbeiter, dassyom Wulff-Typ
abgeleiteteortho-Hydroxymethyisubstituierte Derivate der Phenylboronsaui@enzoboroxole)

an nichtreduzrende Zucker binde(Abbildung2-6). In dieser Studie zeigte sich auch, dass die
Wechselwirkungen zwischen Boronséaure und Zucker durch Konjugation hydrophober Gruppen
an deno-Substituenten gesteigert werden kartf. Die Affinitat undSelektivitat der jeweiligen
Systemekannweiter Uber die Wahl des Grundgeristes, dessen Geometrie und Multimerisierung
beeinflusst werden. Bisher konnten mit oligomeren Boronsauren, deren Grundgeriste aus

Aromaten, Porphyrinen, Peptth und Makrozyklen aufgebaut wurdgbbildung 2-7),**"*?®

Monosaccharide!* Oligosaccharid€® und Glycoprotein&’*% erkannt werden. Dabei wurde

RSNJ . SINATT a.2NRy2tS{TGAYySE SAYISTFNKNIZ RSN
unnatirliche, kovalente Bindung der Boronsauren an Kohlenhydrate beinhaltet und somit die
synthetischen Systeme von den natirlichen abgrefizt.

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

Bindungskonstanten an Mannitol und Sorbitol in einem Bereichkgen120M™*.**
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Abbildung 2-7: KubicsBoronsaurell, die bei hohem pHn WasserMethanol (1:1) an Glucose bing&? Anslyns
Boronsaurenl2 zur Erkennung von Heparin, einem Oligosacichddiese Boronsaure ist der erste synthetische Rezeptor,
der an ein Oligosaccharid bind&f

Die starkere Bindung dero-substituierten Boronsdurederivate an Kohlenhydrate wird anhand
verschiedener Punkte erklart, ist aber nicht vollstandig erforscit.viichtiger Aspekt in der
Zuckererkennung spielt die Aciditat dBRezeptordzw. die des Boronsaureesters nach Bindung
des Diols*° Tendenziell bindeifRezeptoremit einer hoheren Aciditét starker an Saccharide, als
weniger stark saureRezeptoren Doch esgibt auch Ausnahmen, wie di®@-Dimethyt
aminomethylphenylboronséure, die trotz ihres niedrigeiisjVertes von 6.7 keine Affinitat an
Glycopyranoside zeigt. Hieran wird deutlich, dass die BindwngBoronsduren an Saccharide
wesentlich komplexer ist. DiSelektivitdten der einzelnen Boronsaursimd durch energetische
Zustande erklarbar. Swerden bestimmte Zucker danhesonders gut gebundenyenn ein
energetisch gunstigerer Zustand vorliegder energetische Zustand wird haufig dadurch
herabgesetzt, dases nicht zu einer Spannung in den Zuckerringen kommt. Gleichzeitig darf es
bei der Bindung nicht zu einer extremen Konformationsanderung des Zuckers kommen, um
Enthalpieverlust&! zu minimieren?’

Boronsduren zeigen starke Selektivitdten bezlglich dect@aidstruktur. So binden sie, wie
schon zuvor erwahnt, starker an Furanosen als an Pyranosen. Aber auch die Art des Diols
beeinflusst die Bindungsstarke. Bevorzugt gebunden wegigeh,2-Diole @bbildung 2-8). Um

die Selektiviiten und Affinitdten zu erhdhen, missen somit zusatzliche Erkennungsmotive
integriert und mit den Vorteilen der Boronsauren kombiniert werden.
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CEOH OH O/OH O/OH
OH ; Y "OH
OH OH

13 14 15 16

Bindungsaffinitat

Abbildung2-8: Abstufung de Bindungsaffinitaten von Boronsauren an Diolmotive.

2.2. Synthese funktionalisierter Boronsauren als Boronolektine

Eine einfache Variante zur Synthese funktionalisierter Boronséauren bietetHdisgen

/| @0f 21 RRAGMSA Y] G My & A | a ésiisowdhK Sldao AIS falicyf Bang,
Phenylboronsauren strukturell so zu modifizieren, dass sie zur Oligosacchariderkennung genutzt
werden konnen. So synthetisier&haoBisphenylboronsaurerl?, die mit TTFA®@in Elektrophor
besitzen, das zur elektroemischen Erkennungom Fru¢ose genutzt werden kan(Abbildung
2-9).1*2Wangkonnte zeigen, dass seine tber Glihemie dargestellten Bisboronsauren hohere
Bindungsaffinititen an Fotpse aufwiesen als die entsprechenden Monoboronsadférall
kuppelte Benzoboroxole an ein Peptidgrundgerist und zeigte, dass dieses BisbaBxol
(Abbildung 2-9) selektiv an das Disaccharid &al,3-GalNAc bindetwelches ein Tumormarker

fur das ThomsetfrriedenreichAntigen (TFAntigen) ist Zusatzlich zeigten Vergleichsstudien mit
einem Blindliganden ebenfalls eine Binduggvenn auch schwacher an den Tumormarker.
Daraus ist ersichtlich, dassie Bindung des Liganden an den Marker nicht nur Uber die
Boronsadure, sondern auch weitere funktionelle Gruppen erfdfgtDies ist insofern von
Bedeutung, als dass die CRD neben dem eigentlichen Rezeptor weitere Gruppen fir eine groliere
Spezifitat traga kann.

Q O

\ /

B- -B
HsCS.  SCHs OH  HO

HO

) P o o
N B~OH R =(CH,CH,0);CH,CH, NQ yN
o] .\ 0 7 0
H H H H
<z g e AN A N A
HNT RN jﬁN R WAN R

H H

i} 0 0
HaCS SCH, freies Amin fiir die Loslichkeit 20 Spacer 20 Endgruppen
und weitere Gruppen

Konjugationsmdglichkeiten 18

Abbildung 2-9: Shaa Bisboronsaurel?7 zur Erkennung von Fructose uthlls Bisbenzoboroxoll8 zur Erkennung des
Disaccharids Gal1,3-GalNAc.

Mit diesen verschiedenen Systemen sind erste Erkenntnisse in Bezug auf synthetische
Kohlenhydratbinder geschaffen. Aufgrund der Komplexitat dieses Themengebiets muissen
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allerdings einerseits die Bindungsmechanismen besser erforscht und asei¢se die
bestehenden Systeme weiter Uberdacht und adaptiert werden, um mit ihnen diagnostische und
therapeutische Méglichkeiten zu schaff&h.

2.3. Evaluierung der Bindungseigenschaften

Um die Bindungsaffinitan der Boronsauren an einzeliéhlenhydrate sesorisch Uberprifen

zu kénnen, wurden eine Vielzahl an Detektionsmethoden veréffentliEime Moglichkeit bietet
Circulardichroismu&>™®{ 2 T SA 308 & A OK -DidatkoxntiphdngntethapizSp WF NNJ +
diboronsaure erst in Gegenwart verschiedeneucier eine CBaktive Bandé® Andere
Méglichkeiten finden sich inExtraktionsverfahrerd'®**"**® pH-Titrationen® und NMR
Messungen*

Eine groRe Bedeutung haben spektroskopische Methodeei denen aufgrund eines
Chromophors UWisSpektren aufgenmmen und Bindungskonstanten bestimmt werden
kénnen’***** Auch Fluoreszenzmessungen bieten eine schnelle, einfache und gute Méglichkeit,
Bindungskonstanten von Boronsauren an Zucker zu bestimrimnFolgenden sollen zwei

Konzepte die auf Basis von fluoseierenden Stoffen beruhekurz dargestellt werden.

Eine erste Mdglichkeit, Bindungsaffinitaten mitfél von Fluoreszenz zu bestirem bietet ein
kompetitiver Verdrangungsansatz. So entwickelte Springsteen einen Fluoreszenzassay, bei dem
eine kompetitive Bindung zwischen Boronsauren, Alizarin Red S. {AR$)d Diolen stattfindet.

Sobald die Boronséaure starker an den Zucker bindet als an ARS, wird der fluoreszierende ARS
Boronsaurekomplex 19-1 aufgelost und die Fluoreszennimmt ab @bbildung 2-10).
Konzentrationsreihen ergeben eine Veranderung der Fluoreszenzabnamdemit Hilfe der
BenesiHildebrandMethode koénnen die entsprechenden Bindungskonstant€n bestimmt

werden%#154

¥ Eine Bindung findet bevorzugt an Zucker mit eicisiDiokEinheit in 1,2Stellung sowie einetrans-Stellung
der 40H und SCHOHGruppe statt.



24

2.Kenntnisstand
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Abbildung 2-10: Mechanismus des ARsays nach Springsteen: In Alizarin Red S. wird die Fluoredmehz einen
Protonentransfer der Phenolhydroxgruppe auf die Ketoeinhegequencht. Erst durch Bindung der Boromsh an ARS

kann dieser Protonentransfer nicht langer erfolgen und es korzmteiner Fluoreszenan Gegenwart von Zucker
konkurrieren die Dioleinheiten des ARS und des Zuckers um die Boronsauren. Ist deren Bindungsaffinitdt zu dem Zucker
gréRer als zu AR®%ird der ARSA Komplex aufgeldst und es komarheutzu einer Abnahme der Fluoreszenz.

Eine andere Art, Bindungsaffinitaten zu bestimmen, bietet sich in der Fluoreszenzmarkierung der
Boronsauren selbst und den sich daraus ergebenden AbsorptiGhéti*® Um jedod die
bendtigte Menge an Liganden zwerringernund einen hohen Durchsatz zu gewéhren, bieten
sich Microarrays an. Diese haben sich in den letzten Jahren fir Screenings etdbfiésie
ermdglichenauf schnelle und einfache Art, aber vor allem mit geringen Substanzmgeigen
Vielzahl an Substraten zu Uberprifen. Bisher wurden jedoch hauptsachlich qualitative, aber
keine quantitativen Screenings durchgeflUiNongentwickelte eine Methode zur Bestimung

von Bindungsaffinitaten, bei dem verschiedene Zucker auf einem Glaschip immobilisiert wurden.
Diese wurden nun mit verschiedenen Konzentrationen eines Fluoresaarkierten
Kohlenhydratbinders (hier: Lektine) inkubiert und die Fluoreszenzintensitsgedesen. Durch

eine Auftragung der Intensitat gegen die Lektinkonzentration konnten mit Hilfe einer Langmuir
Isotherme Bindungskonstanten ermittelt werde@léichung2-1), die ahnliche Wertaufweisen

wie mit anderen Methoden bstimmte Bindungskonstanteff%*%*

Gleichung2-1: Langmuitlsotherme mit deren Hilfe die Bindungsaffinitat von Lektinen an Kohlenhydrate bestimmt werden
kann.

— Fmax[C]
[C] + KD,surf

Bei all diesen versadenen Methoden sollte jedoch bedacht werden, dBgsdungskonstanten,
die von unterschiedlichen Forschungsgruppen bzw. durch verscheddethoden ermittelt
worden sind, sicimicht immer vergleichen lassen und ebensolche kritisch zu beachteri®sind.
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2.4. Boonsauraerivate und ihre Diolerkennung verschiedene Nutzen

Abseits der Forschung von der spezifischen Zuckererkennung in wassrigen Systemen mit Hilfe
von Boronsauren finden diese auch in anderen Bereichen Verwendungszegadkech haufig

im Zusammenhanm mit ihrer Féhigkeit, an Diole zu binden. Hier seien nur wenige Bereiche
erwahnt.

Ein interessantes Anwendungsgebiet ist die Verwendung von Boronsdurederivaten als stationére
Phase in der Chromatographie zur Reinigung von Biomolekilen, die ein oder eneisierol-
Motive enthalten'®****Neben klassischen Kreuzkupplungsreaktionen wie z.B. SMidira ™
kommen Boronsauren noch in einer Anzahl weiterer Reaktionstypen zum Eittsatn, denen
hier nur einige genannt werden sollen: Diglsler Reaktione,'®® Aldolreaktionen®’ 1,3

Transposition von Allylalkohol&ff oder der Epoxidéffnung®

Borinséuren, die ebenfalls in der Lage sind, an Diole zu binden, zeigen ebenfalls eine sehr
interessante Anwendung: Sie sind in der Lage, Desymmetrierungsreakizorkatalysieren.

2.5. Desymmetrierungsreaktionen mit Hilfe von Borinsduren

Enantiomerenreine Verbindungen spielen nicht nur in der synthetischen, sondern vor allem in
der Medizinischen Chemie bzw. Pharmaindusffieeine entscheidende Rolle: Aufgrund
unterschiedlich physiologischer Wirkungen kann die medikamentése Verabreichung eines
racemischen Gemisches eine andere Wirkung zeigen, als die der einzelnen Enantiomere. Im Falle
von Contergan sind diese Wirkfolgen gravierend gewéSemobei hingegen bei anden
Wirkstoffen ein kombinierter Wirkmechanismus gewollt sein kann. So wird beispielsweise das
Herzmedikament Dobutamin als Racemat eingesetzt. Wahrend d&néntiomer derb;- und
b.-Rezeptor aktiviert, wirkt das)(Enantiomer auf detih-Rezeptor. Diegehebt die Wirkung des
b,-Rezeptors auf, und die Kontraktivitat der Herzmuskelzellen wird gestéig&amit 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
beispielsweise Organokatalysatoren bewirken eine enantioselektive Redktisn, dass ein
Enantiomer im Uberschuss gebildet wird und die meist aufwéandige Reinigurgyrazemischen
Gemisches vermieden werden kann. Im Fall voreseVerbindungen existieren die
Stereozentren bereits, aufgrund der Spiegelachse ist das Molekil aber nicht chiral. Erst eine
Desymmetrierung (beispielsweise eine Monoacylierung voeseDiolen) ezeugt 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 miheimo Enantiomeren
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Uberschuss bewirken. Es gibt eine Reihe an Organokatalysatoren, die einen Acyltransfer mit
hohen Enatioselektivitditen durchfihren: DM#ARaloga, 4Aminopyridine, N-Alkylimidazole,
Amidine, vicinale Diamine, Phosphine, Phosphinite Nitdeterocyclische Carberié?

Taylor konnte zeigen, dass Borinsduren selektigDiole gegenlbettrans-Diolen bevorzugt
acylieren Schemaz2-1). DaTaylor jedoch keine chiralen Borinsduren eingesetzt hat, wurden

racemische Gemische Igiédet.!”>*"" Interessant ware hier, chirale Boritbeziehungsweise

Boronséauren auf ihre Fahigkeit der enantioselektiven Acylierung hin zu tberprufen.

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

MeCN

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

20 22

11 : 1

Schema2-1: TaylorsBorinséauren, die selekticisDiole gegenlbetrans-Diolen benzoylieren. Ddaylor keine chirale
Borins&aure genutzt hat, bilden sich racemische Gemische der acylierten Diole.
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3. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel dieser Doktorarbeit war die Synthese menond multivalenter Lektinmimetika. Digaufig in
der Natur zu findende tripodale Erkennungseinheitsd&ezeptorssollte imitiert, mit
vielversprechenden Borox@inheiten kombiniert und Uber die Einfuhrung weiterer
funktioneller Gruppen (kleine Peptide) ti@lich ihrer Bindungseigenschaften modifiziert
werden @Abbildung 31).

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

Abbildung3-1: Modulares System der Lektinmimetika auf Basis von Adamantan.

3.1. Darstellung des Grungerustes

Die Basis der zu synthetisierendBoronolektinesollte Adamantanbilden, das die Mdglichkeit
der tripodalen Anordnung und ergadnzend dazu die Einfuhrung eines Effektormolekils

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

Abbildung3-2: Darstellung des modularen Grundgerustes aus der Aminoadamantancarbor2ture
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Dazu solltenbereits bekannte Adamantanderivate weit funktionalisiert werden, um eine
Modularitdt des Systems zu schaffen: Einersaitdlte ein Azidlinker die Grundlage fur
bioorthogonaleHuisgerCycloadditionen bilden. Andererseits sollten Carbonsauren bzw. Amine
vorhanden seinjiber die weitere Peptidkupplungen die Addition komplexer Strukturen an das
Grundgerust ermdglichen wirdgAbbildung3-2).

3.2. Kohlenhydratrezeptoren

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Boroxole vielversprech&efeptorenbei der
Erkennung von Kohlenhydraten sind. Um einen modularen AufbaiBdesnolektinemit der
HuisgerCycloaddibn zu ermdoglichen, sollte die Benzoboroxoleinheit ein Alkin besitzen.
AulRerdem sollte ein Stereozentrum aufgebaut werden, um in spéateVersuchen zu
Uberprufen, irwieweit die Stereochemie Einfluss auf die Zuckererkennung nehmen kann. Die
Enantiomere des bereits bekannten Boroxolalkins27 sollten getrennt und die
Reaktionsbedingungen fur diduisgerCycloaddition an das Adamantangrundgerist optimiert
werden @Abbildung 3-3).

HO_
B—0O Trennung

HO_ HO_ HO_
B—O B—O B—O
N <
YN C— N m— "’ «
N N N N
R
27 27 27a 27b

Abbildung 3-3: Benzoboroxolderiva7 sollte fur 1,3HuisgerCycloadditionsreaktionen genutzt und die Enantiomere
getrennt werden.

Um zu Uberprifenpb die Boronsaurelasentscheidende Merkmal bei der Zuckererkung ist,
sollten neben den Boronolektinen analoge Derivat80 dargestellt werden, die statt der
Boronséauregruppe einen Bromsubstitutenten besitzabkildung3-4).

Br OH NEL Br
N N—7
3
NHBoc X NHBoc
H H
@ﬂ ! @\/\( N

29

 —
o) CO,Bn CO,Bn

28 30

Abbildung 3-4: Modellverbindung, die statt der Boroxoleinheit einen Bromsubstituenten besitzen und daher als
Negativkontrolle in Kohlenhydr&indungsAssays genutzt werden kdnnen.
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3.3.  Funktionalisierung

Mittels Peptidkupplungsreaktionensollte an das Adamantangrundgerigt) einerseitsein
Effektormolekil(Fluoreszenzmarkegeknupft werden If), mit dem die qualiund quantitative
Bestimmung der Bindungsaffinitdten an Zucker detektiert werden sollten. Andererseits sollte
eine zusatzlich kuze Peptidsequenzanalog zu natirlichen Lektinen, an das Adamantan
konjugiert werden I{l), um zu Uberprifen, inwieweit Bindungsaffinitaten durch zusatzliche
Gruppen beeinflusst werdei\bbildung3-5).

N N N
p- uoerophor 3 1. Entschiitzung NHBoc 3 1. Entschiitzung NHBoc 3
H 2. Marker H 2. Peptid H
N R —— N  — N
R o CO,Bn R ) CO,Bn R b Peptid
R R R Y
IX A1l X

Abbildung3-5: Funktionalisierung der Azidoadamantanderivate.

3.4. Assay

Zum Schluss sollten die synthetisiert&oronolektineauf ihre Mdglichkeit, an verschiedene
Kohlenhydratstrukturen zu bindeniberprift werden. Dies sollte mittels Kohlenhydratassays
getestet werden, bei denen einzelne Monand Disaccharide auGlastips immobilisiert
werden (Abbildung 3-6). Zwar handelt es sich bei Zddeflachen um Oligosacchariddpch kann

mit Hilfe dieses Assaydie Kohlenhydratanordnung der auf3ersten Schicht auf Zelloberflachen
imitiert und somit ein erste Blick in die Funktionalitdt der entwickelten Boronolektine
gewonnen werden

O
0 , ‘ R\wo 0
HO Bindung mit B( o
OH o |::> o |::>
3 R fo) OH fe) Detektion via
B—OH 3 Fluoreszenzmarker
o

Abbildung 3-6: Kohlenhydratassaydei denen auf Glaschips Zucker immobilisiert werden. In einem zweiten Schritt erfolgt
die Inkubation mit den synthetisierten, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Boronolektinen und anschlie3ender
Detektion der Bindungsaffinitaten.
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4. Resultate und Diskussion Teil 1:
Darstellung und Evaluierung vaBoronolektinen

Der Resultatetil ist zweigeteilt: Zunachst sollen Boronsauren als Lektinmimetika vorgestellt und
in einem zweiten Teil deren Nutzen alat#lysator in enantioselektiven Desymmetrierungs
reaktionen gezeigt werden.

4.1. Darstellung der Grundgeriste

Lektine bestehen aus zwei verschiedenen Bereichen: Eine Domane, die fur die Erkennung der
Kohlenhydrate zustandig ist, sowie ein Effektorbereich, zlenWeitergabe von Informationen

RASY (d® L2yl Bekanmidh KoSzepte eur Kohlenhydraterkennuing ¢ dzNR Sy TFdzy 1 G A
Gruppen, die die CRD in synthetischen Lektinntikaeimitieren konnen, vorgestellt. Die
Effektormolekile richten sich nach Art des Anwendungszwecks. Somit bleibt als erste Frage die
Wahl der Grundgeriste nawelchedie CRD und der Effektor geknuipft werden kénnen.

2 XS 06 S NB3X2(Naturlishg Erkennungsprozesse auf Basis multivalenter Rezept@ren
gezeigt wurde, weisen Lektine haufig eine tripodale Anordnung der Erkennungseinheiten auf.
Um diese zu imitieren, bietetich Adamantan an. Adamantan besitzt vier Briickenkopfatome, die
orthogonal substituiert werden konnebbildung4-1).

A A A A
Verknipfungsstelle fur einen Effektor
B B B B B . Verkniipfungsstelle fiir einen Liganden
B B B
Xi Xil X XV
Abbildung 4-1: Rgides Adarantan als MonomerXI, DimerXIl, TrimerXlllund das flexible, trimereAnalogonXIV. An die

Grundgeruste kdnnen zwei verschiedene Funktionalitédten konjugiert werden. Zusatzlich weisemeien Grundgeruste
eine tripodale Anordnung dreier Funktionaligit auf.

Neben dem zweiund dreifach substituierten Adamantan prasentiert das vierfach substituierte
Adamantan bei drei identischen Substituenten deren tripodale Anordnung. Zusdidieh der

vierte Brickenkopf des Adamantangrundgerists digbglichkeit zur Konjugation mit
Effektormolekilen(zum Beispiel Kontrastmittel)n friiheren Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass die Substitution des Brickenkopfatoms keinen Nachteil bezlglich der
Bindungsaffinitaten zu Zelloberflachenepitopen bewirkt. Vethmkonnte mit Einfiihrung eirse
Effektormolekils (GPI) erfolgreich dasmorspezifische Antigen PSMarkiert werden!™
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Zusatzlich ist bekannt, dass Adamantan als Grundgerust fir verschiedene medizinische
Anwendungen geeignet i$f?

Bei der Synthese de&Srundgerusts kénnen verschiedene Elemente variiert werdehen der
Moglichkeit einer flexiblen Prasentation der Kohlenhydratrezeptorébb{ldung 4-1, XI\),
konnen diese auch Uber ein rigides Adamantangrundgdixistt werden Abbildung4-1, XI, XII

und XIlI). Neben diesen Grundgerustvariationen ist es auch mdglich, den Abstand der
Kohlenhydratrezeptoren (B) bzw. den Abstand des Effektormolekils (A) zu verandern.

Wie beeits in der Literatur bekannt, kbnnen die TricarbonsauBsh (Schema4-1) und 24
(Schema4-2) in groBem MaRstab dargestellt werd&. AuRerdem konnte bereits gezeigt
werden, dassverschiedee funktionelle Gruppen wie Amine, Carbonsauren, Alkohole, Alkine
und Azide an das Grundgeriist konjugiert weréénnen®®*

Fe, Bry, 30 min, RT

0°C, 15 min AlBr3, CgHe,
E AT, 22h 30 min, 80 °C
95% Br Br 7% Ph Ph
Br Ph
31 32 33
CBry, BuyNBr,
CgHsF, NaOH, | £q0
75°C,96h |07
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

Schemad-1: Syntheseroute von-fN-Boc3-Aminopropy)-1,3,5tricarboxyadamantargs.*®?

Der Vorteil der Adamantancarbonsaurederivate liegt darin, dass die Mdglichkeit besteht, mittels
StandardPeptidkupplungsverfahren weitere, komplexere Molekile das Grundgerist zu
konjugieren (z.B. Dopamin, Trisalkohole, Trisd2{d&). Gleichzeitig ist mit einem Amin als
Kopffragment eine orthogonal zur Carbonsaure 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, PhCH,
AT, 22h AT, 3h
) . NG CN
% r r 67%
Br
31
NC
39
HCI, H,0,
)CJ)\ 72% | AT 20h
NH
MeCN, Br,, H,0,
HOLC COLH AT, 17h HO.C COMH
64%
HOLC HOLC
» 40
H,0, HC,
AT, 241 |76%
NH;*CI Boc,0, Dioxan/H,0, o
NaOH,
HoLC COM RT, 24 h HO,C COM
31%
HO,C HOC
i2 24

180,181

Schemad-2: Syntheseroute von-{3-tert-Butoxycarbonylaminey,5, 7tris-(2-carboxyethyBadamantar?4.

Analog zu den Tricarbonsduren ist auch die Synthese der Mamb Dicarbonsduredevate
moglich Schemad-3), wieNadine Panniewahrend ihrer Promotion zeigt€”
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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

48, R®=H: 72%
49, R® = CH,CH,CO,H: 91%

50, R® = H: 29%
51, R® = CH,CH,CO,H: 33%

*Dicyanoadamantan 45 entsteht als Nebenprodukt bei der Synthese des Trimers 39.
Schema 4-3: Syntheseroute von 1-(3-tert-Butoxycarbonjamino)3-caboxyethyhdamantan 50 und 1-(3-tert-
Butoxycarbonylamine},5-bis-(2-carboxyethyBadamantan51. Im Gegensatz zu der Synthese des Trimers wird bei der

Synthese des Monound Dimers zunachst mittels Ritterreaktion das Kopffragment eingefuhrt und anschliefend

Nitrilgruppe(n) und das Ritterprodukt einer Stufehydrolysiert. Daran schliet sich die Einfiihrung der Schutzgruppe

185,186
an.

Eine Gemeinsamkeit zeigen alle drei Adamantanderivate: Das EinfUhrertdButoxycarbonyl
Schutzgruppe an der Aminafltion in der Position verlauft mit relativ schlechten Ausbeuten
(um die 30%).

Die schlechten Ausbeuten bei der Einfihrung der Schutzgruppe kénnen auf verschiedene
Faktoren zurlickzufihren sein. Einerseits ist das Kopffragment als tertiares Amin sterisch
gehindert. Zusatzlich erfolgt eine Extraktion des -Beschitzten Produktes aus einer stark
sauren LOsung, da ansonsten die Carbonséureeinheit(en) deprotoniert vorliegen und eine
Wasserloslichkeit des Molekils gewahrleisten. Der niedrigéMat von 13 kénnte bewirken,

dass ein Teil detert-ButoxycarbonylSchutzgruppe wieder abgespalten wird, da diese unter
sauren Bedingungen labil ist. Trotz der niedrigen Ausbeute wahrend der
Schutzgruppeneinfiihrung wurde diert-ButoxycarbonylSchutzgruppe beibehalteum spater

orthogonal mit basenlabilen Schutzgruppen arbeiten zu kénnen.

4.2. Darstellung der Kohlenhydratrezeptoren

Zunachst wurde als Kohlenhydratrezeptor ein BenzoboroxoldeBvaverwendet, das uber
einen substituierten Aromaten (Anmofunktion) an das Gmdgerist (Adamantan) konjugiert
werden sollte. Zusétzlich zu der Amindzy { G A2y &2t -StlungSzi ylem! Borfl A Y

A



34 | 4. Resultate und Diskussion Teil 1

eingefuhrt werden, um Uber 1;BluisgerCycloaddition die Verknupfung mit weiteren kleinen
Molekilen wie beispielsweise kurzen Peptidsenzen zu ermdglicheibbildung4-2).

Rezeptor Konjugation an

weitere
Br
— ©) | e—
\L CN

Erkennungseinheiten
NHBoc NHBoc

Q BR=
U

Br
P — ©)\TMS P —

@
i

53 52 55 56

—

Konjugation an
das Grundgerust

Abbildung 4-2: Retrosynthese der Benzoboroxolderivaf# und 56: Um Adamantancarbonsduren mittels Standard
Peptidkupplung mit dem BenzoboroxX®4 und 56 zu funktionalisieren, enthalten beide Kohlenhydratrezeptoren neben der
Benzoboroxoleinheit ein Amin fir die Kupplung an das Adamantan. Zusétzlich zu diesen beiden Funktionalitaten besitzt
Benzoboroxob6 eine Akinfunktionalitdt, um an weitere Einheiten, beispielsweise Peptidsequenzen, konjugiert zu werden.

