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1. Einleitung

1.1 Bedeutung von Glycoproteinen

Die meisten menschlichen Proteine sind posttranslational modifiziert. Eine der hdufigsten
Modifikationen ist die Glycosylierung. Als Glycoproteine bezeichnet man Proteine mit einem
kovalent gebundenen Kohlenhydratteil, der N- oder O-glycosidisch an die Seitenketten von
Asparagin oder den Hydroxyséuren Serin, Threonin, Hydroxyprolin, Hydroxylysin und Tyrosin
gebunden ist.! Die N-Glycosylierung ist dabei die am hiufigsten vorkommende
Glycosylierungsform.? In vivo erfolgt die N-Glycosylierung im Endoplasmatischen Retikulum
wihrend der Translation des Proteins an der Konsensussequenz Asn-Xaa-Ser/Thr. Xaa steht fiir
jede Aminosdure aufler Prolin. Das Transmembranenzym Oligosaccharyltransferase iibertragt
dabei ein Oligosaccharid auf den Amidstickstoff des Asparaginrests. Die N-Glycane werden in
drei Hauptklassen, den mannosereichen, den komplexen und den Hybridtyp, eingeteilt
(Abbildung 1).> N-Glycane enthalten ein gemeinsames Core-Pentasaccharid bestehend aus

zwei N-Acetylglucosaminresten, einer f-Mannose und zwei a—Mannosen.

N-Acetylneuraminsaure
Fucose
Mannose

Galactose

HE O @ > ¢

Asn
Mannosereich Komplex Hybrid

N-Acetylglucosamin

Abbildung 1: Darstellung der drei Hauptklassen der N-Glycane.*

Der Kohlenhydratanteil kann Proteinen ein hohes Mal} an Diversitét verleihen. Die Vielfalt ist
bedingt durch unterschiedliche Monosaccharide, unterschiedliche Ringgré3en, Verzweigungen
und Konfigurationen am anomeren Kohlenstoffatom. Glycosylierungen unterliegen in der
Natur keiner direkten genetischen Kontrolle, sondern werden von unterschiedlichen Enzymen
erzeugt. Daher liegen Glycoproteine normalerweise in verschiedenen Glycoformen vor. Diese
besitzen zwar ein gemeinsames Peptidriickgrat, aber sie unterscheiden sich in der Art und

Struktur des Kohlenhydratteils an der entsprechenden Glycosylierungsstelle. Die
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Mikroheterogenitét erschwert die Isolierung homogener Glycoformen aus natiirlichen Quellen
erheblich. Der Kohlenhydratteil, der kovalent mit dem Proteingeriist verkniipft ist, beeinflusst
die physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften des jeweiligen Proteins
beziiglich der Loslichkeit, Ladung und Stabilitit.’

Die Funktionen von Glycoproteinen sind vielféltig. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei
molekularen Erkennungsvorgingen wie Zelladhision, Zelldifferenzierung oder Zellwachstum.®
Die Proteinglycosylierung ist somit wichtig fiir viele komplexe Prozesse in eukaryotischen
Zellen. So regulieren Glycosylierungen die biologische Halbwertszeit und Aktivitit vieler
Hormone, indem sie strukturelle Integritit gewdéhrleisten und Peptide vor dem Abbau
bewahren.”® Glycosylierungen stabilisieren meist die Tertidrstruktur von Proteinen, was
essentiell fiir die biologischen Funktionen und damit fiir die Anwendung z.B. als
Therapeutikum ist.” Abweichende Proteinglycosylierungen beeinflussen die intrazellulire
Erkennung, wodurch Infektionskrankheiten, Tumorerkrankungen und
Autoimmunerkrankungen gefordert werden kénnen.!®!! Um Struktur-Wirkungsbeziehungen

untersuchen zu kdnnen, ist die Gewinnung einheitlicher Glycoproteine essentiell.

1.2 Gewinnung einheitlicher Glycoproteine

Homogene N-Glycoproteine konnen durch Peptid-Glycopeptid-Ligation oder Glycoprotein-
Remodeling dargestellt werden (Abbildung 2).!> Beim Glycoprotein-Remodeling wird der
Saccharidteil eines natiirlichen Gemisches von Glycoformen eines Glycoproteins durch
enzymatischen Abbau durch ENGasen zu einem einheitlichen GIcNAc-Glycoprotein
abgebaut.!*  AnschlieBend wird der GIcNAc-Rest durch Endoglycosidasen und
Kohlenhydratoxazoline zu dem gewiinschten Oligosaccharid verlidngert.'"* Fiir die Peptid-
Glycopeptid-Ligation werden spezielle Glycopeptide benétigt. Deren Darstellung kann durch
den linearen Einbau von Glycosylaminosiuren'>, durch konvergente Verkniipfung eines
Oligosaccharids®® oder durch enzymatische Synthese erfolgen'®. Die unglycosylierten
Peptidsequenzen konnen durch SPPS,!” enzymatische Synthese oder rekombinante Expression
erhalten werden.'® AnschlieBend kann das Volllingenprotein durch chemoselektive

Ligationsmethoden aufgebaut werden.'’
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Peptid-Glycopeptid-Ligation

lineare konvergente enzymatische
Glycopeptidsynthese Glycopeptidsynthese Glycopeptidsynthese

‘%
? Y o Glycoprotein-Remodeling

heterogene
Harz s SG Glycoformen
Protein
¢ Endoglycosidase
- ) s
= Oligosaccharid Protein
Peptid-Glycopeptid-Ligation
D = Peptid \ / Endoglycosidase

Protein

homogene Glycoform

Abbildung 2: Strategien zur Synthese homogener N-Glycoproteine.

1.3 Gewinnung einheitlicher Glycoproteine durch native chemische

Ligation

Durch chemische Synthese konnen modifizierte Proteine und Glycoproteine dargestellt werden.
Dazu werden meist Ligationsmethoden eingesetzt. Der Zugang zu einheitlichen Glycoformen
kann iiber die native chemische Ligation erfolgen. Diese Ligationsmethode wurde von Kent et
al. entwickelt.?* Dabei erfolgt eine chemoselektive Reaktion eines C-terminalen
Peptidthioesters mit einem N-terminalen Cystein-Fragment (Abbildung 3).2! Die hohe
Relevanz dieser Methode zur Synthese von Proteinen bzw. Glycoproteinen belegen aktuelle
Beispiele.?? Zur Synthese der Peptid- und Glycopeptidthioester wird die Fmoc-Strategie hiufig
angewendet.?? Peptidhydrazide stellen latente Peptidthioester dar und weisen gegeniiber den
labilen Thioestern verschiedene Vorteile auf. Peptidhydrazide sind unter Ligationsbedingungen
stabil, zudem ist die Ligationsrichtung sowohl C-terminal als auch N-terminal mdglich. Somit

stellt die Verwendung von Peptidhydraziden eine Ergénzung bei der Proteinsynthese durch
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nativer chemischer Ligation dar.?* C-Terminale Peptidhydrazide konnen chemoselektiv zu
Thioestern umgesetzt und mit Cysteinfragmenten ligiert werden. Zur Aktivierung wird das
Peptidhydrazid in einem wissrigen Puffer gelost und bei pH 3-4 und niedrigen Temperaturen
(-10 °C) mit NaNO, zum Azid umgesetzt (Abbildung 3). Anschlieend reagiert das Azid bei

pH 6-7 mit einem Thiol zum Thioester, der in Ligationen eingesetzt werden kann.

0]
. AN _NH
Peptid 1 H

l NaNO,, pH 3-4

o
Ns
i Thiol, pH 6-7
o)
SR *  HN._ Peptid2
HS™

ﬂ Thiol-Thioester-Austausch

N A_Pepto2 ]
(Oj H
s~

l S,N-Acylshift

HS
o}
Pepltd 1 N

Abbildung 3: Native chemische Ligation von Peptidhydraziden.

Die natiirliche Haufigkeit von Cysteinen und somit moglichen Ligationsstellen in Proteinen ist
relativ gering (~1.4 %).> Daher wurden cysteinfreie Ligationsmethoden entwickelt.?® Dazu
werden am N-Terminus auBler Cystein thiolmodifizierte Aminosduren wie z. B.
Thiophenylalanin?’ in Peptide eingebaut und nach erfolgter Ligation wird die Mercaptogruppe
durch Raney-Nickel oder metallfreie Entschwefelung entfernt. Alle nativen Cysteine eines
Proteins miissen bei dieser Methode orthogonal geschiitzt sein.

Urspriinglich wurden Thiolgruppen im Peptid mit einem groBen Uberschuss an Metallen
entschwefelt. Dies bringt viele Nachteile, wie Nebenreaktionen mit anderen
Aminosédureseitenketten, und schlechte Wiederfindungsrate von Peptiden, die gute
Koordinatoren von Metallen darstellen, mit sich. Daher wurde eine metallfreie Entschwefelung
von S. Danishefsky et al. entwickelt.?® Die Methode basiert auf der Entschwefelung von

Mercaptanen mit Trialkylphosphiten.?
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o

Peptid 1 SR H2N Peptid 2

Hs”

l NCL
Hs
0
Peptid 1 Vk” Peptid2 |

HO_O

¢ VA-004, AT on on
O ~_P OH
ﬁ/\/ l\/\‘/ °
o OH (o] . o
s )’w— s §
o Ho P o o Ch | Ho P
. —
[ Peptid 1 Vkm Peptid2 | j Peptid 1 I/k” Peptid2 | Pepiid 1} ON Peptid 2

1 0" "oH 2 3 07 0OH

: CH
o CH; a0 o 3 Q.0
+ N — " * . )
Poptid 1 %H/'\{ Peptid2 | s S0 Peptid 1 N _Peptia2_| §7>"""0H
5

3 4 6

Abbildung 4: Mechanismus der nativen chemischen Ligation mit anschlieffender metallfreien

Entschwefelung nach Walling et al.>’

Spéter wurden die Phosphite durch Phosphine ersetzt und der vorgeschlagene Mechanismus
dazu ist in Abbildung 5 dargestellt.’® Das Thiyl-Radikal 1 reagiert mit dem Phosphin (TCEP)
zu einem Phosphoranyl-Radikal 2. Der Zerfall von 2 fiihrt zur Bildung des Alkylradikals 3. Mit
Hilfe des Mercaptans 4 entsteht Produkt 5 und gleichzeitig wird die Radikalkettenreaktion
durch die Bildung eines neuen Thiyl-Radikals 6 weitergefiihrt.

1.4 Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc/t-Bu Strategie (SPPS)

Die Festphasenpeptidsynthese (SPPS) stellt eine grundlegende Methode dar, um Peptide zu
synthetisieren. Bei der SPPS kann zwischen zwei Verfahren unterschieden werden. Die
Synthese kann linear oder konvergent erfolgen. Bei der linearen Synthese nach
Merrifield (1963)"7 wird das Peptid an einem polymeren Triger sequentiell vom C- zum N-
Terminus aufgebaut. Peptidbindungen zwischen Aminosduren werden durch die Aktivierung
der Carboxylkomponente und der anschlieBenden Umsetzung mit einer Aminokomponente
gebildet. Aufgrund der vereinfachten Reinigung und der begrenzten Loslichkeit geschiitzter
Peptidketten ist die Synthese liangerer Sequenzen an der Festphase vorteilhaft. Fiir einen
eindeutigen Verlauf der Synthese ist es notig, die Seitenketten der eingesetzten Aminosduren
permanent zu schiitzen. Auflerdem verwendet man einen orthogonalen Schutz der N*-

Aminogruppe der eingefiihrten Aminosaure.
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Die Gewinnung von Peptiden an der Festphase ist ein Mehrstufenprozess aus sich
wiederholenden Entschiitzungs- und Acylierungsschritten, wobei zahlreiche Nebenprodukte
entstehen konnen. Die erste Aminosdure des Peptids wird C-terminal {iber einen Linker mit
dem polymeren Tréiger verkniipft. Das Harz sollte chemisch inert gegeniiber den verwendeten
Reagenzien und Losungsmitteln sein und gute Quelleigenschaften besitzen, um eine optimale
Diffusion der Reagenzien zu gewdhrleisten. Zur C-terminalen Aktivierung von Fmoc-
Aminosduren werden verschiedene Klassen von Aktivierungsreagenzien verwendet, z. B.
Phosphoniumsalze (PyBOP), Aminiumsalze (HCTU) oder Carbodiimide. Bei der Aktivierung
des C-Terminus muss darauf geachtet werden, dass diese unter Konfigurationserhalt abléuft.
Racemisierung tritt hauptsidchlich durch 5-(4H)-Oxazolon-Bildung ein, die bei Verwendung
von Urethanschutzgruppen (z. B. Fmoc) als N*-Schutzgruppe fiir Aminosduren sehr gering
ausfielen.

