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ABSTRACT 

Obwohl es in den letzten Jahrzehnten bemerkenswerte Fortschritte bei der Behandlung von 

Tumorerkrankungen gab, zählen Tumorerkrankungen weiterhin zu den häufigsten Todesursachen weltweit. 

Fortschritte auf dem Gebiet der Krebsimmuntherapie haben in den letzten Jahren zu einem verbesserten 

Verständnis der zellulären Mechanismen einer spezifischen Antitumor-Antwort und zu einem verstärkten 

Interesse an der Entwicklung einer aktiven Immuntherapie mit Hilfe von Antitumorvakzinen geführt. Als 

zentrale Zielstrukturen wurden beispielsweise Partialstrukturen der Oberflächenglycoproteine aus der 

Mucinfamilie genutzt. Deren tumorassoziierte Formen sind charakteristisch gekennzeichnet durch 

Überexpression und das Auftreten von spezifisch veränderten Kohlenhydratseitenketten sowie durch frei 

zugängliche Peptidsequenzen. Tumorimpfstoffe (Vakzine), die auf diesen charakteristischen 

Strukturmerkmalen basieren, haben das Ziel, eine starke und permanente Immunantwort selektiv gegen 

Tumorzellen zu induzieren. Dies ist jedoch aufgrund der geringen Immunogenität der Glycoproteinantigene 

und der Toleranz des Immunsystems gegen körpereigene Strukturen von besonderer Schwierigkeit. Ferner 

sind die Vakzine, welche den natürlichen Glycopeptidstrukturen nachempfunden wurden, nicht vor 

proteolytischen und enzymatischem Abbau geschützt. Dies führt zwangsläufig zu einer schlechten 

Bioverfügbarkeit. Eine Möglichkeit die Immunogenität der tumorassoziierten Antigene zu erhöhen, beruht 

auf dem gezielten Einbau kleiner, struktureller Modifikationen mit Hilfe der chemischen Synthese. 

Vor diesem Hintergrund befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Synthetisierung neuer Mimetika-

Strukturen, die gezielt in die tandem repeat Sequenz des Mucins MUC1 eingesetzt werden, zur Herstellung 

neuartiger, artifizeller Epitope des MUC1-(Glyco-)Peptids. Hierbei wurden zum einen Vertreter einer neuen 

Klasse von MUC1-analogen Glycopeptidkonjugaten entwickelt. Die Struktur dieser Peptidmimetika (α-AA- 

und γ-AA-Glyco-Peptid-Bausteine) ist auf das N-Alkylierte-N-aminoethyl-Aminosäuren basierende Peptid 

zurückzuführen. Ferner wurden weitere gezielte chemische Modifikationen in das Peptidrückgrat der MUC1-

Glycopeptidantigene eingeführt, wobei hierfür fluorierte Proline zum Einsatz kamen. Das Ziel dieser Epitop-

Synthesen, bei denen wichtige immundominante Peptidsequenzen durch den strategischen Einbau der nicht-

natürlichen Aminosäurebausteine metabolisch stabilisiert werden, bestand darin, dass diese Epitope als 

potentielle Kandidaten neuer Antitumorvakzine eingesetzt werden können. 

In einem weiteren Projekt innerhalb dieser Forschungsarbeit, wurden die räumlichen Strukturen und die 

Stabilität ausgewählter artifizieller Epitope untersucht. Dies konnte durch NMR-Experimente und gezielter 

Abbaustudien erreicht werden. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse ebnen so den Weg für die Entwicklung 

neuer Klassen von vollsynthetischen Vakzinkandidaten.  
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ABSTRACT 

Although there has been remarkable progress in the treatment of tumor diseases in recent decades, tumor 

diseases are still among the most frequent causes of death worldwide. Advances in cancer immunotherapy in 

recent years have led to an improved understanding of the cellular mechanisms of a specific antitumor 

response and to an increased interest in the development of active immunotherapy using antitumor vaccines. 

For example, partial structures of the surface glycoproteins of the mucin family were used as central target 

structures. Their tumor-associated forms are characterized by overexpression and the occurrence of 

specifically altered carbohydrate side chains as well as freely accessible peptide sequences. Tumor vaccines 

based on these characteristic structural features are designed to selectively induce a strong and permanent 

immune response against tumor cells. However, this is particularly difficult due to the low immunogenicity 

of glycoprotein antigens and the tolerance of the immune system to the body's own structures. Furthermore, 

the vaccines, which are modelled on the natural glycopeptide structures, are not protected against proteolytic 

and enzymatic degradation. This inevitably leads to poor bioavailability. One possibility to increase the 

immunogenicity of tumor-associated antigens is the targeted incorporation of small structural modifications 

with the aid of chemical synthesis. 

Against this background, the research project focuses on the synthesis of new mimetic structures, which are 

selectively inserted into the tandem repeat sequence of the mucin MUC1, to prepare novel, artificial epitopes 

of the MUC1-(glyco-)peptide. On the one hand, representatives of a new class of MUC1-analog glycopeptide 

conjugate candidates were developed. The structure of these peptide mimetics (α-AA and γ-AA glycopeptide 

building blocks) is based on the N-alkylated-N-aminoethyl amino acid peptide. Further targeted chemical 

modifications were introduced into the peptide backbone of the MUC1 glycopeptide antigens using 

fluorinated proline. The aim of these epitop syntheses, in which important immunodominant peptide 

sequences are metabolically stabilized by the strategic incorporation of non-natural amino acid building 

blocks, was that these epitopes could be used as potential candidates for new antitumor vaccines.  

In another project within this research project, the three-dimensional structures and stability of selected 

artificial epitopes were investigated. This was achieved by NMR experiments and specific degradation 

studies. The results obtained from these studies pave the way for the development of new classes of fully 

synthetic vaccine candidates.  
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1  EINLEITUNG 

1.1 Methodenentwicklung in der Krebsimmuntherapie  

 Während der letzten Jahrzehnte gab es bemerkenswerte Fortschritte bei zielgerichteten Therapien in 

der Onkologie. Die Therapieansätze beruhten hierbei typischerweise auf der Modulation eines veränderten 

Signalübertragungsweges in der Tumorzelle. Trotz aller Fortschritte bleibt Krebs jedoch weiterhin eine der 

häufigsten Krankheits‐ und Todesursachen weltweit. Krebs stellt eine der komplexesten Erkrankungen dar 

und ist in Deutschland mit ca. 25% nach den Herz-Kreislauferkrankungen, die ca. 42% der Todesfälle 

hervorrufen, die zweithäufigste Todesursache in Deutschland. Erfreulicherweise sinkt die Sterblichkeit dieser 

beiden Krankheitsgruppen. Dieser Trend trägt jedoch zum Anstieg der Lebenserwartung bei. Ein Grund für 

die Krebsneuerkrankungen stellen die zunehmend hohen Lebenserwartungen und die steigende Belastung des 

Menschen durch Umwelteinflüsse, sowie Angewohnheiten wie Rauchen, Bewegungsmangel und ungesunder 

Ernährung dar. Laut Statistiken hat zwischen 2006 und 2016 die absolute Zahl der Krebsneuerkrankungen 

bei Männern um 2%, bei Frauen um 5% zugenommen.
[1]

 Ein Grund des Anstiegs ist auch hier der 

demographische Wandel und der damit verbundene Umbau der Alterszusammensetzung der Bevölkerung, 

hin zu deutlich mehr älteren Menschen. Die demographischen Veränderungen in Industrieländern, wie in 

Deutschland lassen deutlich höhere Krebserkrankungszahlen auch in Zukunft erwarten. So nehmen die 

Bevölkerungszahlen insgesamt ab, wobei die Zahl der älteren Menschen steigt, während der Anteil junger 

Menschen in der Bevölkerung zurückgeht. Durch die sinkenden Bevölkerungszahlen steigt in Abhängigkeit 

dazu die Krebslast der Bevölkerung stark an. Eine ältere Gesellschaft führt sogar nach prognostizierten 

Berechnungen zu mindestens 23% Krebsneuerkrankungen zwischen den Jahren 2015 und 2030.
[1]

 In den 

folgenden Jahren wird somit die Erforschung effizienter und personalisierter Therapieansätze an Bedeutung 

gewinnen, da Erfolge der zielgerichteten Therapien auf Grund von Tumorresistenzen derzeit häufig nur kurz 

anhalten. Dies erfordert somit neue onkologische Behandlungsformen, um langfristige Erfolgsaussichten für 

Patienten zu ermöglichen. 

Ein Wandel in der Krebstherapie ausgehend von relativ unspezifischen Behandlungen wie Chemotherapie, 

Bestrahlung und chirurgischen Eingriffen führte in der Vergangenheit immer mehr zu personalisierten und 

zielgerichteten Behandlungen.
[2]

 Zwar ist die chirurgische Resektion sowie die Strahlentherapie oft 

erfolgreich in der Entfernung von Primärtumoren, jedoch kommt es häufig zur erneuten Tumorbildung 

aufgrund von Resttumorzellen und/oder Metastasen. Daher reicht eine solche Therapie oft allein nicht aus 

und steht somit häufig in Verbindung mit einer sich anschließenden Chemotherapie. Problematisch hierbei ist 

der Umstand, dass sich nicht nur schnell teilende Tumorzellen mittels der Zytostatika, sondern auch gesunde 

Zellen mitzerstört werden.
[3]

 Außerdem gehen mit der klassische Chemotherapie oft Nebenwirkungen wie 

Myelosuppression, Magen-Darm-Syndrome und Haarausfall einher. Eine schonende Alternative dazu ist 

erstrebenswert.  

Hierzu stellt die Krebsimmuntherapie eine alternative Behandlung dar. Hierbei wird versucht das 

körpereigene Immunsystem zur Krebsbekämpfung zu nutzen. Die Krebsimmuntherapie wird heute in zwei 

Formen angewendet; der prophylaktischen und der therapeutischen Form. In der prophylaktischen 
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Anwendung werden Vakzine beispielsweise erfolgreich gegen viral verursachte Tumore verabreicht, um die 

Entstehung von hepatozellulären Karzinomen aufgrund chronischer Hepatitis B-Infektionen
[4]

 oder 

Gebärmutterhalskrebs durch humane Papillomaviren (HPV)
[5]

 zu vermeiden. Die therapeutische Anwendung 

dagegen scheiterte lange Jahre an dem fehlenden Verständnis der Immunantwort.  

Da in den letzten Jahren viele Forschungsergebnisse im Bereich der molekularen Mechanismen des 

Tumorwachstums, der Metastasierung und der immunologischen Erkennung von Neoplasien erzielt wurde, 

ist es nunmehr möglich geworden, auf dieser Basis neue zielgerichtete Behandlungsverfahren („target 

therapies“) zu ermöglichen. So weisen die neuen Wirkstoffe eine hohe Spezifität für Tumore auf, sodass es 

bei derartiger Therapie möglich ist, Krebszellen selektiv zu zerstören während normales/gesundes Gewebe 

nur minimal angegriffen wird. Dabei zeigten sich bereits in Studien, dass es bei dieser Art von Behandlung 

zu einer Verbesserung der Lebensqualität und der Verträglichkeit sowie eine geringere Wahrscheinlichkeit 

der Remmissionsrate aufgrund der gedächnisgebundenen Immunantwort kommt.
[6]

  

Um eine gezielte Bekämpfung von Krebs zu gewährleisten, ist es wichtig die Identifikation von Krebsgenen 

und die tumorabhängigen Signalwege zu erkennen, welche für das Tumorwachstum und das Überleben 

wichtig sind, und die biologischen Abläufe dieser Zellen zu verstehen. Aufgrund der Komplexität von 

Krebserkrankungen ist es zweckdienlich bestimmte Merkmale und Eigenschaften ausfindig zu machen, die 

den meisten Tumorarten gemein sind und sich vor allem von normalen Zellen unterscheiden.  

Neuere immunmodulatorische Behandlungen wie beispielsweise „checkpoint inhibitors“ haben gezeigt, dass 

viele Arten von menschlichem Krebs endogene Immunantworten auslösen. Diese Erkenntnis soll dazu 

genutzt werden, um eine körpereigene Tumorabstoßung bewirken zu können.
[7]

 Leider reagieren die meisten 

Krebspatienten nur unvollständig oder überhaupt nicht auf eine solche Immunmodulation. Dies spiegelt das 

Fehlen einer brauchbaren endogenen Immunantwort wider.
[8, 9]

 Bei derartigen therapieresistenten Krebsarten 

müssen zusätzliche Strategien zur Anwendung kommen, wie beispielsweise die Impfung gegen 

Tumorantigene, um eine erhöhte Immunreaktion erreichen zu können.
[10]

 MUC1 stellt hierbei ein sehr 

attraktives Antigen dar, da es bei den meisten menschlichen Krebsarten eine hohe Expressionsrate 

aufweist.
[11, 12]

 

1.1.1 MUC1 ein besonderes Glycoprotein 

 MUC1 auch bekannt unter PEM (Polymorphic Epithelial Mucin), Episialin, DUPAN-2, DF3, 

HMFG (Human Milk Fat Globule), EMA (Epithelial Membrane Antigen) sowie CD227 stellt ein wichtiges 

membrangebundenes Mucin dar.
[13]

 Isoliert wurde MUC1 bereits aus einer Vielzahl an Gewebeproben 

einschließlich Mamma-Epithelzellen,
[14, 15]

 Eierstockzellen
[16]

 und Pankreaszellen.
[17]

 MUC1 liegt in diesen 

Geweben im Kernprotein stets identisch vor, jedoch ist die Zuckerstruktur der verschiedenen Gewebe stark 

variabel. So schwankt das Molekulargewicht von 250 bis 500 kDa in der Brustdrüse
[18]

 bis zu 1000 kDa in 

der Bauchspeicheldrüse.
[19]

  

MUC1 ist auf der apikalen Membran der Epithelzellen lokalisiert.
[20]

 Das MUC1-Gen codiert für ein 

transmembranassoziertes Protein, welches durch Autoproteolyse in zwei verschiedene Domänen, die N-

terminale sowie die C-terminale Untereinheit, aufgespalten wird.
[21-25]

 Die aminoterminale Domäne (MUC1-

N), welche circa zwei Drittel des Kernproteins ausmacht, enthält eine hochkonservierte Tandem Repeat-
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Sequenz aus 20 Aminosäuren, welche stark O-glycosyliert vorliegt.
[26, 27]

 Diese Tandem Repeat-Sequenz ist 

reich an Prolin, Threonin und Serin, wobei diese drei Aminosäuren einen Anteil von bis zu über 60% der 

Aminosäuren ausmachen. Der hohen Grad an O-Glycosylierungen innerhalb der Tandem Repeat-Sequenz 

variiert leicht, wobei die Oligosacharidketten meist bis zu 50% des Gewichts des Peptids ausmachen. Häufig 

tritt während der Zellteilung Rekombination auf, wodurch die endgültige Anzahl an Tandem Repeat-

Sequenzen der einzelnen Mucine sehr variabel ist.
[28]

 Sie werden als VNTR (Variable Number of Tandem 

Repeats) bezeichnet und können von 25 bis zu 125 Wiederholungen aufweisen. Die carboxylterminale 

Untereinheit (MUC1-C) ist aus drei Domänen zusammengesetzt, der 58 Aminosäure-langen extrazellulären 

Domäne, der Transmembrandomäne aus 28 Aminosäuren und zuletzt der intrazellulären Domäne im 

Zytoplasma aus 72 Aminosäuren.
[26]

 

 

 

Abbildung 1.1:  Molekularer Aufbau des MUC1-Glycoprotein; unglycolysiert (links), in einer gesunden Zelle (mittig) 

  und in einer Tumorzelle (rechts).[29] 

Zusammen mit der MUC1-N-Unterdomäne formt die transmembrangebundene MUC1-C-Unterdomäne einen 

nicht-kovalent gebundenen Komplex, sodass die aminoterminale Domäne mit der Zelloberfläche verankert 

ist (Abbildung 1.1). Mit der vollen O-Glycan-Einheit in der Membran verankert, liegt das MUC1 meist in 

seiner getreckten stabförmigen Konformation vor und weist aufgrund seines Glycanmusters eine Größe bis 

zu 500 nm auf.
[30, 31]

 Dieser Komplex kann jedoch aufgebrochen werden, sodass die MUC1-N-Einheit von 

der Zelloberfläche freigesetzt wird, dabei dient die MUC1-C Domäne wahrscheinlich im Anschluss als 

Rezeptor welcher in verschiedenen Signalwegen beteiligt ist, wie etwa dem Tumorwachstum.
[32]

 

1.1.2 Tumorassoziiertes MUC1 – eine vielversprechende Targetstruktur 

 Viele Epithelzellen bilden zusammen eine Zellschicht aus. Aufgrund ihrer Polarität formen sie eine 

klare Struktur, welche die apikale Seite von der basalen Seite trennt. Epithelzellen sind auf der Oberfläche 

von Organen wie den Atemwegen, des Gastrointestinal Trakts oder des Lumens vorzufinden. Mucine wie das 
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MUC1 liegen in gesunden Zellen sezerniert oder transmembrangebunden auf der apikalen Seite vor. Verliert 

die Epithelzelle jedoch ihre Polarität aufgrund von Stress, liegen diese Mucine nicht nur auf der apikalen 

Seite vor, sondern sind über die ganze Zelle verteilt und treten daher mit Zelloberflächenproteine in Kontakt, 

die unter normalen Bedingungen nur auf der basalen Membran vorliegen.
[33]

 Aus diesem Grund kommt es bei 

Krebszellen vor, das Mucine mit Rezeptortyrosynkinasen (RTK), welche in normalen Zellen nur auf der 

basalen Seite vorkommen, interagieren. Der Verlust der Polarität kann in den Epithelzellen ein 

Reparaturmechanismus auslösen, der die Polarität wiederherstellen kann. Bei Krebszellen ist dieser Vorgang 

jedoch nicht mehr möglich und die Polarität geht irreversibel verloren.
[33]

 Ausgelöst durch die  

Zellveränderung und des Verlusts von Polarität ist MUC1 hoch exprimiert auf der gesamten Oberfläche von 

verschiedenen Krebszellen vorzufinden (Abbildung 1.2).
[20]

 

 

Abbildung 1.2: Verlust der Polarität von Epithelzellen aufgrund von Stress.[24] 

Neben dem Verlust der Polarität in Krebszellen verändert sich auch das Glycosylierungsmuster der MUC1-

N-Tandem-Repeat-Domäne im Vergleich zu normalen Zellen, was aus einer veränderten Expression von 

Glycosyltransferasen resultiert (Abbildung 1.1).
[34]

 Das veränderte Glycosylierungsmuster von MUC1 tritt 

bei unzähligen Tumorarten auf, sodass die MUC1-Überexpression eine der häufigsten zellulären 

Veränderungen innerhalb von menschlichen Krebserkrankungen darstellt.
[24]

 Ferner hat sich gezeigt, dass ein 

verändertes Glycosylierungsmuster von MUC1 eine Rolle innerhalb der Immunabwehr von Tumoren 

spielt.
[35]

 

Wie wichtig ein korrektes Glycosylierungsmuster ist, zeigen verschiedenen Autoimmun- und 

Infektionskrankheiten sowie Krebs. Das veränderte Glycosylierungsmuster wurde sogar als Auslöser dieser 

Krankheiten identifiziert. Glycane welche typischerweise in Krebszellen vorkommen sind in vielen 

grundlegenden Prozessen involviert, wie beispielsweise Entzündungen, Immunüberwachung, Zell-Zell-

Adhäsion,
[36-38]

 Zell-Matrix Interaktionen,
[36]

 Inter- sowie Intrazellulären Signalprozessen
[39-42]

 und Zellulären 

Stoffwechsel.
[43-45]

  

Die Verbindung zwischen der Veränderung der Glycosylierungen und der Tumorbildung wurde bereits vor 

siebzig Jahren durch Ladenson et al. und Hakomori et al. aufgezeigt.
[46, 47]

 Durch die Bereitstellung von 

neuen Technologien unter Zuhilfenahme von monoklonalen Antikörpern konnte diese These bestätigt 

werden. Im Zuge dieser Untersuchungen deckte man erstmalig tumorspezifische Antikörper gegen 

Kohlenhydratepitope auf.
[48, 49]

 Außerdem wurde aufgeklärt, dass Krebszellen spezifische Glycosyl-Epitope 
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aufweisen, so genannte tumorassoziierte Antigene (TAA‘s). Diese TAA‘s können sowohl für die 

Immuntherapie als auch als diagnostische Marker herangezogen werden, da sie tumorspezifisch sind.  

Verschiedene Faktoren während des Glycosylierungsprozess führen zu einem veränderten 

Glycosylierungsmuster auf Krebszellen. Laut Forschungen von Hakomori und Kannagi sind vor allem zwei 

Mechanismen für das Auftreten von TAA‘s verantwortlich.
[43, 50]

 Ein erster Grund stellt die 

unvollständige/blockierte Synthese dar, welche zur Ausbildung von verkürzten Glycanstrukturen führt. Der 

andere Grund sind die auftretenden Neosynthesen.
[51, 52]

 Die unvollständige Synthese tritt vor allem in den 

frühen Stadien des Tumorwachstums auf. Dabei werden einzelne oder mehrere Glycosyltransferasen 

blockiert, sodass es zu einer unvollständigen Synthese von komplexen Glycanstrukturen kommt. In späteren 

Stadien des Tumorwachstums tritt dagegen die Neosynthese vermehrt auf, welche für die Terminierung von 

Kohlenhydraten verantwortlich ist.
[53]

 Die Neosynthese beschreibt dabei die Synthese von tumorassoziierten 

Kohlenhydrat Antigenen (TACA), welche nur auf Krebszellen zu finden sind. Diese wird durch die 

vermehrte Expression von spezifischen Genen beeinflusst. Das einfachste TACA ist das sialylierte TN-

Antigen (STN), welches nahezu auf allen Krebszellen vorkommt; kaum jedoch auf normalen Zellen (Schema 

1.1). Das tumorassoziierte MUC1 ist wegen seiner Überexpression und seinem veränderten 

Glycosylierungsmuster auf fast allen Arten von epithelialen Tumorzellen ein attraktives Zielmolekül für eine 

Krebsimmuntherapie.
[54]

  

Wie bereits erwähnt ist die Tandem Repeat-Domäne innerhalb des Peptidrückgrats des Mucin MUC1 ein 

wichtiges Strukturmerkmal. Diese Domäne weist eine unbestimmte Anzahl an sich wiederholenden Einheiten 

auf. Sie wird wegen ihrer Vielzahl an Prolin, Threonin und Serin auch PTS-Domäne genannt.
[55-57]

 Innerhalb 

dieser zentralen Domäne sind aufgrund der hohen Anzahl von Serin und Threonin wie zu erwarten meist O-

glycosidische Bindung vorzufinden.
[58]

 Demnach variiert die Anzahl der O-Glycosylierungen in 

Abhängigkeit von der Anzahl der Wiederholungseinheiten der PTS-Domäne.
[58]

 O-Glycane werden mittels 

Enzymen wie Glycosyltransferasen und Sulfotransferasen (eine Familie der UDP-GalNAc Enzyme 

(Polypeptid-GalNAc-Transferasen (GalNAc-Ts)) im Golgi-Apparat durch eine Reihe von katalysierten 

Reaktionen aufgebaut, man spricht hier von einer post-posttranslational Modifizierung.
[59-63]

 Dabei wird der 

erste Zuckerbaustein entweder O-glycosidisch an die Aminosäuren Serin oder Threonin, oder N-glycosidisch 

an Asparagin des Peptidrückgrat gebunden.
[61, 63, 64]

 Die Biosynthese der Mucin typischen O-Glycane beginnt 

stets mit dem Kernfragment 2-Acetamido-2-deoxy-D-galactose (GalNAc).
[63-66]

 Dieser Kern wird auch als TN-

Antigen bezeichnet. Die Verlängerung der Monosacchariden zu Disacchariden oder Polysacchariden erfolgt 

im Anschluss enzymatisch. Ausgehend vom Kernstrukturelement TN-Antigen wird dieses in normalen Zellen 

mittels diverser gewebespezifischer Glycosyltransferasen durch verschiedene Saccharide (O-Mannose, O-

Fucose, O-Galactose und/oder β-N-Acetylglucosamin) enzymatisch verlängert oder durch Sialinsäure 

beziehungsweise Fucose terminiert, was zu sogenannten Mucin-Typ-Glycosiden führt (Schema 1.1).
[65, 67, 68]

  

Derzeitig sind acht Core-Strukturen ausgehend vom TN-Antigen bekannt, welche auch in dem folgenden 

Schema 1.1 aufgezeigt sind. Die Core 1 Struktur, auch bekannt unter Thomsen-Friedenreich-Antigen kurz T-

Antigen, wird mit Hilfe der T-Synthase (Core-1-Synthase) katalytisch über eine β-1,3-Verknüpfung von 

Galactose ans TN-Antigen zu einem Disaccharid aufgebaut. Neben der Erweiterung des TN-Antigens zum T-

Antigen kann dieses auch durch eine Verknüpfung mit N-Acetylglucosamin zum Disaccharid Core 3 
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aufgebaut werden. Beide Disaccharide können außerdem durch eine weitere Verknüpfung von N-

Acetylglucosamin zu den Trisacchariden Core 2 und Core 4 erweitert werden. Vermittelt wird diese Reaktion 

durch das Enzym β-1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase.
[69]

 Welche Core Struktur auf den Mucinen vorliegt 

ist abhängig von der relativen Aktivität der Glycosyltransferasen. Endständig werden die Oligosaccharide 

durch Sialylierung, Fucosylierung oder Sulfatisierung glycosyliert.  

 

Schema 1.1:  Biosynthese der Glycanstrukturen in normalen Zellen. 

Das Glycanprofil von tumorassoziiertem MUC1 ist gegenüber dem von MUC1 auf normalen Zellen 

charakteristisch verändert. Das gilt besonders für die extrazelluläre Domäne, die aus einer variablen Zahl von 

Wiederholungseinheiten der Sequenz PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA besteht, die wiederum fünf potenzielle 

O‐Glycosylierungsstellen (T7, S8, T12, S18 und T19) enthält.
[70-73]

 Wegen der Herunterregulierung einer 

Glucosaminyltransferase und der gleichzeitigen Überexpression von Sialyltransferasen finden sich auf 

MUC1 von Tumorzellen oft kurze, vorzeitig sialylierte Saccharidseitenketten.
[24, 74-78]

 Solche 

tumorassoziierten Kohlenhydrate sind das Thomsen‐Friedenreich‐Antigen (T‐Antigen), seine Vorstufe (TN-

Antigen) und deren sialylierte Derivate STN oder 2,6‐ST.
[79, 80]

 Komplexere Glycansstrukturen können nicht 

mehr aufgebaut werden, da die notwendigen Enzyme inaktiviert sind.  

Während T-Antigene auf gesunden Zell-Membranen durch lange Kohlenhydratketten oder durch negativ 

geladene Sialinsäuren abgeschirmt sind, liegen die T-Antigene im tumorassoziierten MUC1 frei (Abbildung 

1.1).
[81-85]

 Durch die verkürzte Glycan-Struktur und den dadurch entstandenen tumorselektiven 

Strukturmotiven (β-turn), werden zudem mit RPAPGS, PPAHGVT und PDTRP als immunodominante 

Domänen minimal Peptidepitope für das Immunsystem zugänglich.
[86-88]

 Das tumorselektive Strukturmotiv 
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wird erreicht durch das veränderte Glycosylierungsmuster, welches wiederrum zur Wechselwirkung der 

Saccharide mit dem Peptid-Rückgrat führt, was eine Unterbrechung der α-Helix bedingt und zur Ausbildung 

von β-turns führt. Diese Konformationsänderungen werden durch stereoelektronische Effekte wie den exo-

anomeren Effekt, als auch durch Wasserstoffbrücken-Bindungen zwischen der N-H-Bindung der N-Acetyl-

Gruppe des GalNAc–Bausteins und der Carbonylgruppe, der benachbarten Aminosäure verursacht.
[89]

 Auch 

die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zur Carbonylgruppe der glycosylierten Threonin- oder 

Serin-Seitenkette trägt zur Konformationsänderung bei.
[90, 91]

 So bilden die tumor-assoziierten TN- und T-

Antigene β-Typ-III‘- und β-Typ-II-turns aus.
[91]

 

1.1.3 Moderne Entwicklungen von Impfstoffen auf Basis von MUC1 

 Die Funktion des Immunsystems, ein hoch spezifisches und anpassungsfähiges System, liegt vor 

allem in der Erkennung von Veränderungen von Proteinen, Glycoproteinen sowie der Zellstrukturen. Man 

unterscheidet zwischen der angeborenen und der spezifische oder adaptiven Immunantwort. Die angeborene 

Immunantwort erfolgt bereits innerhalb weniger Minuten nach der Infektion; diese ist jedoch unspezifisch. 

Sie wird durch Granulozyten und durch Antigen-präsentierende Zellen (APCs), wie etwa dendritische Zellen 

(DC) und Makrophagen, sowie Cytokine und Chemokine vermittelt. Die angeborene Immunantwort ist durch 

die Erbinformation lebenslang festgelegt.
[92, 93]

 

Die adaptive Immunantwort, früher auch „erworbenes Immunsystem“ genannt, wirkt im Gegensatz zur 

angeborenen Immunantwort erst nach einigen Tagen bis hin zu einigen Wochen. Sie ist im Vergleich dazu 

jedoch antigenspezifisch und langanhaltender aufgrund der ausgebildeten Gedächtniszellen.
[92]

 Neben 

antigenpräsentierenden Zellen (APC) wie dendritischen Zellen, sind vor allem die T- und B-Lymphozyten 

wesentliche Elemente der adaptiven Immunität. Nach einer erfolgreichen Immunabwehr bleiben spezifische 

Antikörper und Gedächtniszellen erhalten. Diese ermöglichen es bei erneutem Kontakt mit dem identischen 

oder einem ähnlichen Krankheitserreger binnen kurzer Zeit eine angemessene Abwehrreaktion zu 

ermöglichen.  

Das Immunsystem ist theoretisch in der Lage, auf bzw. gegen nahezu jedes Makromolekül mit Hilfe eines 

entsprechenden Stimulus spezifisch zu reagieren. Dies ist für die Entwicklung neuartiger Vakzine 

maßgeblich. Geeignete Zielstrukturen, gegen die eine körpereigene Immunantwort hervorgerufen werden 

soll, sind in der Regel Zelloberflächenstrukturen. Hierbei ist es völlig unerheblich, ob es sich um pathogene 

Organismen, wie beispielsweise Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten oder aber um körpereigene entartete Zellen 

wie im Krebsfall handelt. Eine wichtige Voraussetzung ist jedoch, dass sich die Zelloberflächenzielstruktur, 

auch bekannt als antigene Determinante oder sogenanntes B-Zell-Epitop, der invasiven oder malignen Zelle 

klar und definiert von gesunden Zellverbänden des Wirtsorganismus unterscheidet.
[94]

 

Um die adaptive Immunantwort nun innerhalb der Entwicklung von spezifischen Antitumor-Vakzinen 

ausnutzen zu können, wurden folgende drei Kriterien entwickelt, die unbedingt erfüllt werden sollten:  

1.  Die induzierte Immunantwort sollte stärker sein, als die Toleranz gegenüber solchen Antigenen wie 

Glycolipide und Glycoproteine, die auf normalen Zellen vorkommen.
[95-98]

 

2.  Das präsentierte Antigen muss tumorspezifisch, stark überexprimiert und sich von der Struktur der 

normalen Zellen deutlich unterscheiden.
[99, 100]
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3.  Die Immunantwort muss hochselektiv sein, damit es nicht zu einer Autoimmunantwort gegenüber den 

normalen Zellen kommt.
[101-103]

 

Das Mucin MUC1 bedient die letzten zwei Kriterien und ist eins der vielversprechendsten Target Strukturen 

in der Entwicklung von Immuntherapien gegen Krebs.
[24, 104-106]

 So wurde das Mucin MUC1 2009 vom 

National Cancer Institute of the USA zum zweitwichtigsten Tumorantigen erklärt.
[104]

 Wie bereits in Kapitel 

1.1.2 erwähnt, resultiert das veränderte Glycosylierungsmuster des tumorassoziierte MUC1 aus der down-

Regulierung der Glucosamintransferase GnT2 und der up-Regulierung der Sialyltransferase, sodass vermehrt 

die Kohlenhydratstrukturen wie TN- oder STN-Antigen vorzufinden sind.
[107-110]

 Aufgrund des veränderten 

Glycosylierungsmuster, liegt der Vorteil der Mucin glycobasierten Vakzine in der zielgerichteten 

Krebstherapie. Hierbei wird das Glycosylierungsmuster von normalen/gesunden Zellen immunologisch nicht 

angegriffen.  

Problematisch ist jedoch die Tatsache, dass die MUC1 TACA nur schwach immunogen sind und nur eine T-

Zell unabhängige Immunantwort hervorrufen.
[111, 112]

 Die T-Zell vermittelte Immunantwort ist jedoch von 

entscheidender Bedeutung in der Krebsimmuntherapie.
[113]

 Des Weiteren werden die meisten TACA von dem 

Immunsystem toleriert.
[114]

 Obwohl der genaue Mechanismus der Immuntoleranz nicht vollständig 

verstanden wird, wird davon ausgegangen, dass eine niedrige Expression von TACA mit ähnlicher Struktur 

zu normalen Antigenen auf normalem Gewebe oder während eines bestimmten Entwicklungsstadium, 

zumindest teilweise dafür verantwortlich sind.
[115, 116]

 So sind viele TACA weniger tumorspezifisch sondern 

vielmehr übermäßig auf Krebszellen exprimiert; sie werden als sogenannte „Selbstantigene“ erkannt. Es ist 

daher schwierig geeignete Vakzine auf der Basis von TACA zu entwickeln. Hierzu ist es notwendig die 

Immuntoleranz zu brechen. Dies wird erreicht durch eine Steigerung der Immunogenität des jeweiligen 

Antigens.  

Hier setzt die moderne Immuntherapie an, die eine Steigerung der Immunantwort gegenüber der TACA 

ermöglichen kann. Das Ziel ist es dabei, Vakzine zu designen, die sowohl IgG Antikörper als auch CTLs 

(cytotoxische T-Lymphozyten) gegen tumorassoziierte MUC1 hervorrufen, um so die Tumorzellen mit Hilfe 

des Immunsystems zu isolieren. Um die Produktion von körpereigenen Antikörpern gegen TACA zu 

stimulieren müssen T-Helfer-Lymphozyten zusammen mit B-Lymphozyten aktiviert werden. Die geringe 

intrinsische Immunogenität von isolierten Polysacchridstrukturen kann durch die kovalente Konjugation an 

sogenannte immunogene Trägerproteine (Carrierproteine) enorm gesteigert werden und stellt die Grundlage 

der sogenannten Konjugatimpfstoffen, dar;
[117, 118]

 dies wurde schon 1931 von Avery und Goebel erkannt.
[119]

 

Hierbei werden TACA kovalent an Carrierproteine gebunden.
[112, 120, 121]

  

Mit der Zeit haben sich folgende Carrierproteine als besonders sinnvoll erwiesen: Rinderserumalbumin 

(bovine serum albumin/BSA), das Schlitzschnecken-Hämocyanin (keyhole limpet cyanin/KLH) oder das 

Tetanus-Toxoid (TTox), um nur einige zu nennen. Solche Vakzinkandidaten sind in der Lage, ein 

immunologisches Gedächtnis zu erzeugen, das speziell gegen das Kohlenhydratantigen gerichtet ist, da die 

T-Zell-abhängige Immunantwort durch das immunogene T-Helfer-Epitop erzeugt wird.
[92, 122]

 Wenn die 

Glycoproteine erkannt werden und anschließend durch Antigen-präsentierende Zellen gezeigt werden, 

kommt es zu einer starken T-Zell Immunantwort, welche wiederrum zu der Freisetzung von Cytokinen führt, 

welche die Antikörperantwort erhöhen. Diese Antikörper sind dann nicht nur gegen das Protein gerichtet, 
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sondern auch gegen die weniger immunogenen TACA und können somit zu der Produktion von IgG oder 

andere Klassen von Antikörpern führen.
[122]

  

Erstmalig verwendeten Livingston und Danishefsky das KLH als Carrierprotein, welches sie über einen 

Spacer mit einem Kohlenhydratepitop verknüpften (Abbildung 1.3).
[123]

 Ein solcher Impfstoffvertreter ist 

beispielsweise das STN-KLH Vakzin, auch bekannt unter Theratope
®
, welches in der Klinischen Phase III bei 

Brustkrebs Patienten mit Metastasierungen verwendet worden ist. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

sowohl eine humorale als auch eine zelluläre Immunantwort induziert werden konnte.
[124-126]

 Jedoch wurde 

die klinische Phase III nach zehn Jahren abgebrochen, da dieses Vakzin nicht genügend effizient gegenüber 

Krebszellen war.
[127-131]

 Nebenbei konnte gezeigt werden, dass auch der Spacer/Linker einen Einfluss auf die 

immunologischen Eigenschaften des Vakzins haben kann. Hierbei wurde nachgewiesen, dass auch der 

Spacer Antikörper hervorrufen oder die Immunantwort des eigentlichen Antigens unterdrücken kann.
[132-136]

 

Daher ist auch die Entwicklung des immunologisch inaktiven Linker bei der Entwicklung neuartiger Vakzine 

von großer Bedeutung. Immunologisch inaktive und nicht-kovalente Linker werden als eine 

vielversprechende Strategie zur Herstellung von TACA-basierten Krebsimpfstoffen angesehen. 

 

Abbildung 1.3: Vakzin nach Livingston und Danishefsky.[123] 

Auf der Basis des Vakzinkandidaten von Livingston und Danishefsky (Abbildung 1.3) wurden zahlreiche 

weitere Impfstoffe entwickelt. Hierbei wurde stets das MUC1-Glycopeptid, welches eine beliebige Anzahl an 

TACA aufweist, an verschiede Carrierproteine konjugiert.  

In diesem Zusammenhang entwickelte Cai et al. einen Impfstoff auf MUC1-Basis, wobei dieses T- oder TN-

Antigene aufweist. Das Glycopeptid ist wiederrum mit BSA als Carrierprotein konjugiert. Eine Verstärkung 

der anti-MUC1-Immunantwort konnte hierbei festgestellt werden.
[137]

 Dieselbe Gruppe entwickelte später 

Impfstoffe, bei denen das MUC1 STN- oder 2,6-STN-Antigene aufweist, wobei BSA wieder als Carrierprotein 

genutzt wurde. Mit diesem Impfstoff immunisierte man BALB/c-Mäuse. Überraschenderweise wurde eine 

starke IgG-Antwort gemessen, die in der Lage war, an MCF-7-Tumorzellen zu binden. Dies war besonders 

überraschend, da man zu diesem Zeitpunkt in vergleichbaren Studien mit dem BSA-Impfstoff, der MUC1-

STN enthielt, nur eine geringe Immunogenität nachweisen konnte.
[76, 138]

 In einer Weiterentwicklung 

synthetisierte Cai et al. MUC1-Glycopeptide, die entweder an BSA oder an drei verschiedene T-Helferzell-

Epitope von TTox konjugiert waren, und immunisierte Mäuse mit diesem Konjugat in Pufferlösung oder mit 

dem Freud’schen Adjuvans.
[139]

 Unerwarteterweise wurden stärkere Immunantworten, insbesondere im 

Hinblick auf tumorbindende Antikörper und die Aktivierung der komplementabhängigen Zytotoxizität 

(CDC), bei den Impfstoffe in der Pufferlösung vorgefunden, als bei denen im Freud’schen Adjuvans. Dies ist 

von besonderem Interesse, da das Freud’sche Adjuvans wegen schwerer Nebenwirkungen als ungeeignet für 

den Menschen gilt.
[140]
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Eine ähnliche Strategie bezüglich der Konjugation an BSA verfolgte Hoffmann-Röder et al., wobei der 

Schwerpunkt der Weiterentwicklung darin lag, erstmalig fluorierte Zuckerbausteine einzusetzen. 

Synthetisiert wurde ein MUC1-Glycopeptid-BSA-Konjugat-Impfstoff mit einem 3'-Fluor-TF-Antigen. 

Hierbei wurden anti-MUC1-Maus-Antikörper mit spezifischer Bindung an das TF-Antigen erstmalig 

generierte.
[141]

  

In diesem Zusammenhang wurde der Impfstoff durch die Gruppe um Hoffmann-Röder et al. 

weiterentwickelt, wobei der Ansatz von TF-Antigen-Mimetika-Strukturen weiter verfolgt wurde.
[142, 143]

 

Hierbei tauschten sie OH-Gruppen durch einen bzw. zwei Fluorsubstituenten in den Positionen 6 und 6′ der 

Pyranose-Ringe aus (Abbildung 1.4). Die TF-Mimetika erzeugten hierbei eine vergleichsweise starke 

Immunreaktion. Die 4'-Fluor-TF-MUC1-TTox/BSA-Konjugatimpfstoffe führten auch zur Bildung von IgG-

Antikörpern, die an MUC1-Epitope auf MCF-7-Krebszellen banden.
[143]

 

 

Abbildung 1.4:  Fluorierte MUC1-Glycopeptidvakzine nach Hoffmann-Röder et al.[143] 

Das Tetanus-Toxoid als immunogener Träger ist in der Vergangenheit gerade bei der Verwendung als 

menschlicher Impfstoffbestandteil sehr populär geworden, da es eine stark erhöhte Immunogenität mit sich 

bringt. 2009 wurde es erstmalig durch Kaiser et al. in einem MUC1 basiertes Glycopeptid-Vakzin 

verwendet, welches durch ein sialyliertes TN-MUC1-Glycopeptid-Antigen konjugiert an ein Tetanus-Toxoid 

aufgebaut war. Diese Art von Vakzine induzierten eine sehr starke, toleranzbrechende und vor allem 

selektive Immunantwort gegenüber Mäusen.
[144]

  

Auch in jüngerer Zeit wurde auf diesem Gebiet weitere Ergebnisse erzielt; beispielsweise durch Palitzsch et 

al.
[145]

 Hierbei wurde ein synthetischer Krebsimpfstoffkandidat, bestehend aus einem MUC1-Glycopeptid 

und einem B-Zell-Epitop, eingesetzt, um die Toleranz des Immunsystems zu brechen (Abbildung 1.5). Die 

Glycopeptide wurden mit Tetanus-Toxoid als immunstimulierenden Träger kombiniert. Auch hier konnten 

IgG und IgM Antikörper nachgewiesen werden. In den Studien konnten auch monoklonalen Antikörper aus 

einer immunisierten Maus isoliert werden, die eine starke Bindung an die MUC1-exprimierenden 

Krebszelllinien T47D und MCF-7 und eine moderate Bindung an die Pankreaskarzinom-Zelllinie PANC1 

zeigte, ohne Bindung an nicht-krebsartige menschliche Brust-Epithelzellen. 
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Abbildung 1.5:  MUC1-Glycopeptid-Vakzine nach Palitzsch et al.[145] 

Einen modifizierten Ansatz wählte die Gruppe um Ragupathi et al. Sie nutzten das KLH als Carrierprotein, 

da es wie auch das BSA oder das TTox eine starke Immunantwort erzeugt. Anstelle des MUC1-Peptids als 

B-Zell-Epitop bauten sie ein Glycokonjugat-Impfstoff auf. Hierbei synthetisierten sie multivalente, 

unimolekulare Impfstoffe, welche auf Brust- und Prostatakrebs abzielen (Abbildung 1.6). Immunologische 

Daten zeigten hierbei, dass sowohl IgG- als auch IgM-Antikörper in der Lage sind, an MCF-7-

Brustkrebszelllinien zu binden, die diese multivalenten Antigene exprimieren.
[146, 147]

 

 

Abbildung 1.6:  Multivalentes Vakzin mit fünf Glycokonjugaten nach Ragupathi et al.[146, 147] 

Ein Nachteil der Impfstoffe, die sich eines Carrierprotein wie BSA, TTox oder KLH bedienen, liegt jedoch 

darin, dass das zusätzliche Fremdträgerprotein, welches an MUC1 bzw. an das B-Zell-Epitop gebunden ist, 

selbst hoch immunogen ist. Dieses kann eine sehr starke B-Zell-Reaktion hervorrufen und dabei die 

Antikörperreaktion gegen das eigentliche Kohlenhydratepitop unterdrücken.
[123, 132, 133, 148, 149]

  

Alternativ zu der Konjugation an Carrierproteine kann die immunologische Aktivität der B-Zell-Epitope auch 

durch Konjugation mit potenten immunstimulierenden Adjuvantien wie Monophosphoryl-Lipid A (MPLA) 

oder α-Galactosylceramid (α-GalCer) verstärkt werden, wodurch peptidfreie Impfstoffkandidaten entstehen 

(Abbildung 1.7).
[150]

 Hierbei handelt es sich im Gegensatz zu den zuletzt beschriebenen Impfstoffen, die an 

Carrierproteien gebunden sind, um niedermolekulare Medikamente, die strukturell vollständig charakterisiert 

werden können. Ferner kann die Struktur-Wirkungsbeziehung (SAR (structure–activity-relationship)) 

zuverlässiger untersucht werden, was das Zulassungsverfahren derartiger Impfstoffe deutlich verkürzen kann. 

Man unterscheidet hierbei zwischen Zwei-, Drei- oder Mehrkomponenten-Impfstoff in Abhängigkeit des 

Aufbaus.  
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Abbildung 1.7:  Vakzinprototyp auf Basis von MPLA nach Wang et al.[150]  

In der Vergangenheit wurde der Zugang zu einer Reihe von vollsynthetischen, antigenen, peptidfreien 

Impfstoffkandidaten auf der Basis von TACAs und MUC1 ermöglicht. Beispielsweise synthetisierte Yin et 

al. einen synthetischen Krebsimpfstoffkandidaten mit zwei Komponenten, der sich aus STN und α-GalCer 

durch kovalente Konjugation zusammensetzt. α-GalCer wirkt hierbei als eingebautes Adjuvans (Abbildung 

1.8). Es konnte nachgewiesen werden, dass STN-α-GalCer eine starke anti-STN-IgG-Antikörperantwort 

induzierte.
[151]

 Analog dazu synthetisierten Seeberger und Kollegen einen vollsynthetischen Zwei-

Komponenten TN-α-GalCer Konjugat-Impfstoffkandidaten.
[152]

 Hierbei konnten nachgewiesen werden, dass 

das liposomal formulierte TN-α-GalCer in Mäusen eine starke T-Zell-abhängige Immunität mit hochaffinen 

IgG erzeugte. 

 

Abbildung 1.8: Chemische Struktur eines vollsynthetischen Vakzinkandidaten: STN-GalCer und TN-GalCer.[151, 152] 

In der Vergangenheit verwendete man für die Glycokonjugat-Impfstoff-Synthese häufig Polysaccharide, die 

jedoch nur schwer zugänglich waren, da die meisten Formulierungen aus Kapselpolysaccharidstrukturen 

(capsular polysaccharide/CPS) hergestellt wurden, die wiederum aus Bakterienkulturen extrahiert werden 

mussten.
[92, 153]

 Dieser Prozess beinhaltet mehrere Reinigungsschritte und eine ständige Qualitätskontrolle, da 

die isolierten Polysaccharide aufgrund ihrer Biosynthese strukturelle Heterogenität aufweisen und oft mit 

toxischen Verunreinigungen wie Zellwandpolysacchariden coisoliert werden.
[154]

 Ferner können auf diesem 

Weg nicht beliebig große Mengen von Antigenen zur Verfügung gestellt werden, was sich in den 

Produktionskosten und der Verfügbarkeit dieses Impfstoffs zeigt. Aus diesem Grund liegt der Schwerpunkt 

der Glycokonjugat-Impfstoffentwicklung in der Erforschung neuer Synthesestrategien der Zuckerbausteine, 

um diese in großen Mengen verfügbar zu machen. In den letzten zwei Jahrzehnten wurden daher mehrere 

neue Oligosaccharid-Synthesestrategien entwickelt, darunter Festphasen-, chemoselektive und 

chemoenzymatische Methoden, die große Mengen an reinen und homogenen Epitopen ermöglichen.
[151, 155]

 

Derartige Synthesen stellen einen technologischen Meilenstein in der Synthese von TACA-basierten 

Krebsimpfstoffen dar. 

Vollsynthetische Zweikomponenten-MUC1-Glycopeptid-Krebsimpfstoffe wurden durch Konjugation von 

MUC1-VNTR einschließlich verschiedener TACAs entweder an verschiedene T-Helfer-Epitop-Peptide, 
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Ovalbumin oder verschiedene TLR-Agonisten synthetisiert. So wurde durch Westerlind et al. ein Vakzin 

synthetisiert, welches auch eine humorale Immunantwort induzierte. Aufgebaut ist dieses Vakzin durch ein 

Tumor-Assoziiertes MUC1-Glycopeptid, in Analogie zu Kaiser et al., welches allerdings an ein 

immunstimulierendes T-Zell Epitop aus Ovalbumin verknüpft wurde (Abbildung 1.9).
[156]

 Hierbei konnte 

eine hochspezifische Immunantwort in Mäusen induziert werden.  

 

Abbildung 1.9: Vollsynthetisches Zweikomponenten-MUC1-Glycopeptid-Vakzin nach Westerlind et al, bestehend 

aus einem Tumorassoziierten MUC1-Antigen (rot/schwarz) und dem T-Zell-Epitop OVA323-339 

(blau).[156] 

Auch Cai et al. synthetisierten einen multivalenten Impfstoffs, der tetravalentes MUC1-VNTR Sialyl-TN 

Antigen enthält, das mit dem TLR-2 Liganden, ein Pam3CysSK4 Lipopeptid, durch Klickreaktionen 

konjugiert wurde (Abbildung 1.10). Diese Impfstoffe lösten bei Mäusen Immunantworten aus, ohne dass ein 

externes Adjuvans verwendet wurde. Hierbei konnte gezeigt werden, dass mehr als 90% der MCF-7-

Krebszellen bei der Inkubation mit Mäuseserum, dem der tetravalente Impfstoff verabreicht wurde, im 

Vergleich zu Seren anderer bi- oder trivalenter MUC1-Sialyl-TN-Antigen-Impfstoffe getötet wurden. 

Demnach konnte ein signifikanter Cluster-Effekt dieses Vakzins gezeigt werden
[157]

  

 

Abbildung 1.10: Schematische Struktur eines Vakzins bestehend aus einem TLR2-Liganden (Pam3Cys-Lipopeptid) 

welcher an tumorassoziierte MUC1-Glycopeptidantigene geklickt wurde.[157] 

Geraci et al. hingegen benutzten Calixarene als Basis, das den TLR2-Liganden enthält, um einen 

selbstadjuvanten Multikomponenten-Impfstoff durch Konjugation mit mehreren Einheiten der PDTRP 

MUC1-Sequenz aufzubauen (Abbildung 1.11).
[158]

 Die PDTRP MUC1-Sequenzen dienten dabei als B-Zell-

Epitope, wobei sie jedoch selbst keine Zuckerbausteine enthielten. Impfstoffe, die das PDTRP-Epitop 

enthalten, produzierten mehr anti-MUC1-IgG-Antikörper im Vergleich zu Impfstoffen ohne das PDTRP-

Epitop. Diese anti-MUC1-Antikörper waren in der Lage, MUC1 exprimierende MCF-7-Tumorzellen zu 

erkennen. 
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Abbildung 1.11:  Schematische Darstellung zweier selbstadjuvierende Krebsimpfstoff-Kandidaten, die aus mehreren 

Einheiten der immunodominanten B-Zell-Epitop-PDTRP MUC1-Kernsequenz bestehen, die an 

Calixaren konjugiert wurden.[158] 

Einen anderen Ansatz verfolgten McDonald et al. Sie verwendeten das Makrophagen-aktivierende 

Lipopeptid 2 (MALP2) als Immunadjuvans und einen TLR2/6-Agonisten bei der Synthese eines 

selbstadjuvantierenden MUC1-MALP2-Konjugatimpfstoffs (Abbildung 1.12).
[159]

 Die Aktivierung der 

TLR2/6-Rezeptoren führt zur Produktion mehrerer Cytokine und Chemokine. MAPL2, als Stimulator von B-

Zellen, induziert eine spezifische Antikörperantwort ohne Hilfe eines exogenen T-Helferzell-Epitops.
[160]

 

Hohe Titer von IgG1, IgG2b, IgG3 und IgM wurden jedoch ohne eine messbare CD4+ oder CD8+ T-

Zellantwort erzeugt.
[159]

 

 

Abbildung 1.12: Struktur des MALP2-enthaltenden Zweikomponenten Vakzin.[159] 

Studien haben gezeigt, dass MPLA, TLR4 und Dimethyldioctadecyl-ammoniumbromid (DDA) aktiviert und 

damit die Antigenaufnahme und -präsentation erhöht. In diesem Zusammenhang wurde herausgefunden, dass 

gerade die Kombination von DDA/MPLA die Antigenaufnahme, die Präsentation an T-Zellen und die 

Stimulation der dendritischen Zellen (DC) durch TLRs deutlich verbessert.
[161-164]

  

Neben den Zweikomponenten-MUC1-Glycopeptid-Krebsimpfstoffe wurde auch der Zugang zu 

Dreikomponenten-MUC1-Glycopeptid-Krebsimpfstoffe ermöglicht. Dieses besteht aus einem MUC1-

Glycopeptid (B-Zell-Epitop) bzw. einer MUC1-VNTR mit verschiedenen TACAs, einem T-Helferzell-

Epitop sowie verschiedenen TLR-Agonisten als Adjuvantien, beispielsweise einem TLR2- oder TLR9- 

Agonist, welches eine verbesserte Immunantwort aufweist. Ein Vorteil dieser Dreikomponenten Vakzine ist 

die Tatsache, dass sie im Aufbau sehr einfach sind und keine zusätzlichen Peptide oder Proteine aufweisen, 

die wiederum Antigen sein können und zu Immunsuppressionen führen können. So lösen diese Vakzine 

relevante angeborene, zelluläre und humorale Immunantworten auf, die eindeutig auf das Vakzin 

zurückzuführen sind. 
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Beispielsweise haben Lakshminarayanan et al. einen Dreikomponenten-Impfstoff synthetisiert, der das 

glycosylierte MUC1-Peptid, ein T-Helferzellen-Epitop-Peptid aus dem Poliovirus und den TLR-2-Agonisten 

Pam3CysSK4 enthält (Abbildung 1.13). Hierbei konnte sowohl humorale als auch zelluläre Immunität 

hervorrufen werden.
[165]

 In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass ein Impfstoff, dem nur das TN-

Antigen fehlt (α-D-GalNAc), im Vergleich zu dem TN-haltigen Impfstoff nicht genügend Antikörper 

produziert, um eine antikörperabhängige zelluläre Zytotoxizität zu induzieren. Dies unterstreicht noch einmal 

die Wichtigkeit der Glycosylierung, damit Antikörper die Tumorzellen erkennen und somit die Lyse einleiten 

können. Außerdem konnte dieser Impfstoff effektiv CD8+ T-Zellen aktivieren, die sowohl glycosylierte als 

auch nicht-glycosylierte Strukturen erkannten, während CD8+ T-Zellen, die nach der Immunisierung mit 

dem nicht-glycosylierten Impfstoff erhalten wurden, nur die nicht-glycosylierte Struktur erkannten. 

 

Abbildung 1.13:  Dreikomponenten Vakzinkandidat nach Lakshminarayanan et al.[165] 

Eine andere Gruppe um Thompson et al. verwendete Sialyl-TN-Antigen in einem liposomalen MUC1-

Glycopeptid-Impfstoff zusammen mit dem aus dem Poliovirus gewonnenen T-Helferzell-Epitop und 

Pam3CysSK4.
[166]

 Auch dieser Impfstoff erzeugte sowohl humorale als auch zelluläre Immunität gegen STN-

MUC1 und tumorassoziiertem MUC1.  

Ein anderes Beispiel des Dreikomponenten-Impfstoffs sind solche Vakzine, bei denen Goldnanopartikel 

(AuNP) als Träger dienen. Derartige Impfstoffe wurden beispielsweise durch Cai et al. synthetisiert. 

Verwendet wurden Goldnanopartikel (AuNP) als Träger für einen Dreikomponenten-Impfstoff, der das 

MUC1-Glycopeptid mit CD4+ T-Zell-Peptidepitopen (P-30) enthält, das aus TTox gewonnen wurde 

(Abbildung 1.14).
[167]

 Dieser synthetische Dreikomponenten-Impfstoff zeigte vielversprechende 

Antikörpertiter, meist IgG1, IgG2a und IgG2b, im Vergleich zu einer Zweikomponenten-

Impfstoffformulierung (MUC1-P30) ohne AuNP, die hauptsächlich IgG1 und etwas IgM generierte, obwohl 

letzterer Impfstoff eine zehnfach höhere Antigenkonzentration aufwies. Dies wurde dahingehend 

interpretiert, dass die Präsentation des Antigens durch MHC im Falle des AuNP-haltigen Impfstoffs und 

dieser erhöhten Antikörperproduktion wirksamer war. Auch die Bindung der Antikörper an die 

Brustkrebszelllinie MCF-7 zeigte, dass die Antikörper Krebszellen erkennen konnten. 

 

Abbildung 1.14:  Dreikomponenten-Vakzin, welches an Goldnanopartikel gebunden ist.[167] 

Einen wieder anderen Ansatz verfolgten Nuhn et al. Sie untersuchten Antitumorimpfstoffe, die das 

wasserlösliche mehrwertige Trägerpolymer Poly(N-(2-Hydroxypropyl)methylacrylamid) (Poly(HPMA)) 
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enthielten (Abbildung 1.15). Das Polymer hat den Vorteil, dass es selber nicht immunogen und auch nicht 

toxisch ist. Aus diesem Grund eignet es sich sehr gut als makromolekularer Träger für niedermolekulare 

Substanzen. Es wird insbesondere als Krebs-Chemotherapeutika verwendet, da es sich vorzugsweise über 

den sogenannten passiven Targeting-Prozess (EPR-Effekt) im Tumorgewebe anreichert. Besonders 

vorteilhaft an den Vakzinen war, dass Poly(HPMA) es ermöglicht zusätzliche Strukturen zu binden und bei 

der Aggregation zu helfen, wodurch eine bessere Interaktion mit dem Immunsystem gewährleistet wurde.
[168]

 

Der synthetischer Impfstoff enthielt das MUC1-Glycopeptid und das T-Helferzell-Epitop P2, das mit dem 

P(HPMA)-Polymer konjugiert war. Antiseren von immunisierten Mäusen zeigten IgG-Antikörper, meist 

IgG1 und IgG2a, die auf MHC-restringierte T-Zell-Hilfe hindeuteten. Hierbei zeigten die Antikörper eine 

bemerkenswerte Bindung an die Tumorzelle MCF-7. 

 

Abbildung 1.15:  Das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid und das Tetanus-Toxoid T-Zell-Epitop P2 wurden durch 

orthogonale Ligationstechniken an wasserlösliche Poly(N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid)-Träger 

gebunden.[168]  

Anstelle von HPMA verwendeten Glaffig et al. das hyperverzweigtes Polymer „hyperbranched 

Polyglycerol“ (HPG) (Abbildung 1.16). HPG ist, wie der Name schon sagt, ein hyperverzweigtes Polymer 

mit etwa 50-65% dendrimerer Struktur. Aufgrund seiner linearen Synthese, seiner kugelförmigen 

Beschaffenheit, seiner Vielseitigkeit in Bezug auf die Funktionalisierung und seiner hervorragenden 

Biokompatibilitätsprofile stellt HPG eine vielversprechende Klasse von Materialien dar, die sich für 

zahlreiche Anwendungen in der Medizin eignen. Insbesondere hat HPG den Vorteil, dass es eine sehr 

minimale Polymerakkumulation in vitalen Organen nach intravenöser Injektion zeigt, im Vergleich zu 

anderen Polymeren, die für verschiedene biomedizinische Anwendungen weit verbreitet sind. HPG wird von 

Mäusen und Ratten gut vertragen und hat sich bisher als nicht immunogen erwiesen. HPG ist wie auch das 

HPMA wasserlöslich, wobei es jedoch im Gegensatz zu HPMA nichtlinear aufgebaut ist und eine 

dendrimerähnliche Struktur aufweist, die es ihm erlaubt, an mehrere Antigene zu binden und die 

Verschränkung des gebundenen Antigens zu verhindern.
[169]

 In diesem Fall führte eine höhere Valenz und 

mehr Glycosylierung zu besseren Anti-Tumor-Antikörper-Reaktionen. 
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Abbildung 1.16:  Erhöhte Immunreaktion durch den Einsatz eines hyperverzweigten Polymers.[169] 

Auch Vierkomponenten Impfstoffe wurden in der Vergangenheit durch verschiedene Gruppen untersucht; 

beispielsweise von Palitzsch et al. Das Vakzin wurde dabei so konzipiert, dass es drei verschiedenen T-

Helferzell-Epitopen enthält, wobei eine ausreichende Aktivierung der T-Helferzellen gewährleistet wurde 

(Abbildung 1.17).
[170]

 Die Antikörpertiter zeigten, dass der Impfstoff, obwohl er kein externes 

immunstimulierendes Adjuvans enthielt, achtmal mehr MUC1-spezifische Antikörper, meist IgG1 und einige 

IgM, produzierte als Zweikomponenten-Impfstoffe mit nur einem T-Helferzell-Epitop. Die mit dem 

Vierkomponenten-Impfstoff erzeugten Antiseren zeigten auch eine stärkere Bindung an die MUC1-

exprimierende Brustkrebszelllinie T47D im Vergleich zu den mit Zweikomponenten-Impfstoffen induzierten 

Antiseren. 

 

Abbildung 1.17:  Vierkomponentenimpfstoffkandidat nach Palitzsch et al.[170] 
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1.2  Antigenanaloga für die Krebsimmuntherapie – Mimetika 

 Wie bereits erwähnt, sind Peptide in der Neurologie, Endokrinologie und Hämatologie von 

besonderem Interesse. Die pharmazeutische Industrie stellt bereits seit Jahrzehnten Medikamente auf Basis 

von Peptiden, Proteinen oder Antikörpern her, wobei diese Medikamente nahezu 10% der Einnahmen der 

pharmazeutischen Industrie ausmachen. Problematisch bei der Entwicklung neuer Medikamente dieser Art ist 

jedoch, der proteolytische und enzymatische Abbau und die damit einhergehende schlechte generelle und 

orale Bioverfügbarkeit, der problematische Transport durch Zellmembranen (Hydrophilie), und das 

unselektive Bindungsverhalten an Rezeptoren. Eine medikamentöse Verwendung ist damit stark 

eingeschränkt. Insbesondere die physiochemischen Eigenschaften der Peptide wie die Wasserlöslichkeit, die 

Lipophilie, die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen, die chemische und metabolische Stabilität 

und die rasche Ausscheidung durch Leber und Niere, schränken die Entwicklung neuartiger Medikamente 

stark ein.
[171]

 

Trotz der Entwicklung neuartiger Krebsvakzine in der Krebsimmuntherapie, versagen die meisten Vakzine, 

welche auf natürlicher Basis von TACA synthetisiert worden sind, an einer mangelnden T-Zellvermittelten 

Immunantwort (vgl. Kapitel 1.1.3). Einer der Hauptgründe hierfür ist, dass die natürlichen Zuckerbausteine 

sehr empfindlich gegenüber endogenen Glycosidasen sind, die die TACA durch enzymatischen Abbau 

abbauen und sie in vivo weniger bioverfügbar machen. Daher wurde die strukturelle Modifikation 

verschiedener TACAs als ein Ansatz zur Verbesserung der Immunogenität von tumorassoziierten Antigenen 

gesehen. Statt des nativen tumorassoziierten Kohlenhydratantigens haben verschiedene Gruppen 

verschiedene Mimetika oder Analoga dieser Antigene verwendet. Die Herausforderung der Veränderung der 

Kohlenhydratstruktur ist nicht trivial, da Mimetikastrukturen entweder eine geringe Stabilität oder eine hohe 

synthetische Komplexität aufweisen. 

Beispielsweise tauschten Richichi et al. native TN-Antigene gegen vier geclusterten TN-Antigen-Mimetika 

aus, um die Stabilität gegenüber Glycosidasen zu verbessen. Das Mimetikum rief starke IgM- und IgG-

Reaktionen hervor, vorwiegend IgG2a und IgG1, die native TN-Antigene erkennen konnten (Abbildung 

1.18).
[172]

 

 

Abbildung 1.18: Geclustertes TN-Mimetika nach Richichi et al.[172] 



  1 EINLEITUNG 

19 

 

Auch die Gruppe um Hoffmann-Röder et al. verfolgte den Ansatz der Mimetika-Strukturen, wobei sie den 

Schwerpunkt auf fluorierte Kohlenhydrate legte (Abbildung 1.19). Hierzu stellte sie TF-Antigen-Mimetika 

her (vgl. Kapitel 1.1.3).
[142, 143]

 Yang et al. verfolgten einen ähnlichen Ansatz, wobei sie stattdessen STN-

Analoga synthetisierten, bei denen die N-Acetamidreste fluoriert wurden. Hierbei konnten sie zeigen, dass 

einige der fluorhaltigen STN-Analoga innerhalb von Impfstudien höhere Immunogenitäten auslösten, 

nachgewiesen durch erhöhte anti-STN-IgG-Titer. Ferner konnte ein verbessertes anti-STN IgG/IgM-

Verhältnis im Mausmodell nachgewiesen werden. Die erzeugten Antiseren waren zudem in der Lage native 

STN-Antigen-exprimierende Tumorzellen zu erkennen und zu binden (Abbildung 1.19).
[173, 174]

 

 

Abbildung 1.19: Erhöhung der intrinsischen Immunogenität durch strategische Fluorierung nach Hoffmann-Röder et 

al. und Yang et al.[142, 143, 173, 174] 

Eine weitere Möglichkeit bietet der Einsatz von Carba- oder Iminozucker. Hierbei wird der Ringsauerstoff 

durch einen Kohlenstoffatom bzw. durch ein Stickstoffatom ausgetauscht. Auch in diesem Zusammenhang 

konnten Bindungen an den universellen SM3-Antikörper nachgewiesen werden. Auf diese vollsynthetischen 

Impfstoffe wird an dieser Stelle jedoch nicht näher eingegangen, wobei bezüglich der Carba-
[175]

 bzw. 

Iminozucker
[176]

 auf die entsprechende Literatur verwiesen wird. Alternativ dazu kann auch die α-O-

glykosidischen Bindung durch α-C-glykosidische Bindungen ersetzt werden. Diesen Ansatz verfolgten in 

jüngster Zeit Navo et al.
[177]

 

Der Austausch der Kohlenhydrat-Antigene gegen Mimetika stellt nur einen Ansatz der derzeitigen Forschung 

dar. Da hier gezeigt werden konnte, dass die unnatürlichen TACA-Analoga sogar immunogener sein können 

als ihre nativen Strukturen, ist es denkbar, dass auch unnatürliche Aminosäuren im Peptidrückgrat ähnliche 

positive Effekte nach sich ziehen. Dies bietet vor allem den Vorteil, dass viele Aminosäuremimetika bereits 

kommerziell erhältlich sind, was die Synthese neuartiger Impfstoffe erheblich verkürzen bzw. 

kostengünstiger gestalten kann. 

Peptidmimetika-Bausteine sind den natürlichen Aminosäuren nachempfunden und weisen meist nur kleine 

Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung auf. In einem Peptid eingebaut, imitieren diese die 

natürliche Primär- und Sekundärstruktur ihrer Vorbilder und dienen daher als Pharmakophore. Durch den 

Einbau von Mimetika kann eine erhöhte metabolische Stabilität und somit auch eine höhere Bioverfügbarkeit 

erreicht werden.
[178, 179]

 Mögliche Mimetika-Strukturen sind beispielsweise α-Aminoxy-Peptide,
[180]

 

Azapeptide,
[181, 182]

 β-Peptide,
[183-185]

 γ- und δ- Peptide,
[186]

 α- Zucker-basierte Peptide,
[187-189]

 Peptoide
[190]

 und 

Oligourea-Peptide;
[191, 192]

 vergleiche hierzu auch folgendes Schema 1.2. Andere Mimetikastrukturen können 

erreicht werden durch den Austausch einzelner Atome. Beispielsweise kann Wasserstoff durch Fluor 
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ausgetauscht werden. Dieser Austausch ist besonders geeignet, da sich diese Atome nur geringfügig in ihren 

van der Waals Radien unterscheiden (vgl. Kapitel 1.2.2).  

 

Schema 1.2: Häufig verwendete Peptidmimetika.  

Anwendung in der Krebsimmuntherapie fanden beispielsweise β-Aminosäuren. Das von Hoffmann-Röder 

hergestellte β
3
-Homo-Threonin-Konjugat des TN-Antigens weist aufgrund der Verwendung einer β-

Aminosäure im Vergleich zum natürlichen Antigen eine höhere chemische und metabolische Stabilität 

auf.
[193]

 

1.2.1 N-Alkylierte-N-aminoethyl-Aminosäuren 

 Eine interessante Peptidmimetikastruktur ist das auf N-alkylierten-N-Aminoethyl-Aminosäuren 

basierende Peptid. So genannte AA-Peptide wurden ursprünglich von chiralen Peptidnukleinsäuren (PNA’s) 

abgeleitet.
[194, 195]

 Hierbei führt unter anderem der Einbau dieser AA-Peptidmimetika zur Erstellung neuer 

Bibliotheken für Inhibitoren von Proteasen und Phosphatasen.
[196]

 

Die von Cai et al.
[197]

 entwickelten AA-Peptide wurden in der Synthese neuer cyclischer und acyclischer 

Lipo-γ-AA-Peptide verwendet.
[198, 199]

 Diese Lipo-γ-AA-Peptide weisen eine hohe antimikrobielle Aktivität 

gegenüber multiresistenten gram-positiven und -negativen Bakterien, als auch im Falle der cyclischen Lipo-

γ-AA-Peptide, gegenüber Biofilmen auf.
[198, 199]

 Daneben wurden AA-Peptide auch in der Krebstherapie 

angewendet. Durch neue γ-AA-Peptidmimetika wurde die Interaktion von murine double minute 2 Protein 

(MDM2) und der Transaktivierungs-Domäne von p53 gestört und somit das Zellwachstum von Tumorzellen 

unterbunden. Dies war möglich, da die Überexpression von MDM2 in Tumorzellen die Aktivierung des p53 

verhindert und zu unkontrolliertem Zellwachstum führt.  

Des Weiteren konnte durch Abbaustudien mittels Proteinasen von γ-AA-Mimetika von Chymotrypsin und 

Thermolysin gezeigt werden, dass AA-Peptide eine erhöhte Stabilität gegenüber enzymatischer Hydrolyse 

besitzen.
[200]

 

Eine weitere Anwendung in der Krebstherapie finden AA-Peptide als Kontrastmittel. Hierbei wurden 

radioaktiv markierte, auf dem γ-AA-Peptid basierende RGD (Arg-Gly-Asp)-Mimetika als Tracer für die PET 

(Positron Emissions-Tomographie) verwendet (Abbildung 1.20). Erstaunlicherweise erzielten die 
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Mimetikastrukturen, trotz verkürzter linearer Sequenz im Vergleich zu ihren natürlichen Strukturen eine 

vergleichbare Bindungsaffinität zum Integrin avb3. In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, 

dass die Strukturen weniger Anfälligkeit gegenüber enzymatischem Abbau und eine höhere in vivo-Stabilität 

aufwiesen.
[201]

  

 

Abbildung 1.20:  γ-AA-Peptid basierendes RGD(Arg-Gly-Asp)-Mimetika.[201] 

Ein weiteres Mimetikum konnten Cai et al. vom Transkriptionsaktivator (Tat)-Protein des Typ 1 HI-Virus 

ableiten (Abbildung 1.21). Das Mimetikum bindet wie das Tat-Protein an RNA und schleust diese in die 

Zelle, ist jedoch weniger toxisch als das Tat-Protein und zudem sehr stabil gegenüber enzymatischen Abbau. 

Dadurch wird dieses γ-AA-Peptid-Tat-Mimetikum zu einem interessanten „cell penetration pepetid“ (CPP), 

um Medikamente in die Zelle einzuschleusen.
[202]

 

 

 

Abbildung 1.21: Mit Fluoreszin markiertes γ-AA-Peptid-Tat-Mimetikum.[202] 

AA-Peptide besitzen bei gleicher Kettenlänge die gleiche Anzahl an Seitenketten und funktionellen Gruppen 

wie natürliche Peptide, jedoch alternieren sekundäre und tertiäre Amide im Peptidrückgrat. Des Weiteren 

entspricht nur eine Seitenkette zweier aneinanderhängender Aminosäuren der natürlichen Seitenkette, 

während die andere Seitenkette aus dem Rest einer Carbonsäure hervorgeht und an das tertiäre Amid 

geknüpft ist. Durch das tertiäre Amid besitzt das Peptidrückgrat eine viel höhere Flexibilität und jede tertiäre 

Amidbindung kann in einer cis- oder trans-Konformation vorliegen, was prinzipiell zu einer Veränderung der 

Struktur und der daraus resultierenden funktionellen Eigenschaften führen kann. Außerdem verändern sich 

durch die Einführung tertiärer Amidbindungen die H-Brückenbindungseigenschaften des Peptids. Die 

relativen Abstände und Positionen der Seitenketten bleiben jedoch erhalten. Durch die Position der 

natürlichen Seitenketten lassen sich zwei unterschiedliche Formen des AA-Peptides unterscheiden. Das α-

AA-Peptid besitzt die natürliche Seitenkette in α-Position und die γ-Form in γ-Position (Abbildung 1.22).
[197, 

200]
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Abbildung 1.22: Ausschnitt aus der Struktur eines natürlichen α-Peptids (oben) und des korrespondierenden 

α-AA-Peptids (links) als auch des γ-AA-Peptids (rechts). 

Die Synthese der α-AA-Peptid-Bausteine funktioniert in drei wesentlichen Schritten (Schema 1.3). Die 

Carbonsäure des α-AA-Peptids der Aminosäure wird zuerst als tert-Butylester oder Benzylester geschützt. In 

einer reduktiven Aminierung mit Fmoc-Aminoethylaldehyd bildet sich das sekundäre Amin, welches im 

nächsten Schritt mit gängigen Peptidkopplungsreagenzien wie ByPOP, DIC/HOBt oder HBTU/HOBt 

alkyliert wird. Durch Spaltung der Estergruppe, beispielsweise durch Hydrierung des Benzylesters oder 

Entschützung des tert-Butylesters, wird der Festphasenbaustein für die Peptidsynthese erhalten.
[197]

 

 

Schema 1.3: Synthese des α-AA-Bausteins: Reaktionsbedingungen: a) Fmoc-Aminoethyl-aldehyd, NaBH3CN; b) 

R1CH2COOH, HBTU/HOBt, 6 d; c) Pd/C, H2 für Benzylester; 80% TFA/Anisol für 

tert-Butylester.[197] 

Die Synthese des γ-AA-Peptids geht von einem Fmoc-Aminoaldehyd aus, welcher mit Glycin-tert-Butylester 

oder -Benzylester in einer reduktiven Aminierung umgesetzt wird. Es folgt eine Alkylierung unter Bildung 

des tertiären Amids. Nach Abspaltung des Esters wird der Festphasenbaustein des γ-AA-Peptids erhalten 

(Schema 1.4).
[200]

  

 

Schema 1.4:  Synthese des γ-AA-Bausteins: a) Glycin-OtBu/Glycin-OBn, NaBH3CN; b) R1CH2COOH, 

HBTU/HOBt, 6 d. c) Pd/C, H2 für Benzylester; 80% TFA/Anisol für tert-Butylester.[200] 

Über eine N-Alloc-Vorstufe des γ-AA-Peptid-Bausteins können weitere Peptidomimetika erhalten werden. 

Dadurch sind in einer Festphasensynthese, ausgehend von der N-Alloc-Vorstufe, durch Umsetzung mit 

Sulfonylchloriden, Isocyanaten und Chlorformiaten weitere Klassen zugänglich (Schema 1.5).
[203]

 Somit 

stellt der AA-Peptidbaustein ein vielseitiges Mimetikum da, mit dem leicht weitere Verbindungsklassen 

entwickelt werden und genutzt werden können.  
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Schema 1.5: Festphasensynthese der Rückgratsequenzen der Peptidomimetika mit verschiedenen Funktionalitäten: 

a) DIC/HOBt, DMF; b) 1. Pd(PPH3)4, Me2NH · BH3, CH2Cl2; 2. RCOOH, DIC/HOBt, DMF oder 

RCOCl, DIPEA, CH2Cl2; 3. 20% Piperidin/DMF.[203]  

1.2.2 Fluorierte Aminosäuren – Fluor-Prolin  

 Natürlich fluorierte Aminosäuren kommen in der Natur nur äußerst selten vor.
[204]

 So sind bis heute 

lediglich fünf fluorhaltige Metabolite/Stoffwechselprodukte von geschätzten 130.000 strukturell 

charakterisierten Naturprodukten identifiziert worden (Abbildung 1.23).
[205-208]

 Im Kontrast dazu, sind bereits 

über 4000 chlorierte, bromierte und iodierte Naturprodukte isoliert worden.
[209]

 

 

Abbildung 1.23: Natürlich vorkommende fluororganische Verbindungen. 

Der Mangel an fluorhaltigen Metaboliten in der Natur lässt sich auf verschiedene Gründe zurückführen. Zum 

einen ist die Bioverfügbarkeit von Fluorid gegenüber Chlorid und Bromid deutlich geringer.
[208]

 Zum anderen 

weist Fluorid die höchste Hydratationswärme auf (~ 120 kcal/mol), sodass ein potentielles Enzym eine 

zuverlässige Desolvatisierungsstrategie entwickeln muss.  

Eine der ersten identifizierten und charakterisierten Biosynthesen für fluorhaltige Aminosäure war die der 

Fluoraminosäure (2S,3S)-4-Fluorthreonin im Bakterium Streptomyces cattaleya.
[205, 210, 211]

 Das Fluoridanion 

wird hierbei in einer Schlüsselreaktion mit Hilfe des Enzyms Fluorinase auf das elektrophile 5`Kohlenstoff 

der S-Adenosylmethionin (SAM) übertragen (Abbildung 1.24). Aus dem so entstandenen 5-Fluoradenosin 

wird im Anschluss über eine Reihe von Reaktionen das 4-Fluorthreonin sowie Fluoracetat dargestellt. Das 

Fluoracetat stellt dabei ein Toxin dar.  
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Abbildung 1.24: Zwei Darstellungen des Fluoridions/SAM Komplex.[208]  

Die Schwierigkeit innerhalb dieser enzymatischen Reaktion liegt in der Erzeugung des Fluoridanions und der 

potentiellen Möglichkeit mit Wasser reagieren zu können. So weist das Enzym für diese Reaktion eine 

Bindungstasche auf, sodass das Ion desolvatisiert vorliegt. 

 

Schema 1.6: Biosynthese von Fluorthreonin. 

Fluorthreonin wurde bereits mehrfach synthetisch zugänglich gemacht.
[212-214]

 Hierbei lag eine Schwierigkeit 

darin die richtige Konformation zu erreichen.  

Aufgrund seiner natürlichen Eigenschaften spielt Fluor eine wichtige Rolle in der Beeinflussung der 

Konformation von Molekülen. Die sterischen Effekte sind eher geringfügig aufgrund des ähnlichen van der 

Waals Radius von 1.47 Å zu Wasserstoff mit einem Radius von 1.20 Å.
[215-217]

 Dagegen sorgt die hohe 

Elektronegativität (3.98 nach Pauling; im Vergleich zu Wasserstoff 2.20, Sauerstoff 3.44 und Kohlenstoff 

2.55) für eine stark polarisierte C-F Bindung, welche einen starken Dipolmoment und ein tiefliegende C-F σ* 

Orbital aufweist. In aliphatischen Systemen kommt es aufgrund dieser Effekte zu einer bevorzugten 

Ausrichtung des Fluors. Dieser Effekt wird auch als gauche Effekt bezeichnet. Er eröffnet neue 

Möglichkeiten in der Entwicklung neuer Medikamente.
[218-220]
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Fluorhaltige Verbindungen sind gerade in der medizinischen Forschung sehr beliebt, sodass eine enorme 

Anzahl an fluorhaltigen Verbindungen bereits zur Verfügung steht. In der Medizinalchemie haben etwa 20% 

aller zugelassenen Pharmazeutika mindestens ein Fluoratom, mit steigender Tendenz bis zu 30%, da sich 

zahlreiche fluorierte Verbindungen in klinischen Studien der Phase II-III befinden.
[221-224]

 Dabei bewirkt die 

Einführung von Fluratomen eine Veränderung der physikalischen, chemischen und biologischen 

Eigenschaften. Hierbei hat sich gezeigt, dass die fluorierten Verbindungen häufig eine bessere Bioaktivität 

aufweisen als ihre nicht fluorierten Analoga. Fluorierte Aminosäuren und größere Moleküle finden eine 

weitverbreitete Anwendung wie beispielsweise biologische Isotopenindikatoren, mechanische Sonden und 

enzymatische Inhibitoren sowie in medizinischen Anwendungen wie beispielsweise der Steuerung des 

Blutdrucks, Allergien und des Tumorwachstums.
[225]

 Fluorierte Aminosäuren (F-AS) dagegen werden vor 

allem als Bestandteil von modifizierten Peptiden oder Proteinen verwendet.
[226-228]

 

Eine besonders interessante fluorierte Aminosäure stellt das 4-Fluorprolin dar. Diese fluorierte Aminosäure 

wurde in den letzten Jahren vor allem in Verbindung mit Collagen, das Hauptstrukturprotein des 

Bindegewebes, in zahlreichen Forschungen untersucht.
[229, 230]

 Dabei wurde 4-Fluorprolin als Analoga des 4-

(R)-Hydroxyprolin (4R-Hyp) eingesetzt, um die thermischen Stabilität von Collagen zu untersuchen.
[231-241]

 

Innerhalb dieser Studien wurde das vorherrschende Paradigma überholt, dass die verbesserte Stabilität durch 

Wasserstoffbrückenbindungen ausgehend von Hydroxyprolin vermittelt wird.
[237, 242]

 Diese Hypothese wurde 

durch synthetische Kollagentrippelhelices mit Fluorprolin wiederlegt. 

Innerhalb dieser Untersuchungen konnte belegt werden, dass die Fluorproline in Abhängigkeit ihrer cis bzw. 

trans Fluorierung in unterschiedlichen Konformationen vorliegen. So liegt das 4-(R)-Fluorprolin im C
γ
-exo 

Pucker vor, wobei das 4-(S)-Fluorprolin bevorzugt den C
γ
-endo-Pucker bildet (Schema 1.7).  

 

Schema 1.7:  Bevorzugte Konformationen der 4-Fluorprolin im Vergleich zum natürlichen Prolin. 

Dieser Effekt ist zurückzuführen auf eine günstige gauche Wechselwirkung zwischen dem Fluor und der N-

C=O Bindung welche zusätzliche Auswirkung auf die Konformation der Amidbindung hat.
[229, 236, 243-245]

 

Innerhalb des C
γ
-exo Pucker wird das freie Elektronenpaar des Amid C=O in das π*-Orbital des 

Estercarbonyls übertragen (n→π* Übertragung). Dies stabilisiert die trans-(Z)-Konformation der 

Amidbindung gegenüber der cis-(E)-Amidbindung, welche in der C
γ
-endo Form vorliegt. Ferner wird dieser 

Effekt durch eine CH→CF* Hyperkonjugationswechselwirkung unterstützt. Diese Effekte (Schema 1.8) 

wurden durch NMR-Untersuchungen aufgeklärt und mit zahlreichen Kristallstrukturanalysen bestätigt.
[246, 247]
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Schema 1.8:  Auftretende Effekte durch die Monofluorierung von Prolin, die das Prolin in eine bevorzugte 

Konformation zwingen. 

Jüngere Studien haben gezeigt, dass diese Effekte auch innerhalb des monofluorierte 3-Fluorprolin und des 

difluorierte 3,4-Difuorprolin auftritt.
[248, 249]

 So liegt das 3-(R)-Fluorprolin im C
γ
-exo Pucker vor, wobei das 3-

(S)-Fluorprolin bevorzugt den C
γ
-endo-Pucker bildet. Die Fluorierung an C4 oder C3 bewirkt demnach eine 

Stabilisierung der C4-endo/C4-exo-Pucker, ähnlich wie die Hydroxylierung, nach dem gleichnamigen gauch-

Effekt. Eine Zusammenfassung der verschiedenen Pucker-Strukturen ist in der folgenden Abbildung 1.25 

gezeigt.  

 

Abbildung 1.25: Übersicht der bevorzugten Konformationen der mono- bzw. difluorierten Proline.  