Das Benzoboroxolderivatt4 wurde bereits in friheren Arbeiten vorFalk Wienhold

synthetisiert®’

Die bekannte Route zur Darstellung dBsnzoboroxols54 startete mit 3
Hydroxybenzaldehyd57. Dabei fand zunachst eine Bromierung ortho-Stellung zur
Aldehydfunktion statt. Um die Bromierung an deP4dsition zu vermeiden, wurde nach einer in
der Literatur bekannten Vorschrift gearbeitet, die lediglich das dsgner 2Brom
5-Hydroxybenzaldheyd58 und nicht das Regioisomer-Brom3-Hydroxybenzaldehyd59
lieferte ® Allerdings zeigte sich, dass je nach AnsatzgroRernih26l statt 16mmol) auch das

Regioisomeb9 4-Brom-3-Hydroxybenzaldehyd gebildet wurd8dhemag-4).
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BrMeCN, BH3-THF,

o B Br O o
\ AcGH, " i K,CO4 THF abs. THF
RT,3h AT 24h AT, 24 h
+
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, PhCH3,
CH,Cl,, TFA 0°C— RT,24h
quant. 40%
e} o) o
54 NH, 61 NHBoc 53 “NHBoc
——

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

Schemad-4: Syntheseroute deséhzotroxols 54,11

Gefolgt von einer nucleophilen Substitution, einer Reduktion und der Einfuhrung rter
ButoxycarlonylSchutzgruppe konnte das BromambB8 aus dem Aldehyd57 mit guten
Ausbeuten aufgebaut werden. Doch erfolgte der entscheidende SdtigtEinfihrung des Bors
mittels HalogerMetall-Austausch nur mit einer moderaten Ausbeute (40%) bei gleichzeitig
aufwandiger und empfindlicher ReaktionSchema4-4).'®" Somit sollte diese Syntheseroute
zunéachst optimiert werden.

4.2.1.  Optimierung derSynthese de®enzoloroxolderivates54

Da ein Grund fur die geringe Ausbeute in der Aciditat der ékyghrotonen vermutet wurde,

sollte diese durch eine Schutzgruppe herabgesetzt werden. Dazu wurdésgiiButyldimethyt
Schutzgruppe mit guten Ausbeuten (82%) an die freie Hydroxygruppe eingefibhrdem
geschitzten Bromderivad2 konnte dieRohaisbeutedes HalogemMetall-Austausches auf 90%
erhoht werden (Schema 4-5). Das Rohprodukt zeigte ein Verhdltnis von Produkt
63/deboroniertes Produkt64 von 5:1. Der Versuch, die beiden Produkte saulenchromato
graphisch zu trennen, missig. Auch eine chromatographische Reinigung tber ein8dtd#e zur
Trennung der Produkte konnte nicht erfolgreich durchgefihrt werden. Stattdessen
verschlechterte sich das Verhaltnis von boroniertem ProdBtleboroniertem Produkt4 auf

2:1 und die Ausbee auf 10%. Hieran lie3 sich erkennen, dass die Reinigung des Benzoboroxols
63 problematisch ist. Die Wechselwirkungen mit den stationdren Phasen (Kieselgel (PE/EtOAC)
oder R (5% auf 95% MeCN in,®)) durch die Boronsdure waren unter den

Versuchsbedingugen vermutlich zu stark, um eine vollstandige Elution des Bord®lsu



36 | 4. Resultate und Diskussion Teil 1

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

- . - N
50% Rohprodukt: 90%
o) o) o) o)
53 NHBoc 62 NHBoc 63 NHBoc 64 NHBoc

5 : 1

Schemad-5: Optimierte Syntheseroute des Benzoboroxe& Nach der chromatographischen Reinigung des Rohproduktes
betrug die Ausbeute lediglich 10% und das \ékris von Produk63/deboroniertes Nelenprodukt64 verschlechterte sich
auf 2:1.

4.2.2. EinfUhren des Alkinhkers

Um eine weitere, einfache Funktionalisierundes Benzoboroxol§3 zu gevéhrleisten sollte
neben einemAmimolinker ein Alkin an @n Aldehyd52 eingefihrt werden.Mit diesem Alkin
kbnnten an das Benzoboroxolderivatct6 mittels 1,3HuisgerCycloaddition weitere
Funktionalitdten sowie kleine Molekile (z.B. Peptide) konjugiert werden.

Das Alkinsollte, ausgehend von dem Cyanoaldeh$@, mittels einer Additionsreaktion
eingefuhrt werden Nach Deprotonierung des Trimethylsilylacetylemsit n-BuLi sollte ein
nucleophiler Angriff an de’ldehyd erfolgen. Allerdings zeigten sich in den Rohprodukten nur
Zersetzungsprodukte.Analoge Alkinadditionsreaktionen an-Bombenzaldehyd erfolgen
generell quatitativ."®® 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 entstetgrhemad-6).

n-Buli,

Br O Br OH
| TMS-Acetylen,
Et,0 \\
T™S
OW OW
CN CN

52 65

Schemad-6: Versuch zur Darstellung des Allikers65.

Um die AlkirAddition nicht in Gegenwart deMitrilgruppe durchfiihren zu missen, bieten sich
zwei Alternative an(Abbildung4-3).
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Abbildung 4-3: Retrosynthese zur Darstellung des Adlkinktionalisierten Bromderivate$5: 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 derAlkinfunktionalitat (Route A) oder der Aldehydfunktionalitat (Route B) ist.

Eirerseits konnte zuerst der Alkinker und anschlieRend der Angilimker eingefuihrt werden
Allerdings musste hiem Gegenwart eias Alkins die Cyanogruppe zu einémin reduzért
werden. Da Alkine in Gegenwart von Bom@dter anderen Reduktionsmittelfedoch ber eine
Hydroborierung zu Alkenylboranen und bei anschlieBender Oxidation zu Ketonen bzw.
Aldehydenreagieren, ist die Einfihrung des Amimakers vor Einfihrung des Alkirsinnvoller.

Doch auch in Gegenwart des freien Aldehyds wéare die Reduktion des Nitrils nicht trivial. Somit ist
der vielversprechendste Ansatz ein dritter: Der Aminolinker muss derart eingeftihrt werden, dass
auf eine Reduktionsreaktion verzichtet werdesmk.

Bisher wurde der Aminolinker Gber Bromacetonitril eingefuhrt. Die Nitrilgruppe konnte dann
zum Amin reduziert werden. Eine Alternative zu Bromacetonitril steit-ButyFN-(2-
bromethyl)carbamatdar. Damit wird direkt eine Aminofunktionalitat integuit, wodurch kein
zusatzlicher Reduktionsschritt notig 8. Ausgehend von -Brom5-hydroxybenzaldehyd8
ergab eine nucleophile Substitution n#t(Bocamino)ethylbromiddasgeschitzte Amir69 mit
guter Ausbeute von 71%nschlie3end erfolgte die Alkiddition, die mit einer Ausbeute von
76% zufriedenstellend das Bromalkiblieferte. Auch dieEinfihrung detert-Butyldimethylsily
Schutzgruppean dieHydroxygruppe war mit einer Ausbeute von 94% erfolgrgibhemad-7).
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Br Br OTBDMS

(0]
I t-Bu-2-bromethylcarbamat, TMBS ﬁceEtylen TBDMSCI,
K,CO3 DMF, n-BuLi, Et,0, Imidazol, DMF AN
80°C,22h 0025h 4OC14d
T™MS
71% 6% 4%

OH

58 68 NHBoc 55 NHBoc 69 NHBoc

Schema4-7: Synthese des Bromalkir® ausgehend vor2-Brom5-hydroxybenzaldehydb8. Der erste Schritt ist die
Einfuhrung des Aminolinkers Ub2#(Bocamino)ethylbromid gefolgt voneiner Alkinaddition und anschlieender TBDMS
Schiitzung der Hydroxygruppe.

Da jedoch mit dem Benzoboroxolderivé® die Entschitzungsreaktion dégrt-Butoxycarbonyl
sowie dertert-Butyldimethylsilylgruppe nicht erfolgreich war, wurde mit dem Alkinderé&der
HalogenMetall-Austausch nicht weiter durchgefihrt.

4.2.3. Entschitzung deBenzoboroxol$3

Nachdem die Synthese des Benzoborox@Bsoptimiert werden konnte, sollte nun dessen
komplette Entschitzung erfolgen. Mit der Funktionalitat des freiemns kéwnnen im Anschluss
Peptidiupplungen an  Adamantancarbonsdurederivate  erfolgen.tert-Butoxycarbonyl
Entschitzungen laufen generell im sauren Milieu ab, Silylschutzgruppen konnen ebenfalls im
Sauren oder mit Fluoriden abgespalten werdéine gleichzeitigeEntschiitzung derbeiden
Schutzgruppe im Baenzobroxol 63im sauren Milieu ergajedochneben dem BoroxolderivatO

immer auchdie deboronierte Verbindung@l (Schema4-8).

HO._.OH %o

(0]

s

BocHN HzN HzN
63 70 7

Schema4-8: Syntheseschema der Entschiitzung desZ®boroxols63 und mdgliche Reaktionsprodukte (gewtnschtes
Benzoboroxolderivaf O und deboronierteZersetzungsprodukil).

Die Reaktion wurde mittels Massenspektrometricontrolliert. Bei den Entschitzungs
bedingungen (Trifluoressigsaure/Dichlormethan, viv 1:9, Minuten bei °C), die flr das
Benzoloroxol 61 erfolgreichverwendet wurden, zeigte sichiir das Benzoboroxol 6&diglich
das ZersetzungsproduKi (Tabelle4-1 Nr. 1).
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Tabelle4-1: Losungsmittel und &iregguivalente zur Entschiitzung des Benzoboro%@$ei verschiedenen Temperaturen
und Reaktionszeiten. Das Verhaltnis des boronierten und deboronierteduktes wurde aus EMS Messungen

ermittelt.
Verhéltnisnach MS¢Spektrum
Nr. .I.-|+-Quelle-‘/ T t[min] Boroniert Deboroniert
Losungsmittel
(70) (7))

1 TFA/CHKCL 1:9 0°C 90 - 100%

2 TFA/CHKCL 1:9 0°C 60 33% 66%

3 TFA/CHKCL 1:9 0°C 35 33% 66%

4 TFA/CHCL 1.9 0°C 15 33% 66%

5 TFA/CHC) 1:19 RT & 55% 45%

6 ag. HCI 1M; 3Aqg. RT  48h 0% 09%"

7 ag. HCI 2M; UberschuR RT 30 57% 43%

8 ag. HCI 2M; UberschuR  RT & 74% 26%

9 HCI/MeOH  2M; UberschuR 40 °C 5 50% 50%

2 Direkt zur Trockene egreengt.” Es wurddediglichEdukt reisoliert

Eine Verringerung der Rig#onsdauer zeigte zwar auch dagewinschte Bnzoloroxol 70,
allerdings nur in einem Verhéltnis von 1:2 im Vergleich zu dem Zersetzungsprdd{idbelle

4-1 Nr. 2-4). Lediglich einestark verdinnteTFALOsung zeigte bei direkter Einengung im Vakuum

ein Verhaltnis von cal:1 der beiden ProdukteT@belle 4-1 Nr. 5. Der Wechsel auf eine
wassrige, sataure Losung zeigte bei geringem Uberschuss an Saure (3 Ag.) lediglich Edukt
(Tabelle 4-1 Nr. 6). Erst eine hohere Salzsatfenzentration im Uberschuss zeigte die
entschiutzten Produkte&’O und 71 (Tabelle4-1 Nr. 7 und 8). Ein Wechsel des Lésungsmittels
(Methanol/Salzsaure) und die Erhéhung der Temperatur lieferten nach kurzer Reaktionszeit (funf
Minuten) ebenfalls ein Produktgemisch der Verbindung@rund 71 im Verhaltnisl:1 (Tabelle
4-1Nr.9).

Da das Verhaltnis Benzoborox@) zu Zersetzungsproduktl auch unter nur schwach sauren
Bedingungen und sehr kurzer Reaktionszeit nicht verbessert werden kosokéen das
Benzoboroxol 70 fur weitere Reaktionsschritte zu instabil und somit fur unsere Zwecke
unpassend zu seius diesem Grund wurde nach einem anderen Benzoboroxolderivat gesucht,
gAS AY T2t 3S438Mifeset desiKoeyiydrairezepto2sd 6 SAOKNA So Sy 6 A
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4.3. Synthese des Kohlenhydratrezeptogy

Waéhrend seiner Promotionsforschung konnkalk Wienholdein Boroxolalkin27 darstellen
(Schema 4-9) und zeigen, dass dieses durch seine Alkinfunktion fir-Hy&gen
Cycloadditionsreaktionen geeignet f§?.

Route A MeLi,

Br O  nBuli Br OH tBuli, HO_
I TMS-Acetylen @/\ BOPr)s
—_—
N
R NV
90% 37% A
@ ° S 37% ©/\ms
72 73 74

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

Schemad-9: Mogliche Syntheserouten zrarstellung des Boroxolalkigg.*®

Die Syntese des Boroxolalkins kann auf zweierleieArerfolgen. Einerseits kann von dem
Bromalkin 73 ausgehend ein HalogeMetall-Austausch erfolgerfRoute A) Dieser veréf mit
mafigen Ausbeuten (37%). Doch auch der zweite Syntheseweg, ausgehené&awmyiprenyt
boronsaure75, zeigte bei der Alkinadditionsaktion nur eine Ausbeute von 3 (Route B)
Somit ist dies zwar die synthetisch angenehm#fariante doch zeigt sie keine wesentlich
besseren Gesamimbeuten (34% vs31%). Das eigentliche Problem diesyntheseroutewar
jedoch nicht die Deboronierung durch Zugabe deBulLi (zumindest nicht insofern, dass dieses
nicht im Uberschuss eingesetzt wird), sondelie saulenchromatographische Reinigung der
Boronsaure74. Aufgrund der starken Wechselwirkung d@oronséaure74 mit der stationaren
Phase kam es zu einer stark verbreiterten Elution des Produktes. Zusatzlich wurde ein Teil der
Boronséaure nicht von dem S&ulenmaterial eluiert, was zu einem ersten Produktverlust fuhrte.
Zwar verlauft die TM&ntschitzungelativ gut, doch muss auch diese Stufe (Boroxolin
saulenchromatographisch gereinigt werden. Hierbei ist vor allem zu beachten, dass die-Pinakol
schutzgruppe noch nicht abgespalten wurde und wahrend der sdulenchromatograpischen
Reinigung nur teilwse hydrolysierte. Dies wiederum fihrte zu einem Produktgemisch aus
teilweise entschiitzter und teilweise geschiitzter Boronsaure.
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Kristallstrukturanalyse4-1: Sruktur des noch TM§eschitzten Boroxolalkirgs.

Nad der basischen Entschitzung der Trimethyl€igippe wurde deshalb versucht, das
Boroxolalkin 27 in Hexan auszufallen/umzukristallisieren. Dies wirde die aufwandige
saulenchromatographische Reinigung erleichtern. Dabei wurde allerdings kein reines
Boroxdalkin 27 erhalten, sondern ein Gemisch des Boroxolalididsmit Pinakol76. Im NMR
zeigte sich je nach Losungsmittel ein interessantes Phanomen. Wahre@tloroform finf
verschiedene Signalen Bereich der benzylischen Hydroxygruppe zu sehen waesge sichin
Methanol im gleichen Verschiebungsbereich nur eiffdsbildung4-4).

—
Wasser
Methanol

0.92 —

o
Chloroform

5
-
-

erﬁT‘nf FN gkl ﬁ & ﬁﬁﬁ Hm ﬂ

ool |4 = 0[S|B(S|— w||S olo|o ®|©|Q

®| o [ee] N O O| | ol N[N <t| MM

- |

e | e ) |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Abbildung4-4: NMRSpektreneines Gemisches a@roxolalkin27 und Pinakol76 (- 0.5Aq.)in MeODd, (a) und CDg(b).
Nach der TME&ntschiitzung konnte ein farbloser Feststoff aus Hexan geféllt werden. Dieser enthielt sowohl BoraX®lalkin
als auch Pinakal6. Wéahrend das in Methanol aufgenommene Spektrum dieses Suttgtarisches lediglich ein sauberes
Signal zeigt, befinden sich im Bereich der benzylischen Hydroxygrugpmp(s) in CDGimehrere Signale. Diese weisen auf
Dimerbildungen hin, die lediglich in unpolaren Losungsmitteln zu Stande kommen. Die relativesitdteander Hochund
Tieffeldsignale beider Spektren sind in etwa gleich.
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Ursache war die moégliche Dimerbildung von Boronsauren, die bei einfachen Phenylboronséauren
das erste Mal 1977 voRettigberichtet wurde!®* Doch auctortho-substituierte Phenyldeviate

zeigen diese Dimerbildurig®***

Unpolare Losungsmittel wie Chloroform erméglichen die Dimerbildung dieser Molekiile wahrend
polare Losungsmittel wie Methanol die Wasserstoffbriickenbindungen aufbrechen. Damit wird in
Gegenwart von Methanol die Dimelttung verhindert und bei NMRIessungen wird lediglich

ein Signal erzeugt. Somit ergeben sich bei einem Produktgemisch aus der pinakolgeschuitzten
Boronséure78 und dem entschitzten Boroxolalk27 neben den jeweiligen Monomeren auch
Dimere zwischen zwei &thitzten Boronsauren7@) sowie einer geschitzten und einer
entschitzten Boronsaure8(Q, Abbildung 4-5). Auch denkbar ist die Ausbildung veis und
trans-konfigurierten Dimeren, was die Betrachtung weiter veriiziert. Nach der Reinigung

der Boronsaure und anschlieRender schrittweiser Zugabe von Pinakol traten die Hauptsignale
freies Boroxalkin27 und pinakolgeschiitzteBoransaure78 ¢ hervor (Abbildung4-6).

W
HO, =
B—o0 S 0-H-0, ]
B~ OH | B 0%y O,
S oOrs v ' W Pe:
T 0-H-0
X
\ ©)\
80

27 78 79

Abbildung4-5: Mogliche Dimere, die sich in Chloroform in Gegenwart von Pinakol bilden kénnen.



4. Resultate und Diskussion Tel 43

T
2.96
=2

1.00

7.09

g

T T T T T T T T T T
65 64 63 62 6.1 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 ppm

Abbildung4-6: Detailspektrum rit verschiedenerquivalenten an Pinakol und schrittweiser Zugabe (a. urspréimgliMix,
b. reine BA, c. 0.1A4q. Pinakol, d. 0.24q. Pinakol, e. 0.4\g. Pinakol, f. 0.7Aqg. Pinakol, g. 1gAPinakol) gemessen in
CDd Freies Pinakol zeigt in CBE&lh Singulett bei einer Verschiebung von 1.19 ppm.

Die Ubrigen Signale scheinen im Rauschen unterzugdbienfehlenden DimeSignale kdnnen
dadurch erklart werden, dass wéahrend der Pinakolschitzung Wasser abgespalten wird. In
Gegenwart von Wasser sollteedDimerbildung &hnlich wie in Methanol unterdriickt werden.
Auch dynamische Prozesselie haufig im Zusammenhang mit Boronsauren zu finden, sind
kénnten die fehlenden Signale erklarexlerdings konnte die Dimerbildung in diesem Fall nicht
abschlieBend ge#irt werden. Auch eine massenspektrometrische Analyse konnte bei der
Aufklarung nicht helfen, da auch hier die verwendeten polaren Loésungsmittel die Dimere
zerstoren. Allerdings zeigte sich in der Kristallstruktur des BoroxoléKirsne Dimerbildung
durch WasserstoffbriickenbindungerKristallstrukturanalyse 4-2), was die Annahme von
Dimerbildungen des Gemisches aus Boroxol@Kinnd Pinakol76 in Chloroform bekréaftigt.
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Kristallstrukturanalyse4-2: Sruktur des Boroxolalkin&7. Die Kristallstrukturanalysevurde mit Enantiomer Idurchgefuhrt
(siehe4.3.1Trennung der Enantiomere des Boroxolalkig).

Santoskonnte zeigen, dass eine alternative Route zur Pinakolentschiitzung von Boronsauren
durch eine Umesterung mit Diethanolamin und anschlieRender Hydrolyse sehr gute Ausbeuten
19 Analog zu derMethode von Santoswurde das Boroxolalkiry8 nach der TMS
Entschitzung ohne vorherige Reinigung mit Diethanolamiomgeestert, anschlie3end

liefert.

hydrolysiertund sédulenchromatographisch gereinifin Gegensatz zur Pinakolgruppe wird die
Diethanolamingruppe wesentlich leichter hydrolysiddadurchkonnte die Geamtausbeuteder
Synthese des Boroxolalkiry auf 4% erhoht werden(Schemad4-10). Zusatzlich konnte die
saulenchromatographische Reinigung vereinfacht werden, da durch das Fallen des
DiethanolaminBoroxolalkinKamplexes 81 ein grof3er Anteil der Verunreinigungen entfernt
werden konnte.

1. Pinakol A_F
HOOH 2. n-BuLl, TMS-Acetylen J v

0
- B—0
2 3. LioH . DEA D 0.1 MHCI
B OH o-B~g/OH .
5 Schritte: %
N D R

75 78 81 27

HO,

Schema4-10: Verbesserte Syntheseroute des Boroxolalk®¥s Allerdings zeigte sich hier haufig eine unvollstandige
Umesterung, die zu stark schwankenden Ausbeuten sBwoduktverlusten fiihrte.

Allerdings verlief die Umesterung mit Diethanolamin haufig unvollstdndig. Hier musste die
Umesterung mehrere Male durchgefuhrt werden, um den Ausbeuteverlust gering zu halten.
AuBerdem schwankten die Ausbeuten flir dieses Reinigungsprocedere stark. Mdgliche Ursachen
liegen neben einer unvollstindigen Umesterung in einer zu grofRen thermodynamischen
Stabilitdt der PinakebSchutzgruppe Auch der sterische Anspruch durch die PingBalppe

sowie die Hydroxygruppe in Nachbarschaft zu Bor kénnten den Angriff von Diethanolamin
erschweren. Somit sollte an dieser Stelle tber alternative Schutzgruppen, die thermodynamisch
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labiler als Pinakol sind (beispielsweiddiisopropylartrat), nachgedcht werden® Eine

Alternative ware auch die, das freie Pinakol der Reaktionslésung zu entziehen, um die
Gleichgewichtsreaktion in Richtung Diethanolasdimmplex zu schieben.

4.3.1. Trennung der Enantiomere des Boroxolalkins 27

DieA y | 0 443BFSyhthésé dest Kohlenhydratrezepto&7a beschrieber Alkinaddition an
2-Formylphenyboronséure75 liefert das Boraolalkin27 als racemisches Gemisch. Die Trennung
der beiden Enambmere wurde auf zwei Varianten versucht. Einerseits versuclianna
Malkusch wahrend ihrer Bachelorarbeiteine Racematspaltung mit S¢Diethanotl-
phenylethylamin 84" Dazu wurde in einer einstufigen Synthese agsl{Phenylethylamin82
mit Oxiran83 (9-Diethanotl-phenylethylamin84 dargestellt S&chemad-11). Dabei wurde (im
Gegensatz zu Literaturvorschrift€i*®®) mit Saurezusatz gearbeitet. Ohne Saurebegaeigte

Xii

sich eine Polymerisation. Mit dem enantiomerenreinen Bibkonnte nun die Racematspaltung

des Boroxolalkin&7 durchgefiihrt werden. Da sictp(Diethand-1-phenylethylamin84 in Ether

l6st, wurde ineinem Pentan/THFGemisch (v/v 1:1) gearbeiteind das Boroxolalki27 gelost.

Beim Zutropfen von 0.Bq. ©-Diethanotl-phenylethylamin 84 zeigte sich zunachst, wie
erwartet, dass ein farbloser Feststoff ausfiel. Abfiltrieren und anschlieRende Hydrolyse mit 0.1
wassriger HAlosung ergab das gewschte Boroxolalkir27. Allerdings zeigte die Uberpriifung

der Enantiomerenreinheit lediglich ein Enantiomerengemisch und keine Anreicherung eines
Enantiomers. Da das Boroxolalidid 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/Eathlace
gerihrt. Doch kam es hier Uberhaupt nicht zu einer Hydrolyse der Schutzgruppe. Die dritte
Maglichkeit, eine sdulenchromatographische Reinigung, bewirkte zwar die Hydrolys&-des (
Diethanotl-phenylethylamins 84, doch zeigte sich auch hier keine Anheimng eines
Enantiomers $chemad-11).

¥ Joanna MalkuschUn@SNBAGNG | FYod2NEE af{éyikSasS Y2Rdz I NBNJ
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Trennung und Hydrolyse

J

hier zeigt sich keine Racematspaltung, sondern ein racemisches Gemisch

Schemad-11: Synthese deéS-Diethanotl-phenylethylamirB4 mit anschlieRender Racematspaltung.

Somit ist da Boroxolalki27 tendenziell in der Lage, a9-Diethanotl-phenylethylamin84 zu
binden, doch scheint die kinetische Racematspaltung nicht mdglich zu sein. Andere sterisch
anspruchsvollere chirale Amine oder Alkohole wie z.B. Norephedrin kdnnten diécMdait
bieten, die kinetische Racematspaltung erfolgreich durchzufihren. Auch ein Lésungs
mittelwechsel kénnte einen Einfluss auf die kinetische Racematspaltung haben.

Eine zweite Variante, mit der die Enantiomere getrennt werden sollten, war die
chromatographische Trennung mit einer chiralen, stationaren Phase. Hier war die Trennung auf
einer IBSaule (Daicel Chiraltec, 28rOH im-Hex) erfolgreich. Um gro3ere Substanzmengen zu
GNBYYSYs> ¢ dz2NRS stécked injécRodi\&gfahrgnygérsitit Abbiildung 4-7). Dazu
wurden im Abstand von aciMinuten jeweils 10ng Substanz aufgegeben und die Enantiomere
erfolgreich voneinander getrennt. Allerdings war es nicht mdglich festzustellen, welches
Enantiomer welche Konfiguratiorebitzt.
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HO_ HO_
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Abbildung4-7:/ K NB Y | (i 2 39eckednjBcBoirVerfahrens zur Trennung der beiden Enantiom2¥aund 27b auf
einer Daicel Chiraltec IB (10x2%0n, 223nm, 1% Methanol in Hexan, 218L./min). Alleacht Minuten wurden 10ng
Substanz aufgespritzt.

Um zu Uberprifen, unter welchen Bedingungen die Enantiomere epimerisieren, wurden diese in
einer sauren Losung (10% Trifluoressigsaure in Hexan mit 4% Methanol) bei Raumtemperatur
geruhrt. Es zeigte sichads eine langsame, aber stetige Racemisierung stattfaade(le 4-2,
Diagramm 4-1). Dies zeigt, dass spaternert-ButoxycarboxyEntschitzungen ein Problem
darstellen kdnnten, da sich bereits nach eifiaktionszeit von einer Stunde der-¥ert um

mehr als 10% verschlechtert hat (typische Reaktionsbedingungen sind Dichlormethan/
Trifluoressigsaure im Verhéltnis 9:1 oder 4:1 mit einer Reaktionszeit vbrb Stunden).
Dahingegen zeigte sich bei leicht sau Bedingungen (Hexan mit 1% Methanol und 0.1%
Ameisensédure, zwstunden Rlhren bei Raumtemperatuoder in einer basischen L&sung
(15Aq. Diisopropylethylamin in Acetonitril) keine Epimerisierung.
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Tabelle 4-2: Bestimmungdes Enantiomereniiberschusses bei Rihren in einer 10%igeh6BEAg bei Raumtemperatur.
Der Enantiomereniiberschuss wurde mittels Chromatograpleistimmt Boraxolalkin27 (1 mg)in 1200puL Hexan, 5QL

MeOH mit 13QuL TFAHPL@edingungenbDaicel, IB, 1%sopropnolin Hexan, 0.2mL/min, 215nm).