Die von Mutter et al. entwickelten Pseudoprolindipeptide sind in Abbildung 5 dargestellt.>' Es
handelt sich dabei um Oxazolidinderivate, die von Serin oder Threonin abgeleitetet sind. Die

Hydroxylgruppe der Seitenkette ist reversibel als Acetonid mit dem Amidstickstoff verkniipft.

FmocHN R . x .
COOH R: Aminosaureseitenkette
H R': H (Ser), CH5 (Thr)
O ™N ,
S—R
/sLo

Abbildung 5: Struktur eines Pseudoprolindipeptids.

Da eine Acylierung des sekundédren Oxazolidinstickstoffs schwierig ist, wird das Pseudoprolin
als Dipeptid aufgebaut und in dieser Form racemisierungsfrei in die Peptidsequenz eingefiihrt.
Durch die Verwendung von Pseudoprolinen bei C-terminalen Serin- und Threonin stehen damit
neben  Glycin und Prolin  weitere  Schnittstellen  fiir  epimerisierungsfreie
Segmentkondensationen zur Verfiigung.

Mit zunehmender Peptidlinge steigt die Aggregationstendenz. Intermolekulare
Wasserstoffbriicken linearer Peptidketten fithren zur Ausbildung von Sekundérstrukturen
(Abbildung 6a). Somit sind die Peptidketten schlechter solvatisiert, was zu unvollstdndigen

Entschiitzungs- und Acylierungsschritten fiihrt. Dies kann zu Anhdufung von Fehlsequenzen
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fiihren.*? Durch den Einbau von Pseudoprolinen (Abbildung 6b) in die Peptidsequenz kommt
es durch die cis-Konformation der Peptidbindung zu einem ,,Konformations-Knick® im
Peptidriickgrat, wodurch Aggregationen durch intermolekulare B-Faltblattstrukturen verringert
werden. Dadurch wird die Loslichkeit der Peptidketten an der Festphase verbessert, was die
Zuganglichkeit fiir Acylierungs- und Entschiitzungsreagenzien verbessert und Ausbeuten und
Reinheiten erhoht. Im Anschluss an die Synthese kann das Acetonid durch TFA-Behandlung

abgespalten werden.

FmocHN\;
NH

(6]
\\(O
a) b) RN i o A Peptid)—
] :
H O o Nl}
FmocHN/'\,( N\E/J\N 2‘0
o,: R s‘H ’: Matrix
R H O R \-i_o
i O
pmocsin Ny P — e
STl e
0 Stid

e
O
Py

Abbildung 6: Auswirkungen auf die Anordnung der Peptidkette an der Festphase a) ohne und
b) mit Pseudoprolin.

1.5 Synthese von N-Glycopeptiden

Der Zugang zu synthetischen N-Glycoproteinen gelingt {iber die native chemische Ligation
(NCL), wozu meist die Synthese von Glycopeptidthioestern durch Festphasenpeptidsynthese
£ 20

notig ist.”” Die Synthese von Glycopeptiden kann iiber die konvergente Einflihrung eines

Glycosylamins nach dem Lansbury Protokoll*’

oder durch schrittweises Einbringen einer
Fmoc-geschiitzten Glycosylaminosdure in die Peptidsequenz wihrend der Festphasensynthese
erfolgen.>* Anhand der Synthese der RNase C konnte von Unverzagt et al. gezeigt werden, dass
sich komplexere Glycopeptidthioester mit fast 40 Aminosduren durch Segmentkupplung
erhalten lassen.* Es wurde eine Fragmentkondensation entwickelt, die auf dem Einbau von C-
terminalen Pseudoprolinen basiert. Dadurch verliefen die Kupplungen trotz

Mikrowelleneinsatz racemisierungsfrei. Die Entstehung von Nebenprodukten, wie bei der

stufenweisen Synthese von Peptiden und Glycopeptiden, konnte reduziert werden. Die
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sequenzielle Festphasenpeptidsynthese von N-Glycopeptiden mittels Fmoc/t-Bu-Strategie ist
gut entwickelt. Allerdings kann es wihrend der Festphasenpeptidsynthese zu O-Acylierungen
von freien Hydroxygruppen des Glycosylrests kommen. Bei der konvergenten Synthese wird
die Carboxylgruppe einer orthogonal entschiitzten Aspartatseitenkette im Peptid mit einem

Glycosylamin kondensiert (Abbildung 7).

1. Aktivierung
o) 0
OH . R>/ \_NH2 Ra— - NH
SG o o)
3. Abspaltung
FmociN—] Peptid (3 - Poptid

Harz

Abbildung 7: Konvergente Synthese von N-Glycopeptiden an der Festphase.

Ein Problem dieser Methode ist die hdufige Bildung eines Aspartimid-Nebenprodukts. Durch
den nukleophilen Angriff des Amidstickstoffs des Peptidriickgrads an dem Carbonyl-
Kohlenstoff der Aspartatseitenkette kommt es zur intramolekularen Zyklisierung
(Abbildung 8). Diese Nebenreaktion kann wihrend der Peptidsynthese oder der Aktivierung
des Carbonyl-Kohlenstoffs bei der Zuckerkupplung auftreten.

{ox

_Peptid2

o] " Harz

Harz

0]
-HOX N Peptid2 ]
Q — [ Peptid1 | EE—
T H 0

Abbildung 8: Schema der basenvermittelten Aspartimid-Bildung.

J. Tolbert et al. stellten Strategien vor, um N-Glycopeptide konvergent an der Festphase zu
synthetisieren, wobei die sterisch anspruchsvolle 2-Phenylisopropyl-Schutzgruppe an der
Glycosylierungsstelle eingesetzt wurde.>® Nach Abschluss der Peptidsynthese wurde diese
Schutzgruppe selektiv entfernt und die freie Carboxylgruppe nach Aktivierung mit einem
Glycosylamin umgesetzt (Abbildung 7). Dabei zeigte sich, dass durch den Einsatz der 2-
Phenylisopropyl-Schutzgruppe die Aspartimidbildung wéhrend der Peptidsynthese deutlich
reduziert werden konnte. Jedoch ist die 2-Phenylisopropyl-Schutzgruppe saurelabil, weshalb

sie sich nicht fiir die Peptidsynthese am 2-Cl-Trityl-Linker mit anschlieBender in situ
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Thioveresterung eignet. Als orthogonale Schutzgruppe eignen sich auch Allylester.3” Allylester
reduzieren die Aspartimidbildung wihrend der Peptidsynthese jedoch nur wenig.*® R. J. Payne
et al. versuchten bei der konvergenten Festphasensynthese von N-Glycopeptiden an der
Festphase, die Aspartimidbildung durch die Einfiihrung sterisch anspruchsvoller Aminosiuren
bzw. den Schutz des Peptidriickgrats unmittelbar vor der Glycosylierungsstelle zu verhindern.®
Die Bildung von Aspartimid wurde durch den Einbau einer 2,4-Dimethoxybenzyl (Dmb)
Schutzgruppe am Amid-Stickstoff des Peptidriickgrats verhindert (Abbildung 10). Die
Aspartatseitenkette der Glycosylierungsstelle wurde mit einer Allyl- oder Dmab-Gruppe

geschiitzt. AuBlerdem reduzierte eine Verringerung des Basenanteils in der Kupplungslosung

die Aspartimidbildung.
1. (PPha)4Pd, Phenylsilan, DCM
2. PyBOP of R
[ Peptid 1 | Y
)\ [Peptia2} Q) é&wz Pepta 1 h N i
/\/O\n/ Harz NHAC : H —
o OMe 3. TFA-Abspaltung _ OH ~\_©O
HO &
03 NH
NHAc

Abbildung 9: Synthese von N-Glycopeptiden nach Payne et al’%; R: beliebige

Aminosdurenseitenkette.

C. Unverzagt et al. entwickelten eine Methode zur konvergenten Synthese von Glycopeptiden

an der Festphase (Abbildung 10).!262

oy " o 5
é& W \ﬂjo
HO [e]
Sy o [ Peptid 1 | )ﬁ( \)*R
Kool N o oD
¢ ™ Harz
o] o | N

NHAC & Ho
NHAC * Lansbury Aspartylierung

Abbildung 10: Konvergente Glycopeptidsynthese iiber Pseudoproline (rot) in der
Konsensussequenz nach C. Unverzagt et al.’*%® R: beliebige Aminosdureseitenkette; R’: H oder

CH:.



Einleitung 18

Durch Einbau eines Pseudoprolins in die Konsensussequenz kann die Aspartimidbildung
wesentlich reduziert werden. Diese Methode erleichtert die Darstellung von komplexen
Glycopeptiden erheblich. Parallel dazu stellten S. Danishefsky et al. den FEinsatz von

Pseudoprolinen fiir die konvergente Glycopeptidsynthese in Lésung vor. 26

1.6 Entwicklung von HIV-1 Impfstoffen durch synthetische
Glycopeptidmimetika

Peptidomimetika sind Substanzen, deren wesentliches Element (das Pharmacophor) natiirlichen
Peptiden oder Proteinen dhnelt und mit dem biologischen Target interagiert, was zum gleichen
biologischen Effekt fiihrt.>* Chemische Modifizierungen von Peptiden, wie der Einbau von D-
Aminosduren bzw. unnatlirlichen Aminoséduren, Zyklisierung und N-Methylierung koénnen
deren proteolytische Stabilitit verbessern. Proteinepitopmimetika gewinnen an Bedeutung als
neue Leitstrukturen fiir Therapeutika und bei der Impfstoffentwicklung. B-Hairpin Motive sind
hdufig in Proteinstrukturen zu finden und vermitteln Protein-Protein und Protein-Nukleinséure
Interaktionen. Ein B-Hairpin besteht aus zwei antiparallelen B-Faltbléattern, die durch einen
Loop verbunden sind. Basierend auf dieser Struktur kénnen B-Hairpin Mimetika entwickelt

werden.

Greek key motif
D

gp120 p3

Vil
gp120 p2 oop

Abbildung 11: a) PG9-V1/V2 Interaktionen. PGY ist grau dargestellt. Die B und C Region von
gpl20 sind griin dargestellt. Mannose und N-Acetylglucosamine sind als Strichmodell
dargestellt, sowie die Seitenkette von Asn-160 und 173.”3 b) Schematische Abbildung der
Struktur des HIV-1 gp120.3
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Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) stellt eine global verbreitete Krankheit dar, die
von HIV-1 verursacht wird. Somit besteht groBer Bedarf fiir die Forschung an Virostatika.*’

Die Virusinfektion wird durch die Bindung des gp120 von HIV-1 an das CD4 Antigen der T-
Zelloberfliche des Wirts verursacht.*' Eine Moglichkeit die HIV-Infektion zu verhindern
besteht darin, die Interaktion zwischen gp120 und der Wirtszellrezeptoren durch Inhibitoren*?
zu blockieren. Die Oberflichenproteine des HIV-1 sind das einzige Target fiir Antikérper-

vermittelte Neutralisation.*?

Die V1/V2 Region des gpl20 besteht aus 50-90 Aminosduren, enthédlt mehrere N-
Glycosylierungen und beinhaltet die am meisten variablen Regionen. Der Anteil der
mannosereichen N-Glycane iiberwiegt.** Cluster von mannosereichen Glycanen kommen sonst
bei Sdugetierzellen nicht vor, daher besitzen diese hohes Potenzial als Target fiir selektive
Antikorpererkennung des Virus.* Die Glycandiversitit spielt wohl eine Rolle bei der
Infektiositidt*®, der zellabhiingigen Virusiibertragung®’, der Regulation der Spike
Konformation*® und der Immunevasion.*’ Viren verhindern die Erkennung durch Antikdrper,
indem die Oberfldchenproteine hohe Variabilitit und starke Glycosylierung aufweisen. Obwohl
Kohlenhydrat—Protein Wechselwirkungen normalerweise eher schwach sind>’, sprechen einige
humane, breitneutralisierende Antikorper auf die V1/V2 Region an. Dazu gehoren u. a. die
Antikérper PG9 und PG16, die 70-80 % des zirkulierenden HIV-1 neutralisieren.’!
Breitneutralisierende Anti-HIV-Antikorper zu finden ist ein Ziel des HIV-Impfstoffdesigns.>
Die Antikérper PG9 und PG16 erkennen das N-Glycan an der Aminoséureposition 160 in der
V1/V2 Region von gp120. Die Kristallstruktur der V1/V2 Region des HIV-1 gp120 wurde im
Komplex mit PG9 aufgekléirt und die konservierten Merkmale der V1/V2 Region wurden
analysiert.”® PG9 erkennt die Kombination aus N-Glycan und der Oberflichenpeptidsequenz
(Abbildung 11).>* Somit kénnen Glycopeptide als Target von Antikdrpern genutzt werden. Die
Struktur des PG16 Antikorpers, gebunden an die V1/V2 Region wurde ebenfalls hinsichtlich
der Struktur der N-Glycane analysiert.>®

Synthetische Glycopeptide, basierend auf dem V1/V2 Epitop des Oberflichenproteins, konnen
zur Entwicklung von HIV-1 Impfstoffen beitragen. S. Danishefsky et al. beschreibt die
chemische Synthese von gp120 V1/V2 Glycopeptiden (Abbildung 12a), die PG9 mit hohen

Affinititen binden.’® Fiir die Antikorpererkennung sind zwei N-Glycane an Position Asn-160
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und Asn-156 wichtig. Die Gruppe um S. Danishefsky fand heraus, dass nur das MansGlcNAc»

V1/V2 Glycopeptid hohe Affinitit gegeniiber PG9 zeigte (Abbildung 12b).>

; Y Y
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148 156 160 184
@ Mannose
N-Glycan = = = Bl N-Acytylglucosamin
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K,=311nM
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b 2l : £ w
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Abbildung 12: a) Von S. Danishefsky et al. aufgebautes gp120 VI1/V1 Epitop Mimetikum und b)
Interaktion von PGY9 mit VI1/V2 Glycopeptiden, untersucht durch Oberfldchen-Plasmon-

Resonanz.”®

L-X. Wang et al synthetisierten zyklische V1/V2 Glycopeptide und bauten auf
chemoenzymatischem Weg mannosereiche und komplexe N-Glycane an den Positionen Asn-

160 und Asn-156 bzw. Asn-173 ein (Abbildung 13).