Die Tatsache, dass die fluorierten Proline in einer bevorzugten Konformation auftreten, wurde in der 

Vergangenheit in der medizinischen Forschung vermehrt ausgenutzt, was das breite Interesse an der 

Fluorierung als Strategie zur Feinabstimmung der konformativen und physikochemischen Eigenschaften von 

biologisch aktiven kleinen Molekülen und Peptiden widerspiegelt.
[250-255]

 Hierbei wird zum einen ausgenutzt, 

dass die fünfgliedrige Prolin-Ringkonformation entweder zu einem C
γ
exo- oder einem C

γ
endo-Pucker 

verzerrt wird. Neben der Puckerbildung beeinflusst die Fluorierung auch das cis/trans-Verhältnis der Xaa-

Pro-Peptidbindung relativ zu Prolin in einer lösungsmittelabhängigen Weise.
[256]

 Der induktive Effekt von 

Fluor sorgt dabei dafür, dass die Fähigkeit des Stickstoff lone pair nur noch vermindert mit der 

Amidcarbonylgruppe konjugieren kann. Damit wird der Doppelbindungscharakter der Amidbindung 
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reduziert. Als Folge wird die Rotationsenergiebarriere verringert und eine beschleunigte cis/trans-

Isomerisierung kann beobachtet werden.
[243, 257]

 

Beispiele aus der medizinischen Forschung zeigen, dass der gezielte Einbau von Fluorprolin gegenüber den 

natürlichen bzw. unsubstituierten Prolinen zu einer erhöhten metabolischen Stabilität führen kann. Hierbei 

stabilisiert der Einbau von 4(S)- oder 4(R)-Fluorprolin in Inhibitoren von Fibroblasten-Aktivierungsprotein 

(FAP)(26) und Thrombin(27) einen einzelnen konformativen Pucker des Pyrrolidinrings (der C4-endo-

Pucker im Falle des FAP-Inhibitors und der C4-exo-Pucker für den Thrombin-Inhibitor) (Abbildung 

1.26).
[258, 259]

 

 

Abbildung 1.26: Fluorprolin in der medizinischen Forschung; FAP Inhibitor (links) und Thrombin-Inhibitor (rechts). 

Die Gruppe um Hoffmann-Röder et al. verfolgte den Ansatz Fluor-Prolin, aufgrund seiner besonderen 

Struktureigenschaften und der Tatsache, dass das MUC1 eine erhöhte Anzahl an Prolin im Peptidrückgrat 

aufweist, in das Rückgrat des MUC1-Peptids als unnatürliche Aminosäure einzubauen.
[260]

 Hierbei lag der 

Fokus der Forschung stets in der Entwicklung von artifiziellen Epitopen auf der Basis von MUC1-

Fragmenten. Einen eingehenden Einblick in diese Forschung stellt die vorliegende Dissertation dar. 

Einen anderen Anwendungsbereich für fluorierte Prolin innerhalb der MUC1-Peptidsequenz verfolgten 

Somovilla et al. Sie verwendeten Fluorprolin innerhalb von MUC1-Antigen als effizienten Nachweis von 

krebsassoziierten Anti-MUC1-Antikörpern von Patienten mit Prostatakrebs.
[261]

 Innerhalb dieser 

Binddungsassays konnten sie Affinitätsverbesserungen gegenüber den natürlichen (Glyco-)Peptiden 

nachweisen. Demnach liegt der Schwerpunkt dieser Forschung weniger auf der Entwicklung neuer 

Krebsimpfstoffkandidaten, sondern viel mehr als neuartiger Diagnostikmarker für verschiedene Krebsarten.  

Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass sich bei Patienten mit Brust- und Bauchspeicheldrüsenkrebs 

bereits im Frühstadium zirkulierende Anti-MUC1-Antikörper im Serum befinden.
[262-267]

 Diese Antikörper 

können, allerdings nur sehr begrenzt, das Wachstum und die Verbreitung des Tumors verhindern (vgl. 

Kapitel 1.1.2). Dennoch gelten diese Antikörper derzeit als aussichtsreiche Diagnostikmarker. Folglich 

wurden Anstrengungen unternommen, um MUC1-basierte Antigene als diagnostische Werkzeuge für den 

Nachweis von Anti-MUC1-Antikörpern in Humanserum zu entwickeln. Leider ist ein kommerzieller Assay 

für die Krebsfrüherkennung, der auf dem Nachweis von anti-MUC1-Antikörpern in Humanserum basiert, 

bisher nicht verfügbar. Wang et al. berichteten in diesem Zusammenhang über signifikante Fortschritte in 

Richtung dieses Ziels, indem sie einen Assay beschrieben, der auf einem rekombinanten MUC1-Protein 

basiert, das sechs MUC1 Tandem Repeat-Sequenz enthält und wirksam Anti-MUC1-Antikörper im Serum 

von Patienten nachweisen kann.
[268]

 In jüngerer Zeit wurde eine Chimäre entwickelt, die sowohl MUC1 als 

auch den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor-2 (HER2) enthält, dessen Überexpression mit 

einer Malignität bei Brustkrebs in Verbindung gebracht wird, um Antikörper gegen MUC1 oder HER2 in 
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Humanserum nachzuweisen.
[269]

 Die beschriebenen Diagnostik-Assays beruhen jedoch auf einem 

Antikörpernachweis, der auf unmodifizierte natürlich vorkommende Antigene beruht.  

In der Weiterentwicklung durch Somovilla et al. wurde sowohl das monofluorierte 4-(S)-Fluorprolin als auch 

das difluorierte 4,4-Difluoroprolin in eine MUC1-Sequenz, bestehend aus 21-Aminosäuren, eingebaut. Die 

ausgewählte Sequenz ist dabei eine der insgesamt drei immundominanten Domänen, die auch in der 

Syntheseentwicklung von Vakzinen als besonders aussichtsreich angesehen wird (vgl. Kapitel 1.1.2 und 

1.1.3).
[270]

 In Röntgenstrukturanalysen des kurzen Peptids mit der natürlichen Sequenz APDT(α- GalNAc)RP 

im Komplex mit dem SM3 Antikörper, der ein therapeutischer Antikörper zur Behandlung von Krebs ist, 

konnte nachgewiesen werden, dass der nicht-terminale Pro-Rest eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung des 

Antikörper/Antigen-Komplexes darstellt, der gegen aromatische Einheiten von Trp91L, Trp96L und Tyr32L 

gestapelt ist (Abbildung 1.27).
[271]

 Ein Austausch des nicht-terminalen Prolinrests des Antigens durch ein 

nicht-natürliches Prolinderivat, wie (4S)-4-Fluoro-L-Prolin und 4,4-Difluoro-L-Prolin führte zu einer 

nachweislichen Erhöhung der Antigen-Antikörper-Affinität aufgrund der Verstärkung der CH/π-Bindungen, 

indem die Polarisation der interagierenden CH-Einheiten durch die elektronegativen Fluoratome an 

spezifische Positionen des Prolin-Gerüsts erhöht wurden (Abbildung 1.27). Die Verbindungen zeigen eine 

deutliche Steigerung der Bindungsaffinität gegen zwei anti-MUC1-Antikörper gegenüber den natürlichen 

Antigenen. Innerhalb dieser Arbeit konnte anhand von Kristallstrukturen zusätzlich nachgewiesen werden, 

dass sich die Struktur der unnatürlichen Peptide im Vergleich zu den natürlichen Peptiden gebunden an den 

SM3 Antikörper nicht unterscheiden. Diese Tatsache ist völlig unerwartet, da bis dato von der endo-/exo-

Pucker Strukturveränderung ausgegangen wurde (s.o.). 

 

Abbildung 1.27: Röntgenstrukturanalysen des Peptids mit der Sequenz APDT(α-GalNAc)RP im Komplex mit dem 

SM3 Antikörper.[261] 

Im Folgenden soll erläutert werden, wie die verschiedenen fluorierten Proline synthetisch zugänglich 

gemacht werden, um beispielsweise in der Festphasensynthese eingesetzt werden zu können.  

Die beiden monofluorierten (3R)- (A3) und (3S)-3-Fluorproline (A7) werden beide ausgehend von (3S)-

Hydroxyprolin (A1) synthetisiert, da das (3S)-3-Hydroxyprolin (A1) als Startmaterial günstiger ist als das 

3R-Isomer, wird dieses für beide Fluorprolineisomere eingesetzt, da die Isomere durch eine Oxidation und 

eine anschließende selektive Reduktion ineinander überführt werden können. In einem ersten Schritt wird die 

Aminogruppe des Hydroxyprolin A1 mit der Boc-Schutzgruppe versehen, während die Carboxylgruppe in 

den entsprechenden Benzylester umgewandelt wird, zum Erhalt des geschützten Hydroxyprolins A2. Dieses 
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Hydroxyprolin A2 kann nun entweder mit dem Fluorierungsmittel DAST fluoriert werden und durch 

Hydrolyse von der Benzylschutzgruppe befreit werden, um den fluorierten Boc-Festphasenbaustein A3 zu 

erhalten, oder die Boc-Schutzgruppe wird in einem weiteren Schritt durch die N-Trt-Gruppe ausgetauscht. 

Die zuletzt genannte Alternative bietet die Möglichkeit in weiteren Schritten das gewünschte (3S)-F-Prolin 

A7 zu erhalten. Die N-Trt-Gruppe bietet dabei den Vorteil, dass das Hydroxyprolin A4 unter Umkehrung der 

Konfiguration der Hydroxylgruppen in einem anschließenden Syntheseschritt in das Hydroxyprolin A5 

überführt werden kann. Dies geschieht nach der Mitsunobu-Reaktion mittels Triphenylphosphin und 

Diethylazodicarboxylat. Vor der Fluorierung wird die N-Trt-Schutzgruppe durch die N-Boc-Schutzgruppe 

ausgetauscht zum Erhalt des Boc-geschützten Hydroxyprolinderivat A6. In einem finalen Schritt wird wieder 

mit DAST fluoriert und das Prolin wird anschließend durch Hydrolyse von der Benzyl-Schutzgruppe befreit 

(Schema 1.9).
[272]

 

 

Schema 1.9: Synthese von monofluoriertem 3-F-Prolin, welches als Boc-geschützter Festphasenbaustein 

Verwendung findet; (a) 1. Boc2O, 2. BnBr; (b) 1. DAST, 2. H2, Pd/C; (c) 1. TFA, 2. TrtCl; (d) 1. 

PPH3, DEAD, 2. KOH; (e) 1. HCOOH, 2. Boc2O, (f) 1. DAST, 2. H2, Pd/C.[272] 

Für den Zugang der 4-(R)- und 4-(S)-Fluorproline werden in der Literatur mehrere Synthesestrategien 

verfolgt. Beispielsweise beschreiben Kim et al. einen synthetischen Ansatz ausgehend von trans-4-Hydroxy-

l-prolin (A8).
[273]

 In einem ersten Schritt wird das Prolin A8 unter Fisher-Veresterungsbedingungen in den 

entsprechenden Methylester umgewandelt, um anschließend die Aminogruppe mit der Boc-Schutzgruppe zu 

schützen, um den N-Boc-Prolin-Methylester A9 zu erhalten. In einem finalen Schritt wird das geschützte 

Hydroxyprolin mit DAST fluoriert, um das (2S,4S)-4-Fluorprolinderivat A10 zu erhalten (Schema 1.10). Um 

das (2S,4R)-4-Fluorproline zu erhalten wird die Synthese analog durchgeführt, wobei als Startmaterial das 

teurere cis-4-Hydroxy-l-prolin verwendet wird.  

 

Schema 1.10: Synthese des (2S,4S)-4-Fluorprolinderivats (A10) ausgehend von trans-4-Hydroxy-l-prolin (A8): (a) 

1. HCl, MeOH, 2. Boc2O; (b) DAST.[273] 

Alternativ zu dieser Synthese berichten Hamacher et al. über einen weiteren Ansatz, wobei das ungeschützte 

(2S,4S)- bzw. das (2S,4R)-4-Fluorprolin (A13) erhalten wird.
[274]

 Diese Synthese verwendet als Startmaterial 
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ebenfalls das trans- (A8) bzw. das cis-4-Hydroxy-l-Prolin, wobei die Behandlung des (2S,4R)- oder (2S,4S)-

Isomers von Hydroxyprolin mit HFA zur Umwandlung in die entsprechenden 1,3-Oxazolidinone A11 führte. 

Dieses Zwischenprodukt A11 kann in einem weiteren Schritt mit DAST zur fluorierten Verbindungen A12 

mit umgekehrter Konfiguration umgesetzt werden. Die anschließende Hydrolyse der fluorierten 

Oxazolodinone liefert im Anschluss die gewünschten 4-Fluoroproline A13. 

 

Schema 1.11:  Synthese des ungeschützten (2S,4S)-4-Fluorprolins (A13) nach Hamacher et al; (a) (F3C)2CO, 

DMSO; (b) DAST; (c) i-PrOH, H2O.[274] 

Einen ähnliche Synthesestrategie verfolgten Doi et al., wobei sie einen Zugang zu den für die 

Festphasensynthese geeigneten N-Boc- und N-Fmoc-4-Fluorproline beschreiben. Der Syntheseweg ist 

allerdings mit seinen vielen Syntheseschritten deutlich aufwendiger als die zuvor beschriebenen Strategien 

(Schema 1.12).
[240]

 

 

Schema 1.12:  Synthese des N-Boc- und N-Fmoc-4-Fluorprolin: (a) (Boc)2O; (b) 1. Cs2CO3, 2. Pac-Br; (c) Xtal-

Fluor® CH2Cl2; (d) Zn/AcOH; (e) 1. TFA/CH2Cl2 2. NMM, Fmoc-OSu (f) Zn/AcOH; (g) CH2N2; (h) 

1. DEAD, Ph3P, HCO2H, 2. NaOH; (i) 1. Cs2CO3, 2. Pac-Br (j) Xtal-Fluor® THF; (k) Zn/AcOH; (l) 1. 

TFA/CH2Cl2 2. NMM, Fmoc-OSu (m) Zn/AcOH.[240] 

Der Zugang des entsprechenden difluorierten Prolins an der Position 3 ist deutlich aufwendiger als das 

monofluorierte Derivat. Als Ausgangsmaterial wird in diesem Zusammenhang auch nicht mehr das 

Hydroxyprolin verwendet. Einen möglichen synthetischen Zugang zu 3,3-Difluoroproline beschreibt 

beispielsweise Suzuki et al.
[275]

 In einem ersten Syntheseschritt wird der leicht zugängliche (R)-

Trifluormethyliminoester A14 defluoriert mittels Mg(0), um das Difluorenamin A15 zu erhalten. Dieses wird 

in einem folgenden Schritt zum Bromdifluormethyliminoester A16 bromiert. Die asymmetrische Hydrierung 

mit Pd(OCOCF3)2 und (R)-BINAP und der sich anschließenden Allylierung mit Allyltributylstannan führt 

zum gewünschten Alken A17. In einem Folgeschritt werden die Schutzgruppen des Alkens verändert, um 
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den N-Cbz-geschützten Benzylester A18 zu erhalten, der die Voraussetzung für eine Ozonolyse zur 

Gewinnung von Dibenzyl-(2R)-3,3-Difluor-5-hydroxypyrrolidin-1,2-dicarboxylat (A19) ist. In einem letzten 

Schritt wird das (R)-3,3-difluoropyrrolidine-1,2-dicarboxylate (A20) erzeugt durch Eliminierung des 

sekundären Alkohols mit Dichlortriphenylphosphoran und anschließender Hydrierung des resultierenden 

Alkens mit dem Wilkinson-Katalysator (Schema 1.13). 

 

Schema 1.13: Synthese des 3,3-Difluorprolins (A20): (a) Mg, TMSCl; (b) NBS; (c) 1. Pd(OCOCF3)2, R-BINAP, 

H2, 2. AIBN, Allyltributylstannan (d) 1. CHTD, BnOH, 2. CAN, 3. Na2S2O3, 4. CbzCl; (e) O3, Me2S; 

(f) 1. PPH3 · Cl2, 2. H2, RhCl(PPh3)3.
[275] 

Einen leicht zugänglichen Syntheseweg zu 4,4-Difluorprolin A22 beschreibt Demange et al., die auch bereits 

über das monofluorierte Prolin A10 ausgehend von trans-Hydroxyprolin berichteten.
[276]

 Hierbei wird die 

Oxidation von Hydroxyprolin A9 dazu ausgenutzt um ein 4-Oxo-Prolin A21 herstellen zu können, um es in 

einem weiteren Schritt mit DAST zu florieren (Schema 1.14).  

 

Schema 1.14: Synthese des 4,4-Difluorprolins A22 ausgehend von trans-Hydroxyprolin: (a) Boc2O, NEt3/CH2Cl2, 

RT; (b) DAST/ CH2Cl2, -78°C → RT; (c) PDC/ CH2Cl2 RT 3Å Molekularsieb; (d) DAST/ CH2Cl2, -

78°C → RT.[276] 
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2  ZIELSETZUNG 

 Wie bereits eingangs erläutert stellen Vakzine auf der Basis der Tandem Repeat-Sequenz des MUC1 

einen erfolgsversprechenden Ansatz zur Immuntherapie von Krebserkrankungen dar, wobei die Impfstoffe 

auf mucinartige Glycopeptide zurückgeführt werden können. Diese Zielstruktur erfüllt die zwingende 

Voraussetzung, dass diese einer tumorspezifischen Oberflächenstruktur entspricht, wobei sich die 

Oberflächenstrukturen der gesunden Zellen eindeutig von denen der malignen Zellen unterscheiden. MUC1 

ist auf Tumorzellen stark überexprimiert und weist zudem ein unterschiedliches Glycosylierungsmuster auf 

(vgl. Kapitel 1.1.2). Da es jedoch aufgrund der biologischen Mikroheterogenität nicht möglich ist, die 

tumorassoziierten Antigene aus natürlichen Quellen zu isolieren, müssen entsprechende (Glyco-)Peptide 

synthetisch zugänglich gemacht werden. In vorangegangenen Arbeiten wurde gezielt der Einbau von 

Fluorsubstituenten in das Kohlenhydratepitop fokussiert, um eine erhöhte Stabilität des Zuckers erreichen zu 

können. In der vorliegenden Arbeit sollte dieser Ansatz verlassen werden, um nunmehr das Peptidrückgrat zu 

verändern und hierdurch mögliche Peptid-Vakzine hinsichtlich der Stabilität zu verbessern. Als Grundlage 

hierfür diente die Tandem Repeat-Sequenz des MUC1, bestehend aus 20 Aminosäuren (Abbildung 2.1).  

 

Abbildung 2.1:  MUC1-(20)-Glyco-Peptid aus der Tandem Repeat-Sequenz. 

Da die Peptidsequenz reich an Prolin ist, sollte diese natürliche Aminosäure durch ein fluoriertes Prolin 

ersetzt werden. Hierdurch sollte das Peptidrückgrat gezielt verändert werden, da insbesondere die 

Aminosäure Prolin zu den Struktur-gebenden Aminosäuren zählt. Ferner ist bekannt, dass der Einbau von 

fluorierten Aminosäuren dem Peptid eine erhöhte Stabilität geben kann (vgl. Kapitel 1.2.2).  

In diesem Zusammenhang sollten zunächst die Festphasenbausteine cis- und trans-4-Fluor-L-prolin 

(Abbildung 2.2) in großen Mengen hergestellt werden. 

 

Abbildung 2.2:  Festphasenbaustein cis- und trans-4-Fluor-L-prolin. 

Ferner sollte das Peptidrückgrat durch so genannte α-AA- und γ-AA-Glyco-Peptid-Bausteine verändert 

werden, wobei hierbei zunächst der synthetische Zugang dieser Bausteine im Vordergrund stand. Bei dem 

α-AA-Mimetikum-Baustein (H2N-Mim-Ser(TN)-Gly-COOH) konnte auf die Arbeiten von F. Karch 

zurückgegriffen werden. Die Bausteine sind in der folgenden Abbildung 2.3 dargestellt. 
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Abbildung 2.3: α-AA- und γ-AA-Peptid-Festphasenbausteine.  

Die Peptide, welche die oben genannten Bausteine enthalten, sollten mittels mikrowellenunterstützter 

Festphasenpeptidsynthese hergestellt werden. Sämtliche Peptide sollten anschließend hinsichtlich ihrer 

räumlichen Struktur und ihrer Stabilität hin untersucht werden. Wobei die räumliche Struktur anhand von 

durchgeführten NMR-Experimenten untersucht werden sollte, wohingegen die Stabilität der Peptide mit 

Hilfe von Abbaustudien getestet werden sollte. Außerdem sollten auch geeignete Epitope in ELISA-

Experimenten hinsichtlich der Antikörperbindung bzw. der immunologischen Evaluierung getestet werden. 

Diese Ergebnisse sollten stets mit der natürlichen Sequenz verglichen werden, sodass auch die natürlichen 

Zuckerbausteine synthetisch zugänglich gemacht werden müssen (Abbildung 2.4).  

 

Abbildung 2.4: Natürlicher T- bzw. TN-Festphasenbaustein. 
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3  ALLGEMEINER TEIL 

3.1  Design von synthetischen Peptiden aus der Tandem Repeat-Sequenz des 

Mucin 1  

 Die Möglichkeit gegenüber Tumorzellen eine aktive Immunisierung durchzuführen stellt einen 

Meilenstein in der Krebstherapie dar. Dafür ist die Entwicklung von Vakzinen, welche eine starke und 

selektiv gegen Krebs gerichtete Immunantwort auslösen können in der aktuellen Forschung von besonderem 

Interesse. Vakzine auf der Basis des krebsassoziierten Glycoproteins MUC1, welches auf der Oberfläche von 

Epithelzellen lokalisiert ist, haben sich als sehr erfolgsversprechende Kandidaten herausgestellt. Für die 

Tumorimmuntherapie stellt das MUC1 vor allem aufgrund der bis zu 100fach häufigeren Expression auf 

Krebszellen im Vergleich zu gesunden Normalzellen ein geeignetes Target dar. Zum anderen weist MUC1 in 

Krebszellen ein verändertes Glycosylierungsmuster auf, sodass das Immunsystem die veränderten 

Glycopeptidstrukturen selektiv adressieren kann.
[14, 103, 105, 277-279]

  

Da sowohl die Isolation als auch die Aufreinigung von homogenen Glycopeptiden in ausreichenden Mengen, 

aufgrund der natürlich vorkommenden Heterogenität der Peptide, aus natürlichen Quellen mit den aktuellen 

Techniken nahezu unmöglich ist, bietet die chemische Synthese einen geeigneten Weg, deren Verfügbarkeit 

sicher zu stellen.
[280-283]

 Mit Hilfe der Glycopeptidsynthese ist es möglich, homogene und vollkommen reine 

und somit definierte tumor-assoziierte Glycopeptide sowohl für die biologische als auch medizinische 

Forschung bereit zu stellen. Neben der Bereitstellung bieten synthetisch hergestellte Glycopeptide zudem die 

Möglichkeit Effekte, wie beispielsweise die zugrundeliegende Faltungsprozesse oder die spezifische 

Glycosylierungsmuster der resultierenden Peptide, sowie deren Funktion zu untersuchen. In der 

Krebsimmuntherapie wurden bereits Impfstudien mit reinen tumorassoziierten Antigen (TAA) Präparationen, 

auf der Basis von MUC1 durchgeführt, die gezielt eine T-Zellen-Aktivierung nachweisen konnten.
[142]

 Auch 

in ersten klinischen Studien konnten für diese Vakzine, die mit Mammakarzinomen assoziiert sind, 

immunogene Wirkungen nachgewiesen werden.
[284, 285]

 

Nachteilig ist jedoch, dass die natürlichen (Glyco-)Peptide eine unzureichende Immunogenität aufweisen um 

eine starke Immunantwort hervorzurufen. Zur Durchbrechung der Toleranzschwelle ist die Konjugation an 

entsprechende Carrierproteine notwendig. Mögliche Carrierproteine sind beispielsweise das 

Rinderserumalbumin oder das Tetanus-Toxoid. Es konnte jedoch in Versuchen gezeigt werden, dass die 

Konjugation mit Rinderserumalbumin nur mäßige Immunreaktionen und Antikörper vom IgM-Typ 

induzieren.
[286, 287]

 Im Gegensatz dazu, wurden starke und selektive Immunreaktionen vom IgG-Typ in 

transgenen Mäusen beobachtet, welche mit vollsynthetischen Konjugaten aus tumorassoziierten 

Glycopeptiden und T-Zell-Epitopen vom Ovalbumin immunisiert wurden.
[288, 289]

 Daneben wurden auch 

außerordentlich starke Immunreaktionen bei der Verwendung von synthetischen Impfstoffen auf der Basis 

von Sialyl-TN-Saccharid-Seitenketten beobachtet, wobei das Peptid an Tetanus als Trägerprotein gebunden 

wurde.
[290]

 Tetanus-Toxid-basierende MUC1-Glycopeptidimpfstoffe haben dabei den besonderen Vorteil, 

dass sie auch für die humorale Impfung genutzt werden können. 
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Jedoch unterliegen solche natürlichen (Glyco-)Peptide einem metabolischen Abbau gegenüber 

entsprechenden Glycosidasen und Proteasen und sind somit nur begrenzt für eine aktive Immunisierung 

geeignet. Eine vielversprechende Lösung bietet hierbei der Einbau entsprechender Peptidmimetika oder 

rückgratmodifizierter Aminosäuren in die Tandem Repeat-Sequenz. Hierdurch soll die Stabilität der 

synthetisierten Antitumorvakzine und deren Bioverfügbarkeit erhöht werden. Die bessere Bioverfügbarkeit 

der tumorassoziierten Epitope sollte zudem gegenüber dem Immunsystem eine effektivere Immunantwort 

zulassen und den Einsatz geringerer Mengen dieser synthetisch aufwendig herzustellenden Vakzine erlauben.  

Im Arbeitskreis um Hoffmann-Röder konnte bereits gezeigt werden, dass ein Einsatz von fluorierten T-

Antigen-Mimetika sowohl zu einer IgG-induzierte Immunantwort führt, als auch eine erhöhte Stabilität vom 

Zuckermimetikum ausgeht.
[291]

 Wie bereits eingangs erwähnt kann neben den Zucker-Mimetika Strukturen 

auch das Peptidrückgrat modifiziert werden.  

In der vorliegenden Arbeit stehen die rückgratmodifizierten Aminosäuren wie das fluorierte Prolin im 

Vordergrund der Betrachtung. Prolin bietet als strukturgebende Aminosäure ein geeignetes Target für die 

Modifizierung von Vakzinen. Außerdem ist die Tandem Repeat-Sequenz des MUC1 reich an Prolin, sodass 

durch den Einbau von Prolin-Mimetika die Konformation der Peptide gezielt an verschiedenen Positionen 

beeinflusst werden kann. Außerdem ist eine erhöhte Stabilität durch den Einbau von fluorierten Prolinen 

bereits an Kollagen gezeigt worden (vgl. Kapitel 1.2.2).  

Als ein Ziel dieser Arbeit sollte vor allem der Einfluss des Einbaus von fluorierten Prolinen auf die Stabilität 

hin und die strukturelle Änderungen untersucht werden. So ist es erstrebenswert ein Vakzin auf der 

Grundlage von artifiziellen Epitopen des MUC1-(Glyco-)Peptids zu synthetisieren, welches stabiler gegen 

enzymatischen Abbau ist, ohne jedoch die immunologische Wirksamkeit zu verlieren. Solche Vakzine eignen 

sich vor allem in Langzeitbehandlungen, da die Immunogenität durch die erhöhte Stabilität zusätzlich erhöht 

ist. Demnach sollten in dieser Arbeit Peptide synthetisiert werden, welche Verwendung in der 

Krebsimmuntherapie haben können. 

Der Aufbau solcher vollsynthetischen Peptide, die innerhalb von Vakzinen zum Einsatz kommen können, 

lässt sich folgendermaßen beschreiben: Eine Partialstruktur des MUC1-Peptids (B-Zell-Epitop) ist mit einem 

Spacer, der als Abstandhalter dient, verbunden. An den Spacer kann ein geeignetes Trägerprotein (T-Zell-

Epitop) gebunden werden (Abbildung 3.1).  

Innerhalb eines Projekts dieser Arbeit sollten sowohl Glycopeptide als auch solche Peptide ohne 

Kohlenhydrat-Epitope synthetisiert werden. Bei der Synthese sollte die natürliche Aminosäuren Prolin gegen 

die unnatürliche Aminosäuren 4-F-Prolin ausgetauscht werden. Durch diesen Austausch sollte die Stabilität 

der Peptide erhöht werden, ohne große strukturelle Änderungen hervorzurufen.  
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Abbildung 3.1: Vollsynthetisches Glycopeptid-Vakzin mit der ausgewählten Peptidsequenz aus der Tandem Repeat-

Region des MUC1.  

Daneben sollten auch solche Peptide synthetisiert werden, welche Vorläufer dieser Vakzine darstellen. Diese 

bestehen lediglich aus der Tandem Repeat-Sequenz des MUC1, also ohne den Spacer. Auch hierbei sollte die 

unnatürliche Aminosäure 4-F-Prolin in die Sequenz eingebaut werden. Ziel der Synthese dieser Peptide war 

es den Einfluss von unnatürlichen Aminosäuren auf das Peptidrückgrat hin zu untersuchen. Außerdem sollten 

diese Peptide auf ihre metabolische Stabilität hin untersucht werden. 

Zuletzt sollten auch solche Glycopeptide synthetisiert werden, welche statt einem natürlichen 

Kohlenhydratepitop ein Kohlenhydratmimetikum besitzen. Diese Peptide sollten sowohl mit, als auch ohne 

Spacer synthetisiert werden. Für eine Strukturaufklärung durch NMR-Spektroskopie ist es stets von Vorteil 

zunächst ein Peptid ohne Spacer zu synthetisieren.  

Alle benötigten Peptide werden über Festphasenpeptidsynthese dargestellt. 

3.1.1  (Glyco-)Peptidfestphasensynthese  

3.1.1.1 Historischer Abriss 

Seit der Entwicklung der ersten Festphasenpeptidsynthese (SPPS) durch Merrifield im Jahr 1963
[292]

 

hat es in den letzten 50 Jahren zahlreiche Anstrengungen zur Verbesserung dieser Synthesen gegeben. Neben 

der Optimierung der Reaktionsbedingungen und der damit verbundenen Entwicklung von neuen Harzen und 

Linkern sowie Kupplungsreagenzien stand auch die Aufreinigung der Peptide im Mittelpunkt der Forschung.  

In einer ersten Veröffentlichung zum Thema beschreibt Merrifield die Synthese eines Tetrapeptids. Die 

Synthese war ohne Zweifel erfolgreich, jedoch waren die gewählten Kupplungs- und 

Entschützungsbedingungen nur für kleine Peptide geeignet. Zudem gab es Probleme in der Aufreinigung. Die 

Situation verbesserte sich jedoch schon nach einem Jahr. So veröffentlichte Merrifield 1964 eine 

Weiterentwicklung seiner Methode, in dem er die Boc-Schutzgruppenchemie einführte, welche noch heute 

zur Anwendung kommt.
[293]

 Hierbei ist die Schutzgruppe sehr viel säurelabiler als die zuvor verwendete 

Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe.  

Bei dieser Synthesestrategie wird die erste Aminosäure während der Synthese mit dem C-terminus an ein 

Harz gebunden, welches aus einem Polymer besteht. Um eine mögliche Aggregation zu verhindern, befindet 

sich außerdem ein zusätzlicher Linker zwischen Harz und dem wachsenden Peptid. Der Vorteil dieser 

Synthese an fester Phase liegt in der Reinigung durch einfaches Waschen des Harzes (Bradykinin) nach 

jedem Syntheseschritt. Diese Veränderung löste nicht nur das Problem, dass nur kürzere Peptidsynthesen 
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möglich waren, sondern brachte auch eine massive zeitliche Beschleunigung der Synthese mit sich. So 

konnten Peptide erstmalig binnen weniger Tage hergestellt werden.  

Alternativ zur ursprünglichen Merrifield-Synthese entwickelte sich zehn Jahre nach ihrem Durchbruch eine 

weitere Technik
[294, 295]

 die durch Carpino
[296]

 im Jahr 1972 veröffentlicht wurde. Diese Technik beruht auf 

der basenlabilen N-terminalen Schutzgruppe Fmoc. Eine Weiterentwicklung dieser Methode liegt darin, dass 

die Abspaltprodukte, die bei der Fmoc-Entschützung auftreten, photometrisch detektiert werden können, 

wodurch eine Verfolgung des Synthesefortschritts ermöglicht wird.  

Die Einführung der Fmoc-Strategie und die damit verbundene spektrometrische Verfolgung der Synthese 

machte es möglich, dass die Synthese nun vollautomatisch ablaufen konnte. Die Tatsache, dass mit dem 

Abspaltprodukt die Peptidsynthese verfolgt werden konnte, ermöglichte die Entwicklung von „continuous 

flow“ Methoden und den Aufbau erster vollautomatischer Peptidsynthesizer mit analytischer 

Überwachung.
[297-300]

 In den letzten Jahren wurden diese Peptidsynthesizer weiterentwickelt, sodass im Jahre 

1992 ein weiterer Durchbruch durch die Zuhilfenahme von Mikrowellen gelang.
[301]

 Durch diese 

Meilensteine der Entwicklung der Peptidsynthese ist es nun möglich sehr effizient eine Vielzahl an Peptiden 

zu synthetisieren.  

Aufgrund der Effizienz und der milden Reaktionsbedingungen im Vergleich zu der klassischen Merrifield-

Methode findet die mikrowellenunterstützte Fmoc-Strategie für die Synthese der (Glyco-)Peptide in dieser 

Arbeit Anwendung. 

3.1.1.2 Allgemeine Erläuterung der Festphasensynthese 

Das allgemeine Prinzip einer Festphasensynthese besteht aus lediglich zwei Schritten, die sich stets 

wiederholen (Schema 3.1). Zum einen aus der Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe und zum anderen 

aus der Kupplung einer weiteren Aminosäure. Zudem findet die Peptidfestphasensynthese in nur einem 

Reaktionsgefäß statt, welcher nach jedem Schritt gereinigt werden kann und so eine Abtrennung von nicht 

umgesetzten Reagenzien sowie angefallenen Nebenprodukten ermöglicht.  

Die erste Aminosäure ist mit ihrer C-terminalen Carboxylgruppen an einem Harz über einen Linker 

gebunden und trägt an ihrer N-terminalen Aminogruppe, wie alle anderen Aminosäuren auch, eine temporäre 

Schutzgruppe (SG1: Boc bzw. Fmoc). Alle Aminosäuren, welche in ihren Seitenketten (R1, R2) funktionelle 

Gruppen tragen, werden zudem mit entsprechenden, den Reaktionsbedingungen kompatiblen, Schutzgruppen 

(SG2) versehen, um eine Reaktion der Seitenkettenfunktionalitäten zu unterbinden. Dabei dient die N
α
-

Schutzgruppe als temporäre Schutzgruppe, welche nach jedem erfolgreichen Kupplungsschritt entfernt 

werden kann. Im Gegensatz hierzu soll die Seitenkettenschutzgruppe permanent an die Aminosäure 

gebunden sein, um ungewollte Nebenreaktionen zu vermeiden. Nachdem die erste N-terminal geschützte 

Aminosäure über einen Linker ans Harz gebunden ist, erfolgt der erste Schritt bei dem die N-terminale 

Schutzgruppe (SG1) entfernt wird, um im folgenden Schritt mit der zu kuppelnden Aminosäure eine Amid-

Bindung aufzubauen. Dabei wird die neue Aminosäure stets im Überschuss zur Reaktion gebracht um 

möglichst quantitative Umsätze zu generieren. Die Verknüpfung erfolgt durch die Aktivierung der 

Carboxylgruppe unter Ausbildung eines Aktivesters sowie durch die Reaktion mit einem Kupplungsreagenz 

(KR). Überschüssige Reagenzien werden im Anschluss durch Waschen des Harzes entfernt. Diese beiden 
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Schritte können im Anschluss beliebig oft wiederholt werden bis das Peptid in der gewünschten Länge 

vorliegt. Der abschließende Schritt der Synthese stellt die Entfernung der N-terminalen Schutzgruppe dar, 

bevor die Abspaltung des Peptids von der festen Phase unter gleichzeitiger Deblockierung aller 

Seitenkettenschutzgruppen erfolgt.
[292]

  

 

Schema 3.1: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese; KR: Carboxyaktivierende Gruppe; R1,2: 

Aminosäureseitenkette; SG1: N-terminale temporäre Schutzgruppe; SG2: Seitenkettenschutzgruppe. 

Das Rohpeptid wird im Anschluss mit Standardmethoden wie beispielsweise der Chromatographie gereinigt. 

Vor allem die starke Entwicklung der Verbesserung der Trennung von ähnlichen Produkten, war eine 

wichtige Voraussetzung für den Erfolg der SPPS in Bezug auf die nachfolgende Analyse und die 

Reinigung.
[302]

 Heutzutage ist es mit Hilfe von hochwertiger Massenspektrometrie (MS) mit weichen 

Ionisierungstechniken wie MALDI-TOF und ESI möglich, schnell eine eindeutige Identifizierung des Peptids 

und aller Nebenprodukte zu erstellen.
[303]

 

3.1.1.3 Synthesebedingungen der SPPS 

Bei der Wahl der Synthesebedingungen der Peptidsynthese müssen zunächst fünf wichtige Kriterien 

berücksichtigt werden.  

1. Wahl der temporären N
α
-Schutzgruppe  

2. Wahl der Seitenkettenschutzgruppen der Aminosäuren 

3. Wahl des Harzes 

4. Wahl des Linkers  

5. Wahl der Kupplungsbedingungen 

Vor- und Nachteile dieser sollen im Folgenden kurz erläutert werden.  
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Für die Peptidfestphasensynthese haben sich vor allem zwei wichtige N
α
-Schutzgruppen etabliert: Boc

[304]
 

sowie Fmoc.
[305]

 Die im ersten SPPS-Verfahren von Merrifield angewandte Schutzgruppe war die Boc-

Gruppe als temporäre Schutzgruppe für die Aminofunktion und Bn (Benzyl) oder vergleichbare 

Schutzgruppen für die Seitenketten der trifunktionellen Aminosäuren. Die N-Boc-Schutzgruppe wird unter 

Behandlung mit 20 bis 50%iger TFA (Trifluoressigsäure) entschützt, während die Seitenkettenschutzgruppen 

und die Abspaltung von der festen Phase unter harscheren Bedingungen in den meisten Fällen mit 

Fluorwasserstoffsäure, erfolgt.
[306]

 So basiert die Boc/Bn –Schutzgruppenstrategie auf der abgestuften 

Säurelabilität der permanenten und der temporären Schutzgruppen.  

Während die Boc-Schutzgruppe vor allem in den Anfängen der SPPS verwendet wurde, eröffnete die 

Einführung der Fmoc-Strategie
[305]

 neue Wege und vor allem ein viel variableres Synthesekonzept. 

Verglichen mit der Boc-Schutzgruppen-Strategie ist die Verwendung der Fmoc-Schutzgruppen-Strategie 

deutlich milder und durch die Wahl von orthogonalen Schutzgruppen deutlich flexibler. So wird die 

basenlabile Fmoc-Schutzgruppe N
α
-terminal eingesetzt, wobei die Seitenkettenschutzgruppen sowie der 

Linker säurelabil sind.
[307-309]

 In der Regel werden tert-Butyl- und Trityl-Schutzgruppen für die 

Seitenkettenfunktionen in Kombination mit säurelabilen Estern als Anker eingesetzt, deren Spaltung durch 

Behandlung mit variablen Konzentrationen an TFA erfolgt. Die Fmoc-Abspaltung erfolgt basisch unter 

Verwendung von Piperidin.  

Heutzutage werden beide Schutzgruppenstrategien zur Synthese von Peptiden in der automatisierten 

Synthese verwendet (Schema 3.2). Dennoch bietet die Fmoc-/tBu-Schutzgruppenstrategie den großen Vorteil 

der Orthogonalität. Dies ermöglicht die selektive Entfernung der Schutzgruppen unter Verwendung von 

vollständig unterschiedlichen chemischen Bedingungen und eine damit verbundene deutlich mildere 

Gesamtreaktion.
[295, 310]

 Ein weiterer Vorteil der Fmoc-Strategie ist die Tatsache, dass keine speziellen 

Reaktionsgefäße notwendig sind. Diese sind dagegen in der Boc-Strategie zwingend notwendig, da die 

Behandlung mit korrosivem und giftigem HF erfolgt. Zudem führt die sich wiederholende Behandlung der 

Boc-Schutzgruppe mit TFA oft zu säurekatalysierten Nebenreaktionen.
[311]

 

 

Schema 3.2: Fmoc und Boc Schutzgruppenstrategie in SPPS. (A) Die Fmoc-Gruppe wird durch die Behandlung 

mit Piperidin in einer β-Eliminierung gespalten, während die tBu-Gruppe mit TFA abgelöst wird. (B) 

Die säurelabilen Schutzgruppen Boc und Bn werden unter Zuhilfenahme von TFA und HF unter 

Säurehydrolyse gespalten. 

Aufgrund der 50 jährigen Geschichte der SPPS hat sich eine Vielzahl an Seitenkettenschutzgruppen 

entwickelt. Proteinogene Aminosäuren enthalten verschiedene funktionelle Gruppen (Amino, Carboxyl, 
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Hydroxy, Thio, Pyrrolidinyl, Imidazolyl, Guanidinyl, Amido- und Indolyl), die während der Peptidsynthese 

geschützt werden müssen, um Nebenreaktionen und die Bildung von Nebenprodukten zu verhindern. In der 

folgenden Abbildung 3.2 sind gängige orthogonale Schutzgruppen abgebildet, die in der Fmoc/tBu-

Peptidfestphasensynthese eingesetzt werden und unter Behandlung mit hochkonzentrierter TFA abgespalten 

werden.  

 

Abbildung 3.2: Gängige Seitenkettenschutzgruppen in der Fmoc/tBu Strategie. Pbf: 2,2,4,6,7-

Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl; Trt: Trityl; tBu: tert-Butyl; Boc: tert-Butyloxycarbonyl. 

Keine Seitenkettenschutzgruppen benötigen die Aminosäuren Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Pro und 

Val. 

Zusätzlich zu den gängigen vier Schutzgruppen, gibt es weitere Schutzgruppen, die unter spezifischen 

Bedingungen wie Hydrazin (Dde),
[312]

 sehr gering konzentrierten Säuren (MMT),
[313]

 Palladium-katalysiert 

(Alloc)
[314]

 oder UV-Licht gespalten (Nvoc)
[315]

 werden.  

Neben der Wahl der Seitenkettenschutzgruppen spielt auch die Wahl des festen Trägers eine große Rolle in 

der Festphasensynthese. So muss die feste Phase eine Reihe von Anforderung erfüllen; sie muss in allen 

verwendeten Lösungsmitteln unlöslich, chemisch und physikalisch resistent und zudem auch mechanisch 

stabil sein um die Filtration zu gewährleisten. Daneben muss das Harz eine geringe Vernetzung aufweisen, 

um eine gute Zugänglichkeit zu erreichen. Weiterhin muss das Harz auch eine hohe Quellfähigkeit besitzen. 

So gewährleisten hoch quellfähige Träger eine hohe Rate an Massentransfer. Dies ist vor allem dann von 

Bedeutung, sobald sperrige Reagenzien zum Einsatz kommen. Kleinere Harzkügelchen können im Vergleich 

zu ihrer ursprünglichen Größe in organischen Lösungsmitteln ihr Volumen sechsfach vergrößern.  

Zusätzlich zu diesen Eigenschaften muss das Polymer auch eine funktionelle Gruppe aufweisen, die die 

Kopplung an den Linker ermöglicht.
[292, 316, 317]

 Am häufigsten kommen folgende drei Harze in der SPPS zum 

Einsatz: traditionelle Polystyrol-basierte (PS) Polymere,
[292]

 Polyethylenglycol-funktionalisierte PS (PEG-PS) 

(wie beispielsweise TentaGel)
[318, 319]

 und reine PEG-basierte Harze wie PEGA-Harz
[320]

 und ChemMatrix 

(Abbildung 3.3).
[321]

 

 

Abbildung 3.3: Häufig genutzte Harze in der Festphasenpeptidsynthese. Tenta-Gel (links) und PEG-PS (rechts). 
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Neben der Wahl des Harzes stellt die Wahl der Ankergruppen, welche die reversible Verbindung zwischen 

dem polymeren Träger und dem wachsenden Peptid darstellt, einen entscheidenden Schritt in der Gestaltung 

von Festphasenpeptidsynthesen dar. So bestimmt der Linker die Beladung des Harzes, die Distanz zwischen 

Harz und Peptid, die chemischen Bedingungen für die Kupplungen und Entschützungen während der 

Peptidsynthese sowie die C-terminale Funktionalität des synthetischen Peptids. In den meisten Fällen werden 

Säure- oder Amidlinker genutzt. In der Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrategie werden bevorzugt säurelabile 

Linker wie Wang-,
[322]

 HMPA-,
[323]

 Rink-
[324]

 oder PAL-Linker
[325]

 verwendet (Abbildung 3.4). Diese lassen 

eine milde Abspaltung von Peptid und Linker zu ohne die glycosidischen Bindungen zu beeinflussen.  

 

Abbildung 3.4: Bevorzugte Linker in der Festphasensynthese. Die Abspaltung erfolgt durch die Behandlung mit 

95%iger TFA. 

Um eine Peptidbindung während der SPPS zu knüpfen ist zunächst die Aktivierung der freien 

Carboxylgruppe notwendig. Gängige Kupplungsreagenzien auf der Basis von Carbodiimiden wie DCC
[292]

 

und DIC
[326, 327]

 kommen dabei zum Einsatz. Der Nachteil dieser effektiven Aktivatoren ist jedoch das 

Auftreten von Racemisierungen, welche mit Aktivierungsreagenzien wie HOBt nicht auftreten.
[328]

 

Heutzutage ist eine große Auswahl an Kupplungsreagenzien im Einsatz (Abbildung 3.5). Neben den bereits 

genannten Carbodiimiden (DCC und DIC) und den klassischen Hilfsnukleophilen (HOBt, HOAt
[329]

) werden 

auch Uronium-Reagenzien (HATU,
[329]

 TBTU,
[330]

 HBtU) oder Phosphoniumsalze (PyBOP
[331]

) verwendet. 

Im Jahr 2009 wurde Oxyma, als Alternative zur etablierten HOBt-vermittelten Aktivierung, als neuartiges 

Additiv eingeführt.
[332, 333]

 Oxyma stellt eine gute Alternative zum HOBt dar, da von dieser Verbindung im 

Vergleich zu HOBt kein explosives Potential ausgeht. Daneben wurde COMU im gleichen Jahr als sicheres 

und wirksames Oxyma-basiertes Uroniumsalz eingeführt.
[334]
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Abbildung 3.5: Gängige Kupplungsreagenzien in der SPPS. 

Anspruchsvolle und vor allem große Peptide sind nur schlecht mit herkömmlicher SPPS herzustellen. Hierbei 

kommt es häufig zu Verunreinigungen, vorzeitigem Syntheseabbruch und schließlich zu geringen Ausbeuten 

aufgrund von inter- und intramolekularen Aggregationen sowie sterischen Hinderungen. Eine Abhilfe schafft 

die mikrowellenunterstützte, vollautomatisierte Peptidsynthese, die viele Vorteile gegenüber der 

herkömmlichen Methode mit sich bringt.
[301]

 Zum einen kommt die Mikrowellenstrahlung sowohl für die 

Kupplung als auch die Entschützungsschritte zum Einsatz, was eine Beschleunigung des Zyklus ermöglicht. 

Zum anderen sind die Kupplungen meist effektiver, was mit einer Erhöhung der Reinheit der Rohpeptide 

sowie in der Ausbeute einhergeht. Außerdem wird durch die automatisierte Synthese der Lösungsmittelabfall 

im Vergleich zur konventionellen Methode deutlich reduziert.
[335]

 

3.1.1.4  Probleme der SPPS 

Trotz der Optimierung der Schutzgruppen, des Linkers und des Harzes kann es zu unerwünschten 

Nebenreaktionen kommen. Bei der Synthese von Peptiden, welche beispielsweise C-terminal mit Prolin oder 

N-alkylierten Aminosäuren beginnen, kann es auf der Stufe des Dipeptids unter Cyclisierung leicht zur 

Bildung von Diketopiperazinen kommen (Schema 3.3). Eingeschränkt werden kann diese Nebenreaktion mit 

sterisch anspruchsvollen Linkern (z.B. Trityl-Harze). 

 

Schema 3.3: Diketopiperazinbildung unter vorzeitigem Peptidsyntheseabbruch.  

Zusätzlich kann es während der Peptidsynthese zur unerwünschten Ausbildung von Sekundärstrukturen oder 

zur Aggregation des Peptids mit anderen Peptiden oder mit dem Harz selbst kommen. Beim Auftreten 

solcher Aggregationen, die schon ab der fünften Aminosäure auftreten können, ist das wachsende Peptid 

nicht mehr vollständig im Lösungsmittel gelöst und die Reaktionsgeschwindigkeit wird aufgrund dessen 

herabgesetzt. Zu beobachten ist dieses Phänomen durch die geringeren Kupplungsausbeuten, was zum Abfall 
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der UV-Extinktion des Fmoc-Abspaltprotokolls führt. Abhilfe hier kann die Wahl der 

Seitenkettenschutzgruppen oder die Einführung von reversiblen Oxyzolidinen (Pseudoproline) schaffen, 

jedoch verspricht auch die Mikrowellenunterstützung während der Synthese eine Aggregation weitestgehend 

zu verhindern bzw. eine bestehende Aggregation aufzulösen.
[336-339]

  

Ein weiteres Problem bei der Peptidsynthese kann die unerwünschten Racemisierungen der Aminosäuren 

während der Bildung der Amidbindung sein, da bei der Bildung die Carboxylgruppe aktiviert wird, wodurch 

die Acidität des α-Protons stark erhöht wird. Durch die Verwendung von Uroniumsalzen in Kombination mit 

dem entsprechenden Additiv kann diese Nebenreaktion jedoch weitestgehend unterdrückt werden.  

Eine weitaus häufigere Nebenreaktion stellt die Bildung von Aspartimiden und die damit verbundene 

Umlagerungsreaktion dar. Diese Nebenreaktion ist sequenzabhängig und wird durch sperrige tert-

Butylschutzgruppen für Asparaginsäure oder den Zusatz von HOBt weitestgehend verhindert.
[308, 340, 341]

 Bei 

dieser Nebenreaktion können die Seitenketten der Aminosäuren Asparagin oder Asparaginsäure ein 

fünfgliedriges cyclisches Imid ausbilden. Während der Deblockierung durch Piperidin kann es im Anschluss 

zu einer Ringöffnung kommen und die entsprechenden unerwünschten α- und β-Piperidine können gebildet 

werden. Weiterhin besteht die Möglichkeit der Hydrolyse des Aspartimids nach Abspaltung des Peptids von 

der festen Phase und der damit verbundenen Ausbildung der α- und β-Aspartyl-Peptide (Schema 3.4). 

 

Schema 3.4: Unerwünschte Aspartimidbildung bei der SPPS. 

Ein weiteres Problem welches im Anschluss an die Peptidsynthese auftreten kann, ist die β-Eliminierung des 

O-Glycans. Bei der Synthese von Glycopeptiden, werden die Hydroxylgruppen des Saccharids mit 

Schutzgruppen wie Acetyl oder Benzoyl geschützt. Diese werden, nachdem das Peptid von der festen Phase 

abgespalten worden ist, unter basischen Bedingungen entfernt. Hierbei kann es schon unter Verwendung von 

Natriummethanolat-Lösung in Methanol (0.12 M) zu einer α-Protonen induzierten β-Eliminierung des 

Kohlenhydrats kommen (Schema 3.5).
[342]

 Abhilfe hierfür schafft Morpholin oder Piperidin, beide Basen sind 

nicht basisch genug um die β-Eliminierung einzuleiten.  

 

Schema 3.5: β-Eliminierung des O-Glycans unter basischen Bedingungen. Reaktionsbedingungen: a) NaOMe 

(0.12 M). 
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3.1.2  Allgemeines Protokoll der mikrowellenunterstützten (Glyco-)Peptidfestphasen-synthese 

 Im Rahmen dieser Arbeit wird die Fmoc-/tBu-Schutzgruppenstrategie für alle Peptide und 

Glycopeptide angewendet. Die Synthesen wurden dabei mikrowellenunterstützt unter Verwendung eines 

Liberty 1
TM

 Peptidsynthesizer (CEM Corporation, Matthews, NC), zusammen mit dem Modul Discover
TM

 

(CEM Corporation, Matthews, NC) durchgeführt. Als polymerer Träger diente ein Fmoc-Ala-Wang-Harz LL 

(low load). Die niedrige Beladung wurde verwendet, um eine Aggregation der Peptide während der Synthese 

auszuschließen. Bezogen auf die Beladung des Harzes wurde stets eine Ansatzgröße von 0.1 mmol 

verwendet. Versuche größere Ansätze durchzuführen scheiterten meist an der Aggregation der Peptide sowie 

der zunehmenden Verstopfung des Merrifield-Reaktors durch das Harz. In der folgenden Abbildung 3.6 sind 

die verwendeten Aminosäurebausteine mit ihren Seitenkettenschutzgruppen (grau) abgebildet.  

 

Abbildung 3.6: Fmoc-geschützte Aminosäuren mit den verwendeten Seitenkettenschutzgruppen (grau), die im 

Rahmen dieser Arbeit in der mikrowellenunterstützten Festphasensynthese eingesetzt werden. 

Die Hydroxyl- sowie die Carboxylgruppen der Aminosäuren Asparaginsäure, Threonin und Serin werden als 

tert-Butyl-Ester beziehungsweise Ether geschützt. Das freie Amid, des Imidazol-Rings des Histidins wird mit 

einer Trityl-Schutzgruppe versehen. Dagegen wird Arginin durch 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-

5-sulfonyl (Pbf) geschützt. Alle Seitenkettenschutzgruppen werden zusammen mit dem Harz nach der 

Synthese des Peptids unter Behandlung mit TFA in sehr guten Ausbeuten abgespalten. 

Die Peptidfestphasensynthese besteht aus zwei Schritten, die sich für jede Aminosäure, die ans wachsende 

Peptid gebunden werden soll, wiederholen. Beginnend mit der Fmoc-Abspaltung folgt im Anschluss die 

Kupplung der folgenden Aminosäure. Beide Schritte werden für das jeweilige Peptid stets optimiert um 

somit die besten Ausbeuten zu erzielen. 

Ein erster Schritt im Synthesezyklus der Peptidfestphasensynthese besteht in der Abspaltung der Fmoc-

Schutzgruppe der temporären Aminosäure (Schema 3.6). Diese erfolgt durch die Behandlung einer 20%igen 

Lösung aus Piperidin in NMP.
[343, 344]

 Die Abspaltung erfolgt dabei nach einem E1cB-Mechanismus, bei dem 

zunächst das azide Proton am C9 durch Piperidin abgespalten wird und nach Eliminierung von 

Kohlenstoffdioxid das Dibenzofulven sowie das freie N-terminale Amin entstehen. Dibenzofulven reagiert 

mit dem als Base eingesetzten Piperidin weiter zu einem Addukt, welches als UV-aktive Substanz dazu 

genutzt wird den Verlauf der Entschützung zu verfolgen.
[345]
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Schema 3.6: Mechanismus der Fmoc-Schutzgruppenabspaltung mit Hilfe von Piperidin.  

Der zweite Schritt, die Aminosäurekupplung, erfolgt unter Zusatz der Kupplungsreagenzien HBTU
[330, 346, 347]

 

und HOBt
[328]

 in DMF sowie der Hilfsbase Diisopropylethylamin (DIPEA) in NMP (Schema 3.7). Die 

käuflich erhältlichen Aminosäuren werden stets in einem Überschuss eingesetzt. Im Unterschied zu den 

Standardaminosäuren erfolgt sowohl die Aktivierung der Glycosylaminosäure als auch die der unnatürlichen 

Aminosäuren mit den reaktiveren Reagenzien HATU
[347]

 und HOAt
[329]

 und N-Methylmorpholin (NMM).
[348]

 

 

Schema 3.7: Mechanismus der Bildung des Aktivesters mit HATU/HOAt und der Aufbau der Amidbindung. 

Mechanistisch betrachtet erfolgt die Aktivierung mit den Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt analog 

(Schema 3.7). Beim Einsatz von HBTU und HOBt kann es durch den fehlenden Ringstickstoff in Position 7 

zu keiner Koordination des angreifenden Amins und daher auch zu keinem siebengliedrigen 

Übergangszustand kommen. Aus diesem Grund sind diese Kupplungsreagenzien im Vergleich zu HATU und 

HOAt auch weniger reaktiv.
[329]

 In der Regel reicht es aus, dass der Kupplungsschritt einmal durchgeführt 

wird.  
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Abbildung 3.7: Zur Peptidsynthese eingesetzte Kupplungsreagenzien. 

Beim Einbau von synthetisch hergestellten Aminosäuren wie Fluorprolin sowie der Glycosylaminosäuren 

werden die folgenden Aminosäuren stets doppelt gekuppelt. Ein Grund hierfür liegt in der sterische 

Hinderung des Einbaus des sterisch anspruchsvollen Zuckerbausteins, welcher den Einbau der folgenden 

Aminosäure erschwert. Ein weiterer Grund liegt im Aufbau der fluorierten Aminosäure, welche aufgrund des 

elektronenziehenden Charakters des Fluors, Elektronen aus der Amidbindung ziehen und so die folgende 

Kupplung elektronisch erschweren. Durch die Wiederholung wird die Wahrscheinlichkeit einer quantitativen 

Kupplung erhöht.  

Nach der letzten N-terminalen Fmoc-Abspaltung wird das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und 

unter Rühren und der Behandlung mit TFA vom Harz und den Seitenkettenschutzgruppen befreit. 
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3.2  Synthese der Festphasenbausteine 

 Der Zielsetzung entsprechend werden für den Aufbau der (Glyco-)Peptide die einzelnen 

Festphasenbausteine benötigt. Diese werden einzeln in mehrstufigen Synthesen als Fmoc-Bausteine 

hergestellt, sodass diese mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese zu den entsprechenden Konjugaten 

aufgebaut werden können. Im Einzelnen wurden drei Glycosylaminosäurebausteine (vgl. Kapitel 3.2.1) 

sowie zwei fluorierte Prolinderivate (vgl. Kapitel 3.2.2) als auch eine Spaceraminosäure (vgl. Kapitel 3.2.3) 

dargestellt. 

3.2.1.  Synthese der Glycosylaminosäurebausteine 

 Ein entscheidender Schritt in der Synthese von Glycopeptiden stellt die Einführung des 

Zuckeraminosäurebausteins dar. Hierfür gibt es derzeit zwei verschiedene Strategien, welche in 

unterschiedlichen Bereichen zum Einsatz kommen. Einerseits kann der Zucker enzymatisch auf das fertige 

Peptidrückgrat konjugiert werden oder andererseits innerhalb der Peptidsynthese als glycosylierte 

Aminosäure ins wachsende Peptid an bestimmte Stellen eingebaut werden. Der enzymatische Ansatz 

empfindet dabei die natürliche Glycosylierung nach. Jedoch kommt es bei dieser Methode oft zu 

unerwünschten Nebenprodukten. Ein Nachteil liegt in der Realisierung der korrekten Stereoselektivität, wie 

auch der gezielten Glycosylierung an bestimmten Aminosäuren und der nachträglichen Aufreinigung der 

gewünschten Peptide. Als Produkt werden in einer solchen enzymatischen Glycosylierung meist viele 

verschiedene Peptide mit unterschiedlichem Glycosylierungsmuster erhalten. Da in dieser Arbeit klar 

definierte Peptidstrukturen synthetisiert werden sollten, wurde der schrittweise Aufbau des Peptidrückgrats 

mit zuvor synthetisierten glycosylierten Aminosäuren bevorzugt und durchgeführt. Dazu wurden zunächst 

glycosylierte Aminosäuren synthetisch hergestellt, die im Anschluss in der Festphasensynthese eingesetzt 

werden konnten. In der folgenden Abbildung 3.8 sind die in dieser Arbeit synthetisierten 

Glycosylaminosäuren abgebildet.  

 

Abbildung 3.8: Übersicht über die in dieser Arbeit synthetisierten glycosylierten Antigene. 

Bei den Glycosylaminosäuren handelt es sich um die beiden natürlich vorkommenden TN- und T-Antigene 1 

und 2. Außerdem wurde ein α-AA-Mimetikum 3 auf der Basis eines TN-Antigens dargestellt.  

3.2.1.1 Synthese des TN sowie des T-Antigen-Bausteins 

 Der erste chemische Zugang zur Synthese des TN-Antigens, einer Vorstufe des T-Antigens, wurden 

von Osawa im Jahr 1977 vorgestellt.
[349]

 Dabei handelt es sich allerdings um ein Serin-Derivat, welches als 

Tosylat geschützt wurde. In den folgenden Jahren wurde der Zugang zum T-Antigen durch zahlreiche 

verbesserte Synthesen vereinfacht. Insbesondere die Synthesen von Lemieux,
[350]

 Paulsen und Hölck sind hier 
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herauszustellen.
[351]

 Dabei konnte der synthetisierte Baustein erstmals vollständig deblockiert werden. Eine 

spätere Entwicklung erfuhr die Synthese des T-Antigens durch die Veränderung des Schutzgruppenmusters. 

So wurde durch Paulsen und Schultz die Fmoc-Schutzgruppenstrategie verwendet, sodass der Baustein 

erstmalig als Festphasenpeptidbaustein eingesetzt werden konnte.
[352]

 Eine letzte Neuerung erfuhr die 

Synthese vor sieben Jahren durch eine Azidochlorierung nach Sewald.
[353]

 Hierbei konnte die Synthese um 

einen Schritt verkürzt werden. Da es sich sowohl bei dem TN- als auch dem T-Antigen um derartig wichtige 

Strukturen innerhalb der Glycopeptidsynthese handelt, kann davon ausgegangen werden, dass weitere 

Neuerungen in der Synthese folgen werden.  

Wie schon oben genannt erfolgte die Synthese des N-Fmoc-geschützten T-Antigen-Threonin-Konjugates 2 

nach einer literaturbekannten Schutzgruppenstrategie.
[137, 354]

 Verschiedene Zwischenstufen dieser Synthese 

wurden in weiterführenden Synthesen zum Aufbau der Mimetika Strukturen (vgl. Kapitel: 3.2.1.2 und 

3.2.1.3) verwendet. In einem Schlüsselschritt wurde ein orthogonal geschütztes Threonin-Derivat 10 als 

Glycosylakzeptor sowie ein acetylgeschütztes Galactosylazidochlorid 15 beziehungsweise -bromid 14 als 

Glycosyldonor in einer Glycosylierung gemäß der Königs-Knorr Methode verknüpft (Schema 3.17).
[353, 355]

  

 

Schema 3.8: Retroperspektivische Betrachtung der TN-Antigen-Synthese ausgehend von D-(+)-Galactose 6 und L-

Threonin 5. 

Die erhaltene Glycosylaminosäure 4 kann sowohl in zwei weiteren Stufen nach selektiver C-terminaler 

Deblockierung zum Festphasenpeptidbaustein 1 umgesetzt werden (Schema 3.18), als auch in drei weiteren 

Stufen erneut in einen Glycosylakzeptor 8 überführt werden, der mit dem Glycosylbromid 7 nach einer 

Methode von Helferich
[356, 357]

 zum Disaccharid 18 verknüpft wird (Schema 3.20). Das dabei resultierende T-

Antigen-Derivat 18 wurde in die entsprechende peracetylierte Verbindung 19 umgewandelt und konnte nach 

selektiver C-terminaler Deblockierung direkt in der Festphasensynthese eingesetzt werden.  
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Schema 3.9: Retroperspektivische Betrachtung der T-Antigen-Synthese ausgehend von einer Vorstufe des 

TN-Antigen 4. 

Der orthogonal geschützte Threoninbaustein 10 wurde ausgehend von L-Threonin (5), an der Aminofunktion 

im ersten Schritt mit der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe durch Umsetzung mit N-(9H-Fluoren-9-yl)-

methoxycarbonylsuccinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) in ausgezeichneten Ausbeuten blockiert (Schema 

3.10).
[358, 359]

 Eine Darstellung mit Fmoc-Chlorid ist nicht geeignet, da es hierbei zu einer Dipeptidbildung 

kommen kann.
[355]

 Im Folgenden wurde die Carboxylgruppe des N-Fmoc-L-Thr-OH 9 mit tert-Butanol in 

einer Kupfer-(I)-chlorid katalysierten Veresterung unter Aktivierung mit N,N´-Dicyclohexylcarbodiimid 

(DCC) bei 0 °C zum Aminosäureester N-Fmoc-L-Thr-OtBu 10 verestert.
[360, 361]

 Damit der Ester selektiv 

erhalten werden konnte, musste zunächst die Aktivierung des DCC aktivierten Elektrophils (tBuOH) durch 

eine ausreichend lange Reaktionszeit sichergestellt werden, bevor nach Zugabe von 9 die Umsetzung zum 

Produkt 10 erfolgte. Ist die Aktivierungsphase zu kurz beziehungsweise die sich anschließende Reaktionszeit 

zu lang, werden zunehmend zweifach alkylierte Produkte beobachtet.  

 

Schema 3.10: Darstellung des orthogonal geschützten Threoninbausteins 10. Reaktionsbedingungen: (a) Fmoc-OSu, 

NaHCO3, Aceton/Wasser (1:1), RT, 15 h, 90%; (b) tBuOH, DCC, CuCl, CH2Cl2, RT, 3.5 h, 66%.[358-

361] 

Als Galactosaminyl-Donor für die Glycosylierung nach Königs-Knorr dient das 3,4,6,-Tri-O-acetyl-2-azido-

2-desoxy-α-D-galactopyranosylchlorid (15) sowie das –bromid (14), welches ausgehend von D-(+)-Galactose 

(6) hergestellt wurde. Im ersten Schritt wurde mit Essigsäureanhydrid (Ac2O) in Anwesenheit von 

Natriumacetat in befriedigenden Ausbeuten von 54%, nach einer Additions-Eliminierungs-Reaktion, 

peracetyliert.
[362, 363]

 Die Acetylschutzgruppe stellt eine bevorzugte Schutzgruppe in der Kohlenhydratchemie 

dar. Der Vorteil dieser Schutzgruppe ist die schnelle Einführung, auch in großem Maßstab, sowie die leichte 

Esterspaltung im Basischen nach Zemplén.
[364]

 Das acetylierte Galactosederivat 11 wurde als β-Anomer 

erhalten. Dieses wurde im nächsten Schritt selektiv in Bromwasserstoff (33%ig), welcher in Eisessig gelöst 

ist, zum α-anomeren Bromid 7 in ausgezeichneten Ausbeuten umgesetzt.
[362, 365]
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Schema 3.11: Darstellung des Bromids 7 ausgehend von D-(+)-Galactose (6). Reaktionsbedingungen: (a) Ac2O, 

NaOAc, 80 °C, 1 h, 54%; (b) 33%ige HBr in AcOH, 0 °C → RT, 2 h, 94%.[362, 363, 365] 

Die Bromierung selektiv zum α-Bromid 7 verläuft über einen zweistufigen Mechanismus, bei dem als 

Zwischenstufe ein Oxocarbeniumion gebildet wird. Dieses wird aufgrund des Nachbargruppeneffekts der 

Acetylschutzgruppe am benachbarten C2 und des polaren Lösungsmittels Essigsäureanhydrid stabilisiert.  

 

Schema 3.12: Bildung des α-Galactosylbromids (7) über ein Oxocarbeniumion (11a, 11b und 11c). 

In der Regel nehmen Substituenten bei cyclischen, sesselförmigen Verbindungen die thermodynamisch 

günstigere äquatoriale Position ein, da diese auch sterisch oft weniger gehindert ist. Der Angriff des Bromids 

erfolgt in diesem Fall entgegen dieser Erwartung jedoch axial und das α-konfigurierte Substitutionsprodukt 

wurde in 94%iger Ausbeute gebildet. Die Bildung erfolgt aufgrund des anomeren Effekts (Abbildung 3.9). 

Dieser Effekt lässt sich nach Lemieux erstens über die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den 

Dipolmomenten und zweitens über die symmetrie-erlaubte Orbital-Überlappung erklären.  

Die nichtbindenden Elektronenpaare des Ringsauerstoffs, sowie der elektronegativen Substituent am 

anomeren Zentrum führen zu einer Polarisierung der Bindungen und somit zur Ausbildung von 

Dipolmomenten. Im Fall der β-Konfiguration des Br-Substituenten kommt es zu einer Aufsummierung 

zwischen parallel angeordneten Dipolen, was energetisch ungünstiger ist. Steht der Br-Substituent hingegen 

axial tritt eine günstige Aufhebung der partiellen Dipolmomente ein, die die Bildung der axial bromierten 

Acetylgalactose 7a begünstigt.  
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Abbildung 3.9: Beteiligung der Dipol-Dipol-Wechselwirkungen am anomeren Effekt.  

Eine weitere Erklärung für die bevorzugte Bildung des α-Anomers sind stereoelektronische Effekte der 

wechselwirkenden Molekülorbitale. Dabei kann ein axialständiges nichtbindendes p-Orbital p
n
 des 

Ringsauerstoffs eines α-Anomers durch antiperiplanare Anordnung mit dem antibindenden Orbital σ
*
 der C-

Br-Bindung wechselwirken und so eine Hyperkonjugation p
n
 → σ

*
 herbeiführen. Dies ist im Fall des β-

Anomers geometrisch nicht möglich, wie in der folgenden Abbildung 3.10 gezeigt wird. 

 

Abbildung 3.10: Stereoelektronische Effekte zur Erklärung des anomeren Effekts. 

Die nachfolgende reduktive Eliminierung mit N-Methylimidazol (NMI) und aktiviertem Zinkpulver in 

Ethylacetat führte zum Galactal 12 in 63%iger Ausbeute.
[362]

 Dabei kommt es zu einer oxidativen Zink-

Insertion in die Kohlenstoff-Brom-Bindung und anschließend zu einer β-Eliminierung. Das N-

Methylimidazol fungiert als Lewis-Säure und begünstigt durch Koordination des Zink-Atoms und der daraus 

resultierenden Erhöhung des carboanionischen Charakters der Organo-Zink-Spezies die Eliminierung.  

 

Schema 3.13: Darstellung des Galactals 12 ausgehend von Bromid 7. Reaktionsbedingungen: (a) Zn, NMI, EtOAc, 

80 °C, 2 h, 63%.[362] 

Um eine biologisch aktive Glycosylaminosäure zu erhalten muss der Galactosaminbaustein α-glycosidisch 

mit der Aminosäure Threonin verknüpft werden. Synthetisch betrachtet, ist es daher notwendig die 

Acetamidfunktion so zu maskieren, dass eine α-selektive Glycosylierung durchgeführt werden kann. Im 

Gegensatz zur Acetamidfunktion, die einen β-dirigierenden Nachbargruppeneffekt ausübt, ist dies mit einer 

Azidgruppe möglich. Diese ist ausgehend vom Galactal 12 in einem Schritt einführbar. Ein Vorteil dieser 

Schutzgruppe ist die Tatsache, dass sie nicht nachbargruppenaktiv ist und eine Umwandlung in das 

gewünschte N-Acetylamid leicht zugänglich macht. In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden 

gewählt um eine Azidfunktion einzuführen. Dabei handelt es sich zum einen um eine one-pot 
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Azidochlorierung nach Sewald
[353]

 und zum anderen um eine zweistufige Azidobromierung über eine 

Azidonitratisierung nach Lemieux.
[366]

  

 

Schema 3.14: Synthese des Glycosyldonors 14 und 15 nach Lemieux und Sewald. Reaktionsbedingungen: (a) NaN3, 

Fe(III)Cl3, H2O2, MeCN, -30 °C, 2 d, 74% ; (b) (NH4)2Ce(NO3)6, NaN3, MeCN, -30 °C → -5 °C, 3 d, 

47%; (c) LiBr, MeCN, RT, 20 h, 66% .[353, 366] 

Zunächst soll die Azidonitratisierung, die über lange Jahre eine etablierte Methode zur Einführung einer 

Azidfunktion darstellte, erläutert werden. Hierbei wurde das Galactal 12 in Acetonitril mit Cer-(IV)-

ammoniumnitrat und Natriumazid umgesetzt, wobei Azidonitrat 13 als Anomerengemisch in schlechter 

Ausbeute von 47% erhalten wurde. Die Reaktion erfolgte dabei jeweils unter der regioselektiven Einführung 

des Azides und des Nitrates. Mechanistisch verläuft die Azidonitratisierung vermutlich über radikalische 

Zwischenstufen. Initiiert wird die Reaktion durch die Reduktion von Cer
4+ 

zu Cer
3+

 und die Oxidation es 

Azid-Anions zum Radikal. Dieses koordiniert elektrophil von der Unterseite des Zuckers an die 

Doppelbindung des Galactals 12, wobei ein cyclisches Radikal erhalten wird. Ein hypothetischer Angriff des 

Radikals von der Oberseite ist nicht begünstigt, da es im Übergangszustand zu einer 1,3-diaxialen 

Wechselwirkung mit der axialen 4-Acetylgruppe käme. Die radikalische Zwischenstufe wird anschließend 

durch ein weiteres Ce
4+

 erneut oxidiert und führt unter Ringöffnung zur Bildung eines stabilisierten 

Oxocarbeniumions. Durch einen nukleophilen Angriff eines Nitrations wird schließlich das 

Anomerengemisch des Azidonitrates 13 erhalten. 

 

Schema 3.15: Mechanismus der Azidonitratisierung von Galactal 12 zum Azidonitrat 13. 

Zur Darstellung des Galactosyldonors wurde das Azidonitrat 13 in einer nukleophilen Substitutionsreaktion 

mit Lithiumbromid in absolutem Acetonitril zum gewünschten Azidobromid 14 umgesetzt. Das gewünschte 

α-Azidobromid 14 konnte nach säulenchromatographischer Reinigung in 66%iger Ausbeute isoliert werden 

und als Donor in der Glycosylierungsreaktion fungieren. Auch diese Substitution erfolgt bevorzugt axial 

aufgrund des anomeren Effektes, sodass es zur selektiven Bildung des α-Anomers kommt. 

Eine modernere Möglichkeit die Azidogruppe einzuführen bietet die Synthese des Azidochlorids 15 nach 

Sewald.
[353]

 Dabei handelt es sich um eine One-Pot Reaktion, bei der mit Natriumazid, Eisen(III)-Chlorid und 
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33%igem Wasserstoffperoxid das Azidochlorid 15 in 74% Ausbeute erhalten wurde. Mechanistisch 

betrachtet wird zunächst durch die Reduktion mit Fe(III)-Chlorid ein Azid-Radikal in situ erzeugt, welches 

an der C2-Position des Galactals angreift. Das SOMO an der C1-Position wird durch die Wechselwirkung 

mit dem freien Elektronenpaar und der elektronenziehenden Eigenschaften des Sauerstoffs stabilisiert, was 

die hohe Regioselektivität der Reaktion erklärt. Ein hypothetischer Angriff des Radikals von der Oberseite ist 

nicht begünstigt, da es im Übergangszustand zu einer 1,3-diaxialen Wechselwirkung mit der axialen 

Acetylgruppe an C4 kommt. Das bei der Oxidation des Azidanions entstandene Fe(II)-Ion wird durch Zugabe 

von Wasserstoffperoxid wieder in ein Fe(III)-Ion überführt. Im nächsten Schritt wird durch eine weitere 

Oxidation mit einem Fe(III)-Ion ein Oxocarbeniumion unter Ringöffnung gebildet, welches über seine 

mesomere Grenzstrukturen stabilisiert wird. Der anomere Effekt begünstigt im nächsten Schritt auch hier die 

Chlorierung an C1 in axialer Stellung. Des Weiteren wird die Reaktion bei tiefen Temperaturen durchgeführt, 

sodass die Stereoselektivität zusätzlich erhöht wird. Ein Nachteil dieser Reaktion stellt die anschließende 

chromatographische Reinigung dar, da das erhaltene Produkt oftmals hydrolysierte.  

 

Schema 3.16: Mechanismus der Azidochlorierung des Galactals 12 zum Azidochlorid 15. 

Die neuere Methode über das Azidochlorid 15 stellt eine gute Alternative zum altbekannten Azidobromid 14 

da. Der Vorteil dieser Methode liegt nicht nur in der besseren Ausbeute von 74% zu 31% (über zwei Stufen) 

und der damit verbundenen Kosten sondern viel mehr im zeitlichen Aufwand.  

Die sich anschließende Glycosylierung erfolgte nach der von Paulsen und Hölck entwickelten Variante der 

Königs-Knorr-Glycosylierung.
[351, 353, 360, 367]

 Dabei wurde als Galactosaminyl-Donor sowohl das 

Azidochlorid 15, als auch das Azidobromid 14 herangezogen. Bei der Reaktion wurde der Donor 14/15 und 

der Akzeptor 10 mit Silberperchlorat und Silbercarbonat in einem Gemisch aus Toluol und Dichlormethan 

umgesetzt, wobei es bevorzugt zur Bildung des α-verknüpften Bausteins 4 kommt. Dies ist möglich aufgrund 

des nicht nachbargruppenaktiven Azidosubstituenten und des anomeren Effekts. Kleinere Mengen an β-

verknüpftem Produkt lassen sich säulenchromatographisch gut abtrennen. Die verwendeten 

Silberverbindungen agieren sowohl als Promotor als sowie als Base. Um das Wasser in dieser Reaktion 

vollständig zu entfernen, wurde der Reaktion zusätzlich Molsieb (4 Å) zugesetzt.  
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Schema 3.17: Königs-Knorr-Glycosylierung nach Paulsen und Hölk. Reaktionsbedingungen: (a) Ag2CO3, AgClO4, 

absol. CH2Cl2, Toluol (1:1), 0 °C → RT, 3 d, R=Br 62%; R=Cl 60%.[137, 353] 

Die Reduktion und nachfolgende Acetylierung der Azidofunktion von 4 zur Acetamidoglycosylaminosäure 

16 wurde im nächsten Schritt durch Zink in einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Essigsäureanhydrid und 

Essigsäure (3:2:1) durchgeführt.
[368, 369]

 Dabei wurde das in situ gebildete Amin sofort durch 

Essigsäureanhydrid in das Acetamid in 83% Ausbeute überführt.  

Verbindung 16 stellt einen wichtigen Grundbaustein der tumorassoziierten Kohlenhydratantigene dar. Im 

Folgenden kann dieser Baustein nach acidolytischer Deblockierung der Carboxylfunktion in der 

Festphasensynthese als TN-Antigen 1 eingesetzt werden
[370]

 oder durch Deacetylierung
[367]

 als 

Akzeptorbaustein 17 für den Aufbau komplexer Kohlenhydratantigene wie des T-Antigen 2 dienen. Zur 

Spaltung des tert-Butylesters wurde 16 mit Trifluoressigsäure und Anisol als Kationenfänger in quantitativer 

Ausbeute zur freien Säure umgesetzt. 

 

Schema 3.18: Synthese des Festphasenbausteins 1. Reaktionsbedingungen: (a) Zn, THF, Ac2O, AcOH, RT, 20 h, 

83%; (b) TFA, Anisol (10:1), CH2Cl2, 4 h, RT, quant.[137, 370] 

Um den T-Antigen-Baustein 2 für die Festphasensynthese ausgehend von dem TN-Antigen-Threonin-

Konjugat 16 herzustellen, wurde im ersten Schritt eine Umesterung nach Zemplèn
[371]

 durchgeführt. Hierbei 

werden die Acetylschutzgruppen selektiv in Gegenwart der ebenfalls basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe 

mittels katalytischen Mengen an Natriummethanolat in Methanol bei einem pH-Wert von 8.5 in 3-, 4- und 6-

Position verseift.
[367, 372]

 Bei dieser Reaktion wurde versucht durch eine sorgfältige Einstellung des pH-Werts 

eine mögliche β-Eliminierung zu verhindern. Da es jedoch vorkommen kann, dass die Fmoc-Schutzgruppe 

teilweise abgespalten wird, wurde direkt im Anschluss durch Zugabe von Fmoc-OSu in Acetonitril diese 

wieder eingeführt. Um aus dem TN-Antigen-Threonin-Konjugat 16 selektiv das Disaccharid 18 aufbauen zu 

können, wurden die 4- und 6-Hydroxylfunktionen des Galactosaminbausteins durch ein Benzylidenacetal 

geschützt.
[370]

 Die Umsetzung erfolgte mit Benzaldehyddimethylacetal in Acetonitril in Gegenwart 

katalytischer Mengen an p-Toluolsulfonsäure, wobei der Galactosylakzeptor 8 in 84% Ausbeute erhalten 

wurde. Die Reaktion wurde bei 200 mbar und 40 °C durchgeführt, damit das entstehende Methanol aus der 

Reaktion entzogen wird und somit das Gleichgewicht zum gewünschten Produkt verschoben wurde.  
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Schema 3.19: Synthese des Galactosylakzeptors 8 ausgehend von der TN-Antigen Vorstufe 16. 

Reaktionsbedingungen: (a) NaOMe, MeOH, 12 h, RT, 98%; (b) Benzaldehyddimethylacetal, p-TSA, 

MeCN, 40 °C, 200 mbar, 3.5 h 84%.[76, 367, 370] 

Als nächstes erfolgte der zweite Schlüsselschritt der Synthese des T-Antigen-Bausteins 2, die Glycosylierung 

zum Disaccharid 18. Zur selektiven Glycosylierung der 3-Hydroxylgruppe des Akzeptors 8, wurde auf das 

Galactosylbromid 7 als Glycosyldonor zurückgegriffen, welches bereits für die Synthese des TN-Antigens 

hergestellt wurde. Die Synthese erfolgte nach einer Methode von Helferich, 
[356, 357]

 unter milden 

Bedingungen mit Quecksilber(II)cyanid als Promotor.
[137, 361, 373]

 Die Acetylschutzgruppe in der 2-Position 

stellt aufgrund des Nachbargruppeneffekts die gewünschte β-Selektivität sicher. Das bei der Kondensation 

entstehende Wasserstoffbromid wird als Quecksilber(II)-Bromid gebunden.  

 

 

Schema 3.20: Glycosylierung zum Disaccharid 18 nach einer Methode von Helferich.[356, 357] 

Reaktionsbedingungen: (a) 7, Hg(CN)2, MeNO2, CH2Cl2 (3:2), RT, 1 d, 69%.[137, 143] 

Um den fertigen Festphasenbaustein 2 zu erhalten waren im Folgenden eine Umschützung sowie die 

Abspaltung der tert-Butylgruppe notwendig. Die Reihenfolge kann dabei frei gewählt werden. In dieser 

Arbeit wurde jedoch bevorzugt die Umschützung vor der tert-Butylentschützung durchgeführt.
[137]

 In 

umgekehrter Reihenfolge wurde oft ein Auftreten des Hydrolyseprodukt beobachtet, sodass dieser Weg nicht 

mehr eingeschlagen wurde. Für die Entschützung des Benzylidenacetals wurde der Baustein in 80%iger 

Essigsäure bei 80 °C für 4 h erhitzt, ohne Verlust der tert-Butylgruppe.
[137]

 Im Folgenden wurden die freien 

Hydroxylgruppen mit Essigsäureanhydrid erneut geschützt, sodass der vollständig geschützte Fmoc-T-

Antigen-Baustein 19 erhalten werden konnte. In einer sich anschließenden Abspaltung in einem Gemisch aus 

TFA und Anisol (10:1) wurde der Fmoc-funktionalisierte T-Antigen Baustein 2 erhalten und konnte im 

Folgenden direkt in der Festphasensynthese eingesetzt werden.  
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Schema 3.21: Synthese des T-Antigen 2 ausgehend vom Disaccharid 18. Reaktionsbedingungen (a) 1) AcOH 

(80%ig), 4 h, 80 °C; 2) Pyridin/Ac2O (2:1), 18 h, RT, 80% (b) TFA, Anisol (10:1), CH2Cl2, 4 h, RT, 

quant.[137, 143, 370, 374] 

3.2.1.2 Synthese des α-AA-TN-Mimetikum-Bausteins (H2N-Mim-Ser(TN)-Gly-COOH) 

 Da die Bioverfügbarkeit von Medikamenten auf Peptidbasis aufgrund des proteolytischen wie 

enzymatischen Abbaus nur sehr gering ist, werden gerade für pharmazeutische Produkte Peptidmimetika 

verwendet. Diese sind aufgrund ihrer Struktur oft sehr ähnlich zu ihren natürlichen Aminosäuren, bieten aber 

den Vorteil, dass sie nicht oder nur sehr schwer abgebaut werden können. Eine interessante 

Mimetikumstruktur ist die von chiralen PNAs abgeleitete und von Cai weiterentwickelte so genannte AA-

Peptid-Struktur.
[197, 200]

 In dieser Arbeit sollten erstmalig Antigenmimetika auf der Basis von AA-Peptiden 

mit Sacchariden verknüpft werden und im Anschluss in ein Peptid eingebaut werden. Abhängig von der 

Position der am Rückgrat befindlichen Seitenketten können zwei verschiedene Klassen von AA-Peptiden, 

zum einen die α-AA-Peptide und zum anderen die γ-AA-Peptide, unterschieden werden (Abbildung 3.11). 

 

Abbildung 3.11: Ausschnitt aus der Struktur eines natürlichen α-Peptids (links) und des korrespondierenden α-AA-

Peptids (mittig) als auch des γ-AA-Peptids (rechts).  