Zeit'h Enantiomer YJFE Enantiomer 2ZFE  ee-Wert/%
0 0.92 96.63 98.12
1 4.32 59.24 86.41
2 412 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 4959 9.92
1005 Racemisierung des Boroxolalkins 27
80 -
_ 60~
9
=
$
% 40
20 - .
0 T T T 1
0 5 10 15 20 25

Zeit/h

Diagrammd4-1: Racemisierung$est des Boroxolalkir& unter sauren Bedingungen (10% TFA).
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Die Enantiomere des Boroxolalkigg konnten Uber eine chirale, stationare &e erfolgreich
getrennt werden. Allerdings wurde nicht abschlieend geklart, welches Enantiomer welche
Stereochemie tragt. Um den Aufwand dieser Trennung zu verringern, sollte Uberlegt werden, die
Einfihrung des Alkins mit chiralen Hilfsreagenzien duiitizan. Analoge Reaktionsvorschriften
sind fur Bromaldehyd bereits bekannind konnten auf ZFormylphenyboronsaure 75
Ubertragen werden.

Aufgrund der moglichen Epimerisierung sollte darauf geachtet werden, nach der Einfiihrung der
enantiomerenreinen Boror@ire auf weitere stark saure Reaktionsbedingungen zu verzichten,
wohingegen leicht saure Bedingungen wie beispielsweise eine chromatographische Reinigung
mit typischen Laufmitteln mit S&urezusatz kein Problem darstellen sollten.

4.4. Darstellung de Modellverbindung 29

Um spater Uberprifen zu kdnnen, dass wirklich die Boronsdureeinheit die Bindung an die
Kohlenhydrate bewirkt, sollte auch eine Modellverbindung dargestellt werden. Diese sollte die
gleichen Funktionalitdten, jedoch keine Boronsdure enthalten.eDalfolgte die Synthese des
Bromalkin29 analog zum Boroxolalki27. Dabei wurde der erste Schritt, die Alkinaddition an 2
Brombenzaldehyd72, zum TMSBromalkin 73 schon vonFalk Wienholdmit sehr guten
Ausbeuten durchgefihr®”***Die Entschiitzung défrimethylsilyiSchutzgruppe zum Bromalkin

29 resultierte mit guten Ausbeuten und im Gegensatz zu dem Boroxol2lkiarfolgte die
saulenchromatographische Reinigung des Bromalkins ohne Prob&sherfiad-12)" Auch hier
wurde einracemisches Enantiomerengemisch erhalten, das nicht getrennt wurde.

Br Br O

o Br OH H
I]  n-BuLl, TMS-Acetylen LiOH
90% A 64% S
T™S
73

72 29

Schemad-12: Syntheserote zur Darstellung des Bromalki@8. Der erste Schritt ist eine Alkinaddition an den Aldefgd
gefolgt von einer TM&ntschitzung im basischen Milieu zum Bromalédn

4.5. Darstellung der Kupplungsprodukte

Es gibt eine Vielzahl an Peptidkupplungsprotokollen. Fir Adamantancarbonsauren sind einige
Kupplungsbedingungen bekanitie Reinigung von StandaReptidkupplungsreaktionen erfolgt

Xiii

Die Synthese des Bromalki28 findet sich in der Bachelorarbeit vaMalte Holzapfe(Universitat Hamburg,
oSynthese divalenter Derivate der Phenylosaure: 2013).
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mittels SaureBaseWasche. Dadurch werden die einzelnen Kupplungsreagenzien aus dem
Rohprodukt entfernt. Problematisch ist dieser Reinigungsschritt bei Substanzen, die im Basischen
oder Sauren wasserloslich sind (wie z.@oBséuren).

4.5.1.1. Kupplung der BrompheneDerivate 86 an Adamantancarbonsauren und
dessen flexible Analoga

Erste Kupplungsversuche wurden mit der Carbons&dfe und der Tricarbonsaure24
durchgefuhrt. Dabei wurde das Bromphenolderi@étan das Adamantangrundgist konjugiert.

Die Kupplungsreaktionen verliefen mit guten Ausbeuten (je 63%) und die Rohprodukte konnten
saulenchromatographisch gereinigt werden. Das flexible Grundg8@ikbnnte vonTim-Daniel
Stumpfwahrend seiner Bachelorarbeit ebenfalls mit d&romphenolderivat86'®’ konjugiert
werden™ Allerdings verlaufen die Kupplungsreaktionen des flexiblen Grundgeriistes mit
schlechteren Ausbeuten (35% bzw. 36%), als ihre rigiden An&obartiad-13).

Da spater noch gezeigt wirdlass die Kupplungsausbeuten auch bei Adamantanderivaten
teilweise stark schwanken, kénnen die schlechten Kupplungsausbeuten fir die flexiblen Analoga
91 und 92 damit erklart werden, dass nicht gentgend auf die Reaktionsbedingungen geachtet
wurde und diesenicht ausreichend optimiert wurden. Generell sollten auch fir die flexiblen
Analoga91 und 92 bessere Ausbeuten madglich sein.

* TimDaniel StumpfJustud.iebigUniversitat GielRengOptimierung der Synthese von Boronsaurederivaten
zur multivalenten Kohlenhydraterkennuag@01Q
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Br

NHBoc NHBoc Q
HOBt, EDC, NEt;, DMF H
RT

N/ O
CO.H

Br [e]
: o,
(¢}

50,R=H 87, R'=H, 63%
24, R = CH,CH,COoH 86 \n.or 88, R' = CH,CH,CO,H, 63%
3

R

NHCbz HOBt, EDC, NEt3, DMF
RT

o) [ S o
NH HN
o e S

[ Br.
(@)
OH OH
OH 0\ ©
: Br Br
Br

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

Schema4-13: Darstellung der rigiden Aminoadamantantribromi@& und 88 sowie der flexiblen AdamantaAnaloga9l
und 92,

Um die Ausbeuten weiter zu erhéhen, sollten reaktivere Kupplungsreagenzien aber auch héhere
Reaktionstemperaturen getestet werden. Es ware auch denkbar, dass eine erneute Zugabe des
Amins nach einegewissen Reaktionszeit h6here Ausbeuten liefern kénnte.

Eine interessante Abwandlung der Kupplungsreaktion wére die Durchfliihrung der Symtilese
Hilfe vonMikrowellen. Hier kbnnten, analog zu der automatisierten Peptidsynthese, die Vorteile
der Mikrowele bessere Ausbeuten bewirken.

45.2. Kupplung von Benzoboroxolderivaten an Adamantancarbonsauren

Nachdem die Peptidkupplungsreaktionen mit dem Bromphenolderid& erfolgreich
durchgefuhrt werden konnten, sollten diese nun auf die Kupplungsreaktionen mit deaxd@or

54 ubertragen werden. Wie zuvor erwahnt, wurden hier Probleme bei der Reinigung erwartet.
So sind Benzoboroxole laut Literatur wasserlosiiGhyas unter basischen Bedingungen noch
verstarkt werden misste. Somit sollte keine SaBeseWascheauf die Kupplungsprodukte der
Phenylboronsaure®m4 angewendet werden, da eine trimere Boronsaure vermutlich eine hohe
Wasserldslichkeit aufweisen und somit nicht organisch extrahiert werden kénnte. Dies wiederum
wirde bedeuten, dass alternative Reinigungsrouteer dmultivalenten Boronsaure zur
Entfernung der Kupplungsreagenzien bzw. Edukte und Reagenzien nétig waren.

Mehrere Versuche, das BenzoboroX® an die Adamantantricarbonsaurg24 zu kuppeln,
misslangen $chema 4-14). Weder Eduktnoch Produkt konnten massenspektrometrisch
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nachgewiesen werden und verschiedene Reinigungsmethoden wurden verworfen. Lediglich nach
einer chromatographischen Reinigung des Rohproduktgemisches konnte nahezu sauberes
Kupplungsproduki®93 mit einer Ausbeute vio 2% erhalten werden. Allerdings zeigten NMR
Messungen, dass dieses teilweise deboroniert vorlag. Inwieweit die Deboronierung wahrend der
Kupplungsreaktion oder der Reinigung stattfand, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Da
es sich bei der Produké#ktion jedoch nur um eine geringe Substanzmenge handelte, scheint die
Kupplung des Benzoboroxdld an die Adamantantricarbonsaug nicht erfolgversprechend zu

sein. Allerdings kdnnen auch die chromatographischen Bedingungen Ursache fir die schlechte
Audbeute sein, da wie bei anderen Derivaten gezeigt werden konnte, Boronsauren eine starke
Wechselwirkung mit der stationaren Phase aufweisen.

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

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

HO,C
R

24 93

Schemad-14: Kupplungsversuch des Boroxbkan de Adamantantricarbonsaura4.

Auch Kupplungsversuche eines zweiten, weniger saurelabilen Bo@kold @ y 1 KS#6 & A SK &
1,3-HuisgenCycloadditot 0 'y RA S | Rl Y I y (slangénNRa© lgdwbirschtd N dzNB

dreifach gekuppelte Produk®5 konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden
(Schemad-15).

NHBoc
HOBt, EDC, NEt3, DMF NHBoc y
RT,5d R H

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

24 04 NH3+TFA' 95

HO,C CO,H

Schemad-15: Kupplungsversuch des Bords64 an die Adamantantricarbonsaug.

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 Adamant&@rundgerist laufen nicht immer vollstandig ab.
Darauskann sich ein Produktgemisch aus vier verschiedenen Substanzen ergeben (Edukt,
ein-, zwet und dreifachgekuppeltes Adamantan).

2. Die Boronsaure kann unter den Reaktionsbedingungen oder auch wahrend der Reinigung
deboronieren. Dies fuihrt dazu, dass ein mebhfgyekuppeltes Derivat dennoch nur eine
Boronsaureeinheit tragen kann, weil die andere(n) Einheit(en) deboroniert ist (sind).

3. Die Reinigung der Produkte ist sabrig. Kupplungsreagenzien kdnnen nicht basisch
extrahiert werden. Auch ein vorHall entwickeltS & phaseswitchingt g+ NJ y A OK
erfolgreich anzuwenden. Hier wird ein Substanzgemisch mit Boronsduren in einer
basischen Kohlenhydratlésung zunachst organisch gewaschen. Nach Einstellung eines
sauren pHWertes sollte es méglich sein, die Boronsauren zuadigren®®

4.5.3. Kupplung eines Azidolinkers an Adamantanderivate

Da der kritische Syntheseschritt zur Darstellung von Boronolektinen die Peptidkupplungsreaktion
an das Adamantangrundgeriist zu seihisn, sollte in einem ersten Schritbis Adamantan mit
einem Azid funktionalisiert werden, um eine &8iisgerCycloaddition anzuschliel3en und mit
dieser die Boronsaurefunktionalitat einzufiihren. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden,
dass die 1,3HuisgenCycloaddition erfolgreich mit dem Boroxolalk¥@ durchgefiihrt werden

kann 187,189

Zunachst erfolgte dieKupplung des Azids 25a als Rohprodukt aus der sauretert-
ButoxycarbonyEntschiitzung mit Dichlormethéfrifluoressigsaure (v/iv. 4:1) an die
Adamantancarbonsdure96. Dabei konnte das gewiinschte Kupplungsprod@it mit guter
Ausbeute von 72% erhalten werdechemad-16).

CH,CH,N3

NHBoc ’TFA‘Hast CO,Bn NHBoc N3
a

EDC, HOBt, NEt,
2% CO,Bn

ZT

CO,H

Schemad-16: Kupplungsreaktion des Als25aan die Carbonsaur@6.

Allerdings konnte bei der Kupplungsreaktion mit der Tricarbons&#edas gewiinschte
Kupplungsproduk®6 nur mit einer Ausbeute von 28 erhalten werden. Die niedrige Ausbeute
konnte Uber eine Nebenreaktion erklart werden. $eagierte ein Viertel des Amins mit
Trifluoressigsaure25a (Schema4-17). Diese Kupplungsreaktion verlauft schnellgls die
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Kupplungsreaktion am Adamantangrundgerist. Dies liegt vermutlich an dem groRReren
sterischen Anspruch désdamantans.

Warum die Kupplungsreaktion einmal mit sehr guten und einmal mit sehr schlechten Ausbeuten
ablief, kann auf eine ungentgende Koevaporierung der Uberschissigen Trifluoressigsaure
zuriickzufitlhren sein. Der Uberschuss an Trifluoressigsaure bewigkt entsprechende

Nebenreaktion.
NHBoc

NHBoc

NEt;, EDC, HOBt,
DMF, 3d, RT BnO,C COan
HO,C COH —
’ z CHzCH2N3 < \{)L COLBn
TFA*H3N CO,Bn
HO,C
24 BnOZC

24%
N bezogen auf Amin 25a
3

26
23%

Schemad-17: Nebenreaktion bei einer Mehrfachkupplung mit dem A2faals TFA Salz.

Um die Gefahr dieser Nebenreaktion zu umgehen, wingieveiteren Kupplogsreaktionerdas
Amin 25 nach der Entschitzung in Dichlormetha@nfluoressigsaure mit @M Salzsaure
umgesalzen und als H84lz in den Kupplungsreaktionen eingesetzt.

Die Dreifachkipplung mit Hydrochloridazi@5b an die Tricarbonsaur@4 zeigte bereitsetwas
verbesserte Ausbeuten (30%). Diese konnten mit HATU als Kupplungsreagenz noch weiter
erhoht werden (52%)Die Monokupplung an die Adamantancarbonsad verlief mit 71%
vergleichbar gut wie die um eine Ethyleinheit verkiirzte Adamantancarbon&&utesdiglich die
Zweifachkupplung an Adamanandicarbonsabieverlief mit 35% Ausbeute etwas schlechter als

ihre einfach und dreifachsubstituierten Analog&¢hema 418).
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N3 N3

1. TFA, CH,Cl,
2. HCI, H,0

—_—
BocHN™ "CO,Bn quant. CI"H3N™ "CO2Bn

99 25b
NHBoc NHBoc N
25b, HATU, ¥ 8
co,n _ DIPEA s
R’ —> | R b COzBn
R2 R* %/—J
X
50,R'=R2=H 100, R®=R*=H; 71%
51, R' = H, R? = CH,CH,CO,H 101, R®=H, R* = X; 35%
24, R" = R? = CH,CH,CO,H 26, R®=R*=X;52%

Schema 4-18; tert-BuoxycarbonyEntschitzung des Azid99*** mit anschlieBender Umsalzung gefolgt von
Peptidiupplungsreaktionemit den Adamantancarbonséureb0, 51 und 24.

Auch das um eine Ethyleinheit verkirzte Grundger@iS@ konnte synthetisiert werden.
Aufgrund sterisbher Hinderung konnte nur eine sehr schlechte Ausbeute von lediglich 13%
erhalten werden $chemad-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

Schemad-19: Kupplungsreaktionen zwischen dem Carbonséureadaamalerivat38 und dem Azid5b.

Um die Ausbeuten weiter zu erhdhen, sollten noch andere, aktivere Kupplungsreagenzien
getestet werden. FiUr Systeme, die eine langere Linkereinheit erlauben, kdnnten diese durch
verringerte sterische Anspriche bessere Augba bewirken. Auch die Optimierung der
Reaktionsbedingungen (z.B. eine mikrowellenbasierte Reaktiandere Reagenzien
Verhaltnisse, andere Temperaturen oder Reaktionszeiten) sollte eine Erhéhung der Ausbeute
ermaglichen.
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Effektormolekdil

ﬁ 1,3-Huisgen-

Entschutzung CyClOaddltlon

V\?\/\( Entschutzung

}Qﬁ Pept|dkupp|ung
>/

Abbildung 4-8: Die Azidoadamantane (hier wird als Beispiel das Tr&igkzeigt) besitzen drei funktionelle Gruppen zur
weiteren, modularen Funktionalisierung: Eiseits besitzen die Azidoadamantane ein Azid zur Verfiam@ mit Alkinen.
Weiterhin besitzen sie eine benzylgeschiitzte Carbonsdure, an die (nach einer basischen Entschiitzung) mittels
Peptidkupplungsreaktionen weitere kleine Peptide geknipft werden kénnen. Orthogonal gegensétzlich ansteuerbar ist das
tert-Butoxycarbonyl geschitztémin, das ndt einer sauren Entschiitzung &in Effektormolekiil (z.B. eineRarbstoff)
konjugiertwerden kann.

Die Azidoadamantanel00, 101, 26 und 102 besitzen nun drei orthogonal ansteuerbare
funktionelle GruppenAbbildung4-8): Einerseits kann das Amin am Adamantangrundgerist zur
Einflhrung eines Effektormolekils genutzt werden. Neben diesem Effektdkiiiddénnen tber

die Carbonsaur&inheiten durch Peptidkupplungsreaktionen weitere Molekiile, respektive
Aminosauren oder allgemein Amine, konjugiert werden. Die jedoch entscheidende funktionelle
Gruppe ist das Azid. Dieses ermdglicht die bioorthogonale Reaktion mit Alkinderivaten unter
Aufbau eines Triazolrings Uber eine kupferkatalysierteHy&gerCycloadlition.

4.6. 1,3HuisgenCycloaddition

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 epiefigazi
Problem: 1,3HuisgerCycloaditionen erfolgen kupferkatalysiert. Kupfer kanadoch zwischen

die BorrKohlenstoffBindung insertieren, wasine Deboronierung des Produktégwirkt und

nicht immer gewollt istAbbildung 4-9).2°2?%Bei multimeren Systemen ergibtch daraus eine
Vielzahl an mdglichen Produkten, die aus unvollstindigen GRelaktionen bzw.
Deboronierungen entstehen konnerDas ergibt ¢ ungeachtet der sich dabei bildenden
Diastereomereg ein aul3erst komplexes Produktgemisch.
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Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der Synthese von BoroxoltriazoldexiVanit einer kupferkatalysierten 1;3
HuisgenrCycloaddition.

Aufgrund der mogthen Produktvielzahl wurdeunéchst an einfachen Modellsystem den
Aziden99 und 105, die Synthese optimierfAbbildung4-10).

OH

N R
N N
3 27,
Reaktionsbedingungen
BocHN ~— " BocHN
(0]

99 103,R=H
104, R = B(OH),

,\\,/,N R
N3 N /
27,
Reaktionsbedingungen

eSOl K~ o

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

Abbildung 4-10: Modellsystem zur 1;BHuisgerCycloaddition. Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen getestet:
Entweder wurde bei Raumtemperatur gertihrt oder eine Mikrowellensynthese durchgeftdire(le4-3).

Mit dem Boroxolalkir27 konntenbereits erfolgreich 1,3HuisgerCycloadditionsreaktionen nach
einem modifizierten Protokoll durchgefuhrt werdemieses geht nicht von einein-situ-
Darstellungdes Cu(l) augCu(ll) mit Natriumascorbat ausondern startet mit Kupfer(Bromid.
Zur Erhdéhag der Reaktivitat und zur Stabilisierudgs Cu(lwurde ein Kupfer(¥.igand,Tris(t
benzyl1H-1,2,3triazok4-yl)methyllamin (TBTA), zu der Reaktionslésung-BuOH/HO/DMF
(1:1:3) gegeber®

Das Azi®9 und dasBoroxolalkin27 reagierten jedoch mifBTA und CuBr in Gegenwart von CsF,
welches die Deboronierung von Boronsauren verhindern?$otiur in einer Ausbeute von 21%

zu Triazolderivatl03 Bei der erneuten Durchfihrung der Reaktion konnte lediglich das
deboronierte Zersetzungsproduli4 erhaken werden (76%). Grund fur 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 ee vollstdndige Umsetzung des Eduktes, indes zeigte sich, dass die Reaktion
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unter diesen Bedingungen ebenfalls sehr empfindlich ist. Verunreinigungen im Etioétér im
Losungsmittel (insbesondere im DMF) kdnnen zur Deboronierung fuhren. Somit ist die
CydoadditionsReaktion mit Cu(l) und TBTA mit einer Reaktionszeit von vier Stunden generell
moglich, aber fur komplexere Substrate nicht ideal.

Um die Reaktions#e zu verkirzen, wurde die CycloadditieReaktion mikrowellenbasiert
durchgefuhrt. Die einzelme Versuche zu vechiedenen Reaktionszeiten untemperaturen
wurden massenspektrometrisch Uberprift und das Verhéltnis an nicht umgesetztem Edukt,
gewlnschtem Produkt und deboroniertem Nebenprodukt bestimmit.

Der Versuch, mitStandardbedingungenKuptrsufat/Natriumascorbat) eine nkrowellen
basierte CycloadditionReaktion durchzufiihren, zeigte je nach Reaktionsdatemperatur

einen unterschiedlichen Grad der Deboronierung. Moderate TemperatureiGb@nd kurze
Reaktionszeiten zeigten das gewinschted@kt und kein deboroniertes NebenproduKtgbelle

4-3: Eingang 1, 50C, 2min). Allerdings war die unvollstandige Reaktion nicht zufriedenstellend
da rund ein Drittel des Edukts nicht reagiert hatine Verlagerung deiReaktionszeit von zwei

auf funf Minuten sowie eine leicht hohere Temperatur (D statt 50C) zeigte einen
vollstdndigen Umsatz des Eduktes. Indes wurde auch die Bildung des deboronierten
Cycloadditionsprodukts beobachtefdbelle4-3: Eingang 2, 70C, 5min). Eine Verlangerung der
Reaktionszeit auf zehvinuten erhdhte den Grad der Deboroniemyimuf ein Verhaltnis von 6:1
zul:1 (Tabelle4-3: Eingandg3, 70°C 10min). Zugabe vorCsFEdas in der Literatur als Schutz vor
Deboronierungen beschrieben wifef! zeigte keinen Nutzensondern eine Erhéhung der
Deboronierung Tabelle 4-3: Eingangl). Das Reaktionsprotokoll mit CuBr und TBTA lieferte
hingegen eine vollstandige Umsetzung des Eduktes und nur einen geringen Grad an
Deboronierung Tabelle4-3: Eingand).
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Tabelle 4-3: Verschiedene Reaktionsbedingungen fiir die kupferkatalysierte-Hlij8geRrCycloaddition unter
Mikrowellenbedingungen. Die Reaktion wurde massenspektrometrisch verfolgtME&Shpositiver Modus) und das
Verhaltnis Edukt (A), Cycloadditsprodukt (B) und deboroniertes Cycloadditionsprodukt (C) bestimmt.

Eingang Azid KupferQuelle t [min] T°[Q  VerhaltnisA/B/IC
1 99 CuS@NaAsc 2 50 40/60/0

2 99 CuS@NaAsc 5 70 0/86/14

3 99 CuS@NaAsc 10 70 0/50/50

4 99 CuS@NaAs¢CsF 5 50 2/9/89

5 99 CWBrTBTA 5 70 0/92%/Spuren

6 105 CuS@NaAsc 5 70 0/60/40

7 c 105 CuBITBTA 5 70 0/56%/26%

% Das Verhéltnis von Edukt (A), Cycloadditionsprodut (B) und deboroniertem Cycloadditionsprodukt (C) wurde aus der
Reaktionslésung mittels EBIS (podiver Modus) bestimmt® Die Produkte wurden mittels chromatographischer Reinigung
isoliert.° Es wurde nach einer Reaktionszeit von fiinf Minuten ein zweites Mal Boroxd@lkim Reaktionslésung gegeben

und fiir weitere funf Minuten unter Mikrowellenbéagungen geruhrt.

Fuhrt man die Reaktion mit komplexeren Aziden (hier Aminoadamantanmon&@2zjddurch,
kann sich der Anteil des deboronierten Nebenproduktes erhdhen. Dies zeigte sich fur das
Adamantanmonoazid.05 sowohl fur die Standardbedingungen Kupidfat/Natriumascorbat
(Tabelle 4-3: Eingan@) als auch fur das modifizierte Protokoll mit CuBr/TBTabélle 4-3:

Eingang).

Da das Protokoll mit CuBr/TBTA fiir das einfache Modellsy88bzw. 105 bessere Ergebnisse
erzielte, als dien-situ Bildung von Cu(l), wurde fir alle weiteren -HBisgerCyloadditions
reaktionen mit diesem Protokoll gearbeitet (MW bdr, 70°C, Gmin). Zeigte sich nach einer
Reaktionszeit von funf Minuten eine unvollstargligmsetzung des Eduktes, wurde ein zweites
Mal Alkin zur Reaktionslésung gegeben und diese fir weitere fiunf Minuten in der Mikrowelle
erhitzt. Allerdings zeigte sich hier, dass die Gefahr der Deboronierung wieder stieg.

Um die Deboronierung wahrend der Adbeitung zu verhindern, wurde unter milden
Bedingungen gearbeitet. Das L&sungsmittel wurde mittels Gefriertrocknung entfernt und der
Rickstand chromatographisch gereinigt.
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4.6.2.  Synthese der Bromtriazolderivate

Im Gegensatz zu den Boronsaurederivaten sind Briemdlderivate unempfindlich in Bezug auf
Debromierung. Aus diesem Grund wurde die Reaktion mit Natriumascorbat und Kupfersulfat
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Reaktion in der Mikrowelle schneller erfolgt und bessere
Ausbeuten liefert gchemad-20).

N3

Br OH Br OH //O
NaAsc, Q o
\\ + BocHN
(e

CuS0, N
_CusSo, N
) @ N "
o=
29 99 (0]
Y
12 h, rt: 33%

MW, 8 min, 80 °C, 200 W. 10 bar: 87%

Schema4-20: 1,3-HuisgenCycloaddition mit dem Bromalki29 und dem Azidohomoalanir®9 unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen. Es zeigt sich, dass die mikrowellerstiitze Reaktion bessere Ausbeuten liefert und schneller
ablauft.

Generell konnten gute Ausbeuten der verschiedenen Cycloadditionsderivate erhalten werden
(108 87%,110: 85%,30: 65%,Schemad-20, Schemad-21) und lediglich das Dimerl1 zeigte
eine etwas niedrigere, aber noch zufriedenstellende Ausbeute von 88Beihad-21).

N OH
2! Br
1 1 N
R CuSO,4 NaAsc, R N
Br OH H N3 MW, 8 min, H N
Nf/ 80 °C, 200 W. 10 bar Nj\\/
N + _—
A
@/\ 7 o) g lo) o 0o g [e)
N J \ J
NV '
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%

Schemad-21: 1,3-HuisgerCycloaddon weiterer Bromadamantanderivat&l0, 30und 111

4.7. Reinigung der multivalenten Adamantanboronsauren

Die Reinigung der multivalenten Adamantanboronsauren zeigte sich als problematigghund

des Molekulargewichts, der Polaritat und Komplexitat wurde chromatographische Reinigung
mittels HPLC der sdulenchromatographischen Reinigung vorgezogen. Dabei wurden zun&chst
Standardbedingungen (R HO/MeCN) getestet. Allerdings zeigte sich keine Trennung der
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dreifachboronierten von der zweifach bzw. einfzhdeboronierten 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
grundsétzliche Verbesserung. Dies ettielgber mit einem Lésungsmittelwechsel. Anstelle von
Acetonitril wurde Methanol verwendet und ein Saureadditiv (0.1% Ameisenséaure) hinzugefugt.
Damit ergab sich eine schlechte, aber sichtbare Trennung der Produktsignale.

Generell ist die verbesserte Tremmyu mit Methanol als Laufmittel verwunderlich, da
Boronsduren in Gegenwart von Saure und Methanol einen Methylester bilden koénnen
(Abbildung 4-11). Zwischen der freien Boronsautd2 und dem Methylesterl13 herrscht ein
dynamischesleichgewicht. Jedoch konnte bei analytischeiMS1 dufen ein Methylester nicht

als eigenstandiges Signal beobachtet werden (allerdings ist er haufig i8p&k&en als
zusatzliches Signal zu sehen).

—0,
B—O

HO,
B—0 4+ MeOH
112 13

Abbildung4-11: Gleichgewicht der Boronsaufidl2und dem Boronsauremethylestén 3

Teilweise eluierten die Boronsaurederivate Uber einen Zeitraum ve201Blinuten. Diese stark
verbreiterten Produktsignale, besonders im semipraparativen $t&fy sind vermutlich auf
dynamische Prozesse zurtckzufihren. Dabei kommt es zu starken Wechselwirkungen der
Boronséaure mit der stationdren Phase, aber auch mit dem Laufmittel (insbesondere Methanol).
AuRerdem wurden die Boronsaurederivate jeweils als tBiasmerengemische synthetisiert.