Y Y

Biotin—{ V/-C-N-§-S-F-N-I-T-T-D-V-K-D-R-K-Q-K-V-N-A-T-C-Y |
. S|’156 160 é 177

Y Y
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[ 160 173 |
154 g s 177

vy

Abbildung 13: Designte V1/V2 Glycopeptide nach L.-X. Wang et al.”’
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Diese Glycopeptide wurden iiber eine Disulfidbriicke zyklisiert. Es wurde dabei
herausgefunden, dass das MansGIcNAc, Glycan an Position Asn-160 wichtig fiir die
Erkennung des Antikdrpers PG9 ist.”’

1.7 Antikorper als Therapeutikum: Der Einfluss von IgGl Fc N-

Glycanen

Antikorper sind Werkzeuge der Immunabwehr. In den letzten 15 Jahren wurden rekombinante,
humanisierte IgG Antikérper zu den erfolgreichsten Therapeutika, da sie sehr spezifisch sind,
eine lange Halbwertszeit im Serum besitzen und oft gut vertridglich bei den Patienten sind. IgG
Antikorper besitzen jeweils zwei identische leichte und schwere Ketten, welche eine Y-Struktur
formen.”® Die Antigenbindedomine (Fab) bindet die Antigene mit hoher Affinitit. Die
kristallisierbare Doméne (Fc) bindet an Rezeptoren FcyR, die von Leukozyten exprimiert
werden. Die Bindung von IgG an Fc-Rezeptoren kann sich aktivierend oder inhibierend
auswirken. Es kann ein Immunorezeptor Tyrosin Aktivierungsmotiv (ITAM) oder ein
Immunorezeptor Tyrosin Inhibitormotiv ausgelost werden. Die Immunantwort hdangt von der
Affinitit des Fc-Teils zum Rezeptor und vom Expressionslevel der aktivierenden oder
inhibierenden FcRs ab.*

Die Heterogenitdt an N-Glycanen von IgG Antikorpern, isoliert aus gesunden Individuuen, ist
groB.%° AuBerdem sind etwa 20 % der IgG Fab Teile glycosyliert, was Einfluss auf die
Antigenbindung hat. Ein biantennédres N-Glycan vom komplexen Typ ist mit der Seitenkette
von Asn-297 an beiden schweren Ketten des Fc-Teils verkniipft.! Das Fc Glycan ist in
Richtung des Zentrums des Antikorpers positioniert, der 1,3- Arm ragt in die Offnung zwischen
den schweren Ketten, der 1,6- Arm verliuft entlang des Riickgrats der schweren Ketten 6>
Das N-Glycan ist erforderlich fiir die Bindung an den Rezeptor. Es wurde beobachtet, dass
unglycosylierte IgGs nicht binden.®! Die schweren Ketten werden durch die N-Glycane in einer
offenen Konformation gehalten, was erforderlich fiir die Bindung an den Rezeptor ist.®? Ein
derart groBer Einfluss eines N-Glycans auf die Funktionalitit eines Proteins ist selten.®®

Die Kernstruktur der N-Glycane von IgG kann zusétzlich mit einem bisecting GlcNAc oder
einer Fucose versehen sein, wie auch die Arme der biantenniren Struktur mit Galactosen und

Sialinsduren verlédngert sein konnen. Durch eine Fucose am IgG1 Glycan wird die Affinitit zum

Rezeptor reduziert, was durch ein N-Glycan am FcyR bedingt ist.%* Terminale Sialinsduren am
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IgG N-Glycan reduzieren ebenfalls die Affinitit zum Rezeptor.®> Es spielt dabei keine Rolle,
ob es sich um eine 2,3- bzw. 2,6-Sialylierung handelt. Die Affinitit zum Rezeptor wird jedoch
durch ein bisecting GleNAc erhdht.%® Somit erhdhen IgG N-Glycane mit bisecting GlcNAc die
Auslosung von antibody-dependent cytotoxicity (ADCC).

Antikorper konnen aus transgenen Zellinien gewonnen werden, jedoch fiihrt die nicht zu
humanen Glycoformen.%” AuBerdem ist die Gewinnung einheitlicher Glycoformen mittels eines
Expressionssystems generell sehr schwierig. Durch Remodeling zeigten L-X. Wang et al. einen
chemoenzymatischen Ansatz zur einheitlichen Glycosylierung von monoclonalen Antikdrpern
(Abbildung 14).7° Dabei katalysiert eine Endo-B-N-Acetylglucosaminidase (ENGase) die
Hydrolyse der B-1,4-glycosidischen Bindung der Chitobiose des N-Glycans von intakten IgG
Antikdrpern.®® AnschlieBend iibertriigt eine Glycosynthase N-Glycane als Oxazolinderivat auf

ein GlcNAc am entsprechenden Antikdrper.

7 N\ Z \
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der chemoenzymatischen Synthese von einheitlich

glycosylierten IgG nach T. Shirai et al.® und L-X. Wang et al.”’

Eine weitere Moglichkeit der Konjugation eines Fc-Teils mit einem N-Glycan iiber eine
Aldehydfunktion wurde von L.-X. Wang et al. beschrieben (Abbildung 15).”! Es wurde ein Fc-
Konstrukt exprimiert, worin die Glycosylierungsstelle durch die Aminosduresequenz LCTPSR
ersetzt wurde, die vom formylglycine generating enzyme (FGE) erkannt wird und die
Cysteinseitenkette zu einem Formylglycin oxidiert. Diese Aldehydfunktion im Fc-Konstrukt
wurde mit einem Aminooxy-N-Acetylglucosamin umgesetzt. AnschlieBend konnte das

oximverkniipfte GIcNAc enzymatisch mit komplexen N-Glycanen verlédngert werden.
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Abbildung 15: Darstellung von Fc- Glycokonjugaten durch Einfiihrung eines Aldehyd-Tags in

der Glycosylierungsstelle nach L-X. Wang et al.”!

Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass keine natiirlich verkniipften Glycoproteine,
sondern oximverkniipfte Konjugate erhalten werden.

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) bezeichnet eine fortschreitende und irreversible
Schiadigung der ersten und zweiten Motoneuronen. Es kommt zur zunehmenden
Muskelschwéche bis hin zum Schwund des Muskeltonus und der Muskulatur. Die Krankheit
ist nicht heilbar. Der Therapieansatz liegt lediglich auf der Linderung der Symptome und
psychologischer Betreuung. Die Uberlebenszeit betrigt im Mittel 3-5 Jahre.”?

Die Arbeitsgruppe um R. G. Lichtenstein isolierten IgG Fc N-Glycane mit bisecting GIcNAc
ohne Core-Fucose aus dem Serum von ALS Patienten. /n vitro Studien zeigten, dass diese Fc
Glycane von ALS Patienten die Affinitdt der Antikdrper zum Rezeptor der Effektorzelle
erhohen (Abbildung 16), was letztendlich zum beschleunigten Abbau der neuronalen Zellen

fithrt.”?
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Abbildung 16: Spezifitit von IgG Fc von ALS Patienten. Prozentual sind die Bindungen zum
Rezeptor von unglycosylierten, PNGase F behandelten ALS IgG und IgG von gesunden
Personen (CON-IgG) dargestellt.”
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Eine Annahme ist, dass die Degeneration von Neuronen bei ALS z. T. von den N-Glycanen der
ALS spezifischen IgG Antikorper abhéngt, die im Laufe der Krankheit im Gehirn der Patienten

akkumulieren.”?

1.8 Das Proteoglycan Bikunin

1955 wurde ein Proteoglycan, genannt urinary trypsin inhibitor’®’

oder Bikunin’>, aus Urin
isoliert, das die Fihigkeit besitzt, Trypsin zu inhibieren.”® Bikunin enthilt zwei Protease
Inhibitor Doménen des Kunitz Typs (Abbildung 17). Eine Kunitz Domine hat ein Molgewicht
von 7 kDa und drei charakteristisch angeordnete Disulfidbriicken.”” An der Seitenkette von
Asn-45 ist ein biantennires N-Glycan des komplexen Typs gebunden’®, wihrend eine
Chondroitinsulfatkette O-glycosidisch an Ser-10 gebunden ist.”” Der N-terminale Teil mit der

Chondroitinsulfatkette wird meist nach proteolytischer Spaltung entfernt, was meist bei der

Proteinisolierung der Fall ist.*°

GaltAc Chendroitinsulfatkette
(Ghod GalNac t 45) I{ :]

Gleh
Gal 45
Gal
Ayl

Kunitzdomdane ||

e

N-Glycan “.".' .

a) b) Kunitzdomane |
Abbildung 17: a) Kristallstruktur von Bikunin. PDB Code: 1BIK; b) Schematische Darstellung

der Struktur von Bikunin.

Bikunin ist ein einfaches Proteoglycan, da es nur eine Glycosaminoglycanseitenkette tragt, die
etwa 50 % der Molekiilmasse ausmacht. Im Gegensatz zu Glycoproteinen iiberwiegt bei
Proteoglycanen der Kohlenhydratanteil im Protein und sie enthalten die charakteristischen
Glycosaminoglycanketten. Rekombinantes humanes Bikunin wurde in Pichia pastoris
exprimiert.’!

Obwohl die Glycosaminoglycankette von Bikunin relativ kurz ist, ist sie heterogen in der Grof3e
und Zusammensetzung. Sie enthdlt 27-39 Monosaccharide mit einem Molekulargewicht
zwischen 5505-7102 Da.®? Es wurde gezeigt, dass Sulfatierungen nur in Position 4 von

Galactosamin vorkommen.®
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Abbildung 18: Aufbau der Chondroitinsulfatkette von Bikunin.*’

Im Plasma liegt Bikunin zu 90-98 % als kovalenter Komplex mit zwei Proteinen, den
sogenannten schweren Ketten, vor.®*!”” Dieser Komplex wird Pre- bzw. Inter-a-Inhibitor
genannt. Bikunin und der Inter-a-Inhibitor inhibieren Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin und
Cathepsin G*° in vitro und Granzym K®. Der Inter-o-Inhibitor und Pre-a-inhibitor spielen eine
Rolle bei der Zellproliferation, Migration und dem Aufbau der extrazelluldren Matrix, indem
die schweren Ketten Hyaluronanketten binden.®’

Bikunin ist ein therapeutisch relevantes Proteoglycan, welches in Japan zur Behandlung akuter
Pankreatitis eingesetzt wird.®® Bikunin spielt eine Schliisselrolle bei Entziindungsreaktionen
und der angeborenen Immunantwort.® Entziindungen sind Indikatoren fiir Infektionen, Krebs
und Gewebeschidden. Bikunin unterdriickt proteolytische Aktivitét in verschiedenen Geweben
und kann lokal entziindungshemmende Effekte ausldsen.””’” Bei Entziindungen spalten
Serinproteasen den Inter-a-Inhibitor und setzen N- oder O-glycosyliertes Bikunin frei, welches
hauptsichlich im Urin zu finden ist.”!~°? Bikunin hat im Urin eine Halbwertszeit von 10 min.
Bikunin inhibiert Trypsin indem es mit einer der Kunitz Doménen bindet. Die
Dissoziationskonstanten variieren zwischen 0.03 bis 800 uM.”® Je nach Fragmentierung von
Bikunin schwankt die Stirke und Spezifitit der Inhibition recht stark.!”