Bei dem hier synthetisierten Mimetikum handelt es sich um ein so genanntes α-AA-Peptid. Dieses setzt sich 

aus N-Acetylierten-N-aminoethylaminosäureeinheiten zusammen. AA-Peptide werden synthetisch stets als 

Dipeptideinheit aufgebaut. In diesem Fall handelt es sich formal um ein H2N-MimSer(TN)-Gly-COOH α-AA-

Mimetikum, bei dem die Serinseitenkette sowie das Carbonyl am Stickstoff gebunden sind. Dieser Baustein 

sollte wie auch die vorherigen glycosylierten Aminosäuren in ein Peptid eingebaut werden und auf seine 

strukturellen Merkmale untersucht werden. Der Einbau erfolgte an den Positionen sieben und acht und 

ersetzte an dieser Stelle die Aminosäuren Threonin und Serin. Die Arbeiten an diesem Baustein dienten auch 

als vorläufige Synthesestrategie für komplexere Strukturen, welche innerhalb einer betreuten Masterarbeit 

durch Gailer durchgeführt wurden (vgl. Kapitel 3.3.1.3). 
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Schema 3.22: Synthese des TN-Mimetikum 3 ausgehend von Glycin-tert-butylester 22, Azidochlorid 15 und dem 

Hydrochlorid 20. 

Die Ausarbeitung der Synthesestrategie des TN-Mimetikum 3 erfolgte zusammen mit Karch in Anlehnung an 

die bereits literaturbekannten Synthese des T-Antigen, ausgehend vom Azidochlorid 15, welches bereits in 

der Synthese zum TN-Antigen 1 dargestellt wurde (vgl. Kapitel 3.2.1.1). Das TN-Mimetikum 3 wurde in dieser 

Arbeit erstmalig über sieben Stufen aus Azidochlorid 15, Glycin-tert-butylester 22 und dem Hydrochlorid 21 

dargestellt sowie anschließend in ein Peptid eingebaut. 

Zunächst wurde Glycin-tert-butylester 22 nach einer Vorschrift von Müller und Huber-Emden in einer 

Diazotierung in 2-Hydroxyessigsäure-tert-butyleser 24 überführt.
[375]

 Die Umsetzung erfolgte mit 

Natriumnitrit in saurer Lösung zur Diazoverbindung 23. Die sich anschließende Hydrolyse in schwach saurer 

Lösung erbrachte das gewünschte Produkt 24 in 76%iger Ausbeute. Die Umsetzung der Aminogruppe des 

Edukts zu der Diazoverbindung 23, beruht auf der Entstehung eines reaktiven Nitrosium-Ions durch die 

Reaktion des Nitrit-Ions der konzentrierten Schwefelsäure. Durch den folgenden nukleophilen Angriff der 

Aminogruppe und anschließender Wasserabspaltung, wird die diazotierte Zwischenstufe 23 erhalten, welche 

direkt weiter umgesetzt wird. Bei der Aufarbeitung von Verbindung 24 ist zu beachten, dass aufgrund des 

niedrigen Siedepunktes eine Trocknung am Hochvakuum nicht möglich ist. 

 

Schema 3.23: Umsetzung von Glycin-tert-butylester (22) zu Hydroxyessigsäure-tert-butylester (24). 

Reaktionsbedingungen: a) NaNO2, H2SO4 (konz.), H2O, CH2Cl2, 0 °C, 2 h; b) H2SO4 (0.5 M), RT, 

24 h, 67% über 2 Stufen.[375] 

Im Anschluss folgte der Schlüsselschritt, in Anlehnung an die Königs-Knorr-Glycosylierung analog zur 

Glycosylierung nach der von Paulsen und Hölck,
[351]

 mit Silbercarbonat und Silberperchlorat unter Bildung 

des α-Produkts 25. Die verwendeten Silbersalze dienen bei dieser Reaktion als Promotoren, welche durch 

Bildung von Silberchlorid den Austritt des Chloridions begünstigen und die Entstehung des 

Oxycarbeniumions als Zwischenstufe fördern. Anschließend erfolgt der nukleophile Angriff der 

Hydroxygruppe am Anomeren Zentrum und nach Protonenabspaltung die Bildung von 25 in 49%iger 

Ausbeute. Die niedrigen Temperaturen, sowie die lange Reaktionszeit führen zu der Entstehung des 

thermodynamisch begünstigten α-Anomers. Diese Konformation ist vor allem durch den bereits zuvor 

beschriebenen anomeren Effekt stabilisiert.  
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Schema 3.24: Königs-Knorr-Glycosylierung des Azidochlorids 15 und des Hydroxyessigsäure-tert-butylester (24) 

analog der Glycosylierungsbedingungen nach Paulsen und Hölk. Reaktionsbedinungen: a) Ag2CO3, 

AgClO4, absol. Toluol/CH2Cl2 1:1, 0 °C→RT, 3 d, 49%. 

Die folgende Reduktion mit Zink und der sich anschließenden Acetylierung erbrachte das Produkt 26 in 84% 

Ausbeute. Trotz säulenchromatographischer Reinigung ist es kaum möglich das α-und β-Anomer gut 

voneinander zu trennen. Sowohl das α-, als auch das β-Anomer können in den aufgenommenen NMR-

Spektren unterschieden werden, da sich die Kopplungskonstanten der benachbarten Wasserstoffatome an C1 

und C2 je nach bestehender räumlicher Anordnung unterscheiden (Abbildung 3.12). Diese Beziehung 

zwischen der Kopplungskonstanten und dem Diederwinkel wurde 1963 von M. Karplus beschrieben.
[376]

  

 

Abbildung 3.12: 1H-NMR Ausschnitt von Verbindung 26 (links: H1 der α-glycosylierten Verbindung; rechts: H1 der 

β-glycosylierten Verbindung) 

So ergibt sich bei der NMR-Analyse für das α-Anomer eine Kopplungskonstante JH1/H2 = 3.6 Hz, für das β-

Anomer eine wesentlich größere Konstante JH1*/H2* = 8.6 Hz. Dies resultiert daraus, dass bei der auftretende 

Diederwinkel zwischen den benachbarten Wasserstoffatomen an den Kohlenstoffatomen C1 und C2 in der α-

Konformation kleiner ist als in der β-Form und nach der Karplus-Beziehung eine kleinere 

Kopplungskonstante verursacht (Abbildung 3.13). 

 

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Diederwinkel des α-Anomers (links) und des β-Anomers (rechts) von 

Verbindung 26. 

Für die im Anschluss folgende Kupplung mit Hydrochlorid 20 wurde der tert-Butylester unter sauren 

Bedingungen gespalten. Die freie Säure 21 wurde in quantitativer Ausbeute erhalten und direkt weiter 

umgesetzt.  
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Schema 3.25: Reduktion und anschließende Entschützung der Verbindung 25. Reaktionsbedingungen: a) Zn*, 

THF/Eisessig/Ac2O, RT, 24 h, 84%; b) TFA/Anisol 10:1, RT, 15 min, quant. 

Zur Kupplung von Hydrochlorid 20 mit der freien Säure 21 wurden die Kupplungsreagenzien HATU und 

HOAt verwendet. Das tert-Butylgeschützte-TN-Mimetikum 21 konnte in sehr guten Ausbeuten von 81% 

isoliert werden. Um 21 direkt in der Festphasensynthese verwenden zu können wurde der tert-Butylester 

unter sauren Bedingungen gespalten, wobei das TN-Mimetikum 3 in quantitativen Ausbeuten erhalten werden 

konnte.  

 

Schema 3.26: Kupplung zum Dipeptid 27 und anschließender Entschützung zum Festphasenbaustein 3 

Reaktionsbedingungen: a) HATU, HOAt, Pyridin, RT, 3 d, 81%; b) TFA/Anisol 10:1, RT, 15 min, 

quant. 

Da sich das TN-Mimetikum in Lösung um verschiedene Bindungen frei drehen kann, wurden in den NMR-

Experimenten mehrere Konfomere beobachtet (Abbildung 3.14).  

 

Abbildung 3.14: Die freie Drehung des Zuckers um das Mimetikumpeptidrückgrats führt zu einer Aufspaltung der 

Kohlensoff- sowie der Wasserstoff-Signale im NMR-Experiment.  

Deutlich wurde dies durch einen doppelten Signalsatz des C1-Kohlenstoff-Atoms sowie des H1-

Wasserstoffatoms, wobei die beiden Kopplungskonstanten des H1 identisch waren. Die gleichen 

Kopplungskonstanten sind in dem Fall nicht verwunderlich, da es sich bei diesem beobachteten Phänomen 

um eine Drehung innerhalb des Moleküls handelt und nicht wie bereits weiter oben dargestellt um eine 

unterschiedliche α/β-Verknüpfung. Es handelt sich ferner um Rotamere und nicht um Konfomere. 
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Abbildung 3.15:  1H-NMR Ausschnitt des H1-Wasserstoffatoms von Verbindung 3.  

Anhand des 
1
H-NMR-Spektrums (Abbildung 3.15) konnte auch das Verhältnis der beiden Rotamere 

zueinander festgestellt werden. Das Verhältnis lag hier bei 3.5 zu 1 und beruht auf dem Integralverhältnis der 

beiden H1-Signale. Dieses Phänomen der Drehung wurde zuvor auch bei der entsprechenden TN-Verbindung 

beobachtet. Auch hier wurde ein doppelter Signalsatz in den NMR-Spektren vorgefunden.  

Neben dem TN-Mimetikum sollte der Vollständigkeit halber auch das komplexere T-Mimetikum 28 als 

Disaccharid aufgebaut werden. Zum Aufbau des Disaccharids wurden gleichzeitig zwei verschiedene 

Strategien verfolgt, welche analog zum T-Antigen 2 erfolgen sollten (vgl. Kapitel 3.2.1.1). Die zwei 

Synthesestrategien unterscheiden sich in der Einführung des Rückgrats. Alle Versuche hierzu scheiterten 

jedoch an der Stabilität der Verbindungen 29 und 30.  

 

Schema 3.27: Geplante Synthesestrategie zum T-Mimetikum Baustein 28 ausgehend von 27.  

Sowohl Verbindung 29 als auch Verbindung 30 weisen azide Protonen auf, welche leicht abgespalten werden 

können. So kommt es bei der Verseifung bei Verbindung 29 zur Abspaltung des Serin Rückgrats und bei 

Verbindung 30 zur Ausbildung eines Fünfrings. Beide unerwünschte Nebenreaktionen konnten bis zum 

jetzigen Zeitpunkt nicht unterbunden werden, sodass eine neue Synthesestrategie mit anderen Schutzgruppen 

zum Aufbau des T-Mimetikum’s in Zukunft verfolgt werden muss.   
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3.2.1.3 Synthese des α-AA und γ-TN-Mimetikum-Bausteins (H2N-Mim-Thr(TN)-Ser-COOH)  

 Wie bereits im vorherigen Kapitel erläutert, kam es bei der Synthese des Disaccharids vermehrt zu 

Nebenreaktionen, sodass von dem Plan ein H2N-Ser(T)-Gly-COOH α-AA-T-Mimetikum-Baustein 

aufzubauen abgesehen wurde. Im Folgenden wurde das Ziel verfolgt, ein glycosyliertes Mimetikum 

aufzubauen, welches nicht nur chemisch sehr ähnlich zu den Aminosäuren ist, gegen welche dieses in der 

MUC1 Tandem Repeat-Sequenz substituiert werden sollten, sondern welches chemisch identisch ist. So 

wurde nicht nur das Ziel verfolgt ein α-AA-Mimetikum aufzubauen, sondern auch ein γ-AA-Mimetikum 

(Abbildung 3.16). Bei der zu substituierende Aminosäuresequenz an Position sechs bis acht handelt es sich 

um H2N-Val-Thr-Ser-COOH. Aus diesem Grund sollte ein Mimetikum Baustein auf Basis dieser 

Aminosäuren dargestellt. Diese Arbeiten wurden im Rahmen einer Masterarbeit von Gailer in enger 

Zusammenarbeit durchgeführt.  

 

Abbildung 3.16: Ausschnitt aus der Tandem Repeat-Sequenz des MUC1 sowie die zwei AA-Mimetika. Links: α-AA-

Dipeptid Thr-Ser und rechts: γ-AA-Dipeptid Val-Thr. 

Sowohl für das α-AA-Mimetikum als auch das γ-AA-Mimetikum musste zunächst der Zuckerbaustein an ein 

Threonin Mimetikum gebunden werden, welches einer Milchsäure entspricht. Als Ausgangsverbindung 

diente das D-Alanin 32, welches über vier Stufen in das Threonin-AA-Mimetikum 36 überführt werden 

konnte. Dazu wurde zunächst durch Desaminierung das entsprechende Milchsäurekonjugat erhalten, welches 

im Anschluss durch gezielte Schützung und entsprechender Entschützung zur Zielverbindung führt. Hierbei 

wurden verschiedene Synthesewege gewählt, welche innerhalb der Masterarbeit von Gailer näher erläutert 

werden.  

 

Schema 3.28: Synthese des Threonin Mimetikum Akzeptors 31 ausgehend von D-Alanin (32).  

Im nächsten Schritt wurde der Threonin Mimetikum Akzeptor 31 schrittweise zum Monosaccharid 33 als 

auch zum Disaccharid 34 aufgebaut, welcher für das α-AA-Mimetikum als auch das γ-AA-Mimetikum 

herangezogen werden kann. Die Synthesestrategie verläuft dabei analog zur natürlichen TN- und T-Antigen 

Synthese ausgehend vom Azidochlorid 15. 

So wurde auch hier eine Glycosylierung nach Königs Knorr Bedingungen durchgeführt. Anders als bei dem 

Serin-TN-Mimetikum 3 (Kapitel 3.2.1.2) konnte hier das α-Produkt von dem unerwünschten β-Produkt gut 
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isoliert werden. Die sich anschließende Reaktionen waren analog zu den bereits erörterten, sodass der freie 

TN-Thr-Mimetikumbaustein 33 erhalten werden konnte. 

 

Schema 3.29: Synthese des TN-Thr-Mimetikumbausteins 33 ausgehend von Azidochlorid 15 und dem Thr-

Mimetikum-Bausteins 31. 

Die Synthese des T-Threonin-Mimetikumbausteins 34 erfolgt ausgehend vom vollgeschützten TN-Thr-

Mimetikumbausteins 35 welcher über eine dreistufige Synthese zum Disaccharid aufgebaut wurde. Auch 

diese Synthese verlief analog zu der bereits erläuterten Synthese in Kapitel 3.2.1.1.  

 

Schema 3.30: Synthese des TN-Thr-Mimetikumbausteins 34 ausgehend von dem vollgeschützten TN-Thr-

Mimetikumbausteins 35 sowie des Galacosylbromids 7.  

Zunächst sollte auf Basis eines H2N-Thr-Ser-COOH Dipeptids ein glycosyliertes α-AA-Mimetikum 

dargestellt werden. Nachdem der Saccharidbestandteil 33 und 34 des Mimetikums aufgebaut wurde, erfolgte 

die Synthese des Peptidrückgrats ausgehend von Ethanolamin (38) und L-Serin (37).  

Zunächst wurde die Aminofunktion des Ethanolamin (38) mit der Schutzgruppe Fmoc geschützt um 

anschließend durch eine Oxidation das Fmoc-geschützte Glycinaldehyd zu erhalten. Dieser Baustein dient im 

Dipeptid als Threonin Rückgrat. 

Bevor der Aldehyd an das L-Serin (37) gebunden werden konnte, musste das L-Serin (37) zunächst durch 

verschiedene Schutzgruppenstrategien blockiert werden. Das ungleiche Schutzgruppenmuster ist zwingend 

notwendig, da die Schutzgruppen getrennt voneinander entschützt werden sollen. Innerhalb dieser Arbeiten 

wurden verschiedene Schutzgruppenstrategien verwendet. Zuletzt wurde der vollgeschützte Serin-Baustein 

an den Aldehyden geknüpft, sodass der Peptidrückgratbaustein 36 hergestellt werden konnte.  
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Schema 3.31: Synthese des Peptidrückgrats des α-AA-Peptids 36 ausgehend von Ethanolamin (38) und L-Serin 

(37). 

Leider konnte auch nach mehrmaligen Versuchen das Peptidrückgrat des α-AA-Peptids 36 nicht an den 

Zuckerbaustein 33 und 34 gebunden werden, sodass nicht wie gewünscht ein α-AA-Dipeptid 39 und 40 

dargestellt werden konnte.  

 

Schema 3.32: Kupplung zum gewünschten α-AA-Peptids 39 und 40 blieb erfolglos. 

Neben der Synthese des glycosyliertes α-AA-Peptids wurde auch, wie eingangs erwähnt, der Plan verfolgt, 

ein γ-AA-Peptid auf Basis von NH2-Val-MimThr(TN/T)-CO2H darzustellen. Das Peptidrückgrat dieses 

Mimetikum wurde ausgehend von Glycin (42) und L-Valin (43) hergestellt. Auch hier wurde mittels 

Schutzgruppenstrategie sowie Reduktion und Oxidation die gewünschten Produkte erhalten, welche in einem 

Schlüsselschritt zum gewünschten γ-AA-Peptidrückgrat 41 verknüpft wurden.  

 

Schema 3.33: Synthese des Peptidrückgrats des γ-AA-Peptids 41 ausgehen von Glycin (42) und L-Valin (43) 

Abschließend wurde das γ-AA-Peptidrückgrat sowohl an den TN- 33 als auch an den T-Baustein 34 

konjugiert, sodass die beiden glycosylierten Antigene erstmalig als Festphasenbausteine synthetisiert werden 

konnten.  
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Schema 3.34: Synthese der γ-AA-Festphasenbausteine 44 und 45. 

In weiterführenden Arbeiten sollen die beiden Festphasenbausteine 44 und 45 in die Tandem-Repeat-Sequenz 

des MUC1 mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese eingebaut werden. Diese Peptide sollen im Anschluss 

dazu verwendet werden, Strukturvergleiche mittels NMR-Experimenten durchzuführen. Als Referenz 

Peptide dienen die analogen natürlichen Glycopeptide. Ferner sollen die Glycopeptide innerhalb von 

Abbaustudien auf ihre Stabilität bzw. ihren enzymatischen Abbau hin untersucht werden. Darüber hinaus ist 

auch die Bindungsaffinität gegenüber dem SM3-Antikörper von großem Interesse. Der SM3-Antikörper, 

stellt ein Antikörper dar, welcher spezifisch die an die Tandem-Repeat-Sequenz des MUC1 bindet.  

3.2.2  Synthese der fluorierten Prolinbausteine 

 Die Synthesestrategie der fluorierten Prolinbausteine basiert sowohl auf literaturbekannten 

Verfahren, als auch auf Vorarbeiten von Renkel, unter Verwendung von Boc- und tert-Butylester-

Schutzgruppen. Die Kombination dieser beiden Schutzgruppen ermöglicht die gemeinsame Abspaltung in 

einem Schritt, sodass die resultierenden fluorierten Aminosäuren 53 und 54 für den Einsatz in der 

Peptidsynthese lediglich Fmoc-geschützt werden müssen, wobei direkt C-terminal deblockierte 

Kupplungsbausteine erhalten werden. Diese können dann in der automatisierten Festphasensynthese 

eingesetzt werden.  

Die Synthese der beiden Fluorproline 46 und 47 erfolgte ausgehend von trans-4-Hydroxy-L-prolin (49), da 

dieses kostengünstiger ist als das entsprechende cis Diastereomere. Außerdem verläuft die Oxidation und die 

sich anschließende Reduktion vom trans- ins cis-Isomer mit sehr guten Ausbeuten.  

 

Schema 3.35: Retroperspektivische Betrachtung der Fluorprolin Synthesen ausgehend von trans-4-Hydroxy-L-

prolin (49). 
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Im ersten Schritt wird trans-4-Hydroxy-L-Prolin (49) mit Di-tert-butyldicarbonat in einer Mischung aus 

Wasser und 1,4-Dioxan unter Zugabe von verdünnter Natriumhydroxidlösung (1 M) zu N-Boc-trans-4-

Hydroxy-L-prolin (50) umgesetzt.
[377-379]

 Bei der anschließenden Reaktion wird der tert-Butylester 50 in das 

Boc-geschützte Prolin 48 mit einer Suspension aus Kupfer-(I)-chlorid, N,N’-Dicyclohexylharnstoff und tert-

Butanol in Dichlormethan bei Raumtemperatur überführt.
[377, 380]

 

 

Schema 3.36: Synthese des Carboxyl- und Amidgeschützten Hydroxyprolinbausteins 48. Reaktionsbedingungen: a) 

Boc2O, NaOH, Dioxan, Wasser, RT, 24 h, 74%; b) Cu(I)Cl, DCC, t-BuOH, CH2Cl2, RT, 4 h, 

64%.[377-380] 

Der tert-Butylester 48 dient als Vorstufe für N-Fmoc-cis-4F-Pro (46). Um den Vorläufer des anderen 

fluorierten Prolins zu erhalten, wird 48 zunächst durch eine Swern-Oxidation zum N-Boc-4O-L-Pro-OtBu 51 

umgesetzt.
[377]

 Das 4-Oxo-L-prolin 51 kann dann direkt nach Reduktion mit Natriumboranat in Methanol und 

Diethylether zur Synthese des N-Fmoc-trans-4F-Pro (52) verwendet werden.
[377, 381]

  

 

Schema 3.37: Überführung des trans-Hydroxyprolin 48 ins entsprechende cis-Hydroxyprolin 52 mit Hilfe einer 

Swern Oxidation und anschließender Reduktion. Reaktionsbedingungen: a) (COCl)2, DMSO, NEt3, 

CH2Cl2, -78 °C→RT, 24 h, 94%; b) NaBH4, MeOH, Et2O, RT, 30 min, 92%.[377, 381] 

Die geschützten Hydroxyproline 48 und 52 werden mit N‘N-Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST
®
) und 

2,4,6-Collidin in der Mikrowelle in das gewünschte N-Boc-cis-4F-L-Pro-OtBu (53) sowie N-Boc-trans-4F-L-

Pro-OtBu (54) überführt. Mechanistisch betrachtet wird bei der Fluorierung der Prolinbausteine 48 sowie 52 

zunächst durch eine Hilfsbase der Alkohol zum Alkoholat deprotoniert. Dieses greift dann den Schwefel 

eines DAST
®
-Moleküls an, wobei ein Fluorid gegen den Sauerstoff des Prolins substituiert wird. Zuletzt 

greift das freigesetzte Fluoridion in einer bimolekularen nukleophilen Substitution den gebildeten Ester an 

und das 4F-Prolin wird erhalten. Da es sich im letzten Schritt um eine SN2-Reaktion handelt, kommt es zu 

einer Inversion (Walden-Umkehr) des an der Reaktion beteiligten Stereozentrums. Die schlechtere Ausbeute 

der Synthese des trans-4F-Prolin 54 im Vergleich zu der des cis-F-Prolins 53 ist im Wesentlichen auf die 

sterisch Hinderung durch die tert-Butyl-Gruppe zurückzuführen. 
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Schema 3.38: Mechanismus der Fluorierung mit Hilfe von DAST®
. 

Um die fluorierten Proline 53 und 54 in der Festphasensynthese einsetzen zu können, werden sie in TFA und 

Anisol zunächst vollständig entschützt und anschließend ohne weitere Reinigung mit N-(9-H-Fluoren-9-yl-

methoxycarbonyl)-succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) und Natriumhydrogencarbonat in einem 

Wasser/Aceton-Gemisch zur Reaktion gebracht. Die so erhaltenen Fmoc-geschützten fluorierten Proline 46 

und 47 stehen damit für den Aufbau der Glycopeptide bereit. 

 

Schema 3.39: Monofluorierung mit DAST® und anschließender Umschützung zum N-Fmoc-geschützten 

Fluorprolin 46 und 47. Reaktionsbedingungen: a) DAST®, 2,4,6-Collidin, CH2Cl2, 80 °C, 100 W, 3 h, 

83%; b) 1. TFA, Anisol (10:1), RT, 4 h, 2. NaHCO3, Fmoc-OSu, Aceton Wasser (1:1), RT, 18 h 86%; 

c) DAST®, 2,4,6-Collidin, CH2Cl2, 80 °C, 100 W, 3 h, 78%; d) 1. TFA, Anisol (10:1), RT,2.5 h, 2. 

NaHCO3, Fmoc-OSu, Aceton Wasser (1:1), RT, 4 d, 96%.[377, 382] 

3.2.3  Synthese des Spaceraminosäurebausteins 

 Für die Synthese eines vollständigen vollsynthetischen tumorassoziierten MUC1-(Glyco-)Peptid 

Vakzinen ist es notwendig, das synthetisierte tumorassoziierte Antigen mit einer möglichen Immunstimulanz 

wie zum Beispiel Rinderserumalbumin (BSA) oder Tetanus-Toxoid (TTox) zu verbinden. Eine Möglichkeit 

bietet der nicht immunogene Triethylenglycollinker, welcher in dieser Arbeit als Spacer-Aminosäure 

Verwendung findet. Dieser fungiert als Abstandhalter und sorgt durch seine Molekülstruktur für die 

räumliche Distanz. Außerdem verhindert der Spacer aufgrund seiner geringen eigenen Immunogenität 

Eigenschaften eine gegenseitige konformationelle Beeinflussung des MUC1-Glycopeptids mit dem 

Carrierprotein. Andernfalls kann die Präsentation wichtiger Epitope und damit die immunogenen 

Eigenschaften des Vakzins beeinträchtigt werden.
[383, 384]

 Zudem zeichnet sich der Linker durch seine gute 

Wasserlöslichkeit aus, sodass immunologische Untersuchungen der synthetisierten Vakzine unter einfacher 

Handhabung im wässrigen Milieu durchgeführt werden können. Aufgrund seines Molekülbaus, analog zu 

natürlichen Aminosäuren, mit seinen funktionellen Gruppen, kann der Spacer an beliebiger Stelle in ein 

Peptid integriert werden und somit auch als universeller Abstandhalter in der automatischen 
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Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden. Um den Spacer als Fmoc-Aminosäuremimetikum in der 

Festphasensynthese einsetzen zu können wird die Aminogruppe mit einer Fmoc-Schutzgruppe versehen. Die 

Synthese des N-Fmoc-blockierten aminofunktionalisierten Triethylenglycolspacer mit freier 

Carboxylfunktion erfolgte nach einer bereits bekannten Synthesestrategie ausgehend von 

Triethylenglycol.
[385-387]

 

Im ersten Schritt dieser Synthese wird der spätere C-Terminus eingeführt, indem Triethylenglycol 56 mit 

Acrylsäure-tert-butylester 55 in einer Hetero-Michael-Addition unter Verwendung von katalytischen Mengen 

an Natrium in Tetrahydrofuran mit einer Ausbeute von 86% umgesetzt werden. Im nächsten Schritt erfolgt 

der Aufbau des N-Terminus, dabei wird die Hydroxyfunktion von 57 durch Behandlung mit Mesylchlorid 

und Triethylamin in Dichlormethan mesyliert und durch eine nukleophile Substitutionsreaktion mit 

Natriumazid in das primäre Azid 58 überführt.  

 

Schema 3.40: Darstellung des primären Azids 58 ausgehend von Triethylenglycol (56) und Acrylsäure-tert-

butylester 55 Reaktionsbedingungen: a) kat. Na, THF, RT, 24 h, 86%; b) 1. MesCl, NEt3, CH2Cl2, 

0°C, 4.5 h; 2. NaN3, DMF, 60 °C, 15 h, 88%. 

Anschließend erfolgt die Umsetzung zum Amin durch die Reduktion der Azidofunktion mit Wasserstoff und 

Raney-Nickel in Isopropanol. Das freie Amin wird ohne weitere Aufarbeitung in einer Mischung aus Aceton 

und Wasser (1:1) mit Fmoc-OSu in das vollständig geschützte Fmoc-blockierte Derivat 59 überführt. Im 

letzten Reaktionsschritt, der tert-Butyl-Deblockierung, wird durch zweieinhalbstündige Behandlung mit 

Trifluoressigsäure und Wasser (10:1) der Festphasenpeptidbaustein 60 erhalten. Das Fmoc-Spaceraminosäure 

60 kann nun analog zu einer Fmoc-geschützten Aminosäure im Peptidsynthesizer aktiviert und an eine N-

terminal deblockierte Aminosäure gekuppelt werden.  

 

Schema 3.41: Darstellung des Fmoc-geschützten Triethylenglycolspacers 60. Reaktionsbedingungen: a) 1. Raney-

Ni, H2, Isopropanol, RT, 18 h; 2. Fmoc-OSu, NaHCO3, Aceton/Wasser (1:1), RT, 7d, 87%; b) 

TFA/Wasser (10:1), RT, 2.5 h, quant.  
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3.3  Synthese von Peptiden und Glycopeptiden aus der Tandem Repeat-

Domäne des epithelialen Mucins MUC1  

 Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene (Glyco-)Peptide basierend auf der Tandem Repeat-

Domäne des epithelialen Mucins MUC1 mit der Aminosäuresequenz PPAHGVT*SAPDTRPAPGSTA an 

der festen Phase synthetisiert. Alle Peptide zeichnen sich durch ihre gleiche Länge von 20 Aminosäuren aus, 

welche auch in der gleichen Abfolge synthetisiert wurden. Einige Peptide weisen zudem eine Spacereinheit 

auf, welche am Amidende verknüpt vorliegt. Wieder andere weisen zusätzlich an Position sieben ein 

Zuckerbaustein auf, welcher entweder am Threonin α-verknüpt vorliegt oder in Form eines Mimetikums 

eingebaut wurde. Ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag jedoch im Einbau von Fluorprolin an den Positionen 

2, 10, 14 und 16. So wunden zahlreiche ausgewählte Peptide synthetisiert, welche an zwei Positionen des 

Peptids ein Fluorprolin aufweisen. Peptide ohne Fluorprolin wurden meist nur als Referenzpeptide 

synthetisiert, da diese die natürliche Struktur wiedergeben.  

Die verschiedenen synthetisierten Peptide dienten unterschiedlichen Zwecken. Solche Glycopeptide, welche 

einen Spacer aufweisen, wurden als Vorstufen neuer Vakzine hergestellt. Aufgrund des zusätzlichen Einbaus 

von Fluorprolin wird eine erhöhte Stabilität als auch eine erhöhte Immunogenität der Peptide erwartet. Des 

Weiteren wurden analog hierzu auch solche Peptide hergestellt, die keinen Zucker, jedoch einen Spacer 

aufweisen. Ein Zweck dieser Peptide war es die strukturelle Veränderung durch den Zuckereinbau hin zu 

untersuchen.  

Des Weiteren wurden zahlreiche Peptide synthetisiert, welche keinen Zucker und keinen Spacer aufweisen, 

jedoch an den oben genannten Stellen das unnatürliche Fluorprolin aufweisen. Diese Peptide dienten dem 

primären Zweck innerhalb von Abbaustudien zu untersuchen, welchen Einfluss der Einbau von unnatürlichen 

Aminosäuren auf die enzymatische Stabilität hin hat.  

Zuletzt wurden auch solche Peptide synthetisiert, welche den TN-Mimetikum-Baustein aufweisen. Diese 

Peptide sollten im Wesentlichen mit den natürlichen Peptiden strukturell verglichen werden.  

In den folgenden drei Kapiteln soll die Synthese der zahlreichen Peptide dargestellt werden. Die Kapitel 

richten sich primär nach dem Zweck, für den die Peptide hergestellt wurden. So werden im ersten Kapitel 

3.3.1 die Synthesen neuartiger (Glyco-)Peptide zur potentiellen Verwendung als Vakzin erläutert. Diese 

Peptide weisen alle einen Spacer am Amidende auf. Im anschließenden Kapitel 3.3.2 wird auf die Synthese 

der Peptide eingegangen, die für den enzymatischen Abbau bestimmt waren. Im letzten Peptidsynthesekapitel 

3.3.3 wird der Einbau des TN-Mimetikumbausteins ins Peptid dargestellt.  
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3.3.1  Synthese von Peptiden und Glycopeptiden aus der Tandem Repeat-Domäne des epithelialen 

Mucins MUC1, zum Einsatz als Vakzin-Vorstufe  

 Für den Einsatz als Vakzin müssen die Peptide aus der Tandem Repeat-Domäne zusätzlich einen 

Spacer aufweisen. Dieser dient als Abstandhalter zwischen dem Peptid und einem geeigneten Carrierprotein. 

Da es nicht möglich ist nach vollständiger Entschützung der Seitenkettenschutzgruppen ein Spacer 

anzufügen, muss dieser schon während der Peptidsynthese ans Peptid gekoppelt werden.  

Mit Hilfe dieser Peptide soll der Einfluss des Spacers, sowie der Einfluss des Zuckers auf die räumliche 

Anordnung des Peptids untersucht werden. Bei der Synthese des MUC1-(20)-Peptids werden nicht nur cis- 

und trans- F-Prolin eingebaut, sondern zusätzlich das T-Antigen (Abbildung 3.17). Diese Glycopeptide sind, 

neben der Strukturaufklärung auch für mögliche ELISA Messungen relevant und können in Zukunft als 

Vorstufe eines Vakzins für Impfstudien herangezogen werden.  

 

Abbildung 3.17: MUC1-(20)-Peptid aus der Tandem Repeat-Sequenz. Blau: Mögliche Proline, welche durch 

Fluorprolin ausgetauscht wurden. 

Die folgenden Peptide werden an fester Phase vollautomatisch in der Mikrowelle Discover beziehungsweise 

dem Synthesizer Liberty 1 durchgeführt. Dabei erfolgt die Synthese durch zwei wiederholende 

Syntheseschritte (Fmoc-Abspaltung; Kupplung der neuen AS) nach der Fmoc-Strategie. Als Startaminosäure 

wird Fmoc-Alanin (Ansatzgröße: 0.1 mmol), gebunden an das säurelabile Wang-Harz, verwendet. Das 

säurelabile Wang-Harz ermöglicht die gleichzeitige Entschützung des Peptids vom Harz sowie von den 

Seitenketten, wodurch zusätzliche Deblockierungs- und Reinigungsschritte vermieden werden. Zudem ist das 

Harz kompatibel für die mikrowellenunterstützte Peptidsynthese und als Low Load Harz kommerziell 

erhältlich.  

Die Synthese beginnt mit der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der Startaminosäure. Diese Deblockierung 

wird mit 20%iger Lösung von Piperidin in Dimethylformamid durchgeführt. Dazu erhitzt die MW das Peptid 

zunächst initial mit maximal 26 W auf 40 °C für 40 s und dann erneut mit maximal 30 W auf 80 °C für 

3 min. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird photometrisch verfolgt. Der zweite sich wiederholende Schritt 

ist die Kupplung der folgenden Aminosäure mit dem vorher deblockierten Aminoterminus des am Harz 

gebundenen Peptids.  

Da für die verschiedenen Aminosäuren unterschiedliche Kupplungsbedingungen gewählt worden sind, sind 

diese übersichtshalber in der folgenden Tabelle angegeben. 
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Tabelle 3.1: Mikrowellen SPPS Parameter 

Aminosäure 

 

Anzahl 

Kupplungen 

Leistung (W) Max. Temp. 

(°C) 

Zeit (s) AS 

Konzentration 

(M) 

Kupplung 

 

     

Arg 2 0 

23 

80 

80 

1800 

300 

1.00 mmol 

FPro 1 0 80 2100 0.15 mmol 

His 1 0 50 360 1.00 mmol 

Restliche AS 1 23 80 300 1.00 mmol 

Restliche AS nach 

T-AG oder F-Pro 

2 23 

23 

80 

80 

480 

480 

1.00 mmol 

 

T-AG 1 0 80 2100 0.15 mmol 

Spacer 1 23 80 300 0.40 mmol 

 Anzahl der 

Kupplungen 

Leistung 

(W) 

Max. Temp. (°C) Zeit 

(s) 

Entschützung 

 

    

Initiale Entschützung 1 26 40 40 

Entschützung 1 30 80 180 

 

Bei den allgemeinen Standard-Kupplungsprotokoll der kommerziell erhältlichen Aminosäuren sowie des 

Spacers werden die Kupplungsreagenzien HBTU und HOBt sowie DIPEA verwendet und in der Regel auf 

maximal 80 °C erhitzt. Für die Kupplungen der fluorierten Proline und des T-Antigens werden die 

reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und HOAt sowie NMM verwendet. Während dieser Arbeit hat sich 

gezeigt, dass höhere Ausbeuten und eine höhere Reinheit des Peptids bei der Peptidsynthese erzielt werden 

kann, wenn nach dem Einbau von Fluorprolin und T-Antigen alle folgenden Aminosäuren durch eine 

Doppelkupplung ans Peptid gebunden werden. Dafür wird der Kupplungsschritt doppelt durchgeführt wobei 

zwischen den Kupplungen das Peptid von nicht umgesetzten Aminosäuren gereinigt wird. Zwischen allen 

Syntheseschritten wird durch das Einleiten von DMF in das Reaktionsgefäß sowohl von oben, als auch von 

unten, das wachsende Peptid immer wieder auf Raumtemperatur abgekühlt. Außerdem wird der Reaktor 

regelmäßig zwischen den einzelnen Syntheseschritten mit Stickstoff begast. Hierdurch wird das Harz 

aufgelockert, sodass eine Verklumpung des Harzes vermieden werden kann. Nachdem der Spacer ans Peptid 

gekuppelt wurde erfolgt der finale Deblockierungsschritt am N-terminus des Spacers.  

Im Anschluss an die vollautomatisierte Mikrowellen Peptidsynthese wird das Peptid in einen weiteren 

Merrifield-Festphasenreaktor überführt und mit Dichlormethan gewaschen. Der polymere Träger und die 

säurelabilen Seitenkettenschutzgruppen werden durch zweistündige Behandlung mit Trifluoressigsäure 

(10 mL) und Triisopropylsilan (TIPS) (1 mL) entfernt, sodass das Rohpeptid erhalten wird.  
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Schema 3.42: Allgemeines Protokoll der Peptidsynthese. 

Die Vorreinigung des Rohpeptids erfolgt durch dreimaliges Ausfällen in eisgekühltem Diethylether, 

Zentrifugation und anschließender Lyophilisierung. Die vollständige Reinigung erfolgt im Anschluss durch 

präparative RP-HPLC. Analysiert werden die Peptide sowohl NMR-spektroskopisch als auch 

massenspektrometrisch über ESI-Messungen. 

Die Ausbeuten dieser Peptide fallen vor allem auf Grund der präparativen Aufarbeitung so gering aus. Bei 

der präparativen HPLC wurde eine Methode verwendet, bei der die Peptide sehr langsam und über einen 

langen Zeitraum getrennt werden. Hierbei wird beim Auffangen des Peptids auf eine große Ausbeute 

verzichtet, um möglichst reine Peptide zu erhalten.  

Mit Hilfe des oben genannten Protokolls wurden folgende zehn Peptide dargestellt (Tabelle 3.2). Die ersten 

fünf Peptide (61 bis 65) wurden zum einen für mögliche ELISA-Experimente aber auch zur 

Strukturaufklärung als auch für mögliche Abbaustudien synthetisiert. Die folgenden fünf Glycopeptide (66 

bis 70) stellen neuartige Vakzinvorstufen da. Die Peptide 61 und 66 wurden als Referenzpeptide synthetisiert. 

Sie stellen die natürlich vorkommende Peptidstruktur dar.  

Tabelle 3.2: Aminosäuresequenzen und dazugehörige Ausbeuten. 

NR Aminosäuresequenz Ausbeute  

61 HN-TEG P P A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 23% 

62 HN-TEG P P A H G V T S A cis-FP D T R cis-FP A P G S T A-COOH 39% 

63 HN-TEG P P A H G V T S A trans-FP D T R trans-FP A P G S T A-COOH 35% 

64 HN-TEG P cis-FP A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 41% 

65 HN-TEG P trans-FP A H G V T S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 77% 
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66 HN-TEG P P A H G V T-AG(OAc) S A P D T R P A P G S T A-COOH 23% 

67 HN-TEG P P A H G V T-AG(OAc) S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 32% 

68 HN-TEG P P A H G V T-AG(OAc) S A trans-FP D T R P A trans-FP G S T A-COOH 39% 

69 HN-TEG P cis-FP A H G V T-AG(OAc) S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 32% 

70 HN-TEG P trans-FP A H G V T-AG(OAc) S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 23% 

 

Die synthetisierten Glycopeptide (66, 67, 68, 69 und 70) müssen vor ihrer Verwendung als Vakzine zunächst 

von den Acetylschutzgruppen befreit werden. Die Entschützung wird mit einer frisch hergestellten wässrigen 

NaOH Lösung (pH= 11) durchgeführt, wobei darauf geachtet werden muss, dass es nicht zu einer 

unerwünschten β-Eliminierung kommt und somit zum Verlust des Zuckers. Die Entschützung wird durch 

regelmäßiges Einstellen des pH-Werts von maximal 10 über mehrere Tage durchgeführt. Die Reaktion kann 

über analytische HPLC überwacht werden. Nach beendeter Reaktion wird abschließend mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert.  

 

Schema 3.43: Acetylschutzgruppen Entfernung durch die Behandlung mit wässriger NaOH. Reaktionsbedingungen: 

a) NaOH (aq), pH = 11, 3 – 4 d, RT.  

Während dieser Arbeit stellte sich heraus, dass in der Entschützung eine besondere Schwierigkeit liegt. Der 

pH-Wert kann schnell überschritten werden. Dies ist vor allem der Fall an der Eintropfstelle der NaOH-

Lösung in die wässrige Peptidlösung. Ferner verändert sich der pH-Wert einer frisch hergestellten NaOH-

Lösung stündlich, sofern diese nicht unter Schutzatmosphäre verschlossen vorliegt. Es ist daher wichtig stets 

darauf zu achten eine frisch hergestellte NaOH-Lösung für die Entschützung zu verwenden. Ferner zeigte 

sich, dass das Auftreten der β-Eliminierung deutlich minimiert werden kann, wenn die Entschützung in sehr 

stark verdünnter Lösung (bis zu 250 mL Wasser auf ca. 20 mg Peptid) durchgeführt wird. Hierbei ist eine 

Überwachung durch analytische HPLC jedoch nur mit großem Aufwand möglich. Durch die starke 

Verdünnung müsste vor den HPLC-Läufen eine Test-Probe zunächst lyophilisiert werden, was mehrere 

Stunden in Anspruch nehmen kann. Ein weiterer Vorteil, der sich auch durch die starke Verdünnung ergibt, 

ist die Verwendung eines pH-Meters zur Überwachung des pH-Werts. Bei geringer Verdünnung reicht der 

Fühler des Geräts oft nicht genügend in die Lösung ein. 
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Die vollständige Reinigung der Glycopeptide erfolgt erneut durch präparative RP-HPLC und anschließender 

Lyophilisierung. Analysiert werden die Peptide sowohl NMR-spektroskopisch, als auch 

massenspektrometrisch über ESI-Messungen. 

Neben den fünf Peptiden ohne T-Antigen (61, 62, 63, 64 und 65) stehen nun weitere fünf neue Glycopeptide 

(71, 72, 73, 74 und 75) für weitere immunologische Evaluierung zur Verfügung. 

Tabelle 3.3: Aminosäuresequenzen und dazugehörige Ausbeuten. 

NR Aminosäuresequenz Ausbeute  

71 HN-TEG P P A H G V T-AG S A P D T R P A P G S T A-COOH 53% 

72 HN-TEG P P A H G V T-AG S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 83% 

73 HN-TEG P P A H G V T-AG S A trans-FP D T R P A trans-FP G S T A-COOH 91% 

74 HN-TEG P cis-FP A H G V T-AG S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 39% 

75 HN-TEG P trans-FP A H G V T-AG S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 63% 

 

Um die Peptide als potentielle Antitumor-Vakzine einsetzen zu können, ist die Bindung an ein Carrierprotein 

von Nöten. So werden beispielsweise BSA,
[286, 287]

 KLH
[388]

 oder auch das TTox
[389-392]

 eingesetzt. Neben der 

Verwendung als Antitumor-Vakzin können die Peptide auch in ELISA Studien untersucht werden. Hierfür 

müssen die Peptide an BSA gebunden werden um die Peptide an die ELISA Mikrotitterplatten binden zu 

können.
[288-290]

 Es gibt eine Vielzahl an Möglichkeiten die synthetisierten (Glyco-)Peptide über ihr freien N-

terminus des Spacers an ein Carrierprotein zu binden.
[80, 283, 393, 394]

 

Da die Bindung über Quadratsäure schon häufig zur Anwendung
[76, 156, 288]

 kam und bereits im Arbeitskreis 

um Hoffmann-Röder etabliert ist, wird auf diese Konjugationsmethode von Tietze et al.
[395, 396]

 in dieser 

Arbeit zurückgegriffen. Dabei reagiert der Quadratsäurediester mit der Spacer-Amino-Gruppe des Peptids 

zum Quadratsäuremonoamid. Diese wiederrum kann dann mit einer Aminogruppe des Carrierprotein zum 

Quadratsäurediamid reagieren. Häufig sind es die Lysin-Seitenketten die mit dem Quadratsäurediester 

reagieren. Da das Protein viele Bindungsmöglichkeiten aufweist ist es durchaus möglich, dass mehrere 

Peptide an ein Protein binden. Wichtig bei der Wahl der Verknüpfung sind die möglichst milden 

Reaktionsbedingungen, bei denen das Peptid an das Protein konjugiert wird. Außerdem sollte keine 

Verbindung gewählt werden, die selbst immunogen ist, da sonst keine gewünschten Antikörper gebildet 

werden. So ein Spacer ist beispielsweise der Maleinimid-Spacer, bei diesem Spacer ist die Immunreaktion 

des Spacers so stark, dass keine Rückschlüsse auf die Immunreaktion auf das Hapten gezogen werden 

kann.
[397]

 

Die Kupplung des Quadratsäurediethylester mit dem Amino-Terminus des Spacers erfolgt in einer Lösung 

aus Ethanol und Wasser (1:1) bei einem pH-Wert von 8, welcher durch vorsichtige Zugabe von wässriger 

gesättigter Natriumcarbonat-Lösung eingestellt wird. Die Reaktion lässt sich gut durch analytische HPLC 

verfolgen, da das Quadratsäureamid eine zusätzliche Bande bei λ ≈ 270 nm aufweist und so neben dem 

Peptid λ ≈ 214 nm gut zu beobachten ist. Nach beendeter Reaktion wird mit 1 M Essigsäure neutralisiert. Das 

Peptid wir im Anschluss mit Hilfe von semipräparativen HPLC gereinigt und in 62% Ausbeuten erhalten. 
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Über 
1
H-NMR ist die selektive Bildung des Amids mit der Aminofunktion des Spacers deutlich zu 

charakterisieren. So ist die 12-CH2-Gruppe des Spacers stark tieffeldverschoben im Vergleich zum freien 

Spacer.  

 

Schema 3.44: Darstellung des Quadratsäuremonoamids Reaktionsbedingungen: a) Na2CO3, aq, pH = 8, EtOH/H2O 

(1:1), 3 h, RT, 62%. 

Um das Quadratsäuremonoamid-peptid an BSA zu konjugieren, wird dieses in einer Phosphatpufferlösung 

(pH-Wert: 9.5) über drei Tage bei Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss wird die Reaktionslösung in einer 

Ultrafiltrationszelle (Membran: 30 kDa) überführt und mit entionisiertem Wasser so lange gewaschen, bis die 

Waschlösung einen neutralen pH-Wert aufweist. Dies ist notwendig, um die gelösten Salze sowie die nicht 

gebundenen Peptide vom Produkt abzutrennen. Die Überstandslösung, in der sich nur noch das 

Proteinkonjugat befindet wird aus der Ultrafiltrationszelle genommen und lyophilisiert.  

 

Schema 3.45:  Konjugation des Quadratsäuremonoamids an BSA. Reaktionsbedingungen: a) BSA, Na3HPO4 (aq), 

pH = 9.5, 3 d, RT, quant. 

Die Beladung der Proteine ist anhand von MALDI-Massenspektrometrie zu bestimmen. Das BSA-Konjugat 

77 wurde für ELISA-Experimente synthetisiert. Bei diesen ELISA-Experimenten sollten immunologische 

Studien mit dem SM3-Antikörper durchgeführt werden. Hierbei sollte gezeigt werden, in welchem Maße sich 

die Bindung des Antikörpers durch den Einbau von Fluorprolin, Zucker und den Spacer verändert. Diese 

ELISA-Versuche wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Sie lieferten aber keine aussagekräftigen 

Ergebnisse, sodass an dieser Stelle davon abgesehen wird auf die Ergebnisse einzugehen. Problematisch 

hierbei war neben der Qualität des Antikörpers auch die bis dato noch nicht etablierte Methode mit den 

eigenen Peptiden. Für kommende ELISA-Experimente ist eine neue Ausarbeitung eines geeigneten ELISA-

Protokolls notwendig.  
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Alternativ zu den ELISA-Experimenten hat man zusammen mit der Firma DynamicBiosensor versucht 

Kinetikmessungen an den synthetisierten Peptiden in Verbindung mit dem SM3 Antikörper durchzuführen. 

Hierzu hat man versucht die Peptide, die einen Spacer enthielten, an einen Chip über ein DNA-Fragment zu 

binden. In einer Echtzeit-Untersuchung sollte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, welchen Einfluss 

der Einbau von Fluorprolin bzw. der Einbau eines Zuckerbausteins auf die Bindungsaffinität des SM3-

Antikörpers auf die entsprechenden Peptide hat. Diese Ergebnisse sollten anschließend mit den natürlichen 

Peptiden verglichen werden. Da für derartige Studien bisher keinerlei Versuchsprotokolle vorhanden waren, 

versuchte man zunächst die Peptide in ausreichenden Mengen am Chip zu binden. Dies konnte für zumindest 

einige Strukturen erreicht werden. Jedoch zeigten die Bindungsstudien mit dem SM3 Antikörper weder bei 

der natürlichen Sequenz noch bei den veränderten Strukturen aussagekräftig Ergebnisse. Einen Grund hierfür 

hat man zunächst in der Qualität des SM3 Antikörpers vermutet. Dies konnte man zumindest teilweise 

ausschließen, durch den Kauf des SM3 Antikörpers von verschiedenen Herstellern. In weiteren Versuchen 

konnte man schlussendlich feststellen, dass die gebundenen Peptide auf dem Chip „geknäult“ vorliegen, und 

somit für den Antikörper nicht bzw. nur noch sehr schwer zugänglich sind. Bedauerlicherweise konnte man 

bis zum Abschluss der praktischen Arbeiten keine Lösung für dieses Problem finden.  

3.3.2  Synthese von Peptiden aus der Tandem Repeat-Domäne des epithelialen Mucins MUC1 unter 

Einsatz von Fluorprolin für die Verwendung in Abbaustudien 

 Um den Einfluss des Austauschs von Fluorprolin gegen Prolin unabhängig vom Spacer untersuchen 

zu können, wird bei der Synthese des MUC1-(20)-Peptids auf den Spacer verzichtet. Außerdem sollen 

mögliche Unterschiede, die auf der Konformation und der räumlichen Anordnung des Fluorsubstituenten 

beruhen, durch den jeweiligen Einsatz von cis- und trans- F-Prolin untersucht werden. Diese Peptide sind 

ferner für die Abbaustudien relevant und bestehen aus der folgenden Sequenz (Abbildung 3.18). Die blau 

hinterlegten Proline stellen die möglichen Fluorproline dar.  

 

Abbildung 3.18: MUC1-(20)-Peptid aus der Tandem Repeat-Sequenz. Blau: Mögliche Proline, welche durch 

Fluorprolin ausgetauscht werden. 

Sämtliche Peptide werden analog zu den Peptiden im vorangegangenen Kapitel an fester Phase 

vollautomatisch in der Mikrowelle Discover beziehungsweise dem Synthesizer Liberty 1 durchgeführt. Dabei 

erfolgt die Synthese durch zwei wiederholende Syntheseschritte (Fmoc-Abspaltung; Kupplung der neuen 

AS) nach der Fmoc-Strategie. Als Startaminosäure wird Fmoc-Alanin (Ansatzgröße: 0.1 mmol), gebunden an 

das säurelabile Wang-Harz verwendet.  

Die Synthese beginnt mit der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der Startaminosäure. Diese Deblockierung 

wird mit 20%iger Lösung von Piperidin in Dimethylformamid durchgeführt. Dazu erhitzt die MW das Peptid 
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zunächst initial mit maximal 26 W auf 40 °C für 40 s und dann erneut mit maximal 30 W auf 80 °C für 

3 min. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird photometrisch verfolgt. Der zweite sich wiederholende Schritt 

ist die Kupplung der folgenden Aminosäure mit dem vorher deblockierten Aminoterminus des am Harz 

gebundenen Peptids. Da für die verschiedenen Aminosäuren unterschiedliche Kupplungsbedingungen 

gewählt worden sind, sind diese übersichtshalber in der folgenden Tabelle angegeben. 

Tabelle 3.4: Mikrowellen SPPS Parameter 

Aminosäure 

 

Anzahl 

Kupplungen 

Leistung (W) Max. Temp. 

(°C) 

Zeit (s) AS 

Konzentration 

(M) 

Kupplung 

 

     

Arg 2 0 

23 

80 

80 

1800 

300 

1.00 mmol 

FPro 1 0 80 2100 0.15 mmol 

His 1 0 50 360 1.00 mmol 

Restliche AS 1 23 80 300 1.00 mmol 

Restliche AS 

nach F-Pro 

2 23 

23 

80 

80 

480 

480 

1.00 mmol 

 

 

 Anzahl 

Kupplungen 

Leistung (W) Max. Temp. (°C) Zeit 

(s) 

Entschützung 

 

    

Initiale Entschützung 1 26 40 40 

Entschützung 1 30 80 180 

 

Bei den allgemeinen Standard-Kupplungsprotokoll der kommerziell erhältlichen Aminosäuren werden die 

Kupplungsreagenzien HBTU und HOBt sowie DIPEA verwendet und in der Regel auf maximal 80 °C 

erhitzt. Für die Kupplung der fluorierten Proline werden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und 

HOAt sowie NMM verwendet. Während dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass höhere Ausbeuten und eine 

höhere Reinheit des Peptids bei der Peptidsynthese erzielt werden kann, wenn nach dem Einbau der 

unnatürlichen Aminosäure alle folgenden Aminosäuren durch eine Doppelkupplung ans Peptid gebunden 

werden. Dafür wird der Kupplungsschritt doppelt durchgeführt, wobei zwischen den Kupplungen das Peptid 

von nicht umgesetzten Aminosäuren gereinigt wird. Zwischen allen Syntheseschritten wird durch das 

Einleiten von DMF in das Reaktionsgefäß sowohl von oben, als auch von unten, das wachsende Peptid 

immer wieder auf Raumtemperatur abgekühlt und durchmischt, wodurch eine Verklumpung der wachsenden 

Peptidkette vermieden wird. Nachdem die letzte Aminosäure ans Peptid gekuppelt wurde erfolgt der finale 

Deblockierungsschritt am N-terminus der letzten Aminosäure. 
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Im Anschluss wird das Peptid in einen weiteren Merrifield-Festphasenreaktor überführt und mit 

Dichlormethan gewaschen. Der polymere Träger und die säurelabilen Seitenkettenschutzgruppen werden 

durch zweistündige Behandlung mit Trifluoressigsäure (10 mL) und Triisopropylsilan (TIPS) (1 mL) 

entfernt, sodass das Rohpeptid erhalten wird.  

 

Schema 3.46: Allgemeines Protokoll der Peptidsynthese. 

Die Vorreinigung des Rohpeptids erfolgt durch dreimaliges Ausfällen in eisgekühltem Diethylether, 

Zentrifugation und anschließender Lyophilisierung. Die vollständige Reinigung erfolgt im Anschluss durch 

präparative RP-HPLC. Analysiert werden die Peptide sowohl NMR-spektroskopisch, als auch 

massenspektrometrisch über ESI-Messungen. 

Mit Hilfe dieses Protokolls wurden folgende elf Peptide dargestellt. Diese Peptide wurden im Anschluss in 

den Abbaustudien verwendet. Als Referenzpeptid wurde stets 78 verwendet, da dieses Peptid die natürliche 

Sequenz wiedergibt. 
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Tabelle 3.5: Aminosäuresequenzen und dazugehörige Ausbeuten. 

Nummer Aminosäuresequenz Ausbeute  

78 HN-P P A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 66% 

79 HN-P P A H G V T S A P D T R cis-FP A cis-FP G S T A-COOH 59% 

80 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 59% 

81 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R P A cis-FP G S T A-COOH 43% 

82 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R cis-FP A P G S T A-COOH 36% 

83 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R cis-FP A P G S T A-COOH 64% 

84 HN-P cis-FP A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 85% 

85 HN-P trans-FP A H G V T S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 71% 

86 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 35% 

87 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 40% 

 

Neben diesen zehn Peptiden wurde auch ein natürliches Glycopeptid ohne Spacer dargestellt. Dieses Peptid 

wurde nach erfolgreicher Durchführung der Abbaustudien synthetisiert. Ohne den Inhalt des unter 3.4 

beschrieben Kapitel vorwegzunehmen, war dieses Peptid von besonderem Interesse für anschließende 

Abbaustudien.  

Das Peptid wurde nach den in Tabelle 3.1 beschriebenen Parametern und den in Kapitel 3.3.1 beschriebenen 

Bedingungen analog synthetisiert, wobei das T-Antigen 2 ohne zusätzliche Leistung bei einer maximalen 

Temperatur von 80 °C in einer Konzentration von 0.15 mmol für 35 min gekuppelt wurde. Nach dem Einbau 

des ersten cis-F-Prolin 46 wurden alle anschließenden natürlichen Aminosäuren doppelt gekuppelt.  

 

Schema 3.47: Synthese des Glycopeptids 88 in 56%iger Ausbeute. 
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Das synthetisierte Glycopeptide 88 wurde nach der vollständigen Reinigung von den Acetylschutzgruppen 

befreit. Die Entschützung wird mit einer frisch hergestellten wässrigen NaOH Lösung (pH=11) durchgeführt, 

wobei darauf geachtet werden muss, dass es nicht zu einer unerwünschten β-Eliminierung kommt und somit 

zum Verlust des Zuckers. Die Entschützung wird durch regelmäßiges Einstellen des pH-Werts von maximal 

10 über mehrere Tage durchgeführt. Die Reaktion kann über analytische HPLC überwacht werden. Nach 

beendeter Reaktion wird abschließend mit 1 M Essigsäure neutralisiert.  

 

Schema 3.48: Entschützung des Glycopeptids 88 mit wässriger NaOH zum Erhalt des Glycopeptids 89. 

Reaktionsbedingungen: (a) wässrige NaOH (pH = 11), RT, 7 d, 47%.  

 

3.3.3  Synthese von Glycopeptiden aus der Tandem Repeat-Domäne des epithelialen Mucins MUC1, 

unter Verwendung des α-AA-TN-Mimetikum-Bausteins  

 In einem weiteren Projekt dieser Arbeit, sollte der strukturelle Unterschied ausgehend von einem 

eingebauten TN-Baustein gegenüber einem eingebauten α-AA-TN-Mimetikum-Baustein untersucht werden. 

Dieser sollte sowohl an Peptiden mit, als auch solchen ohne Spacer untersucht werden.  

Wie aus der folgenden Abbildung 3.19 ersichtlich ist, wurden sowohl zwei Peptide mit dem TN-Baustein 

(blau hinterlegt) an Position 7 synthetisiert. Diese beiden Peptide geben die natürliche Struktur wieder. 

Daneben wurden zwei Peptide synthetisiert, welche an Position 7 und 8 den α-AA-TN-Mimetikum-Baustein 

(blau hinterlegt) aufweisen. Bei den letztgenannten Peptiden wurde das Serin als auch das Threonin der 

natürlichen Sequenz an Position 7 und 8 gegen den Mimetikum Baustein ersetzt.  
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Abbildung 3.19:  MUC1-(20)-Peptid aus der Tandem Repeat-Sequenz.  

Für die Synthese wurde wieder auf das bereits beschriebene Standard-Verfahren zurückgegriffen, sodass 

sämtliche Peptide analog zu den Peptiden in den vorangegangenen Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 an fester Phase 

vollautomatisch in der Mikrowelle Discover beziehungsweise dem Synthesizer Liberty 1 durchgeführt 

wurden. Dabei erfolgt die Synthese durch zwei wiederholende Syntheseschritte (Fmoc-Abspaltung; 

Kupplung der neuen AS) nach der Fmoc-Strategie. Als Startaminosäure wird Fmoc-Alanin (Ansatzgröße: 

0.1 mmol), gebunden an das säurelabile Wang-Harz verwendet.  

Die Synthese beginnt mit der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der Startaminosäure. Diese Deblockierung 

wird mit 20%iger Lösung von Piperidin in Dimethylformamid durchgeführt. Dazu erhitzt die MW das Peptid 

zunächst initial mit maximal 26 W auf 40 °C für 40 s und dann erneut mit maximal 30 W auf 80 °C für 

3 min. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird photometrisch verfolgt. Der zweite sich wiederholende Schritt 

ist die Kupplung der folgenden Aminosäure mit dem vorher deblockierten Aminoterminus des am Harz 

gebundenen Peptids. Da für die verschiedenen Aminosäuren unterschiedliche Kupplungsbedingungen 

gewählt worden sind, sind diese übersichtshalber in der folgenden Tabelle angegeben. 

  



3. ALLGEMEINER TEIL   

84 

 

Tabelle 3.6: Mikrowellen SPPS Parameter 

Aminosäure 

 

Anzahl 

Kupplungen 

Leistung 

(W) 

Max. Temp. 

(°C) 

Zeit (s) AS 

Konzentration 

(M) 

Kupplung 

 

     

Arg 2 0 

23 

80 

80 

1800 

300 

1.00 mmol 

His 1 0 50 360 1.00 mmol 

Restliche AS 1 23 80 300 1.00 mmol 

Restliche AS nach 

TN-(Mim)AG 

2 23 

23 

80 

80 

480 

480 

1.00 mmol 

 

TN-(Mim)AG 1 0 80 2100 0.15 mmol 

Spacer 1 23 80 300 0.40 mmol 

 Anzahl 

Kupplungen 

Leistung (W) Max. Temp. (°C) Zeit 

(s) 

Entschützung 

 

    

Initiale Entschützung 1 26 40 40 

Entschützung 1 30 80 180 

 

Bei den allgemeinen Standard-Kupplungsprotokoll der kommerziell erhältlichen Aminosäuren werden die 

Kupplungsreagenzien HBTU und HOBt sowie DIPEA verwendet und in der Regel auf maximal auf 80 °C 

erhitzt. Für die Kupplung der Zuckerbausteine werden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und 

HOAt sowie NMM verwendet.  

Auch bei dieser Synthese zeigten sich höhere Ausbeuten und eine höhere Reinheit der Peptide, sofern die 

Aminosäuren, die sich an den Zuckerbausteinen anschließen, doppelt gekuppelt werden. Dafür wird der 

Kupplungsschritt doppelt durchgeführt, wobei zwischen den Kupplungen das Peptid von nicht umgesetzten 

Aminosäuren gereinigt wird. Zwischen allen Syntheseschritten wird durch das Einleiten von DMF in das 

Reaktionsgefäß sowohl von oben, als auch von unten, das wachsende Peptid immer wieder auf 

Raumtemperatur abgekühlt und durchmischt, wodurch eine Verklumpung der wachsenden Peptidkette 

vermieden wird. Nachdem die letzte Aminosäure ans Peptid gekuppelt wurde erfolgt der finale 

Deblockierungsschritt am N-terminus der letzten Aminosäure. 

Im Anschluss wird das Peptid in einen weiteren Merrifield-Festphasenreaktor überführt und mit 

Dichlormethan gewaschen. Der polymere Träger und die säurelabilen Seitenkettenschutzgruppen werden 

durch zweistündige Behandlung mit Trifluoressigsäure (10 mL) und Triisopropylsilan (TIPS) (1 mL) 

entfernt, sodass das Rohpeptid erhalten wird.  
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Schema 3.49: Allgemeines Protokoll der Peptidsynthese. 

Die Vorreinigung des Rohpeptids erfolgt durch dreimaliges Ausfällen in eisgekühltem Diethylether, 

Zentrifugation und anschließender Lyophilisierung. Die vollständige Reinigung erfolgt im Anschluss durch 

präparative RP-HPLC. Analysiert werden die Peptide sowohl NMR-spektroskopisch, als auch 

massenspektrometrisch über ESI-Messungen. 

Mit Hilfe dieses Protokolls wurden folgende vier Peptide (90 bis 93) dargestellt. Die Peptide 90 und 91 

dienten als Referenzpeptide, da diese Peptide die natürliche Sequenz wiedergeben. 

Tabelle 3.7: Aminosäuresequenzen und dazugehörige Ausbeuten. 

Nummer Aminosäuresequenz Ausbeute  

90 HN-P P A H G V TN-AG(OAc) S A P D T R P A P G S T A-COOH 39% 

91 HN-TEG-P P A H G V TN-AG(OAc) S A P D T R P A P G S T A-COOH 54% 

92 HN-P P A H G V TN-Mim-AG(OAc) A P D T R P A P G S T A-COOH 52% 

93 HN-TEG-P P A H G V TN-Mim-AG(OAc) A P D T R P A P G S T A-COOH 33% 
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Die synthetisierten Glycopeptide wurden in einem nächsten Schritt von den Acetylschutzgruppen befreit 

werden. Die Entschützung folgte analog wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben mit einer frisch hergestellten 

wässrigen NaOH Lösung (pH= 11), wobei darauf geachtet werden muss, dass es nicht zu einer 

unerwünschten β-Eliminierung kommt und somit zum Verlust des Zuckers. Die Entschützung wird durch 

regelmäßiges Einstellen des pH-Werts von maximal 10 über mehrere Tage durchgeführt. Nach beendeter 

Reaktion wird abschließend mit 1 M Essigsäure neutralisiert.  

 

Schema 3.50: Acetylschutzgruppen Entfernung durch die Behandlung mit wässriger NaOH. Reaktionsbedingungen: 

a) NaOH (aq), pH = 11, 3 – 4 d, RT.  

Die vollständige Reinigung der Glycopeptide erfolgt durch präparative RP-HPLC und anschließender 

Lyophilisierung. Analysiert werden die Peptide sowohl NMR-spektroskopisch, als auch 

massenspektrometrisch über ESI-Messungen. 

In der folgenden Tabelle 3.8 sind die Ausbeuten der Entschützung angegeben. Die Peptide 95 und 97 können 

in zukünftigen Projekten innerhalb einer immunologischen Evaluierung verwendet werden.  

Tabelle 3.8: Aminosäuresequenzen und dazugehörige Ausbeuten. 

Nummer Aminosäuresequenz Ausbeute  

94 HN-P P A H G V TN-AG(OH) S A P D T R P A P G S T A-COOH 53% 

95 HN-TEG-P P A H G V TN-AG(OH) S A P D T R P A P G S T A-COOH 76% 

96 HN-P P A H G V TN-Mim-AG(OH) A P D T R P A P G S T A-COOH 54% 

97 HN-TEG-P P A H G V TN-Mim-AG(OH) A P D T R P A P G S T A-COOH 50% 
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3.3.3.1 Strukturaufklärung: Vergleich zwischen TNMim- und TN-Peptid (mit und ohne Spacer) 

 Wie bereits erläutert wurden die Peptide 94, 95, 96 und 97 aus dem Kapitel 3.3.3 in erster Linie zum 

Zwecke der Strukturaufklärung synthetisiert. Es sollte dabei herausgefunden werden, wie sich die natürlichen 

Bausteine von denen der Mimetika-Strukturen im Peptid unterscheiden.  

Die Strukturaufklärung wurde anhand von zahlreichen NMR-Experimenten durchgeführt. Dazu wurden von 

den jeweiligen Peptiden COSY, HSQC, HMBC, NOESY als auch TOCSY-NMR Versuche durchgeführt. Im 

Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Versuche jeweils einzeln dargestellt werden. 

 

Abbildung 3.20: Ergebnisse der Auswertung von COSY-NMR-Spektren der Peptide 94, 95, 96 und 97. 

Anhand der COSY-NMR-Messungen sind keine signifikanten Unterschiede zwischen 94 und 96 sowie 

zwischen den entsprechenden Peptiden mit Spacer 95 und 97 erkennbar (Abbildung 3.20). Dies ist nicht 

verwunderlich, da die COSY Messungen lediglich die Kopplungen benachbarter Protonen zeigt, die über drei 

Bindungen miteinander Verknüpft sind. Die COSY-Messung dienen in erster Linie als Hilfe für die 

Zuordnung der Protonen der einzelnen Aminosäuren.  

Um sämtliche Protonen und Kohlenstoffe eines Peptids zuordnen zu können sind gerade die 2D-NMR-

Experimente besonders hilfreich. Anhand der COSY-Messungen ist beispielsweise eine Zuordnung von α-

Aminosäuren-Protonen ausgehend von den entsprechenden β-Aminosäuren-Protonen möglich. Die Protonen 

der α-Aminosäuren liegen alle im Bereich von ca. 4.00 bis ca. 4.80 ppm, während sich die β-Protonen über 

einen größeren Bereich erstrecken. Beispielsweise liegen die Serin β-Protonen im Bereich von ca. 3.65 ppm, 

während dagegen die β-Protonen der Alanine im Bereich von ca. 1.20 ppm liegen. Anhand der COSY-NMR-

Messungen und den entsprechenden Kreuzpeaks können die entsprechenden Protonen somit zugeordnet 

werden. Anhand der COSY-Messungen sind ferner auch entsprechende NH-Protonen des Peptidrückgrats 

ausgehend von den α-Protonen zuordenbar. 

Aus der Abbildung 3.20, in der die Ergebnisse der COSY-Messungen anhand von Pfeilen dargestellt sind, 

geht hervor, dass innerhalb des Zuckerbausteins zumindest H1 zu H2 und H2 zu H3 koppeln. Während im 

natürlichen TN-Baustein auch eine Kupplung zwischen H5 und H6 erkennbar ist, ist diese im 

Mimetikumbaustein nicht zu erkennen. Diese Phänomen wurde sowohl in den Spektren mit als auch denen 

ohne Spacer beobachtet.  

Die COSY-Kopplungen innerhalb der Aminosäure Valin sind gänzlich dieselben. So koppeln V
β
-Protonen 

sowohl zu den benachbarten V
α
-Protonen als auch zu den chemisch nicht äquivalenten V

γ
-Protonen. 

Auffällig bei dem Vergleich der beiden COSY Spektren ist, dass die CH2-Gruppen des Mimetikums im 
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COSY nicht miteinander koppeln, während die T
β
-Protonen sowohl zu den benachbarten T

α
-Protonen als 

auch zu den T
γ
-Protonen im natürlichen Baustein koppeln. Dies könnte an der schlechten Qualität der 

Messungen liegen. Anhand der COSY-Messungen sind demnach keine großen Veränderungen zwischen den 

einzelnen Peptiden erkennbar.  

Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen ist in der folgenden Tabelle 3.9 aufgelistet. Hierbei wurden 

nur die chemischen Verschiebungen der Aminosäure Valin (Tabelle 3.10) und des Zuckerbausteins (Tabelle 

3.9) der Peptide 94, 95, 96 und 97 betrachtet, da diese am besten vergleichbar sind. 

Tabelle 3.9: Chemische Verschiebungen der Zuckerbausteine TN-und TN-Mim in ppm.  

 1 2 3 4 5 6 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

94 4.73 93.3 3.97 49.2 3.61 68.5 3.69 67.9 3.65 71.3 3.50/ 3.44 60.4 

95 

96 

Δ  

4.73 98.5 3.96 49.4 3.64 68.2 3.72 68.0 3.68 71.4 3.51/ 3.43 60.4 

4.76 

+0.03 

97.6 

+0.3 

4.03 

+0.06 

49.8 

+0.6 

3.63 

+0.02 

71.6 

+3.1 

3.75 

+0.06 

67.8 

+0.1 

3.54 

-0.11 

71.8 

+0.5 

3.52/ 3.44 

+0.02/±0 

60.3 

-0.1 

97 

Δ 

4.76 

+0.03 

97.6 

+0.3 

4.04 

+0.08 

49.8 

+0.4 

3.65 

+0.1 

67.4 

-0.8 

3.75 

+0.03 

67.7 

-0.3 

3.62 

-0.06 

71.6 

+0.2 

3.53/ 3.45 

+0.02/+0.02 

60.3 

-0.1 

 

Bei dem Vergleich der chemischen Verschiebungen zeigen sich im Bereich des Zuckerbausteins keine 

großen Veränderungen. Eine Verschiebung von wenigen ppm kann auch in der Aufnahme des NMR-

Spektrums begründet liegen. Lediglich bei dem Kohlenstoffatom C3 kommt es innerhalb des Peptids 96 im 

Vergleich mit dem Peptid 94 zu einer Tieffeldverschiebung von +3.1 ppm, während es bei den 

entsprechenden Peptiden mit Spacer (97 und 95) zu einer klaren Hochfeldverschiebung von -0.8 ppm kommt. 

Dies lässt den Schluss zu, dass sich der Zuckerbaustein des Mimetikums in einer unterschiedlichen 

räumlichen Umgebung befindet als der entsprechende natürliche Zuckerbaustein.  

Eine Tieffeldverschiebung kommt zustande, wenn es zu einer Entschirmung des äußeren Feldes kommt. Dies 

ist vor allem der Fall wenn Atome oder Atomgruppen die Elektronendichte verringern, beispielsweise durch 

Heteroatome. Der genau umgekehrte Fall löst eine Hochfeldverschiebung aus. Es ist daher anzunehmen, dass 

sich der Zucker-Baustein im Peptid 96 in gestreckter Form einen möglichst weiten Abstand zum 

Peptidrückgrat hat, währen im Peptid 97 der Zuckerbaustein zum Peptidrückgrat hin gefaltet ist. Denkbar ist 

auch, dass der Zuckerbaustein im Peptid 97 zwar in gestreckter Form vorliegt, dieser aber in räumlicher 

Umgebung zum restlichen Peptid vorliegt. Mit anderen Worten, das Peptid „knäult“ sich um den Zucker. Um 

sichere Schlüsse über die räumliche Anordnung des Zuckers ziehen zu können ist ein Vergleich weiterer 2D-

NMR Experimente notwendig, als auch entsprechende Kristallstrukturen. 

Einen Einfluss vom Spacer auf die entsprechenden Peptide ist nicht erkennbar. Die chemischen 

Verschiebungen der Peptide 94 und 95 bzw. 96 und 97 unterscheiden sich nur minimal mit der Ausnahme 

des H3 bzw. C3-Atoms, sodass man davon ausgehen kann, dass der Spacer die räumliche Umgebung des 

Zuckerbausteins nicht verändert.  
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Ein Vergleich der chemischen Verschiebung der Aminosäure Valin ist in der folgenden Tabelle 3.10 

zusammengefasst. Zum Vergleich eignet sich diese Aminosäure besonders, da die Kohlenstoff und 

Wasserstoffatome besonders eindeutig durch die 2D-NMR Messungen zugeordnet werden können. Ferner 

bietet diese Aminosäure den Vorteil, dass sie nur einmal im Peptid vorhanden ist, sodass eine falsche 

Zuordnung nahezu ausgeschlossen ist. Falsche Zuordnungen können unter Umständen auftreten, wenn eine 

Aminosäure mehrfach im Peptid vorhanden ist. Die chemischen Verschiebungen der gleichen Aminosäuren 

verändern sich aufgrund der unterschiedlichen chemischen Umgebung nur minimal, sodass die einzelnen 

Wasserstoffatome häufig die gleiche Verschiebung aufweisen und somit in den NMR-Spektren übereinander 

liegen. Bei einer Anzahl von ca. 100 Kohlenstoffatomen und ca. 150 Wasserstoffatomen kann es daher zu 

fehlerhaften Zuordnungen kommen. 

Die Aminosäure Valin bietet außerdem den Vorteil, dass diese an Position 8 des Peptids liegt. Sie stellt somit 

als benachbarte Aminosäure zum TN-Baustein bzw. TN-Mim-Bausteins eine geeignete Aminosäure da, die 

Aufschlüsse über die räumliche Veränderung des Einbaus der unnatürlichen Struktur gegenüber der 

natürlichen Struktur gegeben kann.  

Tabelle 3.10:  Chemische Verschiebungen der Aminosäure Valin in ppm.  

 V
α
 V

β
 V

γa
 V

γb
 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

94 4.45 57.1 1.98 30.7 0.90 19.0 0.84 17.9 

95 4.34 57.7 2.02 29.9 0.89 19.1 0.84 18.2 

96 

Δ 

4.34 

-0.11 

58.9 

+1.8 

1.97 

-0.01 

29.8 

-0.9 

0.81 

-0.09 

19.1 

+0.1 

0.80 

-0.04 

18.0 

+0.1 

97 

Δ 

4.06 

-0.28 

58.3 

+0.6 

1.98 

-0.04 

29.7 

-0.02 

0.81 

-0.08 

19.1 

±0 

0.80 

-0.04 

17.9 

-0.3 

 

Ein Vergleich der Aminosäure Valin zeigt auch keine großen räumlichen Veränderungen zwischen den 

natürlichen und den Mimetika-Peptiden. Die chemische Verschiebung ist annähernd gleich. Die einzige 

Veränderung die zu beobachten ist, ist dass die V
γ
-Protonen a und b in den Mimetika-Peptiden eine nahezu 

gleiche chemische Verschiebung zeigen. Dies weist daraufhin, dass sie auch eine annähernd gleiche 

chemische Umgebung aufweisen. In den natürlichen Peptiden 94 und 96 unterscheiden sich die V
γ
-Protonen 

a und b in 0.06 bzw. 0.05 ppm. Diese Beobachtung lässt den Schluss zu, dass der Mimetikabaustein 

wahrscheinlich in gestreckter Form vorliegt, also weiter weg vom Peptidrückgrat als der natürliche TN-

Baustein. Diese Vermutung ist jedoch eher vage, da die 
13

C-Signale der entsprechenden V
γ
-Kohlenstoffe 

nahezu identisch sind.  

In der folgenden Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse der HMBC-Messungen dargestellt. Innerhalb der 

HMBC-Spektren sind Korrelationen über mehrere Bindungen sichtbar. Diese zeigen anders als die COSY-

Spektren eine Korrelation zwischen 
1
H-Atomen und 

13
C-Atomen auf und nicht nur zwischen benachbarter 

1
H-Protonen. 
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Abbildung 3.21: Ergebnisse der Auswertung von HMBC-NMR-Spektren der Peptide 94 und 95. 

Wie aus der Abbildung 3.21 erkennbar ist, sind neben den erwarteten Kopplungen innerhalb des 

Zuckerbausteins bzw. der Aminosäuren auch Kopplungen darüber hinaus erkennbar. Gut erkennbar ist 

beispielsweise die Kopplung zwischen dem 
β
TN-Proton bzw. Kohlenstoff und dem H1 bzw. C1 des 

Zuckerbauseins. Diese Kopplung ist sichtbar, auch über die Etherbindung hinweg. Eine Kopplung über die 

Amidbindungen innerhalb der HMBC-Spektren ist nicht erkennbar.  

Die HMBC-Spektren der Peptide mit den entsprechenden Mimetika Bausteine sind wenig aussagekräftig. Es 

konnte im Rahmen dieser Arbeit keine geeigneten Bedingungen gefunden werden um entsprechend qualitativ 

hochwertige HMBC-Spektren dieser Peptide messen zu können.  

In der folgenden Abbildung 3.22 sind Ergebnisse der Auswertung der NOESY-Experimente dargestellt. 

Übersichtshalber werden nur solche Kupplungen aufgezeigt die von struktureller Bedeutung sind; also solche 

die über den Raum hinweg gebildet werden.  

 

Abbildung 3.22:  Ergebnisse der Auswertung von NOESY-NMR-Spektren der Peptide 94 und 96. 

Im Vergleich zwischen der natürlichen Struktur und der des Mimetikums zeigt sich auffällig, dass die 

Protonen der Aminosäure Valin als auch das Rückgrat des Mimetikum mit weit entfernten Aminosäuren 

koppeln. Beispielsweise koppeln die CH2-Gruppen des Mimetikumbausteins mit den weit entfernten 

Aminosäuren Threonin und Argenin. Dies lässt den Schluss zu, dass durch den Einbau des Mimetikums das 

Peptidrückgrat gebogen wird. Ferner deuten die NMR-Ergebnisse daraufhin, dass der Mimetikum-Baustein 

in einer Art Schlaufe vorliegt. Die natürliche Struktur liegt im Gegensatz dazu in gestreckter Form vor. 

Dieses Ergebnis war derart nicht zu erwarten gewesen, da davon ausgegangen wurde, dass sich die 

Strukturänderung nur minimal aufs Peptidrückgrat auswirkt. In der folgenden Abbildung 3.23 ist die Struktur 

dargestellt, die anhand der NMR-Ergebnisse angenommen wird.  
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Abbildung 3.23: Loop-Bildung durch den Einbau des Mimetikumbausteins. 

Bei dem Vergleich zwischen den entsprechenden Peptiden mit Spacer ist ein ähnliches Ergebnis ersichtlich. 

Zwar lässt sich auch in der natürlichen Struktur eine leichte Biegung erkennen, diese ist aber nicht so deutlich 

erkennbar wie in dem entsprechenden Mimetikum Peptid. In den NMR-Ergebnissen zeigt sich wieder, dass 

die Aminosäuren Threonin und Arginin in räumlicher Nähe zum Mimetikumrückgrat stehen. Dies lässt die 

Vermutung zu, dass es in dem oben dargestellten Bereich zu einer Loop-Bildung kommt.  

Beim Vergleich der Zuckerbausteine mit und ohne Spacer lässt sich außerdem erkennen, dass der 

Zuckerbaustein im Spacer-Peptid zum Peptidrückgrat hingewandt ist. Wie in Abbildung 3.24 ersichtlich ist 

scheint sich der Zuckerbaustein in Richtung Valin gebeugt zu haben. Dagegen liegt der Zuckerbaustein im 

Peptid ohne Spacer in gestreckter Form vor. Dieser Schluss kann aus den diversen NOESY-Kopplungen 

zwischen den H- und C-Atomen des Zuckers und des Valins gezogen werden (Abbildungen 3.22 bis 3.24). 

Somit hat der Spacer einen Einfluss auf die Faltung des Zuckers, wobei dieser Einfluss der gleiche zwischen 

Mimetikum und natürlichem Baustein ist.  

 

 

Abbildung 3.24:  Ergebnisse der Auswertung von NOESY-NMR-Spektren der Peptide 95 und 97. 
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3.4  Stabilitätstest mittels Abbaustudien 

 Um möglichst stabile aber dennoch immunogene tumorassoziierte Peptidantigene aus der 

extrazellulären, repetitiven Sequenz des epithelialen Mucin MUC1 zu erhalten, wurden die synthetisierten 

Peptide zunächst durch Abbaustudien auf ihre metabolische Stabilität hin untersucht. Dabei sollte vor allem 

untersucht werden, welchen Einfluss das Fluorprolin an den verschiedene Positionen sowie der Spacer auf 

die Stabilität hat. Für den Abbau wurde Proteinase K verwendet, da diese Proteinase genügend Schnittstellen 

aufweist, die einen Abbau gewährleisten.  

3.4.1  Aufnahme von Kalibrationskurven 

 Grundlage des Stabilitätsassys ist die Tatsache, dass der zeitliche Abbau der Peptide durch 

Proteinase K mittels analytischer Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) verfolgt werden kann. Dazu 

mussten zunächst eine Kalibrationsmessungen verschiedener Konzentrationen durchgeführt werden. Diese 

dienten dem Zweck zu untersuchen, ob ein linearer Zusammenhang zwischen dem Integral des Peaks der 

HPLC Messung und der Menge des Peptids gibt.  

Hierzu wurden von ausgewählten Peptiden (78 bis 85) eine Verdünnungsreihe der Peptidkonzentrationen 

ausgehend von 0 mg/mL bis 10 mg/mL hergestellt und im Anschluss via. HPLC vermessen. Als Puffer 

wurde ein 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH-Wert: 7.8) mit 5 mM CaCl2 sowie mit 25%ige Essigsäure gewählt. 

Die Pufferbedingungen entsprechen den gleichen Bedingungen, die auch für die Abbaustudien verwendet 

wurden.  

 

Abbildung 3.25:  Exponentieller Zusammenhang zwischen den Konzentrationen (0 bis 10 mg/mL) der Peptide 78 und 

84 und der Summe des jeweiligen Integrals. 

In der Abbildung 3.25 sind der Übersicht halber nur zwei Peptide 78 und 84 beispielhaft angegen. Die 

Übrigen Peptide 79 bis 83 zeigen vergleichbare Grafen (nicht gezeigt). Wie aus der Abbildung 3.25 zu 
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entnehmen ist, zeigt die Konzentration des Peptides 78 bzw. 84 und das berechnete Integral der HPLC-Läufe 

der Peptide einen exponentiellen Zusammenhang, wobei sich mit höheren Konzentration (<5.5 mg/mL) eine 

Sättigung einstellt. Bei sehr hohen Peptidkonzentrationen wird ein Maximum erreicht, welches nicht mehr 

vom HPLC-Detektor vermessen werden kann.  