Dies bedeutet, dass zwei bis vier Diastereomere (je nach Anzahl der Boronsauregruppe)
nacheinander eluierten, ohne voneinander getrennt zu werden. Es zeigte sicAM&L&ufen

keine Antrennung der Diastereomere, weswegencht 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 al&erbindungen sehr gering und konnten somit
verworfen bzw. ausgeschlossen werden.

Die Abtrennung der deboronierten Verbindungen von den entsprechenden Boronsaurederivaten
war sowohl fur die mong di und trimeren Verbindungen erfolgreich und lieferte die
gewdlnschten, reinen Produkte mit guten Ausbeuten (Monoré#d 72%, Dimerll5 57%,
Trimer11675%; Trimef 17 65%,Schemad-22, Tabelle4-4).
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HO -
‘B—0 °
©/\ N
N

27 °N

N3
BocHN BocHN
Iy CuBr, TBTA, I
o] MW, 5 min, 70 °C, 200 W, 7 bar o
CO,Bn CO,Bn
R! H R3 H
m m
R? N ) -
X

R4

%

Schemad-22: 1,3-HuisgerCycloaddition mit den Azidoadamantan#@0, 101, 26, 102und dem Boroxolalki@7.

Tabelled-4: Ausbeuten der 1;HuisgerCycloaddition verschiedener Azidoadamantane mit dem Boroxol2¥kin

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 NMRSpektren der gereinigten Boronsaurederivate zeigten leicht verbreiterte Signale. Ein
Versuch, die Kupferreste durdWaschen mit einer leicht sauren EDI@&sung zu entfernen,
zeigte jedoch keinen Erfolg. Stattdessen ergab sich ein Produktverlust von rund 50%. Allerdings
stellt sich hier die Frage, ob der PMert aufgrund des niedrigeren KgWertes des
Boronséaurederivatenicht zu einer vollstandigen Protonierung ausreichte.

4.8. Weitere Funktionalisierung der Boronolektine

. AaKSNJ 1 2yy (486.15yitheseodar B&nyobarakoltriazolderivale 3 ST SA 3G 6 S NJI
dass Adamantan mit Boronsduren funktionalisiert werden kann. Um diese einfachen
Boronolektine weiter zu modifizieren, sollten einerseits Effektormolekile und andererseits
weitere funktionelle Gruppen an die Adamantanboronsauredgg\konjugiert werden.
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4.8.1.  Konjugation an kleine Peptideinheiten

Auf der Zelloberflache befinden sich neben Kohlenhydraten sogenannte Integrine. Diese kdnnen
dazu genutzt werden, um die Spezifitat der Boronolektine zu erhéhen, indem sie als zusatzliche
Erkenmungsmerkmale und Liganden dienekbpildung4-12). Da bereits gezeigt wurde, dass die
Aminosduresequenz RGD an Integrine bindet, sollte sowohl GRGDS als auch GRGES als
Blindprobe an das Adamantangrundgerist geknupft werden.

O Kohlenhydrate

Q [ Kohlenhydrat A

, Integrin
? ; Rezeptor mit ...

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

Abbildung4-12: Lipiddoppelschicht mit Kohidydraten und Integrinen auf einéelloberflache Entsprechende Rezeptoren
kdénnen die Kohlenhydrateerkennen und an dieséinden. Zuséatzliche Affiditen bzw. Spezifitaterkonnten Uber die
Bindung anlintegrine erreichtwerden (z.B. mit derAminosduresequenz REDDamit kommt es neben der Peptid
KohlenhydratWechselwirkung auch zu einer PepBeéptidWechselwirkung®®

Dabei wurde die Peptidsequenz iBis Peptidsynthesizer hergestellt. Um diTerminus keine

freie Carbonsaure zu haben, wurde ein RAwkidHarz verwendet. Dieses ergibt nach
vollstandiger Abspaltung der Schutzgruppen @istéandiges Amid1(19, 120). Allerdings besitzt

das geschitzte Peapeptid als Rink Amid nach der Abspaltung vom Harz eine freie Carbonsaure
in der Linkerfunktion $chema4-23). Somit konnten Aktivester nichib-situ in Gegenwart des
geschutzten Pentapeptids gebildet werden.
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118

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

Schemad-23: Abspaltung der Pentapeptidel9und 120vom Harz.

Zunéchst stellte sich die Uberlegung, die PefEgjuenz (sowohl das GRGERIBk Amid, als auch

das GRGHSink Amid) komplett zu enthiitzen und anschlielend die Kupplung an die
Adamantanderivate durchzufihren. Allerdings stellte sich hier die Frage, inwieweit es zu
Nebenreaktionen mit den Seitenketten kommen kdnnte. Um etwaige Probleme zu umgehen,
wurde die geschiitzte Peptideinheit adas Adamantangrundgerist gekuppelt. Dabei war
allerdings die schon erwédhnte freie Carbonsaure zu beachten. Aus diesem Grund wurden
zunachst die Aminoadamantancarbonsaur&0 und 101 in einen NH$Ester (21, 122)
Uberfuhrt und diese mit den Peptidehl9 und 120 weiter umgesetzt. Nach der Kupplung des
Pentapeptids wurde das Zwischenprodukt nicht gereinigt, sondern lediglich das Losungsmittel
entfernt. Anschlieend wurde die vollstandige Entschitzung des Rohproduktes mit,OFA/H
TIPS/Phenol (88%/5%/2%/5%)rcligefiihrt. Da mit einem Uberschuss des Peptides gearbeitet
wurde, hatte eine Fallung mit Ether kein sauberes Produkt geliefert. Aufgrund der geringen
AnsatzgréRe wurde ganz auf die Fallung verzichtet und die Reinigung chromatographisch
durchgefihrt Gchemad-24).
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N3 N3 N3
NHBoc NHBoc EDC, NHS-CI, NHBoc
@\/\(H B @\/\(H "B @\/\(H
2h,RT 16 h, RT
e} CO,Bn e} OH e} (0]
R °© R? °© R® ° N_o
- — - O\V\j
\Y w
X
100,R'=H 121, R?=H 123,R®=H
101,R' =V 122, R? =W 124, R3 = X
1. NEt3 (pH 8), 119 oder 120
abs. DMF, 0 °C, 15 min
2.123 oder 124, 24 h, RT
N3 NS O

BocHN

H cleavage
H ' cocktail*,
i N HB‘L \ 48h,RT
’ NH NH, |
. O g o HN '
R® ! \\( ! R¢
; HN 3
: NH HO

128,R®=H,n=1,18%

129, R®=H,n=0, 25%

130, R®=2Z,n =0, 4% mit Verunreinigung
alle Ausbeuten bezogen auf 4 Stufen

* cleavage cocktail: TFA 88%, TIPS 2%, H,0 5%, Phenol 5% Y=

Schemad-24: Synthese der Peptidadamantatd28 129und 130.

Fur die monomeren Derivatd28 und 129 konnten die Adamantanpeptide mit malige
Ausbeuten Uber vier Schritte isoliert werden (25% fir GRGISINd 18% fur GRGHE28, vier
Schritte). Im Gegensatz dazu zeigte die Synthese des Dimers eine wesentlich schlechtere
Ausbeute (4%, vier Stufen). Hinzu kommt, dass die chromatographischeguRgimur ein
Gemisch aus Pentapeptid30 und einer unbekannten Komponente lieferte, das weiter
umgesetzt wurde. Dass die Synthese des Dipeptidadamarnitadschwerer ablief als die des
Monomers 129, ist vermutlich auf den sterischen Anspruch, eine nochen@hDichte an
funktionellen Gruppen und die experimentelle Durchfiihrung zurtckflhrbar.

Der kritische Schritt dieser Syntheseroute ist vermutlich die Kupplung mittelsEsid6 So
besitzen NHEster eine geringere Aktivitdt als andere Kupplungsreagenten. ware eine
alternative Syntheseroute, mit einem anderen Pentapeptid zu arbeiten oder die
Kupplungsreaktion an einem Peptidsynthesizer durchzufihren eine Mdglichkeit, die Ausbeute zu
erhohen. Eine Peptidkupplung an der festen Phase ist allerdings murmfinomere
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Adamantanpeptide mdglich, da multivalente Systeme vermutlich nicht Uber eine feste Phase an
drei Stellen gekuppelt werden kénnen.

Nach der Reinigung der Peptidadamantd@8 129und 130konnte in einem zweiten Schritt die
das Peptidadamanta?8 mit
verglichen

1,3-HuisgerCycloaddion erfolgen. Diese verlief fir
(58%  fiir131)
Cycloadditionsreaktionen der einfachen Azidoadamantane (zwischer0%). Im Gegensatz

vergleichbaren  Ausbeuten mit den  1Buisgen

dazu zeigte das Adamantanboronsaurepe@t32 einen hohen Anteil an deboroniertem Produkt
und konnte nur in Spuren als Produktgemisch erhalten wer@ehémad-25).

: ‘ H
HN : : N HN
M Nh, ! 27, CuBr, TBTA, j M
" 5 o N L MW, 5min, 200w, 27~ 1 O g Nt 5 HN
RS ¢ . 70°C.7bar | R°
; HN 3 3 HN
: NH HO : : NH HO

o 0 ; : o 0
o: : o]
HN noo : HN n
g NH : g NH
U N ‘ ) |
on NHz: by NHz !
=Y =Z

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

128,R5=H,n=1
129,R%=H,n=0
130,R%=Y,n=0

131,R®=H,n=1,58%
132,R®=H, n = 0, Spuren
133,R®=Y,n=0,24%

Schemad-25: Darstellurg der Boronolektind 31, 132und 133

Ursache fur den hohen Grad der Deboronierung des Adamantanboronsaurepepsigk8énnen

die geringen Mengen an Edukt bewirkt haben. So konnte aufgrund der geringen Eduktmenge
keine exakte Einwaage des Kupferreagenee®lgen, weshalb im Uberschuss an Kupfer
gearbeitet wurde.

Auch fur das Dimet30konnte die 1,3HuisgerCycloaddition erfolgreich durchgefiihrt und das
Adamantanboronsaurepeptid.33 isoliert werden. Die geringe Ausbeute von 24% bei der
HuisgerCycloadditn ist vor allem auf die Verunreinigung des Edukts zurtickzufihren. Weiter
kénnte die Dichte der funktionellen Gruppen an den Peptiden eine Ursache flr die geringere
Ausbeute sein. Diese kdnnen als Kupferliganden fungieren und somit Einfluss auf dierReaktio
nehmen.

Dennoch konnte mit der Synthese der Menmd Diadamantanboronsaurepeptide81 und 133
gezeigt werden, dass Adamantan erfolgreich mit Peptiden modifiziert und in einem nachsten
Schritt mit Boronsé&uren funktionalisiert werden kann.
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Weitere Funktioalisierung der Boronolektineg Fluoreszenzmarkierung

Um die Bindungseigenschaften der Boronolektine tUberprifen zu kénnen und zu zeigen, ob die

Boronolektine mit einem Effektormolekiil funktionalisiert werden konnen, wurde das Amin mit

einem Fluoreszenzmagk (PromoFluo647) modifiziert 5chemad-26).

BocHN
hh o ﬁ
CO,Bn

N

R’ m H
R?

Y

114,R'=R?=H,n=0,m=2
115,R'=H,R?=Y,n=0,m=2
116,R'=R%?=Y,n=0,m=2
117,R'=R%2=Y,n=3,m=0

1. CH,Cl,/TFA (4:1), HoN ]
2h, RT n
2.1 MHCI v
_—
quant. R’ m

HCI

R?

134,R'=R?=H,n=0,m=2
135,R'=H,R?=Y,n=0,m=2
136,R'=R?=Y,n=0,m=2
137,R'=R%2=Y,n=3,m=0

NEt;3 (pH 8),
PromoFluor-647 HN™ ~0
(als NHS-Ester),

12 h, RT

138,R'=R?=H,n=0,m=2, 14%
139,R'=H,R?=Y,n=0,m=2, 11%
140,R'=R?=Y,n=0,m=2,11%
141,R'=R?=Y,n=3,m=0, 14%

Schemad-26: Fluoreszenzmarkierung der Boronolektih®4, 115, 116und 117.

Dazu wurde in einem ersteSchritt die Schutzgruppe abgespalten, zu einera3a2l umgesalzen

und ohne Reinigung weiter umgesetzt. AnschlieRend wurde der Fluoreszenzmarker
at NP Y 2cOrf Tdat&ld NHSEster Kupplung eingefiihr6¢hemad-26). Bei dieser NHEster
Kupplung zeigte sich, dass der-@tert einen entscheidenden Einfluss auf die Kupplungsreaktion
hat. Bei zu hohem pMert hydrolysierte der NHEsters, wodurch die Reaktion nicht vollstandig
und nur zu einem geringen Anteil ablaufeannte. Auf3erdem zeigten Testreaktionen an dem
Monomer 138 und dem Dimerl39, dass eine zu lange Reaktionszeit zu einer Zersetzung der
Produkte fiuhrte. So konnten massenspektrometrisch die Proddi@® und 139 nach einer
Reaktionszeit von zwdlf Stunden agewiesen werden. Da die Reaktion noch Edukt aufwies,
wurde weitere zwdlf Stunden gerihrt, doch nach dieser verlangerten Reaktionszeit konnte kein
Produkt mehr detektiert werden. Somit wurden die Reaktionszeiten fir die folgenden
Kupplungsreaktionen aufwdlf Stunden bei Raumtemperatur reduziert. Analog zu den
Boronolektinen erfolgte auch die Modifikation der BréModellverbindung30 (Schemad-27).

“58NJ | NdzZFft AOKS Cf dz2 NBah S¢ 1 &2 WD & Q2 YE Y anfrl@eled g o NIS NI
653nm und besitzt eine Emissionswellenlange von B#2 Um die spéateren Microarraylessungen
durchfihren zu kdnnen, 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

SNe!

Schemad-27: Fluoreszenzmarkierung der Bremodellverbindungl43.

Die Reinigung der Fluoreszemarkierten Derivate 138 139, 140, 141 und 143 wurde
chromatographisch durchgefihrt (F8250% MeCN inJ@ + 0.1% FA fur das Monom38, das
Dimer 139 und die Malellverbindung143 bzw. 50 auf 90% MeCN in® + 0.1% FA fur die
Trimere 140 und 141 mit Fluoreszenzdetektign Chromatogram 4-1) und lieferte die
gewunschten Produkte. Obwohl das Anid6 am Kohlenstoffbrickenkopf sterisch gehimtis

sein sollten als das Propylanii7, zeigten sich keine wesentlich schlechteren Ausbeutdfy

fur 136 und 14%flr 137, Schemad-26). Dies lasst darauf schlieBen, dass nicht allein bzw. an
erster Stelle die srischen Anforderungen des Amins den Reaktionsverlauf beeinflussen.
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Chromatogram4-1: Chromatogram des Fluoreszemarkierten Bromderivate443 Es ist ein DAD Spektrum (5000 nm)
Uber einen L@ASLauf (oben) sowiein BP&Chromatogram (Mitte) und ein MSpektrum (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 Empfindthkeit des NHE&sters des Farbstoffes liegen. Wie in einigen Reaktionen
beobachtet werden konnte, ist dieser sehr hydrolyseempfindlich. Auch die geringe Reaktivitat
des NHSEsters kann ein Grund fur die geringe Ausbeute sein. Hier sollten weitere
Optimiemungsschrittewie ein Lésungsmittelwechsel, andere -j¥erte erfolgen sowie andere
Farbstoffe zur Fluoreszenzmarkierung herangezogen werden. Nichtsdestotrotz variieren auch die
Ausbeuten irder Literatur zwischen 180%°2%°

Es konnte somit gezeigt werdergss Boronolektine weiter funktionalisiert und fir verschiedene
Anwendungen wie beispielsweise zum Einfiihren eines Effektormolekils oder einer zuséatzlichen
Erkennungseinheit angepasst werden kdnnen.

4.9. Fluoreszenzassay

4.9.1.1. Qualitative Bindungseigenschaften der Bmsauren an verschiedene
Zucker

Um zu schauen, ob und inwiefern Boronsaurederivate eine Bindung an bestimmte Zucker zeigen,
wurde ein Fluoreszenzassay durchgefihrt. Dazu wurden verschiedene Zucker auf einem Glaschip
immobilisiert' Dafur wurden Glaschipsit einer HydrogeDberflache verwendet, deren Linker

durch NHSAktivester funktionalisiert waren. In leicht basischem PBS wurden nun Aminelinker
modifizierte Zucker Abbildung 4-13) Uber einen manuellen Spotter fiulie Glasoberflache
aufgetragen. Nach einer Reaktionszeit wvomd 18 Stunderwurden die Glaschips gewaschen

und verbliebene freie Carbonsauren mit Ethanolamin abgesattigt.

Somit wurden Glaschips erhalten, auf denen sieben verschiedene ZuéRer GG ®a [hy' S h
Df Ob !-@ap-1,4Df Ob !-{OX | -GheSH-1,6Man) auf acht Feldern mit jeweils vier
Replikaten immobilisiert waren. Dies ermdglichte die Analyse von acht verschiedenen
Kohlenhydratrezeptoren  bzw. die Mdglichkeit von  Mehrfachbestimmungen  auf
Bindungseigenschaften beziiglich der verschiedenen Zucker.

Xvi

Dieser wurde in Kooperation mElisabeth Memmebaus der AGSeibelin Wirzburg durbgefiihrt. Dabei
wurden die Glaschips vdilisabeth Memmaehit den verschiedenen Zuckern immobilisert.
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OH
HO OH
HO 0
HO 0
Ho AcHN . |

OR
ao-Gle o-Gal a-Man o- GIcNAc
H

OH
B-Gal-a-1,4-GlcNAc a-Sia HO

OR
R= }‘J\/\/s\/\NHz B-Glc-S-a.-1,6-Man

Abbildung 4-13: Zucker, die auf Glaschips immobilisiert wurden, um die Bindungsaffinitdten der Boronsdurederivate an
diese Zuckerzu Uberprifen. Um die Immobilisierung auf den Glaschips zu ermdglichen, tragen alle als Rest einen
Aminolinker.

Fur die Messungen wurden die Fluoreszemarkierten Boronsaure38, 139und 140in Wasser

und die Boronsaurd41 in Wasser/Dimethylsulfoxidv(v 1:1) geldst und dann auf den Glaschip
pipettiert. Um ein Vermischen der Boronolektine zu vermeiden, wurden die Glaschips mit einem
a/ KAL) Mixiettding ciedEelder abgegrenzigbildung4-14).

Chip Clip™

Schieicher & Schuell BioScience

Abbildung 4-14: Links ist eine Halterung fir die Glaschips zu sehen, die wéhrend des Spotprozesses verwendet wird.
AuRRerdem sieht man den manuellen Spotter. Auf dem mittleren Bild erkennt man zwei Glaschips, auf die bereits Zucker
gesmttet wurden. Rechts befindet sich ein Glaschip in der Halterung wéhrend der Inkubationszeit. Deutlich erkennbar ist

die Abtrennung in verschiedene Felder. In ein Feld kann je ein Rezeptor mit einer bestimmten Konzentration aufgetragen
werden. Dies ermdégiht das schnelle Screenen verschiedener Liganden und Rezeptoren. Die GrofRe eines Glaschips
(Nexterion Slide H MPX (Schott)) betragt 7x5650cm, wobei ein Feld 6.596.59mm grof ist. Verwendet werden {8

der geldsten Rezeptoren, was die geringe kl&gié Substanzmenge erklaft

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 PB®Uffer gefolgt von PBBufer. Die Glaschips wurden zur Trockenheit

! Chip Clip TM gehért zum MicroCASTERSEMvon Schleicher & Schuell und erméglicht eineAs-
Einteilung.

xviii

Grafiknachweis: E. Memmel (links und Mjit®. Claes (rechts)
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und falls nétig ein weiteres Mal gewaschen. Im Anschlu3 wurde mit einem

Microarrayreader die Intensitat der Fluoreszenz ausgeléabbildung 415).

Abbildung 4-15:
Glasoberflache

on o O‘L L |

S.

/"“%GO h 1 1

N s S~ “NH

Mo 1 i

0 o7 NH; NH o7

; o ~
Immobilisierung Inkubation

Waschen

Detektion

SchematischerAblauf der Kohlenhydratassay$n einem ersten Schritt werden Zucker auf einer
immalisiert. Der Glaschip (Schott Nexterion Slide H) besitzt eine Hyd@igeiflache mit

Carbonséurelinkern. Die Saurefunktionalitat ist al$SiEster voraktiviert und kann mit den Aminogruppen der Zucker unter
leicht basischen Bedingungen zu einem Amid reagieren. Nach einem Waschprozesse und einer Absattigung freier
Carbonsauren mit Ethanolamin werden diioreszenanarkierten Boronolektinenauf die Glasoberflache gegeben und
inkubiert Nach einem erneuten Waschprozess werden die Fluoreszenzintensitditen mit einem Microarrayreader

ausgelesen.

Es zeigte sich, dass alle vier Boronsaurederivaté -anl- f -Galh41,4-GIcNAcund leicht an
h-Man bindey” ®-Gl¢,h-Sig "-GIcNAaund i -GleSh -1,6-Man zeigten hingegen keine Bindungs
affinitaten an die BoronsaurenAbbildung 4-16). Dies entspricht den Erwartungen, dass
Boronsauren bevorzugt arisDiolEinheiten bidlen, da lediglich diese drei Zucker etigDiol
Einheit tragen.

Ein interessantes Phanomen war fur die Sialinsaure zu sehen. Hier zeigte besonders das Trimer
141 eine schlechtere Bindung an den Zucker als an den Hintergrund. Bei der Bindung der
Boronsdue an Kohlenhydrate wird ein BoromAnion ausgebildet. Die Carbonsaure der
Sialinsdure kann hier eine Stérung respektive eine Abstol3ung des Kohlenhydratrezeptors
bewirken. Gleichzeitig besitzt auch der mit Ethanolamin abgesattigte Hintergrund Hydroxy
gruppen, so dass die Boronsauren bevorzugt an diese binden kdnnten.
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Abbildung 4-16: Fluoreszenzassay mit Boronsdurederivaied8, 139, 140 und 141 nach einer Inkubationszeit von zwei
Stunden. Waagerecht wurde viermal deteiche Zucker immobilisiert, so dass eine Vierfachbestimmung bei einer
Wellenlange von 63Bm durchgefuhrt werden konnte. Klar erkennbar sind die bevorzugten Bindungsaffinitateis he-

Diole. Zusétzlich zeigt das Trintetl eine schlechtere Bindung &ialinsdure als an den Hintergrund (weil3er Pfeil). Dies
bewirkt die dunkleren Flecken auf den Zuckerspots im Vergleich zu dem Hintergrund. Der Hintergrund ist mit Ethanolamin
abgesattigt. Die Auflésung betragn.

Interessant waren auch hier weiter $ien, um diesen Effekt zu tGberprifen. Generell kénnte
auch solch eine abstof3ende Eigenschaft zur Differenzierung von Kohlenhydraten verwendet
werden.

Mehrmalige Waschprozesse mit einer 100 Galactosd_6sung in PBSHuffer zeigten, dass die
Kohlenhydratreeptoren wieder von den immobilisierten Zuckern abgewaschen werden
konnten. Dies ist auch mit Lektinen machbar, allerdings werden fir diese in der Regel langere
Waschzeiten bendtigt (22 Stunden), was auf eine hdhere Bindungsaffinitat hinweist.

Fir die Boonolektine wurden zunéchst zwei Waschschritte von jeMisuten durchgefuhrt.

Diese zeigten, dass die monomere Boronsdl8&und die dimere BoronsaurE39nahzeu keine
Fluoreszenzsignale mehr auf den Chips ergaben. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
Boronsduren fast vollstdndig von den immobilisierten Zuckern abgewaschen worden waren
(Abbildung4-17).
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Abbildung 4-17: Fluoreszenzbestimmung verschiedergoronsdurederivate nach einer Stunde Inkubationszeit (A) und
15minitigem Waschen mit einer 100V Galactosd 6sung in PBSHuffer (B) und weiteren 15 Minuten Waschen (C).
Erkennbar ist, dass der fluoreszierende Hintergrund deutlich abnimmt. Doch autftetisitaten der Fluoreszenz fir die
einzelnen Boronsauren nimmt ab. Die Auflosung betrggtnb

Im Gegensatz zu den monomeren und dimerem Boronsaurederivaten zeigten sich fir die
trimeren Boronsaurerl40 und 141 nach diesen je 15 Minuten Waschschritteach deutliche
Fluoreszenzintensitaten. Auch zwei weiterere Waschschritte von 15 und 30 Minuten zeigten
relativ konstante Fluoreszenzsignalgbbildung 4-18), was darauf deutet, dass die trimeren
Boronsauren ahnlictvie Lektine deutlich bessere Bindungsaffinitaten an die Zucker besitzen.
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Abbildung 4-18: Vergleichbare Intensitaten fur die Trimel&0 und 141 nach 45 Minuten Waschen (A) und 75 Minuten
Waschen (B) mit einer 106Mol Galactosd_6sung. Die Auflésung betraguf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die im Rahmen dieser Doktorarbeit synthetisierten multivalenten
Boronsauren unter physiologischen Bedingungen Bindungsaffinititems@iole zeigen. Weiter

zeigte sich, dass mntidalente Boronsauren eine hohere Affinitat ams-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 eten Studie gezeigt werden konnte, dass die Boronelektine an verschiedene
cisDiole binden, sollten die Bindungsaffinitaten an Galactose bestimmt werden. Um zunéchst zu
Uberprifen, ob ein manuelles Spotting der Zucker fur die Bestimmung der Bindungsiafinita
geeignet ist, wurde eine Quantifizierung mit dem Lektin ConA durchgefihrt. Dazu wurden
verschiedene MannoskKonzentrationen (hM, 0.5mM, 0.1mM, 50uM, 10uM, 5uM, 1uM) auf

einen Glaschip gespottet und mit verschiedenen LeKtmzentrationen inkuilert (600nm,
400nM, 250nM, 150nM, 125nM, 100nM, 75nM, 50nM). Nach einem Waschprozess (PBST
Puffer, PB®uffer, Wasser) wurde die Fluoreszenzintensitat ausgelesen und gegen die Lektin
Konzentration aufgetragen.

Nach einer Langmulsotherme wurde &e Ausgleichskurve gelegGleichung2-1) und aus
dieser derKpsurWert bestimmt Graph 4-1). Der so ermittelte Wert von 69:/8v ist mit
Literaturwerten vergleichbar (76-80.6nm).*%
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Graph4-1: Bestimmung des o sWertes von ConA an Mannose mit einer Auftragung der Fluoreszenz gegen die Lektin
Konzentration. Es wurden die Intensitdten bei einer ManAdeazentration von 5QM ausgewertet.Es handelt sich um
eine Vierfachbestimmung.

Fur die quantitative Bestimmung der Bindungsaffinitaten der Boronsauren wurden verschiedene
Konzentrationen (5@M, 100nM, 125nM, 150nM, 200nM, 300nM, 400nM, 500nMm) der
Boronsaurenl138, 139, 140 und 141 (Abbildung 4-19) auf einen Glaschip gegeben, auf dem
Galactose in verschiedenen Konzentrationen gespottet wanM1l 0.5mM, 0.1mM, 50uM,
10uM, 5uM, 1uMm). Nach einer Inkubationszeit von einer Standinem Waschprozess (Wasser,
PBSIPuffer, PB®uffer, Wasser) und der Trocknung der Chips (durch Zentrifugieren) wurde die
Intensitat der einzelnen Signale ausgelesen und gegen die Konzentration der Boronsauren
aufgetragen. Um zu ulberprifen, dass nicltsdGrundgertist selbst die Bindung an Galactose
bewirkt, wurde noch eine Modellverbindurigt3 (Abbildung4-19) auf die gleiche Art vermessen.
Allerdings wurde diese in einer hoheren KonzentratioruM) verwendet. e gemessenen
Glaschips sind iAbbildung4-20 zu sehen.
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Abbildung4-19: Verbindungen, die auf ihre Bindungsaffinititen an Galactose Uberpruftevurd

Wie zu erwarten zeigten die Trimer®40 und 141 wesentlich starkere Intensitaten, als das
Monomer 138 und das Dimefl39 (Abbildung 4-20). Das Dimef 39 zeigte im Vergleich zu den
anderen Verbindungen einehohe Hintergrundfluoreszenz.Aus diesem Grund war die
Auswertung etwas erschwert und nicht ganz so verlasslich. Ein zweiter Waschschritt zeigte einen
starken Intensitatsverlust, der &hnlich stark auch bei dem Monob3&aber schwécher bei den
Trimeren140und 141 zu sehen war. ¥s diesem Grund wurden die Intensitaten nach nur einem
Waschschritt bestimmit.