Bikunin wurde mit verschiedenen Glycosidasen modifiziert, um die Funktion der Glycane zu
verstehen.” Bikunin mit einer Chondroitinsulfatkette bindet mit hoherer Affinitit an Zellen,
Calcium und TSG-6."> AuBerdem ist das Kernprotein mit O-Glycosiden fiir die Stabilisierung
der lysosomalen Membran und fiir die Urokinase-Aktivierung verantwortlich. Die Entfernung
des N-Glycans bewirkt, dass die Nierenzellen weniger vor Nekrose geschiitzt sind.”* Die
Trypsininhibition wird kaum durch die N- oder O- Glycane beeinflusst.”* Im Urin befindet sich
hauptsiichlich ein N-glycosyliertes Fragment von Bikunin.”®

Proteoglycane bestehen aus einem Kernprotein und einer oder mehreren kovalent gebundenen

Glycosaminoglycan-Ketten.”’

Glycosaminoglycane sind lineare Polysaccharide aus
Disaccharideinheiten, bestehend aus einem Aminozucker (N-Acetylglucosamin oder N-
Acetylgalactosamin) und einer Uronsdure (Glucuronsdure oder Iduronsédure) oder Galactose.

Zwei Klassen der Glycosaminoglycane sind iiber eine Xylose mit der Seitenkette von Serin
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verkniipft: Chondroitinsulfat/ Dermatansulfat und Heparansulfat. Xylosyltransferasen

katalysiern den Transfer von UDP-Xylose.”®

Glucuronosyl- Galactosyl- Galactosyl- Xylosyl-
GalNACT1 transferase | transferase Il transferase | transferase
OH
HO-_ ﬂ HOOC HO HO
O Ho
HO m
Ser

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Biosynthese von Chondroitinsulfat.

Nach dem Transfer der Xylose an das Kernprotein wird das Tetrasaccharid der Linkage-Region
aufgebaut (Abbildung 19). Die Ubertragung von Galactosen findet im Golgi-Apparat statt und
wird von B-1,4 Galactosyl- (P4GalT7) bzw. B-1,3 Galactosyltransferase!> (B3GalT6)
katalysiert. Im letzten Schritt wird eine Glucuronsiure von der -1,3 Glucuronosyltransferase
(GIcAT1) iibertragen.” Je nachdem welcher Zucker anschlieBend iibertragen wird, entsteht
eine  Chondroitinsulfatkette ~ oder  Heparansulfatkette.  Die  Verldngerung  der
Chondroitinsulfatkette wird durch den Transfer von N-Acetylgalactosamin an das
Tetrasaccharid initiiert. Die Polymerisierung wird von einer oder mehreren bifunktionellen
Chondroitinsynthasen katalysiert, die p-1,3 Glucuronosyltransferase und fp-1,4 N-
Acetylgalactosaminyltransferase Aktivitdt aufweisen. Bei der Chondroitinpolymerisierung
wird auBlerdem ein Protein, ein Chondroitinpolymerisationsfaktor, benotigt. Verschiedene
Sulfotransferasen sind fiir die Sulfatierung in 4- und 6- Position von N-Acetylgalactosaminen

zustindig.'
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Abbildung 20: Synthetisches Glycopeptid mit dem Tetrasaccharid der Linkage-Region.'"”?
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Die chemische Synthese von homogen glycosylierten Proteoglycanen ist besonders schwierig
und es gibt nur wenige Syntheseanséitze. Die Chondroitinsulfatkette wurde bereits auf
chemoenzymatischen Wege'®! und mittels chemischer Synthese wurde ein Glycopeptid mit der

Linkage-Region!%? dargestellt (Abbildung 20).

Erstmals gelang X. Huang et al. die chemische Synthese von Heparansulfat Glycopeptiden aus
Syndecan-1!% und Syndecan-3'"* (Abbildung 21 und Abbildung 22).
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Abbildung 21: Sulfatiertes humanes Syndecan-1 Glycopeptid.'”

Wihrend der Glycopeptidsynthese musste auf die Verwendung von starken Sduren aufgrund
der sdurelabilen Sulfatgruppen verzichtet werden. Daher konnten fiir die Peptidsynthese
typischen Schutzgruppen nicht verwendet werden und es wurden Benzylester bzw. Benzylether
als Seitenkettenschutz eingesetzt. Um eine B—Eliminierung des Oligosaccharids vom

Peptidriickgrat zu vermeiden wurde auflerdem auf den Einsatz von Basen verzichtet.

0803

HQ C
Ho ¢ OH
meooc—7 07 AN o o
0S0y OHO "o
oH Meooc-|7L0 Ao 6000 li
MeOOC o /m/
HO
0Bz AN MeooC OH
o % o 0
HO HO
OBz AcHN

eOOC &0 &Bzm ﬁ

AcHN—| |-Y-S-G-8-G-S-G-Y-F |—OMe

Abbildung 22: Sulfatiertes Syndecan-3 Glycopeptid.’*



Themenstellung

2. Themenstellung

Ziel dieser Arbeit war es, Synthesemethoden fiir einheitliche Glycopeptide und -proteine zu

etablieren und deren Bioaktivitdit zu untersuchen. Die biologische Evaluierung eines

glycosylierten HIV-1 B/C Loop Mimetikums sollte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe

von J. Robinson''' durchgefithrt werden. In das zyklische Loop Mimetikum sollte ein

mannosereiches N-Glycan eingebracht werden. Im Glycopeptid sollte ein Templat (D-Prolin +

L-Prolin) verwendet werden'®, welches einen B-Turn vom Typ II* stabilisieren kann.'%
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In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um R. G. Lichtenstein''® sollte eine Semisynthese

fiir glycosylierte IgG 1 Fc Fragmente entwickelt werden, um Struktur—Wirkungsbeziehungen

von einheitlich glycosylierten Fc Fragmenten zu untersuchen. Das Fc-Dimer D sollte iiber

sequenzielle native chemische Ligation der Bausteine G, I, J und K aufgebaut werden.
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1. oxidative Ruckfaltung
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und Entschwefelung von Cys 287 zu Ala 287
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Fmoc-SPPS rekombinante Expression in E. coli



Themenstellung

29

AuBerdem sollte eine Methode zur Semisynthese von N- und O-glycosyliertem Bikunin 1-147

M aus den Bausteinen N, O und P entwickelt werden.
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1. oxidative Ruckfaltung
2. sequentielle native chemische Ligation

HO: Q
g S Y g oy B P g0 g gege

+ N +
HoN SR N SR HzNj\ﬂ FoH

1 25 26 50 51 0 147
N o] P

Fmoc-SPPS rekombinante Expression in E. coli
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3.  Synthese von HIV-1 V1/V2 Loop Mimetika

9? Mé‘* i3

1. TFA-Entschiitzung

2. Glycokupplung

3. Allyl-Entschiitzung
SG
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4. Zyklisierung

5. Abspaltung vom Harz

6. Fmoc-Entschitzung
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Abbildung 23: Syntheseplan eines zyklischen HIV-1 Loop Mimetikums.

Harz

Cluster von mannosereichen N-Glycanen, wie beim HIV-1 gp120 Glycoprotein, besitzen ein
hohes Potenzial als Target fiir eine selektive Erkenung des Virus durch Antikorper.*’
Synthetische Glycopeptide, basierend auf dem V1/V2 Epitop des Oberflachenproteins gp120,
konnen zur Entwicklung von HIV-1 Impfstoffen beitragen. Es wurde in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von J. Robinson'!! versucht, ein glycosyliertes HIV-1 B/C Loop Mimetikum
von Phe-159 bis Ala-172 des CAP45% Strangs zu synthetisieren. Der Syntheseansatz und die
Zusammensetzung der Peptidsequenz, wie in Abbildung 23 dargestellt, bezog sich auf Arbeiten
der Arbeitsgruppe um J. 4. Robinson, wobei u. a. die Struktur von unglycosylierten gp120

Peptidmimetika durch NMR untersucht wurde.'®® Ziel war es, mit einem mannosereichen N-
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Glycan das zyklische Glycopeptid A aufzubauen (Abbildung 23). Um den B-Turn in A zu
stabilisieren, war der Einbau eines Templats in Form von D-Pro und L-Prolin geplant.!®’
Eventuell resultierende Probleme bei der Zyklisierung des Peptids zu B galt es zu priifen. Ein
Pseudoprolindipeptid sollte vor die Glycosylierungsstelle Asn-160 eingebaut werden, um die

Aspartimidbildung bei der Synthese zu reduzieren.'?®

3.1 Synthese von glycosylierten HIV-1 V1/V2 Loop Mimetika

Zur Synthese des linearen V1/V2 Loop Peptids 7 wurde 2-Cl-Tritylchlorid-Polystyrolharz 77
verwendet. Die Kupplung der ersten Aminosdure Fmoc-Phe-OH an das Harz erfolgte im
Basischen, anschlieBend wurde das Peptid durch Kupplung der weiteren Aminosiuren durch
Fmoc-SPPS maschinell aufgebaut (Abbildung 24a). Das Pseudoprolindipeptid Fmoc-Ile-
Thr(¥MeMepro)-OH und Fmoc-Asp(OAll)-OH wurden mit PyBOP gekuppelt. Fiir die restlichen
Aminoséiuren wurde HCTU verwendet. Das Templat aus L-Prolin und D-Prolin!®’ sollte die
spétere Zyklisierung erleichtern. D-L-Diproline haben sich als Templat fiir die Synthese von

zyklischen B-Hairpin Strukturen bewihrt.!%8
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Abbildung 24: a) Synthese des VI1/V2 Loop Peptids 7 und b) LC-MS des Peptids 7e.
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Die Fmoc-Gruppe wurde an der Festphase entfernt und das geschiitzte Peptid durch 1.5 % TFA
vom Harz abgespalten. Nach einer analytischen TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES, 2 %
H>0) wurde das Peptid 7e durch LC-MS charakterisiert (Abbildung 24). Aufgrund der
cis/trans- Isomerie der Proline wies das Peptid 7e kein definiertes Elutionsverhalten auf. Das
N- und C-terminal freie Peptid 7 wurde mit HATU und HOAt zyklisiert (Abbildung 25a). Es
wurde eine Konzentration von 1.8 mM Peptid 7 eingestellt, um intermolekulare Reaktionen zu
vermeiden. Die Zyklisierung eines linearen Peptids ist von verschiedenen Faktoren abhéngig.
Glycin, Prolin, N-Alkylierungen, D-Aminosduren oder Pseudoprolindipeptide konnen die

Zyklisierung unterstiitzen.!?
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Abbildung 25: a) Intramolekulare Zyklisierung des Peptids 7 und LC-MS des entschiitzten
Peptids 8e.

Das Rohprodukt 8 wurde durch organische Gelpermeationschromatographie gereinigt und
ergab eine Ausbeute von 71 %. Die Schutzgruppen des zyklisierten Peptids 8 wurden sauer
entfernt und das entschiitzte Peptid 8¢ wurde durch LC-MS analysiert (Abbildung 25b).
AnschlieBend wurde der Allylester von 8 mit Pd(PPhs)4, Phenylsilan und DIPEA in DCMaps
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selektiv entschiitzt (Abbildung 26a).!?® Das Rohprodukt wurde in Methanol/H2O geldst, was
zum Ausfallen von Pd fiihrte. Dabei blieb jedoch Triphenylphosphinoxid 10 in Losung
(Abbildung 26b). Das Triphenylphosphinoxid konnte mit organischer
Gelpermeationschromatographie entfernt werden. Es wurden 148.1 mg Peptid 9 erhalten, dies
entsprach einer Ausbeute von 36 %. Die mehrstufige Reinigung des Peptids 9 war nicht giinstig,

da die Ausbeute reduziert wurde.
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Abbildung 26: a) Desallylierung von Peptid 8 und b) LC-MS des entschiitzten Peptids 9e nach
Fillung mit MeOH.

Das Pseudoprolindipeptid vor der N-Glycosylierungsstelle sollte die Aspartimidbildung nach
der Aktivierung der Carboxylgruppe reduzieren.'?® Zunichst wurde die Glycokupplung von 9
mit GIcNAc-NH> 11 in Gegenwart von HATU und HOAt getestet (Abbildung 27a). Von dem
Rohprodukt wurde eine TFA-Abspaltung durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % H>0). Nach
RP-HPLC Reinigung konnte das Glycopeptid 12 in guter Reinheit erhalten werden (Abbildung
27b). Die Ausbeute der Glycokupplung betrug 31 %.
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a)
1. GIcNAc-NH; 11, HATU, HOAt, DIPEA, DMF/DMSO (1/1)
2. TFA/ITES/H,0 (96/2/2)

OH

M‘é
IRy ? 5*

12 (31 %)

b)
s —1 . M+3H)

) M+4H*" Gg0.7g  [M+2H]2*

= 1@ 518.62 1038.21

3 ‘fi (M+H] *

< @ 2071.55

— D. | ererreraedeer

g 500 1000 1500 2000 miz

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 27: a) Synthese und b) LC-MS des zyklischen Glycopeptids 12 nach RP-HPLC.