Weitere Messungen mit einer deutlich niedrigeren Konzentration (0 bis 5 mg/mL), haben gezeigt, dass bei 

derartigen Konzentrationen ein linearer Zusammenhang zwischen dem berechneten Integral der Peptide und 

der Menge an Peptid bestehen. In der folgenden Abbildung 3.26 sind wieder nur zwei der insgesamt acht 

Messreihen angegeben.  

 

Abbildung 3.26: Linearer Zusammenhang zwischen den Konzentrationen (0 bis 5 mg/mL) der Peptide 78 und 84 und 

der Summe des Integrals. 

Da bei den Abbaustudien nur eine Anfangskonzentration von 1.5 mg pro 550 µl eingesetzt wird, kann mit 

einem linearen Zusammenhang gerechnet werden. Dies wird gerade in der obigen Abbildung 3.26 deutlich.  

3.4.3  Abbaustudien 

 Als Enzym für den Abbau wurde Proteinase K verwendet, welche auf dem Träger Eupergit
®
 C 

immobilisiert ist. Eupergit
®
 C besteht aus makroporösen Kügelchen mit einem Durchmesser von 100 bis 

250 µm, welche durch Copolymerisation von N,N‘-Metylen-bis-(methacrylamid), Glycidylmethacrylat, 

Allylglycidylether und Methacylamid aufgebaut sind.
[398]

 Proteinase K wird dabei über die Aminogruppen an 

die Oxirangruppen, die bei neutralem und alkalischem pH-Wert reagieren, an den Träger gebunden. 
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Schema 3.51: Struktur von Eupergit® C und die kovalente Immobilisierung an ein Enzym.  

Der Vorteil gegenüber einem gelösten Enzym, ist die Tatsache, dass eine spezielle Aufreinigung der Probe 

vor den HPLC-Läufen nicht notwendig ist. Ein bloßes Abdekantieren der Probe, ermöglicht die HPLC-

Aufnahmen ohne störende Enzyme. 

Die Abbaustudien werden in Anlehnung an einen von Hook et al.
[399]

 entwickelten Assays durchgeführt. Als 

Puffer wurde ein 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH-Wert: 7.8) mit 5 mM CaCl2 gewählt und jeweils für die 

Messungen frisch hergestellt. Außerdem wurde das jeweilige Peptid in einer Stammlösung (30 mg/mL) 

bereitgestellt. Für eine Messung wurde jeweils 1 mg Proteinase K auf Eupergit vorgelegt, mit 500 µL Puffer 

versetz und anschließend mit 50 µL der Peptid-Stammlösung versetzt, sodass in jeder Probe eine 

Konzentration von 1.5 mg Peptid pro 550 µL Puffer vorlag. Die sich anschließende Inkubation erfolgte bei 

37 °C für die jeweilige Dauer und wurde durch Hinzugabe von 100 µL 25%iger Essigsäure abgebrochen. 

Alle Proben werden im Anschluss mittels HPLC vermessen, wobei der Restgehalt des unverdauten Peptids 

bestimmt wird. 

Zunächst wurden solche Peptide abgebaut, bei denen zwei von fünf möglichen Prolinen durch cis-4-F-Pro 

ausgetauscht wurden. Ausgetauscht wurden die Proline an den Positionen 2, 10, 14 oder 16. Die abgebauten 

Peptide sind der Übersicht halber in der folgenden Tabelle noch einmal zusammengefasst. 

Tabelle 3.11: Ausgewählte Peptide für die Abbaustudien. 

Nummer Aminosäuresequenz 

78 HN-P P A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 

79 HN-P P A H G V T S A P D T R cis-FP A cis-FP G S T A-COOH 

80 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 

81 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R P A cis-FP G S T A-COOH 

82 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R cis-FP A P G S T A-COOH 

83 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R cis-FP A P G S T A-COOH 

84 HN-P cis-FP A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 

 

Die Ergebnisse dieser Abbaustudien und die Auswertung mittels HPLC sind in der folgenden Abbildung 3.27 

gezeigt. Der Abbau der unterschiedlichen Peptide zeigt im Vergleich zur natürlichen Sequenz 78 auf den 

ersten Blick keine signifikanten Unterschiede bis auf die Ausnahme des Peptides 84 auf. 
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Abbildung 3.27: Ergebnisse der Abbaustudien der Peptide 78, 79, 80, 81, 82, 83 und 84.  

Bei dem Peptid 84 handelt es sich um das in Abbildung 3.28 gezeigte Peptid. Verglichen mit der natürlichen 

Sequenz wurden in diesem Peptid, an den Positionen 2 und 10, die natürlichen Proline gegen cis-4FPro 

ausgetauscht. Auffällig bei der Messung ist, dass dieses Peptid sogar noch nach zwei Stunden fast vollständig 

vorhanden ist. Im Vergleich ist die natürliche Sequenz durch Proteinase K bereits nach ca. 20 min. zur Hälfte 

(bezogen auf die anfängliche Menge) verdaut wurde.  

 

Abbildung 3.28: Stabilstes Peptid 84 in den Abbaustudien. 

Bei genauerer Betrachtung der Ergebnisse der Abbaustudien fällt auf, dass sämtliche Peptide (mit Ausnahme 

von 84 und 80) sogar schneller durch Proteinase K abgebaut werden als die natürliche Sequenz 78. 

Festzuhalten ist ferner, dass die Peptide 78, 79, 80, 81, 82 und 83 eine Halbwertszeit von lediglich 10 bis 

25 min haben. Dies ist deutlich zu kurz für eine mögliche Evaluierung als Impfstoff, sodass sich diese 

Strukturen nicht als geeignete Vakzinkandidaten eignen.  

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse der Abbaustudien wurden Langzeitstudien des Peptids 84 durchgeführt. 

Das Peptid 78 diente als Referenz, da es die natürliche Struktur wiedergibt. Diese Studie diente zum einen 

um herauszufinden, welche Halbwertszeit das Peptid 84 aufweist. Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, 

herauszufinden, ob sich die gezeigte Stabilität des Peptids 84 auf eine Hemmung der Protinase K 

zurückführen lässt, oder ob das Peptid eine erhöhte Stabilität durch die Substitution durch Fluor aufweist. Die 

Ergebnisse dieser Abbaustudien und die Auswertung mittels HPLC sind in der folgenden Abbildung 3.29 

gezeigt. 

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

0 20 40 60 80 100 120

 A
b

b
au

 in
 %

 

Zeit in Minuten 

78
79
80
81
82
83
84



  3. ALLGEMEINER TEIL 

97 

 

 

Abbildung 3.29: Langzeitabbaustudie von 84 im Vergleich zur natürlichen Sequenz 78.  

Die Langzeitabbaustudie zeigt, dass das Peptid 84 eine Halbwertszeit von ca. 2 h aufweist, während das 

Referenzpeptid bereits nach ca.10 Minuten zur Hälfte abgebaut wurde. Die Tatsache, dass sich das Peptid 

über einen längeren Zeitraum abbauen lässt, lässt die Vermutung zu, dass dieses Peptid keine Hemmung der 

Proteinase K auslöst, sondern stabiler gegenüber dem Abbau ist, als im Verglich zur natürlichen Sequenz.  

Um herauszufinden, an welchen Positionen im Peptid die Proteinase K bevorzugt schneitdet, wurden von den 

Lösungen der abgebauten Peptide ESI-Messungen durchgeführt. Anhand der isolierten Fragmente konnten 

Rückschlüsse der Schnittstellen gezogen werden. Die bevorzugten Schnittstellen sind in der folgenden 

Abbildung 3.30 durch Blitze gekennzeichnet.  

 

Abbildung 3.30: Schnittstellen von Proteinase K.  

Wie aus der Abbildung 3.30 hervorgeht schneitet Proteinase K bevorzugt an den Positionen zwischen 6 und 

7, zwischen 7 und 8 und zwischen 8 und 9. Also zwischen den Aminosäuren Valin, Threonin, Serin und 

Alanin. Peptid 84 weist an den Positionen 10 und 2 ein F-Pro auf. Die F-Proline flankieren somit die 

bevorzugten Schnittstellen von Proteinase K. 

Eine Vermutung, warum das Peptid 84 gegenüber Proteinase K so stabil ist, könnte in einer strukturellen 

Veränderung des Peptids liegen. Gerade die Aminosäure Prolin zeichnet sich als strukturgebende 

Aminosäure aus. Wie bereits in Kapitel 1.2.2 erläutert besitzt das cis-FPro eine bevorzugte Konformation, 

sodass der Einbau ins Peptid zu einer Strukturveränderung geführt haben könnte.  
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Da eine komplette Strukturanalyse eines Peptids mit 20 Aminosäuren ausgesprochen aufwendig ist, wurden 

zunächst die charakteristischen Aminosäuren Histidin, Valin, Aspartat und Argenin verglichen. Diese 

Aminosäuren flankieren die Schnittstellen von Proteinase K und sind zudem über das Peptid verteilt, sodass 

eine Strukturveränderung innerhalb des Peptids auch Auswirkungen auf diese vier Aminosäuren zeigt.  

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den NOESY-NMR-Messungen der Peptide 78 und 84 sowie ein 

Vergleich der jeweiligen chemischen Verschiebungen dargestellt.  

Tabelle 3.12: Chemische Verschiebungen von Valin der Peptide 78 und 84 im Vergleich. 

 V
α
 V

β
 V

γa
 V

γb
 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

78 4.30 57.8 2.00 30.7 0.86 19.3 0.82 18.0 

84  

Δ 

4.31 

+0.01 

57.8 

±0 

2.00 

±0 

30.7 

±0 

0.86 

±0 

19.3 

±0 

0.83 

+0.01 

18.0 

±0 

 

Wie eindeutig aus der Tabelle 3.12 ersichtlich ist, zeigt Valin keine Veränderung in der chemischen 

Verschiebung im Vergleich zwischen dem natürlichen Peptid 78 und der unnatürlichen Struktur 84 auf.  

 

Abbildung 3.31: Ergebnisse der NOESY-NMR Messungen ausgehend von Valin. 

Auch die Ergebnisse aus den NOESY-Messungen ausgehend von der Aminosäure Valin, die in der 

Abbildung 3.31 abgebildet sind, zeigen keine strukturellen Änderungen zwischen der natürlichen Struktur 78 

und dem Peptid 84 auf. Lediglich die Kopplung zwischen den R
γ
-Protonen und dem V

β
-Proton ist nur in dem 

Peptid 84 zu erkennen.  

Tabelle 3.13:  Chemische Verschiebungen von Histidin der Peptide 78 und 84 im Vergleich. 

 H
α
 H

β
 H

γ
 H

δ
 H

ε
 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

78 4.58 51.4 3.11/2.98 27.1 - 129.0 7.38 117.1 8.97 133.7 

84 

Δ 

4.58 

±0 

51.6 

-0.2 

3.12/2.97 

-0.01 

27.1 

±0 

- 

- 

129.0 

±0 

7.36 

-0.02 

117.1 

±0 

8.94 

-0.03 

133.7 

±0 

 

Auch die chemischen Verschiebungen der Aminosäure Histidin, gezeigt in Tabelle 3.13, zeigen im Vergleich 

zwischen den Peptiden 78 und 84 keine großen Unterschiede.  
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Abbildung 3.32: Ergebnisse der NOESY-NMR Messungen ausgehend von Histidin. 

Aus den NOESY-Ergebnissen, die in der Abbildung 3.32 gezeigt sind, lässt sich jedoch ablesen, dass die 

natürliche Struktur im Bereich des Histidins gestreckt vorliegt, wohingegen der Bereich im entsprechenden 

unnatürlichen Peptid gebogen bzw. verknäult vorliegt. Dies lässt sich an daran erkennen, dass gerade die H
ε
- 

als auch die H
δ
-Protonen zu den weiter weg entfernten Aminosäuren Prolin (Position 1), Fluorprolin 

(Position 2), Valin (Position 6) und Threonin (Position 7) koppeln. Im natürlichen Peptid ist dagegen eine 

Kopplung nur zu den benachbarten Aminosäuren Alanin und Glycin erkennbar. 

Tabelle 3.14:  Chemische Verschiebungen von Aspartat der Peptide 78 und 84 im Vergleich. 

 D
α
 D

β
 D

γ
 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

78 4.54 49.5 2.74/2.50 35.6 - 170.3 

84 

Δ 

4.61 

+0.7 

49.3 

-0.2 

2.70/2.46 

-0.04/-0.04 

35.7 

+0.1 

- 

- 

170.2 

-0.1 

 

Wie aus der Tabelle 3.14 erkennbar ist, sind die chemischen Verschiebungen von Aspartat in den beiden 

Peptiden nahezu gleich. Ein Unterschied ist bei den D
α
-Protonen zu beobachten. Diese Änderung ist nicht 

verwunderlich, da sich bei der benachbarten Aminosäure einmal um Prolin und zum anderen um das 

entsprechende Fluorprolin handelt.  

Die NOESY-Messungen ergaben folgende Ergebnisse, die in der Abbildung 3.33 dargestellt sind. 

 

Abbildung 3.33: Ergebnisse der NOESY-NMR Messungen ausgehend von Aspartat. 

Anhand der Auswertung der NOESY-Spektren konnte gezeigt werden, dass sich durch den Einbau von 

Fluorprolin an Position 10 keine strukturelle Veränderung im Bereich des Aspartats ergibt. Dieser Bereich 

liegt in einer gestreckten Form vor, sowohl im Peptid 78 als auch im Peptid 84. Dieser Schluss kann gezogen 

werden, da sich keine weit entfernten Kopplungen über den Raum zeigen, wie sie beispielsweise im Peptid 

84 im Bereich des Histidin beobachtet werden konnte.  

Zuletzt wurde zusätzlich noch der Bereich um die Aminosäure Arginin betrachtet. Die chemische 

Verschiebung ist in der kommenden Tabelle 3.15 aufgelistet.  
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Tabelle 3.15: Chemische Verschiebungen von Arginin der Peptide 78 und 84 im Vergleich. 

 R
α
 R

β
 R

γ
 R

δ
 R

ε
 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

78 4.49 50.1 1.70/1.52 28.3 1.84/1.53 24.5 3.09 40.6 - 156.8 

84 

Δ 

4.48 

-0.01 

50.1 

±0 

1.70/1.52 

±0 

28.3 

±0 

1.84/1.53 

±0 

24.6 

+0.1 

3.08 

-0.01 

40.5 

-0.1 

- 

- 

156.9 

+0.1 

 

Ein Unterschied in der chemischen Verschiebung zwischen den beiden Peptiden ist auch hier nicht 

erkennbar. In der folgenden Abbildung 3.34 sind die Ergebnisse aus den NOESY-Spektren 

zusammengefasst. 

 

Abbildung 3.34:  Ergebnisse der NOESY-NMR Messungen ausgehend von Arginin. 

Auch im Bereich der Aminosäure Arginin konnte keine strukturelle Veränderung festgestellt werden. 

Während das Carboxylende der Peptide gestreckt vorliegt, faltet sich dieses ab der Aminosäure Argenin. Dies 

kann aus den Kopplungen zwischen den R
γ
 und den Protonen des Serins und des Alanins festgestellt werden.  

Es bleibt festzuhalten, dass die strukturelle Änderung durch den Einbau von Fluorprolin an den Positionen 

zwei und zehn zu einer strukturellen Veränderung im Bereich des Histidin führt. Das restliche Peptid liegt 

dagegen in einer ähnlichen Form wie die natürliche Struktur vor.  

Aufgrund der Tatsache, dass durch den bloßen Austausch von zwei Prolinen an den Positionen zwei und 

zehn gegen zwei cis-Fluor Proline, eine derart erhöhte Stabilität generiert werden kann, sollte in diesen 

Zusammenhang die Auswirkung der einzelnen Positionen untersucht werden. Anzunehmen ist, dass gerade 

die Substitution an Position zehn für die strukturelle Veränderung und die damit verbundene Stabilität 

gegenüber Proteinase K verantwortlich ist. Hierzu wurden zwei Peptide synthetisiert, bei denen lediglich eine 

Position durch cis-Fluorprolin ersetzt wurde. Diese Peptide wurden im Anschluss abgebaut und mit den 

Peptiden 78 und 84 verglichen. Die Ergebnisse dieser Abbaustudien sind in der folgenden Abbildung 3.35 

gezeigt. 
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Abbildung 3.35: Ergebnisse der Abbaustudien der Peptide 78, 84, 86 und 87. 

Überraschenderweise zeigte sich bei den Messungen, dass der Austausch von nur einem Fluorprolin keinerlei 

Auswirkungen auf die Stabilität hat. Nur die Kombination aus zwei Fluorprolinen an den Positionen zwei 

und zehn führt zum stabilen Peptid.  

Aufgrund der Tatsache, dass sich die beiden Konformere des 4-F-Pro (cis und trans) in ihrer Faltung 

unterscheiden, sollte in diesem Zusammenhang auch der Unterschied der Stabilität zwischen cis und trans 

Fluorprolin untersucht werden. Dazu wurde ein Peptid synthetisiert, bei denen die Positionen zwei und zehn 

durch ein trans-Fluorprolin ersetzt wurden. Dieses Peptid wurde im Anschluss abgebaut. Die Ergebnisse 

dieser Abbaustudie sind in der folgenden Abbildung 3.36 gezeigt. 

 

Abbildung 3.36:  Ergebnisse der Abbaustudien der Peptide 78, 84 und 85. 
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Hierbei zeigte sich, dass der Einfluss von cis zu trans-Fluorprolin einen beträchtlichen Einfluss auf die 

Stabilität des Peptids hat. So liegt die Halbwertszeit des trans Isomers bei unter 10 min, während das cis 

Isomer noch nach 2 h kaum abgebaut ist. 

Für die Synthese eines vollständigen vollsynthetischen tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid Vakzinen ist 

es notwendig, das synthetisierte tumorassoziierte Antigen mit einer möglichen Immun-Stimulanz, wie zum 

Beispiel Rinderserumalbumin (BSA) oder Tetanus Toxoid (TTox) zu verbinden. Eine Möglichkeit bietet der 

nicht immunogene Triethylenglycollinker. Dieser fungiert als Abstandhalter und sorgt durch seine 

Molekülstruktur für die räumliche Distanz. Daher ist es notwendig nicht nur den Einfluss des Peptidrückgrats 

zu untersuchen, sondern auch den Einfluss durch den Spacer. Dazu wurden zwei weitere Peptide in 

Anlehnung an das Peptid 78 und 84 mit Spacer synthetisiert und durch Proteinase K abgebaut. Die 

Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 3.37 gezeigt. 

 

Abbildung 3.37: Ergebnisse der Abbaustudien der Peptide 61, 64, 78 und 84.  

Bei diesen Messungen ist auffällig, dass der Spacer einen negativen Einfluss auf die Stabilität hat. So werden 

die Peptide 61 und 64 im Vergleich zu ihren Peptiden ohne Spacer deutlich schneller abgebaut. Dieses 

Ergebnis war derartig nicht zu erwarten gewesen, da gerade vom Spacer ein stabilisierender Effekt in der 

Literatur vorausgesagt wird. Diese Aussage kann durch diese Abbaustudien nicht unterstützt werden. 

In zukünftigen Arbeiten könnte es von Interesse sein den stabilisierenden Effekt des Zuckerbausteins zu 

untersuchen. Durch die große Struktur des Zuckers ist es denkbar, dass das Peptidrückgrat abgeschirmt wird, 

sodass von einer erhöhten Stabilität ausgegangen werden kann. Andersherum ist es aber auch denkbar, dass 

gerade durch die Zuckerstruktur und möglicher Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Zucker und 

dem Peptidrückgrat eine Verknäulung gefördert wird, die das Peptidrückgrat nach außen hin wölbt und somit 

einen erleichterten Angriff der Proteinasen bietet.  
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Zusammenfassend kann herausgestellt werden, dass der Austausch von unnatürlichen Aminosäuren zu einer 

erhöhten Stabilität führen kann. Diese Stabilität kann jedoch durch weitere Modifizierungen, wie dem Einbau 

von Spacern wieder negativ beeinflusst werden. Auf dem Weg ein stabiles und gleichzeitig immunogenes 

Vakzin bereitzustellen, sind weitere Untersuchungen notwendig. 
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4  ZUSAMMENFASSUNG  

 Nach wie vor stellt die Entwicklung von neuartigen Antitumorvakzinen auf der Basis mucinartiger 

Glycopeptide einen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung von Krebs sowie einer Vielzahl von 

Autoimmunerkrankungen dar. Diese beruht auf einer gezielten Aktivierung des menschlichen Immunsystems 

unter Verwendung von tumorspezifischen Vakzinen. Hierbei soll eine Immunantwort gegen den Tumor 

selbst bzw. die im Körper befindlichen Metastasen induziert werden, ohne dass gesundes Gewebe zu 

beschädigen. Glycopeptidkonjugate unterliegen im Körper jedoch meist einem raschen Abbau durch 

zahlreiche Enzyme. Daher ist es von Vorteil, wenn sich die metabolische (und chemische) Stabilität der 

Verbindung durch geringfügige chemische Veränderung verbessern ließe.  

Bei der Entwicklung von synthetischen Impfstoff-Konjugaten zur therapeutischen Behandlung und 

Prävention von Krebserkrankungen nehmen nicht nur die Glycopeptidpartialstrukturen aus krebsassoziierten 

Zelloberflächen-Glycoproteinen, die sowohl tumorassoziierte Peptid- als auch Saccharidepitope beinhalten, 

eine entscheidende Rolle ein; dies wurde bereits mehrfach durch fluorierte Kohlenhydratanaloga 

beziehungsweise daraus aufgebaute Glycopeptidanaloga von Hoffmann-Röder et al. gezeigt. Auch das 

Peptidrückgrat ist von entscheidender Bedeutung. So trägt die Struktur des Rückgrats und die damit 

verbundene Faltung des Peptids zur Stabilität des gesamten Peptids und damit auch zur Stabilität eines 

potentiellen Vakzins bei.  

Aufbauend auf dieser Grundlage wurde in der vorliegenden Arbeit das Ziel verfolgt potentielle 

Tumorvakzine zu synthetisieren, die eine erhöhte Stabilität aufgrund ihres veränderten Peptidrückgrats 

aufweisen. Dies sollte durch den gezielten Einbau von fluorierten Prolinen und anderen Aminosäuremimetika 

erreicht werden. Zusätzlich zu der erhöhten metabolischen Stabilität könnten die modifizierten Peptide auch 

eine erhöhte Immunogenität nach sich ziehen, wobei der Erhalt der Antikörperspezifität gewahrt werden 

muss. Dabei diente die Tandem Repeat-Sequenz des MUC1 mit ihren 20 Aminosäuren als natürliches 

Vorbild.  

Hierzu wurden in dieser Arbeit zahlreiche Peptide aus der Tandem Repeat-Domäne des MUC1 synthetisiert, 

in die unnatürliche Aminosäuren integriert wurden. Im Vordergrund stand die rückgratmodifizierende 

Aminosäure F-Pro, da die Tandem Repeat-Sequenz des MUC1 reich an Prolin ist und somit die Struktur der 

Peptide gezielt an verschiedenen Positionen des Peptids modifiziert werden kann. Da bereits bekannt war, 

dass auch Zuckerbausteine für eine erhöhte Stabilität sorgen und die Faltung des Peptidrückgrats verändern 

können, wurden auch Glycopeptide mit verändertem Peptidrückgrat synthetisiert. Hierbei wurde nicht nur 

fluorierte Proline eingebaut, sondern auch α-AA-TN-Mimetika, wobei dieser Baustein innerhalb dieser Arbeit 

zudem erstmalig synthetisch zugänglich gemacht worden ist. Ferner sollte auch der Einfluss des Spacers auf 

die Peptide hin untersucht werden. Die Darstellung der Peptide erfolgte durch automatisierte, 

mikrowellenunterstützte Festphasensynthese.  

Um derartige Peptidrückgrat-modifizierte Peptide hinsichtlich ihrer Stabilität und Struktur untersuchen zu 

können, mussten in der vorliegenden Arbeit zunächst sämtliche Bausteine (Abbildung 4.1) synthetisiert 

werden.  
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Abbildung 4.1: Übersicht der synthetisierten Festphasenbausteine. 

Die beiden Glycosylaminosäuren 1 und 2, also der TN- sowie der T-Antigen-Baustein, wurden nach einer 

literaturbekannten Schutzgruppenstratgie erhalten. Ausgehend von D-(+)-Galactose und L-Threonin wurden 

die beiden Bausteine in neun bzw. dreizehn Stufen erhalten. Die Synthese der beiden Fluorproline 46 und 47 

erfolgte ausgehend von trans-4-Hydroxy-L-prolin. Die Bausteine wurden in einer vier bzw. sechsstufigen 

Synthese erhalten, wobei die Synthese bereits literaturbekannt war. Der literaturbekannte Spacer 60 konnte in 

einer vierstufigen Synthese ausgehend von Triethylenglycol und Acrylsäure-tert-butylester erhalten werden.  

Das TN-Mimetikum 3 wurde in dieser Arbeit erstmalig über sieben Stufen aus Azidochlorid 15, Glycin-tert-

butylester 22 und dem Hydrochlorid 21 synthetisiert. Ein Schlüsselschritt bei der Synthese ist die 

Glycosylierung ausgehend von dem Azidochlorid 15 und dem Glycin-tert-butylester 24 unter Bildung des α-

Produkts 25. Die Glycosylierung erfolgte in Anlehnung an die Königs-Knorr-Glycosylierung, wobei 

Silbersalze als Promotoren eingesetzt wurden. Ein weiterer Schlüsselschritt war die Kupplung des 

Hydrochlorids 20 mit der freien Säure 21. Dieser Schritt wurde unter Verwendung der Kupplungsreagenzien 

HATU und HOAt durchgeführt.  

 

 

Schema 4.1: Synthese des α-AA-TN-Mimetikum-Baustein 3. 
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Bei der Analyse des Festphasenbausteins konnte festgestellt und nachgewiesen werden, dass der Baustein 

mehrere Rotamere aufweist, die durch die freie Drehung des Zuckers um das Mimetikumpeptidrückgrats 

auftreten (Abbildung 4.2). Erkannt wurde dies durch den doppelten Signalsatzes des C1-Kohlenstoff-Atoms 

und des H1-Wasserstoffsatoms, wobei die Kopplungskonstanten des H1 jeweils die gleichen waren.  

 

Abbildung 4.2: Darstellung der Rotationsachse des Festphasenbausteins H2N-Mim-Ser(TN)-Gly-COOH 3. 

Ein Ziel in diesem Zusammenhang, welches in zukünftigen Arbeiten verfolgt werden könnte, wäre der 

synthetische Zugang eines α-T-Mimetikums auf der Basis eines α-AA-Peptids, wie es in der folgenden 

Abbildung 4.3 gezeigt ist. Zahlreiche Versuche, ein solches Mimetikum synthetisch herzustellen scheiterten, 

sodass ein völlig neuer Syntheseweg erarbeitet werden muss.  

 

Abbildung 4.3:  Ausblick: Synthese des H2N-Mim-Ser(T)-Gly-COOH 28. 

Da das beschriebene Mimetikum nur chemisch ähnlich ist, zu der Peptisstruktur in die es eingebaut werden 

soll, wurde in dieser Arbeit auch das Ziel verfolgt, ein glycosyliertes Mimetikum aufzubauen, welches 

chemisch identisch ist, sodass das Serin durch ein Threonin ausgetauscht wurde und das Glycin durch ein 

Serin. Hierbei stand neben der Synthese des α-AA- auch die Synthese eines γ-AA-TN- bzw. γ-AA-T-

Mimetikum-Bausteins (H2N-Mim-Thr(TN) bzw. (T)-Ser-COOH) im Fokus. Während die Synthese des α-AA-

Mimetikum-Bausteins 39 und 40 letztendlich an den Schlüsselschritten der Kupplung scheiterten, so ist es 

jedoch erstmalig gelungen sowohl ein γ-AA-TN- 44 als auch ein γ-AA-T-Mimetikum-Bausteins 45 zu 

synthetisieren (Abbildung 4.4). In zukünftigen Arbeiten können diese Bausteine in ein Peptid eingebaut 

werde und hinsichtlich ihrer Struktur und Stabilität gegenüber diverser Enzyme hin untersucht werden. 

Darüber hinaus ist auch die Bindungsaffinität dieser Peptide gegenüber spezifischen Antikörpern wie dem 

SM3-Antikörper in zukünftigen Arbeiten bedeutungsvoll.  
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Abbildung 4.4:  α-AA- und γ-AA-Mimetikum-Bausteine für den Einbau in die Tandem Repeat-Sequenz des MUC1. 

Neben der Synthese neuartiger Mimetika stand der Einbau der in Abbildung 4.1 gezeigten Bausteine in die 

Tandem Repeat-Domäne des MUC1 im Mittelpunkt dieser Arbeit. Hierbei sollten neuartige Peptide 

synthetisiert werden, die für den Einsatz als Vakzin-Vorstufe herngezogen werden können. Hierfür weisen 

diese Peptide zwingend auch einen Spacer auf, an denen ein BSA-Konjugat gekoppelt werden kann.  

 

Abbildung 4.5:  Übersicht der zehn Vakzin-Vorstufen, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in diesem Zusammenhang fünf Peptide synthetisiert, wobei eins dieser 

Peptide die natürliche Sequenz wiederspiegelt und damit kein fluoriertes Prolin aufweist. Die übrigen vier 

Peptide weisen an den Positionen 2 und 10 bzw. an den Positionen 10 und 14 jeweils eins der oben 

abgebildeten Fluorprolin auf (Abbildung 4.1). Neben diesen fünf Peptiden wurden auch die entsprechenden 

fünf Glycopeptide synthetisiert, sodass in Summe zehn neue Vakzin-Vorstufen hergestellt wurden, die in der 

Abbildung 4.5 gezeigt sind. Eine Übersicht ist auch in der folgenden Tabelle 4.1 gegeben, wobei sich die 

Ausbeuten auf die Peptidsynthese selbst beziehen, wohingegen die Ausbeuten in den Klammern die der 

OAc-Entschützung und anschließendender Aufreinigung entsprechen. 
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Tabelle 4.1: Aminosäuresequenzen und die dazugehörigen Ausbeuten der Vakzin-Vorstufen. 

NR Aminosäuresequenz Ausbeute  

(Entschützung) 

61 HN-TEG P P A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 23% 

62 HN-TEG P P A H G V T S A cis-FP D T R cis-FP A P G S T A-COOH 39% 

63 HN-TEG P P A H G V T S A trans-FP D T R trans-FP A P G S T A-COOH 35% 

64 HN-TEG P cis-FP A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 41% 

65 HN-TEG P trans-FP A H G V T S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 77% 

71 HN-TEG P P A H G V T-AG S A P D T R P A P G S T A-COOH 23% (53%) 

72 HN-TEG P P A H G V T-AG S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 32% (83%) 

73 HN-TEG P P A H G V T-AG S A trans-FP D T R P A trans-FP G S T A-COOH 39% (91%) 

74 HN-TEG P cis-FP A H G V T-AG S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 32% (39%) 

75 HN-TEG P trans-FP A H G V T-AG S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 23% (63%) 

 

Um die synthetisierten Peptide in ELISA-Experimenten einsetzen zu können wurde das Peptid 61 mit einer 

Quadratsäure versehen, um es anschließend an BSA zu konjugieren (Abbildung 4.6).  

 

Abbildung 4.6: BSA-Konjugat zur Verwendung in ELISA-Experimenten. 

Mit diesem Peptid wurden ELISA-Experimente durchgeführt. Diese Versuche waren jedoch wenig 

aussagekräftig, sodass es eine Aufgabe für zukünftige Arbeiten ist, eine neue Methode zu etablieren, die sich 

für die synthetisierten (Glyco-)Peptide eignet.  

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Frage nach der Stabilität der Tandem Repeat-

Domäne des MUC1 unter Einsatz von fluorierten Prolinen. Hierbei ist es erstmalig gelungen neun Peptide zu 

synthetisieren, die an mindestens einer Position ein fluoriertes Prolin aufweisen. Diese Peptide wurden ohne 

Spacer synthetisiert. Ferner wurde ein Referenzpeptid synthetisiert, welches der natürlichen Peptidsequenz 

entspricht. Außerdem wurde ein Glycopeptid synthetisiert, welches sowohl ein T-Antigen-Baustein enthält, 

als auch zwei cis-FPro. Die elf Peptide und ihre entsprechenden Ausbeuten sind in der folgenden Tabelle 

aufgelistet.  
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Tabelle 4.2: Aminosäuresequenzen der Peptide zur Eignung in Stabilitätstests. 

Nummer Aminosäuresequenz Ausbeute  

(Entschützung) 

78 HN-P P A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 66% 

79 HN-P P A H G V T S A P D T R cis-FP A cis-FP G S T A-COOH 59% 

80 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R P A cis-FP G S T A-COOH 59% 

81 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R P A cis-FP G S T A-COOH 43% 

82 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R cis-FP A P G S T A-COOH 36% 

83 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R cis-FP A P G S T A-COOH 64% 

84 HN-P cis-FP A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 85% 

89 HN-P cis-FP A H G V T-AG(OH) S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 56% (47%) 

85 HN-P trans-FP A H G V T S A tans-FP D T R P A P G S T A-COOH 71% 

86 HN-P P A H G V T S A cis-FP D T R P A P G S T A-COOH 35% 

87 HN-P cis-FP A H G V T S A P D T R P A P G S T A-COOH 40% 

 

Die Stabilität dieser Peptide wurde durch Abbaustudien ermittelt. Hierfür wurden sämtliche Peptide, 

aufgelistet in der Tabelle 4.2, durch das Enzym Proteinase K abgebaut. Diese Versuche wurden mindestens 

dreimal durchgeführt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Peptid 84, welches an den Positionen 2 und 

10 ein cis-F-Pro enthält eine Halbwertszeit von ca. 2 h aufweist, wohingegen das Referenzpeptid 78 bereits 

zur Hälte nach nur 10 min abgebaut ist. Dieses Ergebnis konnte durch Langzeitstudien bestätigt werden. Das 

Peptid 84 ist in der folgenden Abbildung 4.7 gezeigt.  

 

Abbildung 4.7: Stabilstes Peptid der Abbaustudien. 

Anhand von NMR-Strukturanalyse konnte festgestellt werden, dass die strukturelle Änderung durch den 

Einbau von Fluorprolin an den Positionen zwei und zehn zu einer leichten strukturellen Veränderung im 

Bereich des Histidin führt. Das restliche Peptid liegt dagegen in einer ähnlichen Form wie die natürliche 

Struktur vor, sodass der Schluss gezogen werden kann, dass die Stabilität des Peptids 84 nicht durch eine 

unterschiedliche Struktur gegeben wird, sondern durch den Austausch von Prolin gegen unnatürliche 

Aminosäuren. 

In weiteren Studien konnte ferner gezeigt werden, dass sich die Stabilität nur durch die Kombination der 

beiden cis-FPro ergeben. Der Einbau nur eines cis-F-Pro an den entsprechenden Stellen führte nicht zu einer 

vergleichbaren Stabilität. Auch der Vergleich des Einbaus von trans-FPro an den genannten Positionen führte 

zu keiner erhöhten Stabilität.  
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Aufgrund der Ermangelung an Glycopeptidmengen wurde ein Abbau des Glycopeptids 89 nicht 

durchgeführt. Dies kann Aufgabe zukünftiger Arbeiten sein. Da es bereits bekannt ist, dass Zuckerstrukturen 

eine erhöhte Stabilität des Peptids nach sich ziehen, sind Abbaustudien dieses Peptids von Interesse.  

In weiteren Studien sollte auch die durch den Einbau des Spacers ausgelöste Stabilitätsänderung untersucht 

werden. Hierfür wurde das natürliche Peptid 78 sowie das stabilste Peptid 84 in Abbaustudien mit ihren 

entsprechenden Peptiden mit Spacer verglichen. Die Ergebnisse waren sehr überraschend, da gezeigt werden 

konnte, dass der Spacer eine destabilisierende Wirkung auf das Peptid hat. Dies konnte sowohl für das 

natürliche als auch das unnatürliche Peptid nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Studie sind in der 

folgenden Abbildung 4.8 gezeigt. 

 

Abbildung 4.8:  Ergebnisse der Abbaustudien der Peptide 61, 64, 78 und 84. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte demnach erstmalig ein stabileres Peptid synthetisiert werden als das 

natürliche Peptid. Es bleibt festzuhalten, dass dies erreicht werden konnte durch den Einbau von 

unnatürlichen Aminosäuren, wobei die Struktur annähernd gleich geblieben ist. Die Stabilität des Peptids 

kann jedoch durch andere Faktoren wie den Spacer verringert werden. Es kann demnach Ziel weiterer 

Arbeiten sein, ein Spacer zu finden, der sich stabilisierend auf das Peptid auswirkt.  

In einem letzten Projekt sollte die Strukturveränderung durch den Einbau des α-AA-TN-Mimetikum-

Bausteins (H2N-Mim-Ser(TN)-Gly-COOH) untersucht werden. Hierzu wurden die folgenden vier Peptide 

synthetisiert und anhand von NMR-Experimenten untersucht. 
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Tabelle 4.3:  Aminosäuresequenzen der Peptide zur Strukturanalyse. 

Nummer Aminosäuresequenz Ausbeute  

(Entschützung)  

94 HN-P P A H G V TN-AG(OH) S A P D T R P A P G S T A-COOH 39% (53%) 

95 HN-TEG-P P A H G V TN-AG(OH) S A P D T R P A P G S T A-COOH 54% (76%) 

96 HN-P P A H G V TN-Mim-AG(OH) A P D T R P A P G S T A-COOH 52% (54%) 

97 HN-TEG-P P A H G V TN-Mim-AG(OH) A P D T R P A P G S T A-COOH 33% (50%) 

 

Anhand der NMR-Experimente konnte gezeigt werden, dass sich der Mimetikum-Baustein in den Peptiden 

96 und 97 in einer Schlaufe befindet. Das Peptid liegt somit verknäult im Bereich des Mimetikums vor. Die 

natürlichen Peptide liegen dagegen in gestreckter Form vor, insbesondere im Bereich des Zuckerbausteins. 

Dies konnte vorallem durch NOESY-Experimente nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist ausgesprochen 

ungewöhnlich, da man zuvor davon ausgegangen ist, dass sich das Peptid durch den Mimetikum-Baustein 

nicht groß verändert, da sich das Peptidrückgrat chemisch kaum verändert. Dieses Ergebnis konnte sowohl 

bei den Peptiden mit als auch ohne Spacer festgestellt werden. Ein weiterer struktureller Unterschied konnte 

zwischen den beiden Mimetika Peptiden mit und ohne Spacer festgestellt werden. Bei dem Peptid mit Spacer 

97 konnte gezeigt werden, dass sich der Zuckerbaustein in das Peptidrückgrat hineinbeugt. Dieses Ergebnis 

konnte in dem Peptid 96 ohne Spacer nicht festgestellt werden. Ob diese Strukturveränderung auch 

Auswirkungen auf die Stabilität der Peptide hat, wird Arbeit zukünftiger Projekte sein.  

Aufbauend auf den hier gezeigten Ergebnissen ergeben sich zahlreiche Möglichkeiten die Tandem Repeat-

Domäne des MUC1 zu verändern. Neben den bereits aufgezählten Möglichkeiten können beispielsweise 

auch andere fluorierte Aminosären, wie beispielsweise das Serin oder Threonin, zum Einsatz kommen, um 

noch stabilere Peptide zu synthetisieren.  
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5  EXPERIMENTELLER TEIL 

5.1  Allgemeine Arbeitsweisen 

5.1.1 Verwendete Apparaturen und Messgeräte 

 Alle Versuche wurden, wenn nicht anders angegeben, unter Standardbedingungen bei 

Raumtemperatur und unter Rühren durchgeführt. Versuche mit luft- und feuchtigkeitsempfindlichen 

Substanzen wurden in ausgeheizten Apparaturen unter Argon- oder Stickstoffatmosphäre und unter 

Verwendung der Septentechnik durchgeführt. Dabei wurden Flüssigkeiten mittels Einwegspritzen und 

Feststoffe im Argon- beziehungsweise Stickstoff-Gegenstrom in das Reaktionsgefäß gegeben. Im Anschluss 

an die flashchromatographische Reinigung wurden die erhaltenen Reinsubstanzen stets einmal mit 

Dichlormethan kodestilliert und im Hochvakuum getrocknet. 

Mikrowellenunterstützte Versuche erfolgten mittels eines Discover-Geräts der Firma CEM, Matthews, NC 

(USA). Die spezifischen Bedingungen der Reaktionsdurchführung sind in den jeweiligen Kapiteln vermerkt, 

wobei der angegebene Leistungswert die maximale Leistung darstellt, mit der die Probe auf die gewünschte 

Temperatur aufgeheizt wurde.  

Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte wurden an einem Polarimeter Krüss P800-P8100-T der Firma 

Krüss, Hamburg (Deutschland) bestimmt und auf die Natrium-D-Linie (589.5 nm) extrapoliert. Hierzu wurde 

eine Extrapolation nach Lippke und Thaler herangezogen.
[400]

 Lösungsmittel, Messtemperatur und 

Konzentration, die in g/100 mL angegeben ist, sind für die einzelnen Verbindungen vermerkt.  

Analytische RP-HPLC: Analytische RP-HPLC wurde an einer Jasco-HPLC-Pumpe (PU-2080 Plus) mit 

einer tenären Jasco-Gradienteneinheit (LG-2080-02-S) und einem Jasco-3-Wege-Entgaser (DG-2080-53) 

sowie einem Jasco-Diodenarraydetektor (MD-2010Plus) von der Firma Jasco Germany GmbH, Groß- 

Umstadt (Deutschland) durchgeführt. Die Detektion erfolgte bei λ = 214 nm. Als Säule wurde eine 

Phenomenex Luna-Säule, (C18 (2), 5 μm, 250 × 4.6 mm) der Firma Phenomenex, Torrance, CA (USA) 

verwendet. Als Eluent dienten Wasser/Acetonitril-Gemische unter Zusatz von 0.1% Trifluoressigsäure mit 

einer Flussrate von 1 mL/min. Die verwendeten Gradienten sind in der jeweiligen Synthesevorschrift der 

entsprechenden Verbindungen aufgeführt. 

Semipräparative RP-HPLC: Die semipräparativen RP-HPLC-Trennungen wurden an zwei Jasco 

Gradientenpumpen (PU-2087 Plus) und einem UV-Detektor mit variabler Wellenlängenauswahl, ebenfalls 

von der Firma Jasco Germany GmbH, Groß- Umstadt (Deutschland) durchgeführt. Als Säule wurde eine 

Luna-Säule (300, C18, 5 μm, 250 × 20 mm) der Firma Phenomenex Torrance CA (USA) verwendet. Als 

Eluent dienten Wasser/Acetonitril-Gemische unter Zusatz von 0.1% Trifluoressigsäure mit einer Flussrate 

von 20 mL/min. Die verwendeten Gradienten sind in der jeweiligen Synthesevorschrift der entsprechenden 

Verbindungen aufgeführt. 
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Als Eluenten für die analytische und die semipräparative RP-HPLC wurde Acetonitril (HPLC-grade) von der 

Firma VWR BDH Prolabo, Darmstadt (Deutschland) verwendet. Das HPLC-Wasser wurde einer Arium
®
 

ProUV Reinstwasser-Anlage der Firma Satorius Stedim Biotech S.A, Göttingen (Deutschland) entnommen. 

Kernresonanzspektroskopie (
1
H-NMR, 

13
C-NMR und 

19
F-NMR): Die Kernresonanzspektren wurden an 

den Spektrometern AMX 600, WH 400, AC 300 und ARX 200 mit Cryo-Kopf der Firma Varian, Darmstadt 

(Deutschland) beziehungsweise an den Spektrometern Avance III HD und Avance III HD mit Cryo-Kopf 800 

der Firma Brucker, Billerica, MA (USA) bei Raumtemperatur aufgenommen.  

Die chemischen Verschiebungen der Signale wurden in Einheiten der δ-Skala in ppm angegeben und 

beziehen sich bei den 
1
H- und 

13
C-Spektren auf δ (TMS) = 0. Zur Kalibrierung der 

1
H-Spektren wurden die 

Resonanzsignale der Restprotonen des deuterierten Lösungsmittels als interner Standard genutzt. Die 

Kalibrierung der 
13

C-Spektren erfolgte über das 
13

C-Signal des Lösungsmittels [δ (CDCl3) = 77.23, δ 

(DMSO) = 39.51]. Die jeweils durchgeführten NMR-Experimente sowie die verwendeten Lösungsmittel sind 

bei den entsprechenden Verbindungen vermerkt.  

Signalmultiplizitäten sind folgendermaßen abgekürzt: breites Singulett = bs, Singulett = s, pseudo Singulett = 

ps, Dublett = d, pseudo Dublett = pd, Dublett von Dubletts = dd, Triplett = t, pseudo Triplett = pt, Multiplett 

= m. Die Angabe der Kopplungskonstante J erfolgt in Hertz (Hz). Bei der Schreibweise Jn,m geben n und m 

die Kopplungspartner an.  

Bei der Zuordnung der 
1
H- und 

13
C-Signale in den NMR-Spektren werden folgende Abkürzungen zur 

Kennzeichnung der verschiedenen Bausteine genutzt: 

 Cx D-Galactosamin (unter Umständen an D-Galactose geknüpft) 

 Cx‘ D-Galactose (an D-Galactosamin geknüpft) 

 T L-Threonin 

Die Benennung der übrigen Aminosäure-Bausteine innerhalb der synthetisierten Peptide erfolgt nach der 

IUPAC-Empfehlung von 1983 im „one-letter-code“.
[401]

 Tritt die gleiche Aminosäure innerhalb der 

Peptidsequenz mehrfach auf, so erfolgt eine willkürliche Nummerierung. Dies dient der Kennzeichnung der 

Zugehörigkeit der einzelnen Signale zu einem Aminosäurerest, hieraus kann aber meist kein Rückschluss auf 

dessen genaue Position im (Glyco-)Peptid gezogen werden. Dies lässt sich anhand der aufgenommenen 

Spektren nur bedingt ermitteln. 

Massenspektrometrie (MS): Die Messung von Elektronenspray-Massenspektren (ESI) wurden von der 

Massenspektrometrieabteilung des Departments Chemie und Pharmazie der Ludwig-Maximilians-Universität 

München an einem Thermo Finnigan LTQ FT Gerät der Firma Conquer Scientific, San Diego (USA) 

aufgenommen. Die Angabe der Messwerte erfolgt in m/z. Die in den Summenformeln in den runden 

Klammern angegebenen Molmassen berücksichtigen die natürliche Isotopenverteilung, die bei den 

Massenspektren angegebenen Molekülmassen beziehen sich hingegen auf die reinen Isotope 
1
H, 

12
C, 

14
N, 

16
O, 

19
F, 

23
Na, 

28
Si, 

31
P, 

32
S, 

35
Cl, 

39
K und 

79
Br. Der Übersichtlichkeit halber, werden bei sämtlichen 

aufgeführten Verbindungen meist nur ein – in der Regel jeweils der erste – Isotopenpeak bei der 



  5. EXPERIMENTELLER TEIL 

117 

 

Interpretation der Massenspektren aufgeführt. Es ist jedoch anzumerken, dass das zu erwartende 

Isotopenmuster beobachtet wurde.  

Schmelzpunkt (Smp.): Alle Schmelzpunkte wurden an einem Melting Point B-540 Gerät der Firma Büchi, 

Flawil (Schweiz) gemessen und sind unkorrigiert vermerkt.  

Glycopeptid-Festphasensynthese: Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthesen an fester Phase erfolgten 

automatisiert für alle Peptide unter Verwendung eines Liberty 1 Geräts sowie der Mikrowelle Discover der 

Firma CEM, Matthews NC (USA). Zur Synthesekontrolle diente ein externes UV-Monitoring Gerät derselben 

Firma. Hierbei wurde die Fmoc-Abspaltung detektiert. 

Die Synthese erfolgte im 0.10 mmol Maßstab, wobei kommerziell erhältliches Fmoc-Ala-Wang-LL 

vorbeladenes Harzes der Firma Merck Novabiochem KGaA, Darmstadt (Deutschland) (Beladung 

0.32 mmol/g bis 0.35 mmol/g) als erste Aminosäure verwendet wurde. Die verwendeten Fmoc-geschützten 

Aminosäuren wurden von der Firma Orpegen-Pharma, Heidelberg (Deutschland) bezogen.  

5.1.2  Chromatographische Methoden 

Dünnschichtchromatographie (DC): Für die Dünnschichtchromatographie wurden Kieselgel-

Aluminiumplatten-60-F254 der Firma Merck verwendet. Die Detektion erfolgte je nach Anforderung durch 

Fluoreszenzlöschung bei λ = 254 nm, etwa durch Anregung der Eigenfluoreszenz bei 366 nm und/oder durch 

Anfärbung unter Verwendung der folgenden Färbereagenzien und anschließendem Erhitzen: 

 „Ninhydrin-Reagenz“ (1.5 g Ninhydrin, 15 mL Eisessig und 500 mL Methanol). 

 „Seebach-Reagenz“ (2.5 g Molybdatophosphorsäure, 1.0 g Cer(IV)-sulfat-Tetrahydrat, 6 mL 

konzentrierter Schwefelsäure und 94 mL entionisiertem Wasser). 

 „Methoxyphenol-Reagenz“ (1:1-Mischung aus 0.2%iger ethanolischer 4-Methoxyphenol-Lösung 

und 2 N ethanolischer Schwefelsäure). 

Die verwendeten Fließmittelgemische sind in den entsprechenden Kapiteln unter Angabe von Volumen-

Anteilen vermerkt.  

Säulenchromatographie (SC): Als Säulenfüllmaterial wurde Kieselgel der Firma Acros Organics, Nidderau 

(Deutschland) mit einer Korngröße von 35 bis 70 µm und einer Porengröße von 60 Å verwendet. Die 

Flashchromatographie wurde in der Regel bei einem leicht erhöhten Druck von 0.2 bis 0.3 bar durchgeführt. 

Die Angabe der eingesetzten Lösungsmittelverhältnisse erfolgte in Volumenprozent und sind in den 

entsprechenden Kapiteln vermerkt. 

5.1.3  Chemikalien 

Lösungsmittel: Sofern nicht anders angegeben, wurden für die Reaktionen Lösungsmittel in der Qualität pro 

analysis (p.a.) verwendet. 

Absolutes N,N-Dimethylformamid wurde in durch Septen verschlossenen Flaschen über Molekularsieb MS 

4 Å aufbewahrt.  
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Absolute Lösungsmittel wie Acetonitril, Dichlormethan, 1,2-Dichlorethan, Nitromethan und Triethylamin 

wurden – soweit erforderlich – über Calciumhydrid getrocknet und vor Gebrauch frisch destilliert. Absolute 

Lösungsmittel wie Diethylether, 1,4-Dioxan, Toluol und Tetrahydrofuran wurden durch Trocknung über 

Natrium/Benzophenon erhalten und vor Verwendung nach literaturbekannten Methoden destilliert.
[402]

  

Chloroform (CDCl3) zur Verwendung der NMR-Proben wurde über Aluminiumoxid (Al2O3) filtriert. 

Molekularsieb: Für Reaktionen, welche in Gegenwart von Molekularsieb durchgeführt wurden, wurde, 

soweit nicht anders angegeben, pulverförmiges Molekularsieb mit einer Körngröße von 1-2 mm und einer 

Porengröße von 4 Å der Firma VWR, Darmstadt (Deutschland) verwendet. Dies wurde direkt vor dem 

Einsatz im Reaktionskolben einige Stunden im Hochvakuum mit Hilfe eines Quarzstrahlers ausgeheitzten 

und getrocknet.  
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5.2  Synthesevorschriften T-Antigen Festphasenbaustein    

5.2.1  Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin (9)
[358, 359]

  

(N-Fmoc-L-Thr-OH)  

 

 In 800 mL eines Gemisches aus Aceton und Wasser (1:1) wurden 25.0 g (210 mmol, 1.0 Äquiv.) 

L-Threonin (5) und 17.7 g (210 mmol, 1.0 Äquiv.) Natriumhydrogencarbonat gelöst. Unter Rühren wurden 

portionsweise 70.6 g (210 mmol, 1.0 Äquiv.) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccinimidylcarbonat 

(Fmoc-OSu) gegeben. Nachdem der Ansatz 15 h gerührt wurde, wurde die Reaktionslösung mit 

konzentrierter Salzsäure auf einen pH-Wert von 2 angesäuert, bevor das Aceton im Vakuum entfernt wurde. 

Die wässrige Phase wurde dreimal mit je 200 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden zweimal mit je 100 mL verdünnter Salzsäure (1 M) und 200 mL Wasser gewaschen, mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und anschließend vom Lösungsmittel befreit. Der Rückstand wurde dreimal mit 

je 100 mL Toluol und anschließend zweimal mit je 100 mL Dichlormethan kodestilliert.  

Man erhielt 64.4 g (189 mmol, 90%) N-Fmoc-L-Thr-OH 9 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (EtOAc/HOAc = 10:1) = 0.57. 

Masse/Molekulargewicht: C19H19NO5 (341.36 g/mol) [341.1263]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 364.1152 ([M+Na]
+
, ber.: 364.1155). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.71 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.4 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.56 (t, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 6.8 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.39 – 7.21 (m, 4 H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.10 (d, JNH,Tα = 

9.1 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 4.49 – 4.26 (m, 4 H, CH2-Fmoc, T
α
, T

β
), 4.16 (t, JH9,CH2 = 6.9 Hz, 1 H, H9-Fmoc), 

1.22 (d, JTγ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 174.5 (COOH), 157.3 (C=O-Fmoc), 143.9, 143.7 (C1a-, C8a-Fmoc), 

141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 (C3-, C6-Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 125.2 (C1-, C8-Fmoc), 120.1 (C4-, 

C5-Fmoc), 68.1 (T
β
), 67.5 (CH2-Fmoc), 59.2 (T

α
), 47.1 (C9-Fmoc), 19.5 (T

γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 14 von 19 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[403, 404]
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5.2.2  Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester (10)
[360, 361]

  

 (N-Fmoc-L-Thr-OtBu) 

 

 Eine Mischung aus 176 g (855 mmol, 4.0 Äquiv.) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, 95.0 g (1.28 mol, 

6.0 Äquiv.) tert-Butanol und 2.97 g (30.0 mmol, 0.2 Äquiv.) wasserfreiem Kupfer(I)-chlorid wurde unter 

Argonatmosphäre und Lichtausschluss 4 d bei Raumtemperatur gerührt. Die dunkelgrüne Reaktionsmischung 

wurde mit 200 mL absol. Dichlormethan verdünnt und unter Eiskühlung innerhalb von 1.5 h mit einer 

Lösung aus 200 mL absol. Dichlormethan und 73.0 g (214 mmol, 1.0 Äquiv.) N-(9H-Fluoren-9-yl)-

methoxycarbonyl-L-threonin (9), versetzt. Danach wurde der Reaktionsansatz weitere 2 h gerührt. Der 

ausgefallene Harnstoff wurde durch Hyflo
® 

filtriert und der Rückstand wurde dreimal mit je 200 mL kaltem 

Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde dreimal mit je 100 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-

Lösung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Anschließend wurde das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in 100 mL Ethylacetat aufgenommen und über Nacht 

bei -25 °C gelagert, wobei weiterer Harnstoff auskristallisierte. Dieser wurde erneut abfiltriert, bevor das 

Rohprodukt vom Lösungsmittel befreit und flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 4:1 → 2:1) 

gereinigt wurde.  

Man erhielt 55.9 g (141 mmol, 66%) N-Fmoc-L-Thr-OtBu 10 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.39. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = -9.3 (Lit.: [α]𝐷

20 = (1.15, CHCl3) = -9.0).
[355]

 

Smp: 82.1 °C (Lit.: 83.0 °C).
[355]

 

Masse/Molekulargewicht: C23H27NO5 (397.46 g/mol) [397.1889]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 420.1780 ([M+Na]
+
, ber.: 420.1781), 436.1519 ([M+K]

+
, ber.: 436.1521). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.77 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.61 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.3 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.40 (t, JH3,H2/4 = JH6,H5/7 = 7.5 Hz, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.31 (t, JH2,H1/3 

= JH7,H6/8 = 7.5 Hz, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 5.59 (d, JNH,Tα = 9.0 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 4.42 (d, JCH2,CH = 7.1 Hz, 

2 H, CH2-Fmoc), 4.34 – 4.18 (m, 3 H, H9-Fmoc, T
α
, T

β
), 1.90 (bs, 1 H, OH), 1.47 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 

1.25 (d, JTγ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.3 (C=O-Ester, C=O-NHAc), 156.9 (C=O-Fmoc), 143.9 (C1a-, C8a-

Fmoc), 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.8 (C3-, C6-Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 

120.1 (C4-, C5-Fmoc), 82.8 (C(CH3)3-Ester), 68.5 (T
β
), 67.3 (CH2-Fmoc), 59.7 (T

α
), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 

(C(CH3)3-Ester), 20.7 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 15 von 23 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[355, 404]
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5.2.3  Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-β-D-galactopyranose (11)
[362, 363]

 

 (β-Ac5Gal) 

 

 Eine Suspension von 50.0 g (610 mmol, 1.1 Äquiv.) Natriumacetat in 600 mL Essigsäureanhydrid 

wurde auf 80 °C erhitzt. Nachdem die Heizquelle entfernt wurde, wurden portionsweise 100 g (555 mmol, 

1.0 Äquiv.) D-(+)-Galactose (6) so unter Rühren zugegeben, dass die Reaktionsmischung am Sieden blieb. 

Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionsmischung erneut 1 h auf 80 °C erhitzt. Nach dem Abkühlen 

wurde der Ansatz auf 1 L Eis gegeben und 21 h zur Kristallisation gerührt. Der ausgefallene Feststoff wurde 

abfiltriert und getrocknet.  

Man erhielt 117 g (300 mmol, 54%) β-Ac5Gal 11 des Rohproduktes als farblosen Feststoff. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.42. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +21.2 (Lit.: [α]𝐷

20 = (1.00, CHCl3) = +22.0).
[405]

  

Smp: 139 – 140 °C (Lit.: 140 °C).
[406]

 

Masse/Molekulargewicht: C16H22O11 (390.34 g/mol) [390.1162]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 413.1060 ([M+Na]
+
, ber.: 413.1054). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 5.69 (d, JH1,H2 = 8.3 Hz, 1 H, H1), 5.41 (dd, JH4,H3 = 3.5 Hz, JH4,H5 

= 3.5 Hz, JH4,H2/6 = 1.1 Hz, 1 H, H4), 5.32 (dd, JH2,H3 = 10.5 Hz, JH2,H1 = 8.3 Hz, 1 H, H2), 5.07 (dd, JH3,H2 = 

10.4 Hz, JH3,H4 = 3.4 Hz, 1 H, H3), 4.13 (qd, JH6,H5 = 11.3 Hz, JH6,H5 = 6.6 Hz, 2 H, H6a/b), 4.05 (td, JH5,H6 = 

6.6 Hz, JH5,H6 = 1.2 Hz, 1 H, H5), 2.15, 2.11, 2.03, 1.98 (4 × s, 15 H, 5 × CH3-OAc) ppm. 

 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.5, 170.3, 170.1, 169.5, 169.1 (5 × C=O-Ac), 92.3 (C1), 71.8 (C5), 

70.9 (C3), 68.0 (C2), 66.9 (C4), 61.2 (C6), 20.9, 20.8, 20.7 (5 × CH3-OAc) ppm.  

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 14 von 16 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[407]
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5.2.4  Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-α-D-galactosylbromid (7)
[362, 365]

 

 (α-Ac4GalBr) 

 

 Zunächst wurde eine Mischung aus 70 mL Bromwasserstofflösung in Eisessig (33%ig) und 15 mL 

Essigsäureanhydrid auf 0 °C abgekühlt. Daraufhin wurden 39.0 g (99.9 mmol) β-Ac5Gal 11 portionsweise 

hinzugegeben, sodass die Temperatur von 35 °C nicht überschritten wurde. Der Ansatz wurde 2 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die Reaktionsmischung mit 200 mL Dichlormethan verdünnt 

und vorsichtig in 300 mL Eiswasser gegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wässrige Phase 

wurde zweimal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und zweimal mit je 

200 mL gesättigter Natrium-hydrogencarbonat-Lösung gewaschen. Anschließend wurde mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 

Man erhielt 38.6 g (93.9 mmol, 94%) α-Ac4GalBr 7 des Rohproduktes als braunen Feststoff. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.65. 

Smp.: 84.1 – 84.9 °C (Lit.: 83 – 84 °C).
[408]

 

Masse/Molekulargewicht: C14H19BrO9 (411.20 g/mol) [410.0212]. 

HR EI-MS (positiv), m/z: 411.0296 ([M+H]
+
, ber.: 411.0285). 

HR ESI-MS (negativ), m/z: 331.1029 ([M-Br]
-
, ber.: 331.1024). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.68 (dd, JH1,H2 = 4.0 Hz, JH1,H3 = 0.6 Hz, 1 H, H1), 5.50 (dd, JH4,H3 = 

3.3 Hz, JH4,H5 = 1.4 Hz, 1 H, H4), 5.38 (dd, JH3,H2 = 10.7 Hz, JH3,H4 = 3.3 Hz, 1 H, H3), 5.03 (dd, JH2,H3 = 

10.7 Hz, JH2,H1 = 4.0 Hz, 1 H, H2), 4.47 (t, JH5,H6a/b = 6.7 Hz, 1 H, H5), 4.17 (dd, JH6a,H6b= 11.5 Hz, JH6a,H5= 

6.4 Hz, 1 H, H6a), 4.09 (dd, JH6b,H6a= 11.5 Hz, JH6b,H5= 6.8 Hz, 1 H, H6b), 2.13, 2.10, 2.04, 1.99 (4 × s, 12 H, 

4 × CH3-OAc) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.4, 170.2, 170.0, 169.9 (4 × C=O-Ac), 88.2 (C1), 71.2 (C5), 68.1 

(C3), 67.9 (C2), 67.1 (C4), 60.9 (C6), 20.8, 20.7 (4 × CH3-OAc) ppm.  

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 12 von 14 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[409, 410]
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5.2.5  Synthese von 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (12)
[362]

  

 (Ac3Gal) 

 

 Es wurden 116 g (282 mmol, 1.0 Äquiv.) α-Ac4GalBr 7 in 200 mL Ethylacetat gelöst und unter 

Rühren zu einer siedenden Suspension aus 185 g (2.82 mol, 10 Äquiv.) aktiviertem Zinkpulver
1
 und 24.7 mL 

(25.5 g, 311 mmol, 1.1 Äquiv.) N-Methylimidazol, gelöst in 700 mL Ethylacetat, getropft. Die 

Reaktionsmischung wurde 2 h unter Rückfluss erhitzt und nach dem Abkühlen durch Hyflo
®
 filtriert. Das 

Filtrat wurde zweimal mit je 300 mL verdünnter Salzsäure (1 M) und 400 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde anschließend mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und vom Lösungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch 

an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt. 

Man erhielt 48.5 g (178 mmol, 63%) Ac3Gal 12 als farblosen amorphen Feststoff. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.64. 

[α]𝐷
22 (1.00, CHCl3) = +12.0 (Lit.:

 [α]𝐷
23 (2.00, CHCl3) = +12.4).

[411]
 

Smp.: 32.0 – 32.4 °C (Lit.: 30 °C).
[411, 412]

 

Masse/Molekulargewicht: C12H16O7 (272.25 g/mol) [272.0896]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 295.0792 ([M+Na]
+
, ber.: 295.0788).  

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.45 (dd, JH1,H2 = 6.3 Hz, JH1,H3 = 1.8 Hz, 1 H, H1), 5.55 – 5.53 (m, 1 H, 

H3), 5.43 – 5.41 (m, 1 H, H4), 4.72 (d, JH2,H1 = 13.2 Hz, 1 H, H2), 4.33 – 4.30 (m, 1 H, H5), 4.28 – 4.24 (m, 

1 H, H6a), 4.22 – 4.19 (m, 1 H, H6b), 2.12, 2.07, 2.01 (3 × s, 9 H, CH3-OAc) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.7, 170.4, 170.2 (3 × C=O-Ac), 145.5 (C1), 99.0 (C2), 72.9 (C5), 64.0 

(C3), 63.9 (C4), 62.0 (C6), 20.9, 20.8 (3 × CH3-OAc) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 11 von 12 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[411, 413]

 

  

                                                           
1
 Die Aktivierung des Zinks erfolgte durch Zugabe von 1 M Salzsäure. Anschließend wurde jeweils dreimal mit je 

200 mL Wasser, Methanol und Diethylether gewaschen. 
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5.2.6 Synthese von 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α/β-D-galactopyranosylnitrat (13)
[366]

 

 (α/β-Ac3GalN3NO2)
 

 

 In eine Suspension aus 151 g (275 mmol, 3.0 Äquiv.) trockenem Cerammoniumnitrat und 8.97 g 

(138 mmol, 1.5 Äquiv.) trockenem Natriumazid in 300 mL absol. Acetonitril wurden bei -30 °C und unter 

Argonatmosphäre 25.0 g (91.8 mmol, 1.0 Äquiv.) Ac3Gal 12, gelöst in 150 mL absol. Acetonitril, zugetropft. 

Daraufhin wurde die Reaktionsmischung zunächst 36 h bei -10 °C und dann weitere 24 h bei -5 °C gerührt. 

Die Suspension wurde mit 400 mL Ethylacetat verdünnt und auf 400 mL Eiswasser gegeben. Anschließend 

wurde die organische Phase abgetrennt, dreimal mit je 100 mL Wasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat 

getrocknet. Das Lösungsmittel wurde abgetrennt und das erhaltene Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (
C
Hex/EtOAc = 2:1).  

Man erhielt 16.2 g (43.0 mmol, 47%) α/β-Ac3GalN3NO2 13 als blassgelben Feststoff (Anomerengemisch). 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.64. 

Masse/Molekulargewicht: C12H16N4O10 (376.28 g/mol) [376.0866]. 

1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 6.33 (d, JH1α,H2α = 4.4 Hz, 1 H, H1 (α)), 5.56 (d, JH1β,H2β = 8.5 Hz, 1 H, H1 

(β)), 5.48 (d, JH4α,H3α = 2.6 Hz, 1 H, H4 (α)), 5.38 (d, JH4β,H3β = 2.9 Hz, 1 H, H4 (β)), 5.23 (dd, JH3α,H4α = 

3.3 Hz, JH3α,H2α = 11.4 Hz, 1 H, H3 (α)), 4.95 (dd, JH3β,H4β = 3.3 Hz, JH3β,H2β = 10.7 Hz, 1 H, H3 (β)), 4.44 (pt, 

2 H, H5 (α)), 4.19 – 4.00 (m, 6 H, H2 (α), H5 (β), H6 (α)a,b, H6 (β)a,b), 3.81 (dd, JH2β,H1β = 9.0 Hz, JH2β,H3β = 

10.7 Hz, 1 H, H2 (β)), 2.20, 2.09, 2.03 (3 × s, 18 H, 3 × CH3-OAc) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[414]

  

5.2.7 Synthese von 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galactopyranosylbromid (14)
[366]

 

 (α-Ac3GalN3Br) 

 

 Unter Argonatmosphäre wurde zu einer Suspension aus 9.78 g (113 mmol, 5.3 Äquiv.) trockenem 

Lithiumbromid in 100 mL absol. Acetonitril unter Rühren bei Raumtemperatur 8.00 g (21.3 mmol, 

1.0 Äquiv.) α/β-Ac3GalN3NO2 13, gelöst in 50 mL absol. Acetonitril, getropft. Nach 20 h Rührzeit wurde der 

Reaktionsansatz mit 170 mL Dichlormethan verdünnt. Die organische Phase wurde zweimal mit je 150 mL 

gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen und anschließend mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das 

Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an 

Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.  
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Man erhielt 5.60 g (14.1 mmol, 66%) α-Ac3GalN3Br (14) als hellgelben amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.61. 

Masse/Molekulargewicht: C12H16BrN3O7 (394.18 g/mol) [393.0172]. 

1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 6.45 (d, JH1,H2 = 3.8 Hz, 1 H, H1), 5.48 (dd, JH4,H3 = 3.2 Hz, JH4,H5 = 

1.4 Hz, 1 H, H4), 5.32 (dd, JH3,H2 = 10.9 Hz, JH3,H4 = 3.4 Hz, 1 H, H3), 4.46 (pt, 1 H, H5), 4.19 – 4.04 (m, 

2 H, H6a/b), 3.96 (dd, JH2,H3 = 10.9 Hz, JH2,H1 = 3.7 Hz, 1 H, H2), 2.13, 2.04, 2.03 (3 × s, 9 H, 3 × CH3-OAc) 

ppm. 

13
C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 170.5, 169.9, 169.7 (3 × C=O-Ac), 89.1 (C1), 71.6 (C5), 70.0 (C3), 66.7 

(C4), 60.9 (C6), 58.8 (C2), 20.8, 20.7 (3 × CH3-OAc) ppm.  

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[415-417]  

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 11 von 12 Signalen beobachtet. 

5.2.8 Synthese von 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galactopyranosylchlorid (15)
[353]

 

 (α-Ac3GalN3Cl) 

 

 Es wurden 11.8 g (43.2 mmol, 1.0 Äquiv.) Ac3Gal 12 in 250 mL Acetonitril gelöst und auf −30 °C 

gekühlt. Anschließend wurden 3.37 g (51.8 mmol, 1.2 Äquiv.) Natriumazid und 5.60 g (34.5 g, 0.8 Äquiv.) 

Eisen(III)-chlorid hinzugefügt. Nach 1.5 h Rührzeit wurden 6 mL (64.8 mmol, 1.5 Äquiv.) 

Wasserstoffperoxid tropfenweise hinzugegeben. Nach weiteren 6 h und 23 h nach Reaktionsstart wurden 

nochmals je 1.70 g (25.9 mmol, 0.6 Äquiv.) Natriumazid und 6 mL (64.8 mmol, 1.5 Äquiv.) 

Wasserstoffperoxid hinzugefügt. Nach 26.5 h wurden ein letztes Mal 6 mL (64.8 mmol, 1.5 Äquiv.) 

Wasserstoffperoxid hinzugegeben und 1 h gerührt. Anschließend wurde die Reaktionslösung durch Hyflo
®

 

filtriert und mit Eiswasser so lange ausgeschüttelt, bis die organische Phase farblos war. Die organische 

Phase wurde dreimal mit je 100 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und dreimal mit je 100 mL 

gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt. 

Man erhielt 11.2 g (32.1 mmol, 74%) α-Ac3GalN3Cl 15 als farblosen amorphen Feststoff. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.54. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +106.8 (Lit.: [α]𝐷

20 = (0.67, CHCl3) = +146).
[418]

 

Masse/Molekulargewicht: C12H16ClN3O7 (349.72 g/mol) [349.0677]. 

HR EI-MS (positiv), m/z: 314.0980 ([M-Cl]
+
, ber.: 314.0983). 
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HR ESI-MS (negativ), m/z: 348.0941 ([M-H]
-
, ber.: 348.0604).  

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.16 (d, JH1,H2 = 3.8 Hz, 1 H, H1), 5.49 (dd, JH4,H3 = 3.2 Hz, JH4,H5 = 

1.4 Hz, 1 H, H4), 5.35 (dd, JH3,H2 = 10.8 Hz, JH3,H4 = 3.3 Hz, 1 H, H3), 4.50 (t, JH5,H6a = JH5,H6b = 6.3 Hz, 1 H, 

H5), 4.16 – 4.13 (m, 1 H, H6a), 4.11– 4.07 (m, 2 H, H6b, H2), 2.14, 2.05, 2.04 (3 × s, 9 H, 3 × CH3-OAc) 

ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.4, 169.8, 169.6 (3 × C=O-Ac), 92.7 (C1), 69.8 (C5), 68.8 (C3), 66.8 

(C4), 60.0 (C6), 58.7 (C2), 20.7 (3 × CH3-OAc) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 10 von 12 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[353]

 

5.2.9 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-

D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (4)
[137, 353]

  

 (N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalN3)-OtBu)  

 

 Ausgehend vom α-Ac3GalN3Br: 

 Zunächst wurde eine Suspension von 4.62 g (11.6 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-L-Thr-OtBu 10 und 

8.60 g aktiviertem Molsieb (4 Å) in 100 mL eines Gemisches aus absol. Dichlormethan und absol. Toluol 

(1:1) 1 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphäre gerührt. Bei 0 °C wurden unter Lichtausschluss 3.37 g 

(12.2 mmol, 1.1 Äquiv.) trockenes Silbercarbonat und 460 mg (2.22 mmol, 0.2 Äquiv.) Silberperchlorat in 

4 mL absol. Toluol zugegeben. Anschließend wurden innerhalb von 30 min 5.50 g (14.0 mmol, 1.2 Äquiv.) 

α-Ac3GalN3Br 14, gelöst in 100 mL eines Gemisches aus absol. Dichlormethan und absol. Toluol (1:1), 

zugetropft. Nachdem die Reaktionsmischung 3 d bei Raumtemperatur gerührt wurde, wurde die Suspension 

mit 150 mL Dichlormethan verdünnt und anschließend durch Hyflo
®
 filtriert. Das Filtrat wurde je zweimal 

mit 100 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung sowie je zweimal mit 100 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat wurde das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (
C
Hex/EtOAc = 

2:1). 

Man erhielt 5.12 g (7.21 mmol, 62%) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalN3)-OtBu 4 als farblosen amorphen Feststoff.  

 Ausgehend vom α-Ac3GalN3Cl: 

 Zunächst wurde eine Suspension von 5.00 g (12.6 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-L-Thr-OtBu 10 und 

9.00 g aktiviertem Molsieb (4 Å) in 150 mL eines Gemisches aus absol. Dichlormethan und absol. Toluol 
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(1:1) 1 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphäre gerührt. Unter Lichtausschluss wurden bei 0 °C 3.64 g 

(13.2 mmol, 1.1 Äquiv.) trockenes Silbercarbonat und 522 mg (2.52 mmol, 0.2 Äquiv.) Silberperchlorat in 

5 mL absol. Toluol zugegeben. Anschließend wurden innerhalb von 30 min 5.28 g (15.1 mmol, 1.2 Äquiv.) 

α-Ac3GalN3Cl 15, gelöst in 150 mL eines Gemisches aus absol. Dichlormethan und absol. Toluol (1:1), 

zugetropft. Nachdem die Reaktionsmischung 3 d bei Raumtemperatur gerührt wurde, wurde die Suspension 

mit 150 mL Dichlormethan verdünnt und anschließend durch Hyflo
®
 filtriert. Das Filtrat wurde je zweimal 

mit 150 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung sowie je zweimal mit 150 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat wurde das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (
C
Hex/EtOAc = 

2:1). 

Man erhielt 5.36 g (7.55 mmol, 60%) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalN3)-OtBu 4 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.42 (α-Anomer). 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +62.8 (Lit.: [α]𝐷

23 = (1.00, CHCl3) = +63.7).
[419]

 

Smp.: 73.1 – 78.0 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C35H42N4O12 (710.74 g/mol) [710.2799]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 733.2707 ([M+Na]
+
, ber.: 733.2691).  

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.75 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.6 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.40 – 7.37 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.32 – 7.28 (m, 2 H, H2-, H7-

Fmoc), 5.63 (d, JNH,Tα = 9.5 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 5.45 (d, JH4,H3 = 2.3 Hz, 1 H, H4), 5.32 (dd, JH3,H2 = 

11.2 Hz, JH3,H2 = 3.2 Hz, 1 H, H3), 5.09 (d, JH1,H2 = 3.7 Hz, 1 H, H1), 4.48 – 4.33 (m, 3 H, T
β
, CH2-Fmoc), 

4.32 – 4.21 (m, 3 H, T
α
, H5, H9-Fmoc), 4.10 (d, JH6,H5 = 6.5 Hz, 2 H, H6a/b), 3.62 (dd, JH2,H3 = 11.2 Hz, 

JH2,H1 = 3.7 Hz, 1 H, H2), 2.13, 2.06, 2.03 (3 × s, 9 H, 3 × CH3-OAc), 1.53 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.34 (d, 

JTγ,Tβ = 6.5 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.6, 170.2, 170.1 (3 × C=O-OAc, C=O-NHAc), 169.4 (C=O-Ester), 

157.1 (C=O-Fmoc), 144.1 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 (C3-, C6-Fmoc), 127.3 (C2-, 

C7-Fmoc), 125.5 (C1-, C8-Fmoc), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 99.4 (C1), 83.1 (C(CH3)3-Ester), 76.4 (T
β
), 68.3 

(C3), 67.8 (C4, CH2-Fmoc), 67.4 (C5), 62.0 (C6), 59.4 (T
α
), 58.0 (C2), 47.4 (C9-Fmoc), 28.2 (C(CH3)3-

Ester), 20.9 (3 × CH3-OAc), 19.2 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 24 von 35 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[154]
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5.2.10 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-

desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (16)
[137]

  

 (N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OtBu) 

 

 In 240 mL einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Essigsäureanhydrid und Essigsäure (3:2:1) wurden 

1.80 g (2.53 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalN3)-OtBu 4 gelöst. Zu dieser Lösung wurden 1.70 g 

(25.3 mmol, 10 Äquiv.) aktivierter Zink-Staub
2
 gegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschließend 20 h 

bei Raumtemperatur gerührt. Danach wurde der Ansatz mit 100 mL Tetrahydrofuran verdünnt und durch 

Hyflo
®

 filtriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und anschließend fünfmal mit je 100 mL Toluol und 

zweimal mit je 100 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde in 200 mL Dichlormethan 

aufgenommen und dreimal mit je 100 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und zweimal mit je 

100 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat 

getrocknet, das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch 

an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt. 

Man erhielt 1.53 g (2.10 mmol, 83%) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OtBu 16 als farblosen amorphen 

Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:1) = 0.11. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +64.4 (Lit.: [α]𝐷

22 = (1.03, CHCl3) = +63.4).
[367]

 

Masse/Molekulargewicht: C37H46N2O13 (726.78 g/mol) [726.3000]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 727.3080 ([M+H]
+
, ber.: 727.3073), 749.2896 ([M+Na]

+
, ber.: 749.2892). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.77 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.64 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.7 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.43 – 7.38 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.37 – 7.29 (m, 2 H, H2-, H7-

Fmoc), 5.99 (d, JNH,H2 = 9.8 Hz, 1 H, NH-Ac), 5.57 (d, JNH,Tα = 9.4 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 5.39 (d, JH4,H3 = 

2.4 Hz, 1 H, H4), 5.09 (dd, JH3,H2 = 11.3 Hz, JH3,H4 = 3.0 Hz, 1 H, H3), 4.88 (d, JH1,H2 = 3.7 Hz, 1 H, H1), 4.61 

(td, JH2,H3 = 11.1 Hz, JH2,H1 = 3.0 Hz, 1 H, H2), 4.51 – 4.36 (m, 2 H, CH2-Fmoc), 4.29 – 4.15 (m, 4 H, H5, 

H9-Fmoc, T
α
, T

β
), 4.15 – 4.04 (m, 2 H, H6a/b), 2.16, 2.04, 2.03, 1.99 (4 × s, 12 H, CH3-OAc, CH3-NHAc), 

1.46 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.32 (d, JTγ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 171.1 (C=O-NHAc), 170.5, 170.4 (3 × C=O-OAc), 170.1 (C=O-Ester), 

156.6 (C=O-Fmoc), 143.9 (C1a, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 (C3-, C6-Fmoc), 127.3 (C2-, 

C7-Fmoc), 125.3, 125.2 (C1-, C8-Fmoc), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 100.1 (C1), 83.4 (C(CH3)3-Ester), 77.4 (T
β
), 

                                                           
2
 Aktiviert wurde der Zink-Staub durch Waschen mit einer 2%ige Kupfersulfat-Lösung (2.84 g in 80 mL dest. Wasser) 

danach mit Wasser, Essigsäureethylester und Diethylether. 
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68.8 (C3), 67.5, 67.4 (CH2-Fmoc, C4, C5), 62.3 (C6), 59.0 (T
α
), 47.4 (C2), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 (C(CH3)3-

Ester), 23.4, 21.2, 20.9, 20.8 (CH3-NHAc, 3 × CH3-OAc), 18.7 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 28 von 37 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[137, 368]

 

5.2.11 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-

desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin (1)
[370]

 

 (N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OH) 

 

 Bei 0 °C wurden 1.00 g N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OtBu 16 in 8.0 mL Toluol und 0.8 mL Anisol 

gelöst. Danach wurden vorsichtig 8 mL Trifluoressigsäure in den Reaktionsansatz getropft. Die Lösung 

wurde anschließend bei Raumtemperatur 4 h gerührt, bevor 25 mL Toluol zugesetzt wurden. Das 

Lösungsmittel wurde im Anschluss im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde fünfmal mit je 20 mL 

Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) gereinigt. 

Man erhielt 920 mg (quant.) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OH 1 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) = 0.26. 

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 14.84 min, λ = 214 nm. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +64.0 (Lit.: [α]𝐷

23 = (1.00, CHCl3) = +63.7).
[419]

  

Masse/Molekulargewicht: C33H38N2O13 (670.67 g/mol) [670.2374]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 671.2448 ([M+H]
+
, ber.: 671.2452), 688.2717 ([M+NH4]

+
, ber.: 688.2712). 

1
H-NMR (800 MHz, CDCl3): δ = 7.77 – 7.71 (m, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.61 (d, JH1,H2 = 7.4 Hz, 1 H, H1-

Fmoc), 7.50 – 7.46 (m, 1 H, H8-Fmoc), 7.41 – 7.34 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.32 – 7.27 (m, 2 H, H2-, H7-

Fmoc), 6.16 – 6.06 (m, 1 H, NH-Ac), 5.98 – 5.86 (m, 1 H, NH-Fmoc), 5.40 – 5.23 (m, 1 H, H4), 5.17 – 5.10 

(m, 1 H, H3), 5.03 (d, JH1,H2 = 3.8 Hz, 1 H, H1), 4.97 (d, JH1*,H2 = 3.8 Hz, 1 H, H1*), 4.65 – 4.60 (m, 1 H, 

CH2-Fmoc*), 4.59 – 4.52 (m, 1 H, CH2-Fmoc), 4.52 – 4.45 (m, 3 H, CH2-Fmoc, T
α
, H2), 4.45 – 4.27 (m, 

5 H, T
β
, H2*, T

β*
, CH2-Fmoc*), 4.27 – 4.15 (m, 3 H, H9-Fmoc, H9-Fmoc*, H5), 4.15 – 4.03 (m, 2 H, 

H6a/b), 2.16, 2.04, 2.02, 1.97 (4 × s, 12 H, CH3-OAc, CH3-NHAc), 1.32 – 1.17 (m, 3 H, T
γ
, T

γ*
) ppm. 
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13
C-NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 171.0, 170.5 (3 × C=O-OAc, C=O-NHAc, COOH), 156.8 (C=O-Fmoc), 

143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 (C3-, C6-Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 125.1 (C1-

Fmoc), 124.8 (C8-Fmoc), 120.2, 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 99.6 (C1), 98.9 (C1*), 77.5 (T
β
), 75.8 (T

β*
), 67.9 

(C3), 67.4 (CH2-Fmoc), 67.2 (C4), 67.1 (C5, CH2-Fmoc*), 62.1 (C6), 58.7 (T
α
), 48.7 (C2*), 48.1 (C2), 47.4 

(C9-Fmoc), 47.1 (C9-Fmoc*), 22.8 (CH3-NHAc), 20.8, 20.7, 20.6 (3 × CH3-OAc), 18.5 (T
γ*

), 18.2 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund mehrerer Konformere kommt es teilweise zu einer Signalüberlappung. Weitere analytische Daten 

siehe Literatur.
[355]

 

5.2.12 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-α-D-

galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (17)
[367, 370]

 

 (N-Fmoc-Thr-(α-GalNAc)-OtBu) 

 

 Eine Lösung aus 5.50 g (7.57 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-Thr-(α-Ac3GalNAc)-OtBu 16 in 50 mL 

absol. Methanol wurde unter ständiger Kontrolle des pH-Wertes tropfenweise mit einer frisch hergestellten 

1%igen methanolischen Natriummethanolat-Lösung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Der 

Reaktionsansatz wurde 12 h gerührt, wobei der pH-Wert in Abständen von 30 min kontrolliert und 

gegebenenfalls nachreguliert wurde. Nach vollständiger Deacetylierung wurde mit verdünnter Essigsäure 

(1 M) neutralisiert und das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt 

wurde fünfmal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt 

wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) gereinigt. 