Die Zuckerkonzentration von 2 konnte nur mit dem Trimerl40 detektiert werden, was
zeigt, dass die Nachweisgrenze erreicht ist. Seltsamerweise wurdelklée Konzentration von
1 mM auch nur in wenigen Fallen beobachtet.

Da die besten Signale bei allen Boronséuren bei der ZuckerkonzentratiomQagen, wurden
diese Signale fur die Auswertung und Bestimmungkder+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 Boronsatienzentrationen benutzt wurden, zeigt sich in dem Schenia.lidusatzlich
befinden sich in einem Feld verschiedene Zuckerkonzentrationen. Von oben nach unten sind die GKlactesérationen
gespottet, die im Schema rechts zu sehen sind. Dabei wurde jede Konzentration fiir Mehrfachbestimmungen viermal
nebeneinanér gespottet (waagerecht). b. Glaschip, der mit der monomeren BoronsE&8énkubiert wurde. Es ist eine

sehr schwache Intensitét zu sehen. c. Glaschip, der mit der dimeren Boroig&inkubiert wurde. Auffallig ist der starke
Hintergrund, der auch né&iceinmal Waschen nicht sehr viel geringer wurde. Um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten,
wurde die Intensitat des nicht gewaschenen Glaschips ausgewertet. d. Glaschip, der mit der trimeren Borb#8aure
inkubiert wurde. Die starke Fluoreszenzintensititauch bei niedrigen Boronsaunend Zuckerkonzentrationen zu sehen.

e. Glaschip, der mit der trimeren Boronsaurl inkubiert wurde. Allerdings wurde das Feld rechts unten, das mit einem
Asterix (*) gekennzeichnet ist, mit der Modellverbindul® mit einer Konzentration von 100Gt 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 Bétoren ist

nicht moéglich. Da die monomere und dimere Boronséaure leicht von den Glaschips abgewaschen
werden, bewirken schon leicht langere Waschprozesse eine veranderte absolute Intensitat der
Fluoreszenz. Somit sollte in weiteren Studien darauf geacietlen, dass die Glaschips flr die
gleiche Zeit den Waschlosungen ausgesetzt werden. Bedenkt man die geringere Empfindlichkeit
der trimeren Verbindungen gegentiber den Waschprozessen, kann man die Fluoreszenzintensitat
von ConA mit den trimeren Boronolekén in etwa vergleichen. Daraus ergibt sich eine
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qualitative Abschatzung des Assays: Die Fluoreszenzintensitaten der monomeren und dimeren
Boronséurel38 bzw. 139 sind niedriger als die der trimeren Verbindungb#0 und 141 Somit

ist die Bindungsstarke denonomeren bzw. dimeren Boronsaut&88und 139kleiner als die der
trimeren Boronsaureri40und 141 Dahingegen besitzen ConA und die trimeren Boronolektine
140und 141 &hnliche Bindungsstarken an Mannose bzw. Galactose.

Eine Auftragung der Fluoreszenzyga die Boronsaur&onzentrationen zeigte den erwarteten

Verlauf der Langmuiisotherme (Graph4-2).
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Graph4-2: Auftragung de Fluoreszenz gegen die Boronsé#@nzentrationen der Boronsaurer88, 139, 140und 141 bei
einer Galactos&onzentration von 0.mM. Die Ausgleichskurve erfolgte nach einer Langisaitherme Gleichung2-1). Es
handelt sich uneine Vierfachbestimmung.

Es zeigte sich sehr deutlich, dass das Monomer erst bei wesentlich hheren Konzentrationen die
maximale Fluoreszensintensitat zeigte als die mulitvalenten Analegadas Monomerl38

ergibt sichein Ky g, rWert von 847.1nM. DasDimer139liegt mit einemKp gy sWert von 184.hM

schon wesentlich niedriger als das Mononm38 aber noch hoéher als die TrimefelO mit

48.5nM und 141 mit 118.9nM. Dies wiederum bestétigt die Vermutung, dass die trimeren
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Boronolektinel40und 141 mit einer wesentlich hoheren Bindungsaffinitdt an Galactose binden,
als ihre moneund divalenten Analoga38und 139.

Betrachtet man den Verlauf der Graphen stellt man jedoch fest, dass die Messwerte stark
streuen. Ursache ist die relativ schlechte Reproeilmarkeit des manuellen Spottings, die
vermutlich zu schwankender Beladung und damit auch schwankenden Fluoreszenzintensitaten
nach Bindung der Boronsauren fuhrt. Dies erklart auch die grof3en Fehlerwerte. Hier konnte ein
automatisierter Spottingprozess #ukunft Abhilfe schaffen.

Interessanterweise konnte das Trimb40nach einem Waschprozess von zwolf Stunden in einer
100mM GalactoseL6sung immer noch detektiert werdeAljbildung4-21). Damit benétigt man
ahnlich lange Waschprozesse wie mit natlrlichen Lektinen. Dies bestatigt die schon in
Vorversuchen gezeigten hohen Bindungsaffinitaten.

Abbildung 4-21: Mit Galactose immobilisierter Glaschip, der mit dem Boronséauretrif® inkubiert wurde und zwolf
Stunden mit einer 106hM Galactose_6sung gewaschen wurde. Es sind immer noch Fluoreszenzsignale detektierbar, was
zeigt, dass das Trim&AOmit hoher Affinitdt an Galactose bindet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sowehbdalitativen, als auch die quantitativen
Versuche sowie die Waschversuche die gleichen Ergebnisse liefern. Monomere und dimere
Boronolektine138 und 139 besitzen wesentlich geringere BindungsaffinitatencasDiole, als

die trimeren Boronolektinel40 und 141 Weiter liegen die Bindungsaviditaten der trimeren
Boronolektine140 und 141 an Galactose in einem ahnlichen Bereich die des natirliche

Lektirs ConA an Mannose. Allerdings muss gesagt werden, dass insbesondere durch das
manuelle Spotten recht e Fehler bei der Ermittlung d&p s,rWerte auftreten.

Aus diesem Grund sollte in weiteren Versuchsreihen uberprift werden, ob die hohen
Bindungsaffinitaten reproduzierbar mit verschiedenen Methoden gemessen werden konnen.
Hier wirden sich beispielsweisSPRa S a & dzy suage ptamson resonanjeanbieten®’
Weiter ware es interessant zu Uberprufen, ob Oligosaccharidstrukturen spezifisch gebunden
werden. Tiefergehende Kenntnisse konnten mit Zellassays gewonnen werden. Bieten die
Adamantanboroxole die bylichkeit, Zucker auf Zelloberflachen zu erkennen und kénnen sie fir
diagnostische Zwecke eingesetzt werden?
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5. Resultate und Diskussion Teil 2:
Boroxolalkin27 zur Desymmetrierung vomesaDiolen

Die Erkennung von Kohlenhydraten ist eine mdgliche Verwegadles Boroxolalkin®7, wie sie
Ay | 0 3A(RésOltaie Gnd Biskussion Teil 1:

Darstellung und Evaluierungond 0 SaOKNASO6SY GdzZNRS® | dafzu A KNB
erkennen hingegen, sollte das Boroxolalkn fur die katalytische stereound regioselektive
Acylierung vomesoeDiokVerbindungen in diesem Teilg2testetund beschrieberwerden’™

17 Dazu wurde in frisch

Fir erste Studien wurde das Reaktionsprotokoll @ylorverwende.
destilliertem Acetonitril ein Diol mit Diisopropylgtlamin, Benzoylchlorid und katalytischen

Mengen Boroxolalki27 fur vier Stunlen bei Raumtemperatur gerthrt.

Fur trans-Cyclohexandiol wurde ohne Zugabe von Boroxolalkih keine Produktbildung
beobachtet. Stattdessen bildete sich in Gegenwart vonmd® Boroxolalkin27 das
monobenzoyliertetrans-Cyclohexandiol mit einer Ausbeute von 63%. Eine Erniedrigung der
Katalysatorbeladung aufrbol% zeigte ebenfalls keine Produktbildy@ghemab-1).

Cl oﬁ’ :
DIPEA,
WOH 4h,RT WOH K
QL O s O - (X
. 0,
OH ohne 27: 0% o OH

5 mol% 27: 0%

10 mol% 27: 63% o

16 144 145a 145b

Schemab-1: Benzoylierung votrans-Cyclohexandidl6 mit verschiedenen Katalysatormengen.

Fur die katalytische Benzoylierung vois-Cyclohexandiol una@isCyclopentandiol zeigten sich
noch etwas bessere Ausbeuten von 83% bzw. 92&be]le 5-1). Erklarbar sind die leicht
besseren Ausbeuten durch die bevorzugte Bindung von Boronsauren ams&iolMotiv im
Gegensatz zu eingrans-Stellung der Hydroxygruppen.

™ Die Acylierungsreaktionen (ausgenommen die enantioselektiven Versuche) wurdeRegaim Khameghir

(JustusLiebig! YA GSNBRAGNG DASGSYS>S a{&yidKSaS SAYySN Y2WwdzZ | NBy
stereoselektiven Acylierun@@2 y 5 A2DT)Sufidi Ibanna Malkuschd | Y A SSNEAGNG |1 | YO dzZNA X
Y2Rdzf F NEBNJ t KSyef o2NRyYy&aNdzZNBY 1 da0a2wahiendfinteti Raahdlér8hgiteh O& f A SN

durchgefuhrt.
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Tabelle5-1: Ausbeuten verschiedener Diolderivate fur eine Benzoylierungsreaktion, die von dem Boroxi&talysiert
wird.

Eingesetztes Diol  Katalysabrmenge  Ausbeute/%

cisCyclopentandiol 10mol% 92
cisCyclopentandiol - Keine Reaktion
cisCyclohexandiol 10mol% 83
cisCyclohexandiol - Keine Reaktion
trans-Cyclohexandiol 10mol% 63
trans-Cyclohexandiol 5 mol% Keine Reaktion
trans-Cyclohexandiol - Keine Reaktion

Die Annahme, dass das BoroxolalRin besser ancisDiole als antrans-Diole bindet, wurde
anhand einer kompetitiven Reaktion tberprift. Dazu wurdenAl5cisCyclohexandiol sowie
0.5Ag. trans-Cyclohexandiol in Gegenwart von mdl% Broxolalkin 27 unter den
Standardreaktionsbedingungen gerihrt. Es zeigte sich eine Praferemis@elMotivs mit5:1
gegenluber dedrans-DiokMotivs (Schema5-2). Dies bestatigte, dass die Boronsa@g wie
andere Literaturbekannte Boronsaurerbevorzugt artisDiokMotive bindet.

DIPEA,
Benzoylchlorid,

4h, RT,
OH WOH 10 mol% 27 OH WOH
L, O, —— L
OH OH (o) (o)

(0] (6]

13 16 rac 146 rac 147
5 : 1

Schema5-2: Kompetitive Benzoylierung (mit dem Boroolalk®7 katalysiert) voncis/trans-Cyclohexandiol, die eine
Praferenz degisDiolMotivs zumtrans-DioFMotiv von 5:1 aufweist.

Durch die Bindung der BoronsauréVIil an das DieMotiv (XVIII), erhoht sich dessen
Nucleophilie XIX. Dies bewirkt, dass eine der Hydroxygruppen aktiviert ist und somit
Benzoylchlorid agreifen kann XX). Nach der Abspaltung des Katalysators, kann die Boronsaure
an ein neues Substrat binden und der Katalysezyclus beginnt von vdrhading5-1).
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Abbildung 5-1: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus bei der Benzoylierung von Diolen mit dem Boro2alallsin
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
Boronsaure fur einen neuen Katalysezyclus regeneriert.

Nachdem in einem ersten Schritt gezeigt werden konnte, dass das Borox@algenerell die
Benzoylierung von Diolen katalysiert, sollte in einem zweiten Schritt Uberprift werden, ob diese
auch enantioselektiv erfolgt. Dazu wurden sowohtisCyclohexandiol, als auch
cisCyclopentandiol mit dem enantiomerenreinen BoroxolalRin umgesetzt. Die Rxktions
kontrolle bzw. Bestimmung des Enantiomerentberschusses erfolgte chromatographisch mit
einer chiralen stationdren Phase (IA, 10% Ethanol in Heptamrah4

Es zeigte sich, dass die Benzoylierung des Cyclohexandiols in Gegenwart des Boroxolalkin
katalysators27 mit einem Enantiomereniberschuss veh4% erfolgte. Dies konnte sowohl fir
Enantiomer 1 €e=-15.8%), als auch fir Enantiomer Bef14.2%) beobachtet werden
(Chromatogramb-1).
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Enantiomer 1

11,9 37792959 15,1 51279891

Bl

Enantiomer 2

11,543.148.410

14,56 32.452.442

Chromatogram5-1: cisCyclohexandiol wurde in Gegenwart des Boroxolalkindenzoyliert. Im oberen Chromatogram

sieht man das UW&pektrum bei einer Wellenlange von 2% nach einer Stunde Reaktionszeit. Es haben sich beide
Enantiomere gbildet, wobei sich Enantiomer 2 zu einem grof3eren Anteil gebildet hat. Im unteren Chromatogram sieht
man den gleichen Versuch, allerdings mit dem Boroxolalkin Enantiomer 2. Hier bildet sich zu einem gré3eren Anteil das
monobenzoylierte Hexandiol Enantiomé.

Auch anhand desisCyclopentandiol konnte gezeigt werden, dass die durch das Borox@alkin
katalysierte Benzoylierung von Diolen enantioselektiv verlauft. Allerdings zeigte das
cisCyclopentandiol lediglich einen Enantiomerentiberschuss von +6f@ Dies gilt sowohl fir

das Enantiomer leg=-5.8%), als auch fir das Enantiomere2<£4.1%), wobei erneut das
entsprechend andere Enantiomer gebildet wurde.

Die Enantiomerentberschisse liegen 6 bzw. 14% sehr niedrig. Betrachtet man sich das
Boroyolalkin 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.

Schluf3folgernd kann man sagetass Boronsduren vom Tgpin der Lage sind, enantioselektive
Benzoylierungen zu katalysieren, dies jedoch nur mit einem geringen Enantiomerentberschuss
tun. Dennoch sind die ersten Ergebnisse vielversprechend. Bei einer sehr langsamen
Hintergrundreakion bieten sich eine Reihe Optimierungsmoglichkeiten an. So kdnnen die
Reaktionsbedingungen einen starken Einfluss auf den Verlauf der Reaktion nehmen. Eine
Erniedrigung der Reaktionstemperatur kdnnte bessere Enantiomereniberschiisse bewirken. Da
die Reaktio bei Raumtemperatur bereits schnell ablauft, wiirde die Erniedrigung der
Temperatur zwar die Reaktionszeit erh6hen, doch sollte dies nicht weiter stérend sein. Auch die
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Veranderung des Loésungsmittels, des Basenreagenzes oder der Katalysatorbeladung konnte
weitere Vorteile bringen.

Eine Modifikation des Katalysato®¥ scheint derzeit unausweichlich, da das Boroxolafin

einen zu geringen sterischen Anspruch besitzt. Demnach sollte die Synthese sterisch
anspruchsvollerer Boroxolderivate wie beispielsweiser tert-Butylgruppe statt eines
Alkinrestes vorangetrieben und eine anschlieRende enantioselektive Benzoylierung Uberprift
werden. Sollte sich hier ein verbesserter Enantiomereniiberschuss zeigen, kdnnten weitere
Studien erfolgen. Inwiefern der Vorteilner leichten Modifikation GbeHuisgerCycloaddition

Uber die Alkingruppe im Sinne einer Tandemkatalyse mdglich ist, kann derzeit noch nicht
abgeschéatzt werden. Da die Stereodifferenzierung des Boroxold@iizsl gering ist, sollte in
einem ersten Schiit auf die Alkineinheit verzichtet werden, um zundchst den
Enantiomereniberschuss 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 Azidoadamantanderivate®@ 101, 26, 102) konnte Uber eine 1;Bluisgen
Cycloaddition ein Boroxolalkin27 addiert werden. Beste Ergebnisse zeigte eine
mikrowellerbasierte Synthese in Gegenwart eines aktivierenden Kupferliganden (TBTA) mit
kurzer Reaktionszeit (finf Minuten) und moderater Temperatur°@) Die Boronolekting&14,

115, 116 und 117 konnten nach chromatographischer Reinigung-iBPWasser/Methanol) i

guten Ausbeuten erhalten werden (5% Ausbeute). Neben einer Modifizierung der Anzahl
der Boronsaureeinheiten (ein bis drei) konnte auch die Lange des Linkers am Adamantan mit
Hilfe zweier verschiedener Grundgeriis3& und 24 variiert werden. Zusatadh konnten die
Boronolektine mit einer zweiten funktionellen Gruppe, einer kurzen Peptidsequenz (GRGDS oder
GRGES), maodifiziert werden (Boronolektil®1 und 133). Ein weiterer Syntheseschritt
ermdglichte die Markierung der Boronsaurederivate mit dem Fapenzfarbstoff PromoFluor

647 jedoch mit niedrigen Ausbeutenld%,138, 139 und 140, 141). Neben den Boronolektinen
konnte erfolgreich die Brorverbindung143 synthetisiert werden und mit PromoFlué47
markiert werden Abbildung6-1).

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 J 7 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

Abbildung6-1: Boronolektine138, 139, 140und 141, deren Bindungseigenschaften an Kohlenhydrate in einem Microassay
Uberprift wurden. Fir Vergleichszwecke wuiaech die Bromverbindung41 synthetisiert.

Um zu Uberprifen, inwieweit die selektive Erkennung von Kohlenhydraten durch die
Boronolektine moglich ist, wurde in Kooperation mit der 8&belvon Elisabeth Memmeetin
Microassay durchgefuihrtDabei zeigte sh, dass die Boronolektinevie erwartet lediglich
Kohlenhydrate, die eineisDiolEinheit besitzen, erkannt und erfolgreich gebunden werden
kénnen [-Gal"-GIcNAch Man, "-Ga). Nach einer langeren Waschphase mit einer im0
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Galactosd.dsung ergabenich noch gut sichtbare Fluoreszenzintensitaten fur die Trinigl@

und 141, aber nahezu keine Fluoreszenzsignale fir die monomere und dimere Verbihd88ng

und 139. Eine Bestimmung der Bindungsaffinitaten zeigte fur die Trimdié@und 141 (140

Ko su=48.5nM und 141 Kp g,=118.9nM) wesentlich hdhere Bindungsaffinitaten als fur das
Monomer 138 (Kp su=847.1nM) und das Dimef 39 (Kp su=184.7nM). Damit liegt das Trimer

140 in einem &hnlichen Affinitatsbereich wie das natiurliche Lektin Cd®A.(=69.8nM an
Mannose). Die Modellverbindun@43 wurde ebenfallsbeztiglich ihrer Bindungsaffinitdten an
Galactose getestet und zeigte eine deutlich geringere Bindung an den Zucker als die
vergleichbaren Benzoboroxole.

6.2. Katalytische Acylierung von Dieh

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Benzoboroxold&tigeblgreich
Acylierungenvon Cycloalandiolen katalysieren kann 0% Ausbeute). Dabei zeigte sich eine
Praferenz der Benzoylierung vamsCyclohexandiol im Vergleich zansCyclohexandiol mit
5:1.

Eine enantioselekty Desymmetrierungsreaktion demescaCycloalkandiole zeigte, dass die
Benzoboroxolderivat@7a und 27b mit niedrigen, abemessbarenEnantiomereniberschiissen
die Benzoylierung katalysieren. Dabei konnte flis désCyclohexandiol ein Enantiomeren
Uberschuss voree=~14% und fur dagisCyclopentandiol voree=~5% beobachtet werden
(Schemas-1).

B—O

: : 0Bz 10 mol% OH 10 mol% OH OBz
OBz CEOH Benzoylchlorid, C[OH Benzoylchlorid, CEOBZ O:

DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,

146a 146b 4 h, RT 4h, RT 146a 146b
~14% ee ~14% ee
B—O B—O
10 mol% 10 mol% +
OBz OH -————— OH —_— OBz OH
Benzoylchlorid, Benzoylchlorid,
DIPEA, MeCN, DIPEA, MeCN,
148a 148b 4h RT 147 4h RT 148a 148b
~5% ee ~5% ee

Schemab-1: Benzoylierungsreaktionen miisCyclohexandiol undisCyclopentandiol. Beide Desymmetrierungsreaktionen
werden mit einem niedrigen, aber sichtbareaWert von den Boronsaure®d7abzw.27bkatalysiert.
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7. Summary

7.1.  Synthesis 6Multivalent Boronic AcidDerivates

The aim of this doctoral thesis was the synthesis of tripodal lectinmimetics baseahon
adamantane scaffold combined with boronic acidsaaseceptor for selective recognition of
carbohydrates.

Azidoadamantane derivaes (100, 101, 26, 102) were conjugated to a boronic acid alky2& in

a 1,3Huisgencycloaddition. Best results were obtained using a microwave assisted protocol
with short reaction times (5 minutes) and moderate temperatures °@P usingthe copper
activating ligand TBTA. Bomlectins 114, 115 116 and 117 were purified (HPLC, R,
water/methanol) and isolated in good yield (35%).

Boronolectins were modified with a secomdnctionalmoiety, a short peptide sequence (GRGDS
or GRGES)p give boronolectind31and133.

After a deprotection step, a fluorescence dye (PromoH&ir)was introduced with low yield
(~14%,138 139and 140, 141).

For binding studies,bromophenyl model compound143 was synthesized and labelled with
PromoFluot647 to be tested in #uorescencebasedassay figure7-1).

Promofluor 647

N O~p-OH HIL N Mg
Promofluor 647 N p Promofluor 647 N~ p
[ HO.p—C N, | N
HN < N HN
@ﬂ H G @ﬂn
N

1 \/w R3
R ; o CO,Bn BnO,C = o CO,Bn
AN DN [N o

138, R"=R?=H
139, R'=H,R?=R
140,R'=R%2=R

141 143

Figure7-1: Theboronolectins138, 139, 140 and 141 were tested in a microarray assay towards their binding affinities to
carbohydrates. For comparison, brombenylmodel compoundl43was synthesized and evaluated as well.

It was tested in a fluorescence assay in cooperation thighworking groupSeibelwith Elisabeth
Memmel to determine whether the synthesized boronolectinsncéde used for selective
recognition of carbohydrates or nofA\s expectedonly carbohydrates wh a cisdiol motif were
recognized and bound by these boronolectinsGat"-GIcNA¢h  a,lh¥5a). After a washing
step with al00mM galactose solution, visible fluorescence signals were detected for trimeric

boronic acidsl40 and 141 but nearly none for monomet38 and dimer139. The quantitative
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analysis of boronolectigalactose interactionshowed that trimeric derivate440and 141 (140

Ko sur=48.5nM and 141 Kp ¢,+=118.9nM) have a higher affinity than dimeric boronic adi@9

(Ko sur=184.7nM) or monomeric boronic acid38 (Kp sui=847.1nM). The binding affinity of the
trimeric benzoboroxole140 is comparable to natural lectins (for example ConA with
Ko sur= 69.8nM to Mannosg.

Themodel compoundl43showedonly aweak binding affinity to galactose

7.2. Catalytic Acylatiorof Diols

It was showrthat boronic acid alkyn@7 catalysesacylations of cycloalkandiols (>60% vyield). A
preference of thecisdiol motif over thetrans-diol motif was observed with 5:1.

Enantioselective desymmetrization reactions of cycloalkyl diols gave a smalhdagurable
enartiomeric excesscisCyclohexanediol gave an enantiomeric excese®f ~14%while cis
cyclopentanediol gave onge=~5% Gchemer-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

Scheme7-1: Benzoylation reactions witltiscyclopentanediol andtiscyclohexanediolBoth desymmetrization reaction
catalysed by boronic acid enantiomé%a and27b gave a small, but obvioesvalue.
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8. Ausblick

Die wahrend dieser Arbeit synthetisierten haben sas vielversprechende Bausteine fir die
Kohlenhydraterkennung und die enantioselektive Synthese erwiesen.

Um de Bindungseigenschaftaser synthetisierten Boronolektine zu tberprufen, sollten weitere
Testreihen, insbesondere mit Oligosacchariden undiieli, durchgefiihrt werden. Hier sollte
Uberprift werden, ob die synthetisierten Boronolektine an bestimme Zelllinien binden und somit
fur diagnostische Zwecke eingesetzt werden konnten. Weitere Testreihen mit modifizierten
Boronolektine sollten es ermdgthen, Rickschlisse auflen Einflu vorGeometrie, Abstand

und Anzahl der Rezeptoreinheiten bezuglich Bindungsselektivitatcaffohitdt zu ziehen Hier

ware es interessant zu sehen, ob die méptiden wieGRGDS modifizierten Boronolektine im
Zellkontexteine hohere Affinitat aufweisen als die einfachen Boronolektine ohne zuséatzliche
Peptideinheit oder die mit GRGES modifizierten Boronolektine, die nicht an Integrine binden
sollten.Weiter ware es interessardtereasomerenreine Verbindungen darzustelleam einen
etwaigen Einfluss der Stereochemie auf die Bindungsaffinititen der Boronolektine zu
Uberprifen.

Auch fur den Nutzen der Boronsaurém der Katalysesind weitere Forschungen nétig, um
beispielsweisalie Enantiomereniberschiisseei stereoselektiverAcylierungen zu optimieren.

Hier konnten grolRere Reste als Alkinylgruppen in die Boronsauren eingefiuihrt werden.
Gleichzeitig kbnnen mit Hilfe des Alkins tGber-Hi8sgenrCycloadditionen wesentlich sperrigere
Reste eingefuhrt werderkEine weitere interessdge Anwendung konnte 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 gehldet wird.
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9. Experimenteller Teil

Die Verbindunger24,'®® 27,'%° 32-381%2 39-42,1%%181 4449 1%>1%° 58 1% 57,54 187 60.61,'%" 72-
77,1%°86,%7 89,2 99" wurden nach bekannten Vorschriften synthetisiert.

9.1. Arbeitstechnik

Die Durchfiihrung luftempfindlieer Reaktionen geschah unter Verwendung der Schlenktechnik
mit Stickstoff (5.0, # Liquide GmbH, Stadeoder Argon (5.0Air Liquide GmbH, Stadeals
Schutzgas, absolutierten Losungsmitteln und ausgeheizten Glasgeréaten. Dabei wurden die

absolutierten Losngsmittel nach Standardmethodeyetrocknet®*®

Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Aldrich, Fluka, Sigma Aldrich, Merck,
Il ONP& h3lyAaAo0asr w2iKX LNA&a . A20SOK dzyR [ yOl adsé
2 R Spedanalysig@ ® er@lgte keine weitere Reinigung dieser Chemikalien.

9.1.1. Peptidsynthese

Die Synthese des GRGDBzw. GRGEBeptides erfolgte an einem CEM Liberty 12
Peptidsynthesizer nach Standardprotokollen. Als feste Phase wurde ein-Fmetmid2CT
Harz verwendet. Di€eptidsequenzen wurden aus den Aminosauren Fmag(PbfOH, Fmoc
L-GlyOH, Fmog-Ser(Bu})OH, Fmo&-Asp(tBu}OH und Fmoe-Glu(tBu}OH synthetisiert. Fur
die Kupplung wurde HOBt in DMF, HBTU in DMF und DIPEA in NMP verwendet.

Zum Abspalten der Pepsequenz vom Harz wurde das Peptidharz famb® mit CHCL/TFA
(4mL, v/iv 99:1) geriihrt. Danach wurde die Ldsung filtriert und das Procedere mit dem Harz
dreimal wiederholt. Die vereinigten Filtrate wurden zur Trockene eingeengt und nach der
Gefriertrodkknung ohne Reinigung weiter eingesetzt.