Von dem breitneutralisierenden HIV- Antikorper PG9 ist bekannt, dass er ein mannosereiches
N-Glycan als Epitop erkennt.* Daher wurde ein Glycosylamin des mannosereichen Typs an
das Peptid 9 gekuppelt. Das von 1. Boos!'!? dargestellte pentamannosyl- N-Glycanazid 13 wurde
zum Glycosylamin 14 reduziert (Abbildung 28) und an das zyklische Peptid 9 mit HATU und
HOAt gekuppelt (Abbildung 29a). AnschlieBend wurden die Schutzgruppen entfernt.
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Abbildung 28: Reduktion des Azids 13 zum Glycosylamin 14.
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Abbildung 29: a) Synthese und b) RP-HPLC Chromatogramm des zyklischen Glycopeptids 15.

Bedingt durch eine unvollstindige Entschiitzung des zunédchst verwendeten mannosereichen
Oligosaccharidazids trat neben dem Zielprodukt 15 auch ein benzoyliertes Nebenprodukt 16
auf (Abbildung 29b). Durch RP-HPLC konnte das Nebenprodukt 16 nicht vollstindig
abgetrennt werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: LC-MS des Glycopeptids 15 nach RP-HPLC.

SchlieBlich wurden die zyklischen Glycopeptide 12 und 15 von der Arbeitsgruppe Robinson'!!
darauthin getestet, ob sie als Epitop fiir den Antikdrper PG9 in Frage kommen. Dazu wurde die
Inhibition der Bindung des Antikorpers PG9 an das HIV Isolat CAP45 durch die Glycopeptide
12 und 15 untersucht. Als Referenz wurde der Antikoérper PG9 ohne Glycopeptid eingesetzt
(blaue Kurve). Bei einer Neutralisation miisste sich im Vergleich zur Negativkontrolle die
Kurve nach rechts verschieben. Das V1/V2 Loop Mimetikum mit GIcNAc 12 wurde daher nicht

vom Antikorper PG9 erkannt. Dies kann jedoch auch an der Struktur des Zuckers liegen, da
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PG9 ein mannosereiches Oligosaccharid als Epitop erkennt.’®>7 Allerdings somit wurde das
mannosereiche V1/V2 Glycopeptid 15 ebenfalls nicht von dem Antikérper PG9 als Epitop
erkannt (Abbildung 31).

100- -+ PG9 + CP Man,GIcNAc, 15 (10 pm)
-A- PG9 + CP Man,GIcNAc, 15 (30 pm)
-A- Negativkontrolle (nur PG9)
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Abbildung 31: Inhibition von PG9 durch das zyklische V1/V2 Mimetikum 15. '!!

Daraufhin wurden von der Arbeitsgruppe Robinson NMR-Studien der zyklischen Glycopeptide
mit GIcNAc 12 und MansGlcNAc, 15 durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass das
Peptidriickgrat der beiden zyklischen Peptide von der erwarteten B-Hairpin-Struktur der B/C
Region des gp120 abweicht. Die Aminosduren Arginin-166 und Leucin-165 waren fiir die
Ausbildung der B-Hairpin-Struktur hinderlich (Abbildung 32b). Daher waren die zyklischen
Peptide 12 und 15 keine guten Mimetika der gp120 B/C Loop Region, die in der Kristallstruktur
mit dem Antikorper PG9 gezeigt ist (Abbildung 32a). Darauthin wurden die
Aminosduresequenz und die Synthese des Peptids optimiert, um eine stabile f-Hairpin-Struktur

zu erhalten.
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Abbildung 32: a) Kristallstruktur des B/C Loops (blau) mit dem Antikérper PGY (griin). Das
iiberlagerte Riickgrat der synthetischen Mimetika 12 und 15 ist orange dargestellt.'"!
b) Struktur des Riickgrats der synthetischen Mimetika 12 und 15.
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3.2 Synthese eines optimierten HIV-1 V1/V2 Glycopeptids

Basierend auf NMR Studien der Arbeitsgruppe um J. A. Robinson wurde im Glycopeptid

Alanin-172 durch Valin ausgetauscht.
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Abbildung 33: Synthese des optimierten V1/V2 Loop Mimetikums 19.
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AulBlerdem wurden zwei Aminosduren, Arginin-166 und Leucin-165 entfernt. Zur Synthese des
verbesserten Peptids 17 wurde 2-Cl-Tritylchlorid-Polystyrolharz verwendet. Es wurde Prolin
als C-terminale Aminosiure gewihlt, da die Aktivierung des C-Terminus bei der spéteren
Zyklisierung des Peptids racemisierungsfrei verlduft. Das Peptid wurde an der Festphase
maschinell aufgebaut (Abbildung 33). Dabei wurden bei der Kupplung von Fmoc-D-Pro-OH
die eingesetzten Aquivalente erhdht, um eine vollstindige Kupplung zu ermdglichen.
Andernfalls wurde eine Deletion dieser Aminosdure beobachtet.

Es wurde eine Fmoc-Abspaltung an der Festphase durchgefiihrt und das geschiitzte Peptid 17
mit 1.5 % TFA vom Harz abgespalten. Das Peptid 17 (c = 1.8 mM) wurde mit HATU und HOAt
zyklisiert. AnschlieBend wurde das Rohprodukt durch organische
Gelpermeationschromatographie gereinigt, um die Aktivierungsreagenzien zu entfernen. Die
Ausbeute nach der Zyklisierung betrug 67 %. Nach der Desallylierung (Pd(PPhs)4, Phenylsilan
in DCM) wurden die Katalysatorreste mit Methanol/Wasser (4/1) ausgefdllt und noch
enthaltenes Triphenylphosphinoxid 10 anschlieBend durch Gelpermeationschromatographie
abgetrennt. Die Reinheit des geschiitzten zyklischen Peptids 18 wurde anschlieBend durch LC-
MS untersucht (Abbildung 34). Es wurden 19.4 mg Peptid 18 erhalten, dies entsprach einer

Ausbeute von 41 %.
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Abbildung 34: LC-MS des geschiitzten, zyklischen Peptids 18 nach Desallylierung.

An das zyklische Peptid 18 wurde mit HATU und HOAt eine reinere Charge des Glycosylamins
14 gekuppelt, das keine zusétzliche Benzoylschutzgruppe mehr aufwies (Abbildung 33). Das
Rohprodukt wurde nach einer TFA-Behandlung durch LC-MS analysiert (Abbildung 35a).
Neben dem Produkt 19 war auch Edukt 18e zu finden. Das entschiitzte Rohprodukt wurde durch
RP-HPLC gereinigt. Die Reinheit wurde per LC-MS iiberpriift (Abbildung 35b). Es wurde eine

Ausbeute von 30 % erreicht.
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Abbildung 35: a) RP-HPLC Chromatogramm des rohen Glycopeptids 19 und b) des gereinigten
Glycopeptids 19.

Auch das modifizierte V1/V2 Loopmimetikum mit mannosereichem Zucker 19 wurde von der

Arbeitsgruppe Robinson'!!

getestet. Es wurde die Neutralisation eines viralen Isolats,
CAP45.G3, durch den Antikérper PG9 in Gegenwart des Glycopeptidmimetikums 19

untersucht. Als Negativkontrolle wurde der Antikérper PG9 ohne 19 eingesetzt (blaue Kurve).
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Abbildung 36: PG9 vermittelte Neutralisation des viralen Isolats CAP45.G3.'!!

Das Glycopeptid mit mannosereichem Zucker 19 wurde vom Antikérper PG9 erkannt, da die
Neutralisation des viralen Isolats durch PG9 bei hoherer Konzentration des Mimetikums 19
abnimmt (Abbildung 36). Somit sollte das Peptidriickgrat von 19 eine stabile B—Hairpin-
Struktur ausbilden, die den V1/V2 Loop dhnelt. Zusédtzlich sollte auch das mannosereiche
Oligosaccharid an den Antikoérper PG9 binden. Der Vergleich der zwei Peptidmimetika 15 und

19 zeigt, dass die Stabilitdt des f—Hairpins essentiell fiir die Interaktion mit dem Antikorper
PG ist.
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3.3 Funktionalisierung des zyklischen Glycopeptids durch Azidoprolin

Der Einbau von Azidoprolin zur Modifikation von Biokonjugaten durch Click-Reaktion wurde

auch bei gp120 Antagonisten verwendet.'!?
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Abbildung 37: Synthese des optimierten V1/V2 Loop Glycopeptids 21 mit eingebautem
Azidoprolin.
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Zur Synthese des entsprechend funktionalisierbaren V1/V2 Loop Peptids 20 wurde Azidoprolin
Fmoc-Pro(4-N3)-OH (28, 4R) an 2-Cl-Tritylchlorid-Polystyrolharz gekuppelt.

Nach der Peptidsynthese wurde eine Fmoc-Abspaltung an der Festphase durchgefiihrt und das
C- und N- terminal entschiitzte Peptid mit 1.5 % TFA vom Harz abgespalten. Das Peptid 20
wurde mit HATU/HOAt zyklisiert und 20C durch Flash-Chromatographie mit DCM/MeOH
gereinigt. Die Ausbeute an 20C betrug 48 %. Nach der Desallylierung wurden 40.6 mg
gereinigtes Peptid 21 erhalten, dies entsprach einer Ausbeute von 46 %. Das Heptasaccharid 14
wurde an 21 gekuppelt (Abbildung 38a). Anschlieend wurde eine Entschiitzung mit TFA
durchgefiihrt und das Rohprodukt durch RP-HPLC gereinigt (Abbildung 38b). Es wurde eine

Ausbeute von 25 % an 22 erreicht.
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Abbildung 38: a) Synthese des Glycopeptids 22 und b) LC-MS von 22 nach RP-HPLC.

Cu'- katalysierte 1,3-dipolare Zykloadditionen von Aziden und terminalen Alkinen liefern
regioselektiv und fast quantitativ 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole.!"* Ein Vorteil ist, dass die
Reaktion meist unter sehr milden Bedingungen abléauft. Aufgrund der einfachen und robusten
Methodik findet diese Reaktion hidufig Anwendung bei der Synthese von Biokonjugaten und
Wirkstoffen.!'* Das Glycopeptid 22 sollte mit einem Biotin-Linker modifiziert werden, um

Studien tiber die Bindungsaffinitit zum Antikdrper PG9 durchfiihren zu koénnen. Die Eignung
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des Glycopeptids 22 fiir Click-Reaktionen wurde mit dem Propagylamid 23 {iberpriift
(Abbildung 39a). TGTA!'!? 24 diente als Ligand fiir Cul.!"> Nach 1d wurde eine Gelfiltration
durchgefiihrt und das Produkt 25 wurde in guter Reinheit erhalten (Abbildung 39b).
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Abbildung 39: a) Click-Reaktion des Azidoglycopeptids 22 an Biotinylpropagylamid 23
und b) LC-MS des Glycopeptids 25.

Von 25 wurden bisher keine Antikorperbindungsstudien durchgefiihrt. Fiir weitere Studien
konnte das V1/V2 Mimetikums mit einem geeigneten Carrier auf diese Weise verkniipft
werden. Weitere Optimierungen der Struktur des Mimetikums 25 zur stabilen und selektiven

Bindung an den Antikérper PG9 sind jedoch sicherlich notig.



Semisynthese von IgG1 Fc 43

4.  Semisynthese von IgG1 Fc

Der Einsatz von rekombinanten Antikorpern als Therapeutikum ist von grofer Bedeutung in

der modernen Medizin. Die Wirksamkeit von Antikérpern wird von der Struktur des N-Glycans

im Fc-Teil beeinflusst.®?

223 260 261 287 v 320321 447
HaN—] | | | Felgst F—coon
[ | SHa 297 | | |
SI S 340 3 S S— s
’ ’ 261 321 367 425
s §———=———8 §—s v = N-Glycan
L1 | CHs207 | | |
KN | | | Feigot |-coon
223 260 261 287 h 320321 447
D

1. oxidative Ruckfaltung
2. native chemische Ligation

?H?H ?H (|3H3v o HS $H $H
s e

HaN—| | | SR ' |-coon
223 261 287 320 321 447
E K
U Diazotierung und Thiolyse U enzymatische Spaltung des Hisg-SUMO Tags
SH SH SH
SHSH  SH CHs v o) [ I |
Ll | | _NH, HiSe-I SUMO I—COOH
U I N
321 447
223 261 287 320 L
F rekombinante Expression in E. coli

2. Entschiitzung von Thz-261
3. Entschwefelung von Cys 287 zu Ala 287

SHSH 0 <Sj\ ?H 0
NH.
N - 2
261 320
H

u 1. native chemische Ligation

223 260 287
G

U native chemiche Ligation

<s o HS o
NH.
N - 2
H: N [ HzN: y N
261 286 287 320
| J

Abbildung 40: Retrosynthese von IgG1 Fc D.