Man erhielt 4.48 g (7.46 mmol, 98%) N-Fmoc-Thr-(α-GalNAc)-OtBu 17 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (EtOAc) = 0.09. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +39.4 (Lit.: [α]𝐷

22 = (1.00, CHCl3) = +40.2).
[367]

 

Masse/Molekulargewicht: C31H40N2O10 (600.67 g/mol) [600.2683]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 601.2756 ([M+H]
+
, ber.: 601.2756), 623.2582 ([M+Na]

+
, ber.: 623.2575). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.75 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.6 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.60 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.7 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.39 (t, JH3,H2/4 = JH6,H4/7 = 7.3 Hz, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.30 (t, JH2,H1/3 

= JH7,H6/8 = 7.6 Hz, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 6.87 (d, JNH,H2 = 8.2 Hz, 1 H, NH-Ac), 5.81 (d, JNH,Tα = 9.5 Hz, 1 H, 

NH-Fmoc), 4.87 (d, JH1,H2 = 3.8 Hz, 1 H, H1), 4.52 – 4.34 (m, 2 H, CH2-Fmoc), 4.33 – 4.20 (m, 3 H, H9-

Fmoc, T
α
, H2), 4.18 – 4.00 (m, 2 H, H4, T

β
), 3.93 – 3.78 (m, 4 H, H3, H5, H6a/b), 2.10 (s, 3 H, CH3-

NHAc), 1.44 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.29 (d, JTγ,Tβ = 6.5 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 
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13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 173.8 (C=O-NHAc), 171.0 (C=O-Ester), 156.7 (C=O-Fmoc), 143.9, 

143.8 (C1a, C8a-Fmoc), 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 (C3-, C6-Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 125.2 (C1-, 

C8-Fmoc), 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 99.7 (C1), 83.4 (C(CH3)3-Ester), 76.6 (T
β
), 70.9 (C3), 70.2 (C5), 69.6 

(C4), 67.3 (CH2-Fmoc), 62.6 (C6), 59.1 (T
α
), 50.9 (C2), 47.3 (C9-Fmoc), 28.0 (C(CH3)3-Ester), 23.1 (CH3-

NHAc), 19.0 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 24 von 31 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[367]

 

5.2.13 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-

desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester (8)
[76, 370]

 

 (N-Fmoc-Thr-(α-4,6-O-Bzn-GalNAc)-OtBu) 

 

 Eine Lösung von 3.80 g (6.32 mmol, 1.0 Äquiv.) Fmoc-Thr-(αGalNAc)-OtBu 17 und 1.89 mL 

(1.90 g, 12.7 mmol, 2.0 Äquiv.) Benzaldehyddimethylacetal wurde mit 125 mL Acetonitril (HPLC grade) 

versetzt. Anschließend wurden drei Spatelspitzen p-Toluolsulfonsäure zum Reaktionsansatz gegeben. Das 

Reaktionsgemisch wurde bei 40 °C und 200 mbar 3.5 h gerührt. Nach Zugabe von 0.3 mL Triethylamin 

wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde flashchromatographisch an 

Kieselgel gereinigt (
C
Hex/EtOAc = 1:4). 

Man erhielt 3.66 g (5.31 mmol, 84%) Fmoc-Thr-(α-4,6-O-Bzn-GalNAc)-OtBu 8 als farblosen amorphen 

Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:4) = 0.40. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +65.4 (Lit.: [α]𝐷

23 = (1.00, CHCl3) = +64.4).
[420]

 

Masse/Molekulargewicht: C38H44N2O10 (688.77 g/mol) [688.2996]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 689.3068 ([M+H]
+
, ber.: 689.3069), 711.3379 ([M+Na]

+
, ber.: 711.2888). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.76 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.64 – 7.61 (m, 2 H, 

H1-, H8-Fmoc), 7.53 – 7.51 (m, 2 H, Har-Bn), 7.44 – 7.40 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.39 – 7.31 (m, 5 H, 3 × 

Har-Bn, H2-, H7-Fmoc), 6.47 (d, JNH,H2 = 8.3 Hz, 1 H, NH-GalNAc), 5.58 (s, 1 H, CH-Bn), 5.41 (d, JNH,Tα = 

9.6 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 4.96 (d, JH1,H2 = 3.2 Hz, 1 H, H1), 4.53 – 4.47 (m, 3 H, H2, CH2-Fmoc), 4.29 – 4.07 

(m, 6 H, H4, H6a/b, H9-Fmoc, T
α
, T

β
), 3.88 – 3.86 (m, 1 H, H3), 3.73 (bs, 1 H, H5), 2.09 (s, 3 H, CH3-OAc), 

1.48 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.30 (d, JTγ,Tβ = 6.3 Hz, 3 H, T
γ
) ppm.
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13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 172.6 (C=O-NHAc), 171.0 (C=O-Ester), 156.5 (C=O-Fmoc), 143.9, 

143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.6 (Cq-Bn), 129.3, 128.4 (Car-Bn), 128.0 (C3-, C6-

Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 126.5 (Car-Bn), 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 101.4 (CH-

Bn), 100.6 (C1), 83.6 (Cq-tBu), 76.9 (T
β
), 75.7 (C4), 70.1 (C3), 69.3 (C6), 67.4 (CH2-Fmoc), 63.9 (C5), 59.0 

(T
α
), 50.7 (C2), 47.4 (C9-Fmoc), 28.3 (C(CH3)3-Ester), 23.2 (CH3-OAc), 19.2 (T

γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 29 von 38 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[76, 370, 420]

 

5.2.14 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-

desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin-

tert-butylester (18)
[137, 143]

 

 (N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α-GalNAc-4,6-O-Bn)-OtBu) 

 

 Eine Suspension von 1.80 g (2.61 mmol, 1.0 Äquiv.) Fmoc-Thr-(α4,6-O-Bzn-GalNAc)-OtBu 8 und 

1.5 g Molsieb (4 Å) in 30 mL absol. Nitromethan/Dichlormethan (3:2) wurde unter Argonatmosphäre 1 h 

gerührt. Anschließend wurden 1.31 g (5.22 mmol, 2.0 Äquiv.) Quecksilbercyanid zugegeben, bevor 3.22 g 

(7.84 mmol, 3.0 Äquiv.) α/β-Ac4GalBr 7, gelöst in 10 mL absol. Nitromethan/Dichlormethan (3:2), 

zugetropft wurden. Der Reaktionsansatz wurde 21 h bei Raumtemperatur gerührt, durch Hyflo
® 

filtriert und 

mit 50 mL Dichlormethan gewaschen. Die organische Phase wurde zweimal mit je 50 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und einmal mit 50 mL einer gesättigten Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die 

Reinigung des Rohprodukts erfolgte flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 1:1). 

Man erhielt 1.26 g (1.24 mmol, 69%) Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-αGalNAc-4,6-O-Bn)-OtBu 18 als 

farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:2) = 0.44. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +70.8. 

Masse/Molekulargewicht: C52H62N2O19 (1019.06 g/mol) [1018.3947]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 1019.4013 ([M+H]
+
, ber.: 1019.4020), 1036.4272 ([M+NH4]

+
, ber.: 1036.4285), 

1041.3832 ([M+Na]
+
, ber.: 1041.3839). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.78 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 8.3 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.56 – 7.51 (m, 2 H, Har-Bn), 7.45 – 7.29 (m, 7 H, H3-, H6-Fmoc, Har-
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Bn, H2-, H7-Fmoc), 5.84 (d, JNH,H2 = 9.4 Hz, 1 H, NH-Ac), 5.73 (d, JNH,Tα = 10.1 Hz, 1 H, NH-Fmoc), 5.56 

(s, 1 H, CH-Bn), 5.39 (d, JH4’,H3’ = 3.2 Hz, 1 H, H4’), 5.23 – 5.16 (m, 1 H, H2’), 5.00 – 4.92 (m, 2 H, H3’ 

{4.98}, H1 {4.94}), 4.75 – 4.64 (m, 2 H, H1’ {4.73}, H2 {4.68}), 4.58 – 4.45 (m, 2 H, CH2-Fmoc), 4.30 – 

4.18 (m, 6 H, H4 {4.28}, H9-Fmoc {4.25}, T
α
 {4.23}, H6a’ {4.22}, H6a {4.21}, T

β
 {4.21}), 4.16 – 4.01 (m, 

2 H, H6b {4.06}, H6b’ {4.08}), 3.94 – 3.84 (m, 2 H, H5’ {3.90}, H3 {3.88}), 3.68 (bs, 1 H, H5), 2.17, 2.14, 

2.06, 2.03, 2.01 (5 × s, 15 H, CH3-OAc, CH3-NHAc), 1.45 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.30 – 1.24 (m, 3 H, T
γ
) 

ppm.  

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.9 (C=O-NHAc), 170.6, 170.3, 169.9, 169.6, (5 × C=O-OAc, C=O-

Ester), 156.6 (C=O-Fmoc), 143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.7 (Cq-Bn), 129.0 (Car-

Bn), 128.3 (C3-, C6-Fmoc), 127.9 (Car-Bn), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 126.3 (Car-Bn), 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 

120.2 (C4-, C5-Fmoc), 101.4 (C1’), 100.8 (CH-Bn), 100.5 (C1), 83.3 (C(CH3)3-Ester), 77.4 (T
β
), 75.7 (C4), 

74.4 (C3), 71.0 (C5’, C3’), 69.2 (C6), 68.8 (C2’), 67.1 (C4’), 67.0 (CH2-Fmoc), 63.8 (C5), 61.4 (C6’), 59.2 

(T
α
), 47.9 (C2), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 (C(CH3)3-Ester), 23.6 (CH3-NHAc), 21.1, 20.9, 20.8, 20.7 (4 × CH3-

OAc), 19.1 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 40 von 52 Signalen beobachtet. 

5.2.15 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-

3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-

butylester (19)
[370, 374]

 

 (N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α-Ac2GalNAc)-OtBu) 

 

 Eine Lösung bestehend aus 1.98 g (1.94 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-

αGalNAc-4,6-O-Bn)-OtBu 18 in 100 mL 90%iger Essigsäure wurde 4 h bei 80 °C zur Reaktion gebracht. 

Das Lösungsmittel wurde im Anschluss im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde fünfmal mit je 50 mL 

Toluol und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere 

Aufarbeitung sofort weiter umgesetzt. Dazu wurde dieses in 50 mL eines Lösungsmittelgemisches aus 

Pyridin/Essigsäureanhydrid (2:1) gelöst und mit einer Spatelspitze an Dimethylaminopyridin versetzt und 

18 h bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Das Lösungsmittel wurde im Anschluss im Vakuum 

entfernt und der Rückstand wurde erneut fünfmal mit je 50 mL Toluol und zweimal mit je 50 mL 

Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 

1:2) gereinigt. 

Man erhielt 1.58 g (1.55 mmol, 80%) N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α Ac2GalNAc)-OtBu 19 als farblosen 

amorphen Feststoff über zwei Stufen.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:2) = 0.24. 
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[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +47.0 (Lit.: [α]𝐷

23 = (1.00, CHCl3) = +46.6).
[374] 

Smp: 120.7 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C49H62N2O21 (1015.03 g/mol) [1014.3845]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 1015.3908 ([M+H]
+
, ber.: 1015.3918), 1037.3729 ([M+Na]

+
, ber.: 1037.3737). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.78 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.6 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.61 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.0 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.42 (t, JH3,H2/4 = JH6,H4/7 = 7.7 Hz, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.32 (t, JH2,H1/3 

= JH7,H6/8 = 7.9 Hz, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 5.85 (d, JNH,H2 = 9.4 Hz, 1 H, NH-Ac), 5.41 (d, JNH,Tα = 8.2 Hz, 1 H, 

NH-Fmoc), 5.39 – 5.31 (m, 2 H, H4, H4’), 5.09 (dd, JH2,H1 = 7.6 Hz, JH2,H3 = 10.5 Hz, 1 H, H2’), 4.94 (dd, 

JH3’,H2’ = 10.9 Hz, JH3’,H4’ = 2.6 Hz, 1 H, H3’), 4.83 (d, JH1,H2 = 2.9 Hz, 1 H, H1), 4.60 – 4.45 (m, 4 H, H2, 

H1’, CH2-Fmoc), 4.30 – 4.21 (m, 2 H, H9-Fmoc, T
α
), 4.21 – 4.05 (m, 5 H, T

β
, H3, H6a, H6a,b’), 3.99 (dd, 

JH6b,H6a= 10.9 Hz, JH6b,H5= 7.0 Hz, 1 H, H6b), 3.91 – 3.84 (m, 1 H, H5’), 3.82 – 3.75 (m, 1 H, H5), 2.15, 2.13, 

2.06, 2.05, 2.01, 1.97 (7 × s, 21 H, 6 × CH3-OAc, CH3-NHAc), 1.46 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester), 1.29 (d, JTγ,Tβ = 

4.7 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.6, 170.5, 170.3, 170.0, 169.6, (6 × C=O-OAc, C=O-NHAc, C=O-

Ester), 156.5 (C=O-Fmoc), 143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.0 (C3-, C6-Fmoc), 127.2 

(C2-, C7-Fmoc), 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 101.1 (C1’), 100.2 (C1), 83.4 (C(CH3)3-

Ester), 77.4 (T
β
), 73.5 (C5), 70.9 (C3’), 70.8 (C5’), 69.2 (C4), 68.8 (C2’), 68.1 (C3), 67.1 (CH2-Fmoc), 66.9 

(C4’), 63.1 (C6), 61.1 (C6’), 59.1 (T
α
), 48.5 (C2), 47.4 (C9-Fmoc), 28.2 (C(CH3-Ester), 23.6 (CH3-NHAc), 

20.9, 20.8 (6 × CH3-OAc), 18.7 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 34 von 49 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[374]

 

5.2.16 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-

3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin (2)
[374]

 

 (N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α-Ac2GalNAc)-OH) 

 

 Bei 0 °C wurden 1.00 g (0.98 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α Ac2GalNAc)-

OtBu 19 in 8.0 mL Toluol und 0.8 mL Anisol gelöst. Danach wurden vorsichtig 8 mL Trifluoressigsäure in 

den Reaktionsansatz getropft. Die Lösung wurde anschließend bei Raumtemperatur 4 h gerührt, bevor 25 mL 

Toluol zugesetzt wurden. Das Lösungsmittel wurde im Anschluss im Vakuum entfernt und der Rückstand 

wurde fünfmal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt 

wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) gereinigt. 
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Man erhielt 940 mg (quant.) N-Fmoc-Thr-([βAc4Gal-(1→3)]-α Ac2GalNAc)-OH 2 als farblosen amorphen 

Feststoff.  

Rf (CH2Cl2/MeOH/HOAc = 100:4:1) = 0.17. 

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 15.49 min, λ = 214 nm. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +67.6 (Lit.: [α]𝐷

22 = (1.00, CHCl3) = +69.2).
[419]

 

Smp: 134.6 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C45H54N2O21 (958.91 g/mol) [958.3219]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 959.3309 ([M+H]
+
, ber.: 959.3292), 976.3570 ([M+NH4]

+
, ber.: 976.3557), 

981.3107 ([M+Na]
+
, ber.: 981.3111).  

HR ESI-MS (negativ), m/z: 957.3136 ([M-H]
-
, ber.: 957.3146). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.78 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.5 Hz, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 8.1 Hz, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.41 (t, JH3,H2/4 = JH6,H4/7 = 7.5 Hz, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.32 (t, JH2,H1/3 

= JH7,H6/8 = 7.2 Hz, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 6.07 (d, JNH,H2 = 8.7 Hz, 1 H, NH-Ac), 5.59 – 5.52 (m, 1 H, NH-

Fmoc), 5.39 – 5.33 (m, 2 H, H4, H4’), 5.12 – 5.04 (m, 1 H, H2’), 5.00 (d, JH1,H2 = 3.0 Hz, 1 H, H1), 4.95 (dd, 

JH3’,H2’ = 10.5 Hz, JH3’,H4’ = 3.1 Hz, 1 H, H3’), 4.57 (d, JH1’,H2’ = 7.8 Hz, 1 H, H1’), 4.52 (d, JCH2,CH = 6.7 Hz, 

2 H, CH2-Fmoc), 4.44 – 4.33 (m, 3 H, H2, T
β
, T

α
), 4.29 – 4.07 (m, 5 H, H9-Fmoc, H3, H6a, H6a,b’), 4.04 – 

3.93 (m, 1 H, H6b), 3.91 – 3.74 (m, 2 H, H5, H5’), 2.15, 2.12, 2.06, 2.04, 2.00, 1.97, 1.93 (7 × s, 21 H, 6 × 

CH3-OAc, CH3-NHAc), 1.29 (d, JTγ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T
γ
) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 173.3 (COOH), 170.7, 170.6, 170.5, 170.4, 170.2, 169.9, 169.5 (6 × 

C=O-OAc, C=O-NHAc), 156.7 (C=O-Fmoc), 143.9, 143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 

128.0 (C3-, C6-Fmoc), 127.3 (C2-, C7-Fmoc), 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.3, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 100.5 

(C1’), 99.7 (C1), 77.4 (T
β
), 72.7 (C5), 71.0 (C5’), 70.7 (C3’), 69.0 (C2’), 68.8 (C4), 67.9 (C3), 67.1 (CH2-

Fmoc), 66.9 (C4’), 63.0 (C6), 61.1 (C6’), 58.6 (T
α
), 49.2 (C2), 47.3 (C9-Fmoc), 23.0 (CH3-NHAc), 20.9, 

20.8, 20.7, 20.2 (6 × CH3-OAc), 18.5 (T
γ
) ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 39 von 45 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[374]
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5.3  Synthesevorschriften des α-AA-T-Mimetikum Festphasenbausteins 

5.3.1 Synthese von 2-Hydroxyessigsäure-tert-butylester (24)
[375]

 

 

 Zu einer Mischung aus 5.00 g Glycin-tert-butylester Hydrochlorid 22 (29.9 mmol, 1.0 Äquiv.) und 

3.09 g Natriumnitrit (44.8 mmol, 1.5 Äquiv.) in 25 mL Wasser und 25 mL Dichlormethan wurde unter 

starkem Rühren bei 0 °C über 30 min tropfenweise eine Lösung aus 1.22 g (14.9 mmol, 0.5 Äquiv.) 

Natriumacetat und 1 mL konzentrierter Schwefelsäure in 10 mL Wasser gegeben. Nach vollständiger 

Zugabe, wurde der Reaktionsansatz 30 min bei 0 °C gerührt, anschließend auf Raumtemperatur gebracht und 

die organische Phase abgetrennt. Daraufhin wurde die Reaktionslösung erneut mit 25 mL Dichlormethan 

versetzt und zur Reaktion gebracht. Innerhalb eines Zeitraumes von 4 h wurde die organische Phase viermal 

abgetrennt und wieder mit 25 mL Dichlormethan versetzt, bis diese farblos war. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden fünfmal mit je 50 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat Lösung gewaschen, mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und vom Lösungsmittel befreit. Der Rückstand wurde mit 4 mL Schwefelsäure 

(0.5 M) versetzt und 18 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurden weitere 4 mL Schwefelsäure 

(0.5 M) hinzugefügt, bevor weitere 7 h bei Raumtemperatur gerührt wurde. Die Reaktionsmischung wurde 

mit Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und die wässrige Phase wurde mit 20 mL Diethylether extrahiert. 

Die organischen Extrakte wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und vom Lösungsmittel befreit.  

Man erhielt 2.63 g (19.9 mmol, 67%) 2-Hydroxyessigsäure-tert-butylester 24 als blass gelbes Öl über zwei 

Stufen. 

Masse/Molekulargewicht: C6H12O3 (132.16 g/mol) [132.0786]. 

1
H-NMR (300 MHz, DMSO-D6): δ = 3.86 (s, 2 H, CH2), 1.41 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, DMSO-D6): δ = 171.9 (C=O-Ester), 80.0 (C(CH3)3-Ester), 60.1 (CH2), 27.8 (CH3-tBu) 

ppm. 

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 4 von 6 Signalen beobachtet. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[375, 421, 422]
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5.3.2 Synthese von O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxyessig-

säure-tert-butylester (25) 

 (α-Ac3GalN3-O-CH2-CO-OtBu) 

 

 Alle Edukte sowie die Reagenzien wurden unter Lichtausschluss im Vakuum getrocknet. Die 

verwendeten Lösungsmittel wurden im Vorfeld frisch destilliert. Eine Suspension aus 2.63 g (19 mmol, 

2.1 Äquiv.) Hydroxyessigsäure-tert-butyleseter 24, 2.0 g aktiviertem Molsieb (3 Å) und 80 mL absol. 

Toluol/absol. Dichlormethan (1:1) wurden eine Stunde unter Argonatmospäre und Lichtausschluss gerührt. 

Anschließend wurden dem Reaktionsansatz 3.46 g (12.5 mmol, 1.4 Äquiv.) Silbercarbonat, sowie 

480 mg (2.13 mmol, 0.3 Äquiv.) Silberperchlorat bei 0 °C zugefügt und es wurden weitere 30 min. gerührt. 

Unter Lichtausschluss wurde eine Lösung aus 3.11 g (8.89 mmol, 1.0 Äquiv.) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-

desoxy-α-D-galactopyranosylchlorid (15) in 80 mL absol. Toluol/Dichlormethan (1:1) langsam 

hinzugegeben. Nachdem 3 d bei Raumtemperatur gerührt wurde, wurde der Reaktionsansatz durch Hyflo
®
 

filtriert und das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch 

an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt. 

Man erhielt 1.92 g (4.31 mmol, 49%) O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galacto-pyranosyl)-2-

hydroxyessigsäure tert-butylester 25 als farbloses, zähflüssiges Öl. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.43. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +109.6 (Lit.: [α]𝐷

20 = (1.15, CHCl3) = -9.0).
[355]

 

Masse/Molekulargewicht: C18H27N3O10 (445.42 g/mol) [445.1696]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 463.2039 ([M+NH4]
+
, ber.: 463.2035), 468.1593 ([M+Na]

+
, ber.: 468.1589). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.46 (dd, JH4,H3 = 3.3 Hz, JH4,H5 = 1.3 Hz, 1 H, H4), 5.41 (dd, JH3,H2 = 

11.1 Hz, JH3,H4 = 3.3 Hz, 1 H, H3), 5.15 (d, JH1,H2 = 3.5 Hz, 1 H, H1), 4.35 (td, JH5,H6 = 6.6 Hz, JH5,H4 = 

1.3 Hz, 1 H, H5), 4.17 (d, JO-CH2a, O-CH2b = 16.3 Hz, 1 H, O-CH2a), 4.08 (d, JO-CH2b, O-CH2a = 16.3 Hz, 1 H, O-

CH2b), 4.08 (dd, JH6a,H6b = 11.0 Hz, JH6a/b,H5 = 6.6 Hz, 2 H, H6a/b), 3.71 (dd, JH2,H3 = 11.1 Hz, JH2,H3 = 3.5 Hz, 

1 H, H2), 2.14, 2.05 (3 × s, 9 H, 3 × CH3-OAc), 1.48 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.5, 170.1, 169.8 (3 × C=O-OAc), 168.2 (C=O-Ester), 98.0 (C1), 82.5 

(C(CH3)3-Ester), 68.3 (C3), 67.7 (C4), 67.3 (C5), 64.8 (O-CH2), 61.7 (C6), 57.4 (C2), 28.2 (CH3-OAc), 20.8 

(3 × CH3-OAc) ppm.  

Aufgrund von Signalüberlappungen im 
13

C-NMR werden nur 14 von 18 Signalen beobachtet. 
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5.3.3 Synthese von O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxy-

essigsäure-tert-butylester (26)  

 (α-Ac3GalNAc-O-CH2-CO-COtBu) 

 

 In 180 mL einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Essigsäureanhydrid und Essigsäure (3:2:1) wurden 

4.31 g (4.31 mmol, 1.0 Äquiv.) O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galacto-pyranosyl)-2-

hydroxyessigsäure-tert-butylester (25) gelöst. Zu dieser Lösung wurden 2.93 g (44.8 mmol, 10 Äquiv.) 

aktivierter Zink-Staub
3
 gegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschließend 20 h bei Raumtemperatur 

gerührt, bevor mit 100 mL Tetrahydrofuran verdünnt und durch Hyflo
®

 filtriert wurde. Das Filtrat wurde im 

Vakuum eingeengt und anschließend fünfmal mit Toluol und zweimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das 

Rohprodukt wurde in 80 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit je 40 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und zweimal mit je 40 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen. 

Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde im Vakuum 

entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt. 

Man erhielt 1.67 g (3.62 mmol, 84%) α-Ac3GalNAc-O-CH2-CO-COtBu 26 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (EtOAc) = 0.45. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +98.9. 

Smp.: 141.3 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C20H31NO11 (461.46 g/mol) [461.1897]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 484.1798 ([M+Na]
+
, ber.: 484.1789). 

1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.24 (d, JNH,H2 = 9.6 Hz, 1 H, NH), 5.37 (dd, JH4,H3 = 3.3 Hz, JH4,H5 = 

1.3 Hz, 1 H, H4), 5.18 (dd, JH3,H2 = 11.3 Hz, JH3,H4 = 3.2 Hz, 1 H, H3), 4.86 (d, JH1,H2 = 3.6 Hz, 1 H, H1), 

4.59 (ddd, JH2,H3 = 11.1 Hz, JH2,NH = 9.6 Hz, JH2,H1 = 3.6 Hz, 1 H, H2), 4.26 (td, JH5,H6 = 6.6 Hz, JH5,H4 = 

1.7 Hz, 1 H, H5), 4.13 – 4.02 (m, 4 H, O-CH2a/b, H6a/b), 2.15 (s, 3 H, CH3-NHAc), 2.03, 1.99, 1.98 (3 × s, 

9 H, 3 × CH3-OAc), 1.46 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.9, 170.7, 170.5, 170.4 (3 × C=O-OAc, C=O-NHAc), 169.0 (C=O-

Ester), 98.9 (C1), 82.6 (C(CH3)3-Ester), 68.5 (C3), 67.5 (C4, C5), 65.3 (O-CH2), 61.9 (C6), 47.6 (C2), 28.2, 

23.5, 20.9 (5 × CH3-OAc) ppm. 

                                                           
3
 Aktiviert durch Waschen des Zink-Staubs mit einer 2%ige Kupfersulfat-Lösung (2.84 g in 80 mL dest. Wasser) danach 

mit Wasser, Essigsäureethylester und Diethylether. 
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5.3.4 Synthese von O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxy-

essigsäure (21) 

 (α-Ac3GalNAc-O-CH2-COOH) 

 

 Eine Lösung aus 598 mg (1.30 mmol, 1.0 Äquiv.) O-(2-Acetamido-3,4,5-tri-O-acetyl-2-desoxy-α-D-

galactopyranosyl)-hydroxyessigsäure-tert-butylester 26 in 11 mL Trifluoressig-säure/Anisol (10:1) wurde 

15 min bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Rückstand fünfmal 

mit 20 mL Toluol, sowie zweimal mit 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Das erhaltene Produkt 21 wurde 

direkt weiter umgesetzt. 

Rf (EtOAc) = 0.16 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +72.4. 

Masse/Molekulargewicht: C16H23NO11 (405.35 g/mol) [405.1271]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 428.1469 ([M+Na]
+
, ber.: 428.1162). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.50 (d, JNH,H2 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 5.39 (dd, JH4,H3 = 3.3 Hz, JH4,H5 = 

1.3 Hz, 1 H, H4), 5.22 (dd, JH3,H2 = 11.4 Hz, JH3,H4 = 3.3 Hz, 1 H, H3), 4.95 (d, JH1,H2 = 3.6 Hz, 1 H, H1), 

4.58 (ddd, JH2,H3 = 11.4 Hz, JH2,NH = 9.5 Hz, JH2,H1 = 3.6 Hz, 1 H, H2), 4.29 – 4.26 (m, 1 H, H5), 4.13 – 4.08 

(m, 4 H, O-CH2a/b, H6a/b), 2.17 (s, 3 H, CH3-NHAc), 2.05, 2.04, 2.00 (3 × s, 9 H, 3 × CH3-OAc) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 172.3, 172.1, 171.1, 170.7, 170.5 (3 × C=O-OAc, C=O-NHAc, C=O-

Ester), 98.4 (C1), 68.2 (C3), 67.6 (C5), 67.4 (C4), 64.5 (O-CH2), 61.9 (C6), 48.0 (C2), 23.1, 20.9, 20.9 (4 × 

CH3-OAc) ppm. 

5.3.5 Synthese von N-((N`-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-

2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galctopyranosyl)-2-hydroxyacetyl)-glycin-tert-butylester (27) 

 

 598 mg (1.30 mmol, 1.0 Äquiv.) O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-α-D-

galactopyranosyl)-2-hydroxyessigsäure 21 wurden mit 1.32 g (3.90 mmol, 3.0 Äquiv.) N-((N'-(9H-Fluoren-9-

yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-glycin-tert-butylester Hydrochlorid 20, sowie 643 mg (1.69 mmol, 

1.3 Äquiv.) HATU (1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5]-pyridinium-3-oxid 

hexafluorophosphat) und 230 mg (1.69 mmol, 1.3 Äquiv.) HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol) in 12 mL 
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Pyridin 3 d bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und der 

Rückstand in 20 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit je 15 mL Salzsäure 

(1 M), sowie einmal mit 15 mL gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen. Die wässrigen Phasen wurden 

mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet, das 

Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel 

(EtOAc/MeOH = 20:1) gereinigt. 

Man erhielt 0.83 g (1.05 mmol, 81%) 27 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (EtOAc) = 0.53. 

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 17.29 min, λ = 214 nm. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +45.4. 

Smp.: 73.7 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C39H49N3O14 (783.82 g/mol) [783.3215]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 784.3308 ([M+H]
+
, ber.: 784.3287), 806.3130 ([M+Na]

+
, ber.: 806.3107). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.78 – 7.73 (m, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.62 – 7.54 (m, 2 H, H4-, H5-

Fmoc), 7.43 – 7.38 (m, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 7.34 – 7.28 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 7.06 (d, JNH,Tα = 8.9 Hz, 

1 H, NH-Ac), 6.92 (d, JNH,Tα = 9.2 Hz, 1 H, NH-Ac *), 5.97 – 5.93 (m, 1 H, NH-Fmoc), 5.41 – 5.39 (m, 1 H, 

NH-Fmoc*), 5.37 (bs, 1 H, H4), 5.30 (bs, 1 H, H4*), 5.20 – 5.17 (m, 1 H, H3), 4.85 (d, JH1,H2 = 3.6 Hz, 1 H, 

H1), 4.70 (d, JH1,H2 = 3.0 Hz, 1 H, H1*), 4.61 – 4.55 (m, 1 H, H2), 4.53 – 4.46 (m, 1 H, H2*), 4.40 – 4.33 

(m, 3 H, CH2-Fmoc, O-CH2a), 4.32 – 4.26 (m, 1 H, O-CH2a), 4.25 – 4.18 (m, 2 H, H9-Fmoc, H5), 4.09 – 

4.04 (m, 4 H, CH2CH2, H6a), 3.97 – 3.84 (m, 4 H, CH2CH2, H6b), 3.37 (bs, 2 H, CH2-COOtBu), 2.15, 2.14, 

2.08, 2.04, 2.02, 1.99, 1.96 (s, 12 H, 3 × CH3-OAc, CH3-NHAc), 1.49, 1.48, 1.44 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester) 

ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 171.3, 170.9, 170.6, 170.5, 170.1, 169.7, 169.1, 168.2 (3 × C=O-OAc, 

C=O-NHAc, 2 × C=O-Ester), 156.8 (C=O-Fmoc), 144.0, 143.9, 143.8, 143.6 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.4 (C4a-

, C5a-Fmoc), 128.0, 127.9 (C2-, C7-Fmoc), 127.3, 127.2 (C3-, C6-Fmoc), 125.2, 125.0 (C4-, C5-Fmoc), 

120.1 (C1-, C8-Fmoc), 99.8 (C1), 99.3 (C1*), 83.9 (C(CH3)3-Ester*), 82.9 (C(CH3)3-Ester), 68.8 (C3), 68.7 

(C3*), 67.5 (C5, C4*), 67.4 (C4, C5), 66.9 (CH2-Fmoc), 65.5 (O-CH2), 61.9 (C6), 61.8 (C6*), 49.9 

(CH2CH2), 47.7 (C2), 47.6 (C2*), 47.3 (CH2CH2, C9-Fmoc), 39.3 (CH2-COOtBu), 39.2 (CH2-COOtBu*), 

28.2 (CH3-tBu), 23.3, 21.2, 20.9, 20.8 (4 × CH3-OAc) ppm. 

Die Spektren weisen zwei Rotamere auf. Diese werden durch einen Stern (*) voneinander abgegrenzt und 

liegen im Verhältnis 3.5:1 vor (berechnet anhand des Integralverhältnisses zwischen H1 und H1*). 
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5.3.6 Synthese von N-((N`-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-

2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galctopyranosyl)-2-hydroxyacetyl)-glycin (3) 

 

 Bei 0 °C wurden 100 mg (0.13 mmol, 1.0 Äquiv.) 27 in 0.8 mL Anisol gelöst. Danach wurden 

vorsichtig 8 mL Trifluoressigsäure in den Reaktionsansatz getropft. Die Lösung wurde anschließend bei 

Raumtemperatur 1 h gerührt, bevor 25 mL Toluol zugesetzt wurden. Das Lösungsmittel wurde im Anschluss 

im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde fünfmal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL 

Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel 

(
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) gereinigt. 

Man erhielt 92.8 mg (quant.) 3 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (EtOAc/MeOH) = 0.23. 

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 12.77 min, λ = 214 nm. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = +48.4. 

Smp.: 112.6 °C. 

Masse/Molekulargewicht: C35H41N3O14 (727.72 g/mol) [727.2589]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 728.2662 ([M+H]
+
, ber.: 728.2661).  

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.76 – 7.69 (m, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.57 – 7.51 (m, 2 H, H4-, H5-

Fmoc), 7.41 – 7.33 (m, 2 H, H2-, H7-Fmoc), 7.32 – 7.25 (m, 2 H, H3-, H6-Fmoc), 6.88 (d, JNH,Tα = 8.7 Hz, 

1 H, NH-Ac), 6.01 – 5.94 (m, 1 H, NH-Fmoc), 5.34 (bs, 1 H, H4), 5.18 – 5.12 (m, 1 H, H3), 4.87 (d, JH1,H2 = 

3.6 Hz, 1 H, H1), 4.68 (d, JH1,H2 = 3.5 Hz, 1 H, H1*), 4.58 – 3.72 (m, 13 H, H2* {4.53}, H2 {4.44}, CH2a-

Fmoc {4.40}, O-CH2a {4.36}, O-CH2a {4.32}, CH2b-Fmoc {4.28}, H9-Fmoc* {4.22}, CH2a-COOH {4.18}, 

H9-Fmoc {4.17}, H5 {4.11}, H6a {4.07}, H6b {3.92}, CH2b-COOH {3.82}), 3.63 – 3.20 (m, 4 H, 

NHCH2CH2b {3.47}, NHCH2aCH2 {3.38}, NHCH2aCH2, NHCH2CH2a {3.27}), 2.13, 2.10, 2.03, 2.00, 1.95, 

1.94 (6 × s, 12 H, 3 × CH3-OAc, CH3-NHAc) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 173.1, 172.0, 171.7, 171.3, 170.8, 170.6, 170.4, 170.3 (3 × C=O-OAc, 

C=O-NHAc, 2 × C=O-Ester), 156.9 (C=O-Fmoc), 143.9 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 

(C2-, C7-Fmoc), 127.3 (C3-, C6-Fmoc), 125.2 (C4-, C5-Fmoc), 120.1 (C1-, C8-Fmoc), 99.8 (C1), 99.3 

(C1*), 68.6 (C3), 68.5 (C3*), 67.5 (C5), 67.4 (C4, CH2-Fmoc), 65.7 (O-CH2), 61.8 (C6), 49.2 (CH2-COOH), 

48.2 (NHCH2CH2), 48.1 (C2), 47.9 (C2*), 47.3 (C9-Fmoc*), 47.2 (C9-Fmoc), 39.2 (NHCH2CH2), 23.1, 22.7, 

20.9 (4 × CH3-OAc) ppm. 
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Die Spektren weisen zwei Rotamere auf. Diese werden durch einen Stern (*) voneinander abgegrenzt und 

liegen im Verhältnis 3.5:1 vor (berechnet anhand des Integralverhältnisses zwischen H1 und H1*). 
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5.4  Synthesevorschriften der F-Prolin Festphasenbausteine 

5.4.1 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-trans-4-hydroxy-L-prolin (50)
[377-379]

 

 (N-Boc-Hyp) 

 

 In 160 mL eines Gemisches aus 1,4-Dioxan und Wasser (2:1) wurden 10.0 g (76.3 mmol, 

1.0 Äquiv.) trans-4-Hydroxy-L-prolin (49) gelöst und mit 120 mL einer verdünnten Natriumhydroxid-

Lösung (1 M) versetzt. Nachdem der Reaktionsansatz auf 0 °C abgekühlt war, wurden unter Rühren 20.0 g 

(91.5 mmol, 1.2 Äquiv.) Di-tert-butyl-dicarbonat, gelöst in 31 mL 1,4-Dioxan, zugetropft. Die Lösung wurde 

langsam binnen 24 h auf Raumtemperatur erwärmt. Das Lösungsmittel wurde anschließend im Vakuum auf 

50 mL reduziert und der erhaltene Rückstand wurde in 200 mL Ethylacetat aufgenommen. Mit verdünnter 

Salzsäure (1 M) wurde die Lösung auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Die organische Phase wurde 

abgetrennt und die wässrige Phase wurde dreimal mit je 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden zweimal mit je 100 mL Wasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. 

Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 

Man erhielt 13.1 g (56.6 mmol, 74%) N-Boc-Hyp 50 als farblosen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc = 1:2) = 0.06. 

Masse/Molekulargewicht: C10H17NO5 (231.25 g/mol) [231.1107]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 254.0998 ([M+Na]
+
, ber.: 254.1004). 

HR ESI-MS (negativ), m/z: 230.1035 ([M-H]
-
, ber.: 230.1034). 

N-tert-Butoxycarbonyl-trans-4-hydroxy-L-prolin 50 existiert als Gemisch zweier Konformere: K1:K2 = 2:1. 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 12.47 (bs, 1 H, COOH), 5.03 (bs, 1 H, Hα), 4.23 (bs, 1 H, OH), 4.14 – 

4.08 (m, 1 H, Hγ), 3.38 – 3.33 (m, 1 H, Hδa), 3.26 – 3.23 (m, 1 H, Hδb), 2.15 – 2.05 (m, 1 H, Hβa), 1.93 – 

1.84 (m, 1 H, Hβb), 1.39, 1.34 (2 × s, 9 H, (CH3)3-Boc) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, DMSO-D6): δ = 174.3 (COOH, K1), 173.8 (COOH, K2), 153.7 (C=O-Boc, K2), 153.2 

(C=O-Boc, K1), 78.7 (C(CH3)3-Ester), 68.5 (Cγ, K2), 67.8 (Cγ, K1), 57.7 (Cα, K1), 57.4 (Cα, K2), 54.7 (Cδ, 

K2), 54.3 (Cδ, K1), 38.7 (Cβ, K1), 38.0 (Cβ, K2), 28.1 (3 × (CH3)3-Boc, K2), 27.9 (3 × (CH3)3-Boc, K1) ppm. 

1
H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ = 4.43 – 4.37 (m, 1 H, Hγ), 4.36 – 4.28 (m, 1 H, Hα), 3.57 – 3.50 (m, 1 H, 

Hδa), 3.48 – 3.40 (m, 1 H, Hδb), 2.33 – 2.23 (m, 1 H, Hβa), 2.11 – 2.03 (m, 1 H, Hβb), 1.47, 1.44 (2 × s, 

9 H, (CH3)3-Boc) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ = 176.7 (COOH, K1), 176.3 (COOH, K2), 156.4 (C=O-Boc, K2), 156.0 

(C=O-Boc, K1), 81.7 (C(CH3)3-Ester, K1), 81.4 (C(CH3)3-Ester, K2), 70.7 (Cγ, K2), 70.1 (Cγ, K1), 59.4 (Cα, 
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K1), 58.9 (Cα, K2), 55.9 (Cδ, K2), 55.5 (Cδ, K1), 40.1 (Cβ, K1), 39.4 (Cβ, K2), 28.7 (3 × (CH3)3-Boc, K2), 28.5 

(3 × (CH3)3-Boc, K1) ppm. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 4.53 – 4.47 (m, 1 H, Hγ), 4.42 (t, JαH,βH = 7.5 Hz, 1 H, Hα), 3.66 – 3.47 

(m, 2 H, Hδ), 2.44 – 2.33 (m, 1 H, Hβa), 2.26 – 2.10 (m, 1 H, Hβb), 1.48, 1.42 (2 × s, 9 H, (CH3)3-Boc) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 178.0 (COOH, K2), 174.3 (COOH, K1), 157.0 (C=O-Boc, K1), 154.2 

(C=O-Boc, K2), 82.2 (C(CH3)3-Ester, K1), 81.1 (C(CH3)3-Ester, K2), 69.8 (Cγ, K1), 69.6 (Cγ, K2), 58.0 (Cα, 

K1), 57.9 (Cα, K2), 54.8 (Cδ, K1), 54.8 (Cδ, K2), 39.2 (Cβ, K2), 37.4 (Cβ, K1), 28.5 (3 × (CH3)3-Boc, K1), 28.4 

(3 × (CH3)3-Boc, K2) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[423]

 

5.4.2 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-trans-4-hydroxy-L-prolin-tert-butylester (48)
[377, 380]

 

 (N-Boc-Hyp-OtBu) 

 

 Eine Suspension aus 1.09 g (11.0 mmol, 0.2 Äquiv.) trockenem Kupfer-(I)-chlorid, 50.0 g 

(243 mmol, 3.3 Äquiv.) N,N’-Dicyclohexylharnstoff und 26.3 mL (20.7 g, 279 mmol, 3.8 Äquiv.) tert-

Butanol wurde unter Argonatmosphäre und Lichtausschluss 3 d gerührt. Anschließend wurde die Suspension 

mit 130 mL absol. Dichlormethan verdünnt, auf 0 °C abgekühlt und mit 17.0 g (73.5 mmol, 1.0 Äquiv.) N-

Boc-Hyp 50 gelöst in 130 mL Dichlormethan tropfenweise versetzt. Nachdem der Ansatz 2 h bei 0 °C und 

anschließend 4 h bei Raumtemperatur gerührt wurde, wurde dieser durch Hyflo
®
 filtriert und der Rückstand 

wurde mehrfach mit insgesamt 150 mL Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde dreimal mit je 100 mL 

gesättigter Natrium-hydrogencarbonat-Lösung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das 

Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in wenig Ethylacetat aufgenommen und 

nach 3 d im Gefrierfach wurde erneut ausgefallener Harnstoff entfernt. Das Rohprodukt wurde im Vakuum 

erneut vom Lösungsmittel befreit und flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt. 

Man erhielt 13.5 g (46.8 mmol, 64%) N-Boc-Hyp-OtBu 48 als farblose Kristalle.  

Rf (
C
Hex/EtOAc 1:2) = 0.40. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CH2Cl2) = -64.2. 

Masse/Molekulargewicht: C14H25NO5 (287.35 g/mol) [287.1733]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 288.1806 ([M+H]
+
, ber.: 288.1805), 310.1624 ([M+Na]

+
, ber.:

 
310.1625). 

N-Boc-Hyp-OtBu 48 existiert als Gemisch zweier Konformere: K1:K2 = 1.6 : 1. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 4.42 (s, 1 H, Hγ), 4.28 – 4.22 (m, 1 H, Hα), 3.57 (d, JδHa,δHb= 4.4 Hz, 1 H, 

Hδa, K2), 3.55 (d, JδHa,δHb=4.4, 1 H, Hδa, K1), 3.51 – 3.37 (m, 1 H, Hδb), 2.53 – 2.46 (m, 1 H, OH) 2.28 – 

2.17 (m, 1 H, Hβa), 2.04 - 1.96 (m, 1 H, Hβb), 1.42 – 1.40 (m, 18 H, (CH3)3-Boc, (CH3)3-Ester) ppm. 
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13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 172.3 (C=O-Ester), 154.4 (C=O-Boc), 81.4 (C(CH3)3-Ester, K2), 81.3 

(C(CH3)3-Ester, K1), 80.4 (C(CH3)3-Boc, K1), 80.1 (C(CH3)3-Boc, K2), 70.4 (Cγ, K2), 69.5 (Cγ, K1), 58.7 (Cα, 

K1), 58.7 (Cα, K2), 54.9 (Cδ, K2), 54.8 (Cδ, K1), 39.4 (Cβ, K1), 38.6 (Cβ, K2), 28.6 (C(CH3)3-Ester, K2), 28.5 

(C(CH3)3-Ester, K1), 28.2 (C(CH3)3-Boc, K1), 28.1 (C(CH3)3-Boc, K2) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[380, 424, 425]

 

5.4.3 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-4-oxo-L-prolin-tert-butylester (51)
[377]

 

 (N-Boc-4O-L-Pro-OtBu) 

 

 In einem ausgeheitzten Kolben wurden zunächst 90 mL absol. Dichlormethan auf -78 °C abgekühlt. 

Unter Rühren wurde 3.28 mL (4.86 g, 38.3 mmol, 1.1 Äquiv.) Oxalylchlorid hinzugegeben, wonach 5.5 mL 

(5.98 g, 76.6 mmol, 2.2 Äquiv.) absol. Dimethylsulfoxid gelöst in 20 mL absol. Dichlormethan, zu dem 

Reaktionsgemisch gegeben wurde. Es wurde 10 min gerührt, bevor 10.0 g (34.8 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Boc-

Hyp-OtBu 48, gelöst in 40 mL absol. Dichlormethan, portionsweise zu dem Reaktionsgemisch gegeben 

wurden und weitere 15 min gerührt. Anschließend wurden 24 mL (17.6 g, 174 mmol, 5.0 Äquiv.) trockenes 

Triethylamin vorsichtig zugesetzt und der Reaktionsansatz wurde unter Rühren binnen 24 h von -78 °C auf 

Raumtemperatur erwärmt. Die gelbe Lösung wurde mit 125 mL Wasser versetzt. Die organische Phase 

wurde abgetrennt und die wässrige Phase wurde zweimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit 100 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung, 

100 mL 1%iger Schwefelsäure, 50 mL Wasser und 50 mL ges. Natriumhydrogencarbonat-Lösung 

gewaschen. Nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Die 

Reinigung erfolgte flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 4:1).  

Man erhielt 9.33 g (32.7 mmol, 94%) N-Boc-4O-L-Pro-OtBu 51 als gelbe Kristalle.  

Rf (
C
Hex/EtOAc 4:1) = 0.36. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CH2Cl2) = +7.62. 

Masse/Molekulargewicht: C14H23NO5 (285.34 g/mol) [285.1576]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 303.0823 ([M+NH4]
+
, ber.:303.1920), 308.1469 ([M+Na]

+
, ber.: 308.1474).  

HR ESI-MS (negativ), m/z: 284.1506 ([M-H]
-
, ber.: 284.1498). 

N-Boc-4O-L-Pro-OtBu (52) existiert als Gemisch zweier Konformere: K1 : K2 = 1.3 : 1 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 4.62 (d, JαH,βHtrans = 10.1 Hz, 1 H, Hα, K2), 4.54 (d, JαH,βHtrans = 9.9 Hz, 

1 H, Hα, K1), 3.89 – 3.81 (m, 2 H, Hδa/b), 2.92 – 2.82 (m, 1 H, Hβa), 2.50 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, Hβb, K1), 

2.47 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, Hβb, K1), 1.44 – 1.43 (m, 18 H, C(CH3)3-Boc, C(CH3)3-Ester) ppm. 
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13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 209.2 (C=O, Cγ, K2), 208.3 (C=O, Cγ, K1), 171.1 (C=O-Ester, K2), 171.0 

(C=O-Ester, K1), 154.5 (C=O-Boc, K1), 153.9 (C=O-Boc, K2), 82.6 (C(CH3)3-Boc, C(CH3)3-Ester, K1), 81.2 

(C(CH3)3-Boc, C(CH3)3-Ester, K2), 57.3 (Cδ, K1), 56.8 (Cδ, K2), 53.2 (Cα, K2), 52.7 (Cα, K1), 41.6 (Cβ, K1), 

41.1 (Cβ, K2), 28.5, 28.1 (C(CH3)3-Boc, C(CH3)3-Ester) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[425, 426]

 

5.4.4 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-prolin-tert-butylester (52)
[381]

 

 (N-Boc-cis-L-Hyp-OtBu) 

 

 Es wurden 2.00 g (7.01 mmol, 1.0 Äquiv.) N-tert-Butoxycarbonyl-4-oxo-L-prolin-tert-butylester 

(51) in 22 mL absol. Methanol sowie 28 mL absol. Diethylether gelöst und bei 0 °C unter Argonatmosphäre 

mit 690 mg (18.3 mmol, 2.6 Äquiv.) Natriumborhydrid, suspendiert in 22 mL absol. Methanol und 28 mL 

absol. Diethylether, versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 5 min bei 0 °C und anschließend weitere 30 min bei 

Raumtemperatur gerührt, bevor das Lösungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Der so erhaltene Rückstand 

wurde in 40 mL Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit je 40 mL einer gesättigten 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung, 40 mL Wasser und 40 mL Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die 

organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und 

das so erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt. 

Man erhielt 1.86 g (6.50 mmol, 92%) N-Boc-cis-L-Hyp-OtBu 52 als gelbe Kristalle. 

Rf (
C
Hex/EtOAc 1:1) = 0.33. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = -5.42 (Lit.: [α]𝐷

34 = (0.5, CHCl3) = -2.52).
[427] 

Masse/Molekulargewicht: C14H25NO5 (287.35 g/mol) [287.1733]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 288.1808 ([M+H]
+
, ber.: 288.1811), 310.1626 ([M+Na]

+
, ber.:

 
310.1630). 

N-Boc-cis-L-Hyp-OtBu 52 existiert als Gemisch zweier Konformere: K1 : K2 = 1.6 : 1. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 4.31 – 4.25 (m, 1 H, Hγ), 4.22 – 4.11 (m, 1 H, Hα), 3.73 – 3.41 (m, 3 H, 

Hδa/b, OH), 2.32 – 2.20 (m, 1 H, Hβa), 2.05 – 1.97 (m, 1 H, Hβb), 1.50 – 1.40 (m, 18 H, C(CH3)3-Boc, 

C(CH3)3-Ester) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 174.8 (C=O-Ester, K2), 174.5 (C=O-Ester, K1), 154.6 (C=O-Boc, K2), 

154.1 (C=O-Boc, K1), 82.8 (C(CH3)3-Ester, K2), 82.6 (C(CH3)3-Ester, K1), 80.5 (C(CH3)3-Boc, K1), 80.3 

(C(CH3)3-Boc, K2), 71.6 (Cγ, K2), 70.6 (Cγ, K1), 59.0 (Cα, K1), 58.9 (Cα, K2), 56.4 (Cδ, K2), 56.0 (Cδ, K1), 

38.9 (Cβ, K1), 37.9 (Cβ, K2), 28.6, 28.1, 28.0 (C(CH3)3-Ester, C(CH3)3-Boc) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[381, 427]
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5.4.5 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-fluor-L-prolin-tert-butylester (53)
[377]

 

 (N-Boc-cis-4F-L-Pro-OtBu) 

 

 In einem mikrowellengeeignetem Druckgefäß wurde 1.00 g (3.48 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Boc-Hyp-

OtBu 48 in 5 mL absol. Dichlormethan gelöst. Anschließend wurden 1.1 mL (1.00 g, 8.26 mmol, 2.4 Äquiv.) 

2,4,6-Collidin sowie 0.56 mL (0.67 g, 4.16 mmol, 1.2 Äquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid zur 

Reaktionslösung gegeben und in der Mikrowelle bei 100 W und 80 °C 3 h gerührt. Schließlich wurde der 

Ansatz mit 4 mL Methanol versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und zweimal mit 5 mL 

verdünnter Salzsäure (1 M) sowie zweimal mit 5 mL Wasser gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat 

getrocknet. Anschließend wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 4:1) gereinigt. 

Man erhielt 0.84 g (2.89 mmol, 83%) N-Boc-cis-4F-L-Pro-OtBu (53) als gelbes Öl.  

Rf (
C
Hex/EtOAc 4:1) = 0.36. 

Masse/Molekulargewicht: C14H24FNO4 (289.34 g/mol) [289.1689]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 178.0509 ([M-Boc-tBu+H]
+
, ber.: 178.0512), 312.1581 ([M+Na]

+
, ber.: 

312.1587). 

N-Boc-cis-4F-L-Pro-OtBu 53 existiert als Gemisch zweier Konformere: K1:K2 = 1.8 : 1. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 5.14 (pd, JγH,F = 53.0 Hz, JγH,Hβ/Hδ = 4.1 Hz, 1 H, Hγ), 4.40 (pd, JαH, βHtrans = 

9.5 Hz, 1 H, Hα, K2), 4.29 (pd, JαH, βHtrans = 9.4 Hz, 1 H, Hα, K1), 3.84 – 3.57 (m, 2 H, Hδ), 2.48 – 2.20 (m, 

2 H, Hβ), 1.47, 1.46, 1.44 (m, 18 H, C(CH3)3-Boc, C(CH3)3-Ester) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 170.9 (C=O-Ester, K1), 170.6 (C=O-Ester, K2), 154.0 (C=O-Boc, K2), 

153.9 (C=O-Boc, K1), 92.4 (d, J = 177.0 Hz, Cγ, K2), 91.4 (d, J = 177.2 Hz, Cγ, K1), 81.5 (C(CH3)3-Ester), 

80.2 (C(CH3)3-Boc, K1), 80.2 (C(CH3)3-Boc, K2), 58.6 (Cα, K1), 58.2 (Cα, K2), 53.3 (d, JδC,F = 24.7 Hz, Cδ, 

K2), 53.1 (d, JδC,F = 24.7 Hz, Cδ, K1), 37.9 (d, JβC,F = 22.0 Hz, Cβ, K1), 36.9 (d, JβC,F = 21.7 Hz, Cβ, K2), 28.6 

(C(CH3)3-Ester, K2), 28.5 (C(CH3)3-Ester, K1), 28.0 (C(CH3)3-Boc) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, CDCl3): δ = -171.6 ‒ -172.4 (m, Fγ) ppm. 
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5.4.6 Synthese von N-(9-H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-cis-4-fluor-L-prolin (46)
[377, 382]

 

 (N-Fmoc-cis-4F-Pro)  

 

 Bei 0 °C wurden zunächst 0.70 g (2.45 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Boc-cis-4F-L-Pro-OtBu 53 in 0.8 mL 

Anisol gelöst. Danach wurden vorsichtig 8 mL Trifluoressigsäure in den Reaktionsansatz getropft. Die 

Lösung wurde anschließend bei Raumtemperatur 4 h gerührt, bevor 25 mL Toluol zugesetzt wurden. Das 

Lösungsmittel wurde im Anschluss im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde fünfmal mit je 20 mL 

Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Der verbleibende Rückstand wurde in 15 mL 

eines Gemisches aus Aceton und Wasser (1:1) gelöst und mit 0.41 g (4.90 mmol, 2.0 Äquiv.) 

Natriumhydrogencarbonat versetzt. Langsam wurden unter Rühren portionsweise 0.83 g (2.45 mmol, 

1.0 Äquiv.) N-(9-H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-succinimidylcarbonat zugesetzt und die 

Reaktionsmischung wurde 18 h bei Raumtemperatur gerührt. Mit verdünnter Salzsäure (1 M) wurde die 

Reaktioslösung auf einen pH-Wert von 2 angesäuert. Anschließend wurde das Aceton im Vakuum entfernt 

und der Rückstand wurde dreimal mit je 15 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden zweimal mit je 15 mL verdünnter Salzsäure (1 M) und zweimal mit je 15 mL Wasser 

gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das 

Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) gereinigt. 

Man erhielt 0.75 g (2.11 mmol, 86%) N-Fmoc-cis-4F-Pro 46 als farblos amorphen Feststoff.  

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 14.25 min, λ = 214 nm. 

Rf (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) = 0.40. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CHCl3) = -49.1 (Lit.: [α]𝐷

22 = (0.50, CHCl3) = -55.0).
[240]

 
 

Masse/Molekulargewicht: C20H18FNO4 (355.36 g/mol) [355.1220]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 356.1293 ([M+H]
+
, ber.: 356.1298), 378.1111 ([M+Na]

+
, ber.: 378.1112). 

N-Fmoc-cis-4F-Pro (46) existiert als Gemisch zweier Konformere: K1 : K2 = 1.7 : 1. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.75 – 7.69 (m, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.59 – 7.50 (m, 2 H, H1-, H8-

Fmoc), 7.40 – 7.23 (m, 4 H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 5.20 (pd, JγH,F = 52.4 Hz, 1 H, Hγ), 4.63 – 4.35 (m, 

3 H, Hα, CH2-Fmoc), 4.27 – 4.16 (m, 1 H, H9-Fmoc), 3.87 – 3.60 (m, 2 H, Hδ), 2.67 – 2.28 (m, 2 H, Hβ) 

ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 176.3 (COOH, K1), 175.3 (COOH, K2), 155.4 (C=O-Fmoc, K2), 154.6 

(C=O-Fmoc, K1), 144.0, 143.9, 143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.6, 141.5, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.0 (C3-, 

C6-Fmoc, K1), 127.9 (C3-, C6-Fmoc, K2), 127.3 (C2-, C7-Fmoc, K1), 127.2 (C2-, C7-Fmoc, K2), 125.3 (C1-, 

C8-Fmoc, K2), 125.0 (C1-, C8-Fmoc, K1), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 92.0 (d, JγC,F = 178.5 Hz, Cγ, K1), 91.2 (d, 
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JγC,F = 177.8 Hz, Cγ, K2), 68.1 (CH2-Fmoc, K1), 67.9 (CH2-Fmoc, K2), 57.9, 57.3 (Cα), 53.8, 53.6, 53.5, 53.3 

(Cδ), 47.3 (C9-Fmoc), 37.7 (d, JβC,F = 21.9 Hz, Cβ, K2), 36.31 (d, JβC,F = 22.0 Hz, Cβ, K1) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, CDCl3): δ = -172.1 ‒ -173.6 (m, Fγ) ppm.  

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[240, 276]

 

5.4.7 Synthese von N-tert-Butoxycarbonyl-trans-4-fluor-L-prolin-tert-butylester (54) 

 (N-Boc-trans-4F-L-Pro-OtBu) 

 

 In einem mikrowellengeeignetem Druckgefäß wurden 0.48 g (1.68 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Boc-cis-L-

Hyp-OtBu 52 in 2 mL absol. Dichlormethan gelöst. Anschließend wurden 0.53 mL (0.49 g, 4.02 mmol, 

2.4 Äquiv.) 2,4,6-Collidin sowie 0.26 mL (0.32 g, 1.98 mmol, 1.2 Äquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid 

zur Reaktionslösung gegeben und das Reaktionsgemisch wurde bei 100 W und 80 °C 2 h in der Mikrowelle 

gerührt. Schließlich wurde der Ansatz mit 2 mL Methanol versetzt und mit 15 mL Toluol kodestilliert. Der 

Rückstand wurde in 15 mL Dichlormethan aufgenommen und die organische Phase wurde zweimal mit 

15 mL verdünnter Salzsäure (1 M) sowie zweimal mit 15 mL Wasser gewaschen. Es wurde mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 4:1) gereinigt. 

Man erhielt 0.38 g (1.31 mmol, 78%) N-tert-Butoxycarbonyl-trans-4-fluor-L-prolin-tert-butylester (54) als 

gelbes Öl. 

Rf (
C
Hex/EtOAc 4:1) = 0.39. 

Masse/Molekulargewicht: C14H24FNO4 (289.34 g/mol) [289.1689]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 178.0510 ([M-Boc-tBu+H]
+
, ber.: 178.0512), 290.1762 ([M+H]

+
, ber.: 

290.1768). 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 5.18 (pd, JγH,F =52.6 Hz, 1 H, Hγ), 4.34 (t, JαH,βH = 8.1 Hz, 1 H, Hα, K2), 

4.29 (t, JαH,βH = 8.2 Hz, 1 H, Hα, K1), 3.96 – 3.51 (m, 2 H, Hδ), 2.63 – 2.50 (m, 1 H, Hβa), 2.12 – 1.99 (m, 

1 H, Hβb), 1.44 – 1.42 (m, 18 H, C(CH3)3-Ester, C(CH3)3-Boc) ppm. 

13
C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 171.8 (C=O-Ester, K1), 171.7 (C=O-Ester, K2), 154.2 (C=O-Boc, K2), 

154.0 (C=O-Boc, K1), 92.1 (d, J = 178.5 Hz, Cγ, K2), 91.2 (d, J = 178.5 Hz, Cγ, K1), 81.6 (C(CH3)3-Ester, 

K2), 81.5 (C(CH3)3-Ester, K1), 80.5 (C(CH3)3-Boc, K1), 80.3 (C(CH3)3-Boc, K2), 58.3 (Cα), 53.4 (d, JδC,F = 

22.8 Hz, Cδ, K2), 53.1 (d, J = 22.7 Hz, Cδ, K1), 37.8 (d, JβC,F = 22.8 Hz, Cβ, K1), 36.7 (d, JβC,F = 22.6 Hz, Cβ, 

K2), 28.5 (C(CH3)3-Ester), 28.2 (C(CH3)3-Boc, K1), 28.1 (C(CH3)3-Boc, K2) ppm.
  

19
F-NMR (280 MHz, CDCl3): δ = -176.5 – -177.1 (m, K1), -177.3 – -177.9 (m, K2) ppm. 
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5.4.8 Synthese von N-(9-H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-trans-4-fluor-L-prolin (47) 

 (N-Fmoc-trans-4F-Pro) 

 

 Bei 0 °C wurden 226 mg (0.78 mmol, 1.0 Äquiv.) N-Boc-trans-4F-L-Pro-OtBu 54 in 0.8 mL Anisol 

gelöst und tropfenweise mit 8 mL Trifluoressigsäure versetzt. Die Lösung wurde anschließend bei 

Raumtemperatur 2.5 h gerührt und erneut mit 25 mL Toluol versetzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum 

entfernt, der Rückstand wurde fünfmal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan 

kodestilliert. Der verbleibende Rückstand wurde in 15 mL eines Gemisches aus Aceton und Wasser (1:1) 

gelöst und mit 131 mg (1.56 mmol, 2.0 Äquiv.) Natriumhydrogencarbonat versetzt. Unter Rühren wurden 

portionsweise 263 mg (0.78 mmol, 1.0 Äquiv.) N-(9-H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-

succinimidylcarbonat zugesetzt und das Reaktionsgemisch 4 d bei Raumtemperatur gerührt. Mit verdünnter 

Salzsäure (1 M) wurde die Reaktioslösung auf einen pH-Wert von 2 angesäuert. Anschließend wurde das 

Aceton im Vakuum entfernt und der Rückstand wurde dreimal mit je 15 mL Dichlormethan extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 15 mL verdünnter Salzsäure (1 M) und zweimal mit 

je 15 mL Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum 

entfernt und das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) 

gereinigt. 

Man erhielt 266 mg (0.75 mmol, 96%) N-Fmoc-trans-4F-Pro 47 als gelblichen amorphen Feststoff.  

Rf (
C
Hex/EtOAc/AcOH = 10:10:1) = 0.26. 

HPLC (0 min: 4% MeCN + 0.1% TFA, 96% H2O + 0.1% TFA → 15min: 100% MeCN + 0.1% TFA; 

Flussrate: 1 mL/min): tR = 14.83 min, λ = 214 nm. 

[α]𝐷
22 = (1.00, CH2Cl2) = -74.64. 

Masse/Molekulargewicht: C20H18FNO4 (355.36 g/mol) [355.1220]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 378.1111 ([M+Na]
+
, ber.: 378.1118). 

N-Fmoc-trans-4F-Pro 47 existiert als Gemisch zweier Konformere: K1 : K2 = 1.7 : 1. 

1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 7.75 – 7.69 (m, 2 H, H4-, H5-Fmoc), 7.56 – 7.51 (m, 2 H, H1-, H8-

Fmoc), 7.41 – 7.22 (m, 4 H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 5.22 (pd, JγH,F = 52.1 Hz, 1 H, Hγ), 4.58 – 4.35 (m, 

3 H, Hα, CH2-Fmoc), 4.27 – 4.10 (m, 1 H, H9-Fmoc), 4.04 – 3.86 (m, 1 H, Hδa), 3.65 – 3.54 (m, 1 H, Hδb), 

2.71 – 2.50 (m, 1 H, Hβa), 2.32 – 2.08 (m, 1 H, Hβb) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 176.9 (COOH, K1), 175.2 (COOH, K2), 156.0 (C=O-Fmoc, K1), 154.6 

(C=O-Fmoc, K2), 144.1, 143.8 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.0 (C3-, C6-Fmoc, K1), 127.9 

(C3-, C6-Fmoc, K2), 127.4 (C2-, C7-Fmoc, K1), 127.3 (C2-, C7-Fmoc, K2), 125.2 (C1-, C8-Fmoc, K2), 125.0 

(C1-, C8-Fmoc, K1), 120.3 (C4-, C5-Fmoc, K2), 120.1 (C4-, C5-Fmoc, K1), 91.5 (d, JγC,F = 179.5 Hz, Cγ-, 
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K1), 90.9 (d, JγC,F = 179.8 Hz, Cγ, K2), 68.4 (CH2-Fmoc, K1), 68.0 (CH2-Fmoc, K2), 58.0 (Cα, K1), 57.2 (Cα, 

K2), 53.8 (d, JδC,F = 23.1 Hz, Cδ, K2), 53.6 (d, JδC,F = 22.0 Hz, Cδ, K1), 47.4 (C9-Fmoc, K2), 47.3 (C9-Fmoc, 

K1), 37.9 (d, JβC,F = 22.8 Hz, Cβ, K2), 36.2 (d, JβC,F = 22.4 Hz, Cβ, K1) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, CDCl3): δ = -176.8 ‒ -177.5 (m, Fγ, K1), -177.6 ‒ -178.1 (m, Fγ, K2) ppm.  

  



5. EXPERIMENTELLER TEIL   

154 

 

  



  5. EXPERIMENTELLER TEIL 

155 

 

5.5 Synthesevorschriften des Triethylenglycolspacer 

5.5.1 Synthese von 12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansäure-tert-butylester (57)
[368, 385, 428]

  

 (HO-[TEG]-COOtBu) 

 

Zu einer Lösung von 32.0 mL (0.24 mol, 2.9 Äquiv.) wasserfreiem Triethylenglycol in 150 mL 

absol. THF wurden unter Argonatmosphäre 65.0 mg (2.83 mmol, 0.1 Äquiv.) Natrium gegeben. Nachdem 

das Natrium vollständig gelöst war, wurden 12.0 mL (83.3 mmol, 1.0 Äquiv.) Acrylsäure-tert-butylester 

zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde anschließend 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Durch Zugabe von 

2 mL verdünnter Salzsäure (1 N) wurde die Reaktionsmischung neutralisiert. Anschließend wurde das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der so erhaltene Rückstand wurde in 100 mL einer gesättigten 

Natriumchlorid-Lösung aufgenommen und dreimal mit je 50 mL EtOAc gewaschen. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden anschließend noch einmal mit 30 mL einer gesättigten Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das 

Rohprodukt wurde ohne zusätzliche Reinigung weiter umgesetzt.  

Man erhielt 19.8 g (71.3 mmol, 86%) HO-[TEG]-COOtBu 57 als farblose Flüssigkeit. 

Rf (EtOAc) = 0.35. 

Masse/Molekulargewicht: C13H26O6 (278.35 g/mol) [278.1729]. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[385, 429]

  

5.5.2 Synthese von 12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecansäure-tert-butylester (58)
[368, 385, 428, 429]

 

 (N3-[TEG]-COOtBu) 

 

Eine Lösung von 19.0 g (68.3 mmol, 1.0 Äquiv.) HO-[TEG]-COOtBu 57 in 170 mL absol. 

Dichlormethan wurde mit 16.5 mL (116 mmol, 1.7 Äquiv.) Triethylamin versetzt und auf 0 °C abgekühlt. 

Langsam wurden unter Rühren 8.26 mL (109 mmol, 1.6 Äquiv.) Methansulfonsäurechlorid zugetropft. Die 

Reaktionsmischung wurde anschließend 4.5 h gerührt. Das entstandene Triethylaminhydrochlorid wurde mit 

Hyflo
®
 abfiltriert und der Filterrückstand wurde mit 50 mL Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde 

zweimal mit 20 mL Eiswasser und einmal mit 20 mL einer gesättigten Natriumchlorid-Lösung gewaschen 

und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, wobei 25.7 g eines 

gelblichen Öls erhalten wurden. Dieser Rückstand wurde in 100 mL DMF aufgenommen, mit 26.7 g 

(410 mmol, 6.0 Äquiv.) Natriumazid versetzt und bei 60 °C 15 h gerührt. Das DMF wurde anschließend im 

Vakuum entfernt und der Rückstand wurde in 50 mL Wasser gelöst. Die wässrige Phase wurde dreimal mit 
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jeweils 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat 

getrocknet und das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (
C
Hex/EtOAc 3:1→ 2:1). 

Man erhielt 18.2 g (60.1 mmol, 88%) N3-[TEG]-COOtBu 58 als farblose Flüssigkeit. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.34. 

Masse/Molekulargewicht: C13H25N3O5 (303.36 g/mol) [303.1794]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 327.1718 ([M+Na+H]
+
, ber.: 327.1770). 

1
H-NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 3.66 – 3.52 (m, 12 H, OCH2), 3.30 (t, JCH2CH2 = 5.1 Hz, 2 H, N3CH2), 2.41 

(t, JCH2CH2 = 6.6 Hz, 2 H, CH2), 1.36 (s, 9 H, C(CH3)3-Ester) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[385, 428, 429]

 

5.5.3 Synthese von 12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecansäure-tert-butylester
[368, 428, 430]

 

 (NH2-[TEG]-COOtBu) 

 

Eine Pipettenspitze Raney-Nickel in Wasser wurde mehrmals mit Isopropanol gewaschen und als 

Suspension zu einer Lösung von 18.0 g (59.3 mmol) N3-[TEG]-COOtBu 58, gelöst in 140 mL Isopropanol, 

gegeben. Durch wiederholtes Anlegen von Vakuum und Belüften mit Argon wurde die Reaktionsmischung 

von Sauerstoff befreit und anschließend mit Wasserstoff überschichtet. Die Lösung wurde 18 h unter 

Wasserstoffatmosphäre gerührt. Das Raney-Nickel wurde mit Hyflo
®
 abfiltriert und das Filtrat wurde im 

Vakuum vom Lösungsmittel befreit. Der erhaltene Rückstand wurde ohne zusätzliche Reinigung weiter 

umgesetzt. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[430]

  

Masse/Molekulargewicht: C13H27NO5 (277.36 g/mol) [277.1889]. 

5.5.4 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-12-amido-4,7,9-trioxadecan-säure-tert-

butylester (59)
[368, 430]

 

 (FmocNH-[TEG]-COOtBu) 

 

Zu einer Lösung von 16.5 (59.5 mmol, 1.0 Äquiv.) NH2-[TEG]-COOtBu 58 in einer Mischung aus 

Aceton und Wasser (1:1) wurden 5.52 g (65.4 mmol, 1.1 Äquiv.) Natrium-hydrogencarbonat gegeben. Unter 
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Rühren wurde die Reaktionsmischung portionsweise mit 23.0 g (68.4 mmol, 1.2 Äquiv.) Fmoc-OSu versetzt 

und 7 d stark gerührt. Anschließend wurde die Reaktionslösung mit halbkonzentrierter Salzsäure auf 

pH = 5.5 angesäuert, wobei sich das Produkt als Öl abschied. Das Aceton wurde im Vakuum entfernt und das 

Produkt wurde viermal mit jeweils 60 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit 150 mL 

verdünnter Salzsäure (1 N) und 150 mL Wasser gewaschen und anschließend mit Magnesiumsulfat 

getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde flash-

chromatographisch an Kieselgel (
C
Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.  

Man erhielt 25.8 g (51.7 mmol, 87% über zwei Stufen) FmocNH-[TEG]-COOtBu 59 als gelbes Öl. 

Rf (
C
Hex/EtOAc = 2:1) = 0.12. 

Masse/Molekulargewicht: C28H37NO7 (499.60 g/mol) [499.2570]. 

1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 7.74 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.4 Hz, 2 H, H4-, H5- Fmoc), 7.58 (d, JH1,H2 = 

JH8,H7 = 7.4 Hz, 2 H, H1-, H8- Fmoc), 7.40 – 7.26 (m, 4 H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 5.38 (sb, 1 H, NH-

Urethan), 4.38 (d, JCH2CH = 6.9 Hz, 2 H, CH2-Fmoc), 4.20 (t, JH9,CH2 = 6.7 Hz, 1 H, H9-Fmoc), 3.70 – 3.53 

(m, 12 H, 6 × OCH2), 3.40 – 3.35 (m, 2 H, 12-CH2), 2.47 (t, JCH2CH2 = 6.6 Hz, 2 H, 2-CH2), 1.42 (s, 9 H, 

C(CH3)3-Ester) ppm. 

13
C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 171.1 (C=O-Ester), 156.7 (C=O-Urethan), 144.2 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 

(C4a-, C5a-Fmoc), 127.8 (C3-,C6-Fmoc), 127.2 (C2-, C7-Fmoc), 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 120.1 (C4-, C5-

Fmoc), 80.7 (C(CH3)3-Ester), 76.6 (CH2-11), 70.8, 70.7, 70.6, 70.3 (CH2-9, CH2-8, CH2-5, CH2-6), 67.1 

(CH2-3), 66.8 (CH2-Fmoc), 47.5 (C9-Fmoc), 41.2 (FmocHNCH2), 36.4 (2-CH2), 28.3 (C(CH3)3-Ester) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[368, 430]

 

5.5.5 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-12-amido-4,7,9-trioxadecansäure (60)
[368, 

430]
 

 (FmocNH-[TEG]-COOH) 

 

Es wurden 25.0 g (50.0 mmol) FmocNH-[TEG]-COOtBu 59 in einer Mischung aus 30 mL 

Trifluoressigsäure und 3 mL Wasser 2.5 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die 

Reaktionslösung mit 50 mL Toluol verdünnt und im Vakuum eingeengt. Der erhaltene Rückstand wurde 

dreimal mit jeweils 50 mL Toluol und dreimal mit jeweils 50 mL Dichlormethan kodestilliert.  

Man erhielt 22.2 g (50.0 mmol, quant.) FmocNH-[TEG]-COOH 60 als gelbes Öl. 

Rf (CH2Cl2/MeOH/HOAc = 40:1:0.5) = 0.17. 

Masse/Molekulargewicht: C24H29NO7 (443.50 g/mol) [443.1944]. 
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1
H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 10.42 (sb, 1 H, COOH), 7.74 (d, JH4,H3 = JH5,H6 = 7.6 Hz, 2 H, H4-, H5-

Fmoc), 7.58 – 7.55 (m, 2 H, H1-, H8-Fmoc), 7.39 – 7.14 (m, 4 H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.55 (sb, 1 H, 

NH-Urethan), 4.47 – 4.42 (m, 2 H, CH2-Fmoc), 4.26 – 4.17 (m, 1 H, H9-Fmoc), 3.76 – 3.56 (m, 12 H, 6 × 

OCH2), 3.41 – 3.28 (m, 2 H, 12-CH2), 2.59 (t, JCH2,CH2 = 6.0 Hz, 2 H, 2-CH2) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ = 176.1 (COOH), 144.0 (C1a-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.9 

(C3-, C6-Fmoc), 127.3 (C2-, C7-Fmoc), 125.5 (C1-, C8-Fmoc), 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 70.7, 70.4, 70.2 (4 × 

OCH2), 66.5 (CH2-3), 47.4 (CH2-12), 34.9 (CH2-2) ppm. 

Weitere analytische Daten siehe Literatur.
[368, 430]
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5.6 Synthesevorschriften der Peptide zum Einsatz als Vakzin-Vorstufe 

5.6.1 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-

alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (61)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-

Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst für 40 s unter 26 W 

und einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-

pyrrolidone (NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen 

Temperatur von 80 °C noch einmal für 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter 

Mikrowellenbestrahlung mit maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu 

wurden die kommerziell erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 

4.0 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

0.5 M HBTU, HOBt · H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF 

(0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid für 5 min zur Reaktion gebracht. Für die Aminosäure 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen verwendet. So erfolgte 

bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den 

Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure für 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss für 

5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin 

dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen 

Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird 

abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren-Entschützung 

mit Piperidin in NMP (20% v/v, 7 mL) durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan für 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 
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(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 48 mg (23%, 0.02 mmol) des Peptids 61 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 12.2 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C89H144N26O32 (2090.28 g/mol) [2089.0440].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 697.6905 ([M+3H]
3+

, ber.: 697.3558), 1056.0314 ([M+2H]
2+

, ber.: 1045,5298). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 14.22 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.32 – 8.15 (m, 3 H, D

NH
 

{8.23}, G1
NH

 {8.22}, G2
NH

 {8.20}), 8.13 – 8.04 (m, 3 H, A3
NH

 {8.09}, H
NH

, A2
NH

 {8.05}), 8.02 (d, JVNH,Vα = 

7.9 Hz, 1 H, V
NH

), 7.99 – 7.92 (m, 3 H, R
NH

, A1,4
NH

 {7.95}), 7.87 (d, JTNH,T2α = 8.0 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.84 – 

7.74 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.79}), 7.71 (d, JTNH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, T3
NH

), 7.55 – 7.51 (m, 1 H, R
NH

 {7.53}), 7.38 (s, 

1 H, H
δ
), 7.31 (d, JTNH,T1α = 8.1 Hz, 1 H, T1

NH
), 4.61 – 4.34 (m, 8 H, R

α 
{4.49}, D

α
 {4.55}, A2

α
, H

α
 {4.58}, 

P2,3
α
 {4.51}, A3

α
 {4.47}, S1

α 
{4.39}), 4.33 – 4.24 (m, 6 H, P1

α
 {4.33}, S2

α
, T2

α
, V

α
 {4.31}, P4,5

α
 {4.29}), 4.22 

– 4.12 (m, 4 H, T3
α
 {4.20}, T1

α
, A4

α 
{4.19}, A1

α
 {4.18}), 4.08 – 4.03 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 3.99 -3.84 (m, 4 H, 

T2
β
 {3.97}, T1

β
 {3.94}, G1

α
 {3.87}), 3.82 – 3.61 (m, 6 H, G2

α
 {3.72}, S1

β
 {3.64}, P1

δ
 {3.63}), 3.61 – 3.43 (m, 

22 H, S2
β
 {3.60}, 2 × OCH2 {3.59}, P2,5

δ
 {3.57}, 2 × OCH2 {3.55}, 2 × OCH2, P3,4

δ
 {3.50}), 3.15 – 3.04 (m, 

3 H, H
βb

 {3.12}, R
δ
 {3.11}), 3.01 – 2.93 (m, 3 H, H

βa
 {2.99}, H2NCH2 {2.98}), 2.74 (dd, JDβa, Dβb = 16.6 Hz, 

JDβa, Dα = 6.1 Hz, 1 H, D
βa

), 2.62 -2.41 (m, 3 H, CH2aCO {2.56}, CH2bCO {2.46}, D
βb

 {2.52}), 2.14 – 1.66 

(m, 23 H, P3
βa

 {2.11}, P1,2,4,5
βa

 {2.04}, V
β
 {2.00}, P2

γ
 {1.94}, P3

γ
 {1.92}, P1,4,5

γ
, R

γa 
{1.85}, P1,5

βb
 {1.84}, P3

βb
 

{1.80}, P2,4
βb

 {1.77}, R
βa

 {1.71}), 1.52 (bs, 2 H, R
βb

, R
γb

), 1.26 (d, JA1β,A1α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.21 – 1.14 

(m, 9 H, A1,2
β
 {1.18}, A3

β
 {1.19}), 1.05 (d, JT3γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.03 (d, JT2γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 

(d, JT1γ,Tβ = 6.3 Hz, 3 H, T1
γ
), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γb
), 0.83 (d, JVγa, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.4 (A1

C=O
), 171.9 (D

γ
), 170.9 (A3

C=O
, V

C=O
), 170.5 

(A2
C=O

), 170.4 (D
C=O

), 170.2 (P
C=O

), 170.1 (P
C=O

), 170.0 (H
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 169.5 (T2,1
C=O

), 169.4 (S2
C=O

), 

169.3 (P
C=O

), 169.2 (G1
C=O

), 168.9 (S1
C=O

, G2
C=O

), 168.8 (P
C=O

), 168.6 (CH2CO), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.1 

(H
γ
), 117.1 (H

δ
), 69.7 (2 × OCH2), 69.6 (2 × OCH2), 66.9 (T1

β
), 66.7 (OCH2), 66.6 (T2

β
), 66.3 (OCH2), 66.2 

(T3
β
), 61.8 (S1

β
), 61.6 (S2

β
), 59.2 (P1,4,5

α
), 58.0 (T3

α
), 57.9 (T1

α
), 57.8 (T2

α
, V

α
), 57.6 (P2,3

α
), 54.9 (S1

α
), 54.8 

(S2
α
), 51.4 (H

α
), 50.1 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.4 (A1

α
), 46.7 (P1-5

δ
, A4

α
), 46.5 (A2

α
), 46.3 (A3

α
), 42.0 (G2

α
), 41.9 

(G1
α
), 40.6 (R

δ
), 38.7 (H2NCH2), 35.6 (D

β
), 34.2 (CH2CO), 30.6 (V

β
), 29.1 (P1,2,4,5

β
), 28.3 (R

β
), 28.1 (P3

β
), 

27.1 (H
β
), 24.5 (P1,2,4,5

γ
, R

γ
), 24.3 (P3

γ
), 19.8 (T3

γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.6 (A1

β
), 

17.2 (A4
β
), 16.8 (A2

β
), 16.7 (A3

β
), ppm. 
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5.6.2 Synthese von 1-(Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-

histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-

propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (76)  

 (EtO-Squarat-HN(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-

Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 29 mg (13.8 µmol, 1.0 Äquiv.) Peptid 61 wurden in 5 mL einer Mischung aus Wasser und Ethanol 

(1:1) gelöst und mit 2.14 µL (2.46 mg, 14.5 µmol, 1.1 Äquiv.) 3,4‐Diethoxy‐3‐cyclobuten-1,2‐dion versetzt. 