9.1.2. Mikrowellenreaktor

Mikrowellerunterstiitzte Reaktionen wurden in einem Mikrowellenreaktor der Firma CEM
GmbH KamplLintfort, durchgeflhrt.
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9.1.3. Kohlenhydratassays

Die Glaschips wurden in einer Multifuge -Rlder Firma eraeus, Hanau, mit einem Einsatz fur
50mL 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.  Saulentrromatographie

Bei der saulenchromatographischen Reinigung der Produkte wurde als Trennmittel Kieselgel der
Firma Macherey und NagémbH & Co. KG, Durevder der FirmaMerck KGaA, Darmstadtit

einer KorngroRe von 6200 um verwendetDie Reinigung erfolgte entweder isokratisch pde

mit einem Gradienten.

Der Reaktionsverlauf der durchgefihrten Reaktionen wurde mittels Dunnsehicht
chromatographie oder/und Massenspektrometrie verfolgt. Fur die Dinnschichtchromatographie
wurden Fluorophotbeschichtete Kieselgelplatte(Kieselgel 60 J4) der Firma Macherey und
NagelGmbH & Co. KG, Dureoder der FirmaMerck KGaA, Darmstadgenutzt. Die Detektion
erfolgte mit UV-Licht (254 nm, 366 nm) oder Farbereagenziéum Anfarben wurden folgende
Reaenzien verwendet und die Kieselgelplatten anschlielend mit einem Hei3luftféhn
warmebehandelt:

Cersulfat: 5g Ammoniummolydat, 0.1g Cer(IV)sulfat, 96L
Wasser, 10nL konzSchwefelsaure

Ninhydrin: 0.2% 2,2Dihydroxyl,3-indandion in Ethanol

Molybdatophosphorsaure: 5 g Molybdatophosphorsaure, 109L Ethanol

9.2.2. HPLC

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

Zur semipraparativen Trennung wurden folgende SaulenFitena Macherey uniNagelGmbH
& Co. KG, Diren, verwendet:
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RR18 (Kieselgel der Marke Nucleodur, VP>X280mm ID, PartikelgréRe 5 pm)

RR8 (Kieselgel der Marke Nucleodur, VP 2BDmm ID, Partikelgrof3e 5 pm)

Chirale Trennungen bzw. die Bestimmung von Enantiomerenubersehigfolgten mit Saulen
der FirmaChiral Technologies Europe SAS, Cedex.

Daicel Chiralpak 1A (Polysharidderivate auf Kieselgel, 806 mm ID, Partikelgrof3e
5 um)

Daicel Chiralpak 1B (Polysaccharidderivate auf Kieselgel, semipraparat40 28t 1D,
analytisch: 15@4.6 mm ID,Partikelgrof3e jum)

9.3.  Analytik

9.3.1. NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMBpektren erfolgte an einem Avanceiln n al i1 oaaA ON&o | & &
einem Avance Il 400 MHz WB (AV 400y an einem Awvace Ill 600 MHz (AV 600) der Firma
Bruke BioSpin GmbH, Rheinstetten, bei Raumtemperatur. Zur Bestimmung neuer Substanzen
wurden zweidimensionale NMRessungen vorgenommen.

Chemische Verschiebungen sind‘ais ppm angegeben, kalibriert wurde auf nicht deuterierte
Lésungsmittelsignale nach Literaturwertefi.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit den Programmen Topspin 3.1 und MestReNova. Dabei
werden die Signale der Protonenspektren wie folgt angegebleemische Verschiebung in ppm,
Multiplizitat, Integral, (wenn vorhandeh Kopplungskonstanten in Hertz, Zuordnurdgr
Protonensignale Die Zuordnung der Multiplizitaten erfygil mit den Ublichen Abkirzungen

(s: Singulett, brs: breites Singulett, d: Dublédttg: breites Dubktt, t: Triplett, q: Quartett,qu:
Quintett, m: Multiplett, br: breites SignalpPa einige Verbindungen als Diastereomere dargestellt
wurden, zeigen manche 138ignale einen doppelten/mehrfachen Signalsatz. Diese Signale
6 SNRSY  “eandeictind?. 3 S

Aufgrund der geringen synthetisierten Mengen zusatzlich zu Kupferresten aus der Reaktion
zeigen einige Aufnahmen der 1-3pektren nur geringe Intensitaten. In einigen Fallen konnten
Kohlenstoffsignale nur tber 28ignale zugeordnet werden, banderen konnten sie gar nicht
beobachtet werden.

Bei den Benzoboroxolderivaten fehlt das 13C SignalGB®OH, was jedoch literaturbekannt

ist. 2t
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Die NMRNummerierung der Produkte kann von der Empfehlung tdéPAGNomenklatur
abweichen und somit nicht inder Nomenklatur der Molekile Ubereinstimmen.

Auch die Nomenklatur der Substanzen entspricht aufgrund ihrer Komplexitat nicht in allen Fallen
den Empfehlungen nach IUPAC.

9.3.2. Elementaranalyse

Die Elementaranalysen fur C/HMessungen wurden an einem C/HMAhalysator Carlo Erba
1106 durchgefuhrt. Das Abwiegen erfolgte mittels der Mettler Toledo 2MX

9.3.3. Massenspektometrie

Die Massenspektren wurden mit einem MicroTOF oder Micre@Qer Firma Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, aufgenommerDie lonisation erfolgte m Elektronenspray. Fir H@S
Messungenwurde das Massenspektrometer an eine VWR Hitachi LaChrom Elite der \AiRa
International GmbH, Darmstadtgekoppelt (Pumpensystem -8130), Diode Array Detector
(L-2455), Autosampler ¢{£200)).Dabei wurden analydche Saulen derrdria Macherey und Nagel
GmbH & Co. KG, Duren, verwendet:

RR18 (Kieselgel der Marke Nucleod&C 150x2 mm ID, PartikelgroRgrh)
RR8 (Kieselgel der Marke Nucleodur, EC 150x2 mrRdRikelgrof3e jum)

Die Massenspektren wurden mit Natmformiat-Clustern extern kalibriert.

9.3.4. Réntgenstrukturanalyse

Einkristallewurden an einem XreisEinkristalldiffraktometer Smart Apex der Firma Bruker XRS
GmbH, KarlsruhejermessenAus den ermittelten Reflektionsdaten lieRen sich die im Anhang
gezeigta Strukturen ableiten.

9.4. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1 TBDMSchitzung

Der Alkohol(1.0mmol), TBDMSCI (0.2 1.2mmol) und Imidazol (0.1@, 2.5mmol) wurdenin
DMF (5mL) gelost und fur 24 bei 35°C gerihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel
Vakuum abdestilliert. Der Rulckstand wurde in destOH(15mL) und EtOAc (1fL)
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aufgenommen. Die wassrige Phase wurdesidnal mit EtOAc (1L) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit dest;CH(10mL) gewaschen und Uber MgS@etrodknet.
Nachdem das Trockenmittel abfiltriert wurde, wurde die Reaktionsldsung bis zur Trockene
eingeengt.

AAV 2: Bo&Schitzung

Das freie Amin (D mmol) wurde in dest. ¥0/Dioxan (60nL, v/v 1:1) gelost und mDi-tert-
butyldicarbonat (1.8 mmol) versetzt.Mit 6 M wassriger NaOH wurde ein pMert von D
eingestellt. Die Reaktionsldsung wurde beif&®T6 d geruhrt.

AAV 3: Darstellung eines NHESters

Die Br-geschitzte Carbonsaur€l.0mmol) wurde zunéchstin THF/HO @0 mL,v/v 1:1)
aufgenommen und mit LiOK4 Aq. je Carbonsaurejersetzt. Die Reaktion wurde fiirn2bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wurde destillativ entfernt. Der Riuckstand wurde in
EtO und HO aufgenommerund die Phasen von einander getrenénschlieend wurde id
organische Rasezweimalmit 1 M wassrigerHCI (10nL) gewaschen und die wéssrige Phase
dreimal mit E2O (je 10mL) gegeaxtrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Uber
MgSQ getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Die freie Carbonsaa als Rohprodukt (1.6mol), ED@CI (1.5Ag. je Carbonsaure) unbl-
Hydroxysuccinimid (1.Ag. je Carbonsaurejvurden in abs. DMF (®L) geldst und unter
Stickstoffatmosphére bei RT 16 h gertihrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand in EtOAc undCHaufgenommen. Die organische Phase wurde
dreimal mit HO gewaschen und die wassrigen Phasen dreimal mit EtOAc gegenextrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, Uber,®@ getrocknet, abfiltriert und zur Trockene
eingeengt.

AAV 4:tert-ButoxycarbonylEntschitzung

DasBocgeschitzteAmin (10 mmol) wurde inCHCL TFA(10 mL, v/iv4:1) geldst undbei RT flur
1.5h gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rickstand dreimal p@t CH
koevaporiert un anschlie3end gefriergetrocknet.

Um das Amin als HShlz zu erhalten, wurde der Riickstand in MeCN undi@vassriger HCI
aufgenommen und ein weiteres Mal gefriergetrocknet.
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AAV 5: Peptidkupplung mit EDC/HOBt

Die freie Carbonsaure 0 mmol) undNE% (4 Ag. je Carbonsaujevurden in DMR4 mL) gelost
und 10min bei 0°C gerihrt. AnschlieBend wurde EHCI (1.2Aq. je Carbonsaure)
hinzugegeben und min gerihrt, bevor HOB(1.2 Ag. je Carbonsaurejler Reaktioslésung
hinzugefliigt wurde Es wurde weitere 1thin bei 0°C gerihrt und schlieRlictias freie Amin
(1.2Aq. je Carbonsaujehinzugegeben. Die Reaktionslosung wurdd @eriihrt, wobei die
Temperatu von 0°C auf RT erhéht wurde.

Die Reaktionslosung wurde zur Trockene eingeengt und in E{0)xolL) aufgenommen. Es
wurde je dreimal mit M wassriger HQje 10mL), dreimal miges. wassriger KHgO6sung(je
10mL) und einmal mit ges. wassriger NaGsung (10nL)gewaschen. Die organischen Phasen
wurden Uber MgS@getrocknet und das Losungsmittel destilaentfernt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch an Kieselggieinigt.

AAV 6: Peptidkupplung mit HATU

Die geschiitzte Aminoadamantancarbonsaure (fhrfol) wurde mit HATU (1A8g. je
Carbonsaure) und DIPEA (A&. je Carbonsaure) bei°C in ab. DMF (8nL) geldst und 1fnin
geriihrt. AnschlieRend wurde das Azidoamin ¢hr8ol, 1.3Aq. je Carbonsaure) und DIPEA
(2.3mmol) in abs. DMF (®L) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde langsam ¥Gna0f
RT erwarmt und 8 gerihrt. Das Lésungsmittelurde destillativ entfernt und der Rickstand in
EtOAc (20nL) aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mitwEssriger HCI (je
10mL) und dreimal mit ges. wassriger NaBC&sung (je 1L) gewaschen. Anschliel3end
wurde die organische Phase Ubeg8RQ getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel destillativ
entfernt.

AAV 7: Peptidkupplung mit einem NHSster

Das freie Amir{l mmol) wurde in abs. DMF gel6st und mit;Etder pHWert auf 8 eingestellt.
Danach wurde die Losugi C°Cfir 15 min gertart. AnschlieBend wurde der NHSster (.5Aq.

je Amin zugegeben undei RT fir 24 gerthrt. Die Reaktionslésung wurdeir Trockene
eingeengt und der Ruckstand EtOAc(10mL) und HO (10mL) aufgenommen.Die Phasen
wurden getrennt und @ wassrige Phaswurde dreimal mit EtOA¢e 10mL) extrahiert.

Anschliel3end wurden die organischen Phagereinigt,uber MgSQ@getrocknet und filtriert. Da

Losungsmittel wurde destillativ entfernt.
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AAV 8:HuisgenCycloaddition mit Natriumascorbat

Das Azid (D Aq.),das Alkin (1.3\g. je Azid, Natriumascorht (0.10Ag. je Azid und Kupfersulfat
(0.10 Ag. je Azid wurden in mit Argon frisch entgastetrBuOHH,0O (1.0mL, v/v 1:1) und abs.
DMF (1.5mL) gel6st und Uber Nacht bei RT gerihrt.

Die Reaktionslosung wurde Zlirockene eingeengt, in EtOAc (bQ) aufgenommen und dreimal
mit 0.1M wassrigeEDTA Losung (jemdL) und einmal mit gesvassrigerNaCiLosung (5nL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Mgfe@ocknet, filtriert und zur Trockene
eingeengt.

AAV 9 Mikrowellenunterstitzte HuisgerCycloaddition mit Natriumascorbat

Das Azid (D Aq.), das Alkin (1.39. je Azid, Natriumascorht (0.10Ag. je Azid und Kupfersulfat
(0.10 Ag. je Azid wurden in mit Argon frisch entgastetBuOHH,O (1.0mL, v/v 1:1) ud abs.
DMF (1.5mL) gelostDie Reaktion erfolgte in einer CEM Discover Mikrowelle beivZ080 °C,
10bar und 8min Reaktionszeit.

Die Reaktionslosung wurde zur Trockene eingeengt, in EtOAweL(l@ufgenommen und dreimal
mit 0.1M wassrigeEDTA Lésunge(5mL) und einmal mit gesassrigerNaClLésung (5nL)
gewaschen. Die organische Phase wurde tUber Mgfe@ocknet, filtrert und zur Trockene
eingeengt.

AAV 10 HuisgenCycloaddition mit CsF

Das Azid (1.mol), dasBoroxolalkin (1.0Aq. je Azid), Csi3Aqg. je Boroxolalki, CuBr
(0.20mmolje Azidg und TBTA (0.1imol) wurdenin t-BuOHH,O (2.0mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(3.0mL)gelost und 5 bei RT gertihrDas Reaktionsgemisch wurde zur Trockene eingeengt und
das Rohprodukt sdulenchromatographisuiKieselgejereinigt.

AAV11:HuisgenCycloaddition ohne CsF

Das Azid1.0mmol), das Boroxolalkifl.2Aq. je Azid), CuBr (0.EQ). je Azid) und TBTA (0.AQ.
je Azid)wurden in mit Argon frisch entgastemt-BuOHH,O (2.0mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(3.0mL) gelost. Die Reaktion wurde B bei RT unter Schutzgas gerutlibas Reaktionsgemisch
wurde zur Trockene eingeendgh MeOH aufgenommen und Uber Cellite filtriert.
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AAV12: HuisgenCycloaddition, mikrowellemnterstutzt

Das Azid1.0mmol), das Boroxol&in (1.2Aqg. je Azid), CuBr (0.H0. je Azid) und TBTA (0.AQ.
je Azid)wurden in mit Argon frisch entgastemt-BuOH/HO Q.4mL, v/v 1:1) und abs. DMF
(0.6mL) gelostDie Reaktion erfolgte in einer CEM Discover Mikrowelle be\V20@0°C, 7bar
und 5min Reaktionszeit.

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

AAV 13: Benzylentschiitzung

Die Bngeschitzte Carbonsau(&.0 mmol)wurde in THF/ED 6 mL,v/v 1:1) gel6st undnit LiOH
(4Aqg. je Carbonsaure) versetzt. Die Reaktionslosung wurde bei RT uber Nacht geriihrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt.

AAV 14: Fluoreszenzmarkierung
Das Amin (5.@amol) wurde als Rohprodukt aus AAV 7 als-5&f eingesetzt.

Zunachst wurde das Amin in abs. DMF (G20 gelost und mit NE{~pH=28) im N-Gegenstrom
versetzt. PromoFlueB47 als NHE&ster (0.10nL, c=13mM in DME 1.0mg, 1.3 umol) wurde bei
0 °C hirzugetropft und die Reaktionslosung vor Licht geschuitzt fiirgerihrt. Anschliel3end
wurde ein weiteres Mal PromoFlu@47 als NH&ster hinzugegeben (0.10L, c=13mM in
DMF 1.0mg, 1.3umol) und unter Lichtausschluss Gber Nacht bei RT gerihrt. Dasdsisittel
wurde durch Gefriertrocknung entfernt und das Rohprodukt chromatographisch gereinigt.

AAV 15: Benzoylierung mit Boronsauren

Das Diol (1.0 mmol), die Boronsa@e(0.10 mmol), Benzoylchlorid (0.17L, 0.21g, 1.5mmol)

und DIPEA (0.26L, 0.1, 1.5mmol) wurden in frisch getrocknetem MeCNni&) geldost und

4 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit EtOAd_j5und HO (5mL) verdinnt und

die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde zweimal 2it(5mL) und einmal mit ges.
wassrige NaClLosung (3nL) gewaschen und die waéssrige Phase dreimal mit EtOdt)(5
gegenextrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Ubg8@l@etrocknet, abfiltriert

und zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an eKieselg
gereinigt.
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9.5. Synthesen

9.5.1. Darstellung de Rezeptoren

tert-Butyl-2-(4-bromo-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy}methyl)phenoxy}ethylcarbamat62
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Die Reaktion wurde nachAAV 1 durchgefluhrt (Edukte: N-tert-Butyl2-[4-bromo-3-
(hydroxymethyl}phenoxy}ethylcarbamat 53 (0.400g, 1.15mmol), TBDMSCI (0.209
1.39mmol),Imidazol (0.1979, 2.88mmol)). Die Reaktion wurde fir 2dbei 35°C geruhrt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel geréiagfmittel: PE/EDAC,
v/v 1:1)und das TBDM8§eschiitzte Produk62 als farbloses Ol erhalten (0.260.580mmol,
50%)

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

'"HNMR (400 MHz, CDEI4 (ppm)= 7.36 (d, 1H3J=8.6Hz,6-H), 7.12 (d, 1HJ=3.0Hz,3-H),
6.66 (dd, 1H,%J=8.6Hz, “J=3.0Hz, 5H), 5.00 (br, 1H,-8i), 4.68 (s, 2H, 18), 4.00 (t, 2H,
3)=5.0Hz, 7H), 3.54 (br, 2HJ=5.0Hz, 8H), 1.45 (s, 9H, 1H), 0.97 (s9H, 16H), 0.14 (s, 6H,
14-H).

3GNMR (100 MHz, CD{I4 (ppm) = 158.3 (C4), 147 (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.&15),
(C14).
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tert-Butyl-2-(4-boron-3-((tert-butyldimethyl-silyloxy)}methyl)phenoxy}ethylcarbamat63
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Das Carbamat62 (0.2g, 0.46mmol) wurde zundchst dreimal mit abs. Toluol (dD)
koevaporiert und anschlieBend in abs. Toluoin?) geldst. Die Reaktionslosung wurde at€0
gekuhlt und Isopropylmagnesiumchlorid (2d, 1.3V in THF, 2.6nmol) tropfenweise
zugegeben Das Reaktionsgemisch wurde rhf bei 0°C gerihrt. Dann wurde-BuLi(3.4mL,
1.7M in Pentan, 5.8nmol) zu getropft und weitere Bin bei 0°C gerihrt. Anschlielend wurde
Triisopropylborat(1.3mL, 5.8mmol) hinzugdigt und die Losung 12 bei RT gerthrt. Nach
Zugabe von 0.®1 wassrige HCI (100nL) wurde dreimal mit ED extrahiert und @ vereinigten
organischen Phasentuber NaSQ getrocknet. Der Reaktionsverlauf wurde mittels
Dunnschichtchromatographie und NinhyaAnfarbung verfolgt. Anschlielend wurde das
Trockenmittel abfiltriert und das Losungsmittel destillativ entfernt. Das gewinschte
Benzoboroxolderiva63 konnte als gelbereststoff isoliert werden (0.18, 0.41mmol, 90%
Rohausbeute und wurde ohne weiterdReinigung eingesetzim NMR zeigte sich neben dem
Benzoboroxob3 das teilweise deboronierte ProduBd.

'"HNMR (400 MHz, CDLI4 (ppm)= 7.40 (d, 1HJ=82 Hz,6-H), 7.12 (d, 1H.J=2.4 Hz,3-H),
6.79 (dd, 1H23=8.2 Hz,“3=2.7 Hz, 5H), 5.01 (b, 1H 9H), 4.73 (s, 2H, 1A), 4.05(t, 2H,
3)=53Hz, 7H), 348-3.56(m, 2H,8-H), 1.75brs, 2H, 17H),1.44 (s, 9H, 1:H), 0.86 (sOH, 16H),
0.33 (s, 6H, 14).

3GNMR (100 MHz, CDgI (ppm)= 159.8 (C4), 156(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-Brom5-hydroxybenzaldehyd58 (0.374g, 186 mmol), 2-(Bocamino)ethylbromid (0.623g,

2.78 mmol) undk;,CQ (2.57 g, 18.6 mmol) wurden inabs.DMF(15 mL) suspendert und fir 2 h

bei 80°C geruhrt. AnschlielRend wurdige Reaktionsldsung filtriert und zur Trockene eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:
EtOA¢n-Hexan, viv 1:2).Dies ergab den gewunschten Aldehg8 leicht verunreinigt als
farbloses Ol (0.458, 1.31mmol, 71%).

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

'"HNMR (400 MHz, CD@! + (ppm)= 10.28 (s, 1H, 18), 7.52 (d, 1HJ=8.9 Hz,6-H), 7.38 (d,
1H,%3=3.0 Hz,3-H), 7.02 (dd, 1HJ=8.9 Hz,*J=3.0 Hz, 5H), 4.98 (brs, 1H, $),4.04 (t, 2H,
3)=5.0 Hz, M), 3.493.57 (m 2H, 8H), 1.44 (s, 9H, 1R).

3GNMR(100 MHz, CDgl+ (ppm)= 191.7 (C13), 158(C4), 15.9 (C10), 134.8 (C6), 134.1 (C2),
123.1 (C5), 118.3 (CI)138 (C3), 798 (C11), 68 (C7), 40.0 (C8), 28.5 (C12).

HRMS (ESlin/z ber. fiir G4HigBrNQ, [M+Na] = 366.0311, gef. 366.0313.



9. Experimenteller Te| 101

tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-hydroxy-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy}ethylcarbamat 55
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Trimethylsilylacetylen 71 pL, 49 mg, 0.50 mmol) wude in abs. E$O (15mL)vorgelegt und auf
0 °C gekunhlt. Anschliel3end wurdeBuLi (2.5 in Hexan, 0.45 mmol) hinzugetropft und dbn
bei 0°C geruhrttert-Butyl-2-(4-brom-3-formylphenoxyjethylcarbamat68 (0.16 mg, 0.45mmol)
wurde hinzugegeben und 2tbbei 0°C gertihrt. Es wurde mit ges. wassriger Nagl&Gung
(20mL) die Reaktion beendet und dreimal mit,&t(je 20mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. wassriger INasling (20nL) gewaschen, Uber BBQ
getrocknet und zur Trockene eingeengt. Es ergab sich das Brorilkle gelbes Ol (0.1fg,
0.34mmol, 76% Rohausbeute), das ohne Reinigung weiter umgesetzt wurde.

Racemat

'"HNMR (400 MHz, CD@l { (ppm)= 742 (d, 1H2J=8.8Hz,6-H), 7.2 (d, 1H,*J=3.0 Hz,3-H),
6.73(dd, 1H2J=8.8Hz,"J=3.0Hz, 5H),5.71 (s, 1H, 1B), 500 (brs, 1H, 9-H), 396-4.06 (m, 2H,
7-H),3.453.61 (m, 2H, &), 275 (brs,1H, 17-H), 1.44 (s, 9H, 1R), 0.19(s, 9H, 16H).

3GNMR (100 MHz, CD@Il 4 (ppm)= 1583 (C4), 156.0 (C10), 205 (), 138.8 (3*), 116.4 (C5),
114.7 (G3), 1135 (C1), 103.8 (C14), 92.0 (C1598 (C11), 65 (C7),64.6 (C13)40.1 (C8), 28.5
(C12)-0.1 (C16).

HRMS (ESlin/z ber. fiir CioHsBrNQSI[M+Na] = 464.0863, gef. 464.0869.
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tert-Butyl-2-(4-brom-3-(1-(tert-butyldimethyl-silyloxy)-3-(trimethylsilyl)prop-2-ynyl)phenoxy}
ethylcarbamat69
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Die Reaktion wurde nachAAV ldurchgefuhrt (EdukteBromdkin 55 (307 mg, 0.695mmol),
TBDMSCI (1789, 1.18mmol), Imidazol (16éng, 2.36mmol)). Die Reaktion wurde fir 1 bei
40°C gerdhrt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgegereinigt (Laufmittel:
n-Hexan/EtOAc, viv 3)1

Es wurde daalkin69 (362mg,0.650mmol, 94%) als farbloses Ol erhalten.

Racemat

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

'"HNMR (400 MHz, CD@I + (ppm)= 7.37 (d, 1H3J=8.7 Hz,6-H), 7.27 (d, 1HJ=3.0Hz,3-H),

6.70 (dd, 1H3J=8.7 Hz,"J=3.0Hz, 5H), 5.62 (s, 1H, 18), 5.01 (bs, 1H, HH), 3.9-4.10 (m, 2H,
7-H), 3.48357 (m, 2H, 8H), 1.45 (s, 9H, 1H), 0.93 (s, 9H, 19),0.20 (s, 3H, 17&), 0.16 (s, 3H,
17b-H), 0.15 (s, 9H, 16l).

BGNMR (100 MHz, CDgJl 4+ (ppm) = 158.2 (C4), 156.€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)1 (C16):4.7 (C17):4.3 (C17)

HRMS (ESlin/z ber. fiir GsHs,BrNQSh [M+Na] = 578.1728, gef. 578.1737.
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1-((2-Bromphenyl)hydroxyjprop-2-in 29
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DasBromalkin73 (0.793g, 2.80mmol) wurde in HO/THF (5nL, v/v 1:1) gel6st und mit LiOH
(0.130g, 5.39mmol) versetzt. Die Lésung wurde fur 2 bei R geriihrt und anschlieend das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in EtOAwL)10nd

H,O (10mL) aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die organische Phase zweimal mit
0.1m wassriger HCI (je 10L) gewaschen. Digassrige Phase wurde noch dreimal mit EtOAc (je
10mL) gegenextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und Uber Mg&cknet. Das
Trockenmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfé&mst.
wurde ein gelbes Ol erhaltendas saulenchromatographisch an Kieselggdreinigt wurde
(Laufmittel: PE/EtOAc, viv 4)1 Nach der Reinigung wurde das Bromalidf (0.375g,
1.78mmol, 64%) alfarbloser Feststoférhalten.

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

'HNMR (400 MHz, CD@I ¢ (ppm) = 7.79 (dd, 1HJ=7.8 Hz,"J=1.8 Hz,3-H), 7.57 (dd, 1H,
3)=7.8Hz,"J=1.1Hz, 6-H), 7.38 (dt, 1H*J=7.6Hz,*J=1.2Hz,4-H), 7.21 (dt, 1H>J=7.7Hz,

*J=1.5Hz,5-H), 5.81 (dd, 1HJ=5.4Hz,")J=2.2Hz,7-H), 2.67 (d, 1HJ=2.2Hz,9-H), 2.45 (d,
1H,%J=5.5Hz, 16H).

BGNMR (100 MHz, CD@I 4 (ppm) = 139 (), 1332 (), 130.3 (6), 128.6 (B), 128.1(C),
122.8 (@), 82.4 (C8), 75.1 (C9), 64.1 (C7).

HRMS (ESIin/z ber. fur GH,BrO [MH] = 208.9597, gef. 208.9597.
Elementaranalysegef. (ber.) [%]C51.49 61.22; H3.31 3.34); O7.59 (7.59.
IR (Film)A =378, 3294, 1468, 1435, 1192, 1023, t&6".

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tibef&in
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9.5.2. Darstellung der Grundgeruste

1-(3-tert-Butoxycarbonylamino)3-carboxyadamantarb6
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P
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 2 (Edukt®Amino-l-adamantancarbonsaure (2.€y
11.5mmol), DHtert-butyldicarbonat (4.70g, 22mmol)). Die Reaktion wurde bei RT furd6
geruhrt.

Die gewlnschte Aminoadamantancarbonsai@é wurde in Form eines farblosen Feststoffes
(01839, 0.577mmol, 5% erhalten

'H-NMR (400 MHz, DMS@i): * (ppm) = 11.86 (br, 1H-9), 6.46 (s, 1H, 1), 2.07 (s, 2H,-H),
1.91 (s, 2H, M), 1.83 (d, 2HJ=12.1 Hz, 4d), 1.72 (d, 2HJ=12.1 Hz, 48H), 1.67 (s, 4H-H),
1.53 (s, 2H,-H), 1.36 (s, 9H, 18).