Die Wechselwirkung des Fc Teils von IgGl Antikérpern mit Fc-Rezeptoren hat hohe
immunologische Relevanz. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Lichtenstein''® sollte
eine Synthesemethode fiir glycosylierte IgG 1 Fc Fragmente entwickelt werden. Die

semisynthetisch gewonnenen Fc Glycopeptide FcyR sollten an SOD1go3a Zellen und Méausen
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getestet werden. Nur solche Fc-Fragmente, die in vitro den Abbau von Neuronen reduzieren,
sollten auch in vivo untersucht werden. Das Projekt soll dazu beitragen, die Struktur—
Wirkungsbeziehungen von unterschiedlich glycosylierten Fc Fragmenten in Zusammenhang
mit ALS (Amyotrophe Lateralsklerose) zu klédren.

Durch sequenzielle native chemische Ligation sollte eine Bibliothek an unterschiedlich N-
glycosylierten Fc Fragmenten D aufgebaut werden. Die Retrosynthese des Fc Fragments D ist
schematisch in Abbildung 40 dargestellt. Das native Fc-Dimer D wurde in vier Peptide G, I, J
und K unterteilt. G, I und J sollten durch Festphasenpeptidsynthese zuginglich sein. Das
lingere, unglycosylierte Peptidfragment L soll rekombinant aus E. coli gewonnen werden.!!
Um diese Aufteilung zu ermoglichen, muss das native Ala-287 durch Cys-287 ersetzt werden
und spéter durch Entschwefelung zu Ala umgewandelt werden. Die Peptide G, I, J und K
konnen durch sequenzielle native chemische Ligation verkniipft werden.!!® Nach der Ligation
zum Glycopeptid H muss die Entschwefelung zu Ala-287 erfolgen. Durch eine Ligation sollte
der Thioester E aufgebaut und mit dem Cys-Peptid K verkniipft werden. Die Riickfaltung und

Oxidation sollte zum nativen Glycoprotein D fiihren.!"’

4.1 Synthese von (R,S) 2-Chlor-4¢-carboxy-triphenylmethanol

Fiir die Synthese ldngerer geschiitzter Peptidylsduren (ca. 40 Aminosduren) nach der Fmoc-
Strategie eignet sich das hydrophobe Polystyrolharz meist nicht. An dessen Stelle kann das
hydrophile ChemMatrix-Harz verwendet werden. Dieses ist kommerziell jedoch nicht mit
einem 2-Cl-Trityl-Linker erhiltlich. Ein Vorteil dieses Linkers ist die besonders gute

Unterdriickung der Diketopiperazinbildung auf Dipeptidstufe!?°

, gerade beim Einbau C-
terminaler Pseudoproline.®® Daher wurde der Linker 2-Chlor-4’-carboxy-triphenylmethanol 30
nach Johnson et al.’’! synthetisiert (Abbildung 41).

Unter Argonatmosphédre wurde bei -78 °C p-Brombenzoesdure 26 mit n-Butyllithium in das
Dilithiumderivat 27 {berfiihrt und mit 2-Chlorbenzophenon 28 zum Dilithiumsalz 29
umgesetzt. Das Produkt 30 wurde bei der Aufarbeitung freigesetzt. Bei der Zugabe von n-
Butyllithium war es wichtig, die Reaktionstemperatur konstant niedrig zu halten (< - 80 °C),

um Nebenreaktionen zu vermeiden. Es zeigte sich, dass dies bei der Zugabe einer 5 M n-BuLi

Losung besser zu realisieren war als bei 10 M n-BulLi.
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Abbildung 41: Synthese von (R,S) 2-Chlor-4 ‘-carboxy-triphenylmethanol 30.
Dadurch konnte die Entstehung von Nebenprodukten reduziert werden, was auch die Reinigung

erleichterte. Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan/Essigester (10/1) umkristallisiert und das
Produkt 30 in 56 % Ausbeute erhalten. Die Reinheit wurde durch LC-MS iiberpriift (Abbildung

42).
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Abbildung 42: RP-HPLC Chromatogramm von 2-Chlor-4 -carboxy-triphenylmethanol 30, a)
Rohprodukt; b) nach Umkristallisieren.

4.2 Synthese von IgG1 Fc 223-260

Das N-terminale Fragment IgG1 Fc 223-260 wurde als Thioester benotigt. Die Abspaltung von
geschiitzten Peptidylsduren vom 2-Cl-Trityl-Linker ist unter schwach sauren Bedingungen
moglich.'?? Die Peptidylsiuren konnen anschlieBend zum Thioester umgesetzt werden. Der
Thioester IgG1 Fc 223-260 36 wurde am 2-Cl-Trityl-ChemMatrix-Harz aufgebaut (Abbildung
44a). Zuniachst wurde der Linker 30 mit PyBOP an das Aminomethyl-ChemMatrix Harz 31
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gekuppelt. Durch Behandeln des Harzes 32 mit 10 % Acetylbromid/DCMa.ps unter Schutzgas
wurde Harz 33 erzeugt (Abbildung 43).

al O PyBOP, DIPEA . /@
Ho Q 0 . HZN—O in NMP/DCM (1/1) C|H HN _O 10 % AcBr/ DCM (| O_? O
OH oM O c™m 0O CM
O 30 31 @ 33

Abbildung 43: Erzeugung des Bromids 33.

Die erste Aminosdure wurde im Basischen an das Bromid 33 gekuppelt (Abbildung 44a). Die
Peptidsverldangerung erfolgte am Peptidsynthesizer. Die geschiitzten Aminosiduren wurden mit

HCTU 30 min gekuppelt. Cys-226 und Cys-229 wurden manuell als symmetrisches Anhydrid
gekuppelt.
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Abbildung 44: a) Synthese des IgG1 Fc 223-260 Thioesters 36 und b) LC-MS von 36 nach RP-
HPLC Reinigung.
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Da es sich um ein prolinreiches Fragment handelt, wurden keine Pseudoprolindipeptide
eingebaut. Proline zeigen eine hohe Tendenz zur Ausbildung von cis-Peptidbindungen, dies
geniigt meist um hydrophobe Wechselwirkungen bzw. Wasserstoffbriickenbildungen in der

Peptidkette zu reduzieren.

Im Anschluss an die Synthese wurde durch milde Acidolyse die geschiitzte Peptidylsdure 35
vom Harz abgespalten. Es wurden 375 mg Rohpeptid erhalten. Der Thioester 36 wurde nach Y.
Kajihara et al. dargestellt.">! Das Rohpeptid 35 wurde in DMF geldst. AnschlieBend wurden
bei -20 °C 5eq DIPEA, 30 eq Butyl-3-mercaptopropionat und 5 eq PyBOP zugegeben
(Abbildung 44a). Die Mischung wurde 3 h bei -20 °C geriihrt. Nach TFA-Behandlung und RP-
HPLC Reinigung wurde der Peptidthioester 36 in 20 % Ausbeute erhalten. Die Reinheit wurde
durch LC-MS iiberpriift (Abbildung 44b). Aufgrund der cis/trans-Isomerie bei aufeinander
folgenden Prolinen in der Peptidsequenz kommt es hiufig zur Bildung von Konformeren. Daher

war ein zweiter isobarer Peak bzw. eine Schulter im Chromatogramm zu finden.

4.3 Synthese von IgG1 Fc 261-286 Thioestern

AnschlieBend wurde der IgG1 Fc 261-286 39 Thioester synthetisiert. Das Peptid IgG1 Fc 261-
286 38 wurde maschinell am 2-CI-Trityl-ChemMatrix-Harz aufgebaut (Abbildung 45). An
Position 267 wurde ein Pseudoprolindipeptid verwendet, um hydrophobe Wechselwirkungen
zu reduzieren. Das N-terminale Cystein wurde als Thiazolidin eingebaut. Im Anschluss wurden
317 mg an geschiitzter Peptidylsdure 38 nach der Abspaltung vom Harz erhalten. Daraus wurde
der Thioester 39 synthetisiert. Nach Entschiitzung und RP-HPLC Reinigung wurde der
Peptidthioester 39 erhalten (15 %) (Abbildung 45a). Die Reinheit wurde durch LC-MS
kontrolliert (Abbildung 45b).

Zusétzlich wurden alternative Schutzgruppen fiir das terminale Cystein 261 getestet. Diese
Schutzgruppe sollte stabil gegeniiber Entschwefelungsbedingungen und selektiv entschiitzbar
sein. Als Alternative zum N-terminalen Thiazolidin wurde Boc-Cys(Acm)-OH!? in die
Sequenz eingebaut. Fiir diese Synthese wurde auf den kommerziell erhéltlichen Trityl-Linker

am Aminomethyl-ChemMatrix-Harz gewechselt.
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Abbildung 45: a) Synthese und Thioveresterung von IgG1 Fc 261-286 38 nach Y. Kajihara et
al.> und b) LC-MS des Fc261-286 Thioesters 39 nach RP-HPLC Reinigung.

Die Synthese verschiedener Peptide zeigte, dass die Peptidylsduren leichter vom Trityllinker
als vom 2-Cl-Trityllinker abzuspalten sind. Der —I-Effekt des Chlors in 2 Position bewirkt, dass
die Esterbindung zum Linker durch milde Acidolyse schwieriger zu spalten ist. Beim Einbau
von C-terminalen Pseudoprolinen sollte jedoch der 2-Cl-Trityllinker verwendet werden, um
eine Diketopiperazinbildung zu unterdriicken. Durch Behandeln des Trityl-Harzes 40 mit 10 %
Acetylbromid/DCM unter Schutzgas wurde das Bromid 41 erzeugt. Die Peptidsynthese erfolgte
analog zu 39 (Abbildung 46a). Der Thioester 42 mit Acetamidomethyl-Schutzgruppe in
Position 261 wurde in 40 % Ausbeute und guter Reinheit erhalten (Abbildung 46b). Weiterhin
wurde der Peptidthioester 43 mit N-terminaler PhAcm-Schutzgruppe synthetisiert (Abbildung
47a).
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Abbildung 46: a) Synthese und LC-MS des IgG1 Fc 261-286 (Acm) Thioesters 42.

Die Phacm-Schutzgruppe sollte bei Entschwefelungen #hnlich stabil sein wie die Acm-

Schutzgruppe, sie kann jedoch auch in wéssrigen Puffersystemen durch Penicillin G Acylase

(PGA) (E.C.3.5.1.11) abgespalten werden. 24125
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Abbildung 47: a) Synthese und b) LC-MS des Fc 261-286 (PhAcm) Thioesters 43.
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Die Zugabe von organischen Losungsmitteln wie Acetonitril oder DMSO verbessert die
Loslichkeit von hydrophoben Peptiden unter Erhaltung der Aktivitit von PGA. Ein Nachteil
der Acm-Gruppe ist die Alkylierung von elektronenreichen aromatischen Aminosduren, wie
Tyrosin und Tryptophan, wihrend der Abspaltung. Die Ausbeute an Thioester 43 betrug 40 %.
Die Reinheit wurde mittels LC-MS iiberpriift (Abbildung 47b). Neben dem Zielprodukt wurde
noch die Peptidylsdure N1 und der Thioester N2, bei dem der Butylrest durch Hydrolyse
abgespalten wurde, gefunden. Beide Nebenprodukte sind fiir eine native chemische Ligation

nicht hinderlich.
4.4 Synthese von IgG1 Fc 287-320 Glycopeptidhydraziden

Die Glycopeptidsequenz IgG1l Fc 287-320 wurde als C-terminales Hydrazid funktionalisiert.
Die Synthese der Peptidylséure 45 wurde an Trityl-ChemMatrix-Harz durchgefiihrt (Abbildung
48). An den Positionen 307 und 299 wurde ein Pseudoprolindipeptid verwendet.
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Abbildung 48: Synthese von IgG1 Fc 287-320 45.