Langsam wurden geringe Mengen (ca 20 µL) an gesättigter Natriumcarbonatlösung portionsweise 

zugegeben, bis ein pH-Wert von maximal 8 erreicht ist. Die Reaktionslösung wurde für 2.5 h zur Reaktion 

gebracht und im Anschluss mit 1 M Essigsäure neutralisiert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt 

und das Rohpeptid lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 19 mg (62%, 8.5 µmol) des Peptids 76 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 12.9 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C95H148N26O35 (2214.38 g/mol) [2213.0600].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 1107.5363 ([M+2H]
2+

, ber.: 1107.5378), 1129.5192 ([M+2Na]
2+

, ber.: 

1129.5192), 1145.49994 ([M+2K]
2+

, ber.: 1145.4932). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.15 (bs, 1 H, COOH), 8.93 (s, 1 H, H

ε
), 8.23 (d, JDNH,D2α = 7.8 Hz, 

1 H, D
NH

), 8.21 – 8.15 (m, 2 H, G2
NH

 {8.20}, G1
NH

 {8.18}), 8.13 – 7.97 (m, 4 H, A3
NH

 {8.11}, A1
NH

 {8.09}, 

H
NH

 {8.02}, V
NH

 {8.01}), 7.97 – 7.91 (m, 2 H, R
NH

 {7.96}, A4
NH

 {7.95}), 7.87 (d, JTNH,T2α = 8.1 Hz, 1 H, 

T2
NH

), 7.81 – 7.76 (m, 2 H, S1
NH

 {7.79}, S2
NH

 {7.77}), 7.71 (d, JT3NH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, T3
NH

), 7.68 – 7.61 (m, 

1 H, A2
NH

 {7.63}), 7.47 (bs, 1 H, R
NH

), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.31 (d, JTNH,T1α = 8.3 Hz, 1 H, T1

NH
), 4.60 – 4.52 

(m, 3 H, H
α
 {4.56}, D

α
 {4.55}, A1

α
 {4.53}), 4.52 – 4.40 (m, 3 H, R

α 
{4.50}, P3

α
 {4.49}, A3

α
 {4.46}), 4.40 – 

4.24 (m, 8 H, S1
α 

{4.38}, P4
α
 {4.33}, P2

 α
 {4.32}, T2

α
 {4.31}, V

α
 {4.30}, S2

α
 {4.29}, P1,5

α
 {4.27}), 4.22 – 4.12 

(m, 4 H, T1,3
α
 {4.20}, A4

α 
{4.18}, A2

α
 {4.16}), 4.09 – 4.04 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 4.00 – 3.84 (m, 4 H, T2

β
 

{3.97}, T1
β
 {3.94}, G1

α
 {3.87}), 3.77 – 3.67 (m, 2 H, G2

α
 {3.72}), 3.67 – 3.53 (m, 12 H, S1

βa
 {3.64}, P1

δ
 

{3.63}, S2
βa

 {3.60}, OCH2 {3.58}, P2
δ
, S1

βb
 {3.57}, S2

βb
 {3.55}, P3

δ
 {3.54}), 3.53 – 3.25 (m, 16 H, OCH2 

{3.51}, P5
δ
, 2 × OCH2 {3.50}, P4

δ
 {3.49}, 2 × OCH2 {3.47}, HNCH2 {3.43}), 3.16 – 3.04 (m, 3 H, H

βb
 

{3.13}, R
δ
 {3.09}), 3.00 – 2.98 (m, 1 H, H

βa
 {2.98}), 2.74 (dd, JDβa,Dβb = 16.3 Hz, JDβa,Dα = 6.0 Hz, 1 H, D

βa
), 

2.59 – 2.40 (m, 3 H, CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.51}, CH2bCO {2.45}), 2.13 – 1.66 (m, 23 H, P3
βa

 {2.10}, P2
βa

 

{2.04}, P5
βa

 {2.03}, P1,4
βa

 {2.01}, V
β
 {2.00}, P3

γ
 {1.92}, P1,2,4,5

γ
, R

γa 
{1.85}, P1,2,5

βb
 {1.84}, P3

βb
 {1.79}, P4

βb
 

{1.77}, R
βa

 {1.70}), 1.52 (bs, 2 H, R
βb

, R
γb

), 1.26 (d, JA1β,A1α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.21 – 1.12 (m, 9 H, A1-3

β
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{1.18}), 1.05 (d, JTγ3,Tβ3 = 6.4 Hz, 3 H, T3
γ
), 1.03 (d, JTγ2,Tβ2 = 6.2 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JTγ1,Tβ1 = 6.3 Hz, 3 H, 

T1
γ
), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.83 (d, JVγa, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 188.8, 183.3 (2 × C=O-Squarat), 173.8 (A4

C=O
), 172.3 (A2

C=O
), 171.9 

(2 × P
C=O

), 171.8 (D
γ
), 171.2 (P

C=O
), 171.0 (V

C=O
), 170.9 (A3

C=O
), 170.8 (P

C=O
), 170.5 (A1

C=O
), 170.1 (D

C=O
), 

170.0 (S1
C=O

), 169.9 (H
C=O

), 169.6 (T1,3
C=O

), 169.4 (T2
C=O

), 169.2 (P
C=O

, R
C=O

), 168.8 (G2
C=O

), 168.7 (G1
C=O

), 

168.6 (S2
C=O

), 168.5 (CH2CO), 156.7 (C=C-Squarat), 156.6 (R
ε
), 133.6 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 117.0 (H

δ
), 69.7 (4 × 

OCH2), 68.7 (CH3CH2-Squarat), 66.8 (T1
β
), 66.5 (T2

β
), 66.4 (OCH2), 66.3 (OCH2), 66.2 (T3

β
), 61.7 (S1

β
), 61.6 

(S2
β
), 59.6 (P1,5

α
), 59.1 (P2,4

α
), 58.0 (T3

α
), 57.7 (P3

α
, T1,2

α
, V

α
), 54.9 (S1

α
), 54.8 (S2

α
), 51.3 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.5 

(D
α
), 48.5 (A2

α
), 47.6 (A4

α
), 46.7 (P1,3-5

δ
), 46.6 (P2

δ
), 46.5 (A1

α
), 46.2 (A3

α
), 43.7 (HNCH2), 41.9 (G1,2

α
), 40.5 

(R
δ
), 35.6 (D

β
), 34.2 (CH2CO), 30.5 (V

β
), 28.8 (P1,4,5

β
), 28.9 (P2

β
), 28.3 (R

β
), 28.1 (P3

β
), 27.0 (H

β
), 24.7 (P5

γ
), 

24.5 (P1,4
γ
, R

γ
), 24.4 (P2

γ
), 24.3 (P3

γ
), 19.8 (T3

γ
), 19.5 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.2 (A4

β
), 17.3 

(A2
β
), 16.8 (A1

β
), 16.5 (A3

β
), 15.6 (CH3CH2-Squarat) ppm.  

5.6.3 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (62)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-

4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 
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Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren 

Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 

5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 

35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 82 mg (39%, 0.03 mmol) des Peptids 62 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 10.3 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C89H142F2N26O32 (2126.26 g/mol) [2125.0252].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 709.3498 ([M+3H]
3+

, ber.: 709.3495), 716.6771 ([M+2H+Na]
3+

, ber.: 

716.6767), 1062.0032 ([M+2H]
2+

, ber.: 1063.5204). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 14.29 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.30 – 8.12 (m, 3 H, G1,2

NH
 

{8.20}, A3
NH

 {8.14}), 8.11 – 7.69 (m, 11 H, H
NH

 {8.05}, V
NH

 {8.02}, A2
NH

, D
NH

 {8.00}, R
NH

 {7.99}, A4
NH

 

{7.95}, A1
NH

 {7.90}, T2
NH

 {7.86}, S2
NH

 {7.81}, S1
NH

 {7.80}, T3
NH

 {7.71}), 7.52 (bs, 1 H, R
NH

), 7.38 (s, 1 H, 

H
δ
), 7.29 – 7.23 (m, 1 H, T1

NH
), 5.34 (bs, 1 H, FP1

γ
), 5.25 (bs, 1 H, FP2

γ
), 4.67 – 4.35 (m, 9 H, D

α
 {4.61}, H

α
 

{4.57}, A3
α
 {4.54}, A1

α
 {4.52}, R

α
 {4.46}, FP2

α
 {4.44}, FP1

α
 {4.43}, P3

α
, S1

α
 {4.38}), 4.35 – 4.23 (m, 5 H, 

T2
α
 {4.31}, V

α
 {4.30}, P1,2

α
 {4.28}, S2

α 
{4.27}), 4.23 – 4.09 (m, 4 H, T3

α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, T1

α
 {4.17}, A2

α
 

{4.16}), 4.09 – 3.82 (m, 7 H, T3
β
 {4.06}, T2

β
 {3.97}, FP1

δb
 {3.96},T1

β
, FP2

δb
 {3.92}, G1

α
 {3.89}), 3.82 – 3.44 

(m, 26 H, FP1
δa

 {3.78}, FP2
δa

 {3.74}, G2
α
 {3.72}, S1

β
 {3.64}, P3

δ 
{3.62}, 2 × OCH2 {3.59}, P2

δ 
{3.57}, S2

β
 

{3.56}, 2 × OCH2 {3.55}, P1
δ 
{3.50}, 2 × OCH2 {3.49}), 3.19 – 3.03 (m, 3 H, H

βb
 {3.11}, R

δ 
{3.10}), 3.03 – 

2.90 (m, 3 H, H
βa

 {2.99}, H2NCH2 {2.97}), 2.74 – 2.35 (m, 7 H, D
βa

 {2.70}, CH2aCO {2.55}, CH2bCO 

{2.47}, D
βb

 {2.46}, FP1
βb

 {2.40}), 2.34 – 1.66 (m, 19 H, FP2
βb

 {2.34}, FP1
βa

 {2.17}, FP2
βa

 {2.14}, P1
βa

 

{2.11}, P2,3
βb

, V
β
 {2.00}, R

γb
 {1.93}, P3

γ
 {1.86}, P1

γ
, R

γa
 {1.85}, P2

γ
 {1.83}, P1

βb
 {1.79}, P2,3

βa
 {1.78}, R

βb
 

{1.73}), 1.55 (bs, 1 H, R
βa

), 1.26 (d, JA4β, A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.24 – 1.11 (m, 9 H, A3

β
 {1.20}, A2

β
 {1.18}, 
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A1
β
 {1.16}), 1.09 – 0.95 (m, 6 H, T3

γ
 {1.05}, T2

γ
 {1.03}, T1

γ
 {1.02}), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.83 

(d, JVγa, Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.4 (A2

C=O
), 172.0 (D

γ
), (P3

C=O
), 171.6 (P2

C=O
), 

171.1 (A3
C=O

), 170.9 (V
C=O

), 170.6 (A1
C=O

), 170.3 (D
C=O

), 170.2 (P1
C=O

), 170.1 (S1,2
C=O

), 170.0 (G1
C=O

, R
C=O

, 

H
C=O

), 169.8 (FP1,2
C=O

), 169.7 (T1,3
C=O

), 169.6 (T2
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 168.5 (CH2CO), 156.7 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 

129.0 (H
γ
), 117.1 (H

δ
), 93.0 (FP2

γ
), 91.9 (FP1

γ
), 69.6 (4 × OCH2), 66.8 (T1

β
), 66.7 (OCH2), 66.6 (T2

β
), 66.3 

(T3
β
), 66.2 (OCH2), 61.8 (S1

β
), 61.7 (S2

β
), 59.9 (P1

α
), 59.2 (P2

α
), 58.8 (P1

α
), 58.3 (FP1,2

α
), 58.1 (T1

α
), (T3

α
), 

57.8 (T2
α
), 57.7 (V

α
), 54.9 (S1,2

α
), 53.1 (FP1,2

δ
), 51.4 (H

α
), 50.2 (R

α
), 49.3 (D

α
), 48.5 (A2

α
), 47.7 (A4

α
), 46.7 

(P1-3
δ
), 46.6 (A3

α
), 46.2 (A1

α
), 42.0 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 38.7 (H2NCH2), 35.7 (D

β
), 35.6 (FP2

β
), 35.5 

(FP1
β
), 34.2 (CH2CO), 30.6 (V

β
), 28.8 (P2,3

β
), 28.3 (R

β
), 28.1 (P1

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P1-3

γ
), 24.4 (R

γ
), 19.8 

(T3
γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.6 (A2

β
), 17.2 (A4

β
), 16.9 (A1

β
), 16.8 (A3

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.9 – -174.7 (m, 1 F, FP1

γ
), -174.8 – -175.5 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 

5.6.4 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (63)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-

trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 
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das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren 

Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 

5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 

35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 74 mg (35%, 0.03 mmol) des Peptids 63 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 10.3 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C89H142F2N26O32 (2126.26 g/mol) [2125.0252].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 709.6833 ([M+3H]
3+

, ber.: 709.3495), 1064.0214 ([M+2H]
2+

, ber.: 1063.5204). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.15 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.41 (d, JDNH,Dα = 7.7 Hz, 

1 H, D
NH

), 8.28 (d, JA3NH,A3α = 7.1 Hz, 1 H, A3
NH

), 8.25 – 8.17 (m, 2 H, G1
NH

 {8.22}, G2
NH

 {8.21}), 8.14 (d, 

JA2NH,A2α = 7.9 Hz, 1 H, A2
NH

), 8.05 (d, JHNH,Hα = 8.0 Hz, 1 H, H
NH

), 8.02 (d, JVNH,Vα = 8.2 Hz, 2 H, V
NH

, R
NH

 

{8.01}), 8.00 (d, JA1NH,A1α = 7.0 Hz, 1 H, A1
NH

), 7.95 (d, JA4NH,A4α = 7.1 Hz, 1 H, A4
NH

), 7.87 (d, JT2NH,T2α = 

8.1 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.82 – 7.72 (m, 2 H, S1
NH

 {7.79}, S2
NH

 {7.77}), 7.70 (d, JT3NH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, T3
NH

), 

7.50 (bs, 1 H, R
NH

), 7.38 (s, 1 H, H
δ
), 7.36 (d, JT1NH,T1α = 8.1 Hz, 1 H, T1

NH
), 5.41 – 5.35 (m, 1 H, FP1

γ
 

{5.38}), 5.34 – 5.28 (m, 1 H, FP2
γ
 {5.32}), 4.60 – 4.53 (m, 2 H, H

α
 {4.57}, D

α
 {4.55}), 5.35 – 4.48 (m, 3 H, 

P3
α
 {4.51}, A2

α
 {4.50}, R

α
 {4.49}), 4.48 – 4.34 (m, 4 H, A3

α
 {4.46}, FP1,2

α
 {4.41}, S1

α
 {4.38}), 4.34 – 4.23 

(m, 5 H, S2
α 

{4.32}, T2
α
, V

α
 {4.31}, P1

α
 {4.29}, P2

α
 {4.27}), 4.23 – 4.13 (m, 4 H, T1

α
 {4.21}, T3

α
 {4.20}, A4

α
 

{4.18}, A1
α
 {4.16}), 4.11 – 3.85 (m, 7 H, FP2

δb
 {4.09}, T3

β
 {4.06}, FP1

δb
 {4.04}, T2

β
 {3.98}, T1

β
 {3.94}, G1

α
 

{3.89}), 3.77 – 3.61 (m, 8 H, FP1
δa

 {3.73}, G2
α
 {3.72}, FP2

δa
 {3.68}, S1

β
 {3.65}, P1

δ 
{3.63}), 3.61 – 3.43 (m, 

18 H, OCH2 {3.59}, S2
β
 {3.57}, 2 × OCH2 {3.56}, OCH2, P2

δ 
{3.54}, 2 × OCH2, P3

δ 
{3.50}), 3.15 – 3.04 (m, 

3 H, H
βb

 {3.13}, R
δ 

{3.09}), 3.01 – 2.94 (m, 3 H, H
βa

 {2.99}, H2NCH2 {2.98}), 2.73 (dd, JDβa,Dβb = 16.3 Hz, 

JDβa,Dα = 6.3 Hz, 1 H, D
βa

), 2.59 – 2.34 (m, 5 H, CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.52}, CH2bCO {2.47}, FP1
βb

 {2.39}, 

FP2
βb

 {2.37}), 2.14 – 1.65 (m, 18 H, P3
βb

 {2.11}, P2
βb

 {2.04}, FP1
βa

 {2.03}, V
β
 {2.01}, P1

βa
 {2.00}, FP2

βa
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{1.96}, P2
γ
, R

γb
 {1.95} {1.95}, P3

γ
 {1.92}, R

γa
 {1.87}, P1

γ
 {1.86}, P2

βa
 {1.84}, P3

βa
 {1.80}, P1

βb
 {1.78}, R

βb
 

{1.68}), 1.53 (bs, 1 H, R
βa

), 1.27 (d, JA4β, A4α = 7.2 Hz, 3 H, A4
β
), 1.21 (d, JA3β, A3α = 6.9 Hz, 3 H, A3

β
), 1.20 – 

1.17 (m, 6 H, A2
β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 1.06 (d, JTγ3,Tβ3 = 6.3 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.04 (d, JTγ2,Tβ2 = 6.2 Hz, 3 H, T2

γ
), 

1.00 (d, JTγ1,Tβ1 = 6.3 Hz, 3 H, T1
γ
), 0.87 (d, JVγb,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γb
), 0.83 (d, JVγa, Vβ = 6.9 Hz, 3 H, V

γa
) 

ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.3 (A1

C=O
), 171.9 (G2

C=O
, P2

C=O
), 171.8 (D

γ
), 171.5 

(P1
C=O

), 171.4 (V
C=O

), 171.0 (FP1,2
C=O

), 170.8 (A2,3
C=O

), 170.2 (P3
C=O

), 170.1 (D
C=O

, S1
C=O

), 170.0 (H
C=O

, 

S2
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 169.6 (T1,2
C=O

), 169.5 (R
C=O

), 168.8 (G1
C=O

), 168.4 (CH2CO), 156.7 (R
ε
), 133.5 (H

ε
), 

128.9 (H
γ
), 117.0 (H

δ
), 93.0 (FP2

γ
), 92.1 (FP1

γ
), 69.7 (4 × OCH2), 66.8 (T1

β
), 66.6 (OCH2, T2

β
), 66.3 (OCH2, 

T3
β
), 61.7 (S1,2

β
), 59.8 (P2

α
), 59.2 (P1

α
), 58.1 (FP1,2

α
), 58.0 (T1,3

α
), 57.8 (T2

α
, V

α
), 57.6 (P3

α
), 54.9 (S1

α
), 54.7 

(S2
α
), 53.4 (FP2

δ
), 53.3 (FP1

δ
), 51.4 (H

α
), 50.1 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.4 (A1

α
), 47.6 (A4

α
), 46.8 (P2,3

δ
), 46.6 (A2

α
, 

P1
δ
), 46.4 (A3

α
), 42.0 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.5 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.8 (FP2

β
), 35.6 (D

β
, FP1

β
), 34.2 (CH2CO), 

30.7 (V
β
), 29.0 (P2

β
), 28.8 (P1

β
), 28.1 (P3

β
, R

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P1,2

γ
, R

γ
), 24.3 (P3

γ
), 19.8 (T3

γ
), 19.5 (T1

γ
), 

19.3 (T2
γ
, V

γb
), 18.0 (V

γa
), 17.6 (A1

β
), 17.2 (A4

β
), 16.6 (A2

β
), 16.5 (A3

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -178.0 – -179.0 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 

5.6.5 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-

L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-

threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (64)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-

Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst für 40 s unter 26 W 

und einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-

pyrrolidone (NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen 

Temperatur von 80 °C noch einmal für 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter 

Mikrowellenbestrahlung mit maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu 

wurden die kommerziell erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 

4.0 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF 

(0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid für 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von 

Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung 
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zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren 

und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure für 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss für 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. 

Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die 

reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die 

Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-

terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan für 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 88 mg (41%, 0.04 mmol) des Peptids 64 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 12.1 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C89H142F2N26O32 (2126.26 g/mol) [2125.0252].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 709.6829 ([M+3H]
3+

, ber.: 709.3495), 1062.5071 ([M+2H]
2+

, ber.: 1063.5204). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.22 (bs, 1 H, COOH), 8.89 (s, 1 H, H

ε
), 8.66 – 8.55 (m, 1 H, H

NH
 

{8.60}), 8.32 – 7.75 (m, 12 H, G1
NH

 {8.23}, G2
NH

 {8.21}, A3
NH

 {8.14}, H
NH

 {8.12}, A2
NH

 {8.10}, V
NH

 

{8.04}, D
NH

 {8.00}, R
NH

 {7.96}, A4
NH

 {7.95}, T2
NH

 {7.87}, S1
NH

 {7.82}, S2
NH

 {7.79}), 7.73 – 7.68 (m, 2 H, 

A1
NH

 {7.72}, T3
NH

 {7.71}), 7.58 (bs, 1 H, R
NH

 {7.58}), 7.35 (s, 1 H, H
δ
), 7.28 – 7.23 (m, 1 H, T1

NH
 {7.25}), 

5.41 – 5.22 (m, 2 H, FP1
γ
 {5.37}, FP2

γ
 {5.28}), 4.68 – 4.51 (m, 3 H, D

α
 {4.62}, H

α
 {4.58}, A3

α
 {4.54}), 4.50 

– 4.35 (m, 6 H, R
α
 {4.48}, P1

α
, FP1

α
, A2

α
 {4.46}, FP2

α
 {4.42}, S2

α
 {4.38}), 4.34 – 4.22 (m, 6 H, P2

α
 {4.32}, 

T2
α
, V

α 
{4.31}, S1

α
 {4.28}, P3

α
 {4.27}, A1

α
 {4.24}), 4.22 – 4.11 (m, 3 H, T1,3

α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}), 4.09 – 

4.00 (m, 2 H, T3
β
 {4.06}, FP1

δb
 {4.02}), 4.00 – 3.83 (m, 6 H, T2

β
 {3.98}, T1

β
 {3.92}, FP2

δb
, G2

α
 {3.87}, FP1

δa
 

{3.85}), 3.79 – 3.68 (m, 3 H, FP2
δa

 {3.73}, G1
α
 {3.71}), 3.66 – 3.45 (m, 22 H, P2

δa
 {3.65}, S2

β
 {3.64}, S1

β
 

{3.60}, OCH2 {3.59}, OCH2 {3.58}, P3
δ
 {3.56}, 2 × OCH2, P1

δ
 {3.55}, P2

δb
 {3.50}, 2 × OCH2 {3.49}), 3.09 

(bs, 3 H, H
βb

 {3.09}, R
δ 

{3.08}), 2.97 (bs, 3 H, H
βa

 {2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.72 – 2.66 (m, 1 H, D
βa
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{2.69}), 2.62 – 2.28 (m, 7 H, CH2aCO {2.58}, CH2bCO {2.49}, D
βb

 {2.46}, FP1
βb

 {2.39}, FP2
βb

 {2.32}), 2.26 

– 2.11 (m, 3 H, FP1
βa

 {2.22}, FP2
βa

 {2.20}, P1
βb

 {2.16}), 2.09 – 1.91 (m, 9 H, P2,3
βb

 {2.02}, V
β
 {2.00}, P1,3

γ
 

{1.95}), 1.90 – 1.65 (m, 6 H, P1
βa

 {1.88}, P2
γ
, P2,3

βa
 {1.84}, R

βb
 {1.70}), 1.53 (bs, 3 H, R

γ
, R

βa
), 1.26 (d, 

JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.23 – 1.13 (m, 9 H, A3

β
 {1.20}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.16}), 1.05 (d, JT3γ,T3β = 

6.5 Hz, 3 H, T3
γ
), 1.04 – 0.98 (m, 6 H, T2

γ
 {1.02}, T1

γ
 {1.01}), 0.86 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
), 0.82 (d, 

JVγb, Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.2 (A1

C=O
), 172.0 (P2,3

C=O
, D

γ
), 171.8 (A3

C=O
), 171.1 

(P1
C=O

), 171.0 (A2
C=O

), 170.9 (V
C=O

), 170.4 (FP2
C=O

), 170.2 (FP1
C=O

, D
C=O

, T1
C=O

), 170.1 (S2
C=O

), 170.0 

(G1
C=O

, H
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 169.5 (S1
C=O

, T2
C=O

), 169.4 (R
C=O

), 169.2 (G2
C=O

), 168.7 (CH2CO), 156.8 (R
ε
), 

133.7 (H
ε
), 129.1 (H

γ
), 117.1 (H

δ
), 93.2 (FP2

γ
), 92.0 (FP1

γ
), 69.6 (OCH2), 66.8 (T1

β
), 66.6 (OCH2, T2

β
), 66.2 

(OCH2, T3
β
), 61.7 (S2

β
), 61.5 (S1

β
), 59.8 (P3

α
), 59.1 (P2

α
), 58.8 (FP2

α
), 58.2 (FP1

α
), 58.0 (T1,3

α
), 57.8 (T2

α
, V

α
), 

57.7 (P1
α
), 54.9 (S1,2

α
), 53.3 (FP1

δ
), 53.0 (FP1

δ
), 51.5 (H

α
), 50.1 (R

α
), 49.2 (D

α
), 48.2 (A1

α
), 47.6 (A4

α
), 47.3 

(P1,3
δ
), 46.8 (P2

δ
), 46.6 (A3

α
), 46.3 (A2

α
), 42.0 (G1

α
), 41.9 (G2

α
), 40.5 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.7 (D

β
), 35.3 

(FP1
β
), 35.2 (FP2

β
), 34.2 (CH2CO), 30.6 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.3 (P1

β
), 28.2 (R

β
), 27.1 (H

β
), 24.5 (P1-3

γ
, R

γ
), 

19.8 (T3
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.2 (V

γa
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γb
), 17.9 (A1

β
), 17.2 (A4

β
), 16.8 (A3

β
), 16.6 (A2

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.3 – -175.0 (m, 1 F, FP1

γ
), -175.3 – -176.2 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 

5.6.6 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-

alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-

L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (65)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-

Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle 
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Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren 

Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 

5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 

35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 163 mg (77%, 0.08 mmol) des Peptids 65 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 10.2 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C89H142F2N26O32 (2126.26 g/mol) [2125.0252].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 709.3493 ([M+3H]
3+

, ber.: 709.3495), 1064.0217 ([M+2H]
2+

, ber.: 1063.5204). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.19 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.46 – 8.16 (m, 4 H, D

NH
 

{8.41}, G1,2
NH

 {8.20}, A1
NH

 {8.13}), 8.16 – 7.85 (m, 7 H, A3
NH

 {8.10}, H
NH

 {8.06}, V
NH

 {8.03}, R
NH

 

{7.96}, A4
NH

 {7.95}, T2
NH

 {7.88}, A2
NH

 {7.85}), 7.85 – 7.67 (m, 3 H, S1
NH

 {7.81}, S2
NH

 {7.78}, T3
NH

 

{7.70}), 7.54 – 7.33 (m, 2 H, R
NH

 {7.48}, H
δ
, T1

NH
 {7.36}), 5.40 (ps, 1 H, FP1

γ
), 5.33 (ps, 1 H, FP2

γ
), 4.65 – 

4.13 (m, 18 H, H
α
, P3

α
 {4.56}, D

α
 {4.54}, A1

α
 {4.50}, R

α
 {4.49}, FP1

α
 {4.48}, A3

α
 {4.46}, FP2

α
 {4.40}, S2

α
 

{4.38}, S1
α
 {4.32}, P1

α
 {4.31}, V

α 
{4.30}, T2

α
 {4.29}, P2

α
 {4.27}, T1,3

α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, A2

α
 {4.17}), 4.10 

– 3.83 (m, 7 H, FP1
δb

 {4.06}, FP2
δb

, T3
β
 {4.04}, T2

β
 {3.98}, T1

β
 {3.96}, G1

α
 {3.87}), 3.81 – 3.31 (m, 26 H, 

G2
α
 {3.72}, FP1

δa
 {3.71}, FP2

δa
 {3.67}, S1

β
 {3.65}, P2

δa
 {3.63}, OCH2 {3.58}, P3

δ
 {3.57}, S2

β
 {3.56}, 2 × 

OCH2 {3.55}, OCH2 {3.53}, P1
δ
 {3.52}, 2 × OCH2 {3.50}, P2

δb
 {3.48}), 3.17 – 3.04 (m, 3 H, H

βb
, R

δ
 

{3.10}), 3.04 – 2.84 (m, 3 H, H2NCH2, H
βa

 {2.97}), 2.61 – 2.31 (m, 8 H, D
βa

 {2.72}, CH2aCO {2.56}, D
βb

 

{2.52}, CH2bCO {2.46}, FP1
β
 {2.38}, FP2

β
 {2.36}), 2.10 – 1.65 (m, 14 H, P2

βa
 {2.06}, P3

βa
 {2.04}, P1

βa
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{2.03}, V
β
 {2.01}, P3

γ
 {1.95}, P3

βb
, P1,2

γ
 {1.84}, P1

βb
 {1.83}, P2

βb
 {1.77}, R

βb
 {1.70}), 1.52 (bs, 3 H, R

γ
, R

βa
), 

1.26 (d, JA4β,A4α = 7.4 Hz, 3 H, A4
β
), 1.24 – 1.12 (m, 9 H, A1

β
 {1.22}, A3

β
 {1.19}, A2

β
 {1.18}), 1.05 (d, JT3γ,T3β 

= 6.4 Hz, 3 H, T3
γ
), 1.04 (d, JT2γ,T2β = 6.2 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JT1γ,T1β = 6.2 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.87 (d, JVγa,Vβ = 

6.7 Hz, 3 H, V
γa

), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.8 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.3 (A2

C=O
), 172.0 (P3

C=O
), 171.9 (P2

C=O
), 171.8 

(D
γ
), 171.0 (A3

C=O
, FP2

C=O
), 170.9 (FP1

C=O
, P1

C=O
, R

C=O
, V

C=O
), 170.2 (D

C=O
), 170.1 (S1,2

C=O
), 170.0 (G1

C=O
, 

H
C=O

), 169.7 (T1-3
C=O

), 169.1 (A1
C=O

), 168.8 (G2
C=O

), 168.5 (CH2CO), 156.7 (R
ε
), 133.5 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 

117.0 (H
δ
), 93.0 (FP2

γ
), 92.2 (FP1

γ
), 69.7 (2 × OCH2), 69.6 (2 × OCH2), 66.9 (T1

β
), 66.6 (OCH2, T2

β
), 66.3 

(OCH2, T3
β
), 61.7 (S2

β
), 61.6 (S1

β
), 59.8 (P3

α
), 59.1 (P1

α
), 58.1 (T3

α
), 58.0 (FP2

α
), 57.9 (T2

α
), 57.8 (T1

α
, V

α
), 

57.7 (FP1
α
), 57.5 (P2

α
), 54.9 (S2

α
), 54.8 (S1

α
), 53.4 (FP1

δ
), 53.2 (FP1

δ
), 51.4 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.5 

(A2
α
), 47.6 (A4

α
), 46.8 (P2

δ
), 46.7 (P1,3

δ
), 46.6 (A1

α
), 46.3 (A3

α
), 41.9 (G1,2

α
), 40.5 (R

δ
), 38.7 (H2NCH2), 35.6 

(D
β
), 35.5 (FP1,2

β
), 34.3 (CH2CO), 30.6 (V

β
), 29.1 (P1,3

β
), 28.3 (R

β
), 28.0 (P2

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P3

γ
, R

γ
), 24.4 

(P1,2
γ
), 19.7 (T3

γ
), 19.5 (T1

γ
), 19.3 (T2

γ
, V

γa
), 18.0 (V

γb
), 17.7 (A1

β
), 17.5 (A2

β
), 17.1 (A4

β
), 16.6 (A3

β
) ppm.  

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -176.8 – -177.5 (m, 1 F, FP1

γ
), -177.6 – -178.9 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm.  

5.6.7 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-

threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (66)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-

Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

  

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle 
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Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren 

Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 

5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 

35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 64 mg (23%, 0.02 mmol) des Peptids 66 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 13.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C115H179N27O48 (2707.94 g/mol) [2706.2396].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 903.0891 ([M+3H]
3+

, ber.: 903.0877), 1354.1294 ([M+2H]
2+

, ber.: 1354.1276). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.24 – 7.65 (m, 14 H, D

NH
, G2

NH
 {8.21}, G1

NH
 

{8.20}, H
NH

 {8.10}, A2
NH

 {8.09}, A3
NH

 {8.08}, A1
NH

 {8.01}, T*
NH

 {8.00}, V
NH

 {7.97}, A4
NH

, R
NH

 {7.96}, 

S2
NH

 {7.80}, S1
NH

 {7.79}, T2
NH

 {7.72}), 7.48 (bs, 1 H, R
NH

), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.36 – 7.30 (m, 1 H, T1

NH
 

{7.34}), 5.34 – 5.21 (m, 2 H, H4 {5.30}, H4’ {5.23}), 5.09 – 5.05 (m, 1 H, H2’ {5.07}), 4.87 – 4.71 (m, 3 H, 

H5’ {4.85}, H1 {4.81}, H1’ {4.75}), 4.61 – 3.29 (m, 54 H, H
α
 {4.57}, D

α
 {4.55}, R

α
, V

α
 {4.50}, A3

α
 {4.49}, 

A2
α
 {4.46}, T*

α
, H2 {4.45}, S1

α
 {4.39}, P

α
 {4.32}, P

α
, S2

α
 {4.30}, P

α
 {4.27}, T1,2

α
 {4.20}, H3 {4.18}, A4

α
 

{4.17}, A1
α
 {4.16}, T*

β
, H3’, H6a {4.13}, T2

β
 {4.06}, H6a’ {4.01}, H5 {3.95}, T1

β
 {3.94}, H6b’ {3.92}, 

G1
αa

 {3.86}, H6b {3.82}, G1
αb

 {3.78}, G2
α
 {3.72}, S1,2

βa
 {3.64}, P

δ
 {3.63}, 2 × OCH2 {3.58}, P

δ
 {3.57}, 

OCH2 {3.56}, S1,2
βb

 {3.55}, OCH2 {3.54}, P
δ
 {3.53}, 2 × OCH2, P

δ
 {3.50}, P

δ
 {3.36}), 3.17 – 3.04 (m, 1 H, 

H
βa

 {3.12}), 3.03 – 2.93 (m, 5 H, R
δ
 {3.09}, H

βb
, H2NCH2 {2.97}), 2.77 – 2.70 (m, 1 H, D

βa
 {2.74}), 2.61 – 

2.38 (m, 3 H, CH2aCO {2.57}, D
βb

 {2.53}, CH2bCO {2.47}), 2.14 – 1.66 (m, 50 H, P1
βa

 {2.10}, CH3-OAc 
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{2.09}, CH3-OAc, P
β
 {2.04}, CH3-OAc {2.01}, V

β
 {2.00}, 2 × CH3-OAc {1.98}, P1-5

γa
 {1.93}, CH3-OAc 

{1.90}, P1-5
γb

 {1.85}, P
β
 {1.84}, CH3-NHAc {1.83}, P1

βb
 {1.80}, P

β
 {1.77}, R

βa
 {1.70}), 1.52 (bs, 3 H, R

γ
, 

R
βb

), 1.26 (d, JA4β,Aα = 7.4 Hz, 3 H, A4
α
), 1.24 – 1.16 (m, 9 H, A3

α
 {1.22}, A2

α
 {1.19}, A1

α
 {1.18}), 1.14 (d, 

JT*γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JT1γ,T1β = 6.0 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, 

JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

), 0.83 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γa

) ppm.  

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.3 (A1

C=O
, T*

C=O
), 171.9 (D

γ
), 170.9 (A3

C=O
, R

C=O
), 

170.8 (A2
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.0 (S1,2
C=O

, V
C=O

), 169.9 (H
C=O

, T1,2
C=O

, 3 × COAc), 169.6 (3 × COAc), 169. 

2 (CO-NHAc), 168.9 (G2
C=O

), 168.7 (G1
C=O

), 156.6 (R
ε
), 133.4 (H

ε
), 129.1 (H

γ
), 116.7 (H

δ
), 99.9 (C1’), 98.2 

(C1), 75.3 (T*
β
), 74.2 (C5), 70.0 (C2’), 69.5 (2 × OCH2), 69.4 (2 × OCH2), 69.2 (C3’, C4), 68.2 (C5’), 67.0 

(C3), 66.7 (C4’), 66.6 (T1
β
), 66.3 (2 × OCH2), 66.0 (T2

β
), 62.9 (C6), 61.5 (S1,2

β
), 60.3 (C6’), 59.5 (P5

α
), 59.1 

(P3,4
α
), 58.9 (P1,2

α
), 57.7 (T1,2

α
), 57.3 (V

α
), 55.9 (T*

α
), 54.7 (S1

α
), 54.6 (S2

α
), 51.2 (H

α
), 49.8 (D

α
, R

α
), 48.2 

(A1
α
), 47.4 (A4

α
), 46.5 (P1-3

δ
), 46.4 (P4

δ
), 46.2 (A3

α
 P5

δ
), 46.1 (C2), 46.0 (A2

α
), 41.8 (G2

α
), 41.7 (G1

α
), 40.3 

(R
δ
), 38.4 (H2NCH2), 35.3 (D

β
), 34.0 (CH2CO), 30.8 (V

β
), 28.8 (P1-5

β
), 28.1 (R

β
), 26.7 (H

β
), 24.3 (R

γ
), 24.2 

(P1-5
γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3, 20.2 20.1 (6 × CH3-OAc), 19.6 (T2

γ
), 19.3 (T1

γ
), 18.9 (V

γb
), 17.9 (V

γa
), 

17.7 (T*
γ
), 17.3 (A1

β
), 16.9 (A4

β
), 16.5 (A3

β
), 16.4 (A2

β
) ppm.  

5.6.8 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-

threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (71)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-

Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

64 mg (23.6 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 66 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 31 mg (53%, 12.6 µmol) des Peptids 71 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 7.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H167N27O42 (2455.62 g/mol) [2454.1762].  
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HR ESI-MS (positiv), m/z: 819.3997 ([M+3H]
3+

, ber.: 819.0665), 1239.0841 ([M+H+Na]
2+

, ber.: 

1239.0866). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.34 – 7.77 (m, 13 H, T*

NH
 {8.32}, D

NH
 {8.25}, 

G2
NH

 {8.23}, G1
NH

 {8.21}, A2,3
NH

 {8.13}, H
NH

 {8.10}, S1,2
NH

 {8.05}, A1
NH

 {8.02}, A4
NH

, V
NH

 {7.96}, R
NH

 

{7.94}), 7.71 (d, JTNH,T2α = 8.9 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.58 (bs, 1 H, R
NH

), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.36 – 7.30 (m, 1 H, 

T1
NH

 {7.34}), 4.81 (bs, 1 H, H1), 4.60 – 4.02 (m, 22 H, H
α
 {4.57}, D

α
 {4.53}, V

α
, R

α
 {4.50}, A3

α
 {4.49}, A2

α
 

{4.46}, T*
α
 {4.45}, S1

α
 {4.37}, S2

α
, P1-5

α
 {4.30}, H1’ {4.23}, T1,2

α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, A1

α
 {4.16}, H2 

{4.15}, T*
β
 {4.12}, T2

β
 {4.06}), 3.97 – 3.82 (m, 3 H, T1

β
 {3.95}, H4 {3.90}, G1

αa
 {3.86}), 3.78 – 3.42 (m, 

29 H, G1
αb

 {3.76}, G2
αa

, H5 {3.73}, G2
αb

 {3.70}, H3 {3.68}, S1
βa

 {3.65}, P1
δ
 {3.63}, H3’ {3.62}, 2 × OCH2 

{3.59}, P2
δ
 {3.58}, S1

βb
, 2 × OCH2 {3.55}, H6a, H6a’, S2

βa
, OCH2, P3

δ
 {3.53}, OCH2 {3.50}, P4

δ
 {3.49}, 

H6b, H6b’, S2
βb

 {3.46}), 3.38 – 3.23 (m, 5 H, P5
δ
 {3.36}, H2’ {3.33}, H5’ {3.32}, H4’ {3.26}), 3.17 – 3.03 

(m, 3 H, H
βa

 {3.12}, R
δ
 {3.09}), 3.03 – 2.94 (m, 3 H, H

βb
, H2NCH2 {2.98}), 2.73 (dd, JDβa, Dβb = 16.5 Hz, JDβa, 

Dα = 5.9 Hz, 1 H, D
βa

), 2.60 – 2.40 (m, 3 H, CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.53}, CH2bCO {2.47}), 2.13 – 1.66 (m, 

28 H, P1
β
 {2.10}, P2-3

β
 {2.04}, V

β
 {1.97}, P1-5

γ
 {1.86}, CH3-NHAc, P4

β
 {1.84}, P5

βb
 {1.77}, R

βa
 {1.71}), 1.52 

(bs, 3 H, R
γ
, R

βb
), 1.26 (d, JA4β,Aα = 7.3 Hz, 3 H, A4

α
), 1.24 – 1.16 (m, 9 H, A3

α
 {1.21}, A2

α
 {1.19}, A1

α
 

{1.18}), 1.14 (d, JT*γ,Tβ = 5.8 Hz, 3 H, T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JT1γ,T1β = 6.1 Hz, 3 H, 

T1
γ
), 0.90 (d, JVγb,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V

γb
), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γa
) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.5 (T*

C= O
), 172.4 (A1

C=O
), 172.1 (G1

C=O
), 171.8 

(A3
C=O

, D
γ
), 171.3 (V

C=O
), 170.9 (A2

C=O
, R

C=O
, CO-NHAc), 170.2 (D

C=O
, H

C=O
), 170.0 (S1,2

C=O
), 169.4 

(T1
C=O

), 169.6 (T2
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 156.6 (R
ε
), 133.3 (H

ε
), 129.4 (H

γ
), 116.7 (H

δ
), 104.6 (C1’), 98.3 (C1), 

77.8 (C3), 75.2 (C5), 75.0 (T*
β
), 72.9 (C4’), 71.3 (C5’), 70.5 (C2’), 69.5 (2 × OCH2), 69.4 (OCH2), 67.9 

(C3’), 67.6 (C4), 66.6 (T1
β
), 66.3 (2 × OCH2), 66.2 (T2

β
, OCH2), 61.5 (S1

 β
), 60.4 (C6, C6’, S2

β
), 59.2 (P1-5

α
), 

57.8 (T1,2
α
), 57.3 (V

α
), 55.9 (T*

α
), 54.7 (S1

α
), 54.6 (S2

α
), 51.2 (H

α
), 49.8 (A3

α
, R

α
), 49.3 (D

α
), 48.1 (A1

α
, C2), 

47.6 (A4
α
), 46.5 (P1-4

δ
), 46.2 (A2

α
, P5,

δ
), 41.8 (G1,2

α
), 40.3 (R

δ
), 38.5 (H2NCH2), 35.3 (D

β
), 34.0 (CH2CO), 

30.9 (V
β
), 28.8 (P2-4

β
), 28.7 (P5

β
), 28.2 (R

β
), 27.8 (P1

β
), 26.7 (H

β
), 24.3 (R

γ
), 24.2 (P1-5

γ
),22.7 (CH3-NHAc), 

19.0 (V
γb

), 18.0 (V
γa

), 19.6 (T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 17.9 (T*

γ
), 17.0 (A4

β
), 16.6 (A1-3

β
) ppm.  
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5.6.10 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-

aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-

theronyl-L-alanin (67)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-

Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplungen von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an 

das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) 

und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung 

eingesetzt und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird 

abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung 

mit Piperidin in NMP durchgeführt.  
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Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 88 mg (32%, 0.03 mmol) des Peptids 67 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 14.8 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C115H177F2N27O48 (2743.82 g/mol) [2742.2207].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 915.0802 ([M+3H]
3+

, ber.: 915.0814), 1372.6186 ([M+2H]
2+

, ber.: 1372.1182). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.91 (d, JA4NH,A4α = 7.0 Hz, 1 H, A4

NH
), 8.26 – 8.06 

(m, 4 H, G1
NH

 {8.20}, A2
NH

 {8.18}, S1
NH

 {8.13}, H
NH

 {8.08}), 8.02 – 7.91 (m, 7 H, T*
NH

 {8.00}, A1
NH

 

{7.99}, G2
NH

 {7.96}, A3
NH

, R
NH

 {7.95}, D
NH

, V
NH

 {7.94}), 7.85 – 7.68 (m, 2 H, S2
NH

 {7.75}, T2
NH

 {7.72}), 

7.56 – 7.44 (m, 1 H, R
NH

 {7.46}), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.31 – 7.23 (m, 2 H, NHAc, T1

NH
 {7.30}), 5.38 (bs, 1 H, 

FP1
γ
), 5.29 (bs, 2 H, H4, FP2

γ
), 5.25 – 5.20 (m, 1 H, H4’ {5.23}), 5.11 – 4.98 (m, 1 H, H3’ {5.08}), 4.87 – 

4.80 (m, 2 H, H2’ {4.84}, H1 {4.82}), 4.76 (d, JH1,H2 = 7.8 Hz, 1 H, H1’), 4.66 – 4.55 (m, 2 H, D
α
 {4.61}, H

α
 

{4.57}), 4.53 – 4.38 (m, 9 H, V
α
 {4.51}, P1

α
 {4.50}, R

α
 {4.49}, H2, A2

α
 {4.45}, FP1,2

α
 {4.44}, T*

α
 {4.43}, 

S2
α
 {4.41}), 4.37 – 4.32 (m, 1 H, P3

α
 {4.34}), 4.32 – 4.23 (m, 3 H, P2

α
 {4.30}, S1

α
, A4

α
 {4.27}), 4.22 – 4.10 

(m, 8 H, T1,2
α
 {4.20}, A3

α
 {4.18}, H3, A1

α
, T*

β
 {4.16}, H5’, H6a {4.13}), 4.09 – 3.99 (m, 2 H, T2

β
 {4.06}, 

H6a’ {4.02}), 3.97 – 3.71 (m, 11 H, H5 {3.95}, FP1
δa

 {3.94}, H6b’, T1
β
 {3.92}, FP2

δa
 {3.87}, G1

αa
 {3.85}, 

H6b, FP1
δb

 {3.83}, FP2
δb

 {3.78}, G1,2
αb

 {3.77}), 3.69 – 3.43 (m, 23 H, G2
αa

 {3.65}, S2
β
 {3.61}, S1

β
 {3.54}, P3

δ
 

{3.63}, 2 × OCH2 {3.59}, 2 × OCH2 {3.54}, P1
δ
 {3.53}, 2 × OCH2 {3.50}, P2

δ
 {3.49}, 3.19 – 3.03 (m, 3 H, 

H
βa

 {3.15}, R
δ
 {3.10}), 3.01 – 2.94 (m, 3 H, H

βb
 {2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.71 – 2.31 (m, 6 H, D

βa
 {2.67}, 

CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.51}, CH2bCO {2.46}, FP1
βa

 {2.41}, FP2
βa

 {2.35}), 2.29 – 2.15 (m, 2 H, FP1
βb

 {2.24}, 

FP2
βb

 {2.22}), 2.12 – 2.08 (m, 4 H, P1
βa

 {2.11}, CH3-OAc {2.10}), 2.06 – 1.95 (m, 12 H, CH3-OAc {2.04}, 

P3
βa

 {2.03}, CH3-OAc {2.02}, P2
βa

 {2.00}, V
β
, 2 × CH3-OAc {1.98}), 1.92 – 1.88 (m, 5 H, P1

γ
 {1.91}, CH3-

OAc {1.90}), 1.87 – 1.65 (m, 11 H, P2,3
γ
 {1.86}, CH3-NHAc {1.83}, P1

βb
 {1.80}, P2

βb
 {1.78}, P3

βb
 {1.76}, 

R
βa

 {1.69}), 1.51 (bs, 3 H, R
γ
, R

βb
), 1.33 (d, JA4β,Aα = 7.3 Hz, 3 H, A4

α
), 1.26 (d, JA3β,A3α = 7.3 Hz, 3 H, A3

α
), 

1.23 (d, JA2β,A2α = 6.8 Hz, 3 H, A2
α
), 1.18 (d, JA1β,A1α = 7.0 Hz, 3 H, A1

α
), 1.14 (d, JT*γ,Tβ = 5.9 Hz, 3 H, T*

γ
), 

1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.3 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.2 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, JVγb,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V

γb
), 

0.83 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V
γa

) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A3

C=O
), 173.2 (A4

C=O
), 172.4 (A1

C=O
), 172.1 (D

γ
), 171.7 (P2

C=O
, 

T*
C=O

), 171.5 (A2
C=O

, R
C=O

), 170.7 (FP1,2
C=O

), 170.1 (D
C=O

), 170.0 (S2
C=O

), 169.9 (P3
C=O

, G1
C=O

, H
C=O

, T1
C=O

, 

V
C=O

, 3 × COAc), 168.9 (COAc), 167.7 (T2
C=O

), 169.6 (G2
C=O

), 169.5 (COAc), 169.4 (CO-NHAc, S1
C=O

), 
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168.9 (P1
C=O

), 168.5 (CH2CO), 156.7 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.1 (H

γ
), 117.0 (H

δ
), 100.1 (C1’), 98.5 (C1), 93.1 

(FP2
γ
), 92.0 (FP1

γ
), 75.6 (T*

β
), 74.4 (C5), 70.2 (C3’), 69.7 (C5’, 2 × OCH2), 69.6 (2 × OCH2), 69.4 (C4), 68.4 

(C2’), 67.2 (C3), 66.9 (C4’), 66.7 (T1
β
), 66.6 (OCH2), 66.2 (T2

β
, OCH2), 63.1 (C6), 61.8 (S1

β
), 61.7 (S2

β
), 60.6 

(C6’), 59.2 (P2
α
), 59.1 (P3

α
), 58.6 (FP1,2

α
), 58.0 (T1,2

α
), 57.6 (P1

α
), 57.2 (V

α
), 56.1 (T*

α
), 54.8 (S1,2

α
), 53.1 

(FP1
δ
), 53.0 (FP2

δ
), 51.4 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.1 (D

α
), 48.5 (A1

α
), 47.9 (A4

α
), 47.6 (A3

α
), 46.8 (P1,2

δ
), 46.7 (P3

δ
), 

46.4 (A2
α
), 46.3 (C2), 42.1 (G2

α
), 42.0 (G1

α
), 40.5 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.7 (D

β
), 35.4 (FP1

β
), 35.3 (FP2

β
), 

34.2 (CH2CO), 31.0 (V
β
), 29.0 (P3

β
), 28.8 (P2

β
), 28.2 (R

β
), 28.1 (P1

β
), 26.9 (H

β
), 24.5 (P2,3

γ
, R

γ
), 24.2 (P1

γ
), 

22.8 (CH3-NHAc), 20.6, 20.4 (5 × CH3-OAc), 19.8 (T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.1 (V

γb
), 18.2 (T*

γ
), 18.1 (V

γa
), 17.5 

(A1
β
), 17.1 (A3

β
), 16.9 (A4

β
), 16.7 (A2

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.6 – -174.7 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 

5.6.11 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-

threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-cis-4-fluor-L-

propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (72)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-Ala-cis-

4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

88 mg (0.32 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 67 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 66 mg (83%, 0.26 µmol) des Peptids 72 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 11.5 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H165F2N27O42 (2491.60 g/mol) [2490.1573]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 831. 0586 ([M+3H]
3+

, ber.: 831.0602), 1246.0841 ([M+2H]
2+

, ber.: 1246.0865). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.93 (s, 1 H, H

ε
), 8.27 – 8.14 (m, 2 H, G1

NH
 {8.20}, A2

NH
 {8.18}), 

8.10 – 8.00 (m, 4 H, A4
NH

 {8.09}, H
NH

 {8.08}, T*
NH

 {8.02}, A1
NH

 {8.01}), 7.99 – 7.92 (m, 5 H, G2
NH

, D
NH

 

{7.97}, A3
NH

 {7.96}, R
NH

, V
NH

 {7.94}), 7.86 (bs, 5 H, OH), 7.77 – 7.74 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.75}), 7.72 (d, 

JT2NH,T2α = 8.8 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.66 – 7.57 (m, 1 H, R
NH

 {7.63}), 7.35 (bs, 1 H, H
δ
), 7.29 (d, JT1NH,T1α = 



  5. EXPERIMENTELLER TEIL 

177 

 

8.2 Hz, 1 H, T1
NH

), 7.09 (d, JNH,H2 = 9.2 Hz, 1 H, NHAc), 5.38 (bs, 1 H, FP1
γ
), 5.29 (bs, 1 H, FP2

γ
), 4.84 – 

4.73 (m, 1 H, H1 {4.79}), 4.64 – 4.54 (m, 2 H, D
α
 {4.60}, H

α
 {4.57}), 4.52 – 4.38 (m, 9 H, P1

α
, P2

δa
 {4.49}, 

R
α
, V

α
 {4.48}, A2

α
 {4.45}, FP1,2

α
, T*

α
 {4.43}, S2

α
 {4.40}), 4.32 – 4.27 (m, 4 H, S1

α
, P2,3

α
 {4.29}, A4

α
 {4.28}), 

4.23 (d, JH1’,H2’= 7.1 Hz, 1 H, H1’), 4.22 – 4.10 (m, 6 H, T1,2
α
 {4.19}, A3

α
 {4.18}, A1

α
 {4.15}, H2 {4.13}, T*

β
 

{4.12}), 4.08 – 4.04 (m, 1 H, T2
β
 {4.06}), 3.99 – 3.22 (m, 38 H, FP2

δb
, T1

β
 {3.92}, H4 {3.91}, G1

αa
 {3.87}, 

FP1
δa

 {3.86}, FP2
δa

 {3.79}, FP1
δb

 {3.78}, G1,2
αb

 {3.77}, H5 {3.72}, H3 {3.68}, G2
αa

 {3.65}, H3’ {3.63}, P2
δb

 

{3.62}, P3
δb

,S2
β
 {3.61}, OCH2 {3.60}, OCH2 {3.59}, CH2aCO {2.56}, S1

β
, 2 × OCH2 {3.55}, H6a, H6a’ 

{3.53}, P1,3
δa

 {3.52}, 2 × OCH2 {3.50}, P1
δb

 {3.48}, H6b, H6b’ {3.47}, H5’, H2’ {3.33}, H4’ {3.26}), 3.17 

– 3.03 (m, 3 H, H
βa

 {3.12}, R
δ
 {3.09}), 2.02 – 2.93 (m, 3 H, H

βb
 {2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.69 – 2.30 (m, 

6 H, D
βa

 {2.66}, D
βb

 {2.52}, CH2bCO {2.47}, FP2
βa

 {2.40}, FP1
βa

 {2.34}), 2.28 – 1.65 (m, 20 H, FP2
βb

 

{2.22}, FP1
βb

 {2.21}, P1
βa

 {2.11}, P3
βa

 {2.03}, P2
βa

 {2.00}, V
β
 {1.97}, P1

γ
 {1.91}, P2,3

γ
, R

γa
 {1.86}, 

CH3NHAc {1.84}, P1
βb

 {1.79}, P2
βb

 {1.77}, P3
βb

 {1.76}, R
βa

 {1.69}), 1.57 – 1.46 (m, 2 H, R
γb

, R
βb

 {1.52}), 

1.26 (d, JA3β,A3α = 7.3 Hz, 3 H, A3
α
), 1.22 (d, JA2β,A2α = 6.7 Hz, 3 H, A2

α
), 1.21 – 1.16 (m, 6 H, A1,4

α
), 1.14 (d, 

JT*γ,Tβ = 5.2 Hz, 3 H, T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.90 (d, 

JVγb,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V
γb

), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A3

C=O
), 172.4 (A1

C=O
), 172.0 (D

γ
), 171.5 (P2,3

C=O
, A2

C=O
), 171.3 

(A4
C=O

), 170.7 (T*
C=O

), 170.2 (V
C=O

), 170.1 (NHAc
C=O

, D
C=O

), 170.0 (S1,2
C=O

, G1
C=O

, H
C=O

), 169.5 (FP2
C=O

), 

168.8 (P1
C=O

), 168.7 (FP1
C=O

), 169.5 (T1,2
C=O

), 169.4 (R
C=O

), 168.7 (G2
C=O

), 168.6 (CH2CO), 156.7 (R
ε
), 133.6 

(H
ε
), 129.2 (H

γ
), 117.0 (H

δ
), 104.6 (C1’), 98.5 (C1), 93.1 (FP2

γ
), 92.0 (FP1

γ
), 77.8 (C3), 75.2 (C5’), 75.0 

(T*
β
), 73.0 (C4’), 71.3 (C5), 70.6 (C2’), 69.6 (4 × OCH2), 68.0 (C3’), 67.7 (C4), 66.7 (T1

β
), 66.6 (OCH2), 

66.2 (OCH2, T2
β
), 63.1 (C6), 61.7 (S1,2

β
), 60.4 (C6’), 59.2 (P2,3

α
), 58.6 (FP1,2

α
), 57.9 (T1,2

α
), 57.6 (P1

α
), 57.2 

(V
α
), 56.0 (T*

α
), 54.7 (S1,2

α
), 53.1 (FP1

δ
), 53.0 (FP2

δ
), 51.4 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.1 (D

α
), 48.4 (A1

α
), 48.0 (C2), 

47.6 (A3
α
), 46.8 (P1

 δ
, A4

α
), 46.7 (P2,3

δ
), 46.4 (A2

α
), 42.1 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.5 (R

δ
), 38.5 (H2NCH2), 35.6 

(D
β
), 35.3 (FP2

β
), 35.1 (FP1

β
), 34.1 (CH2CO), 30.9 (V

β
), 29.0 (P3

β
), 28.8 (P2

β
), 28.2 (R

β
), 28.0 (P1

β
), 26.9 (H

β
), 

24.5 (P2,3
γ
, R

γ
), 24.1 (P1

γ
), 22.9 (CH3-NHAc), 19.8 (T2

γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.1 (V

γb
), 18.2 (T*

γ
, V

γa
), 17.4 (A1,4

β
), 

17.1 (A3
β
), 16.7 (A2

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.7 – -175.8 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 
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5.6.12 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-

aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-

theronyl-L-alanin (68)  

(H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-

Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplungen von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an 

das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) 

und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung 

eingesetzt und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird 

abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung 

mit Piperidin in NMP durchgeführt.  
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Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 108 mg (39%, 0.04 mmol) des Peptids 68 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 13.3 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C115H177F2N27O48 (2743.82 g/mol) [2742.2207].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 915.4174 ([M+3H]
3+

, ber.: 915.0814), 1372.6239 ([M+2H]
2+

, ber.: 1372.1182). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.54 – 8.15 (m, 4 H, G2

NH
 {8.45}, A3

NH
, G1

NH
 

{8.21}, A2
NH

 {8.19}), 8.15 – 7.32 (m, 13 H, D
NH

, H
NH

 {8.09}, A1
NH

 {8.08}, T*
NH

 {8.00}, R
NH

 {7.97}, A4
NH

, 

V
NH

 {7.96}, S1
NH

 {7.84}, T2
NH

 {7.71}, S2
NH

 {7.70}, R
NH

 {7.53}, H
δ
, T1

NH
 {7.37}), 5.41 (bs, 1 H, FP1

γ
), 5.34 

(bs, 2 H, FP2
γ
), 5.33 – 4.81 (m, 5 H, H4 {5.30}, H4’ {5.23}, H2’ {5.07}, H1 {4.86}, H5’ {4.85}), 4.76 (d, 

JH1,H2 = 8.2 Hz, 1 H, H1’), 4.63 – 3.41 (m, 59 H, H
α
 {4.58}, D

α
 {4.54}, A3

α
, V

α
 {4.51}, R

α
 {4.50}, A2

α
, H2 

{4.47}, T*
α
 {4.44}, FP1,2

α
 {4.42}, S1

α
 {4.38}, P1,2

α
 {4.33}, S2

α
 {4.30}, P3

α
 {4.29}, T1,2

α
 {4.20}, A1,4

α
 {4.18}, 

T*
β
, H3 {4.16}, H3’ {4.14}, H6a {4.12}, T2

β
 {4.06}, H6a’ {4.02}, FP1,2

δa
 {4.01}, T1

β
 {3.95}, H5 {3.93}, 

H6b’ {3.92}, G1
αb

 {3.87}, H6b {3.81}, G1
αa

 {3.78}, G2
αb

 {3.74}, G2
αa

, FP1,2
δb

 {3.72}, S1,2
βa

 {3.65}, 2 × 

OCH2 {3.59}, S1,2
βb

 {3.57}, OCH2 {3.56}, OCH2, P1-3
δa

 {3.53}, 2 × OCH2 {3.50}, P1-3
δb

 {3.49}), 3.41 – 2.68 

(m, 7 H, H
βa

 {3.13}, R
δ
 {3.10}, H

βb
 {2.98}, H2NCH2 {2.97}, D

βa
 {2.74}), 2.60 – 2.33 (m, 5 H, CH2aCO 

{2.57}, D
βb

 {2.53}, CH2bCO {2.47}, FP1,2
βa

 {2.41}), 2.14 – 1.63 (m, 37 H, CH3-OAc {2.09}, FP1,2
βb

 {2.04}, 

CH3-OAc {2.03}, CH3-OAc, P1-3
βa

 {2.01}, V
β
 {1.99}, 2 × CH3-OAc {1.98}, P1-3

γa
 {1.92}, CH3-OAc {1.89}, 

P1-3
γb

 {1.86}, CH3-NHAc {1.84}, P1-3
βb

 {1.78}, R
βa

 {1.71}), 1.53 (bs, 3 H, R
γ
, R

βb
), 1.26 (d, JA4β,Aα = 7.3 Hz, 

3 H, A4
α
), 1.21 (d, JA3β,A3α = 6.6 Hz, 3 H, A3

α
), 1.20 – 1.16 (m, 6 H, A1,2

α
 {1.18}), 1.15 – 1.08 (m, 3 H, T*

γ
 

{1.13}), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.8 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, 

V
γb

), 0.84 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V
γa

) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.4 (A1

C=O
), 171.8 (D

γ
), 171.3 (G1

C=O
), 171.2 

(A3
C=O

, V
C=O

), 171.0 (A2
C=O

, R
C=O

), 170.1 (D
C=O

), 169.9 (H
C=O

, 4 × COAc), 169.8 (T2
C=O

), 169.6 (T*
C=O

, 

T1
C=O

, COAc), 169.4 (S2
C=O

), 169.3 (CO-NHAc), 169.0 (COAc), 168.7 (S1
C=O

), 168.6 (G2
C=O

), 156.6 (R
ε
), 

133.2 (H
ε
), 129.1 (H

γ
), 116.7 (H

δ
), 100.0 (C1’), 98.2 (C1), 92.7 (FP2

γ
), 92.0 (FP1

γ
), 74.4 (C5), 74.9 (T*

β
), 

70.1 (C2’), 69.5 (3 × OCH2), 69.3 (C4, C3’), 68.2 (C5’), 67.1 (C3), 66.7 (C4’), 66.6 (T1
β
), 66.3 (2 × OCH2), 

66.1 (OCH2), 66.0 (T2
β
), 63.0 (C6), 61.6 (S1,2

β
), 60.6 (C6’), 59.0 (P3

α
), 58.8 (P1,2

α
), 58.0 (FP1,2

α
), 57.7 (T1,2

α
), 

57.3 (V
α
), 55.8 (T*

α
), 54.8 (S1

α
), 54.5 (S2

α
), 53.0 (FP1,2

δ
), 51.2 (H

α
), 49.9 (R

α
), 49.3 (D

α
), 47.5 (A1,4

α
), 46.6 

(P1-3
δ
), 46.3 (A3

α
), 46.0 (C2, A2

α
), 41.8 (G1,2

α
), 40.3 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.4 (FP1,2

β
), 35.3 (D

β
), 34.2 
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(CH2CO), 30.9 (V
β
), 28.8 (P1-3

β
), 28.2 (R

β
), 26.7 (H

β
), 24.4 (R

γ
), 24.1 (P1-3

γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 20.5, 20.3, 

20.2, 20.1 (6 × CH3-OAc), 19.6 (T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.0 (V

γb
), 17.9 (V

γa
), 17.8 (T*

γ
), 17.0 (A4

β
), 17.2 (A2

β
), 

16.7 (A1
β
), 16.3 (A3

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -1.77.6 – 178.3 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 

5.6.13 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-

threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-trans-4-fluor-

L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (73)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-Ala-

trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

108 mg (0.39 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 68 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 89 mg (91%, 0.35 µmol) des Peptids 73 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 7.7 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H165F2N27O42 (2491.60 g/mol) [2490.1573]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 831.3957 ([M+3H]
3+

, ber.: 831.0602), 1246.5913 ([M+2H]
2+

, ber.: 1246.0865). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.56 – 8.29 (m, 2 H, G2

NH
 {8.48}, D

NH
 {8.44}), 8.28 

– 8.15 (m, 4 H, A3
NH

 {8.24}, G1
NH

 {8.22}, A1
NH

 {8.18}, A4
NH

 {8.17}), 8.12 – 7.90 (m, 6 H, H
NH

 {8.07}, 

T*
NH

 {8.04}, A2
NH

 {8.01}, R
NH

, V
NH

 {7.94}, S2
NH

 {7.91}), 7.88 (bs, 5 H, OH), 7.86 – 7.80 (m, 1 H, S1
NH

 

{7.83}), 7.70 (d, JT2NH,T2α = 8.5 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.68 – 7.58 (m, 1 H, R
NH

 {7.67}), 7.46 – 7.27 (m, 2 H, T1
NH

 

{7.37}, H
δ 

{7.35}), 7.12 (d, JNH,H2 = 9.3 Hz, 1 H, NHAc), 5.45 – 5.37 (m, 1 H, FP1
γ
 {5.42}), 5.35 – 5.25 (m, 

1 H, FP2
γ
 {5.33}), 4.87 – 4.71 (m, 1 H, H1 {4.81}), 4.62 – 4.27 (m, 15 H, H

α
 {4.57}, D

α
 {4.53}, P2,3

δa
, R

α
, 

P1
α
 {4.49}, V

α
 {4.48}, A1

α
 {4.47}, T*

α
 {4.42}, FP1,2

α
 {4.40}, S1,2

α
 {4.37}, P3

α
 {4.33}, P2

α
 {4.29}), 4.26 – 

4.10 (m, 8 H, H1’, A2
α
 {4.23}, T1,2

α
 {4.19}, A4

α
 {4.18}, A3

α
 {4.15}, H2,T*

β
 {4.14}), 4.09 – 3.82 (m, 6 H, T2

β
 

{4.06}, FP1
δa

 {4.02}, FP2
δa

 {3.99}, T1
β
 {3.95}, H4 {3.90}, G1

αa
 {3.85}), 3.80 – 3.39 (m, 32 H, FP1

δb
 {3.75}, 

G1
αb

, G2
α
 {3.74}, H5 {3.72}, FP2

δb
 {3.69}, H3 {3.67}, S1

β
 {3.65}, H3’ {3.63}, P2,3

δb
 {3.62}, 2 × OCH2 
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{3.59}, 2 × OCH2 {3.55}, S2
β
 {3.54}, H6b’, P1

δa
 {3.53}, H6b, 2 × OCH2 {3.49}, P1

δb
 {3.48}, H6a’ {3.47}, 

H6a {3.45}), 3.39 – 3.23 (m, 4 H, H5’ {3.33}, H2’ {3.32}, H4’ {3.27}), 3.17 – 2.93 (m, 6 H, H
βa

 {3.15}, R
δ
 

{3.08}, H
βb

 {2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.79 – 2.69 (m, 1 H, D
βa

 {2.73}), 2.63 – 2.33 (m, 5 H, CH2aCO {2.55}, 

D
βb

 {2.52}, CH2bCO {2.47}, FP1
βb

 {2.41}, FP2
βb

 {2.39}), 2.15 – 1.94 (m, 6 H, P1
βa

 {2.10}, FP1
βa

 {2.07}, P3
βa

 

{2.02}, P2
βa

 {1.99}, FP2
βa

 {1.98}, V
β
 {1.97}), 1.93 – 1.64 (m, 14 H, P1

γ
 {1.91}, P2,3

γ
, R

γa
 {1.86}, CH3NHAc 

{1.85}, P1
βb

 {1.79}, P2,3
βb

 {1.77}, R
βa

 {1.71}), 1.53 (bs, 2 H, R
γb

, R
βb

), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
α
), 

1.25 – 1.10 (m, 12 H, A3
α
 {1.22}, A1,2

α
 {1.18}, T*

γ
 {1.14}), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.02 – 0.98 

(m, 3 H, T1
γ
), 0.91 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.8 (FP.2

C=O
), 172.5 (A2,3

C=O
), 171.9 (D

γ
), 171.8 

(P2
C=O

, T*
C=O

), 171.4 (P3
C=O

, FP1
C=O

, G2
C=O

), 171.2 (A1
C=O

), 170.9 (NHAc
C=O

), 170.3 (V
C=O

, D
C=O

), 170.2 

(S1,2
C=O

), 170.0 (G1
C=O

, H
C=O

), 169.8 (T2
C=O

), 169.6 (T1
C=O

), 169.5 (P1
C=O

, R
C=O

), 168.6 (CH2CO), 156.9 (R
ε
), 

133.7 (H
ε
), 129.2 (H

γ
), 117.1 (H

δ
), 104.7 (C1’), 98.6 (C1), 93.2 (FP2

γ
), 92.1 (FP1

γ
), 78.0 (C3), 75.3 (C5’), 

75.1 (T*
β
), 73.1 (C4’), 71.4 (C5), 70.8 (C2’), 69.7 (4 × OCH2), 68.2 (C3’), 67.8 (C4), 66.8 (T1

β
), 66.7 

(OCH2), 66.3 (OCH2, T2
β
), 61.8 (S1,2

β
), 60.7 (C6), 60.5 (C6’), 59.3 (P2

α
), 59.1 (P3

α
), 58.3 (FP1,2

α
), 58.0 (T1,2

α
), 

57.8 (P1
α
), 57.3 (V

α
), 56.2 (T*

α
), 55.0 (S1,2

α
), 53.3 (FP1

δ
), 53.2 (FP2

δ
), 51.5 (H

α
), 50.2 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.5 

(A2
α
), 48.4 (A3

α
), 48.2 (C2), 47.7 (A4

α
), 46.9 (P1

δ
), 46.7 (P2,3

δ
), 46.3 (A1

α
), 42.1 (G2

α
), 42.0 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 

38.6 (H2NCH2), 35.7 (FP1
β
), 35.6 (FP2

β
, D

β
), 34.2 (CH2CO), 31.0 (V

β
), 29.1 (P3

β
), 28.8 (P2

β
), 28.3 (R

β
), 28.1 

(P1
β
), 27.0 (H

β
), 24.6 (P2,3

γ
, R

γ
), 24.3 (P1

γ
), 23.0 (CH3-NHAc), 19.8 (T2

γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.2 (V

γb
), 18.3 (T*

γ
), 

18.2 (V
γa

), 17.8 (A3
β
), 17.5 (A2

β
), 16.5 (A1

β
), 16.2 (A4

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -178.2 – -179.3 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm.  

5.6.14 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-

L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-

β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-

L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin 

(69)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-

Ac2GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro- Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 
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(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplungen von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an 

das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) 

und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung 

eingesetzt und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird 

abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung 

mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 88 mg (32%, 0.03 mmol) des Peptids 69 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 13.2 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C115H177F2N27O48 (2743.82 g/mol) [2742.2207].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 915.0831 ([M+3H]
3+

, ber.: 915.0814), 1372.6248 ([M+2H]
2+

, ber.: 1372.1182). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.17 (bs, 1 H, COOH), 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.32 – 8.06 (m, 7 H, G2

NH
 

{8.20}, G1
NH

 {8.18}, H
NH

 {8.16}, S1
NH

, T*
NH

, A3
NH

 {8.11}, A2
NH

 {8.09}), 8.04 – 7.91 (m, 4 H, V
NH

 {7.97}, 

R
NH

 {7.96}, A4
NH

, D
NH

 {7.95}), 7.84 – 7.67 (m, 3 H, S2
NH

 {7.79}, A1
NH

, T2
NH

 {7.70}), 7.50 – 7.45 (m, 1 H, 
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R
NH

 {7.46}), 7.36 (s, 1 H, H
δ
), 7.28 (d, JT1NH,T1α = 7.3 Hz, 1 H, T1

NH
), 6.97 (d, JNH,H2 = 9.1 Hz, 1 H, NHAc), 

5.41 – 5.20 (m, 4 H, FP1
γ
 {5.37}, FP2

γ
 {5.31}, H5 {5.28}, H4’ {5.21}, 5.11 – 5.04 (m, 1 H, H3’ {5.06}), 

4.88 – 4.79 (m, 2 H, H2’ {4.83}, H1 {4.81}), 4.78 – 4.72 (m, 2 H, NH2), 4.66 – 4.55 (m, 2 H, D
α
 {4.61}, H

α
 

{4.57}), 4.54 – 4.40 (m, 9 H, V
α 

{4.51}, R
α
 {4.49}, P1

α
 {4.48}, H1’, A3

α
 {4.47}, FP1,2

α
 {4.46}, A2

α
 {4.45}, 

T*
α
 {4.43}), 4.40 – 4.36 (m, 1 H, S2

α
 {4.38}), 4.34 – 4.30 (m, 1 H, P2

α
 {4.32}), 4.30 – 4.22 (m, 3 H, S1

α
 

{4.27}, P3
α
 {4.26}, A1

α
 {4.23}), 4.22 – 4.09 (m, 8 H, T1,2

α
 {4.20}, A4

α
 {4.17}, T*

β
 {4.15}, H2, H3, H5’ 

{4.13}, H6a {4.12}), 4.07 – 4.04 (m, 1 H, T2
β
 {4.05}), 4.04 – 3.99 (m, 2 H, FP1

δb
 {4.02}, H6a’ {4.01}), 3.99 

– 3.89 (m, 4 H, FP2
δb

 {3.96}, H5 {3.93}, H6b’ {3.92}, T1
β
 {3.91}), 3.88 – 3.80 (m, 5 H, G1

α
 {3.86}, FP1

δa
 

{3.85}, H6b, FP2
δa

 {3.82}), 3.80 – 3.68 (m, 2 H, G2
α
 {3.70}), 3.67 – 3.43 (m, 22 H, S2

β
 {3.64}, OCH2 

{3.58}, P2,3
δ
 {3.55}, 2 × OCH2, S1

β
 {3.54}, OCH2 {3.53}, P1

δ
 {3.51}, 2 × OCH2 {3.49}), 3.17 – 3.03 (m, 

3 H, H
βb

 {3.11}, R
δ 

{3.08}), 3.02 – 2.79 (m, 3 H, H2NCH2, H
βa

 {2.97}), 2.76 – 2.29 (m, 8 H, D
βa

 {2.66}, 

CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.49}, CH2bCO {2.48}, FP1
βb

 {2.39}, FP2
βb

 {2.35}), 2.29 – 2.14 (m, 3 H, FP1
βa

 {2.21}, 

FP2
βa

 {2.19}, P1
βb

 {2.15}), 2.14 – 1.66 (m, 31 H, CH3-OAc {2.09}, CH3-OAc, P2,3
βb

 {2.03}, CH3-OAc 

{2.01}, CH3-OAc, V
β
 {1.98}, P1,3

γ
 {1.96}, CH3-OAc {1.89}, P1-3

βa
 {1.87}, P2

γ
 {1.85}, CH3-NHAc {1.82}, 

R
βb

 {1.71}), 1.52 (bs, 3 H, R
γ
, R

βa
), 1.32 – 1.09 (m, 15 H, A4

β
 {1.27}, A3

β
 {1.25}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.17}, 

T*
γ
 {1.14}), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.5 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 

3 H, V
γa

), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.4 (T*

C=O
), 172.3 (A1

C=O
), 172.1 (D

γ
), 171.6 

(A3
C=O

), 170.9 (A2
C=O

), 171.2 (P1
C=O

), 171.0 (V
C=O

), 170.9 (P2,3
C=O

), 170.8 (FP1
C=O

), 170.4 (FP2
C=O

), 170.1 

(D
C=O

), 170.0 (S2
C=O

, T1
C=O

), 169.9 (3 × COAc, T2
C=O

), 169.8 (H
C=O

), 169.3 (S1
C=O

), 169.5 (COAc), 169.3 

(CO-NHAc), 169.2 (R
C=O

), 168.9 (COAc, G2
C=O

), 168.8 (G1
C=O

), 168.6 (CH2CO), 156.8 (R
ε
), 133.5 (H

ε
), 

129.0 (H
γ
), 116.9 (H

δ
), 100.0 (C1’), 98.5 (C1), 93.1 (FP2

γ
), 92.2 (FP1

γ
), 75.6 (T*

β
), 74.4 (C5), 70.2 (C3’), 

69.6 (4 × OCH2), 69.5 (C3, C5’), 69.4 (C4), 68.4 (C2’), 66.8 (T1
β
), 66.9 (C4’), 66.6 (OCH2), 66.3 (OCH2), 

66.2 (T2
β
), 63.1 (C6), 61.7 (S1

β
), 61.6 (S2

β
), 60.5 (C6’), 59.7 (P3

α
), 59.1 (P2

α
), 58.3 (FP1,2

α
), 58.0 (T1,2

α
), 57.1 

(P1
α
, V

α
), 56.1 (T*

α
), 54.8 (S1,2

α
), 53.3 (FP1

δ
), 53.2 (FP1

δ
), 51.4 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.1 (D

α
), 48.1 (A1

α
), 47.7 

(C2), 47.6 (A4
α
), 46.8 (P1,2

δ
), 46.7 (P1

δ
), 46.3 (A2,3

α
), 42.0 (G1

α
), 41.9 (G2

α
), 40.5 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.7 

(D
β
), 35.2 (FP1,2

β
), 34.2 (CH2CO), 31.0 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.3 (P1

β
, R

β
), 26.9 (H

β
), 24.4 (P1-3

γ
, R

γ
), 22.8 (CH3-

NHAc), 22.3, 20.6, 20.5, 20.4 (5 × CH3-OAc), 19.8 (T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.1 (V

γa
), 18.1 (T*

γ
, V

γb
), 17.9 (A1

β
), 

17.1 (A4
β
), 16.6 (A2,3

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.1 – -174.6 (m, 1 F, FP1

γ
), -174.8 – -175.4 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 
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5.6.15 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-

L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-

galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (74)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-

Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

88 mg (32 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 69 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 31 mg (39%, 12 µmol) des Peptids 74 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 8.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H165F2N27O42 (2491.60 g/mol) [2490.1573]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 831.0604 ([M+3H]
3+

, ber.: 831.0602), 1246.5879 ([M+2H]
2+

, ber.: 1246.0865). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.91 (s, 1 H, H

ε
), 8.28 – 8.17 (m, 3 H, G2

NH
 {8.21}, A3

NH
 {8.19}, 

G1
NH

 {8.18}), 8.14 (d, JHNH,Hα = 8.0 Hz, 1 H, H
NH

), 8.12 – 7.91 (m, 6 H, A2
NH

 {8.08}, S2
NH

 {8.04}, D
NH

 

{7.96}, R
NH

, V
NH

 {7.95}, A4
NH

 {7.94}), 7.81 – 7.67 (m, 4 H, S1
NH

 {7.78}, NHAc {7.77}, A1
NH

, T2
NH

 

{7.70}), 7.65 – 7.58 (m, 1 H, T*
NH

 {7.60}), 7.51 – 7.43 (m, 1 H, R
NH

 {7.45}), 7.35 (bs, 1 H, H
δ
), 7.28 (d, 

JT1NH,T1α = 8.2 Hz, 1 H, T1
NH

), 5.40 – 5.34 (m, 1 H, FP1
γ
), 5.34 – 5.27 (m, 1 H, FP2

γ
), 4.79 (bs, 1 H, H1), 4.65 

– 4.53 (m, 2 H, D
α
 {4.59}, H

α
 {4.57}), 4.52 – 4.40 (m, 8 H, R

α
 {4.49}, V

α
 {4.48}, P3

α
 {4.46}, FP1,2

α
 {4.45}, 

A2,3
α
 {4.44}, T*

α
 {4.43}), 4.40 – 4.35 (m, 1 H, S1

α
 {4.38}), 4.34 – 4.29 (m, 2 H, P2

α
 {4.32}, S2

α
 {4.30}), 4.28 

– 4.25 (m, 1 H, P1
α
 {4.27}), 4.25 – 4.22 (m, 2 H, H1’ {4.23}, A1

α
 {4.22}), 4.21 – 4.15 (m, 3 H, T1,2

α
 {4.19}, 

A4
α
 {4.16}), 4.15 – 4.09 (m, 2 H, H2 {4.13}, T*

β
 {4.11}), 4.08 – 4.03 (m, 1 H, T2

β
 {4.04}), 4.03 – 3.78 (m, 

7 H, FP1
δa

 {4.00}, T1
β
 {3.91}, H4 {3.90}, G1

α
 {3.87}, FP1

δb
 {3.83}, FP2

δa
 {3.81}), 3.77 – 3.24 (m, 29 H, G2

α
, 

H5 {3.72}, H3 {3.67}, S1
β 

{3.64}, P2
δ
 {3.63}, H3’ {3.62}, 2 × OCH2 {3.58}, P1

δ
, S2

β
, 2 × OCH2 {3.55}, 

H6a, H6a’ {3.53}, P3
δ
 {3.51}, 3 × OCH2 {3.49}, H6b, H6b’ {3.46}, H2’, H5‘ {3.33}, H4’ {3.26}, 3.15 – 

3.04 (m, 3 H, H
βa

 {3.11}, R
δ
 {3.09}), 3.01 – 2.94 (m, 3 H,H

βb
 {2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.68 – 2.63 (m, 1 H, 

D
βa

 {2.66}), 2.60 – 2.40 (m, 5 H, CH2aCO {2.56}, D
βb

 {2.52}, CH2bCO {2.48}, FP1
βa

 {2.38}, FP2
βa

 {2.33}), 

2.16 – 2.12 (m, 3 H, FP1
βb

 {2.20}, FP2
βb

 {2.18}, P3
βa

 {2.16}), 2.09 – 1.92 (m, 5 H, P1,2
βa

 {2.04}, V
β
, P3

γ
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{1.97}), 1.90 – 1.65 (m, 12 H, P3
βb

 {1.87}, P1
βb

, P1,2
γ
, R

γa
, CH3NHAc {1.84}, P2

βb
 {1.77}, R

βa
 {1.70}), 1.52 

(bs, 2 H, R
γb

, R
βb

), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
α
), 1.23 (d, JA3β,A3α = 7.0 Hz, 3 H, A3

α
), 1.19 (d, JA2β,A2α = 

7.0 Hz, 3 H, A2
α
), 1.17 (d, JA1β,A1α = 6.9 Hz, 3 H, A1

α
), 1.14 (d, JT*γ,Tβ = 6.5 Hz, 3 H, T*

γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 

6.3 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.90 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 

6.8 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.3 (A1

C=O
), 172.2 (A3

C=O
, D

γ
), 171.3 (V

C=O
), 171.1 

(FP1,2
C=O

, P3
C=O

), 170.9 (A2
C=O

, R
C=O

), 170.8 (NHAc
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 (S1
C=O

), 170.0 (H
C=O

), 169.9 

(S2
C=O

, T*
C=O

), 168.8 (CH2CO), 169.7 (T1,2
C=O

), 169.6 (P1,2
C=O

), 169.0 (G1
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 156.8 (R
ε
), 

133.6 (H
ε
), 129.1 (H

γ
), 117.0 (H

δ
), 104.7 (C1’), 98.5 (C1), 93.1 (FP2

γ
), 92.2 (FP1

γ
), 77.8 (C3), 75.3 (C5’), 

75.1 (T*
β
), 73.1 (C4’), 71.5 (C5), 70.7 (C2’), 69.7 (4 × OCH2), 68.1 (C3’), 67.8 (C4), 66.9 (T1

β
), 66.6 

(OCH2), 66.3 (T2
β
), 61.7 (S1,2

β
), 60.5 (C6, C6’), 59.8 (P1

α
), 59.1 (P2

α
), 58.2 (FP1,2

α
), 58.0 (T1,2

α
), 57.4 (P3

α
, 

V
α
), 56.1 (T*

α
), 54.9 (S1

α
), 54.8 (S2), 53.3 (FP1,2

δ
), 51.5 (H

α
), 49.2 (D

α
), 50.0 (R

α
), 48.2 (A1

α
), 48.1 (C2), 47.7 

(A4
α
), 46.8 (P1,2

δ
), 46.5 (P3

δ
), 46.4 (A2,3

α
), 42.1 (G2

α
), 42.0 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 38.7 (H2NCH2), 35.7 (D

β
), 35.2 

(FP1
β
), 35.1 (FP2

β
), 34.2 (CH2CO), 31.0 (V

β
), 29.1 (P1,2

β
), 28.4 (P3

β
), 28.3 (R

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P1-3

γ
, R

γ
), 

23.0 (CH3-NHAc), 19.9 (T2
γ
), 19.5 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 18.3 (T*

γ
), 18.2 (V

γa
), 17.9 (A1

β
), 17.2 (A4

β
), 16.7 (A3

β
), 

16.6 (A2
β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -177.8 – -178.4 (m, 1 F, FP1

γ
), -178.8 – -179.4 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 

5.6.16 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-

alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-

L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-

theronyl-L-alanin (70)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-

Ac2GalNAc)-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 
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erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplungen von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an 

das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) 

und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung 

eingesetzt und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird 

abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung 

mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 63 mg (23%, 0.02 mmol) des Peptids 70 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 14.7 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C115H177F2N27O48 (2743.82 g/mol) [2742.2207].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 915.0811 ([M+3H]
3+

, ber.: 915.0814), 1372.1211 ([M+2H]
2+

, ber.: 1372.1182). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.22 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.46 – 8.32 (m, 1 H, D

NH
 

{8.42}), 8.31 – 8.16 (m, 4 H, A3
NH

 {8.21}, G1,2
NH

 {8.20}, A1
NH

 {8.18}), 8.12 – 8.05 (m, 2 H, A2
NH

 {8.11}, 

H
NH

 {8.10}), 8.03 – 7.84 (m, 4 H, S1
NH

 {7.99}, V
NH

 {7.96}, A4
NH

, R
NH

, T*
NH

 {7.95}), 7.82 – 7.65 (m, 2 H, 

S2
NH

 {7.78}, T2
NH

 {7.71}), 7.53 – 7.15 (m, 3 H, R
NH

 {7.49}, T1
NH

 {7.37}, H
δ
 {7.36}), 7.03 (bs, 1 H, NHAc), 

5.45 – 5.35 (m, 1 H, FP1
γ
 {5.39}), 5.35 – 5.25 (m, 2 H, FP2

γ
 {5.33}, H4 {5.30}), 5.25 – 5.20 (m, 1 H, H4’ 

{5.23}, 5.10 – 5.01 (m, 1 H, H3’ {5.07}), 4.91 – 4.82 (m, 2 H, H1 {4.86}, H2’ {4.85}), 4.77 (d, JH1’,H2’ = 
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8.0 Hz, 1 H, H1’), 4.63 – 4.35 (m, 11 H, H
α
 {4.57}, P1

α
 {4.55}, D

α
 {4.54}, A3

α
 {4.51}, V

α
, R

α
 {4.50}, A2

α
 

{4.46}, T*
α
 {4.44}, FP1,2

α
 {4.40}, S1

α
 {4.38}), 4.35 – 4.24 (m, 4 H, P2

α
 {4.32}, S2

α
 {4.31}, H2 {4.28}, P3

α
 

{4.27}), 4.23 – 4.10 (m, 8 H, T1,2
α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, H3, A1

α
 {4.17}, T*

β
 {4.15}, H5’ {4.14}, H6a {4.13}), 

4.09 – 3.99 (m, 4 H, T2
β
, FP1

δb
 {4.06}, FP2

δb
 {4.04}, H6a’ {4.02}), 3.98 – 3.43 (m, 30 H, T1

β
 {3.95}, H5 

{3.93}, H6b’ {3.92}, G1
α
 {3.86}, H6b {3.81}, FP1

δa
, G2

α
 {3.71}, FP2

δa
 {3.66}, S2

β
 {3.65}, 2 × OCH2 {3.59}, 

P3
δ
 {3.58}, S1

β
, OCH2 {3.56}, OCH2 {3.55}, OCH2 {3.54}, P2

δ
 {3.53}, P1

δ
 {3.48}), 3.18 – 3.04 (m, 3 H, H

βb
 

{3.12}, R
δ 
{3.09}), 3.02 – 2.86 (m, 3 H, H2NCH2 {2.98}, H

βa
 {2.97}), 2.79 – 2.70 (m, 1 H, D

βa
 {2.73}), 3.61 

– 2.31 (m, 9 H, CH2aCO {2.57}, D
βb

 {2.53}, CH2bCO {2.47}, FP1
β
 {2.37}, FP2

β
 {2.35}), 2.14 – 1.66 (m, 

32 H, CH3-OAc {2.10}, P1
βb

 {2.07}, CH3-OAc, P3
βb

 {2.04}, P2
βb

 {2.03}, CH3-OAc {2.01}, V
β
 {2.00}, P3

γ
 

{1.95}, CH3-OAc{1.93}, CH3-OAc {1.90}, CH3-NHAc, P1,2
γ
, P3

βa
 {1.84}, P1,2

βa
 {1.77}, R

βb
 {1.70}), 1.52 

(bs, 3 H, R
γ
, R

βa 
{1.52}), 1.32 – 1.09 (m, 15 H, A4

β
 {1.27}, A3

β
 {1.21}, A1,2

β
 {1.19}, T*

γ
 {1.14}), 1.05 (d, 

JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.2 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V

γa
), 0.83 (d, 

JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 173.1 (P3

C=O
), 172.2 (A1

C=O
, T*

C=O
), 171.7 (D

γ
), 171.2 

(A3
C=O

), 171.1 (P2
C=O

), 171.0 (V
C=O

), 170.9 (FP1,2
C=O

), 170.8 (A2
C=O

), 170.1 (P1
C=O

, D
C=O

), 170.0 (S2
C=O

), 

169.9 (2 × COAc, S1
C=O

), 169.8 (COAc, H
C=O

), 169.5 (COAc, T1,2
C=O

), 169.3 (CO-NHAc), 169.2 (R
C=O

), 

168.9 (COAc), 168.8 (G1
C=O

), 168.7 (G2
C=O

), 168.4 (CH2CO), 156.6 (R
ε
), 133.5 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 116.9 (H

δ
), 

100.1 (C1’), 98.3 (C1), 92.9 (FP2
γ
), 92.1 (FP1

γ
), 75.3 (T*

β
), 74.4 (C5), 70.2 (C3’), 69.6 (4 × OCH2), 69.4 

(C4), 69.3 (C5’), 68.3 (C2’), 67.2 (C3), 66.9 (C4’), 66.7 (T1
β
), 66.6 (OCH2), 66.3 (OCH2), 66.2 (T2

β
), 63.1 

(C6), 61.7 (S1,2
β
), 60.6 (C6’), 59.7 (P3

α
), 59.0 (P2

α
), 57.9 (T1,2

α
), 57.8 (FP1,2

α
), 57.5 (P1

α
), 57.2 (V

α
), 56.0 

(T*
α
), 54.8 (S1

α
), 54.7 (S2

α
), 53.1 (FP1,2

δ
), 51.4 (H

α
), 49.9 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.5 (A1

α
), 47.9 (C2), 47.6 (A4

α
), 

46.7 (P1,2
δ
), 46.6 (P3

δ
),46.5 (A3

α
), 46.2 (A2

α
), 42.0 (G1

α
), 41.9 (G2

α
), 40.5 (R

δ
), 38.6 (H2NCH2), 35.5 (FP1,2

β
, 

D
β
), 34.2 (CH2CO), 30.9 (V

β
), 29.0 (P2,3

β
), 28.3 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P3

γ
), 24.4 (P1,2

γ
, R

γ
), 22.8 

(CH3-NHAc), 20.6, 20.4, 20.3 (5 × CH3-OAc), 19.7 (T2
γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.1 (V

γa
), 18.1 (V

γb
), 17.8 (T*

γ
), 17.4 

(A1
β
), 17.1 (A4

β
), 16.6 (A2

β
), 16.4 (A3

β
) ppm.  