BGNMR (100 MHz, DMS@e): ¢ (ppm) = 177 (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 (ESlin/z ber. fiir GeHpsNO, [M+Na]* =318.1676, gef. 318.1665.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tibef&in
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1-(3-tert-Butoxycarbonylaminoj3-(2-(NHSjcarboxy}adamantan 149

Die Reaktion erfolgte nach AAV 3. Allerdings wurde als Edukt die freie und nicht -die Bn
geschutzte Carbonsaure verwendet. Deshalb wurde die basidEhtschitzung nicht
durchgefiihrt (Edukte: &bonsaure96 (0.13g, 0.44mmol), EDGHCI (0.13g, 0.68mmol), N-
Hydoxysuccinimid (7ég, 0.66mmol)).

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittelgradient:
Pentan/EtOAc, v/v 3:1 1:4). Es ergab sich der NHSter149 als farbloser Feststoff (68g,
0.16mmol, 36%).

R-Wert =0.60 (Pental EtOA¢ v/v 1:4, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CD@l{ (ppm) =4.44 (s, 1H, $), 2.80(s,4H, 14H), 224 (s, 4H, 2-H, 5-H),
1.942.04 (m, 6H, 4, 6H), 1.90 (d, 2HJ=11.8Hz, 4bH), 1.67 (brs, 2H,-A), 1.42 (s, 9H,
12-H).

BGNMR (100 MHz, CD@l+ (ppm) =171.4 (C8), 169.2 (C13), 79.2 (C11), $0H), 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 (ESIin/z ber. fiir GoHpsN>Os [M+Na] = 415.1840, gef. 415.1846.
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1-(3-tert-Butoxycarbonylaminoj3-carboxyethyladamantan 50

Die Aminoadamantancarbonsaudd (1.26g, 4.85mmol) wurde in HO/Dioxan 60 mL,v/v 1:1)
gelost. Es wurden Bgd (1.23g, 5.64mmol) und NaCQ (1.19g, 11.2mmol) zu der
Reaktionslésung gegeben. Der-¢ert wurde mit 1M wassriger NaOH auf 10 eirgellt. Die
Reaktionslésung wurde I8im Ultraschallbad und 112 bei Raumtemperatur gerthrt. Nach den
ersten 3h Reaktionszeit wurde ein zweites Mal BOq930mg, 4.26mmol) hinzugegeben. Die
Reaktionslésung wurde unter Vakuum zur Trockene eingeengtRdekstand in EtOAc (BaL)

und HO (50mL) aufgenommen, die Phasen getrennt und die wassrige Phase weitere zweimal
mit EtOAc (je 5@nL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde durch Zugabewovéagsriger HCI

auf einen pHWert von 1 eingestellt und dreimalitEtOAc (je 5@nL) extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, iber Mg&getrocknet, filtriert und zur Trockene eingeengt.

Die Boegeschitzte Aminoadamantancarbonsaus® wurde als farbloser Feststoff erhalten
(450mg, 1.39mmol, 29%).

'H-NMR (400 MHz, DMS@e): + (ppm) =11.96 (brs, 1H, 1H), 6.31 (brs, 1H, 1), 2.12 (t, 2H,
%J=8.2Hz, 9H), 2.02 (brs, 2H,-8), 175 (ors, 4H, 6-H), 155 (s, 2H, 2-H), 1.47-1.53(m, 2H, 7-H),
1.34 (s, 9H, 151), 1.271.34 (m, 6H, 4, 8H).

3GNMR (100 MHz, DMS@g): 4 (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 (ESlin/z ber. fiir GgHoNO, [M+Na] = 346.1988, gef. 346.19809.
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1-(3-tert-Butoxycarbonylaminoj3,5-bis-(2-carboxyethyl}adamantan 51

Die Reaktion erfolgte nach AAV 2 (Eduldmin 48 (437mg, 148mmol), Ditert-butyldicarbonat
(420mg, 1.93mmol)). Statt in HO/Dioxan wurde die Reaktion ges.wassrigeMNaHC@Losung
durchgefuiit und solange Dioxan hinzugegeben, bis sich die Edukte geldst haben.Mit 1
wassriger NaOH wurde der pMert auf 10 eingestellt.

Das Bogjeschiitzte Amis1 (212mg, 0.488nmol, 33% wurde als gelbes Ol erhalten.

'"HNMR (400 MHz,MeOD-d,): 4 (ppm) = 2.7 (t, 4H,%J=8.4Hz, 9H), 2.142.20 (m, 1H, &),
1.81 (s, 2H, H), 1.63 (d2H,%1=12.1 Hz, &-H),1.57 (d 2H,%J=12.4 Hz, D-H), 1.461.54 (m,
4H, 8H), 1.311.46 (m, 13H5-H, 14H), 1.18 (s, 2H,-H4).

BGNMR (100 MHzMeODd,): + (ppm) = 18.2 (C10), 79.5 (C13),.BAC1), 46.8C4), 46.5 (C2),
41.5 (C7)41.3 (C5)39.3 (C8), 35.5 (C3),.21(C6), 29.0 (C9), 28.9 (C14).

HRMS (ESlin/z ber. fiir GiHsaNQs [M+Na] =418.2200, gef. 418.2210.
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CbzTriester150
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Das Amin(0.72g, 1.4mmol) wurde in Dioxan/HO @00mL, v/v1:1) bei RT gelost, auf°C
gekudhlt und mit NaHC@ (0.16g, 1.9mmol) versetzt. AnschlieBend/urden bei O°C Uber
mehrere minCbzCl(0.32mL, 0.38y, 2.2mmol) zu getropft. Die Reaktiofiisurg wurde 2h beli
0°C und anschlieBend2bei RT gerthrt. Danach wurde viermal mit,CiHextrahiert, die

S

vereinigten organischen Phasen miwlwassrigerHCl gewaschen und tber MgSg&trocknet.
Das Ldsungsmitteturde im Vakuum entfernt und dd@ohpodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc, viv 17:3).

Der Triestel50konnte als farbloses Ol erhalten werden (0dL®.28mmol, 19%).

R-Wert =0.24 (PE/EtOAc, VAT7:3, Cersulfal.

'H-NMR (400MHz, CDG): ¢ (ppm) = 7.2-7.38 (M, 5H,Haom), 5.01 (s, 2H, HH), 2.18 (t6H,
3J=7.7Hz, 5H), 148-1.62 (m, 12H, H, 4H), 1.43 (s, 27}8-H), 1.B-1.24(m, 6H, 3H).

3GNMR (100MHz, CDGJ: ¢ (ppm) = 173.1 (C6), 154.2 (C10), 137.@)YCI28.6 (Gon), 128.1
(Cwom), 80.1 (C7), 66.1 (T} 57.7 (C1), 35.7 (C5), 35.1 (C2), 28.2 (C8), 25.5 (C4) 22.8 (C3).

HRMS(ESI)m/z ber. GsgHsoNQs [M+Na] = 656.4133, gef. 656.4130.



9. Experimenteller Te| 109

CbzTricarbonsaure 90

Der Triester 150 (10mg, 0.5 mmoal) wurde in TFA/C{&}L (20mL, v/v 1:1) geldst und |4 bei RT
geruhrt. AnschlieBend wurde die Reaktsirsung bis zur Trockene eingeengt und finfmal mit
CHCb koevaporiert. Die Tricarbonsau@0 (72mg, 0.16mmol, quant) wurde als farbloses Ol
erhalten ind ohne Reinigung weiter umgesetzt.

'H-NMR (400 MHz, MeORl,): { (ppm)= 7.277.35 (M, 5HHarom), 5.01 (brs, 2H,-81), 2.27(t, 6H,
%)=7.4Hz,5-H), 1.521.59 (m, 12H, M, 4H), 1.201.31 (m, 6H, 3H).

¥GNMR (100 MHz, MeOR,): 4 (ppm)= 177.6 (C6)156.6 (®), 138.8 (CQ), 129.4 (C2), 128.8
(CB), 128.6 (C1), 66.6 (9), 58.6 (C1), 35.6 (CB%.8 (C5), 26.4 (C4), 23.7 (C3).

HRMS (ESHn/z ber. fiir GsHssNQ; [M-HT = 464.2290gef. 464.2308.
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9.5.3. Darstellung des Azidolinkers

L-Azidohomoalann-Bn 25

o
<5 é

Die Reaktion erfolgte nach AAV 4 (Edukt: 2885 mg, 0.25 mmol)). Das freie Anflba als
TFASalz wurde in Form eines gelben Ols erhaltem{§70.25mmol, quant.).

Zur Darstellung des HShlzes wurde daswin 25aals TFASalz in MeCN und OM wassriger HCI
aufgenommen und gefriergetrocknet. Daraus wurde das freie A?bimals HGBalz in Form
eines farblosen Feststoffes erhalten (@g, 0.25mmol, quant.) und als Rohprodukt ohne
Reinigung weiter umgesetzt.

Als TFASalz:

'H-NMR (400 MHz,CDG): ¢ (ppm)=8.58 (brs, 3H, 18),7.28-7.41 (m, 5H, Hyom), 5.24 (d, 1H,
3)=12.0 Hz, 3&), 5.16 (d1H,%J=12.0 Hz, 3kH),4.20(t, 1H,%J=6.0 Hz, 1H),3.41-3.59(m, 2H
9-H), 209-2.30 (m, 2H, 8H).

3GNMR (100 MHz,CDGJ)): ¢ (ppm)=169.1 (C2), 186 (TFA), 162.2 (TFA), 161.8 (TFA), 161.5
(TFA), 134.1 (C4), 129.2:4%), 128.9 (Gom), 128.8 (Gom), 69.0 (C3), 51.2 (C1), 47.1 (C9), 29.3
(C8).

Als HCISalz:

'"HNMR (400 MHz,CDG)): ¢ (ppm)=8.86 (brs, 3H, 181), 7.277.37 (m, 5H, kom), 5.23 (d,1H,
3J=12.0 Hz, 341), 5.15 (d, 1HJ=12.0 Hz, 3tH), 4.37 (t, 1HJ=6.0 Hz, 1H), 3.513.72 (m, 2H,
9-H), 2.222.43 (m, 2H, $).

GNMR (100 MHz,CDG)): ¢ (ppm) = 169.3 (C2), 134.5 (C4), 128.9.{@, 128.8 (Gon), 128.6
(Curom), 68.5 (C3)51.2 (C1), 47.0 (C9), 29.6 (C8).

HRMS (ESlin/z ber. fir GyHiN,O, [M+H] = 235.1190, gef. 235.1194.
IR (Film)A=83431, 2109, 1636m"*
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9.5.4. Darstellung der Kupplungsprodukte

1-(3-tert-Butoxycarbonyamino)-monocarboxy4-aminoethoxybrombenzoladamantan87
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukieie Carbonsaures0 (51mg, 0.17mmol), NEg
(0.10mL, 70mg, 0.69mmol), ED@CI (40mg, 0.21Immol), HOB (28mg, 0.21mmol),
BromphenolderivaB6 (52 mg, 0.21mmol)).

Das Rohpmdukt wurde saulenchromatographiscn Kieselgegereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:1) Es ergab sich das gewiinschte Monokupplurggykt 87 (53mg, 0.11mmol, 63% als
farbloser Fegtoff.

R-Wert =0.27 (PE/EtOAc, viv 1:1, Molybdatophosphorséure).

'"H-NMR (400 MHz, CD@l ¢ (ppm)= 7.37 (d, 2H3=9.0 Hz, 1H), 6.77 (d, 2HJ=9.0 Hz, 14
H), 6.016.11 (m, 1H, $), 4.44 (brs, 1H, 36), 3.98 (t, 2HJ=5.2 Hz, 13H), 3.63 (q, 2HJ=5.2
Hz, 16H), 2.182.23 (m, 2H, &), 2.05 (s, 2H,-]1), 196 (d, 2H3J=11.5 Hz, 4a), 1.741.85 (m,
6H, 4bH, 6H), 1.581.68 (m, 2H, H), 1.41(s, 9H, 1¢H).

3GNMR (100 MHz, CD@! + (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 (CBYCG®, 41.1 (C4), 38.9 (C10), 38.3 (C63, 35
(C7), 29.3 (C5), 28.6 (C19).

HRMS (ESIn/z ber. fiir G4HsaBrNO, [M+H] = 48B.1702, gef. 48.1695
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1-(3-tert-Butoxycarbonylaminoj3,5, 7tris-(2-carboxyethyl}4-aminoethoxybrombenzol
adamantan 88

Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: freie Tricarbons2di®1mg, 0.19mmol), NE§
(0.33mL, 0.23, 2.3mmol), ED@CI (0.14mg, 0.712mmol), HOB (96mg, 0.71 mmol),
Bromphenolderivat86 (0.18mg, 0.70mmol)). Die Reaktionvurde bei RT fur @ geruhrt. Es
wurde mit ges. wassriger KHS®sung (je 1@nL) bzw. ges. wassrigesGQ-Losung (je 1enL)
gewaschen. Das Rohprodukt wurde séaulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Laufmittelgradient: CHCL/MeOH, v/iv 1.0 - 10:1). Es ergab sich das gewilnschte
Trikupplungsproduk88 leicht verunreinigials farbloser Feststoff0.13 mg, 0.2 mmol, 63%.

R-Wert =0.19(CHCL/MeOH, v/iv15:1, UV, Cersulfat

'H-NMR (600 MHz, CDg}l + (ppm) = 7.37 (d, 6H3J=8.4 Hz,Haom), 6.77 (d, 6H3J=8.3 Hz,
Haron), 6.07 (brs, 3H,81), 4.43 (brs, 1H, 18),3.98 (s, 6H10-H), 3.63 (s, 6H-H), 2.13 (s, 6H,-5
H), 1.50 (s, 12H/8, 2H), 1.40 (s, 9H,8tH), 0.971.15 (m, 6H, 4).

BGNMR (150 MHz, CD§! ¢+ (ppm) = 173.7 (C7), 157.6 (D1 132.5 (C2), 116.4 (C3), 113.7
(CH), 79.2 (CT), 67.1 (@0), 525 (C1), 45.5 (C2), 45.2 (C4), 39.1 (C9), 38.33E8)(C3), 30.6
(C5), 29.8 (C6), 28.6 @1

HRMS (ESlin/z ber. fiir GgHs1BrN,Os [M+H] = 1061.2097, gef. 108.2112
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Flex1-Tribrom 91
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: Tricarbons2@i(6.10 g, 0.26 mmol), NEg (0.45mL,
0.32g, 3.2mmol), EDGHCI(0.18g, 0.95mmol), HOR (0.13 g, 0.95mmol), Bromphenolderivat
86 (0.24 g, 0.95mmol)). Bevor das Bromphenolderiv86 zur Reaktionslésung gegeben wurde,
wurde dieses 30 min bei RT gerthrt und die Reaktionsldsung nach Zugabe des ArbeiRd
gerihrt. Statt mit KHCQvurde mit ges. wassriger N4CQ-LOsung gewaschen.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselggreinigt (Laufmittel:
CHCL/MeOH, v/v 13:0.5)Das Kupplungsprodul&l (90mg, 92umol, 36%) wurde als farbloser
Feststoff erhalten.

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

'H-NMR (400 MHz, CD@l + (ppm)=7.27-7.38 (m, 11H, kbn), 673-6.77 (M, 6H, Kom), 6.37
(brs, 3H, &), 5.44 (brs, 1H, 18), 4.99 (brs, 2H, 14), 3.93 (t6H,%J=5.2Hz, 7H), 3.57 (g6H,
3)=5.4Hz, 6H), 2.18 (t6H,%J=7.2Hz, 3H), 1.94 (t6H,3J=7.2Hz, 2H).

3GNMR(100 MHz, CDgl4 (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 (C6), 31.3 (C2), 30.8 (C3).
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Flex2-Tribrom 92

Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: freiearbonsaured0 (72mg, 0.15mmol), NEg
(0.26mL, 0.19g, 1.9mmol), EDGHCI (0.11g, 0.56mmol), HOB (75mg, 0.56mmol),
BromphenolderivaB6 (0.14g, 0.56mmol)). Es wurde it 1 M wassriger HCI (je 18L)und ges.
wassriger NaHGQLOsunggewaschen.

Das Rohproduktvurde als braunes Ol erhaltennd saulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (Laufmittel: C}L/MeOH, v/v 13:0.5). Es wurdead Kupplungsproduk®2 leicht
verurreinigt als farbloses Ol (5#g, 54umol, 35% erhalten

R-Wert =0.13 (CHCL/MeOH, v/v 13:0.5, Cersulfat).

'"HNMR (400 MHz, CD@! 1 (ppm)= 7.277.38 (m, 11HHawon), 6.75 (d, 6H>J=8.9Hz, 12-H),
6.146.32 (m, 3H, H), 4.99 (s, 2H, 16),4.39 prs, 1H, 14),3.96 (t, 6H3I=5.1Hz 9-H), 3.61
(9, 6H,%3=5.1Hz, 8H), 2.14 (t, 6H3J=6.6Hz, 5H), 1.481.57 (m,12H, 2H, 4H), 1.141.18 (m,
6H, 3H).

3GNMR (100 MHz, CD@t ¢+ (ppm)= 173.3 (C6), 157.(C10),154.3 (C15), 136.9 (C17), 132
(C11), 128.6 (C19), 12§@20) 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).



9. Experimenteller Te| 115

9.5.5.  Azidolinkerkupplungsprodukte

L-AzidohomoalaninBn-adamantan105
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (EdukiAdamantancarbonséure (0.211 1.2 mmol), NEg
(0.75mL, 0.54g, 5.3mmol), ED&HCI(0.32g, 1.7mmol), HOBt (0.2§, 1.7mmol), Amin25b (als
HCiSalz: 0.43, 1.5mmol) als Rohprodukt aus AAV 4). Hgde statt mit KHCOmit NaHC@
gewaschen.

Das Rohprodukt wurde in Form eines gelben Ols erhalten und sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc, v/iv 2:1). Das Mon@@si0.28g, 0.71mmol, 60%)
wurde in Form eines gelblicherdsistoffes erhalten.

R-Wert =0.44 (PEEtOA¢ v/v 2:1, Cersulfat).

'"H-NMR (400 MHz, CD@!  (ppm) = 7.367.44 (M, 5H,Harom), 6.35 (d, 1HJ=7.2Hz 6-H), 523
(d, 1H,%J=12.1Hz,11aH),5.16 (d, 1H, 2J=12.1Hz,11b-H),4.66-4.73 (m, 1H,7-H), 3.24-3.40 (m,
2H,9-H), 210-2.2 (m, 1H, 8a-H), 2.@-2.08(m, 3H, 1-H), 1.9-2.02 (m, 1H,8b-H), 1.8-1.90(m,
6H,2-H), 1.5 (d, 3H,%J=12.2Hz 4a-H), 169 (d, 3H,%J=12.2Hz 4b-H).

3GNMR (100 MHz, CDgl ¢ (ppm) = 1B.0 (C5), 1719 (CD), 135.2 (C2), 128.8 (Gon), 128.7
(Carom), 1285 (Cuom), 676 (C1L), 502 (C7), 47.9 (C9), 40.8 (@), 392 (C2),36.6 (C4), 31.4 (C8),
28.2 (C1).

HRMS (ESlin/z ber. fiir GoHgN4Os [M+Na] = 419.2054, gef. 419.2047.
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1-Boc3-(L-AzidohomoalaninBn)}adamantan 97
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Die Reaktion erfolgte nach AAV 5 (Edukte: Aminoadamaataonsaured6 (0.11g, 0.2 mmol),

NEg (0.18mL, 0.13y, 1.3mmol), EDE&CI(73mg, 0.38mmol), HOBt (58ng, 0.38mmol), Amin
25a(als TFASalz: 0.16, 0.59mmol) als Rohprodukt aus AAV 4). Statt mit ges. wassriger KHCO
wurde mit ges. wassriger NaHE@ewaschen. Das Rohprodukt wurde in Form eines roten Ols
erhalten und saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmitt€l/Hentan, v/iv 3:1).

Es ergab sich das gewinschte Aminomono&zd(0.12g, 0.23mmol, 72%) in Form eines
farblosen Feststo#fs.

R-Wert =0.32 (EtO/Pentan, v/v 3:1, Cersulfat).

'"H-NMR (400 MHz, CDgl{ (ppm) = 7.317.40 (M, 5HHxom), 6.35 (d, 1HJ=7.4Hz 9-H), 520
(d, 1H,%J=12.1Hz,14a-H),5.15 (d, 1H, 29=12.1Hz,14b-H),4.654.71 (m, 1H, 1®$), 4.43 (s, 1H,
19-H), 3.253.38 (m, 2H, 1:H), 2.182.24 (m, 2H, 84), 2.092.18 (m, 1H, 14-H), 2.03 (ls, 2H,
2-H), 1.952.01 (m, 1H, 18-H), 1.831.95 (m, 4H, &), 1.741.83 (M, 4H, 4H), 1.561.69 (m, 2H,
7-H), 1.42 (s, 9H, 28).

3GNMR (100 MHz, CDgl ¢ (ppm) = 176.7G8, 171.8 (C13), 135.2 (C15), 128.8.% 128.7
(Carom), 128.6 (Gom), 79.1 (C21), 67.7 (C14), 50.9)G0.3 (C10), 48.0 (C12), 43.0 (C2), 42.8 (C3),
41.0 (C6), 328 (C4), 38.26 (@), 35.4 (C7), 31.4 (C11), 29.3 (C5), 28.6 (C22).

HRMS (ESIn/z ber. fiir G;HssNsOs [M+Na] =534.2687, gef. 534.2704.

Elementaranalysegef. (ber.) [%]:C 63.32 (63.39)H 7.36 (7.29)N 13.45 (13.69); O 15.55
(15.64)
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1-(L-AzidohomoalaninBn)-carboxyethyladamantari09
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Die Reaktion wurde nach AAS/durchgefuhrt (Eduktel-(2-Carboxylethyl)adamanta0.50 g,
2.4mmol), HATU 1(.2g, 3.1mmol), DIPEAO(42mL, 0.31g, 2.4mmol), Azidoamin25b als
Rohprodukt aus AA¥ (als HGBalz: 0.8%, 3.1 mmol),DIPEA0.42mL,0.31g, 2.4mmol)).

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographischKieselgegereinigt (Latmittel: PE/EtOAC
viv 3:1) und das gewiinschte Adamantanmonoaid9 als farbloses Ol erhalten9@mg,
0.21mmol, 9%.

R-Wert =0.39 (PE/EtOACc, viv 3:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CDgI + (ppm) = 7.287.44 (m, 5H, Kom), 6.25 (d, 1HJ=7.4Hz,8-H), 5.20
(d, 1H21=121Hz,1H, 13aH), 5.17 (d, 1HJ=124 Hz,13bH), 4.674.77 (m, 1H, ), 3.253.40
(m, 2H, 11H), 2.082.24 (m, 3H, &1, 10aH), 1.962.02 (m, 4H, H, DbH), 1.D (d, 3H,
2J=12.0 Hz,4aH), 1.60 (d, 3HJ=112 HzAb-H), 1.4-1.49(m, 6H, 2H), 1.3-1.44 (m, 2H, 5).

BGNMR (100 MHz, CD@! ¢ (ppm) = 174.0 (C7), 171.8 (C12), 135.1 (C14), 128.8)(Q28.7
(Guom)s 128.5 (Gom), 67.6 (C13), 50.3 (C9),.87C11), 42.2 (C2), 39.7 (C5), 37.1 (C4), 32.1 (C3),
31.6 (C10), 30.3 (C6), 28.7 (C1)

HRMS (ESn/z ber. fir G4Hs:NOs [M+Na] = 447.2367, gef. 447.2374.
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1-Boc3-(L-AzidohomoalaninBn)-carboxyethyladamantan 100
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Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt (Edukte: geschitzte Aminoadamantancarbonsaure
50 (0.20g, 0.62mmol), HATU(0.31g, 0.80mmol), DIPEA(0.14mL, 0.10y, 0.80mmol),
Azidoamin25b (als HGBalz: 0.28, 0.80mmol) als Rohprodukt aus AAV, BIPEA(0.14 mL,

0.10g, 0.80mmol)).

Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 2:1) und das gewiinschte Aminoadamantanmonodfi@ als farbloses Ol erhalten (0.24
0.44mmol), das entspricht einer Ausbeute vorgs1

R-Wert =0.57 (PEEtOA¢ v/v 1:1, Cersulfat).

'H-NMR (400 MHz, CD@I 4 (ppm) =7.31-7.43 (M, 5H, kom), 6.16 (d, 1HJ=7.5Hz 11-H), 5.20
(d, 1H,2=12.2Hz,16aH), 5.17 (d, 1HJ=12.2Hz, 16b-H), 4.664.76 (m, 1H12-H), 4.41 (brs,
1H,21-H), 3.263.40 (m, 2H14-H), 2.182.24 (m, 2H, H), 2.142.18 (m, 1H, 13&l), 2.092.14
(m, 2H, 5H), 1.922.02 (m, 1H13b-H), 1.771.90 (m, 4H, &), 166 (brs, 2H, 2-H), 1.51-1.64 (m,
4H, 4H), 1.451.51 (m, 2H, 84), 1.42 (s, 9r24-H), 1.351.41 (m, 2H, H).

3GNMR (100 MHz, CD@l + (ppm) =173.7 (C10), 171.8 (C15),518 (C17), 128.82 {Gn),
128.78 (Gom), 128.6 (Gom), 78.8 (C23), 67.7 (C16),.31Cl), 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 (ESlin/z ber. fiir GoHs1NsOs [M+Na] = 562.3000, gef. 562.3008.
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1-Amino-3-(L-AzidohomoalaninGRGES)arboxyethyladamantari28
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefuhrt (Edukte: Aminodamantanmonb@@i@ 7 mg,

87 umol), LiOH (7.ig, 0.2 mmol),9 5/ T | m§, 012 mrool), N-Hydroxysuccinimid (1¢hg,
0.12mmol)). Der NHSEster 121 wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne
Reinigung nach AAV 7 weiter umgese{Bdukte: HN-G-R(PbAG-E{Bu)S¢Bu)}RinkAmid
(0.13g, 0.11mmol)). Die Reaktionslosung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet und
ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Rickstandde in4.4 mL TFA aufgenommen und
mit 0.10mL TIPS, 25mL HO und 36 mg Phenol versetzt und fir 48 bei RTgeruhrt.
Anschli®end wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch gereinigRR8, 26 MeCNin H,O, mit 0.1% FAS min halten, in 20 min zu
80% MeCNpH mL/min, 210nm). Das entschitzte AdamantanpeptitlP8 wurde als farbloser
Feststofferhalten (13mg, 16umol, 18%iiber 4 Stufen).

HRMS (ESljn/z ber. fiir CssHsgN14O10 [M+2H]>* = 418.2303, gef. 418.2305.

HPLCNucleodurRR8, 10x250 mm ID, 5 um Partik@%MeCN in KO mit 0.1% FA, &in halten,
in 20min zu80%MeCN,5 mL/min, 210hm, tg= 12.3min.
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1-Amino-3-(L-AzidohomoalaninGRGD Sgarboxyethyladamantan 129
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefihrt (Edukte: Aminodamantanmonb@2i@7 mg,

69 umol), LiOH (6.6ng, 0.27mmol), 9 5/ i 20§, 0.60mmol), N-Hydroxysuccinimid (1&g,
0.10mmol)). Der NHSEster 121 wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne
Reinigung nach AAV 7 weiter umgesetBdukte: HN-G-R(PbAG-D({Bu)}S(Bu)}RinkAmid
(0.13mg, 0.1 mmol)). Die Rektionsldsung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet
und ohne Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Rickstamdle in4.4 mL TFA aufgenommen
und mit 010mL TIPS, B5mL HO und36 mg Phenol versetzt und fur 48bei RTgerihrt.
AnschlieRend wule das Losungsmittel destillativ  entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch gereinigRR18, 26 MeCNin H,O mit 0.1% FA5S min halten, in 20 min zu
80% MeCNpH mL/min, 210nm). Das entschitzte AdamantanpeptitR9 wurde als farbloser
Feststoff erhalter{16 mg, 17umol, 25% lber 4 Stufen).

