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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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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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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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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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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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3  ALLGEMEIN ER 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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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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Abbi ldung 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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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 1TM Peptidsynthesizer (CEM Corporation, Matthews, NC), zusammen mit dem Modul DiscoverTM 

(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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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 3.38: 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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3.3.1  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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Über 1H-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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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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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. 
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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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Abbild ung 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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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. 
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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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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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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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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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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*). 

  



5. EXPERIMENTELLER TEIL   

144 
 

  





















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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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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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) 
































































































































































































































