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -177.6 – -178.1 (m, 1 F, FP1

γ
), -178.3 – -178.9 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 
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5.6.17 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-

alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-

galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (75)  

 (H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-

Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

63 mg (23 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 70 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 36 mg (63%, 14 µmol) des Peptids 75 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 8.7 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H165F2N27O42 (2491.60 g/mol) [2490.1573]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 831.0603 ([M+3H]
3+

, ber.: 831.0602), 1246.5886 ([M+2H]
2+

, ber.: 1246.0865). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.91 (s, 1 H, H

ε
), 8.42 (bs, 1 H, D

NH
), 8.29 – 8.15 (m, 2 H, G1

NH
 

{8.19}, A3
NH

 {8.17}), 8.14 – 7.88 (m, 7 H, A1,2
NH

 {8.10}, H
NH

 {8.07}, G2
NH

 {8.06}, V
NH

 {7.98}, R
NH

 

{7.96}, A4
NH

 {7.94}), 7.83 – 7.68 (m, 4 H, T*
NH

 {7.79}, S1,2
NH

 {7.78}, T2
NH

 {7.70}), 7.51 – 7.32 (m, 3 H, 

R
NH

 {7.41}, H
δ
, T1

NH
 {7.35}), 7.08 (bs, 1 H, NHAc), 5.40 (bs, 1 H, FP1

γ
), 5.33 (bs, 1 H, FP2γ), 4.86 – 4.72 

(m, 1 H, H1 {4.82}), 4.64 – 4.36 (m, 11 H, P3
α
 {4.57}, H

α
 {4.55}, D

α
 {4.53}, R

α
 {4.50}, V

α
 {4.48}, A1,2

α
 

{4.46}, T*
α
 {4.44}, FP1,2

α
 {4.39}, S1

α
 {4.38}), 4.36 – 4.10 (m, 10 H, S2

α
 {4.34}, P2

α
 {4.32}, P1

α
 {4.28}, H1’ 

{4.23}, T1,2
α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, A3

α
, H2 {4.16}, T*

β
 {4.13}), 4.10 – 3.83 (m, 7 H, T2

β
 {4.06}, FP2

δa
 {4.04}, 

FP1
δa

 {4.03}, T1
β
 {3.95}, H4 {3.90}, G2

α
 {3.86}), 3.78 – 3.23 (m, 36 H, G1

α
, H5 {3.72}, FP1

δb
 {3.69}, FP2

δa
, 

H3 {3.67}, S1
β 

{3.65}, P1
δ
 {3.63}, H3’ {3.62}, 2 × OCH2 {3.59}, S2

β
, 2 × OCH2 {3.56}, OCH2 {3.54}, H6a, 

H6a’, P2
δ
 {3.53}, 2 × OCH2 {3.50}, P3

δ
 {3.48}, H6b, H6b’ {3.47}, H2’, H5‘ {3.33}, H4’ {3.26}), 3.16 – 

3.04 (m, 3 H, H
βa

 {3.12}, R
δ
 {3.09}), 2.97 (bs, 3 H, H2NCH2 {2.98}, H

βb
 {2.97}), 2.76 – 2.70 (m, 1 H, D

βa
 

{2.73}), 2.60 – 2.30 (m, 7 H, CH2aCO {2.57}, D
βb

 {2.51}, CH2bCO {2.47}, FP1
β
 {2.37}, FP2

β
 {2.35}), 2.11 – 

1.64 (m, 17 H, P3
βa

 {2.07}, P1,2
βa

 {2.03}, V
β
 {1.98}, P1

γ
 {1.95}, P1

βb
, P2,3

γ
, CH3NHAc {1.84}, P3,4

βb
 {1.77}, 

R
βa

 {1.70}), 1.53 (bs, 2 H, R
γ
, R

βb
), 1.27 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4

α
), 1.21 – 1.16 (m, 9 H, A1-3

α
), 1.14 (d, 



  5. EXPERIMENTELLER TEIL 

189 

 

JT*γ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, 

JVγb,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V
γb

), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.7 (A4

C=O
, T2

C=O
), 172.2 (A3

C=O
, D

γ
), 171.1 (FP1,2

C=O
, P3

C=O
), 170.9 

(A1,2
C=O

, R
C=O

, T*
C=O

, V
C=O

), 170.7 (NHAc
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 (H
C=O

, S1
C=O

), 169.9 (S2
C=O

), 168.8 

(CH2CO), 169.6 (P1,2
C=O

, T1
C=O

), 169.0 (G1
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.1 (H

γ
), 117.0 (H

δ
), 

104.6 (C1’), 98.4 (C1), 92.9 (FP2
γ
), 92.1 (FP1

γ
), 77.9 (C3), 75.2 (C5’), 75.0 (T*

β
), 73.0 (C4’), 71.3 (C5), 70.6 

(C2’), 69.6 (2 × OCH2), 69.5 (2 × OCH2), 68.0 (C3’), 67.7 (C4), 66.7 (T1
β
), 66.5 (OCH2), 66.2 (T2

β
, OCH2), 

61.7 (S2
β
), 61.6 (S1

β
), 60.4 (C6, C6’), 59.6 (P1

α
), 59.0 (P2

α
), 57.8 (FP1,2

α
, T1,2

α
), 57.4 (P3

α
), 57.1 (V

α
), 55.9 

(T*
α
), 54.7 (S1

α
), 54.6 (S2

α
), 53.2 (FP1,2

δ
), 51.4 (H

α
), 49.9 (R

α
), 49.4 (D

α
), 48.3 (A3

α
, C2), 47.5 (A4

α
), 46.7 (P1-

3
δ
), 46.2 (A1,2

α
), 41.9 (G1,2

α
), 40.5 (R

δ
), 38.5 (H2NCH2), 35.5 (D

β
, FP1,2

β
), 34.1 (CH2CO), 30.9 (V

β
), 29.0 (P1-

3
β
), 28.3 (R

β
), 27.0 (H

β
), 24.4 (P1

γ
, R

γ
), 24.3 (P2,3

γ
), 22.9 (CH3-NHAc), 19.7 (T2

γ
), 19.5 (T1

γ
), 19.1 (V

γb
), 18.1 

(V
γa

), 18.0 (T*
γ
), 17.4 (A3

β
), 17.1 (A4

β
), 16.5 (A1,2

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.7 – -175.8 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 
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5.7 Synthesevorschriften der Peptide für Abbaustudien 

5.7.1 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-

theronyl-L-alanin (78)  

 (Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Nach 

der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog 

der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 
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(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 125 mg (66%, 0.06 mmol) des Peptids 78 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.1 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H127N25O28 (1887.04 g/mol) [1885.9282]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 629.6499 ([M+3H]
3+

, ber.: 629.6500), 944.4723 ([M+2H]
2+

, ber.: 943.9714). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 14.24 (bs, 1 H, COOH), 8.97 (s, 1 H, H

ε
), 8.51 – 8.41 (m, 1 H, P

NH
), 

8.31 – 8.20 (m, 5 H, G1
NH

 {8.27}, D
NH

, H
NH

 {8.24}, G2
NH

 {8.23}, A2
NH

 {8.22}), 8.14 – 8.08 (m, 3 H, H
NH

, 

A3,4
NH

 {8.10}), 8.05 (d, JVNH,Vα = 8.5 Hz, 1 H, V
NH

), 7.98 – 7.94 (m, 2 H, R
NH

, A1
NH

 {7.95}), 7.88 (d, JTNH,T2α 

= 7.9 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.82 – 7.77 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.79}), 7.71 (d, JTNH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, T3
NH

), 7.52 (t, 

JRCqNH, Rδ = 5.5 Hz, 1 H, R
CqNH

), 7.38 (s, 1 H, H
δ
), 7.32 (d, JTNH,T1α = 8.4 Hz, 1 H, T1

NH
), 4.61 – 4.51 (m, 3 H, 

H
α
 {4.58}, D

α
, A4

α
{4.54}), 4.50 – 4.43 (m, 3 H, R

α 
{4.49}, P1

α
, A3

α
 {4.46}), 4.42 – 4.35 (m, 2 H, P2

α
 {4.39}, 

S1
α 

{4.37}), 4.34 – 4.24 (m, 7 H, P3
α
 {4.32}, V

α
, S2

α
, T1

α
, T2

α
 {4.30}, P4,5

α
 {4.27}), 4.22 – 4.15 (m, 3 H, A2

α
, 

T3
α
 {4.19}, A1

α
 {4.17}), 4.09 – 4.03 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 4.00 – 3.92 (m, 2 H, T2

β
 {3.97}, T1

β
 {3.94}), 3.90 

(d, JG1αb,G1NH = 5.1 Hz, 1 H, G1
αb

), 3.87 (d, JG1αa,G1NH = 5.4 Hz, 1 H, G1
αa

), 3.77 – 3.68 (m, 2 H, G2
α
 {3.71}), 

3.67 – 3.59 (m, 5 H, S1
β
 {3.64}, P3

δa
 {3.62}, S2

β
 {3.60}), 3.58 – 3.48 (m, 10 H, P2,4,5

δa
 {3.57}, P2,4,5

δb
 {3.52}), 

3.45 – 3.40 (m, 1 H, P3
δb

{3.42}), 3.25 – 3.21 (m, 1 H, P1
δa

 {3.23}), 3.19 – 3.14 (m, 1 H, P1
δb

 {3.17}), 3.13 – 

3.05 (m, 3 H, H
βb

 {3.11}, R
δ
 {3.09}), 2.98 (dd, JHβa, Hβb = 15.1 Hz, JHβa, Hα = 7.3 Hz, 1 H, H

βa
), 2.74 (dd, JDβa, 

Dβb = 16.4 Hz, JDβa, Dα = 5.8 Hz, 1 H, D
βa

), 2.52 – 2.48 (m, 1 H, D
βb

 {2.50}), 2.44 – 2.37 (m, 1 H, P1
βa

 {2.41}), 

2.14 – 2.07 (m, 1 H, P2
βa

 {2.09}, 2.05 – 1.98 (m, 4 H, P3-5
βa

 {2.03}, V
β
 {2.00}), 1.96 – 1.66 (m, 16 H, P1

γa
 

{1.92}, P2-5
γa

 {1.91}, P1
γb

 {1.85}, P2-5
γb

 {1.84}, P3-5
βb

 {1.83}, P1
βb

 {1.81}, P2
βb

 {1.77}, R
βa

 {1.70}), 1.57 – 

1.42 (m, 3 H, R
βb

, R
γb 

{1.52}, R
γa

{1.45}), 1.26 (d, JA1β,A1α = 7.3 Hz, 3 H, A1
β
), 1.21 – 1.15 (m, 9 H, A2-4

β
 

{1.18}), 1.05 (d, JT3γ,Tβ = 6.3 Hz, 3 H, T3γ), 1.02 (d, JT2γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.00 (d, JT1γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, 

T1
γ
), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γb
), 0.82 (d, JVγa, Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A1

C=O
), 172.3 (A4

C=O
), 172.1 (P

C=O
), 171.9 (D

γ
), 171.7 (P

C=O
), 

171.1 (A3
C=O

), 170.9 (P
C=O

, V
C=O

), 170.6 (S2
C=O

), 170.4 (D
C=O

), 170.1 (P
C=O

), 170.0 (H
C=O

, S1
C=O

), 169.7 

(T3
C=O

), 169.6 (T2,1
C=O

), 169.4 (P
C=O

), 168.9 (S1,2
C=O

), 166.5 (P1
C=O

), 158.5 (q, TFA), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 

129.0 (H
γ
), 117.1 (H

δ
), 66.9 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.3 (T3

β
), 61.8 (S1

β
), 61.7 (S2

β
), 59.8 (P5

α
), 59.7 (P4

α
), 59.4 

(P2
α
), 59.1 (P3

α
), 58.4 (P1

α
), 58.1 (T3

α
), 57.8 (V

α
, T1

α
, T2

α
), 55.0 (S1

α
), 54.8 (S2

α
), 51.4 (H

α
), 50.1 (R

α
), 49.5 

(D
α
), 48.5 (A2

α
), 47.7 (A1

α
), 46.8 (P2,4,5

δ
), 46.7 (P3

δ
), 46.6 (A4

α
), 46.3 (A3

α
), 45.9 (P1

δ
), 42.1 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 

40.6 (R
δ
), 35.6 (D

β
), 30.7 (V

β
), 29.1 (P2-5

β
), 28.3 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 27.1 (H

β
), 24.5 (P2-5

γ
, R

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.9 

(T3
γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.7 (A2

β
), 17.2 (A1

β
), 16.9 (A3

β
), 16.6 (A4

β
) ppm. 
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5.7.2 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (79)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-cis-4-F-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 113 mg (59%, 0.06 mmol) des Peptids 79 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.3 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6438 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9616 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 14.37 (bs, 1 H, COOH), 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.51 – 8.43 (m, 1 H, P

NH
 

{8.48}), 8.30 – 8.19 (m, 5 H, G1
NH

 {8.27}, D
NH

 {8.25}, H
NH

 {8.24}, A4
NH

 {8.22}), 8.11 (s, 1 H, A2
NH

), 8.10 

(s, 1 H, H
NH

), 8.05 (d, JVNH,Vα = 8.6 Hz, 1 H, V
NH

), 8.03 – 7.94 (m, 4 H, G2
NH

 {8.01}, A3
NH

 {8.00}, R
NH

 

{7.97}, A1
NH

 {7.96}), 7.89 (d, JTNH,T2α = 8.1 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.80 (d, JTNH,S1α = 7.8 Hz, 1 H, S2
NH

), 7.74 – 7.70 

(m, 2 H, T3
NH

 {7.73}, S1
NH

 {7.71}), 7.57 – 7.53 (m, 1 H, R
NH

 {7.55}), 7.38 (s, 1 H, H
δ
), 7.33 (bs, 1 H, T1

NH
), 

5.32 (bs, 1 H, FP1
γ
), 5.26 (bs, 1 H, FP2

γ
), 4.62 – 4.51 (m, 3 H, H

α
 {4.58}, D

α
, A2

α
 {4.53}), 4.50 – 4.37 (m, 

7 H, R
α
 {4.47}, P1

α
 {4.46}, FP1,2

α
 {4.43}, S1

α
 {4.41}, P2

α
 {4.39}), 4.34 – 4.24 (m, 5 H, A4

α
, T2

α
, V

α
 {4.31}, 

S2
α
 {4.30}), 4.21 – 4.14 (m, 5 H, P3

α
, T1,3

α
 {4.19}, A1,3

α
 {4.18}), 4.09 – 4.04 (m, 1 H, T3

β
 {4.07}), 3.99 – 3.92 

(m, 2 H, T1,2
β
 {3.97}), 3.92 – 3.85 (m, 1 H, G1

αa
 {3.89}), 3.82 – 3.70 (m, 6 H, FP1

δ
 {3.79}, G2

αa
 {3.76}, FP2

δ
, 

G1
αb

 {3.74}), 3.67 (d, JG2αb,G1NH = 4.7 Hz, 1 H, G2
αb

), 3.64 – 3.58 (m, 4 H, P2
δa

 {3.63}, S1
β
 {3.61}, P2

δb
 

{3.60}), 3.57 – 3.49 (m, 4 H, S2
β
 {3.54}, P3

δa
 {3.51}), 3.45 – 3.40 (m, 1 H, P3

δa
 {3.42}), 3.27 – 3.20 (m, 1 H, 

P1
δa

 {3.23}), 3.19 – 3.13 (m, 1 H, P1
δb

 {3.17}), 3.14 – 3.04 (m, 3 H, R
δ
, H

βb
 {3.10}), 2.98 (dd, JHβa, Hβb = 

15.6 Hz, JHβa, Hα = 7.6 Hz, 1 H, H
βa

), 2.74 (dd, JDβa, Dβb = 16.6 Hz, JDβa, Dα = 6.3 Hz, 1 H, D
βa

), 2.54 – 2.45 (m, 

1 H, D
βb

 {2.50}), 2.44 – 2.35 (m, 1 H, P1
βa

 {2.41}), 2.28 – 2.13 (m, 4 H, FP1
β
 {2.24}, FP2

β
 {2.21}), 2.11 – 

2.07 (m, 1 H, P2
βa

 {2.10}), 2.04 – 1.97 (m, 2 H, P3
βa

 {2.01}, V
β
 {2.00}), 1.94 – 1.74 (m, 10 H, P2

γa
 {1.91}, 

P1
γ
, P3

γa
 {1.89}, P3

γb
 {1.85}, P3

βb
, P2

γb
 {1.83}, P1

βb
 {1.81}, P2

βb
 {1.77}, R

βb
 {1.71}), 1.53 (bs, 3 H, R

βa
, R

γ
), 

1.26 (d, JA1β,A1α = 7.3 Hz, 3 H, A1
β
), 1.22 – 1.10 (m, 9 H, A2-4

β
 {1.19}), 1.05 (d, JT3γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T3

γ
), 

1.02 (d, JT2γ,Tβ = 5.9 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,Tβ = 6.6 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.82 

(d, JVγa, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A1

C=O
), 172.3 (A2

C=O
), 171.8 (D

γ
), 171.1 (A3

C=O
), 170.9 (P

C=O
), 

170.8 (V
C=O

), 170.5 (A4
C=O

), 170.1 (FP
C=O

), 170.0 (D
C=O

, H
C=O

), 169.9 (R
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 169.5 (T1,2
C=O

, 

S2
C=O

), 168.9 (P
C=O

, G2
C=O

), 168.8 (FP
C=O

, P
C=O

, G1
C=O

), 166.5 (P1
C=O

), 158.4 (q, TFA), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 

129.0 (H
γ
), 117.1 (H

δ
), 93.5 (FP2

γ
), 91.8 (FP1

γ
), 66.8 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.2 (T3

β
), 61.8 {S1

β
}, 61.7 (S2

β
), 59.3 

(P1
α
), 58.8 (FP1,2

α
), 58.3 (P2

α
), 58.1 (T1,3

γ
), 57.8 (P3

α
, T2

γ
, V

α
), 54.7 (S1,2

α
), 53.0 (FP1,2

δ
), 51.4 (H

α
), 50.2 (R

α
), 

49.6 (D
α
), 48.5 (A3,4

α
), 47.7 (A1

α
), 46.8 (P2,3

δ
), 46.3 (A2

α
), 45.9 (P1

δ
), 42.1 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.7 (R

δ
), 35.5 

(D
β
), 35.3 (FP1,2

β
), 30.7 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.2 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 27.1 (H

β
), 24.6 (R

γ
), 24.4 (P2,3

γ
), 23.6 (P1

γ
), 

19.9 (T3
γ
), 19.8 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (A4

β
, V

γa
), 17.7 (A3

β
), 17.2 (A1

β
), 16.8 (A2

β
) ppm.  
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19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.1 – -175.1 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 

5.7.3 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (80) 

 (Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-cis-4-F-Pro- Gly-Ser-

Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 
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Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 113 mg (59%, 0.06 mmol) des Peptids 80 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 10.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6434 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9616 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.52 – 8.42 (m, 1 H, P

NH
 {8.48}), 8.31 – 8.24 (m, 

2 H, G1
NH

 {8.27}, H
NH

 {8.25}), 8.22 (d, JA1NH, A1α = 7.0 Hz, 1 H, A1
NH

), 8.19 – 8.13 (m, 2 H, A3
NH

 {8.19}, 

A2
NH

 {8.16}), 8.11 (s, 1 H, H
NH

), 8.10 – 8.03 (m, 1 H, V
NH

 {8.05}), 8.02 – 7.92 (m, 4 H, D
NH

 {8.01}, R
NH

 

{7.97}, A4
NH

, G2
NH

 {7.96}), 7.91 – 7.85 (m, 2 H, T1,2
NH

 {7.88}), 7.84 – 7.80 (m, 1 H, S1
NH

 {7.82}), 7.79 – 

7.70 (m, 2 H, S2
NH

 {7.76}, T3
NH

 {7.73}), 7.57 – 7.51 (m, 1 H, R
NH

 {7.54}), 7.38 (s, 1 H, H
δ
), 5.43 – 5.33 (m, 

1 H, FP1
γ 
{5.36}), 5.30 – 5.20 (m, 1 H, FP2

γ 
{5.27}), 4.67 – 4.52 (m, 3 H, D

α 
{4.62}, H

α
 {4.58}, A3

α
 {4.57}), 

4.51 – 4.36 (m, 7 H, R
α
 {4.48}, A2

α
 {4.47}, FP2

α
 {4.44}, FP1

α
, S2

α
 {4.41}, P2,3

α 
{4.39}), 4.34 – 4.24 (m, 5 H, 

T1,2
α
, V

α
 {4.31}, P1

α 
{4.30}, S1

α
 {4.28}), 4.23 – 4.14 (m, 3 H, A1,4

α
, T3

α
 {4.19}), 4.13 – 3.82 (m, 8 H, T3

β
 

{4.05}, T2
β
 {3.97}, FP1

δ
 {3.93}, T1

β
 {3.91}, FP2

δ
, G1

αa
 {3.87}), 4.78 – 3.67 (m, 3 H, G2

αa
 {3.77}, G1

αb
 

{3.75}, G2
αb

 {3.67}), 3.66 – 3.37 (m, 8 H, P3
δa

 {3.62}, S2
β
 {3.61}, S1

β
 {3.54}, P2

δa
 {3.49}, P2,3

δb
 {3.43}), 3.28 

– 3.04 (m, 5 H, P1
δa

 {3.23}, P1
δb

 {3.17}, H
βb

 {3.10}, R
δ
 {3.08}), 3.02 – 2.90 (m, 1 H, H

βa
 {2.98}), 2.69 (dd, 

JDβa, Dβb = 16.1 Hz, JDβa, Dα = 5.4 Hz, 1 H, D
βa

), 2.47 – 2.35 (m, 3 H, D
βb

 {2.46}, FP1
β
 {2.40}), 2.34 – 2.14 (m, 

2 H, FP2
β
 {2.33}), 2.13 – 1.95 (m, 3 H, P2,3

βb
, V

β
 {2.00}), 1.93 – 1.63 (m, 11 H, P1

γb
 {1.90}, P1

γa
 {1.87}, P2,3

γ
 

{1.85}, P1
β
 {1.81}, P2,3

βa
 {1.76}, R

βa
 {1.69}), 1.51 (bs, 3 H, R

βb
, R

γ
 {1.51}), 1.31 – 1.11 (m, 12 H, A4

β
 

{1.26}, A3
β
 {1.23}, A2

β
 {1.20}, A1

β
 {1.19}), 1.09 – 0.95 (m, 9 H, T3

γ
 {1.05}, T2

γ
 {1.02}, T1

γ
 {1.01}), 0.86 (d, 

JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

), 0.83 (d, JVγa, Vβ = 6.8 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.3 (A

C=O
), 172.0 (D

γ
), 171.5 (A

C=O
), 171.4 (A

C=O
), 

171.2 (P2,3
C=O

, V
C=O

, FP2
C=O

), 170.9 (G2
C=O

), 170.1 (S2
C=O

, D
C=O

, H
C=O

, G1
C=O

, FP1
C=O

), 170.0 (G1
C=O

), 169.7 

(T3
C=O

), 169.6 (T2
C=O

, R
C=O

), 169.5 (S1
C=O

), 168.7 (T1
C=O

), 166.5 (P1
C=O

), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 

117.1 (H
δ
), 93.5 (FP2

γ
), 91.6 (FP1

γ
), 66.9 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.2 (T3

β
), 61.8 (S2

β
), 61.5 (S1

β
), 59.3 (P2,3

α
), 59.2 

(P1
α
), 58.7 (FP1,2

α
), 58.0 (T3

α
), 57.7 (T1,2

α
, V

α
), 54.9 (S2

α
), 54.8 (S1

α
), 53.2 (FP1

δ
), 53.0 (FP2

δ
), 51.4 (H

α
), 50.1 

(R
α
), 49.2 (D

α
), 48.4 (A1

α
), 47.6 (A4

α
), 46.8 (P2,3

δ
), 46.6 (A2

α
), 46.4 (A3

α
), 45.9 (P1

δ
), 42.1 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 

40.6 (R
δ
), 35.7 (D

β
), 35.4 (FP1

β
), 35.2 (FP2

β
), 30.7 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.2 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 27.1 (H

β
), 24.5 

(P2,3
γ
,R

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.9 (T3

γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 17.7 (A1

β
, V

γa
), 17.2 (A4

β
), 16.8 (A2,3

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.6 – -175.7 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 
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5.7.4 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-

seryl-L-alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (81)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-cis-4-F-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 82 mg (43%, 0.04 mmol) des Peptids 81 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 11.1 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6433 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9614 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.79 – 8.73 (m, 1 H, P

NH
 {8.76}), 8.38 – 8.32 (m, 

1 H, H
NH 

{8.33}), 8.28 – 8.22 (m, 2 H, G1
NH

 {8.25}, D
NH

 {8.24}), 8.21 – 8.15 (m, 2 H, A2
NH

 {8.19}, H
NH

 

{8.18}), 8.12 – 8.00 (m, 3 H, A3
NH

 {8.10}, V
NH

 {8.04}, A4
NH

 {8.02}), 7.99 – 7.93 (m, 3 H, G2
NH

 {7.96}, 

A1
NH

 {7.96}, R
NH

 {7.95}), 7.92 – 7.85 (m, 1 H, T2
NH

 {7.88}), 7.82 – 7.69 (m, 3 H, S1
NH

, T1
NH

 {7.80}, S2
NH

 

{7.75}), 7.60 – 7.55 (m, 1 H, R
NH

 {7.57}), 7.36 (s, 1 H, H
δ
), 7.35 – 7.28 (m, 1 H, T3

NH
 {7.32}, 5.43 – 5.37 

(m, 1 H, FP1
γK1

 {5.40}, FP1
γK2

 {5.38}), 5.34 – 5.27 (m, 1 H, FP2
γK1

 {5.31}, FP2
γK2

 {5.29}), 4.63 – 4.51 (m, 

5 H, H
α
 {4.58}, FP1

α
 {4.57}, FP2

α
 {4.56}, D

α
, A3

α
 {4.55}), 4.51 – 4.38 (m, 4 H, R

α
 {4.49}, A2

α
 {4.47}, P1

α
 

{4.43}, S1
α
 {4.41}), 4.34 – 4.23 (m, 7 H, V

α
, T1,2

α
 {4.31}, P2

α
 {4.30}, S2

α
 {4.29}, P3

α
 {4.27}, A4

α
 {4.24}), 

4.21 – 4.14 (m, 2 H, T3
α 

{4.19}, A1
α
 {4.16}), 4.09 – 4.03 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 4.00 – 3.82 (m, 7 H, FP1

δa
, T2

β
 

{3.97}, T1
β
 {3.94}, FP1

δb
 {3.93}, FP2

δa
 {3.92}, G1

αb 
{3.89}, FP2

δb
 {3.87}), 3.82 – 3.66 (m, 2 H, G2

αa 
{3.77}, 

G1
αa 

{3.73}), 3.66 – 3.45 (m, 9 H, G2
αb 

{3.65}, P3
δa

 {3.62}, S2
β
 {3.60}, P2

δa
 {3.56}, S1

β
 {3.54}, P2

δb
 {3.51}, 

P3
δb

 {3.49}), 3.24 (bs, 1 H, P1
δb

), 3.19 (bs, 1 H, P1
δa

), 3.14 – 3.04 (m, 2 H, H
βb

 {3.10}, R
δ
 {3.09}), 3.01 – 2.94 

(m, 1 H, H
βa

 {2.98}), 2.77 – 2.70 (m, 2 H, D
βa

K1 {2.75}, D
βa

K2 {2.73}), 2.54 – 2.31 (m, 6 H, D
βb

, FP1
βa

 

{2.49}, P1
βa

 {2.47}, FP1
βb

 {2.46}, FP2
βa

 {2.43}, FP2
βb

 {2.40}), 2.06 – 1.96 (m, 3 H, P2,3
βa

 {2.02}, V
β
 {2.00}), 

1.93 – 1.79 (m, 6 H, P1
γ,βb

 {1.90}, P2
βb

 {1.84}, P2,3
γb

 {1.83}), 1.78 – 1.66 (m, 2 H, P3
βb

 {1.75}, R
βa

 {1.69}), 

1.51 (bs, 3 H, R
γ
 {1.52}, R

βb
 {1.51}), 1.26 (d, JA1β, A1α = 7.3 Hz, 3 H, A1

β
), 1.24 – 1.21 (m, 3 H, A2

β
 {1.23}), 

1.21 – 1.14 (m, 6 H, A3,4
β
 {1.18}), 1.05 (d, JT3γ, Tβ = 6.3 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.03 (d, JT2γ, Tβ = 6.0 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 

(d, JT1γ, Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T1
γ
), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V

γb
), 0.82 (d, JVγa, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A1

C=O
), 172.3 (A4

C=O
), 171.9 (D

γ
), 171.5 (P3

C=O
, A2

C=O
), 170.9 

(G2
C=O

), 170.7 (V
C=O

), 170.5 (A3
C=O

), 170.3 (D
C=O

), 170.1 (S2
C=O

, G1
C=O

), 169.9 (R
C=O

, H
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 

169.5 (T1,2
C=O

, P
C=O

, FP2
C=O

), 169.4 (S2
C=O

), 168.9 (FP2
C=O

), 167.4 (FP1
C=O

, P1
C=O

), 156.8 (R
ε
), 133.8 (H

ε
), 

129.0 (H
γ
), 117.2 (H

δ
), 93.6 (FP2

γ
 K1), 93.0 (FP2

γ
 K2), 91.8 (FP1

γ
K1), 91.2 (FP1

γ
K2), 66.8 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.2 

(T3
β
), 61.8 (S1

β
), 61.6 (S2

β
), 59.7 (P3

α
), 59.2 (P2

α
), 58.7 (FP1

α
), 58.2 (FP2

α
, P1

α
), 58.1 (T3

α
), 57.8 (V

 α
, T1,2

α
), 

54.8 (S1,2
α
), 53.1 (FP1,2

δ
), 51.5 (H

α
), 50.1 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.3 (A4

α
), 47.7 (A1

α
), 46.8 (P3

δ
), 46.7 (P2

δ
), 46.6 

(A3
α
), 46.4 (A2

α
), 46.0 (P1

δ
), 42.1 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 35.6 (D

β
, FP1

β
), 35.4 (FP2

β
), 30.7 (V

β
), 29.1 

(P2,3
β
), 28.3 (R

β
), 28.2 (P1

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (R

γ
), 24.3 (P2,3

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.9 (T3

γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 

(T2
γ
), 18.0 (V

γa
), 17.9 (A4

β
), 17.2 (A1

β
), 16.8 (A2,3

β
) ppm.
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19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.6 – -175.7 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 

5.7.5 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (82)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

  

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 
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Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 69 mg (36%, 0.04 mmol) des Peptids 82 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.5 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6446 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9629 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.29 – 8.24 (m, 2 H, G1,2

NH
 {8.26}), 8.24 – 8.17 (m, 

2 H, H
NH

 {8.24}, A2
NH

 {8.22}), 8.17 – 8.12 (m, 1 H, A3
NH

 {8.15}), 8.12 – 8.08 (m, 1 H, H
NH

 {8.10}), 8.08 – 

8.02 (m, 1 H, V
NH

 {8.05}), 8.02 – 7.97 (m, 2 H, D
NH

, R
NH

 {8.00}), 7.97 – 7.93 (m, 1 H, A4
NH

 {7.96}), 7.93 – 

7.89 (m, 1 H, A1
NH

 {7.91}), 7.89 – 7.84 (m, 2 H, T1,2
NH

 {7.88}), 7.84 – 7.76 (m, 2 H, S2
NH

 {7.81}, S1
NH

 

{7.80}), 7.76 – 7.68 (m, 1 H, T3
NH

 {7.72}), 7.54 – 7.50 (m, 1 H, R
NH

 {7.53}), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 5.34 (bs, 1 H, 

FP1
γ
), 5.25 (bs, 1 H, FP2

γ
), 4.64 – 4.50 (m, 4 H, D

α
 {4.62}, H

α
 {4.58}, A3

α
 {4.54}, A1

α
 {4.52}), 4.94 – 4.42 

(m, 3 H, P1
α
 {4.46}, R

α
 {4.45}, FP1

α
 {4.44}), 4.42 – 4.36 (m, 4 H, FP2

α
 {4.41}, P3

α
 {4.39}, S2

α 
{4.37}), 4.33 

– 4.24 (m, 5 H, T2
α
, V

α
 {4.31}, S1

α 
{4.28}, P2

α
 {4.26}), 4.21 – 4.15 (m, 4 H, T3

α
 {4.20}, T1

α
 {4.19}, A2,4

α
 

{4.18}), 4.08 – 4.03 (m, 1 H, T3
β
 {4.06}), 4.01 – 3.85 (m, 6 H, T2

β
 {3.98}, FP1

δ
 {3.93}, T1

β
 {3.92}, G1

αa
 

{3.90}, G1
αb

 {3.87}), 3.78 – 3.69 (m, 4 H, FP2
δ
 {3.77}, G2

αa
 {3.75}, G2

αb
 {3.72}), 3.67 – 3.51 (m, 6 H, S2

β 

{3.63}, P3
δa 

{3.62}, P2
δb

, S1
β 

{3.60}, P3
δb 

{3.56}, P2
δa 

{3.55}), 3.27 – 3.21 (m, 1 H, P1
δb 

{3.24}), 3.20 – 3.08 

(m, 4 H, P1
δa 

{3.17}, R
δ
, H

βb
 {3.11}), 3.01 – 2.95 (m, 1 H, H

βa
 {2.98}), 2.72 – 2.66 (m, 1 H, D

βa
 {2.70}), 2.48 

– 2.37 (m, 6 H, D
βb

 {2.44}, FP2
β
 {2.43}, P1

βa
, FP1

β
 {2.41}), 2.13 – 1.97 (m, 3 H, P3

βa
 {2.10}, P2

βa
 {2.04}, V

β
 

{2.00}), 1.94 – 1.72 (m, 12 H, P1
γa

 {1.90}, P2,3
γa

, R
γb

 {1.89}, P1
γb

 {1.87}, P2,3
γb

, P2
βb

, R
γa

 {1.84}, P1
βb

 {1.81}, 

P3
βb

 {1.78}, R
βb

 {1.73}, 1.55 (bs, 1 H, R
βa

), 1.26 (d, JA4β, A4α = 6.8 Hz, 3 H, A4
β
), 1.24 – 1.19 (m, 6 H, A3

β
 

{1.20}, A2
β
 {1.19}), 1.16 (d, JA1β, A1α = 6.8 Hz, 3 H, A1

β
), 1.05 (d, JT3γ, T3β = 6.3 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.04 – 1.00 (m, 

6 H, T2
γ
 {1.02}, T1

γ
 {1.01}), 0.86 (d, JVγb,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γb
), 0.83 (d, JVγa, Vβ = 6.8 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.4 (A2

C=O
), 172.1 (P2

C=O
), 172.0 (D

γ
), 171.2 

(A3
C=O

), 170.9 (P3
C=O

, V
C=O

), 170.7 (A1
C=O

), 170.5 (FP2
C=O

), 170.3 (D
C=O

), 170.2 (S1
C=O

), 170.1 (G1,2
C=O

, 

H
C=O

), 170.0 (T1
C=O

), 169.8 (P1
C=O

, FP1
C=O

, R
C=O

, T3
C=O

), 169.6 (S2
C=O

, T2
C=O

), 156.8 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.0 

(H
γ
), 117.1 (H

δ
), 93.0 (FP2

γ
), 91.9 (FP1

γ
), 66.8 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.2 (T3

β
), 61.8 (S2

β
), 61.5 (S1

β
), 59.9 (P2

α
), 

59.3 (P3
α
), 58.8 (FP2

α
), 58.6 (FP1

α
), 58.3 (P1

α
), 58.1 (T1

α
), 58.0 (T3

α
), 57.7 (T2

α
, V

α
), 54.9 (S1

α
), 54.8 (S2

α
), 

53.2 (FP2
δ
), 53.1 (FP1

δ
), 51.4 (H

α
), 50.2 (R

α
), 49.3 (D

α
), 48.5 (A2

α
), 47.7 (A4

α
), 46.8 (P2

δ
), 46.7 (P3

δ
, A3

α
), 46.3 

(A1
α
), 45.9 (P1

δ
), 42.0 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 35.7 (D

β
), 35.6 (FP1,2

β
), 30.6 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.2 (R

β
), 

27.9 (P1
β
), 27.1 (H

β
), 24.5 (P2,3

γ
, R

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.8 (T3

γ
), 19.6 (T1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.7 

(A2
β
), 17.2 (A4

β
), 16.9 (A1

β
), 16.8 (A3

β
) ppm. 
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19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.1 – -175.1 (m, 1 F, FP1

γ
), -175.2– -176.2 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 

5.7.6 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-

seryl-L-alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (83)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 123 mg (64%, 0.06 mmol) des Peptids 83 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.5 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6446 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9629 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.37 – 8.30 (m, 2 H, A3

NH
 {8.36}, H

NH
 {8.34}), 8.29 

– 8.15 (m, 4 H, G2
NH

 {8.27}, D
NH

 {8.25}, G1
NH

 {8.22}, H
NH

 {8.20}), 8.14 – 7.85 (m, 6 H, V
NH

 {8.06}, A2
NH

 

{8.02}, R
NH

 {8.01}), A4
NH

 {7.97}, A1
NH

 {7.93}, T2
NH

 {7.91}), 7.82 – 7.68 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.80}), 7.55 – 

7.47 (m, 1 H, R
NH

 {7.53}), 7.41 – 7.28 (m, 2 H, H
δ
 {7.37}, T1

NH
 {7.33}), 5.46 – 5.33 (m, 2 H, FP2

γ
 {5.40}, 

FP2
γ
 {5.35}), 5.32 – 5.19 (m, 2 H, FP1

γ
 {5.32}, FP1

γ
 {5.26}), 4.63 – 4.36 (m, 8 H, H1

α
 {4.58}, FP1,2

α
 {3.56}, 

D
α
, A1

α
 {4.55}, R

α
 {4.47}, P1

α
 {4.44}, S1

α
 {4.39}), 4.36 – 4.23 (m, 7 H, A3

α
 {4.35}, V

α
, T2

α
 {4.32}, S2

α
 

{4.31}, P2
α
 {4.28}, P3

α
 {4.27}, A2

α
 {4.26}), 4.22 – 4.13 (m, 3 H, T3

α
 {4.21}, T1

α
 {4.18}, A4

α
 {4.17}), 4.12 – 

3.81 (m, 7 H, T3
β
 {4.07}, FP2

δa
 {3.98}, T2

β
 {3.97}, T1

β
 {3.95}, FP1

δa
 {3.39}, G2

αa
 {3.91}, G2

αb
 {3.89}), 3.79 – 

3.44 (m, 11 H, FP2
δb

 {3.76}, FP1
δb

, G1
α
 {3.73}, S1

βa
 {3.64}, S2

βa
 {3.60}, P2,3

δa
 {3.58}, S1

βa
 {3.56}, S2

βb
 

{3.55}, P2,3
δb

 {3.52}), 3.20 (bs, 1 H, P1
δa

 {3.20}), 3.16 – 3.03 (m, 3 H, D
δ
 {3.12}, H

βb
 {3.11}), 3.03 – 2.91 

(m, 1 H, H
βa

 {3.00}), 2.79 – 2.68 (m, 1 H, D
βa

 {2.76}), 2.56 – 2.25 (m, 7 H, D
βb

 {2.51}, P1
βb

 {2.48}, FP2
β 

{2.47}, FP1
β 

{2.41}, P1
δb

 {2.26}), 2.11 – 1.67 (m, 14 H, P2,3
βa

 {2.04}, V
β
 {2.01}, P2

γ
 {1.93}, R

γb 
{1.92}, P1

βa
, 

P1
γ
 {1.91}, P3

γ
, P2,3

βb 
{1.84}, R

βb
 {1.74}), 1.55 (bs, 2 H, R

γa
, R

βa
 {1.55}), 1.26 (d, JA4β, A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4

β
), 

1.24 – 1.10 (m, 9 H, A3
β
 {1.24}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 1.07 – 0.96 (m, 9 H, T3

γ
 {1.06}, T2

γ
 {1.04}, T1

γ
 

{1.01}), 0.87 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γa

), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 174.3 (A4

C=O
), 172.7 (A2,3

C=O
), 172.5 (P2,3

C=O
), 172.3 (D

γ
), 172.0 

(R
C=O

), 171.3 (V
C=O

), 171.0 (A1
C=O

), 170.9 (D
C=O

), 170.6 (S1
C=O

), 170.4 (G2
C=O

, H
C=O

), 170.1 (T1
C=O

), 170.1 

(T3
C=O

), 170.0 (FP1,2
C=O

, T2
C=O

), 169.8 (S2
C=O

), 169.4 (G1
C=O

), 167.8 (P1
C=O

), 157.2 (R
ε
), 134.1 (H

ε
), 129.3 

(H
γ
), 117.5 (H

δ
), 93.1 (FP1

γ
), 91.8 (FP2

γ
), 67.2 (T1

β
), 67.0 (T2

β
), 66.7 (T3

β
), 62.2 (S2

β
), 62.1 (S1

β
), 60.3 (P2,3

α
), 

58.6 (P1
α
, FP1,2

α
), 58.5 (T3

α
), 58.3 (T1

α
), 58.2 (V

α
, T2

α
), 55.3 (S1

α
), 55.2 (S2

α
), 53.5 (FP1,2

δ
), 51.9 (H

α
), 50.6 

(R
α
), 49.9 (D

α
, A1

α
), 49.3 (A3

α
), 48.7 (A2

α
), 48.1 (A4

α
), 47.1 (P2,3

δ
), 46.5 (P1

δ
), 42.4 (G1

α
), 42.3 (G2

α
), 41.1 

(R
δ
), 36.0 (FP1,2

β
, D

β
), 31.1 (V

β
), 29.5 (P2,3

β
), 28.7 (R

β
), 28.6 (P1

β
), 27.5 (H

β
), 25.0 (R

γ
), 24.9 (P2

γ
), 24.8 (P3

γ
), 

24.1 (P1
γ
), 20.3 (T3

γ
), 20.1 (T1

γ
), 19.7 (V

γa
), 19.5 (T2

γ
), 18.4 (V

γb
, A2

β
), 18.3 (A3

β
), 17.6 (A4

β
), 17.3 (A1

β
) ppm.  

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.4 – -174.8 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 
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5.7.7 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-

seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (84)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden um 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 163 mg (85%, 0.08 mmol) des Peptids 84 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.4 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6435 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9617 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): δ = 14.31 (bs, 1 H, COOH), 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.78 – 8.74 (m, 1 H, A3

NH
 

{8.76}), 8.56 – 7.67 (m, 14 H, H
NH

 {8.33}, G1
NH

 {8.25}, G2
NH

 {8.24}, H
NH

 {8.18}, A2
NH

 {8.11}, V
NH

 

{8.04}, A1
NH

 {8.02}, D
NH

 {8.01}, R
NH

 {7.97}, A4
NH

 {7.96}, T2
NH

 {7.88}, S1
NH

 {7.82}, S2
NH

 {7.81}, T3
NH

 

{7.71}), 7.64 – 7.51 (m, 1 H, R
NH

 {7.57}), 7.36 (s, 1 H, H
δ
), 7.26 (bs, 1 H, T1

NH
), 5.45 – 5.20 (m, 2 H, FP1

γ
 

{5.40}, FP2
γ
 {5.31}), 4.67 – 4.52 (m, 4 H, D

α
 {4.61}, H1

α
 {4.58}, FP1,2

α
 {4.55}), 4.51 – 4.39 (m, 3 H, R

α
 

{4.48}, A2
α
 {4.45}, P1

α
 {4.43}), 4.38 – 4.13 (m, 11 H, A3

α
 {4.36}, S2

α
 {4.35}, T1,2

α
, V

α 
{4.31}, S1

α
 {4.28}, 

P2,3
α
 {4.27}, A1

α
 {4.25}, T3

α
 {4.19}, A4

α
 {4.17}), 4.09 – 3.84 (m, 7 H, T3

β
 {4.06}, T2

β
 {3.98}, FP1

δb
 {3.97}, 

FP2
δb

, T1
β
 {3.91}, G1

α
 {3.88}), 3.79 – 3.68 (m, 4 H, FP1

δa
 {3.76}, FP2

δa
, G2

α
 {3.71}), 3.67 – 3.42 (m, 8 H, S1

β
 

{3.61}, S2
β
 {3.56}, P2,3

δ
 {3.53}), 3.25 – 3.16 (m, 2 H, P1

δb
 {3.25}, P1

δa
 {3.19}), 3.15 – 3.03 (m, 3 H, H

βb
 

{3.12}, R
δ 

{3.08}), 3.01 – 2.90 (m, 1 H, H
βa

 {2.97}), 2.79 – 2.55 (m, 3 H, FP1
βb

 {2.71}, D
βa

 {2.70}, FP2
βb

 

{2.64}), 2.43 – 2.30 (m, 2 H, P1
βa

 {2.47}, D
βb

 {2.46}), 2.26 – 2.13 (m, 2 H, FP1
βa

 {2.21}, FP2
βa

 {2.17}), 2.10 

– 1.67 (m, 14 H, P2,3
βa

 {2.04}, V
β
 {2.00}, P2,3

γ
 {1.95}, P1

γ
, P1

βb
 {1.90}, R

γb 
{1.84}, P2,3

βb
 {1.83}, R

βb
 {1.70}), 

1.53 (bs, 2 H, R
γa

 {1.53}, R
βa 

{1.52}), 1.37 – 1.10 (m, 12 H, A4
β
 {1.27}, A3

β
 {1.22}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 

1.08 – 0.98 (m, 9 H, T3
γ
 {1.05}, T2

γ
 {1.03}, T1

γ
 {1.01}), 0.86 (d, JVγa,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γa
), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 

6.9 Hz, 3 H, V
γb

) ppm.  

13
C-NMR (150 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.3 (A1

C=O
), 172.0 (R

C=O
, D

γ
), 171.8 (A3

C=O
), 171.2 

(FP
C=O

), 171.1 (P1
C=O

, A2
C=O

), 170.9 (V
C=O

), 170.2 (S2
C=O

, D
C=O

), 170.0 (H
C=O

, G2
C=O

, T1
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 

169.6 (P2,3
C=O

), 169.5 (S1
C=O

, T2
C=O

), 169.3 (G1
C=O

), 167.5 (FP
C=O

), 156.9 (R
ε
), 133.7 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 117.1 

(H
δ
), 92.7 (FP2

γ
), 91.5 (FP1

γ
), 66.8 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.3 (T3

β
), 61.6 (S1,2

β
), 59.8 (P2,3

α
), 58.2 (P1

α
, FP1,2

α
), 58.0 

(T3
α
), 57.8 (T1,2

α
, V

α
), 54.9 (S1,2

α
), 53.2 (FP1

δ
), 53.0 (FP1

δ
), 51.6 (H

α
), 50.6 (R

α
), 49.2 (D

α
), 48.8 (A3

α
), 48.3 

(A1
α
), 47.7 (A4

α
), 46.7 (P2,3

δ
), 46.3 (A2

α
), 46.0 (P1

δ
), 42.0 (G2

α
), 41.9 (G1

α
), 40.5 (R

δ
), 36.9 (FP1

β
), 36.7 (FP2

β
), 

35.7 (D
β
), 30.7 (V

β
), 29.1 (P2,3

β
), 28.3 (R

β
), 28.2 (P1

β
), 27.1 (H

β
), 24.6 (R

γ
), 24.5 (P2,3

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.8 (T3

γ
), 

19.4 (T1
γ
), 19.3 (V

γb
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.9 (A1

β
), 17.8 (A3

β
), 17.1 (A4

β
), 16.7 (A2

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -173.2 – -175.4 (m, 2 F, FP1,2

γ
) ppm. 
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5.7.8 Synthese von N-L-Propyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl- L-threonyl-

L-seryl-L-alanyl-trans-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-

propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (85)  

(Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-

Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 136 mg (71%, 0.07 mmol) des Peptids 85 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H125F2N25O28 (1923.00 g/mol) [1921.9094].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 641.6437 ([M+3H]
3+

, ber.: 641.6443), 961.9611 ([M+2H]
2+

, ber.: 961.9625). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.31 (bs, 1 H, COOH), 8.96 (d, JHε,HNH = 7.3 Hz, 1 H, H

ε
), 8.77 (d, 

JA3NH,A3α = 6.9 Hz, 1 H, A3
NH

), 8.42 (d, JDNH,Dα = 7.5 Hz, 1 H, D
NH

), 8.37 (d, JA2NH,A2α = 6.8 Hz, 1 H, A2
NH

), 

8.32 (d, JHNH,Hα = 8.0 Hz, 1 H, H
NH

), 8.29 – 8.17 (m, 2 H, G1
NH

 {8.23}, G2
NH

 {8.21}), 8.17 – 8.08 (m, 2 H, 

H
NH

 {8.14}, A1
NH

 {8.12}), 8.07 – 8.02 (m, 1 H, V
NH

 {8.04}), 7.99 – 7.85 (m, 3 H, A4
NH

, R
NH

 {7.96}, T2
NH

 

{7.89}), 7.83 – 7.74 (m, 2 H, S1
NH

 {7.79}, S2
NH

 {7.78}), 7.70 (d, JT3NH,T3α = 8.6 Hz, 1 H, T3
NH

), 7.51 (s, 1 H, 

R
NH

), 7.43 – 7.34 (m, 2 H, H
δ
, T1

NH
 {7.36}), 5.52 – 5.28 (m, 2 H, FP1

γ
 {5.44}, FP2

γ
 {5.38}), 4.63 – 4.36 (m, 

8 H, FP1
α
, P1

α
 {4.60}, H

α
 {4.58}, D

α
 {4.55}, FP2

α
 {4.53}, R

α
 {4.50}, A1

α
 {4.45}, S1

α
 {4.38}), 4.35 – 4.24 (m, 

6 H, A3
α
 {4.33}, P2

α
 {4.32}, S2

α
, T2

α
, V

α 
{4.31}, P3

α
 {4.27}), 4.23 – 4.14 (m, 4 H, A2

α
, T1,3

α
 {4.20}, A4

α
 

{4.18}), 4.10 – 3.42 (m, 19 H, T3
β
 {4.06}, T2

β
 {3.98}, T1

β
 {3.96}, G1

αa
 {3.88}, G1

αb
 {3.75}, G2

α
 {3.71}, S1

βa
 

{3.65}, P2
δa

 {3.63}, FP2
δ
 {3.60}, S2

βa
 {3.58}, FP1

δ
, P3

δa
 {3.57}, S1

βb
 {3.56}, P3

δb
, S2

βb
 {3.54}, P2

δb
 {3.49}), 

3.27 – 3.03 (m, 5 H, P1
δa

 {3.23}, P1
δb

 {3.16}, H
βb

 {3.12}, R
δ 
{3.09}), 3.01 – 2.93 (m, 1 H, H

βa
 {2.97}), 2.77 – 

2.70 (m, 1 H, D
βa

 {2.73}), 2.64 – 2.33 (m, 6 H, FP2
β
 {2.61}, D

βb
 {2.51}, FP1

β
 {2.44}, P1

βa
 {2.36}), 2.11 – 

1.64 (m, 13 H, P3
βa

 {2.04}, P2
βa

 {2.02}, V
β
 {2.01}, P3

γ
 {1.95}, P1

γ
 {1.90}, P3

βb
, P2

γ
 {1.84}, P1

βb
 {1.78}, P2

βb
 

{1.77}, R
βb

 {1.70}), 1.52 (bs, 3 H, R
βa 

{1.53}, R
γ 

{1.52}), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.23 (d, 

JA3β,A3α = 7.0 Hz, 3 H, A3
β
), 1.22 – 1.14 (m, 6 H, A2

β
 {1.20}, A1

β
 {1.19}), 1.05 (d, JT3γ,T3β = 6.4 Hz, 3 H, T3

γ
), 

1.04 (d, JT2γ,T2β = 6.3 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.00 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.87 (d, JVγa,Vβ = 6.8 Hz, 3 H, V

γa
), 

0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.8 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.2 (A2

C=O
), 172.0 (G2

C=O
, P3

C=O
), 171.8 (D

γ
), 171.7 

(FP2
C=O

), 171.6 (A3
C=O

, FP1
C=O

), 171.0 (P2
C=O

), 170.9 (V
C=O

), 170.8 (A1
C=O

, R
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 

(S1
C=O

), 169.9 (G1
C=O

, H
C=O

), 169.7 (T3
C=O

), 169.6 (T1,2
C=O

), 169.4 (S2
C=O

), 166.8 (P1
C=O

), 156.7 (R
ε
), 133.6 

(H
ε
), 129.0 (H

γ
), 116.9 (H

δ
), 93.1 (FP2

γ
), 92.2 (FP1

γ
), 66.7 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.1 (T3

β
), 61.7 (S1

β
), 61.6 (S2

β
), 

59.7 (P3
α
), 59.0 (P2

α
), 58.4 (FP1

α
, P1

α
), 57.8 (T1,2

α
), 57.7 (FP2

α
, T3

α
, V

α
), 54.8 (S1

α
), 54.6 (S2

α
), 53.6 (FP2

δ
), 

51.8 (FP1
δ
), 51.4 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.7 (A3

α
), 48.5 (A2

α
), 47.6 (A4

α
), 46.7 (P2

δ
), 46.6 (P3

δ
), 46.2 

(A1
α
), 45.6 (P1

δ
), 42.0 (G2

α
), 41.8 (G1

α
), 40.5 (R

δ
), 36.5 (FP2

β
), 35.6 (FP1

β
), 35.5 (D

β
), 30.5 (V

β
), 29.0 (P2,3

β
), 

28.3 (R
β
), 27.4 (P1

β
), 27.0 (H

β
), 24.4 (P2,3

γ
, R

γ
), 23.4 (P1

γ
), 17.9 (V

γa
), 19.7 (T3

γ
), 19.5 (T1

γ
), 19.2 (T2

γ
, V

γb
), 

17.8 (A3
β
), 17.7 (A2

β
), 17.1 (A4

β
), 16.6 (A1

β
) ppm. 

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -177.4 – -178.0 (m, 1 F, FP1

γ
), -178.4– -179.0 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 
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5.7.9 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-

L-seryl-L-theronyl-L-alanin (86)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-

OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 
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Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 66 mg (35%, 0.04 mmol) des Peptids 86 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.2 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H126FN25O28 (1905.03 g/mol) [1903.9188].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 635.6472 ([M+3H]
3+

, ber.: 635.6474), 952.9665 ([M+2H]
2+

, ber.: 952.9672).  

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.25 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.28 – 8.23 (m, 2 H, G1

NH
 

{8.25}, H
NH

 {8.24}), 8.23 – 8.18 (m, 1 H, G2
NH

 {8.20}), 8.15 (d, JA3NH,A3α = 7.4 Hz, 1 H, A3
NH

), 8.12 – 8.08 

(m, 2 H, A1
NH

, H
NH

 {8.10}), 8.04 (d, JVNH,Vα = 8.6 Hz, 1 H, V
NH

), 8.00 (d, JDNH,Dα = 8.2 Hz, 1 H, D
NH

), 7.97 

(d, JRNH,Rα = 7.1 Hz, 1 H, R
NH

), 7.95 (d, JA4NH,A4α = 7.1 Hz, 1 H, A4
NH

), 7.87 (d, JT2NH,T2α = 7.9 Hz, 1 H, T2
NH

), 

7.81 (d, JS2NH,S2α = 7.4 Hz, 1 H, S2
NH

), 7.79 (d, JS1NH,S1α = 7.4 Hz, 1 H, S1
NH

), 7.70 (d, JT3NH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, 

T3
NH

), 7.52 – 7.48 (m, 1 H, R
NH

 {7.50}), 7.38 (s, 2 H, A2
NH

, H
δ
), 7.25 (d, JT1NH,T1α = 8.3 Hz, 1 H, T1

NH
), 5.33, 

5.26 (2 × bs, 1 H, FP
γ
), 4.64 – 4.52 (m, 3 H, D

α
 {4.62}, H

α
 {4.58}, A3

α
 {4.55}), 4.51 – 4.36 (m, 6 H, R

α
 

{4.48}, P1
α
 {4.46}, A1

α
 {4.45}, P3

α
 {4.40}, FP1

α
 {4.39}, S1

α
 {4.38}), 4.53 – 4.25 (m, 5 H, P4

α
 {4.32}, T2

α
, V

α 

{4.31}, P2
α
, S2

α
 {4.28}), 4.22 – 4.15 (m, 4 H, T1,3

α
 {4.19}, A2,4

α
 {4.18}), 4.08 – 4.04 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 

4.01 – 3.37 (m, 18 H, T2
β
 {3.97}, FP

δa
 {3.92}, T1

β
 {3.91}, G1

α
 {3.89}, FP

δb
 {3.77}, G2

α
 {3.71}, S1

βa
 {3.64}, 

P4
δa

 {3.62}, P2
δa

 {3.61}, S2
βa

 {3.60}, P2
δb

, S1
βb

 {3.57}, S2
βb

 {3.56}, P4
δb

 {3.49}, P3
δ
 {3.43}), 3.27 – 3.21 (m, 

1 H, P1
δb

 {3.23}), 3.21 – 3.14 (m, 1 H, P1
δa

 {3.16}), 3.14 – 3.03 (m, 3 H, H
βb

 {3.12}, R
δ 
{3.09}), 3.00 – 2.95 

(m, 1 H, H
βa

 {2.97}), 2.69 (dd, JDβa, Dβb = 16.6 Hz, JDβa, Dα = 6.4 Hz, 1 H, D
βa

), 2.54 – 2.37 (m, 3 H, D
βb

 

{2.46}, P1
βa

 {2.41}, FP
βa

 {2.39}), 2.24 – 2.17 (m, 1 H, FP
βb

 {2.22}), 2.13 – 1.73 (m, 17 H, P3
βa

 {2.10}, P2,4
βa

 

{2.03}, V
β
 {2.00}, P2

γ
 {1.95}, P1

γa
 {1.91}, P3

γa
 {1.90}, P1,4

γb
 {1.86}, P3

γb
 {1.85}, P2

βb
, R

γb 
{1.84}, P4

γa
 {1.83}, 

P1
βb

 {1.81}, P3,4
βb

 {1.78}), 1.70 (bs, 1 H, R
βb

), 1.52 (bs, 2 H, R
γa

, R
βa

), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 

1.24 – 1.12 (m, 9 H, A3
β
 {1.20}, A1,2

β
 {1.19}), 1.05 (d, JT3γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.02 (d, JT2γ,Tβ = 6.3 Hz, 

3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.86 (d, JVγa,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V

γa
), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.7 Hz, 3 H, 

V
γb

) ppm.  

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.3 (A2

C=O
), 172.1 (A3

C=O
), 171.9 (D

γ
), 171.0 

(A1
C=O

, FP
C=O

), 170.9 (P1
C=O

), 170.8 (P3
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 (S1
C=O

), 170.0 (H
C=O

), 169.8 (T1
C=O

), 169.5 

(P2
C=O

, T2,3
C=O

), 169.4 (P4
C=O

, S2
C=O

), 169.3 (R
C=O

, V
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 168.8 (G1
C=O

), 156.6 (R
ε
), 133.4 

(H
ε
), 129.0 (H

γ
), 116.9 (H

δ
), 92.3 (FP

γ
), 66.8 (T1

β
), 66.5 (T2

β
), 66.1 (T3

β
), 61.7 (S1

β
), 61.5 (S2

β
), 59.2 (FP

α
, 

P3
α
), 59.0 (P4

α
), 58.3 (P1

α
), 58.0 (T1,3

α
), 57.7 (P2

α
, T2

α
, V

α
), 54.9 (S2

α
), 54.8 (S1

α
), 53.0 (FP

δ
), 51.3 (H

α
), 50.0 

(R
α
), 49.1 (D

α
), 48.3 (A2

α
), 47.6 (A4

α
), 46.7 (P2-4

δ
), 46.6 (A3

α
), 46.2 (A1

α
), 45.8 (P1

δ
), 41.9 (G2

α
), 41.8 (G1

α
), 

40.5 (R
δ
), 35.7 (D

β
), 35.4 (FP

β
), 30.5 (V

β
), 29.1 (P3

β
), 29.0 (P2,4

β
), 28.2 (R

β
), 27.8 (P1

β
), 27.1 (H

β
), 24.5 (P2-4

γ
, 

R
γ
), 23.5 (P1

γ
), 19.3 (V

γb
), 19.8 (T3

γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.1 (T2

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.7 (A2

β
), 17.2 (A4

β
), 16.8 (A3

β
), 16.7 

(A1
β
) ppm. 
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19
F-NMR (380 MHz, DMSO-D6): -174.8 – -175.4 (m, 1 F, FP

γ
) ppm. 

5.7.10 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-

seryl-L-alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-

seryl-L-theronyl-L-alanin (87)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-

OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 
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Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 77 mg (40%, 0.04 mmol) des Peptids 87 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.2 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C80H126F1N25O28 (1905.03 g/mol) [1903.9188].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 635.6473 ([M+3H]
3+

, ber.: 635.6474), 952.9666 ([M+2H]
2+

, ber.: 952.9672). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.23 (bs, 1 H, COOH), 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.77 – 8.74 (m, 1 H, A3

NH
), 

8.33 (d, JHNH,Hα = 7.9 Hz, 1 H, H
NH

), 8.27 – 8.19 (m, 2 H, D
NH

, G
NH

), 8.19 – 8.16 (m, 1 H, G
NH

, H
NH

), 8.13 – 

8.07 (m, 1 H, A2
NH

), 8.06 – 8.03 (m, 1 H, V
NH

), 8.01 (d, JA1NH,A1α = 7.1 Hz, 1 H, A1
NH

), 7.97 – 7.93 (m, 2 H, 

A4
NH

, R
NH

), 7.91 – 7.84 (m, 1 H, T2
NH

), 7.82 – 7.77 (m, 2 H, S1,2
NH

), 7.70 (d, JT3NH,T3α = 8.7 Hz, 1 H, T3
NH

), 

7.57 – 7.50 (m, 1 H, R
NH

), 7.36 (s, 1 H, H
δ
), 7.31 (d, JT1NH,T1α = 7.7 Hz, 1 H, T1

NH
), 5.42 – 5.29 (4 × bs, 1 H, 

FP
γ
), 4.64 – 4.41 (m, 6 H, H

α
 {4.59}, D

α
 {4.54}, R

α
 {4.49}, FP1

α
 {4.47}, A2

α
 {4.45}, P1

α
 {4.43}), 4.40 – 4.24 

(m, 9 H, S1
α
 {4.38}, A3

α
 {4.37}, P3,4

α
, T2

α
 {4.32}, V

α 
{4.31}, S2

α
 {4.30}, P2

α
 {4.27}, A1

α
 {4.25}), 4.23 – 4.14 

(m, 3 H, T1,3
α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}), 4.08 – 4.04 (m, 1 H, T3

β
 {4.06}), 4.00 – 3.85 (m, 5 H, T2

β
 {3.97}, T1

β
 

{3.94}, G1
α
 {3.89}, FP

δa
 {3.85}), 3.78 – 3.40 (m, 13 H, G2

α
 {3.72}, S1

βa
 {3.64}, P2-4

δa
 {3.63}, S2

βa
 {3.59}, 

S1
βb

 {3.57}, S2
βb

 {3.54}, FP
δb

, P2-4
δb

 {3.53}), 3.28 – 3.16 (m, 2 H, P1
δb

 {3.25}, P1
δa

 {3.19}), 3.14 – 3.04 (m, 

3 H, H
βb

 {3.10}, R
δ 

{3.09}), 3.02 – 2.94 (m, 1 H, H
βa

 {2.98}), 2.78 – 2.71 (m, 1 H, D
βa

 {2.75}), 2.54 – 2.39 

(m, 3 H, D
βb

 {2.51}, P1
βa

 {2.47}, FP
βb

 {2.42}), 2.25 – 2.15 (m, 1 H, FP
βa

 {2.19}), 2.09 – 1.97 (m, 6 H, P2-4
βa

 

{2.03}, V
β
 {2.01}, P2

γ
 {1.95}), 1.97 – 1.73 (m, 11 H, P1

γ
 {1.91}, P1

βb
 {1.90}, P2

βb
, P3,4

γ
, R

γb 
{1.84}, P3,4

βb
 

{1.77}), 1.70 (bs, 1 H, R
βb

), 1.52 (bs, 2 H, R
γa

, R
βa

), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.24 (d, JA3β,A3α = 

7.0 Hz, 3 H, A3
β
), 1.21 – 1.13 (m, 6 H, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 1.05 (d, JT3γ,T3β = 6.4 Hz, 3 H, T3

γ
), 1.03 (d, 

JT2γ,T3β = 6.1 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.00 (d, JT1γ,T3β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.86 (d, JVγa,Vβ = 6.5 Hz, 3 H, V

γa
), 0.83 (d, 

JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

) ppm.  

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.7 (A2

C=O
), 172.2 (A1

C=O
), 171.9 (D

γ
), 171.7 

(A3
C=O

, FP
C=O

), 171.0 (P1
C=O

), 170.9 (P3,4
C=O

, V
C=O

), 170.3 (D
C=O

), 170.1 (G
C=O

, S1
C=O

), 170.0 (H
C=O

), 169.7 

(T3
C=O

), 169.5 (T1,2
C=O

), 169.4 (P2
C=O

, R
C=O

, S2
C=O

), 168.9 (G
C=O

), 156.8 (R
ε
), 133.6 (H

ε
), 128.8 (H

γ
), 117.0 

(H
δ
), 91.9 (FP

γ
), 66.8 (T1

β
), 66.6 (T2

β
), 66.2 (T3

β
), 61.7 (S1

β
), 61.6 (S2

β
), 59.7 (P2

α
), 59.1 (P3,4

α
), 58.2 (FP

α
, 

P1
α
), 57.9 (T1,3

α
), 57.7 (T2

α
, V

α
), 54.9 (S1

α
), 54.8 (S2

α
), 52.5 (FP

δ
), 51.5 (H

α
), 50.0 (R

α
), 49.5 (D

α
), 48.8 (A3

α
), 

48.3 (A1
α
), 47.6 (A4

α
), 46.7 (P2-4

δ
), 46.2 (A2

α
), 46.0 (P1

δ
), 41.9 (G1,2

α
), 40.5 (R

δ
), 35.6 (D

β
), 35.5 (FP

β
), 30.6 

(V
β
), 29.1 (P3,4

β
), 29.0 (P2

β
), 28.3 (R

β
), 28.1 (P1

β
), 27.0 (H

β
), 24.5 (P2-4

γ
, R

γ
), 23.6 (P1

γ
), 19.7 (T3

γ
), 19.5 (T1

γ
), 

19.2 (V
γb

), 19.1 (T2
γ
), 18.0 (V

γa
), 17.9 (A1,3

β
), 17.2 (A4

β
), 16.7 (A2

β
) ppm.  

19
F-NMR (380 MHz, DMSO-D6): -174.3 – -175.8 (m, 1 F, FP

γ
) ppm. 
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5.7.11 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-

acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-

galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (88)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-

Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-FPro-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplungen von Fmoc-TAG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und Fmoc-

FPro-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien 

HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei 

wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der 

Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der 

Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 
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Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 142 mg (56%, 0.06 mmol) des Peptids 88 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 13.4 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C106H160F2N26O44 (2540.58 g/mol) [2539.1050].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 847.3644 ([M+3H]
3+

, ber.: 847.3761), 1270.5634 ([M+2H]
2+

, ber.: 1270.5603). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.31 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.47 – 7.90 (m, 11 H, G1

NH
 

{8.24}, H
NH

 {8.22}, G2
NH

 {8.21}, A3
NH

 {8.13}, T*
NH

 {8.12}, A2
NH

 {8.11}, A1
NH

, V
NH

 {7.99}, R
NH

 {7.97}, 

A4
NH

, D
NH

 {7.96}), 7.85 – 7.78 (m, 2 H, S1
NH

 {7.80}, S2
NH

 {7.79}), 7.71 (d, JT2NH,T2α = 8.7 Hz, 1 H, T2
NH

), 

7.50 (bs, 1 H, R
NH

), 7.35 (s, 1 H, H
δ
), 7.29 (d, JT1NH,T1α = 8.1 Hz, 1 H, T1

NH
), 5.43 – 5.21 (m, 3 H, FP1

γ
 

{5.38}, FP2
γ
 {5.32}, H4’ {5.23}), 5.10 – 5.02 (m, 1 H, H3’ {5.07}), 4.88 – 4.71 (m, 3 H, H2’ {4.84}, H1 

{4.82}, H1’ {4.76}), 4.66 – 3.44 (m, 46 H, D
α
 {4.61}, H

α
 {4.59}, FP1,2

α
 {4.55}, V

α 
{4.53}, A3

α
, R

α
 {4.49}, 

A2
α
 {4.46}, T*

α
 {4.44}, P1

α
 {4.43}, S1

α
 {4.38}, P2

α
 {4.32}, S2

α
 {4.28}, P3

α
 {4.27}, A1

α
 {4.25}, T1,2

α
 {4.20}, 

A4
α
 {4.18}, T*

β
 {4.16}, H2, H5‘ {4.13}, H3 {4.18}, H5’, H6a {4.13}, T2

β
 {4.05}, H6a’ {4.02}, FP1

δb
 

{3.96}, H5 {3.94}, FP2
δb

 {3.93}, H6b’, H6b, T1
β
 {3.92}, G1

αa
 {3.87}, G2

α
 {3.71}, G1

αb
 {3.77}, FP1

δa
 {3.74}, 

FP2
δa

 {3.72}, S1
βa

 {3.65}, P2
δa

 {3.62}, S1
βb

 {3.56}, P3
δ
 {3.55}, S2

β
 {3.54}, P2

δb
 {3.51}), 3.33 – 2.94 (m, 6 H, 

P1
δa

 {3.25}, P1
δb

 {3.20}, H
βb

 {3.11}, R
δ 
{3.10}, H

βa
 {2.97}), 2.74 – 2.14 (m, 7 H, D

βa
 {2.67}, D

βb
 {2.48}, P1

βb
 

{2.47}, FP1
βb

 {2.46}, FP2
βb

 {2.42}, FP1
βa

 {2.20}, FP2
βa

 {2.18}), 2.14 – 1.65 (m, 36 H, P2,3
βb

 {2.04}, CH3-

OAc {2.10}, CH3-OAc {2.04}, CH3-OAc {2.01}, V
β
 {1.99}, 2 × CH3-OAc {1.98}, P1

βa
, P1,3

γ
, CH3-OAc 

{1.90}, P2,3
βa

 {1.87}, P2,3
γ
 {1.84}, CH3-NHAc {1.83}, R

βb
 {1.70}), 1.52 (bs, 3 H, R

γ
, R

βa
), 1.26 (d, JA4β,A4α = 

7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.24 -1.16 (m, 9 H, A3

β
 {1.25}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 1.14 (d, JT*γ,T*β = 5.9 Hz, 3 H, 

T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.2 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.91 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, 

V
γa

), 0.83 (d, JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 173.3 (T*

C=O
), 172.2 (A1

C=O
), 172.1 (D

γ
), 171.7 

(A3
C=O

), 171.2 (V
C=O

), 170.8 (A2
C=O

), 170.1 (D
C=O

), 170.0 (S1,2
C=O

, T1
C=O

), 169.9 (4 × COAc, T2
C=O

), 169.8 

(H
C=O

), 169.5 (COAc), 169.3 (CO-NHAc), 169.1 (R
C=O

), 168.9 (COAc), 168.8 (G1,2
C=O

), 156.7 (R
ε
), 133.4 

(H
ε
), 129.0 (H

γ
), 116.7 (H

δ
), 99.9 (C1’), 98.3 (C1), 92.3 (FP2

γ
), 91.4 (FP1

γ
), 75.4 (T*

β
), 74.2 (C5), 70.0 (C3’), 

69.3 (C5’), 69.2 (C4), 68.3 (C2’), 67.1 (C3), 66.7 (C4’), 66.6 (T1
β
), 65.9 (T2

β
), 63.0 (C6), 61.5 (S1,2

β
), 60.3 

(C6’), 59.5 (P3
α
), 58.9 (P2

α
), 58.3 (FP1,2

α
), 58.0 (P1

α
), 57.7 (T1,2

α
), 56.9 (V

α
), 55.9 (T*

α
), 54.7 (S1

α
), 54.6 (S2

α
), 

52.8 (FP1
δ
), 52.7 (FP1

δ
), 51.2 (H

α
), 49.8 (R

α
), 48.9 (D

α
), 48.0 (A1

α
), 47.5 (C2), 47.4 (A4

α
), 46.5 (P2,3

δ
), 46.1 

(A2,3
α
), 45.8 (P1

δ
), 41.8 (G2

α
), 41.7 (G1

α
), 40.3 (R

δ
), 35.5 (D

β
), 35.2 (FP1,2

β
), 30.9 (V

β
), 28.8 (P2,3

β
), 28.1 (R

β
), 
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27.9 (P1
β
), 26.8 (H

β
), 24.3 (P2,3

γ
, R

γ
), 23.4 (P1

γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3, 20.2, 20.1 (5 × CH3-OAc), 

19.6 (T2
γ
), 19.2 (T1

γ
), 19.0 (V

γa
), 17.9 (T*

γ
, V

γb
), 17.7 (A1

β
), 17.6 (A3

β
), 16.9 (A4

β
), 16.3 (A2

β
) ppm.  

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.3 – -174.4 (m, 1 F, FP1

γ
), -174.3 – -175.1 (m, 1 F, FP2

γ
) ppm. 

5.7.12 Synthese von N-L-Propyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-

acetamido-2-desoxy-3-O-[β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-

alanyl-cis-4-fluor-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-

L-seryl-L-theronyl-L-alanin (89)  

(Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-

Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

142 mg (56 µmol, 1.0 Äquiv.) Glycopeptid 88 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 61 mg (47%, 27 µmol) des Peptids 89 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 7.0 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C94H148F2N26O38 (2288.36 g/mol) [2287.0416]. 

HR ESI-MS (positiv), m/z: 1144.5308 ([M+2H]
2+

, ber.: 1144.5286). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.94 (s, 1 H, H

ε
), 8.31 – 7.89 (m, 11 H, G1

NH
 {8.25}, G2

NH
 {8.22}, 

A3
NH

, H
NH

 {8.21}, A2
NH

 {8.11}, T*
NH

 {8.05}, A1
NH

 {8.01}, V
NH

 {7.98}, A4
NH

, D
NH

 {7.97}, R
NH

 {7.96}), 

7.82 – 7.77 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.79}), 7.71 (d, JT2NH,T2α = 8.8 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.55 (bs, 1 H, R
NH

), 7.35 (bs, 1 H, 

H
δ
), 7.32 – 7.22 (m, 1 H, T1

NH
 {7.28}), 5.40 – 5.22 (m, 2 H, FP1,2

γ
), 4.79 (bs, 1 H, H1), 4.82 – 3.83 (m, 27 H, 

D
α
 {4.60}, H

α
 {4.58}, FP1,2

α
 {4.55}, V

α
 {4.50}, R

α
 {4.49}, A2,3

α
 {4.46}, P1

α
, T*

α
 {4.44}, S1

α
 {4.37}, P2

α
 

{4.32}, S2
α
 {4.30}, P3

α
 {4.27}, A1

α
 {4.25}, H1’ {4.23}, T1,2

α
 {4.20}, A4

α
 {4.18}, H2 {4.14}, T*

β
 {4.13}, T2

β
 

{4.06}, FP1
δa

 {3.97}, FP2
δa

 {3.93}, T1
β
 {3.92}, H4 {3.90}, G1

α
 {3.87}), 3.79 – 3.42 (m, 19 H, FP1

δb
 {3.74}, 

FP2
δa

 {3.73}, G2
α
, H5 {3.72}, H3 {3.67}, S1

β 
{3.65}, H3’ {3.62}, S2

β
, P2,3

δ
 {3.55}, H6a, H6a’ {3.54}, H6b, 

H6b’ {3.47}), 3.38 – 2.93 (m, 9 H, H2’, H5’ {3.33}, H4’ {3.26}, P1
δb

 {3.25}, P1
δa

 {3.20}, H
βa

 {3.11}, R
δ
 

{3.09}, H
βb

 {2.97}), 2.68 – 2.32 (m, 5 H, D
βa

 {2.66}, D
βb

 {2.52}, FP1
βa

, P1
βb

 {2.47}, FP2
βa

 {2.42}), 2.26 – 

2.15 (m, 2 H, FP1
βb

 {2.20}, FP2
βb

 {2.18}), 2.07 – 1.66 (m, 16 H, P2,3
βa

 {2.04}, V
β
 {1.98}, P3

γ
 {1.95}, P1

γ
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{1.91}, P1
βb

 {1.90}, CH3NHAc, P3
βb

, P2
γ
 {1.84}, P2

βb
 {1.77}, R

βa
 {1.70}), 1.52 (bs, 2 H, R

γ
, R

βb
), 1.26 (d, 

JA4β,A4α = 7.2 Hz, 3 H, A4
α
), 1.23 (d, JA3β,A3α = 6.3 Hz, 3 H, A3

α
), 1.20 – 1.16 (m, 6 H, A2

α
 {1.19}, A1

α
 {1.18}), 

1.14 (d, JT*γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T*
γ
), 1.05 (d, JT2γ,T2β = 6.3 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 (d, JT1γ,T1β = 6.3 Hz, 3 H, T1

γ
), 

0.90 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γb

), 0.85 (d, JVγa,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V
γa

) ppm.  

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.9 (A4

C=O
), 172.2 (A1

C=O
), 172.1 (D

γ
), 171.8 (A3

C=O
), 171.3 

(V
C=O

), 171.0 (T*
C=O

), 170.9 (A2
C=O

), 170.8 (NHAc
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 (S1
C=O

), 170.0 (S2
C=O

, H
C=O

), 

169.7 (T2
C=O

), 169.4 (R
C=O

, T1
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 168.7 (G1
C=O

), 156.7 (R
ε
), 133.3 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 116.7 

(H
δ
), 104.4 (C1’), 98.2 (C1), 92.3 (FP2

γ
), 91.5 (FP1

γ
), 77.6 (C3), 75.1 (C5’), 74.8 (T*

β
), 72.8 (C4’), 71.2 (C5), 

70.4 (C2’), 67.9 (C3’), 67.6 (C4), 66.6 (T1
β
), 66.0 (T2

β
), 61.5 (S1,2

β
), 60.2 (C6, C6’), 59.5 (P3

α
), 58.8 (P2

α
), 

58.0 (FP1,2
α
 P3

α
), 57.7 (T1,2

α
), 56.9 (V

α
), 55.8 (T*

α
), 54.6 (S1

α
), 54.5 (S2), 52.7 (FP1,2

δ
), 51.2 (H

α
), 49.8 (R

α
), 

48.9 (D
α
), 48.0 (A1

α
), 47.8 (C2), 47.4 (A4

α
), 46.4 (P2,3

δ
), 46.1 (A2,3

α
), 45.7 (P1

δ
), 41.7 (G1,2

α
), 40.3 (R

δ
), 35.4 

(D
β
), 35.2 (FP1,2

β
), 30.8 (V

β
), 28.8 (P2,3

β
), 28.0 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 26.7 (H

β
), P3

γ
 {24.3}, 24.2 (P2

γ
, R

γ
), P1

γ
 

{23.3}, 22.7 (CH3-NHAc), 19.6 (T2
γ
), 19.2 (T1

γ
), 18.9 (V

γb
), 18.0 (T*

γ
), 17.9 (V

γa
), 17.7 (A1

β
), 16.8 (A4

β
), 

16.4 (A3
β
), 16.3 (A2

β
) ppm.  