Adamantanmonopeptidl29:

'H-NMR (600 MHz, HO/D,O/DCI):4 (ppm) = 8.51 (t, 1HJ=6.0 Hz, 164/29-H), 8.45 (t0.5H,
3)=6.0 Hz, 164/29-H), 8.39{ 0.5H,3J=6.0 Hz, 164/29-H), 8.35 (t, 1HJ=6.0Hz, 11H), 812-
8.22 (m, 3H, 1#, 32H, 37H), 7.16 (t, 1HJ=5.8 Hz, 24), 4.294.35 (m, 1H, 1:H), 4.224.29
(m, 1H, 38H), 3.813.90 (m, 5H, 1'H, 30H, 39aH), 3.78 (dd, 1H,)=12.6Hz,31=4.2 Hz, 39H),
3.37-3.44 (m, 1H, 14#), 3.293.37 (m, 1H, 14i), 3.11 (qu, 2HJ=6.6 Hz, 2&), 2.64 (dd, 1H,
2J=16.2 Hz2)=5.9Hz, 34aH), 2.59 (dd, 1HJ=16.2 Hz3J=7.2 Hz, 348), 2.152.27 (m, 2H,
9-H), 2.162.15 (m, 2H, 51), 1.952.04 (m, 1H, 13&l), 1.841.91 (m, 1H13bH), 1.771.84 (m,
1H, 206H), 1.74 (d, 2HJ=11.4 Hz, 6&d), 1.641.71 (m,4H, 6bH, 2:H/22-H), 1.561.63 (m, 4H,
7-H, 2EH/22-H), 1.48 (s, 2H-Bl), 1.352.44 (m, 4H, 44, 8H), 1.32 (d, 2HJ=12.2, 4bH).
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HRMS (ESlin/z ber. fiir G4HseN14010 [M+2H]*" =411.2225 gef.411.2243.

HPLCNucleodurRR18, 10x250 mm ID, 5 um Partike?% MeCN in KO mit 0.1% FA, @in
halten, in 20 min z80%MeCN,5 mL/min, 210 nmtg= 13.4 min.

1-Boc3,5-bis-(L-AzidohomoalaninBn)carboxyethyladamantariOl

Die Reaktion erfolgte nach AAV 6 (Edukte: geschitzte Aminoadamantandicarborisiure
(0.33g, 0.94mmol), HATU (0.94, 2.5mmol), DIPEA (0.481L, 0.329, 2.5mmol), Azidoamir25b
(als HGBalz: 0.79, 2.9mmol) als Rohprodukt ausAV 4DIPEA (1.81L, 0.96g, 7.5mmol)).Die
Reaktion wurde vor® °C auf RT erwarmt und®bei RT gerthrt. AnschlieRend wurde sie bei
45°C fur 12h geruhrt.

Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: PE/EtOAc,
v/v 1:4). Das Kupplungsproduk01(0.27g, 0.33mmol, 35%) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDgl + (ppm) = 7.367.40 (m, 10H, kbm), 6.33 (d, 1HJ=7.3Hz, 11H),
5.14-5.23 (M, 4H, 161), 4.674.75 (m, 2H, 1), 4.47 (brs, 1H, 2H), 3.27-3.40 (m, 4H, 14),
2.07-2.25 (m, 7H, &1, 9-H, 13aH), 1.912.01 (m, 2H, 13#1), 1.75 (brs, 2H,-A), 1.531.67 (m,
4H, 2H), 1.46-1.53 (M, 4H, 81), 123-1.46 (m 13H,5-H, 24-H), 1.061.16 (m, 2H, 4H).

¥GNMR (100 MHz, CD@I + (ppm) = 173.7 (C10), 171.9 (C15), 13&17), 128.8 (fon), 128.7
(CGuom), 128.5 (Gom), 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 (ESIjn/z ber. fir GsHs;NoOs [M+H] = 828.4403, gef. 828.4418.
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1-Amino-3,5-bis-(L-AzidohomoalaninGRGD Sadamantan130
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Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiuihrt (Edukte: Aminodamantandi@2id60mg,

73 umol), LiOH §.2mg, 0.22nmmolb ~ 9 533ind, 0.28mmél), N-Hydroxysuccinimid 3éhg,
0.28mmol)). Der NHSEster122wurde als gelbes Ol erhalten und als Rohprodukt ohne Reinigung
nach AAV 7 weiter umgesetz(Edukte: HN-G-R(PbAGD(¢Bu)}S(Bu)RinkAmid (017 g,
0.20mmol). Die Re&ktionslésung wurde zur Trockene eingeengt, gefriergetrocknet und ohne
Reinigung direkt weiter umgesetzt. Der Rickstand wurde imB.8'FA aufgenommen und mit
0.20mL TIPS, 0amL HO und 81Img Phenol versetzt und fir 48bei RT gerihrt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das Rohprodukt chromatographisch gereinigt
Das entschutzte Adamantanpepti0wurde als farbloser Feststoff (8:8g, 2.7umol, 4% Uber

4 Stufen) erhalten. Eine unbekannte Verunreinigung konnte nicht abgetveenaten.

HRMS (ESlin/z ber. fiir GgHosN7On0[M+3HF" = 497.5847, gef. 497.5843.

HPLC Nucleodur RB, 10x250nm ID, 5um Partikel,2% MeCN in HO mit 0.1% FA, &in
halten, in 20min auf 80% MeCN mL/min, 230nm, tg=11.8 min.



9. Experimenteller Te| 123

7-(N-Boc3-Aminopropy)-1,3,5tris-(L-AzidohomoalaninBn)-carboxyadamantari.02

Die Reaktion wurde nach AAVdbrchgefuhrt (EdukteAdamantantricarbonséaur&8 (87 mg,
0.20mmol), Azidoamin25b (als HGBalz: 0.2, 0.90mmol) als Rohprodukius AAV 4, ERECI
(0.17g, 0.90mmol), HOBt (0.1M4g,0.90mmol), NEg (0.36mL, 0.27g, 2.7mmol)).

Das Rohprodukt wurdsaulenchromatographisch an Kieselgereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
viv 1:2) und das gewinscht@riazid 102 als farbloss Ol erhaten (28 mg, 26 umol, 13%
Ausbeute).

R-Wert =0.43 (PE/EtOAC, v/v 1:2, Cersulfat).

'"HNMR (400 MHz, CD@! 1 (ppm) =7.29-7.48 (m, 15H, k), 6.43 (d, 3H3J=7.1Hz,13-H),
5.21 (d, 3H2J=12.1Hz, 18aH),5.15 (d, 3H2=12.1 Hz, 18bH), 4.654.75 (m, 3H, 14H), 4.53
(brs, 1H, &), 3.32 (t, 6H3J=6.6 Hz,16-H), 2.993.15 (m, 2H, ), 2.092.19 (m,3H, 15aH),
1.892.02 (m, 9H, 4, 15bH), 1.54 (s, 6H,-B1), 1.361.51 (m, 11H, 64, 11H), 1.181.26 (m, 2H,
5-H).

BGNMR (100 MHz, CDg 4 (ppm) =175.7 (C12), 171.5 (C17), 155.1 (C9), 135.1)(C28.81
(Caron), 128.77 (Gurom), 128.59(Cror), 793 (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 (ESln/z ber. fiir GHerN13011 [M+H]" = 10745156, gef.10745171
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1,3,5tris-(L-AzidohomoalaninBn)-carboxyethyladamantanl 51
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Die Syntheseerfolgte nach AAWG (Edukte: geschitzte Adamantancarbonsaute (0.20g,
0.57 mmol), HATUQ.78 g, 2.0mmol), DIPEA (0.361L, 0.27y, 2.0mmol), Azidoamir25b (als HCI
Salz: 0.59,2.0mmol)als Rohprodukt aus AAVY BIPEA (86 mL,0.27g,2.0 mmol)).

Das Rohprodukt wurdsdulenchromatographisch an Kieselgereinigt (Laufmittel PE/EtOAC
v/v 1:1) und das gewiinschte AdamantantriaZifil als farbloses Ol erhalte®.02 g, 0.2 mmol,
21%.

R-Wert =0.31(PE/EtOACc, v/v 1:1, Cersulfat).

'"H-NMR (400 MHz, CD@I 4 (ppm) = 7.287.42 (m, 15H, kb)), 6.46 (d, 3HJ=7.7 Hz, 8H), 5.20
(d, 3H2J=124 Hz, Ba-H), 5.16 (d, 3HJ=121 Hz, Bb-H), 4.684.78 (m, 3H, H), 3.243.42 (m,
6H, 11-H), 2.152.23 (m,6H, 6-H), 2.10-2.15 (m, 3H, 10&i), 2.032.10 (m, 1H1-H), 1.882.03 (m,
3H, Db-H), 1.381.52 (m, 6H, 8), 1.30 (brs, |, 2H), 1.12 (d, 3H.J=117 Hz, 4aH), 1.05 (d,
3H,%J=11.9Hz, 4bH).

3GNMR (100 MHz, CDgJl ¢ (ppm) = 173.8 (C7), 172.0 @1135.2 (C4), 128.8 (Gon), 128.7
(Caror), 128.5 Carom), 67.7 (C3), 50.3 (C9), 47.9 (T 46.2 (C4), 41.2 (C2), 38.9 (C5), 33.5 (C3),
31.5 (CD), 30.3 (C6), 29.2 (C1).

HRMS (ESn/z ber. fir GoHsaN1,0s [M+Na] = 1023.4811, gef. 1023.4842.
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1-Boc3,5, 7-tris-(L-AzidohomoalaninBn)carboxyethyhdamantan 26

Variante 1:

Die Reaktion erfolgte nach AAEdukte: geschiitzte Aminoadamantancarbons&24€0.12g,
0.25mmol), EDGHCI (0.17g, 0.92mmol), HOBt (0.14g, 0.92mmol), NEg (042mL, 0.30g,
3.0 mmol), Azidoamir25a(als TFASalz: 0.22),0.94 mmol) als Rohprodukt aus AAY.4

Das Rohprodukt wurdsaulenchromatographisch an Kieselgereinigt Laufmittel: PE/EtOAC
viv 1:3) und das gewiinschte AminoadamantantriaZil als farbloses Ol erhalten64 mg,
57 umol, 23%. Als Nebenprodukt entstan@iFAL-AzidohomoalanisBn 98 (farbloses Ol, 7#g,
0.22mmol, 24% bezogen auf die eingesetzte Menge Azido2sti

Variante 2:

Die Reaktion erfolgte nach AAEdukte: geschitzte Aminoadamantancarbonsd2d€90 mg,
0.19mmol), HATU@.47g, 1.2 mmol),DIPEA0.22mL,0.164g, 12 mmol), Azidoamir25a(als HGI
Salz: 0.3%, 1.2 mmol) als Rohprodukt aus AAVIZIPEA0.22mL,0.16g, 12 mmol)).

Das Rohprodukt wurdsdulenchromatographisch an Kieselgereinigt Laufmittel: PE/EOAG
viv 1:3) und das gewiinschte AminoadamantantriaZlf als farbloses Ol erhalten0.(l1g,
98 umol, 52%.

R-Wert =0.42(PE/EtOACc, v/v B; Cersulfat).

"HNMR (400 MHz, MeOR,): { (ppm) = 7.277.42 (m, 15H, k), 5.18 (d, 3H2J=12.2Hz,
13a-H), 5.13 (d, 3HJ=12.2 Hz, 13bH),4.50-4.57 (m, 3H, 9-H), ,3.32:3.46 (m, 6H, 11H), 2.15
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2.30 (m, 6H, &1), 2.022.15 (m, 3H, 10&), 1.851.97 (m, 3H, 101), 1.53 (s, 6H,-R),1.44-1.51
(m, 6H, 5H), 1.42 (s, 9H, 2),1.13 (d, 3H2J=122 Hz, 4aH),1.04 (d, 3H2J=12.2Hz, 4bH).

GNMR (100 MHz, MeORl,): ¢ (ppm) = 177.0 (C7), 172.9 (C12), 137.1 (C14), 129£)(C
129.4 (Gom), 129.3 (Gon), 79.3 (C20), 68.1 (C13),83C1), 51.5 (C9), 49.0 (C11), 46.4 (C4), 46.0
(C2), 39.8 (C5), 36.1 (C3),8(C10), 30.8 (C6), 28.9 (C21).

HRMS (ESlin/z ber. fiir GsHsN1sO11 [M+Na] = 1138.5488, gef. 1138.5445.

Nebenprodukt: TFA-AzidohomoalaninBn98
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R-Wert =0.48 (PE/EtOACc, viv 2:1, Cersulfat).

'HNMR (400 MHz,CDGJ)): + (ppm)= 733-7.43 (M, 5H, Hyom), 7.11-7.24 (m, 1H, 1), 5.25 (d,
1H,%J=12.1 Hz, 34&), 5.22 (d1H,%=12.1 Hz, 3tH), 4.73(t, 1H,%J=6.3 Hz, 1H),3.37 (t, 2H
3)=6.4 Hz9-H), 217-2.24(m, 1H, &-H), 2.04-2.11 (m, 1H, &-H).

3GNMR (100 MHz, CDGJ): ¢+ (ppm) = 170.1 (C2), 157.1 (d, 37Hz, C11), 134.6 (C4), 129.1
(Guom), 128.9 (Gom), 128.7 (Gom), 115.7 (q°kr=287.7Hz, C12), 68.4 (C3), 51.0 (C1), 47.5 (C9),
30.8 (C8).

HRMS (ESIn/z ber. fur GsHisRNsO; [M+Nd " =353.0837 gef 353.0839.
IR (Film)A=83390, 3330, 2956, 2103, 1750, 1723, 1553, 1456, 1180, 728, 698 cm
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9.5.6.  Darstellung deBrom-Modellverbindungen

BocL-TriazolbenzobbromphenyhomoalaninBn 108
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Variante 1:

Die Reaktion wurde nacAAV &lurchgefihrt (Edukte: Azi®9 (0.17 g, 050 mmol), Bromalkir29
(0.22g, 0.5 mmol), Natriumascorbat (16g, 50umol), Kupfersulfat (® mg, D pumol)).

Das Rohprodukt wurdsaulenchromatographisch an Kieselgeteinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
v/iv 1:2) und das gewiinschte Bromtriazolderiv@8 als farbloser Feststoff erhalten (90g,
0.17mmol, 33% Ausbeute).

Variante 2:

Die Reaktion wurde nach AA\d@rchgefihrt (Edukte: Azi@9 (0.18g, 054 mmol), Bromalkir29
(0.15g, 071 mmol), Natriumascorba(11 mg, 5 pmol), Kupfersulfat (9.éhg, % pumol)).

Das Rohprodukt wurdeaulenchromatographisch an Kieselgereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
v/v 1:2) und das gewlnschte Bromtriazolderiii8 als farbloser Feststoff erhalten (0.26g,
0.47 mmol, 8®6 Asbeute).

Mischung zweier Diastereomere
R-Wert =0.35(PE/EtOAc, viv 1;Zersulfat).

'HNMR (400 MHz, CD@I + (ppm) = 7.70 (d, 1HJ=7.6Hz, Haon), 7.46 (d, 1H3J=7.9Hz,
Harom), 7.227.35 (M, 6H, ko), 7.18 (S1H, 9H), 7.067.14 (dt, 1H3J=7.7Hz,*3=1.3Hz, Hiom),
6.28 (s, 1H,-H), 5.365.59 (m 1H,13-H), 5.005.09 (m, 2H18-H), 4.5-4.38(m, 3H,10-H, 12-H),
2.282.44(m, 1H,11a-H), 2.062.25 (m, 1H11b-H), 1.36 (s, 9H,6-H).

3GNMR (100 MHz, CD@l 4 (ppm) = 174 (C17), 155.5 (C14), 149.86 (C8), 149.88,(C41.2
(Guom), 135.0 (C19), 132.62:(6), 132.61 (Qom), 129.2 (Gom), 128.6 (Gom), 128.5 (Gom), 128.4
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(Garom)s 128.30 (Gom), 128.29 (Qon), 127.8 (Gom), 122.3 (C9), 122.2@, 80.4 (C15), 67.49 (C7),
67.46 (C18), 51.3 (C12), 46.7 (C10), 32.9 (C11), 28.2 (C16).

HRMS (ESIn/z ber. fiir GsHyoBMN,Os [M+Na] = 5671214, gef. 567.1203.

1-(L-Triazolbromphenythomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantari10
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Die Reaktion wurde nach AAWurchgefuhrt (Edukte: Azitl09 (55mg, 0.13mmol), Bromalkin
29(36mg, 0.17mmol), Natriumascorbat (2.81g, 13umol), Kupfersulfat (2.ing, 13 umol)).

Das Rohprodukt wurdsaulenchromatographisch an Kieselgereinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
1:2) und das gewlnschte BromtriazolderivalO als farbloser Feststoff erhalten (g,
0.11mmol, &%).

Mischung zveier Diastereomere
R-Wert =0.26 (PE/EtOACc, v/v 1:2, Cersulfat).

'"HNMR (400 MHz, CD@t + (ppm) = 7.63 (d, 1HJ=7.7Hz, Haom), 7.45 (d, 1H3J=8.0Hz,
Harom), 7.167.32 (M, 7H, ko), 7.057.13 (M, 1H, ko), 6.376.48 (m, 1H, 8), 6.206.27 (m,
1H, 20H), 5.02 (d, 2HJ=3.8Hz,11-H), 4.494.62 (m, 1H, H), 4.154.33 (m, 2H, 1:H), 2.31
2.45 (m, 1H, 16&l), 2.122.26 (m, 1H, 16b1), 2.032.12 (m, 2H, 4), 1.86 (s, 3H,-H), 1.62 (d,
3H,2J=11.9Hz,4aH), 1.52 (d, 3HJ=11.9Hz,4b-H), 1.331.40 (m, 6H, H), 1.241.33 (m, 2H,
5-H).

3GNMR (100 MHz, CDgl ¢ (ppm) = 1746 (C7), 171.3 (C10), 149.87 (C19), 149.TBI)C
141.18 (Gon), 141.15 (Qon), 135.0 (C12), 132.8 46), 129.5 (Gor), 128.2 (Cuon), 128.78
(Curom), 128.5 (Gom), 128.36 (Gon), 128.33 (Gom), 128.0 (Gom), 122.3 (C18), 67.90 (C20), 67.89
(Q20), 67.81 (C11), 50.07 (C9), 50.1@YC46.98 (C17), 46.95QC), 42.2 (C2), 39.7 (C5), 37.2
(C4), 33.0 (C16), 32.1 (C3), 30.2 (C6), 28.7 (C1).

HRMS (ESIn/z ber. fiir GaHsoBMN,O4 [M+H|" = 635.2225, gef. 635.2213.
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1-Boc3-(L-triazolbromphenythomoalanin-Bn)-carboxyethyladamantar80

Die Reaktion wurde nach AAw@rchgefuhrt (Edukte: Azitl00 (34 mg, 63umol), Bromalkir29
(17 mg, 82 umol), Natriumascorbat?.6 mg, 13 umol), Kupfersulfat (2.2hg, 14 pmol)).

Das Rohprdukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgeteinigt (Lauftmittel: PE/EtOAc
v/v 1:2) und das gewilnschte Bromtriazolderiv@® als farbloser Feststoff erhalter{31mg,
41 yumol, 65% Ausbeute).

Mischung zweier Diastereomere
R-Wert =0.22 (PE/EtOAc,/v 1:2, Cersulfat).

(500 MHz, CD@L 4 (ppm) =7.70 (t, 1H23=7.0 HZ,Harom), 7.53 (d, 1HJ=7.8 HZ,Harom), 7.27
7.42 (M, 7H, Kom), 7.17 (t, 1H3J=7.5Hz,Haon), 6.296.38 (M, 1H, 1-H), 6.24 (brs, 1H, 1H),
5.095.13(m, 2H,25-H),4.62-4.70 (m, 1H, 1H), 4.264.38 (m, 2H, 14), 3.493.78 (m, 1H, 30
H), 2.422.54 (m, 1H, 13&), 2.232.35 (m, 1H, 13b), 2.142.20(m, 2H, 9H), 2.11 (s, 2H,-B),
1.731.90 (m, 4H, #), 1.631.73 (m,2H, 2-H), 1.481.63 (m,2H, 7H), 1.441.48 (m, 2H, &),
1.331.44 (m, 13H, H, 33H).

BGNMR (125 MHz, CDEH (ppm) =174.0 (C10), 171.2 (C24), 149.84%, 141.3 (Gom), 135.0

(Guom), 132.9 (Gom), 129.5 (Gom), 128.9 (Gom), 128.6 (Gom), 128.3 (Gom), 128.0 (Gom), 122.31

(Guom), 122.29 (Gom), 78.3 £32), 68.0 (C17), 67.9 (C25),36(C12), 6.3 (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 (ESlin/z ber. fiir GgHigBrNsOs [M+Na] = 772.2680, gef. 772.2680.
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1-Promofluor-3-(L-triazolbromphenythomoalaninBn)carboxyethyladamantan 143

Aminoadamantanmonobromtriaza@0 (5.3mg, 7.1 umol) wurde nach AAV 4 umgesetZDas
freie Amin 142 (4.9mg, 7.1umol, quant.) wurde als farbloser Fesstoff erhalten und ohne
Reinigunghach AAV 14veiter umgesetz{Edukte:Amin 142 (4.9 mg, 7.1umol), PromoFluot647

als NH&Ester (0.20nL, =13 mM in DMF 2.0mg, 2.6umol), NEg (15puL, 11mg, 0.11mmol)).

Nach der chromatographischen Reinigui8, 50% MeCNin H,O mit 0.1% FA, @iL/min,
250nm, Ex=657nm, Em=672nm) wurde das Promofluor gekuppelte Bromtriaza¥3
(0.74mg, 0.58umol, 22%Hpls blauer Feststoff erhalten.

HRMS (ESHin/z ber. fiir GssHz6BrN;01 S [M-2HF = 636.7039, gef. 636.708.

HPLCNucleodur R, 10x2® mm ID, 5um Partkel, 50%MeCN in HO mit 0.1% FA3 mL/min,
250nm, Ex=657nm, En=672nm, tg=19.5 min.
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1-Boc3,5-bis-(L-triazolbromphenykthomoalaninBn)-carboxyethyladamantan 111

33

O J<
30 HN)J\O

N
32 7y l\\l 23\24_ (25

Die Reaktion erfolgte nach AAV 8 (Edukte: Dia@id(0.10g, 0.12mmol), BromalkirR9 (67 mg,
0.32mmol), CuSgX6.2mg, 25 umol) und Natriumascorbat (418g,25 pmol)).

DasRohprodukt wurde chromatographisch gerein{@®®R18, 80% MeOH in 8 mit0.1% FA,
5mL/min, 230nm). Das Bromtriazal1l (73mg, 58umol, 48%) wurde als farbloser Feststoff
erhalten.

Mischung vierer Diastereomere

"HNMR (400 MHz, MeOBl): 1 (ppm) = 7.767.75 (M, 2H, ko), 7.64 (d, 2HI=8.2HzZ, Hiom),
7.51-7.56 (m, 2H, kb, 7.3#7.44 (m, 2H, Bon), 7287.37 (m, 10H, Hoy), 7.20 (dt, 2H,
3)=7.7Hz,"3=1.6 Hz, H.om), 6.24 (s, 2H, 2Bl), 507-5.15(m, 4H, 16H), 4.2 (t, 4H,%J=7.0Hz,
14-H), 4.344.39 (m, 2H, 1:H), 239-2.51 (m, 2H, 13&), 2.222.29 (m, 2H, 13iH), 2.162.22 (m,
4H,9-H), 2.112.16 (m, 1H, &), 178 (brs, 2H, -H), 1.521.63 (m, 4H, H), 1.491.35, (m,15H,
5aH, 8H,33-H), 131 (d, 2H,%J=12.1Hz,5b-H), 1.13 (s, 2Hi-H).

HRMS (ESIn/z ber. fur GiH;:BrNgOio[M+H] = 1250.3753, gef. 1250.3744.

HPLC Nucleodur RR8, 10x250nm ID, Sum Partkel, 80% MeOHin HO mit 0.1% FA,
5 mL/min, 230nm, tg=15.4 min.
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1-Amino-3,5-bis-(L-triazolbromphenythomoalaninBn)-carboxyethyladamantan 152

Qﬁf
Br
Die Synthese erfolgte naohAV4 (Edukt: Adamantadibromtriazol 111, 10mg, 8.0> Y2f 0 @ 5A S

Entschitzung verlief quantitativ und lieferte das AminodibromtriglZs als farblosen Feststoff
(9.5mg,80>Y2f 0 @

Mischungvierer Diastereomere

'"HNMR (400 MHz, MeO®,): 1 (ppm) = 7.72 (d, 2H)=7.7Hz, Hiom), 7.70 (d, 2H3J=6.1Hz,

Harom), 7.54 (dd, 2H3J=7.9Hz,*J=3.7Hz, Hiom), 7.40 (t, 2H3J=7.6Hz, Hion), 7.297.37 (m,

10H, Hrom), 7.20 (t, 2H3J=7.6 Hz, Hiom), 6.24 (s, 2H, 2Bl), 5.065.17 (m, 4H, 16), 4.404.47

(m, 4H, 14H), 4.284.36 (m, 2H, 1:H), 2.8-2.51 (m, 2H, 13&l), 2.162.31 (m, 7H, &, 9H,

13b-H), 1.70-1.80 (m, 2H, 7H), 1.461.60 (m, 8H, H, 8H), 1.361.46 (m, 4H, §1), 1.27 (d, 1H,
2J=12.9Hz, 4aH), 1.18 (d, 1H,)=12.4Hz, 4bH).

BGNMR (100 MHz, MeO#,): 1 (ppm) = 176.6 (C10), 172.5 (C15), 148, 137.1(Cuom),
133.8 (Giom), 130.5 (Gom), 1296 (Gurom)s 1294 (Guom)s 1293 (Guom), 129.0 (Gom), 1244 (Guom),
123.3 (Gom), 68.6 (C23), 68.2 (C16), 54.3 (C1), 51.4 (C12}) @Bl9, 45.5(C2),42.9 (@/C7),
42.4 (CAC7),40.4 (C5)39.2 (C8), 36.0 8}, 326 (C13), 30.7 (C6), 30.5 (C9).

HRMS (ESlin/z ber. fiir GeHssBLNoOs [M+HT = 1150.3224, gef. 1150.3223
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Darstellung der Benzoboroxolderivate

BocL-TriazolbenzoboroxahomoalaninBn 104

Variante 1:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 10 (Edukte: Boroxolalki{31 mg, 0.D mmol), Azid99 (73 mg,
0.2 mmol), CsF (9ng, 0.® mmol), CuBr (B.mg, 21umol), TBTA (1ing, 2L umol)).

Das Rohprodukt wurde saulenchromgographisch an Kieselgel (Laufmittelgradient:
CHCL/MeOH, v/v 96:4 80:20)gereinigt.

Das gewulnschteBenzoboroxoltriazolderivatl04 (20mg, 43 umol, 21%) wurde alsgelber
Feststofferhalten.

Als die Reaktion ein zweites Mal durchgefuhrt wurde, konnter mlas deboronierte
Triazolderivatl03 (71 mg, 0.15mmol, 76%)als farbloser Feststoff isoliert werden

Variante 2:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 11 (Edukte: Boroxol@&i{32mg, 0.D mmol), Azid27 (70mg,
0.21mmol), CuBr (®mg, 20umol), TBTA (I1mg, 21umol)). Im NMR zeigte sich kein
deboroniertes Nebenprodukt, weswegen das Benzoboroxoltriazolderi@t nicht weiter
gereinigt wurde (Rohausbeute: 0.18y, 0.25mmol).

Variante 3:

Die Reaktion erfolgte nach AAV 12 (Edukad 27 (57 mg, 017 mmol), Boroxolalkin27 (35mg,
0.22mmol), CuBr (2.4 mg, J¥nol), TBTA (9.0 mg, Limol)).

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinRR18, 65% MeOH inJ@ mit 0.1% FA,
5mL/min, 230nm) und das gewulinschte ddzoboroxdiriazolderivat 104 (77 mg, 0.16mmol,
92%) als farbloser Feststoff erhalten.

































































































































































































































































































