Das Pseudoprolin in Position 299 dient zur Vermeidung der Aspartimidbildung an der N-
Glycosylierungsstelle 297.!26 An Position 297 wurde ein allylgeschiitztes Aspartat verwendet.
Das N-terminale Cystein wurde als Thiazolidin eingebaut. Die geschiitzte Peptidylsdure 45
(518 mg Rohpeptid) wurde durch milde Acidolyse vom Harz abgespalten (Abbildung 48).
AnschlieBend wurde das Hydrazid 46 dargestellt (Abbildung 49a).'>’” Dazu wurde die
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Peptidylsdure 45 in DCM gel6st und mit 3 eq tert-Butylcarbazat, 2 eq CI-HOBt und 2 eq
DIPEA versetzt. Die Reaktion wurde bei 0 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 49: a) Synthese des IgG1 Fc 287-320 Hydrazids 46 und b) LC-MS des Fc 287-320
Hydrazids 46e.

Nach Flash-Chromatographie wurden 404 mg (77 %) Hydrazid 46 in guter Reinheit erhalten.
Das entschiitzte Peptid 46e wurde durch LC-MS charakterisiert (Abbildung 49b). Der
Allylester von 46 wurde unter Verwendung von Pd(PPhs)4 in Gegenwart von Phenylsilan und
DIPEA in DCM.ps selektiv entschiitzt (Abbildung 50).'® Nach Reinigung durch Flash-

Chromatographie wurden 319 mg Produkt 49 erhalten, was einer Ausbeute von 80 % entsprach.

46
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49 (80 %)

Abbildung 50: Allylesterabspaltung von Fragment IgG1 Fc 287-320 49.

Das zur Kupplung an das Peptid 49 benétigte N-Glycan wurde aus Eigelb gewonnen und lag

als Azid 47 vor.!” Daraus wurde zunichst das Glycosylamin durch Reduktion des

Glycosylazids 47 mit Propandithiol unter Schutzgasatmosphire erzeugt (Abbildung 51).'%°
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Aufgrund der basischen Reaktionsbedingungen kann die Anomerisierung des Glycosylamins

verhindert werden.'3!
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Abbildung 51: Umsetzung des Glycosylazids 47 zum Glycosylamin 48.

Die freie Carboxylgruppe von 49 wurde aktiviert und mit dem Glycosylamin 48 gekuppelt
(Abbildung 52a). Es wurde darauf geachtet, dass die Kupplungslosung basisch war (~pH 9).
Saure Bedingungen fiihren zur in situ Hydrolyse des Glycosylamins und dadurch zur Bildung

von unreaktivem Asparagin 49Asn.
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Abbildung 52: a) Darstellung und b) RP-HPLC Chromatogramm von IgG1 Fc 287-320 Nona
50.

Eine TFA-Behandlung fiihrte zu den entschiitzten Glycopeptidhydrazid 50. Laut LC-MS war
neben dem Produkt 50 auch Asn-Fragment 49Asn zu finden (Abbildung 52b). Der Nachweis
des Asn-Fragments 49Asn erfolgte durch hochauflésende Massenspektrometrie. Eine
Erhohung der Aquivalente an Base bzw. mehrmaliges Hinzugeben von Base zur
Reaktionslosung konnte die Bildung von 49Asn nicht verhindern. Die Reinigung erfolgte durch
priaparative RP-HPLC und ergab eine Ausbeute an Glycopeptidhydrazid 50 von 17 %
(Abbildung 53).
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Abbildung 53: LC-MS des Glycopeptidhydrazids IgG1 Fc 287-320 Nona 50.

Ziel der Synthese von homogenen IgG1 Fc Fragmenten ist auch der Einbau eines biantenniren
N-Glycans mit bisecting GIcNAc 52. Dieses Oligosaccharid sollte eine besonders stabile

Bindung des Fc-Fragments an den Fc-Rezeptor ermdglichen.®
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Abbildung 54: Reduktion des Glycosylazids 51 zum Glycosylamin 52.
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Das bendétigte biantenndre Glycosylazid 51 mit bisecting GlcNAc wurde von 7. Karagiannis
zur Verfiigung gestellt.'*? Dazu wurde das Glycosylamin 52 durch Reduktion von 51 mit
Propandithiol erzeugt (Abbildung 54).!3° Die freie Carboxylgruppe des Peptids 49 wurde
aktiviert und mit dem bisected Glycosylamin 52 gekuppelt (Abbildung 55a).

) OH o 49
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100
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0
<
©
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Abbildung 55: a) Kupplung des bisected Oligosaccharids 52 und b) RP-HPLC
Chromatogramm der Glycokupplung nach 1 d.

Auch bei der Kupplung des Octasaccharidamins mit bisecting GlcNAc 52 entstand das Asn-
Fragment 49Asn als Nebenprodukt (Abbildung 55b). Nach der Entschiitzung wurde das
Glycopeptid 53 durch RP-HPLC gereinigt. Die Ausbeute an Glycopeptid 53 betrug 22 %
(Abbildung 56).
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Abbildung 56: LC-MS des Glycopeptids 53 nach RP-HPLC Reinigung.
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Zusétzlich sollte ein Fc-Fragment mit bisected biantenndrem Oligosaccharid und terminalen

Galactosen aufgebaut werden. Hierzu wurde das bisected Glycopeptid 53 enzymatisch durch

B-1,4-Galactosyltransferase verlidngert (Abbildung 57a).!3?
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Abbildung 57: a) Enzymatische Verlingerung und b) LC-MS des Fc 287-320 Glycopeptids 54.

Die B-1,4-Galactosyltransferase aus boviner Milch (E.C.2.4.1.38) ist eine der am besten
untersuchten eukaryotischen Glycosyltransferasen.!3* Das Enzym katalysiert in Gegenwart von
UDP-Galactose die Ubertragung von Galactose auf die OH-Gruppe in Position 4 von
terminalem N-Acetylglucosamin (GlcNAc).!*® Galactosyltransferasen wurden vielfach zur
Verlingerung von N-Glycanen'*® und Glycopeptiden'?” verwendet.

Der Pufferlosung wurde Rinderserumalbumin (BSA) zugesetzt, um das Enzym zu stabilisieren.
Da UDP die Galactosyltransferase inhibiert, wurde alkalische Phosphatase (E.C.3.1.3.1)
zugegeben.'’> Nach der Reinigung durch Gelfiltration wurde die N-terminale
Thiazolidinschutzgruppe mit Mehtoxamin gedffnet.!*® Die Ausbeute an Glycopeptid 54 belief
sich auf 76 %. Laut LC-MS Analyse wurde das Fragment in guter Reinheit erhalten (Abbildung
57b). Das Thiazolidin des Glycopeptids IgG1 Fc 287-320 Nona 50 wurde analog gedffnet
(Abbildung 58a).
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Abbildung 58: a) Offnung des Thiazolidinrings von Fragment 50 und b) LC-MS des Cys-Peptids
55.

Das Cysteinfragment 55 wurde anschlieBend durch Gelfiltration gereinigt und durch LC-MS
analysiert (Abbildung 58b). Die Ausbeute betrug 86 %.

4.5 Ligation zu IgG1 Fc 261-320 Glycopeptidhydraziden

Das Cys-Glycopeptidhydrazid 55 wurde mit den drei Thioestern 39, 42 und 43 ligiert.
(Abbildung 59a). Die Zugabe von MPAA?! beschleunigt die Ligation, da ein reaktiverer,
aromatischer Thioester gebildet wird. Nach der Ligation wurden die Produkte durch
Gelfiltration gereinigt. Die LC-MS Analysen von IgG1 Fc 261-320 (Thz) 56, IgG1 Fc 261-320
(Acm) 58 und IgG1 Fc 261-320 (PhAcm) 59 sind in Abbildung 59 dargestellt. Die Ausbeute an
IgG1 Fc 261-320 Thz 56 betrug 71 %. Die Ausbeute von Fragment 58 wurde nicht bestimmt.
Die Ausbeute an IgG1 Fc 261-320 (PhAcm) 59 betrug 93 %.
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Abbildung 59: a) Native chemische Ligation zu IgG1 Fc 261-320 Glycopeptiden und LC-MS
von b) IgG1 Fc 261-320 (Thz) 56, c¢) IgG1 Fc 261-320 (Acm) 58 und d) IgG1 Fc 261-320
(PhAcm) 59 nach Gelfiltration.
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Das bisected Glycopeptid IgG1 Fc 287-320 Deca 54 wurde mit dem Thioester IgG1 Fc 261-
286 (PhAcm) 43 ligiert (Abbildung 60a). Nach Gelfiltration und RP-HPLC Reinigung wurde
das Glycopeptid IgG1 Fc 261-320 Deca 57 in 20 % Ausbeute erhalten (Abbildung 60b).
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Abbildung 60: a) Ligation zum IgG1 Fc 261-320 Deca Fragment 57 und b) LC-MS von 57 nach
Gelfiltration und RP-HPLC.

4.6 Entschwefelung von IgG1 Fc¢ 261-320 Glycopeptiden

Zur selektiven Entschwefelung von Cys-287 der Fragmente, 56, 58 und 59 nach Danishefsky
et al. wurden Triscarboxyethylphosphin (TCEP) als Reduktionsmittel und VA-044 als
Radikalinitiator verwendet (Abbildung 61a).2® MESNa wurde hinzugegeben, um die Reaktion
zu beschleunigen. Die Reaktion stattdessen erfolgte unter Schutzgasatmosphire bei 35 °C iiber

18 h. Wurde die Reaktion stattdessen bei RT iiber 18 h durchgefiihrt, war die Entschwefelung
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nicht vollstindig. Es war ein groBer Uberschuss an Thiol und TCEP notwendig, um die

Reaktion zur Vollstiandigkeit zu bringen.
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Abbildung 61: a) Entschwefelung der IgG1 Fc 261-320 Glycopeptide und LC-MS von b) IgG1
Fc 261-320 (Thz) 60; ¢) IgG1 Fc 261-320 (PhAcm) 62; d) IgG1 Fc 261-320 (Acm) 61.

AnschlieBend wurden die entschwefelten Glycopeptide durch Gelfiltration gereinigt. Beim
Thiazolidinfragment IgG1 Fc 261-320 Thz 60 6ffnete sich das Thiazolidin schon zu einem

geringen Teil vor der Entschwefelung. Unter den Entschwefelungsbedingungen war das
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Thiazolidin labil, dadurch wurde das freigesetzte N-terminale Cystein ebenfalls entschwefelt

63 (Abbildung 60b).

Es wurde versucht, das N-terminale Cystein des Hydrazids 64 nach der Ligation als 2-Methyl,
2-Carboxy-Thiazolidin zu schiitzen (Abbildung 62a). Jedoch reagiert auch das Hydrazid mit
Brenztraubensdure zu einem stabilen Hydrazon 66 (Abbildung 62b), wodurch der C-Terminus

ebenfalls blockiert ist.
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Abbildung 62: a) Umsetzung des N-terminalen Cysteins von Fragment 64 mit
Brenztraubensdure und b) RP-HPLC Chromatogramm.

Aufgrund der Labilitdt des Thiazolidins von Glycopeptid 56 wurde mit den Acm- (58) bzw.
PhAcm- (59) geschiitzten Fragmenten weitergearbeitet. Die LC-MS Analyse nach der
Entschwefelung des IgG1 Fc 261-320 (Acm) Fragments 61 zeigte, dass die Acm-Schutzgruppe
unter den Reaktionsbedingungen erwartungsgemiB stabil war (Abbildung 61c).!* Die
Entschwefelung war vollstdndig. Die LC-MS Analyse nach der Entschwefelung des IgG1 Fc
261-320 Cys(PhAcm) Fragments 62 zeigte, dass die PhAcm-Schutzgruppe unter den
Reaktionsbedingungen ebenfalls stabil und die Reaktion vollstdndig war (Abbildung 61d). Die
Ausbeute betrug 69 %. Das Fragment IgG1 Fc 261-320 Deca 57 wurde analog entschwefelt
(Abbildung 63a).
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Abbildung 63: a) Entschwefelung von Fragment 57 und b) LC-MS von IgG1 Fc 261-320 (Deca)
67.

Das LC-MS zeigte die Vollstindigkeit dieser Reaktion (Abbildung 63b). Im Massenspektrum

sind lediglich Fragmentierungen des Oligosaccharids zu finden.

4.7 Abspaltung der PhAcm-Gruppe des 261-320 Glycopeptids

Um eine native chemische Ligation am N-Terminus der Fc 261-320 Glycopeptide 61 und 62
zu ermoglichen, wurde versucht die Acm und PhAcm Gruppe zu entfernen. F. Wunderlich hat
wihrend seiner Bachelorarbeit die Entschiitzung der Acm- bzw. PhAcm- Schutzgruppe
untersucht.'*® Es stellte sich heraus, dass unter den gleichen Bedingungen die Acm-
Schutzgruppe schwieriger zu spalten war als die PhAcm Schutzgruppe. Daher wurde die
Entschiitzung der PhAcm Gruppen 62 durch AgOAc in TFA getestet. Zu einer 1 mM Ldsung
von Fc 261-320 Cys(PhAcm) 62 in TFA wurden 60 eq AgOAc gegeben (Abbildung 64a). Nach
12 h wurde Ag" durch DTT als Sulfid ausgefillt. Der Anteil an Produkt 68 lag allerdings nur
bei ca. 50 %. Das Rohprodukt wurde durch RP-HPLC gereinigt, wonach 68 in einer Ausbeute
von 36 % erhalten wurde (Abbildung 64b).
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Abbildung 64: a) PhAcm-Abspaltung von IgG1l Fc 261-320 (PhAcm) 62 und b) RP-HPLC
Chromatogramm von IgG1 Fc 261-320 68.