19
F-NMR (280 MHz, DMSO-D6): -174.2 – -175.1 (m, 2 F, FP1,2

γ
), ppm. 
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5.8 Synthesevorschriften der Peptide unter Verwendung des α-AA-TN-

Mimetikum-Bausteins 

5.8.1 Synthese von L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-

acetyl-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-

threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (90)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-Ac3GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-TN-AG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  
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Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 87 mg (39%, 0.04 mmol) des Peptids 90 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.8 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C94H146N26O36 (2216.35 g/mol) [2215.0393].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 739.6894 ([M+3H]
3+

, ber.: 739.3542), 1108.5293 ([M+2H]
2+

, ber.: 1108.5257). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.26 (bs, 1 H, COOH), 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.32 – 8.20 (m, 3 H, G1

NH
 

{8.26}, A1
NH

 {8.23}, G2
NH

 {8.22}), 8.15 – 8.07 (m, 4 H, D
NH

, H
NH

 {8.13}, A2,3
NH

 {8.12}), 8.03 (d, JVNH,Vα = 

8.4 Hz, 1 H, V
NH

), 7.98 – 7.95 (m, 2 H, A4
NH

, R
NH

 {7.96}), 7.812 – 7.78 (m, 2 H, S1,2
NH

 {7.80}), 7.71 (d, 

JTNH,T2α = 8.7 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.55 (bs, 1 H, R
CqNH

), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.36 – 7.32 (m, 1 H, T1

NH
 {7.35}), 7.14 

(d, JTNH,TNα = 9.5 Hz, 1 H, TN

NH
), 5.31 (d, JH4*,H3 = 3.1 Hz, 1 H, H4*), 5.28 (d, JH4,H3 = 3.1 Hz, 1 H, H4), 4.98 

(dd, JH3,H2 = 11.4 Hz, JH3,H4 = 3.3 Hz, 1 H, H3), 4.96 – 4.91 (m, 2 H, H3* {4.93}, H1 {4.91}), 4.84 – 4.78 (m, 

1 H, H1*{4.81}), 4.63 – 4.56 (m, 1 H, H
α
 {4.59}), 4.56 – 4.52 (m, 1 H, D

α
 {4.54}), 4.52 – 4.43 (m, 5 H, R

α 

{4.50}, A3
α
, P4

α
 {4.47}, A2

α
, V

α
 {4.45}), 4.41 – 4.36 (m, 4 H, P3,5

α
 {4.39}, S1,2

α 
{4.39}), 4.34 – 4.25 (m, 2 H, 

P2
α
 {4.30}, P1

α
 {4.27}), 4.24 – 4.15 (m, 8 H, H5 {4.23}, T1

α
, TN

α
, TN

β
 {4.21}, H2, T2

α
 {4.20}, A1

α
 {4.19}, 

A4
α
{4.18}), 4.14 – 3.80 (m, 5 H, T2

β
 {4.06}, H6a {4.03}, H6b {3.99}, T1

β
 {3.95}, G1

αb
 {3.88}), 3.79 – 3.46 

(m, 13 H, G1
αa

 {3.77}, G2
αb

 {3.72}, G2
αa

 {3.70}, S2
β
 {3.65}, P3

δb
{3.57}, S1

β
 {3.55}, P1,5

δ
, P3

δa
 {3.53}), 3.45 – 

3.30 (m, 2 H, P2
δ
 {3.43}), 3.27 – 3.21 (m, 1 H, P4

δb
 {3.23}), 3.21 – 3.14 (m, 1 H, P4

δa
 {3.17}), 3.13 – 3.04 

(m, 3 H, H
βb

 {3.12}, R
δ
 {3.11}), 2.98 (dd, JHβa, Hβb = 15.4 Hz, JHβa, Hα = 7.8 Hz, 1 H, H

βa
), 2.76 – 2.71 (m, 1 H, 

D
βa

), 2.55 – 2.46 (m, 1 H, D
βb

 {2.53}), 2.44 – 2.37 (m, 1 H, P4
βb

 {2.41}), 2.13 – 1.66 (m, 34 H, CH3-OAc 

{2.10}, P3
βb

 {2.09}, P1,5
β
 {2.04}, CH3-OAc {1.98}, V

β
 {1.97}, P1

γa
 {1.94}, P3,4

γa
 {1.91}, CH3-OAc, P3,4

γb
 

{1.87}, P2
β
, P1

γb
, P2,5

γ
, R

γa
{1.85}, CH3-NHAc {1.83}, P4

βa
 {1.81}, P3

βa
 {1.77}, R

βa
 {1.71}), 1.53 (bs, 2 H, 

R
βb

, R
γb

), 1.26 (d, JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.22 – 1.17 (m, 9 H, A1-3

β
 {1.19}), 1.13 (d, JTNγ,Tβ = 6.0 Hz, 

3 H, TN

γ
), 1.05 (d, JT2γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JT1γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.90 (d, JVγb,Vβ = 6.7 Hz, 3 H, 

V
γb

), 0.84 (d, JVγa, Vβ = 6.9 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.7 (A4

C=O
), 172.1 (A

C=O
), 171.9 (2 × P

C=O
), 171.7 (D

γ
, P

C=O
), 170.9 

(A3
C=O

), 170.7 (A
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 169.9 (C=O-OAc, H
C=O

, S1,2
C=O

), 169.8 (2 × C=O-OAc, P
C=O

, V
C=O

), 

169.7 (P
C=O

), 169.6 (TN

C=O
), 169.5 (T2

C=O
), 169.4 (3 × C=O-OAc, C=O-NHAc, T1

C=O
), 169.3 (C=O-NHAc), 

156.6 (R
ε
), 133.4 (H

ε
), 128.9 (H

γ
), 116.8 (H

δ
), 98.2 (C1), 75.6 (TN

β
), 68.4 (C3), 67.1 (C4), 66.9 (C4*), 66.7 

(T1
β
), 66.1 (C5, T2

β
), 61.8 (C6), 61.6 (S1,2

β
), 59.6 (P1

α
), 59.4 (P2

α
), 59.1 (P3,5

α
), 58.1 (P4

α
), 57.7 (T1,2

α
, TN

α
), 
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57.1 (V
α
), 54.7 (S1,2

α
), 51.2 (H

α
), 49.9 (R

α
), 49.3 (D

α
), 48.3 (A1

α
), 47.4 (A4

α
), 46.6 (P2

δ
), 46.5 (P1,3,5

δ
), 46.3 

(A3
α
), 46.1 (C2, A2

α
), 45.6 (P4

δ
), 41.9 (G2

α
), 41.7 (G1

α
), 40.6 (R

δ
), 35.3 (D

β
), 30.8 (V

β
), 28.9 (P1-3, 5

β
), 28.1 

(R
β
), 27.6 (P4

β
), 26.9 (H

β
), 24.3 (R

γ
), 24.2 (P1,2,5

γ
), 23.4 (P3,4

γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3 (3 × CH3-OAc), 

19.6 (T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.2 (TN

γ
), 19.0 (V

γb
), 18.0 (V

γa
), 17.5 (A1

β
), 17.0 (A4

β
), 16.4 (A2

β
), 16.3 (A3

β
) ppm. 

5.8.2 Synthese von L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-α-

D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-

propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (94)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH) 

 

 87 mg (39 µmol) Glycopeptid 90 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 43 mg (53%, 21 µmol) des Peptids 94 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 7.3 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C88H140N26O33 (2090.24 g/mol) [2089.0079].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 697.3442 ([M+3H]
3+

, ber.: 697.3438), 1045.5136 ([M+2H]
2+

, ber.: 1045.5118). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.33 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.30 – 8.18 (m, 4 H, G1

NH
 

{8.26}, D
NH

, G2
NH

 {8.22}, A1
NH

 {8.21}), 8.15 – 8.09 (m, 3 H, A2,3
NH

 {8.12}, H
NH

 {8.11}), 8.06 – 8.00 (m, 

2 H, V
NH

, S2
NH

 {8.02}), 7.98 – 7.88 (m, 2 H, A4
NH

 {7.95}, R
NH

 {7.93}), 7.79 (d, JS1NH,S1α = 7.5 Hz, 1 H, 

S1
NH

), 7.71 (d, JTNH,T2α = 8.7 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.58 – 7.52 (m, 1 H, R
CqNH

 {7.54}), 7.37 (s, 1 H, H
δ
), 7.33 (d, 

JTNH,T1α = 8.5 Hz, 1 H, T1
NH

), 7.12 (d, JTNH,TNα = 8.5 Hz, 1 H, TN

NH
), 4.73 (d, JH1,H2 = 3.7 Hz, 1 H, H1), 4.61 – 

4.41 (m, 8 H, H
α
 {4.58}, D

α
 {4.52}, A3

α
, R

α 
{4.48}, P1

α
 {4.46}, TN

α
, V

α
 {4.45}, A2

α
 {4.43}), 4.40 – 4.34 (m, 

2 H, P2
α
 {4.38}, S1

α 
{4.37}), 4.33 – 4.24 (m, 4 H, P3

α
 {4.31}, S2

α 
{4.29}, P4

α
 {4.28}, P5

α
 {4.26}), 4.22 – 4.14 

(m, 4 H, T1,2
α
 {4.20}, A1

α
 {4.18}, A4

α
{4.17}), 4.13 – 4.02 (m, 2 H, TN

β
 {4.10}, T2

β
 {4.05}), 3.99 – 3.82 (m, 

3 H, H2 {3.97}, T1
β
 {3.94}, G1

αb
 {3.86}), 3.77 – 3.38 (m, 20 H, G1

αa
 {3.74}, G2

αb
 {3.71}, H4, G2

αa
 {3.69}, 

H5 {3.65}, S2
βa

 {3.64}, H3 {3.61}, P2
δa

 {3.60}, P5
δ
 {3.57}, S2

βb
 {3.56}, P3

δ
, S1

β
 {3.52}, H6a {3.50}, P4

δ
 

{3.49}, H6b {3.44}, P2
δb

 {3.42}), 3.27 – 3.03 (m, 5 H, P1
δa

 {3.23}, P1
δb

 {3.16}, H
βb

 {3.10}, R
δa

 {3.09}, R
δb
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{3.06}), 2.97 (dd, JHβa, Hβb = 15.3 Hz, JHβa, Hα = 7.8 Hz, 1 H, H
βa

), 2.73 (dd, JDβa, Dβb = 16.5 Hz, JDβa, Dα = 

6.0 Hz, 1 H, D
βa

), 2.54 – 2.44 (m, 1 H, D
βb

 {2.51}), 2.43 – 2.36 (m, 1 H, P1
βa

 {2.41}), 2.13 – 1.65 (m, 24 H, 

P2
βa

 {2.08}, P4,5
βb

 {2.03}, P3
β
 {2.02}, V

β
 {1.98}, P5

γb
 {1.95}, P1

γa
 {1.90}, P2

γa
, P4

γ
 {1.89}, P1

γb
 {1.87}, CH3-

NHAc {1.85}, P4,5
βa

, P2,5
γa

, P3
γ
 {1.84}, P1

βb
 {1.81}, P2

βb
 {1.76}, R

βa
 {1.69}), 1.52 (bs, 3 H, R

βb
, R

γ 
), 1.26 (d, 

JA4β,A4α = 7.3 Hz, 3 H, A4
β
), 1.22 – 1.16 (m, 9 H, A1-3

β
 {1.18}), 1.10 (d, JTNγ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, TNγ), 1.05 (d, 

JT2γ,Tβ = 6.3 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.00 (d, JT1γ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.90 (d, JVγb,Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.84 (d, JVγa, 

Vβ = 6.7 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.3 (A4

C=O
), 172.1 (A1

=O
), 171.7 (D

γ
, P3

C=O
), 171.1 (P4,5

C=O
), 171.0 

(V
C=O

), 170.7 (A2,3
C=O

), 170.6 (P2
C=O

), 170.1 (D
C=O

), 170.0 (C=O-NHAc), 169.9 (S1
C=O

), 169.8 (H
C=O

), 169.7 

(TN

C=O
), 169.4 (T1,2

C=O
), 169.1 (S2

C=O
), 168.7 (G

C=O
), 168.5 (G

C=O
), 166.3 (P1

C=O
), 156.5 (R

ε
), 133.3 (H

ε
), 

128.9 (H
γ
), 116.7 (H

δ
), 98.3 (C1), 74.7 (TN

β
), 71.3 (C5), 68.5 (C3), 67.9 (C4), 66.5 (T1

β
), 66.0 (T2

β
), 61.5 

(S1,2
β
), 60.4 (C6), 59.5 (P5

α
), 59.3 (P4

α
), 59.0 (P2

α
), 58.9 (P3

α
), 58.0 (P1

α
), 57.6 (T1,2

α
), 57.1 (V

α
), 55.6 (TN

α
), 

54.6 (S1
α
), 54.5 (S2

α
), 51.7 (H

α
), 49.8 (R

α
), 49.2 (C2, D

α
), 48.1 (A1

α
), 47.4 (A4

α
), 46.5 (P2

δ
), 46.4 (P3-5

δ
), 46.1 

(A3
α
), 46.0 (A2

α
), 45.5 (P1

δ
), 41.8 (G2

α
), 41.6 (G1

α
), 40.2 (R

δ
), 35.3 (D

β
), 30.7 (V

β
), 28.8 (P2-5

β
), 28.0 (R

β
), 

27.8 (P1
β
), 26.8 (H

β
), 24.2 (P5

γ
, R

γ
), 24.1 (P2-4

γ
), 23.3 (P1

γ
), 22.8 (CH3-NHAc), 19.8 (T2

γ
), 19.3 (T1

γ
), 19.0 

(V
γb

), 18.1 (TN

γ
), 17.9 (V

γa
), 17.4 (A1

β
), 16.9 (A4

β
), 16.4 (A2,3

β
) ppm. 

5.8.3 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-

seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-

seryl-L-threonyl-L-alanin (91)  

(H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-Ac3GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-

Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

  Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle 
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Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-TN-AG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die reaktiveren 

Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 

5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die Kupplungszeit auf 

35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 131 mg (54%, 0.05 mmol) des Peptids 91 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 9.0 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C103H163N27O40 (2419.59 g/mol) [2418.1551].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 807.0605 ([M+3H]
3+

, ber.: 807.0595), 1210.0887 ([M+2H]
2+

, ber.: 1210.0854). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.19 (bs, 1 H, COOH), 8.95 (s, 1 H, H

ε
), 8.31 – 7.88 (m, 12 H, D

NH
, 

G2
NH

 {8.21}, G1
NH

 {8.20}, S2
NH

 {8.12}, A2
NH

 {8.11}, A3
NH

 {8.10}, H
NH

 {8.07}, TN

NH
 {8.02}, V

NH
, A1

NH
 

{8.00}, A4
NH

, R
NH

 {7.95}), 7.83 – 7.67 (m, 2 H, S1
NH

 {7.77}, T2
NH

 {7.70}), 7.54 – 7.07 (m, 3 H, R
CqNH

 

{7.49}, 7.37 (s, 1 H, H
δ
), T1

NH
 {7.33}), 5.28 (s, 1 H, H4), 4.97 (d, JH3,H2 = 11.9 Hz, 1 H, H3), 4.92 (ps, 1 H, 

H1), 4.63 – 3.25 (m, 53 H, H
α
 {4.58}, D

α
 {4.54}, P1

α
 {4.50}, R

α 
{4.49}, TN

α
 {4.48}, A3

α
 {4.47}, A2

α
 {4.45}, 

V
α
 {4.44}, S1

α 
{4.38}, P2,3

α
 {4.31}, P4

α
 {4.29}, S2

α 
{4.27}, P5

α
 {4.26}, H5 {4.22}, TN

β
 {4.20}, H2, T1,2

α
 

{4.19}, A4
α
{4.17}, A1

α
 {4.15}, T2

β
 {4.06}, H6a {4.03}, H6b {3.99}, T1

β
 {3.94}, G1

αa
 {3.87}, G1

αb
 {3.77}, 

G2
αa

 {3.74}, G2
αb

 {3.71}, S1
βa

 {3.64}, P2-4
δ
 {3.63}, S1

βb
, 2 × OCH2 {3.58}, 2 × OCH2 {3.55}, P5

δ
 {3.52}, S2

β
 

{3.51}, 2 × OCH2 {3.49}, P1
δ
 {3.48}), 3.15 – 3.03 (m, 3 H, H

βa
 {3.13}, R

δ
 {3.09}), 3.03 – 2.03 (m, 3 H, H

βb
 

{2.98}, H2NCH2 {2.97}), 2.77 – 2.69 (m, 1 H, D
βa

 {2.74}), 2.62 – 2.37 (m, 3 H, CH2aCO {2.57}, D
βb

 {2.52}, 

CH2bCO {2.46}), 2.13 – 1.64 (m, 34 H, P1
βa

 {2.10}, CH3-OAc {2.03}, P2,3
βa

 {2.01}, CH3-OAc {1.98}, V
β
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{1.96}, P5
γ
 {1.93}, P1

γa
 {1.81}, CH3-OAc {1.87}, P5

βb
 {1.86}, P2-4

γ
 {1.84}, CH3-NHAc {1.83}, P1

βb
, P1

γb
 

{1.79}, P2,3
βb

, P4
β
 {1.77}, R

βa
 {1.69}), 1.52 (bs, 3 H, R

βb
, R

γ
), 1.26 (d, JA4β,A4α = 6.9 Hz, 3 H, A4

β
), 1.23 – 1.15 

(m, 9 H, A1
β
 {1.20}, A2

β
 {1.18}, A1

β
 {1.17}), 1.15 – 1.09 {m, 3 H, TN

γ
), 1.05 (d, JT2γ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T2

γ
), 

1.00 (d, JT1γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T1
γ
), 0.92 – 0.87 (m, 1 H, V

γb
 {0.90}), 0.84 (d, JVγa, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γa
) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.7 (A4

C=O
), 172.2 (A1

C=O
), 171.7 (D

γ
), 170.9 (A3

C=O
), 170.7 

(A2
C=O

), 170.1 (D
C=O

), 169.9 (2 × C=O-OAc, V
C=O

), 169.8 (C=O-OAc), 169.4 (C=O-NHAc), 133.4 (H
ε
), 

128.9 (H
γ
), 116.8 (H

δ
), 98.2 (C1), 75.7 (TN

β
), 69.5 (4 × OCH2), 69.4 (2 × OCH2), 68.4 (C3), 67.1 (C4), 66.6 

(T1
β
), 66.1 (C5, T2

β
), 61.8 (C6), 61.6 (S1,2

β
), 59.5 (P5

α
), 59.1 (P4

α
), 58.9 (P2,3

α
), 57.7 (T1,2

α
), 57.4 (P1

α
), 57.1 

(V
α
), 55.7 (TN

α
), 54.7 (S1,2

α
), 51.2 (H

α
), 49.8 (R

α
), 49.3 (D

α
), 48.2 (A1

α
), 47.5 (A4

α
), 46.5 (P1-5

δ
), 46.2 (A2,3

α
), 

46.1 (C2), 41.8 (G2
α
), 41.7 (G1

α
), 40.4 (R

δ
), 38.4 (H2NCH2), 35.3 (D

β
), 34.0 (CH2CO), 30.8 (V

β
), 28.8 (P2-5

β
), 

28.2 (R
β
), 27.8 (P1

β
), 26.8 (H

β
), 24.3 (R

γ
), 24.2 (P1-5

γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3 (3 × CH3-OAc), 19.6 

(T2
γ
), 19.4 (T1

γ
), 19.0 (V

γb
), 18.1 (TN

γ
), 18.0 (V

γa
), 17.4 (A1

β
), 17.0 (A4

β
), 16.5 (A2

β
), 16.2 (A3

β
) ppm. 

Da die Auflösung des aufgenommenen zweidimensionalen HMBC-NMR-Spektrum zum Teil nicht 

ausreichend war, fehlt die Zuordnung verschiedener quartärer Kohlenstoffe. 

5.8.4 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-

prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-

alanin (95)  

(H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-

Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 131 mg (0.05 mmol) Glycopeptid 91 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 93 mg (76%, 41 µmol) des Peptids 95 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 8.0 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C97H157N27O37 (2293.48 g/mol) [2292.1234].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 765.0497 ([M+3H]
3+

, ber.: 765.0489), 1147.0716 ([M+2H]
2+

, ber.: 1147.0695). 
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1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.59 – 7.23 (m, 15 H, G1

NH
 {8.52}, V

NH
 {8.34}, G2

NH
 {8.28}, S1

NH
 

{8.21}, S2
NH

, T2
NH

 {8.19}, 2 × A
NH

 {8.18}, R
NH

 {7.98}, D
NH

 {7.97}, TN

NH
 {7.96}, H

NH
 {7.95}, A

NH
 {7.86}, 

T1
NH

 {7.70}, H
ε
 {7.55}), 6.79 (s, 1 H, H

δ
), 4.79 – 4.75 (m, 1 H, P1

α
 {4.77}), 4.73 (d, JH1,H2 = 3.7 Hz, 1 H, 

H1), 4.55 – 3.91 (m, 20 H, P2
α
 {4.49}, 2 × A

α
 {4.46}, D

α
 {4.44}, H

α
 {4.39}, S1

α 
{4.36}, V

α
 {4.34}, P3,4

α
 

{4.33}, P5
α
 {4.29}, S2

α 
{4.28}, T1

α
, T1

β
 {4.25}, R

α 
{4.20}, A

α
 {4.15}, TN

β
 {4.11}, T2

α
, T2

β
 {4.10}, TN

α
 {4.09}, 

H2 {3.96}), 3.84 – 3.29 (m, 36 H, A
α 

{3.80}, G2
αa

 {3.79}, G1
αa

 {3.76}, H4 {3.72}, G1
αb

 {3.71}, G2
αb

, P3
δ
 

{3.69}, H5 {3.68}, S1
βa

 {3.66}, H3 {3.64}, S2
βa

, P4
δ
 {3.62}, S1

βb
 {3.60}, OCH2 {3.59}, S2

βa
 {3.55}, P2,5

δ
 

{3.53}, OCH2 {3.52}, H6b {3.51}, 2 × OCH2 {3.49}, H6a {3.43}, 2 × OCH2 {3.38}, P1
δ
 {3.36}), 3.16 – 

2.83 (m, 6 H, R
δa

 {3.12}, R
δb

, H2NCH2 {3.00}, H
βb

 {2.92}, H
βa

 {2.89}), 2.70 – 2.39 (m, 4 H, D
β
 {2.60}, 

CH2aCO {2.57}, CH2bCO {2.46}), 2.14 – 1.48 (m, 24 H, P2
βa

 {2.09}, P1,3,4
β
, V

β
 {2.02}, P5

γ
 {2.01}, P1

γ
 

{1.96}, P2
γ
 {1.92}, CH3-NHAc, P3,4

γ
 {1.85}, P5

βa
 {1.84}, P1

βb
 {1.80}, R

βa
 {1.71}), 1.56 (bs, 3 H, R

βb
, R

γ
), 

1.27 – 1.13 (m, 12 H, 2 × A
β
 {1.18}, 2 × A

β
 {1.17}), 1.10 (d, JTNγ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, TN

γ
), 1.02 (d, JT2γ,Tβ = 

6.2 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.01 (d, JT1γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T1

γ
), 0.89 (d, JVγb, Vβ = 6.6 Hz, 3 H, V

γb
), 0.84 (d, JVγa, Vβ = 

6.4 Hz, 3 H, V
γa

) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 168.6 (D

C=O
), 134.8 (H

ε
), 98.5 (C1), 74.8 (TN

β
), 72.0 (2 × OCH2), 

71.4 (C5), 70.5 (2 × OCH2), 68.2 (C3), 68.0 (C4), 66.3 (OCH2), 66.1 (OCH2), 65.0 (T1
β
), 65.9 (T2

β
), 61.5 

(S1,2
β
), 60.4 (C6), 59.3 (P5

α
, T1

α
), 58.9 (P3,4

α
), 57.8 (P1

α
), 58.6 (T2

α
, TN

α
), 57.7 (V

α
), 57.4 (P2

α
), 55.4 (S1

α
), 54.8 

(S2
α
), 52.6 (H

α
), 50.1 (D

α
), 50.0 (A

α
), 51.2 (R

α
), 49.4 (C2), 48.4 (A

α
), 46.5 (P2,5

δ
), 46.4 (P4

δ
), 46.3 (P3

δ
), 46.2 

(P1
δ
), 46.1 (2 × A

α
), 41.9 (G1,2

α
), 40.4 (R

δ
, H2NCH2), 34.1 (D

β
), 34.0 (CH2CO), 29.9 (V

β
), 29.0 (H

β
), 28.8 (P1-

5
β
), 27.1 (R

β
), 24.3 (P1-5

γ
), 23.5 (R

γ
), 22.7 (CH3-NHAc), 19.8 (T1,2

γ
), 19.1 (V

γb
), 18.8 (A

β
), 18.2 (V

γa
), 18.1 

(TN

γ
), 17.3 (A

β
), 16.7 (A

β
), 16.5 (A

β
) ppm.  

Da die Auflösung des aufgenommenen zweidimensionalen HMBC-NMR-Spektrum zum Teil nicht 

ausreichend war, fehlt die Zuordnung verschiedener quartärer Kohlenstoffe. Desweiteren konnten manche 

Aminosäuren, welche mehrfach im Peptid enthalten sind nicht konkret unterschieden werden.  
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5.8.5 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-(N-(2-aminoethyl)-N-(O-

(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxyacetamido))-glycyl-

L-alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-

L-theronyl-L-alanin (92)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATNAc3)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-

OH) 

 

 Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) unter 23 W bei einer maximalen Temperatur von 80 °C 

zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit dem wachsenden Peptid 5 min zur 

Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle Aminosäuren eine Doppelkupplung 

durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das 

Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-

OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin 

eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien 

sowie der Aminosäure 30 min ohne Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer 

maximalen Temperatur von 80 °C zur Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen 

mit den Kupplungsreagenzien ohne Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans 

wachsende Peptid gekuppelt. Für die Kupplung von Fmoc-AATN-AG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das 

wachsende Peptid, wurden die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt 

und die Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die 

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 
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Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 114 mg (52%, 0.05 mmol) des Peptids 92 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 10.5 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C93H144N26O35 (2186.62 g/mol) [2185.0287].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 729.3513 ([M+3H]
3+

, ber.: 729.3507), 1193.5239 ([M+2H]
2+

, ber.: 1093.5222). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.25 (bs, 1 H, COOH), 8.97 (s, 1 H, H

ε
), 8.31 – 7.91 (m, 11 H, D

NH
 

{8.27}, A2
NH

, G2
NH

 {8.21}, A1
NH

, H
NH

 {8.11}, G1
NH

 {8.09}, V
NH

 {8.05}, R
NH

 {7.97}, A3,4
NH

 {7.96}), 7.80 

(d, JSNH,Sα = 7.7 Hz, 1 H, S
NH

), 7.75 – 7.67 (m, 1 H, T2
NH

 {7.71}), 7.42 – 7.30 (m, 3 H, R
CqNH

 {7.48}, H
δ
 

{7.38}, T1
NH

 {7.33}), 5.32 (s, 1 H, H4), 5.08 – 5.01 (m, 1 H, H3 {5.06}), 4.97 – 4.88 (m, 2 H, H1*{4.93}, 

H1 {4.91}), 4.67 – 3.82 (m, 31 H, H
α
 {4.58}, H2, D

α
 {4.55}, R

α 
{4.49}, A1

α
; P4

α
 {4.46}, P2,3

α
, O-CH2a 

{4.39}, S
α 

{4.38}, P4
α
 {4.32}, P5

α
 {4.27}, O-CH2a {4.24}, T1

α
 {4.21}, A2

α
 {4.19}, A3,4

α
, T2

α
 {4.18}, V

α
 

{4.10}, H5, T2
β
 {4.06}, H6a {4.04}, NCH2CO {3.98}, NHCH2CH2b {3.97}, H6b {3.96}, T1

β
 {3.94}, 

NHCH2CH2a {3.89}, G1,2
αb

 {3.88}, G1
αa

 {3.84}), 3.79 – 2.94 (m, 20 H, G2
αb

 {3.71}, P2,3
δa

, S
βa

 {3.64}, P4
δ
 

{3.63}, P5
δa

 {3.58}, P2,3
δb

, S
βb

 {3.56}, P5
δb

 {3.53}, NHCH2aCH2 {3.30}, P1
δa

 {3.23}, NHCH2aCH2 {3.18}, 

P1
δb

 {3.17}, H
βb

 {3.11}, R
δ
 {3.09}, H

βa
 {2.98}), 2.78 – 2.70 (m, 1 H, D

βb
 {2.74}), 2.55 – 2.37 (m, 2 H, D

βa
 

{2.48}, P1
βb

 {2.41}), 2.14 – 1.66 (m, 32 H, CH3-OAc, P2,3
βa

 {2.09}, P4,5
βb

 {2.03}, CH3-OAc {1.98}, V
β
 

{1.95}, P1,5
γa

 {1.93}, P2-4
 γa

 {1.91}, CH3-OAc {1.89}, P4
βa

, P1-4
γb

 {1.84}, CH3-NHAc {1.82}, P1
βa

 {1.81}, P2-

4
βb

 {1.77}, R
βa

 {1.70}), 1.52 (bs, 3 H, R
βb

, R
γ
), 1.32 – 1.12 (m, 12 H, A1,2

β
 {1.19}, A3,4

β
 {1.26}), 1.05 (d, 

JT2γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T2
γ
), 1.02 – 0.95 (m, 3 H, T1

γ
), 0.86 – 0.76 (m, 6 H, V

γb
 {0.82}, V

γa
 {0.81}) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A1,2

C=O
), 172.3 (A4

C=O
), 171.8 (D

γ
), 170.8 (A3

C=O
), 170.2 

(D
C=O

), 170.0 (C=O-NHAc, S
C=O

), 169.9 (C=O-NHAc, H
C=O

, T1
C=O

, V
C=O

), 169.8 (T2
C=O

), 169.7 (C=O-OAc, 

C=O-NHAc), 169.2 (R
C=O

), 169.0 (G1
C=O

), 168.9 (G2
C=O

), 156.6 (R
ε
), 133.4 (H

ε
), 129.0 (H

γ
), 116.8 (H

δ
), 97.3 

(C1), 97.0 (C1*), 67.2 (C3), 66.8 (T1
β
), 66.7 (C4), 66.2 (T2

β
), 66.0 (C5), 64.8 (O-CH2), 61.5 (S

β
), 61.2 (C6), 

59.5 (P5
α
), 59.1 (P2,3

α
), 59.0 (P4

α
), 58.1 (P1

α
), 58.0 (T2

α
), 57.7 (V

α
), 57.6 (T1

α
), 54.7 (S

α
), 51.1 (H

α
), 49.8 (R

α
), 

49.2 (D
α
), 49.1 (NCH2-CO), 48.2 (A2

α
), 48.0 (NHCH2CH2), 47.4 (A3,4

α
), 46.5 (P2-5

δ
), 46.1 (C2, A1

α
), 45.6 

(P1
δ
), 41.8 (G2

α
), 41.7 (G1

α
), 40.3 (R

δ
), 36.6 (NHCH2CH2), 35.3 (D

β
), 30.2 (V

β
), 28.8 (P2-5

β
), 28.1 (R

β
), 27.7 

(P1
β
), 26.9 (H

β
), 24.3 (R

γ
), 24.2 (P1,5

γ
), 23.4 (P2-4

γ
), 22.3 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3 20.2 (3 × CH3-OAc), 19.6 

(T2
γ
), 19.3 (T1

γ
), 19.0 (V

γb
), 17.8 (V

γa
), 17.5 (A2

β
), 16.5 (A1

β
), 16.9 (A3,4

β
) ppm. 
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5.8.6 Synthese von N-L-Propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-(N-(2-aminoethyl)-N-(O-

(2-acetamido-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxyacetamido))-glycyl-L-alanyl-L-propyl-

L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin 

(96)  

(Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATN)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 114 mg (52 µmol) Glycopeptid 92 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 57 mg (54%, 28 µmol) des Peptids 96 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 7.0 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C87H138N26O32 (2060.21 g/mol) [2058.9970].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 687.6753 ([M+3H]
3+

, ber.: 687.3401), 1030.5083 ([M+2H]
2+

, ber.: 1030.5063). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 9.49 (s, 1 H, H

ε
), 8.72 – 7.38 (m, 12 H, A4

NH
 {8.52}, G1,2

NH
 {8.49}, 

A2
NH

 {8.28}, T1
NH

 {8.24}, V
NH

 {8.09}, R
NH

 {7.97}, S
NH

 {7.87}, A1
NH

 {7.77}, H
δ
 {7.54}, A3

NH
 {7.41}, T2

NH
 

{7.08}, 4.78 – 2.77 (m, 57 H, H1 {4.76}, A4
α
 {4.52}, A1

α
 {4.43}, P1,2

α
 {4.35}, S

α 
{4.32}, P3

α
 {4.31}, P4

α
 

{4.30}, T2
β
 {4.26}, P5

α
 {4.25}, R

α 
{4.19}, A2

α
, O-CH2a {4.13}, T1

β
 {4.09}, T1

α
 {4.07}, O-CH2a, V

α
 {4.06}, 

T2
α
 {4.04}, H2 {4.03}, NCH2CO {3.93}, NCH2CO {3.88}, G1,2

αb
 {3.79}, A3

α
 {3.76}, H4 {3.75}, G1,2

αa
 

{3.71}, P5
δa

 {3.70}, S
βa

 {3.66}, H5, P5
δb

 {3.63}, P1
δ
 {3.61}, S

βb
 {3.60}, P2

δ
, P3

δa
 {3.58}, H3 {3.54}, H6a 

{3.52}, H6b, P3,4
δb

 {3.44}, P4
δa

 {3.36}, NHCH2CH2b {3.28}, NHCH2aCH2 {3.18}, NHCH2CH2a {3.16}, 

NHCH2aCH2 {3.12}, R
δa

 {3.11}, P1-5
 γb

, R
δb

 {3.00}, P3-5
βb

 {2.85}), 2.08 – 1.46 (m, 19 H, P3-5
βa

 {2.02}, P1,2
β
 

{1.98}, V
β
 {1.97}, P1-5

γa
, R

γa
 {1.87}, CH3-NHAc {1.84}, R

γa
 {1.82}, R

βa
 {1.74}, R

βb
 {1.57}), 1.27 – 1.10 (m, 

12 H, A4
β
 {1.22}, A2

β
 {1.18}, A1

β
 {1.17}, A3

β
 {1.16}), 1.02 (d, JT2γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.02 – 0.95 (d, 

JT1γ,Tβ = 6.1 Hz, 3 H, T1
γ
), 0.84 – 0.76 (m, 6 H, V

γb
 {0.81}, V

γa
 {0.80}) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 175.2 (A3

C=O
), 174.9 (T1

C=O
), 172.1 (A2

C=O
), 170.3 (A1,4

C=O
), 170.0 

(C=O-NHAc), 97.6 (C1), 71.8 (C3), 71.6 (C5), 67.7 (C4), 65.9 (T1
β
), 65.2 (O-CH2), 65.0 (T2

β
), 61.5 (S

β
), 

60.3 (C6), 59.4 (P4,5
α
), 59.2 (P3

α
), 58.9 (P1,2

α
), 58.7 (T1,2

α
), 58.3 (V

α
), 55.5 (S

α
), 51.3 (R

α
), 50.1 (A1

α
), 50.0 

(A3
α
), 49.8 (C2), 48.5 (A2

α
), 48.1 (NCH2-CO), 46.4 (P1-5

δ
), 46.2 (NHCH2CH2), 46.0 (A1

α
), 41.8 (G1,2

α
), 40.5 
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(R
δ
), 36.1 (NHCH2CH2), 29.8 (V

β
), 28.8 (P1-5

β
), 27.2 (R

β
), 24.2 (P1-5

γ
, R

γ
), 22.6 (CH3-NHAc), 19.9 (T2

γ
), 19.8 

(T1
γ
), 19.1 (V

γb
), 17.9 (V

γa
), 18.9 (A3

β
), 17.4 (A2

β
), 16.6 (A1

β
), 16.8 (A4

β
) ppm. 

Da die Auflösung des aufgenommenen zweidimensionalen HMBC-NMR-Spektrum zum Teil nicht 

ausreichend war, fehlt die Zuordnung verschiedener quartärer Kohlenstoffe. Desweiteren konnten die 

Aminosäuren Histidin und Arginin nicht zugeordnet werden.  

5.8.7 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-(N-(2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-α-D-

galactopyranosyl)-2-hydroxyacetamido))-glycyl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-

arginyl-L-propyl-L-alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (93)  

(H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATNAc3)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-

Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

  Die mikrowellenunterstützten Peptidsynthese an der Festphase erfolgte automatisiert nach einem 

einprogrammierten Standardprotokoll. Zunächst wurden 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-Ala-Wang 

vorbeladenes Harzes (Beladung 0.35 mmol/g) über Nacht in 5 mL DMF zum quellen gebracht. Um die 

Fmoc-Schutzgruppe während der Peptidsynthese abzuspalten wurde das Harz zunächst 40 s unter 26 W und 

einer maximalen Temperatur von 40 °C initial unter Verwendung von Piperidin in N-Methyl-2-pyrrolidone 

(NMP) (20% v/v, 7 mL) behandelt. Im Anschluss wurde erneut mit 30 W und einer maximalen Temperatur 

von 80 °C noch einmal 3 min entschützt. Alle Kupplungsschritte wurden unter Mikrowellenbestrahlung mit 

maximal 23 W und einer Temperatur von maximal 80 °C durchgeführt. Dazu wurden die kommerziell 

erhältlichen Aminosäuren (je 1 mmol, 10 Äquiv.) sowie der Spacer (0.4 mmol, 4.0 Äquiv.) unter 23 W bei 

einer maximalen Temperatur von 80 °C zusammen mit den Kupplungsreagenzien 0.5 M HBTU, HOBt H2O 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) und 2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF (0.1 mmol, 1.0 Äquiv.) mit 

dem wachsenden Peptid 5 min zur Reaktion gebracht. Nach dem Einbau von Fmoc-TAG-OH wurde für alle 

Aminosäuren eine Doppelkupplung durchgeführt. Dafür wurde die Kupplung zweimal hintereinander 

durchgeführt. Zwischenzeitlich wird das Peptid von nicht gebundenen Aminosäuren und 

Kupplungsreagenzien. Für die Aminosäure Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH wurden andere 

Kupplungsbedingungen herangezogen. So erfolgte bei Argenin eine Doppelkupplung. Dabei wurde zunächst 

das wachsende Peptid zusammen mit den Kupplungsreagenzien sowie der Aminosäure 30 min ohne 

Mikrowellenbestrahlung und im Anschluss 5 min mit 23 W und einer maximalen Temperatur von 80 °C zur 

Reaktion gebracht Die Aminosäure Histidin dagegen wurde zusammen mit den Kupplungsreagenzien ohne 

Mikrowellenstrahlung und einer maximalen Temperatur von 50 °C ans wachsende Peptid gekuppelt. Für die 

Kupplung von Fmoc-AATN-AG-OH (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) an das wachsende Peptid, wurden die 

reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU, HOAt (0.15 mmol, 1.5 Äquiv.) und N-Methylmorpholin 

(0.5 mmol, 5.0 Äquiv.) eingesetzt. Hierbei wurde keine Mikrowellenstrahlung eingesetzt und die 
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Kupplungszeit auf 35 min eingestellt. Nach der Kupplung aller Aminosäuren wird abschließend die N-

terminale Fmoc-Schutzgruppe vom Peptid analog der Fmoc-Aminosäuren Entschützung mit Piperidin in 

NMP durchgeführt.  

Nach beendeter Synthese wurde das Peptid in einen Merrifield-Reaktor überführt und mit Dichlormethan 

gewaschen. Anschließend wurde das Peptid zur Abspaltung vom Harz in einer Mischung aus 10 mL 

Trifluoressigsäure und 1 mL Triisopropylsilan 2 h geschüttelt. Danach wurde das vom Harz abgespaltene 

Peptid filtriert und das Harz zweimal mit je 5 mL Trifluoressigsäure gewaschen. Die Filtrate wurden im 

Vakuum eingeengt und dann dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert. Das Rohpeptid 

wurde im Anschluss in eiskaltem Diethyleter gefällt und im Anschluss zentrifugiert, um die löslichen 

Seitenkettenschutzgruppen vom Peptid zu trennen. Daraufhin wurde das Peptid mit 10 mL Wasser versetzt 

und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt.  

Man erhielt 80 mg (33%, 0.03 mmol) des Peptids 93 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 11.6 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C102H161N27O39 (2389.56 g/mol) [2388.1445].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 797.0569 ([M+3H]
3+

, ber.: 797.0560), 1195.5844 ([M+2H]
2+

, ber.: 1195.0801). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 14.24 (bs, 1 H, COOH), 8.96 (s, 1 H, H

ε
), 8.49 – 7.93 (m, 10 H, A3

NH
 

{8.44}, D
NH

 {8.25}, G2
NH

 {8.22}, G1
NH

 {8.20}, A2
NH

 {8.11}, H
NH

 {8.07}, V
NH

 {8.02}, A1
NH

 {8.01}, R
NH

 

{7.97}, A4
NH

 {7.96}), 7.80 (d, JSNH,Sα = 7.7 Hz, 1 H, S
NH

), 7.71 (d, JTNH,Tα = 7.7 Hz, 1 H, T2
NH

), 7.53 (bs, 1 H, 

R
CqNH

), 7.43 – 7.28 (m, 2 H, H
δ
 {7.37}, T1

NH
 {7.34}), 5.32 (s, 1 H, H4), 5.15 – 5.03 (m, 1 H, H3 {5.06}), 

4.98 – 4.90 (m, 1 H, H1 {4.96}), 4.62 – 3.82 (m, 28 H, H
α
 {4.57}, D

α
, A3

α
 {4.56}, P1

α
 {4.50}, R

α 
{4.49}, A2

α
 

{4.45}, O-CH2a {4.39}, S
α 

{4.38}, P2
α
 {4.32}, P3,4

α
 {4.31}, H2 {4.30}, P5

α
 {4.27}, O-CH2a {4.24}, T2

α
 

{4.20}, H5 {4.19}, A4
α
 {4.18}, A1

α
 {4.16}, T1

α
, V

α
 {4.09}, T2

β
 {4.06}, H6a {4.04}, NCH2aCO {3.98}, H6b 

{3.96}, NHCH2CH2b {3.95}, T1
β
 {3.94}, NHCH2CH2a {3.90}, G1

αb
 {3.87}), 3.80 – 3.42 (m, 18 H, G1

αa
 

{3.76}, G2
α
 {3.70}, S

βa
 {3.64}, 3 × OCH2 {3.59}, P5

δa
 {3.57}, S

βb
, OCH2 {3.56}, P1

δb
, P4

δ
 {3.53}, OCH2 

{3.50}, P1
δa

 {3.49}), 3.40 – 3.04 (m, 9 H, P2,3
δ 
{3.36}, NHCH2aCH2 {3.30}, NHCH2aCH2 {3.18}, H

βa
 {3.12}, 

R
δ
 {3.10}), 3.02 – 2.95 (m, 3 H, H

βa
 {2.99}, H2NCH2 {2.98}), 2.77 – 2.69 (m, 1 H, D

βb
 {2.74}), 2.61 – 2.39 

(m, 5 H, CH2aCO {2.57}, OCH2 {2.54}, D
βa

 {2.49}, CH2bCO {2.47}), 2.15 – 1.65 (m, 34 H, P1
βb

, CH3-OAc 

{2.10}, P2-5
βb

, P4,5
βa

 {2.03}, CH3-OAc {1.98}, V
β
 {1.95}, P1-5

γa
 {1.92}, CH3-OAc {1.89}, P1-5

 γa
 {1.86}, CH3-

NHAc {1.81}, P1
βa

 {1.80}, P2,3
βa

 {1.78}, R
βa

 {1.71}), 1.52 (bs, 3 H, R
βb

, R
γ
), 1.30 – 1.15 (m, 12 H, A4

β
 

{1.27}, A3
β
 {1.22}, A2

β
 {1.19}, A1

β
 {1.18}), 1.05 (d, JT2γ,Tβ = 6.4 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.01 – 0.97 (m, 3 H, T1

γ
), 

0.85 – 0.79 (m, 6 H, V
γb

 {0.83}, V
γa

 {0.81}) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 173.8 (A4

C=O
), 172.4 (A1

C=O
), 171.9 (D

γ
), 170.8 (A2

C=O
), 170.5 

(A3
C=O

), 170.2 (D
C=O

), 170.1 (S
C=O

), 170.0 (C=O-NHAc), 169.9 (C=O-NHAc, H
C=O

, T1
C=O

), 169.8 (T2
C=O

), 

169.7 (C=O-OAc, C=O-NHAc), 169.3 (R
C=O

), 168.8 (G2
C=O

, V
C=O

), 168.6 (G1
C=O

), 156.7 (R
ε
), 133.4 (H

ε
), 

129.1 (H
γ
), 116.8 (H

δ
), 97.4 (C1), 69.5 (OCH2), 69.4 (2 × OCH2), 67.3 (C3), 66.8 (C4), 66.6 (T1

β
), 66.4 (3 × 
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OCH2), 66.1 (C5), 66.0 (T2
β
), 64.9 (O-CH2), 61.5 (S

β
), 61.2 (C6), 59.5 (P5

α
), 59.1 (P4

α
), 58.9 (P2,3

α
), 57.8 (T2

α
, 

V
α
), 57.7 (T1

α
), 57.4 (P1

α
), 54.7 (S

α
), 51.2 (H

α
), 49.8 (R

α
), 49.2 (D

α
), 49.1 (NCH2-CO), 48.1 (A1

α
), 48.0 (A2

α
), 

47.9 (NHCH2CH2), 46.5 (P1-5
δ
), 46.3 (C2), 46.1 (A3

α
), 47.4 (A4

α
), 41.7 (G1,2

α
), 40.3 (R

δ
), 38.3 (H2NCH2), 

36.6 (NHCH2CH2), 35.4 (D
β
), 34.0 (CH2CO), 30.2 (V

β
), 28.8 (P2-5

β
), 28.1 (R

β
), 27.9 (P1

β
), 26.8 (H

β
), 24.3 

(R
γ
), 24.1 (P1-5

γ
), 22.3 (CH3-NHAc), 20.4, 20.3 20.2 (3 × CH3-OAc), 19.6 (T2

γ
), 19.3 (T1

γ
), 19.0 (V

γb
), 17.8 

(V
γa

), 17.3 (A1
β
), 17.0 (A4

β
), 16.7 (A3

β
), 16.5 (A2

β
) ppm. 

5.8.8 Synthese von Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-L-propyl-L-propyl-L-alanyl-L-histidyl-

glycyl-L-valyl-(N-(2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-2-

hydroxyacetamido))-glycyl-L-alanyl-L-propyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-propyl-L-

alanyl-L-propyl-glycyl-L-seryl-L-theronyl-L-alanin (97)  

(H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATN)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-

Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH) 

 

 

 80 mg (33 µmol) Glycopeptid 93 werden in 5 mL Wasser gelöst und mit einer wässrigen 

Natriumhydroxid-Lösung (pH-Wert 11) so lange versetzt bis sich eine pH-Wert von maximal 9 eingestellt 

hat. Nach wiederholter pH-Wert Regulierung wird das Peptid nach einer Woche mit 1 M Essigsäure 

neutralisiert, lyophilisiert und im Anschluss durch semipräparative RP-HPLC (Phenomenex LUNA) 

(Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, Gradient: (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 

60 min) gereinigt. 

Man erhielt 37 mg (50%, 16 µmol) des Peptids 97 als farbloses Lyophilisat. 

Rt = 8.8 min, λ = 214 nm. 

Masse/Molekulargewicht: C96H155N27O36 (2263.45 g/mol) [2262.1128].  

HR ESI-MS (positiv), m/z: 755.0462 ([M+3H]
3+

, ber.: 755.0454), 1132.0670 ([M+2H]
2+

, ber.: 1132.0642). 

1
H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): δ = 8.58 – 7.35 (m, 11 H, A4

NH
 {8.52}, G1,2

NH
 {8.49}, S

NH
 {8.27}, A3

NH
 

{8.26}, T1
NH

 {8.21}, V
NH

 {8.18}, R
NH

 {7.96}, A1
NH

 {7.81}, T1
NH

 {7.68}, A2
NH

 {7.45}), 4.79 – 3.99 (m, 

20 H, H1 {4.76}, A4
α
 {4.54}, P1

α
 {4.50}, A1

α
 {4.45}, P2

α
, S

α 
{4.35}, P3,4

α
 {4.29}, T1

α
, T1

β
 {4.25}, R

α 
{4.19}, 

A3
α
 {4.15}, O-CH2a {4.14}, T2

β
 {4.10}, T2

α
 {4.08}, O-CH2a {4.07}, V

α
 {4.06}, P5

α
 {4.05}, H2, NCH2aCO 

{4.04}), 3.95 – 2.84 (m, 38 H, NHCH2CH2b {3.94}, NHCH2CH2a {3.90}, A2
α
 {3.78}, G1,2

αb
 {3.77}, H4 

{3.75}, G1,2
αa

 {3.71}, P2
δa

, P5
δa

 {3.69}, S
βa

 {3.66}, H3 {3.65}, H5, P2,3
δa

, P5
δb

 {3.62}, S
βb

 {3.60}, OCH2 

{3.59}, P3
δb 

{3.58}, H6a, P1
δb

 {3.53}, OCH2 {3.52}, 2 × OCH2 {3.50}, P1
δa

 {3.49}, H6b {3.45}, P4
δa

 {3.44}, 

OCH2 {3.37}, P4
δb

 {3.29}, NHCH2aCH2 {3.19}, R
δa

, NHCH2aCH2 {3.12}, R
δb

 {3.00}), 2.72 – 1.66 (m, 30 H, 
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H2NCH2 {2.67}, CH2aCO {2.56}, CH2bCO {2.46}, P1
βa

 {2.10}, P2-4
βa

 {2.02}, V
β
 {1.98}, P1-5

γ
 {1.86}, P5

βb
 

{1.85}, P1
βb

 {1.80}, P2-4
βb

 {1.77}, P5
βa

 {1.73}, R
βa

, CH3-NHAc {1.71}), 1.57 (bs, 3 H, R
βb

, R
γ
), 1.25 – 1.13 

(m, 12 H, A4
β
 {1.22}, A3

β
 {1.18}, A1,2

β
 {1.17}), 1.02 (d, JT2γ,Tβ = 6.2 Hz, 3 H, T2

γ
), 1.00 (d, JT1γ,Tβ = 6.2 Hz, 

3 H, T1
γ
), 0.84 – 0.75 (m, 6 H, V

γb
 {0.81}, V

γa
 {0.80}) ppm. 

13
C-NMR (200 MHz, DMSO-D6): δ = 175.4 (A1

C=O
), 174.5 (C=O-NHAc), 172.1 (A3

C=O
), 170.7 (S

C=O
), 

170.4 (A2
C=O

), 170.3 (A4
C=O

), 168.8 (G1,2
C=O

, V
C=O

), 97.6 (C1), 72.1 (OCH2), 71.6 (C5), 69.5 (2 × OCH2), 

67.4 (C3), 67.4 (C4), 66.3 (OCH2), 66.1 (OCH2), 65.9 (T2
β
), 65.0 (T1

β
, O-CH2), 61.6 (S

β
), 60.3 (C6), 59.5 

(P5
α
), 59.3 (P3,2

α
, T1

α
), 58.9 (P2

α
), 58.7 (T2

α
), 58.3 (V

α
), 57.4 (P1

α
), 55.5 (S

α
), 51.3 (R

α
), 49.9 (A2

α
), 49.8 (C2), 

49.1 (NCH2-CO), 48.4 (A3
α
), 48.1 (NHCH2CH2), 46.6 (P1

δ
), 46.4 (P2-5

δ
), 46.1 (A4

α
), 46.0 (A1

α
), 41.8 (G1,2

α
), 

40.7 (H2NCH2), 40.4 (R
δ
), 36.1 (NHCH2CH2), 34.0 (CH2CO), 29.7 (V

β
), 28.7 (P2-5

β
), 27.8 (P1

β
), 27.2 (R

β
), 

24.2 (P1-5
γ
), 24.1 (CH3-NHAc), 23.5 (R

γ
), 19.9 (T1,2

γ
), 19.1 (V

γb
), 18.9 (A2

β
), 17.9 (V

γa
), 17.4 (A3

β
), 16.8 

(A4
β
), 16.6 (A1

β
) ppm. 

Da die Auflösung des aufgenommenen zweidimensionalen HMBC-NMR-Spektrum zum Teil nicht 

ausreichend war, fehlt die Zuordnung verschiedener quartärer Kohlenstoffe. Desweiteren konnten die 

Aminosäuren Histidin und Arginin nicht zugeordnet werden.  
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5.9 HPLC-Daten der Kalibrationsmessungen und Abbaustudien 

5.9.1 Generelle Durchführung zur Erstellung der Kalibrationsgeraden 

Zur Aufnahme der Kalibrationsgeraden wurde eine Verdünnungsreihe der jeweiligen Peptide hergestellt. Die 

Verdünnungsreihe bestand jeweils aus folgenden Konzentrationen: 5.00, 4.50, 4.00, 3.50, 3.00, 2.50, 2.00, 

1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25 und 0 mg/mL. Desweiteren wurden weitere Verdünnungsreihen von höheren 

Konzentrationen gemessen. Diese dienten der Detektion einer Sättigungskurve. Folgende weitere 

Konzentrationen wurden gemessen: 10.00, 9.50, 9.00, 8.50, 8.00, 7.50, 7.00, 6.50, 6.00, 5.50 mg/mL. Gelöst 

wurden die Peptide in einem 50 mM Trizma Puffer mit 5 mM CaCl2 und 25% iger Essigsäure. Die Proben 

wurden jeweils einzeln mittels analytischer RP-HPLC (Phenomenex LUNA) mit einem Fluss von 1.0 mL/min 

vermessen. Der Gradient wurde wie folgt gefahren: Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, (5:95) → (40:60) 

20 min; (40:60) → (100:0) 40 min; (100:0) 60 min. Gemessen wurde bei 214 nm. Nach einer 

Basislinnienkorrektur wurden die Absoptionsflächen bzw. deren Integrale gemittelt und gegen die 

Konzentration aufgetragen. 

Folgende Rohdaten wurden erhalten:  

Tabelle 5.1:  Rohdaten des Peptids 78. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Lauf 4 Ø (n=4) Ø (n=2) 

0 0 0 0 0 0 0 

0.25 46.8 63.2 81.4 66.2 64.4 73.8 

0.50 85.3 122.5 151.0 134.9 123.4 143.0 

0.75 129.7 174.6 217.4 210.2 183.0 213.8 

1.00 182.6 242.8 289.4 264.5 244.8 277.0 

1.50 239.4 331.1 402.5 383.0 339.0 392.8 

2.00 333.5 424.1 523.1 499.6 445.1 511.4 

2.50 456.1 530.9 628.1 609.7 556.2 618.9 

3.00 518.0 619.1 714.1 730.8 645.5 722.5 

3.50 571.8 697.1 794.0 780.8 710.9 787.4 

4.00 648.1 761.9 869.2 886.9 791.5 878.1 

4.50 707.7 816.4 944.7 974.6 860.9 959.7 

5.00 751.4 858.3 1004.9 1027.7 910.6 1016.3 

5.50 

  

1040.7 1118.7 

 

1079.7 

6.00 

  

1077.8 1162.4 

 

1120.1 

6.50 

  

1156.9 1213.0 

 

1185.0 

7.00 

  

1197.4 1247.9 

 

1222.7 

7.50 

  

1230.3 1334.6 

 

1282.5 

8.00 

  

1310.3 1331.3 

 

1320.8 

8.50 

  

1375.9 1393.1 

 

1384.5 

9.00 

  

1408.9 1473.8 

 

1441.4 

9.50 

  

1448.6 1518.3 

 

1483.5 

10.00 

  

1505.6 1615.8 

 

1560.7 
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Tabelle 5.2: Rohdaten des Peptids 79. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Ø (n= 3) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 

0.25 55.1 71.7 45.4 57.4 58.6 

0.50 103.7 130.7 129.2 121.2 130.0 

0.75 149.0 190.6 177.4 172.3 184.0 

1.00 194.8 242.5 223.3 220.2 232.9 

1.50 278.0 345.0 358.6 327.2 351.8 

2.00 374.7 445.2 439.0 419.6 442.1 

2.50 467.5 538.5 506.0 504.0 522.3 

3.00 640.8 635.5 638.2 638.2 636.9 

3.50 646.0 703.6 652.0 667.2 677.8 

4.00 727.0 798.6 745.1 756.9 771.9 

4.50 810.9 861.8 864.9 845.9 863.4 

5.00 868.6 893.0 889.2 883.6 891.1 

5.50  1001.0 944.8  972.9 

6.00  1057.2 1000.6  1028.9 

6.50  1094.0 1025.4  1059.7 

7.00  1136.6 1106.4  1121.5 

7.50  1209.9 1221.3  1215.6 

8.00  1237.9 1291.5  1264.7 

8.50  1305.5 1340.2  1322.9 

9.00  1328.8 1382.9  1355.9 

9.50  1361.6 1409.3  1385.5 

10.00  1401.6 1563.8  1482.7 

 

Tabelle 5.3: Rohdaten des Peptids 80. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Ø (n= 3) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 

0.25 51.1 86.9 92.2 76.7 89.5 

0.50 98.5 153.8 146.7 133.0 150.2 

0.75 140.1 218.8 206.7 188.5 212.7 

1.00 196.9 276.0 263.0 245.3 269.5 

1.50 281.2 391.1 387.9 353.4 389.5 

2.00 383.7 502 499.8 461.8 500.9 

2.50 470.9 602.7 591.6 555.1 597.1 

3.00 552.3 758.1 682.0 664.1 720.0 

3.50 578.6 839.5 770.2 729.4 804.8 

4.00 589.9 930.5 854.9 791.8 892.7 

4.50 714.3 1034.0 958.4 902.2 996.2 

5.00 742.5 1064.7 1033.9 947.0 1049.3 
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5.50  1171.9 1106.9  1139.4 

6.00  1260.3 1144.3  1202.3 

6.50  1327.1 1240.3  1283.7 

7.00  1416.8 1337.3  1377.0 

7.50  1469.0 1366.2  1417.6 

8.00  1445.8 1380.0  1412.9 

8.50  1585.4 1426.2  1505.8 

9.00  1635.1 1513.4  1574.2 

9.50  1747.9 1625.3  1686.6 

10.00  1793.2 1534.5  1663.8 

 

Tabelle 5.4: Rohdaten des Peptids 81. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Ø (n= 3) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 

0.25 53.5 69.1 65.7 62.8 67.4 

0.50 99.7 120.0 124.5 114.7 122.3 

0.75 159.6 174.8 175.2 169.9 175.0 

1.00 191.2 211.9 228 210.4 220.0 

1.50 303.3 307.6 332 314.3 319.8 

2.00 419.3 410.6 423.1 417.7 416.9 

2.50 439.6 488.8 506.5 478.3 497.7 

3.00 582.6 595.5 605.6 594.6 600.6 

3.50 684.7 698.5 675.6 686.3 687.1 

4.00 750.4 795.8 772.5 772.9 784.2 

4.50 869.2 827.0 798.6 831.6 812.8 

5.00 983.4 971.0 927.3 960.6 949.2 

5.50  1056.8 1054.1  1055.5 

6.00  1091.4 1127.5  1109.5 

6.50  1229.0 1198.8  1213.9 

7.00  1305.0 1307.3  1306.2 

7.50  1392.0 1284.3  1338.2 

8.00  1405.0 1406.7  1405.9 

8.50  1373.8 1515.4  1444.6 

9.00  1413.7 1545.4  1479.6 

9.50  1538.7 1598.1  1568.4 

10.00  1522.5 1678.3  1600.4 

 

Tabelle 5.5: Rohdaten des Peptids 82. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Ø (n= 3) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 

0.25 66.6 64.8 59.7 63.7 62.3 

0.50 131.9 140.3 127.3 133.2 133.8 
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0.75 193.8 196.9 181.9 190.9 189.4 

1.00 254.1 258.4 241.4 251.3 249.9 

1.50 380.9 379.7 346.0 368.9 362.9 

2.00 468.3 481.5 455.5 468.4 468.5 

2.50 580.2 596.3 559.0 578.5 577.7 

3.00 704.4 695.1 620.2 673.2 657.7 

3.50 830.0 791.6 712.3 778.0 752.0 

4.00 874.8 879.6 826.6 860.3 853.1 

4.50 982.2 962.0 901.5 948.6 931.8 

5.00 1034.8 1047.4 977.1 1019.8 1012.3 

5.50  1146.7 1052.3  1099.5 

6.00  1227.7 1117.1  1172.4 

6.50  1271.5 1099.0  1185.3 

7.00  1345.2 1173.5  1259.4 

7.50  1385.2 1266.6  1325.9 

8.00  1439.4 1358.6  1399.0 

8.50  1450.0 1402.9  1426.5 

9.00  1489.7 1401.1  1445.4 

9.50  1625.0 1408.7  1516.9 

10.00  1671.5 1552.4  1612.0 

 

Tabelle 5.6: Rohdaten des Peptids 83. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Ø (n= 3) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 

0.25 47.6 64.2 74.1 62.0 69.1 

0.50 98.3 117.2 127.5 114.3 122.3 

0.75 149.2 180.5 179.2 169.6 179.8 

1.00 172.4 231.6 235.8 213.3 233.7 

1.50 255.1 334.9 352.2 314.1 343.5 

2.00 392.8 424.0 454.5 423.8 439.2 

2.50 487.7 585.4 571.9 548.3 578.6 

3.00 578.1 620.5 667.3 622.0 643.9 

3.50 726.5 691.2 738.9 718.9 715.0 

4.00 771.3 763.4 824.2 786.3 793.8 

4.50 858.0 800.8 883.0 847.3 841.9 

5.00 778.4 902.9 953.5 878.3 928.2 

5.50  962.6 999.4  981.0 

6.00  1037.9 1042.7  1040.3 

6.50  1096.1 1111.2  1103.6 

7.00  1136.6 1084.6  1110.6 

7.50  1088.4 1109  1098.7 

8.00  1115.9 1157.6  1136.7 

8.50  1183.8 1231.0  1207.4 
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9.00  1195.6 1250.8  1223.2 

9.50  1257.5 1296.9  1277.2 

10.00  1304.5 1301.7  1303.1 

 

Tabelle 5.7: Rohdaten des Peptids 84. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Lauf 4 Ø (n= 4) Ø (n= 2) 

0 0 0 0 0 0 0 

0.25 54.9 46.6 67.7 75.9 61.3 71.8 

0.50 102.2 88.2 60.4 131.3 95.5 95.9 

0.75 151.9 127.8 182.3 193.1 163.8 187.7 

1.00 191.5 166.0 237.9 239.7 208.8 238.8 

1.50 278.6 244.0 349.0 352.3 306.0 350.7 

2.00 361.5 315.9 477.3 486.5 410.3 481.9 

2.50 448.5 383.9 558.0 583.6 493.5 570.8 

3.00 532.8 459.7 662.8 624.7 570.0 643.8 

3.50 588.8 509.7 756.5 795.4 662.6 776.0 

4.00 650.2 542.0 857.9 897.6 736.9 877.8 

4.50 731.5 599.7 958.5 980.9 817.7 969.7 

5.00 760.4 650.4 1023.4 1056.4 872.7 1039.9 

5.50   1107.0 1145.3  1126.2 

6.00   1161.4 1216.2  1188.8 

6.50   1244.8 1304.9  1274.9 

7.00   1358.2 1340.5  1349.4 

7.50   1358.0 1426.5  1392.3 

8.00   1391.5 1491.3  1441.4 

8.50   1472.5 1454.3  1463.4 

9.00   1527.9 1531.1  1529.5 

9.50   1563.5 1631.6  1597.6 

10.00   1577.7 1720.8  1649.3 

 

Tabelle 5.8: Rohdaten des Peptids 85. 

mg/mL Lauf 1 Lauf 2 Ø (n= 2) 

0 0 0 0 

0.25 60.7 51.6 56.1 

0.50 117.8 104.0 110.9 

0.75 176.2 173.6 174.9 

1.00 224.1 217.2 220.6 

1.50 343.4 349.9 346.6 

2.00 448.5 426.8 437.6 

2.50 544.2 517.4 530.8 

3.00 646.0 629.2 637.6 

3.50 722.8 702.4 712.6 
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4.00 806.7 775.0 790.8 

4.50 894.6 841.3 867.9 

5.00 984.8 979.6 982.2 

5.50 1058.6 965.1 1011.8 

6.00 1157.5 1019.2 1088.3 

6.50 1223.5 1105.7 1164.6 

7.00 1254.4 1162.0 1208.2 

7.50 1323.0 1247.0 1285.0 

8.00 1324.3 1285.6 1304.9 

8.50 1359.4 1342.4 1350.9 

9.00 1411.1 1399.9 1405.5 

9.50 1450.9 1426.9 1438.9 

10.00 1588.4 1394.5 1491.4 

 

5.9.2 Generelle Durchführung zum enzymatischen Abbau mit Protinase K auf Eupergit
®
 C 

Zunächst wurden ein Trizma Puffer pH = 7.8 hergestellt. Dazu wurden 319 mg Trizma
®
 Puffer (Sigma 

Aldrich, 93778) und 49 mg Calciumchlorid Hexahydrat (Sigma Aldrich, 21108) in 45.00 mL Reinstwasser 

gelöst.  

Aus einer Stammlösung von 30 mg Peptid in 1.0 mL des beschriebenen Trizma
®
 Puffers wurden 50 µL und 

zu einer Suspension von 1 mg Proteinase K auf Eupergit
®

 C (Sigma Aldrich, 82452) in 500 µL Trizma
®

 

Puffer gegeben. Die Suspension wurde bei 37 °C für einen definierten Zeitraum in einer beheizbaren 

Thermomixer inkubiert. Um Proteinase K zu inhibieren, wurden 100 µL einer 25%igen Essigsäure zu einem 

definierten Zeitpunkt der Suspension hinzugegeben. Während der Messungen zeigte sich, dass eine rasche 

Messung notwendig ist, da die Ergebnisse andernfalls verfälscht werden. Die Proben wurden im Anschluss 

mittels analytischer RP-HPLC (Phenomenex LUNA) mit einem Fluss von 1.0 mL/min vermessen. Der 

Gradient wurde wie folgt gefahren: Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA, (5:95) → (40:60) 20 min; (40:60) → 

(100:0) 40 min; (100:0) 60 min). Gemessen wurde bei 214 nm. Nach einer Basislinnienkorrektur wurden die 

Absoptionsflächen bzw. deren Integrale normiert und in % gegen die Zeit aufgetragen, wobei 100% der 

Anfangskonzentration bei 0 min entspricht. 

Folgende Rohdaten wurden erhalten:  

Tabelle 5.9: Rohdaten des Peptids 78. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Lauf 4 % Lauf 5  % Ø (n= 5) % 

0 393.1 100.0 525.3 100.0 468.3 100.0 541.2 100.0 446.5 100.0 100.0 

1 358.5 91.2 480.4 91.5 465.5 99.4 470.2 86.9 468.3 104.9 94.8 

2 318.0 80.9 485.0 92.3 452.1 96.5 437.3 80.8 488.2 109.3 92.0 

3 362.3 92.2 449.6 85.6 427.1 91.2 466.1 86.1 475.5 106.5 92.3 

4 252.5 64.2 482.0 91.8 424.5 90.6 427.1 78.9 445.5 99.8 85.1 

5 251.0 63.9 462.3 88.0 401.4 85.7 482.8 89.2 418.0 93.6 84.1 

7 161.3 41.0 451.9 86.0 407.2 87.0 435.7 80.5 459.7 103.0 79.5 
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10 137.3 34.9 466.6 88.8 353.6 75.5 315.5 58.3 390.0 87.3 69.0 

15 82.7 21.0 419.4 79.8 304.4 65.0 310.0 57.3 331.0 74.1 59.5 

20 63.2 16.1 277.2 52.8 252.3 53.9 349.8 64.6 382.4 85.6 54.6 

30 24.5 6.2 281.7 53.6 226.2 48.3 283.4 52.4 183.7 41.1 40.3 

40 25.2 6.4 296.9 56.5 176.9 37.8 197.9 36.6 226.5 50.7 37.6 

60 17.5 4.5 253.5 48.3 90.0 19.2 71.1 13.1 122.6 27.5 22.5 

120 16.8 4.3 235.2 44.8 37.9 8.1 93.9 17.4 51.4 11.5 17.2 

 

Tabelle 5.10: Rohdaten des Peptids 79. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 491.4 100.0 507.4 100.0 471.0 100.0 100.0 

1 466.4 94.9 498.7 98.3 466.3 99.0 97.4 

2 465.6 94.7 439.2 86.6 429.6 91.2 90.8 

3 447.9 91.1 417.6 82.3 405.2 86.0 86.5 

4 390.2 79.4 404.5 79.7 363.6 77.2 78.8 

5 399.8 81.4 353.5 69.7 322.5 68.5 73.2 

7 347.7 70.8 348.2 68.6 314.5 66.8 68.7 

10 343.2 69.8 303.3 59.8 235.5 50.0 59.9 

15 248.2 50.5 275 54.2 140.1 29.7 44.8 

20 239.1 48.7 204.3 40.3 150.8 32.0 40.3 

30 154.3 31.4 141.6 27.9 76.1 16.2 25.2 

40 105.1 21.4 122.3 24.1 41.4 8.8 18.1 

60 74.1 15.1 60.9 12.0 36.7 7.8 11.6 

120 26.1 5.3 52.8 10.4 11.9 2.5 6.1 

 

Tabelle 5.11:  Rohdaten des Peptids 80. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 384.6 100.0 449.2 100.0 472.5 100.0 100.0 

1 346.3 90.0 425.5 94.7 394.2 83.4 89.4 

2 359.0 93.3 387.1 86.2 389.6 82.5 87.3 

3 306.6 79.7 333.0 74.1 325.7 68.9 74.3 

4 288.0 74.9 331.3 73.8 330.5 69.9 72.9 

5 214.5 55.8 284.4 63.3 296.4 62.7 60.6 

7 189.4 49.2 310.7 69.2 292.5 61.9 60.1 

10 163.7 42.6 258.7 57.6 315.9 66.9 55.7 

15 67.3 17.5 237.3 52.8 247.5 52.4 40.9 

20 90.4 23.5 194.4 43.3 197.7 41.8 36.2 

30 57.5 15.0 191.7 42.7 188.6 39.9 32.5 

40 48.0 12.5 137.8 30.7 166.4 35.2 26.1 

60 25.9 6.7 149.2 33.2 164.1 34.7 24.9 

120 29.1 7.6 127.6 28.4 136.1 28.8 21.6 
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Tabelle 5.12  Rohdaten des Peptids 81. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 437.2 100.0 428 100.0 418.3 100.0 100.0 

1 389.6 89.1 407.7 95.3 375.0 89.6 91.3 

2 396.6 90.7 356.8 83.4 393.0 94.0 89.3 

3 370.8 84.8 340.1 79.5 342.9 82.0 82.1 

4 336.1 76.9 320.8 75.0 297.5 71.1 74.3 

5 295.4 67.6 302.8 70.7 281.6 67.3 68.5 

7 258.1 59.0 258.8 60.5 307.8 73.6 64.4 

10 192.7 44.1 209.1 48.9 349.2 83.5 58.8 

15 172.4 39.4 181.1 42.3 223.5 53.4 45.1 

20 106 24.2 194.8 45.5 324.6 77.6 49.1 

30 55.2 12.6 162.2 37.9 287.6 68.8 39.8 

40 65.4 15.0 105.5 24.6 114.3 27.3 22.3 

60 27 6.2 69.7 16.3 73.9 17.7 13.4 

120 18.6 4.3 39.2 9.2 43.1 10.3 7.9 

 

Tabelle 5.13: Rohdaten des Peptids 82. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 503.5 100.0 488.3 100.0 426.3 100.0 100.0 

1 493.2 98.0 483.1 98.9 347.0 81.4 92.8 

2 416.4 82.7 506.7 103.8 327.6 76.8 87.8 

3 441.9 87.8 447.6 91.7 277.2 65.0 81.5 

4 383.9 76.2 431.8 88.4 218.3 51.2 72.0 

5 334.7 66.5 461.7 94.6 250.7 58.8 73.3 

7 329.2 65.4 389.3 79.7 202.1 47.4 64.2 

10 295.1 58.6 328.8 67.3 177.0 41.5 55.8 

15 290.8 57.8 352.6 72.2 144.8 34.0 54.6 

20 120.0 23.8 236.4 48.4 108.6 25.5 32.6 

30 83.4 16.6 139.2 28.5 91.3 21.4 22.2 

40 57.4 11.4 118.6 24.3 69.7 16.3 17.3 

60 56.6 11.2 88.8 18.2 51.9 12.2 13.9 

120 38.6 7.7 57.5 11.8 41.7 9.8 9.7 

 

Tabelle 5.14  Rohdaten des Peptids 83. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0.0 380.2 100.0 547.9 100.0 528.7 100.0 100.0 

1.0 368.8 97.0 480.9 87.8 485.2 91.8 92.2 

2.0 378.4 99.5 444.2 81.1 470.3 89.0 89.9 

3.0 352.2 92.6 396.5 72.4 445.1 84.2 83.1 

4.0 346.3 91.1 398.9 72.8 417.3 78.9 80.9 

5.0 372.0 97.8 350.6 64.0 354.6 67.1 76.3 
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7.0 361.2 95.0 353.6 64.5 313.1 59.2 72.9 

10.0 333.1 87.6 236.4 43.1 246.0 46.5 59.1 

15.0 312.5 82.2 252.1 46.0 213.2 40.3 56.2 

20.0 276.4 72.7 170.7 31.2 143.1 27.1 43.6 

30.0 195.1 51.3 87.5 16.0 96.2 18.2 28.5 

40.0 151.2 39.8 69.6 12.7 41.8 7.9 20.1 

60.0 65.2 17.1 24.4 4.5 30.7 5.8 9.1 

120.0 66.8 17.6 16.0 2.9 15.1 2.9 7.8 

 

Tabelle 5.15: Rohdaten des Peptids 84. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 392.6 100.0 426.1 100.0 356.5 100.0 100.0 

1 391.2 99.6 386.0 90.6 368.2 103.3 97.8 

2 385.2 98.1 380.4 89.3 402.3 112.8 100.1 

3 389.2 99.1 394.1 92.5 396.1 111.1 100.9 

4 391.6 99.7 366.6 86.0 411.0 115.3 100.4 

5 406.9 103.6 383.9 90.1 403.9 113.3 102.3 

7 398.5 101.5 385.9 90.6 424.0 118.9 103.7 

10 389.8 99.3 369.3 86.7 400.1 112.2 99.4 

15 382.4 97.4 359.1 84.3 410.1 115.0 98.9 

20 372.5 94.9 345.2 81.0 374.4 105.0 93.6 

30 380.1 96.8 343.3 80.6 401.9 112.7 96.7 

40 379.4 96.6 387.6 91.0 355.1 99.6 95.7 

60 381.0 97.0 334.5 78.5 358.2 100.5 92.0 

120 344.4 87.7 263.0 61.7 313.1 87.8 79.1 

 

Tabelle 5.16:  Rohdaten des Peptids 85. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Ø (n= 2) % 

0 304.3 100.0 309.5 100.0 100.0 

60 252.6 83.0 272.3 88.0 81.5 

90 216.5 71.1 243.8 78.8 61.7 

120 126.5 41.6 193.9 62.6 59.3 

150 89.8 29.5 162.3 52.4 32.4 

180 77.6 25.5 148.2 47.9 29.6 

210 59.4 19.5 143.8 46.5 25.4 

240 60.7 19.9 123.9 40.0 22.5 

270 36.1 11.9 169.9 54.9 23.9 

300 29.1 9.6 92.4 29.9 15.4 
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Tabelle 5.17: Rohdaten des Peptids 85. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Lauf 4 min  Ø (n= 4) % 

0 397.5 100.0 335.4 100.0 341.2 100.0 470.7 100.0 100.0 

1 294.7 74.1 299.3 89.2 348.4 102.1 441.2 93.7 89.8 

2 260.9 65.6 248.1 74.0 269.4 79.0 381.5 81.0 74.9 

3 202.7 51.0 268.6 80.1 215.1 63.0 387.4 82.3 69.1 

4 158.1 39.8 184.8 55.1 183.5 53.8 397.1 84.4 58.3 

5 136.8 34.4 161.2 48.1 137.7 40.4 349.4 74.2 49.3 

7 147 37.0 162.5 48.4 166.9 48.9 317.9 67.5 50.5 

10 81.5 20.5 111.9 33.4 103.7 30.4 238.0 50.6 33.7 

15 60.2 15.1 36.7 10.9 37.2 10.9 147.8 31.4 17.1 

20 46.5 11.7 32.1 9.6 32.6 9.6 189.3 40.2 17.8 

30 36.2 9.1 45.3 13.5 42.3 12.4 55.5 11.8 11.7 

40 9.8 2.5 11.6 3.5 25.3 7.4 73.4 15.6 7.2 

60 22.5 5.7 15.6 4.7 16.3 4.8 38.4 8.2 5.8 

120 25.9 6.5 12.2 3.6 7.9 2.3 21.7 4.6 4.3 

 

Tabelle 5.18: Rohdaten des Peptids 86. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 493.6 100.0 447.5 100.0 438.6 100.0 100.0 

1 453.0 91.8 462.8 103.4 438.7 100.0 98.4 

2 482.1 97.7 454.7 101.6 429.2 97.9 99.0 

3 474.1 96.0 457.1 102.1 408.8 93.2 97.1 

4 426.4 86.4 425.1 95.0 374.8 85.5 88.9 

5 400.5 81.1 390.7 87.3 353.5 80.6 83.0 

7 385.1 78.0 340.9 76.2 358.6 81.8 78.7 

10 351.3 71.2 337.2 75.4 331.5 75.6 74.0 

15 266.2 53.9 326.9 73.1 272.4 62.1 63.0 

20 202.7 41.1 222.8 49.8 214.1 48.8 46.6 

30 173.2 35.1 165.7 37.0 162.3 37.0 36.4 

40 107.1 21.7 118.2 26.4 109.4 24.9 24.4 

60 62.6 12.7 71.5 16.0 46.9 10.7 13.1 

120 27.8 5.6 25.7 5.7 19.0 4.3 5.2 

 

Tabelle 5.19: Rohdaten des Peptids 87. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 478.4 100.0 482.0 100.0 415.2 100.0 100.0 

1 443.6 92.7 460.0 95.4 403.9 97.3 95.1 

2 438.3 91.6 445.5 92.4 441.2 106.3 96.8 

3 444.6 92.9 424.8 88.1 416.8 100.4 93.8 

4 387.8 81.1 347.4 72.1 420.1 101.2 84.8 

5 420.4 87.9 372.5 77.3 398.0 95.9 87.0 

7 365.6 76.4 299.2 62.1 379.5 91.4 76.6 
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10 301.7 63.1 307.5 63.8 409.1 98.5 75.1 

15 248.6 52.0 269.4 55.9 311.4 75.0 61.0 

20 197.2 41.2 165.6 34.4 306.4 73.8 49.8 

30 119.8 25.0 156.0 32.4 257.5 62.0 39.8 

40 126.9 26.5 145.0 30.1 220.2 53.0 36.5 

60 72.9 15.2 63.0 13.1 123.9 29.8 19.4 

120 21.9 4.6 42.5 8.8 51.0 12.3 8.6 

 

Tabelle 5.20: Rohdaten des Peptids 61. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 531.9 100.0 540.0 100.0 538.8 100.0 100.0 

1 460.5 86.6 450.8 83.5 490.1 91.0 87.0 

2 463.9 87.2 417.7 77.4 407.9 75.7 80.1 

3 399.7 75.1 386.5 71.6 370.2 68.7 71.8 

4 388.0 72.9 349.4 64.7 378.9 70.3 69.3 

5 322.0 60.5 323.2 59.9 303.4 56.3 58.9 

7 307.3 57.8 341.2 63.2 280.5 52.1 57.7 

10 257.8 48.5 271.4 50.3 226.9 42.1 46.9 

15 201.0 37.8 203.4 37.7 154.3 28.6 34.7 

20 174.9 32.9 120.7 22.4 174.0 32.3 29.2 

30 103.9 19.5 39.3 7.3 108.1 20.1 15.6 

40 95.5 18.0 47.0 8.7 71.9 13.3 13.3 

60 23.1 4.3 25.2 4.7 59.5 11.0 6.7 

120 17.1 3.2 17.6 3.3 24.8 4.6 3.7 

 

Tabelle 5.21: Rohdaten des Peptids 64. 

min  Lauf 1 % Lauf 2 % Lauf 3  % Ø (n= 3) % 

0 499.6 100.0 503.0 100.0 425.5 100.0 100.0 

1 494.3 98.9 484.4 96.3 407.7 95.8 97.0 

2 492.6 98.6 453.6 90.2 430.5 101.2 96.7 

3 481.7 96.4 455.7 90.6 445.5 104.7 97.2 

4 473.8 94.8 478.2 95.1 456.2 107.2 99.0 

5 473.9 94.9 407.5 81.0 424.2 99.7 91.9 

7 454.2 90.9 409.8 81.5 322.6 75.8 82.7 

10 408.1 81.7 390.1 77.6 306.8 72.1 77.1 

15 369.5 74.0 338.3 67.3 257.7 60.6 67.3 

20 343.8 68.8 346.6 68.9 262.9 61.8 66.5 

30 290.4 58.1 248.8 49.5 210.4 49.4 52.3 

40 250.4 50.1 245.5 48.8 161.4 37.9 45.6 

60 229.6 46.0 224.0 44.5 151.2 35.5 42.0 

120 214.4 42.9 216.1 43.0 143.2 33.7 39.8 
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III 

 

Anhang NMR Festphasenbausteine 

 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O- acetyl-2-desoxy-

α-D-galactopyranosyl)-L-threonin (1) 

  

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

19C-NMR (200 MHz, CDCl3): 
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IV 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):   1H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

  

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 
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V 

 

 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-O-

[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyl]-α-D-galactopyranosyl)-L-threonin (2) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):   1H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

VI 

 O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-α-D-galactopyranosyl)-2-hydroxyessigsäure-

tert.-butylester (25) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

 

19C-NMR (200 MHz, CDCl3): 
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VII 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3): 

 

 

1H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 
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VIII 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3): 
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IX 

 

 O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galactopyranosyl)2-

hydroxyessigsäure-tert.-butylester (26)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

19C-NMR (200 MHz, CDCl3): 
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X 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 
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XI 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3): 
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XII 

 N-((N`-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-2-

desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galctopyranosyl)-2-hydroxyacetyl)glycin-tert-butylester (27) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

 

19C-NMR (200 MHz, CDCl3): 
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XIII 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 
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XIV 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3): 
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XV 

 

 N-((N`-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-(O-(2-acetamido-2-

desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-α-D-galctopyranosyl)-2-hydroxyacetyl)glycin (3) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

19C-NMR (200 MHz, CDCl3): 
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XVI 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3): 

 

H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 
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XVII 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 
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XVIII 

 N-(9-H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-cis-4-fluor-L-prolin (46) 

 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 

 

19C-NMR (150 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 

  



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XIX 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (150 MHz, CDCl3): 

 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (600 MHz, CDCl3): 

 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XX 

 N-(9-H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-trans-4-fluor-L-prolin (47) 

 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): 

 

19C-NMR (150 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 
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XXI 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (150 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (600 MHz, CDCl3): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXII 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-

Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (61)  

  

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

  

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-TOCSY (800 MHz, CDCl3): 
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XXIII 

 

 EtO-Squarat-HN(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-

Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (76)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXIV 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-

Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (62)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XXV 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-

Asp-Thr-Arg-trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (63)  

  

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 

 



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXVI 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-

Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (64)  

  

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 
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XXVII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-

4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (65) 

  

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXVIII 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-

Ac2GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (66)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

  



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XXIX 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-

Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (71)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

  

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

  

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXX 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-

Ac2GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH 

(76) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XXXI 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-

Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (72) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-TOCSY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXXII 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-

Ac2GalNAc)-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-

OH (68) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 
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XXXIII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-

Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-trans-4-F-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (73) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-TOCSY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXXIV 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-

α-Ac2GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (69) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

  



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XXXV 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-

GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (74) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN   

 

XXXVI 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-

(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH 

(70)  

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 

 



  7 ANHANG – NMR SPEKTREN 

XXXVII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-

GalNAc)-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (75) 

 

1H-NMR (800 MHz, CDCl3): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, CDCl3):    H-13C-HSQC (200 MHz, CDCl3): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, CDCl3):   1H-1H-NOESY (800 MHz, CDCl3): 

 

19F-NMR (280 MHz, CDCl3): 
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XXXVIII 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-

Ala-OH (78) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 
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XXXIX 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-cis-4-F-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (79) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO): 
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XL 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-cis-4-F-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (80) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO): 
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XLI 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-cis-4-F-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (81) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  

 



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

XLII 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (82) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  
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XLIII 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-cis-4-F-Pro-Ala-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (83) 

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

XLIV 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (84)  

 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (600 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (150 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (150 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (600 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  
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XLV 

 

 Pro-trans-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-trans-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-

Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (85) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

XLVI 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-

Ser-Thr-Ala-OH (86) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  
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XLVII 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-

Ser-Thr-Ala-OH (87) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

XLVIII 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Ac4Gal-(1→3)-α-Ac2GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-

F-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (88) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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XLIX 

 

 Pro-cis-4-F-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(β-Gal-(1→3)-α-GalNAc)-Ser-Ala-cis-4-F-Pro-

Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (89) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

19F-NMR (280 MHz, DMSO):  
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L 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-Ac3GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (90) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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LI 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-

Gly-Ser-Thr-Ala-OH (94) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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LII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-Ac3GalNAc)-Ser-Ala-

Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (91) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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LIII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr(α-GalNAc)-Ser-Ala-Pro-

Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (95) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

LIV 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATNAc3)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-

Ser-Thr-Ala-OH (92) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

  

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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LV 

 

 Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATN)Gly-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-

Thr-Ala-OH (96) 

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 

 

  



7 ANHANG – NMR SPEKTREN  

LVI 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATNAc3)Gly-Ala-Pro-

Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (93) 

  

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 
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LVII 

 

 H2N(CH2CH2O)3CH2CH2CO-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(α-AATN)Gly-Ala-Pro-Asp-

Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-OH (97)  

 

1H-NMR (800 MHz, DMSO-D6): 

 

1H-1H-COSY (800 MHz, DMSO-D6):   1H-13C-HSQC (200 MHz, DMSO): 

 

1H-13C-HMBC (200 MHz, DMSO):   1H-1H-NOESY (800 MHz, DMSO-D6): 



 

 