Eine Ligation des Glycopeptids 68 mit dem IgG1 Fc 223-260 Thioester 36 gelang jedoch nicht.
Daher wurde versucht, die PhAcm- Schutzgruppe enzymatisch zu entfernen. F. Albericio et al.
zeigten, dass PhAcm-Schutzgruppen von Cysteinen im Peptid durch immobilisierte Penicillin
G Acylase entfernt werden konnen.!'?* Das Prinzip ist in Abbildung 65 dargestellt.!?> Penicillin
G Acylase (E.C. 3.5.1.11) ist eine Hydrolase, die spezifisch Phenylacetamidbindungen
hydrolysiert. Kommerziell hat PGA grofle Bedeutung bei der industriellen Produktion von

Betalactam Antibiotika wie Penicillin G.

Die enzymatische Abspaltung einer N-terminalen PhAcm-Schutzgruppe wurde an der
Peptidylsdure IgG1 Fc 261-286 69 getestet. Das Peptid wurde in 0.1 M Tris-Puffer bei pH 7
gelost und anschlieBend wurden 0.45 U an 16slicher PGA hinzugegeben. EDTA wurde
verwendet, um eventuell vorhandene Metallionen zu chelatisieren. Zuséitzlich wurde DTT als
Reduktionsmittel eingesetzt. Die Reaktion wurde 1 h unter Schutzgasatmosphire inkubiert

(Abbildung 66a).
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Abbildung 65: Enzymatische Abspaltung der PhAcm Schutzgruppe bei Peptiden durch
Penicillin G Acylase
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Abbildung 66: a) PhAcm-Entschiitzung von IgG1 Fc 261-286 69 durch PGA und b) RP-HPLC

Chromatogramm.
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Laut LC-MS Analyse wurde neben dem gewlinschten Produkt 71 hauptsdchlich das
Thiazolidinderivat 72 gefunden (Abbildung 66b). Ein Problem bei der Freisetzung von N-
terminalen Cysteinen ist, dass generell eine Folgereaktion mit Aldehyden mdglich ist. Daher
wurde zusdtzlich Cystein (20 mM) in die Reaktionslosung gegeben, um die Bildung von
Thiazolidinen zu reduzieren. Die enzymatische Spaltung wurde mit dem IgG1l Fc 261-320
Glycopeptid 62 getestet (Abbildung 67a). Dieses Fragment war allerdings in der wéssrigen
Pufferlosung nicht 16slich. PGA kann auch in Gegenwart von organischen Losungsmitteln wie
MeOH, DMF, NMP verwendet werden.'”® Zunichst wurde daher 20 % CH3;CN zur
Loslichkeitsverbesserung in die Reaktionslosung gegeben. Aufgrund der bleibenden
Loslichkeitsprobleme war die Reaktion auch nach mehrmaliger Zugabe von PGA nicht

vollstindig (Abbildung 67b).

H
a) N_S CHs v
o | N
HoN Fc 261-320 I/ “NH,

62

2mM EDTA in H,O pH 7 + 20 % CH3CN

HS CHs v
| N
HzN Fc 261-320 I/ “NH,

68

l 900 mU Penicillin G Acylase, 20 mmM Cystein,

o
~

e
o
(=]

68 — — 62

o rel. Abs. [%]

4000 1500 2000 2500 3000  Zeit[min]

Abbildung 67: Enzymatische Entschiitzung der PhAcm-Gruppe von 62 und b) RP-HPLC

Chromatogramm von 68.

SchlieBlich wurde eine Konzentration von 2 M Guanidiniumchlorid in der Reaktionslosung
eingestellt, wodurch eine vollstidndige Loslichkeit von Fragment 62 erzielt wurde (Abbildung
68a). Nach 3 h war die Entschiitzung vollstindig und wurde durch die Zugabe von DTT
beendet. Das Rohprodukt wurde durch Gelfiltration gereinigt und ergab das Cysteinfragment
IgG1 Fc 261-320 in guter Reinheit und mit 60 % Ausbeute (Abbildung 68b). Der Anteil an

gebildetem Thiazolidin 60 war gering.
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62
a)
Penicillin G Amidase 7.3 mU
20 mmM Cystein, 2 mm EDTA in
2 M GdmCl, 0.1 M NaH,PO, pH 7
HS v
§
HzN Fc 261-320 P “NH,
68 (60 %)
b)
100
e o IMGHP
=1 100 s ya69-23 Mot 68 —
% £ [M+11H]“; 190 30pp7n e
o =1 366,01 1246.0 [M+5H]
<. EU ?gsi” .l .1\ %;15359 H‘M.UG —_ 60
o ) 500 1000 1500 2000 miz
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 68: a) Enzymatische Entschiitzung von 62 in Gegenwart von 2 M GdmCl und b) LC-
MS des Glycopeptids 68 nach Gelfiltration.

4.8 Ligation zu IgG1 Fc 223-320

H SH

) il : U LI SR

| Fc 261-320 NN,
68

1. Native chemische Ligation:
8 M GdmCI, 0.1 M NaH,PQOy, 0.1 M MPAA,
5mM TCEP, pH 7

2. RP-HPLC
SH SH SH CHs v
[ | | H
HN—| Fc 223-320 NN,
73 (40 %)
b)
-+1 2H] 2
1 @ — 73 [M*13Hl'y1[oea.?3
9 100 [M-+14H] 981.98 (MR MEAOHTS o
— = 911 85 1168037 1276.26 [ I
o £, [M+15H] 1417.97 pegHp .
= 851.14 (M-+7HI™
5 = 51. ‘L 159507 92
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Abbildung 69: a) Native chemische Ligation von 68 mit dem Thioester 36 und b) LC-MS von
IgG1 Fc 223-320 Nona 73 nach RP-HPLC.

Das Glycopeptid 68 wurde mit dem IgG1 Fc 223-260 Thioester 36 ligiert (Abbildung 69a).
Nach 3 d Reaktionszeit erfolgte die Reinigung durch RP-HPLC. Die Ausbeute betrug 40 %.

Das Fragment 73 konnte in guter Reinheit isoliert werden (Abbildung 69b).
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AnschlieBend wurde das Hydrazid 73 diazotiert und zum Thioester 74 umgesetzt (Abbildung
70).'4! Die anschlieBende Ligation des Thioesters 74 mit dem rekombinanten Cysteinfragment
75'4? war jedoch erfolglos. Peptidthioester mit C-terminalen Lysin kénnen ein e-Caprolactam
(76) bilden, wobei diese Nebenreaktion in diesem Fall wahrscheinlich schon bei der Thiolyse

von Peptid 73 begann.'*?

73

6.5 eq NaNO,, -24 °C, pH 3
2. MMBA, pH 6-7, RT

0
SH SH SH CH v
[ | [ VQ)%H
HN— Fc 223320 H/S

0

J 1.6 M GdmCI, 0.1 M NaH,POyq,

74

8 M GdmCl, 0.1 M NaH,POy,,
0.1 M MPAA, 5 mM TCEP, pH 7

SH

|
HoN— Fc 321-447 l-oH
75

LU L G
HoN—] Fc 223-320 Kk NH

. L/

Abbildung 70: Aktivierung des Hydrazids 73 und native chemische Ligation mit dem Cys-Peptid
75.

Diese Reaktion zum g-Caprolactam 76 ist nicht reversibel und erlaubt keine Ligation. Folglich
sollte eine orthogonale Schutzgruppe fiir das C-terminale Lysin'* gesucht werden, um

Nebenreaktionen auf der Stufe des Thioesters zu verhindern.
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5. Semisynthese von Bikunin

Der therapeutisch eingesetzte Proteaseinhibitor Bikunin diente als Modellproteoglycan, um
eine Semisynthese fiir N-glycosylierte Proteoglycane zu entwickeln. Bikunin ist {iber sechs
Disulfidbriicken stabilisiert. Das N- und O-glycosylierte Bikunin 1-147 M sollte durch
sequentielle native chemische Ligation!!® aufgebaut werden. Dafiir sollte der O-
Glycopeptidthioester N und das N-Glycopeptidhydrazid O bereitgestellt werden. Das
Cysteinfragment Bikunin 51-147 Q mit N-terminalem Hiss-SUMO Tag sollte durch

rekombinante Expression aus E. coli gewonnen werden.

. 51 72 107 128
HO- S: \
T o] 35 vts? 59 T 91 T 115?
HoN—] [ [ Bikunin |—oH
I T [ |
1 10 147
i —
26 76 82 132
M

1. oxidative Ruckfaltung
2. sequentielle native chemische Ligation

HO O
”%’o 0 HS] SH ! 0 HS SH SHSH SH SH SH SH SHSH
. NHz
HoN— b osR HoN N HzN)\y({ |-oH
1 25 2 50
N (o)

51 0 147

P
U 3. proteolytische Spaltung von Hisg-SUMO

HaN—{ HissSUMO | FoH
51 147

Abbildung 71: Retrosynthese von N- und O-glycosyliertem Bikunin 1-147 M.

5.1 Synthese von Bikunin 1-25 O-Glycopeptiden

Die lineare Synthese von Bikunin 1-25 wurde zundchst von M. Fischer wihrend einer
Bachelorarbeit versucht und war nicht erfolgreich.'** Folglich wurde eine konvergente
Synthese des Bikunin 1-25 Glycopeptids versucht. Um Bikunin 1-25 durch
Segmentkondensation zu erhalten, wurden das Bikunin 1-9 Peptid 79 und das Bikunin 10-25

Glycopeptid 86 an der Festphase aufgebaut. Die geschiitzte Bikunin 1-9 Peptidylsdure 79
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konnte am 2-Cl-Tritylchlorid-Polystyrol-Harz 77 maschinell synthetisiert werden (Abbildung

72a).
O FmocHN/\n/OH
(0]
C'CI O DIPEA DCM, 20h C'
®
O PS FmocHN
77
1FmocSPPS
215%TFA/DCM
0. Ot-Bu 0.._Ot-Bu
N\)J\HKN\)J\H( \)J\OH
/7/ j\NHTrt j/\OtBu
HN .
79
\/&o r
b) BocHN
1(']_0' [M+H]
X 100 148345
W =
0 —
< 3 {
© ¢ 500 7000 1500
0 e e e T T e
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 72: a) Synthese und b) LC-MS der geschiitzten Peptidylsdure Bikunin 1-9 79.

Die geschiitzte Peptidylsdure 79 wurde mit 1.5 % TFA in DCM vom Harz abgespalten. Es
wurden 536 mg an Rohpeptid erhalten, was einer Ausbeute von 71 % entsprach. Das
Peptidfragment 79 konnte in guter Reinheit erhalten (Abbildung 72b) und wurde in dieser Form
zur Fragmentkupplung eingesetzt. Das Fragment Bikunin 11-25 81 wurde am 2-CI-Trt-
ChemMatrix Harz 33 aufgebaut (Abbildung 73). In den Positionen 20 und 17 wurden
Pseudoprolindipeptide eingebaut. In Position 10 des Peptids wurde die Glycosylaminosiure
Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 eingesetzt. Dieser Baustein wurde von der Arbeitsgruppe Hung zur
Verfiigung gestellt.!*> Ziel war es, an Serin-10 eine Chondroitinsulfatkette aufzubauen. Dies
konnte durch chemische oder durch enzymatische Verldngerung der Glycosylaminosdure 82

erfolgen.
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Ot-Bu

FmocHN/E'(OH

0]
DIPEA, DCM, 20h

, cl ‘
33 » t-BuOHO O ®

FmocHN

1. Fmoc-SPPS
2. 20 % Piperidin/ DMF

SG

O\: ,{ K-K-E-D-S w

SG o\‘» /l E-VL N 25 2.CI-Trt-CM
”ﬁo’
11 )\o

Abbildung 73: Synthese von Bikunin 11-25 81.

Eine Schwierigkeit bei der Kupplung von Glycosylaminoséuren ist, dass O-glycosylierte Serin-
Bausteine zur basenkatalysierten Racemisierung iiber den Oxazolonmechanismus neigen

(Abbildung 74).146

1 o: — : 0 b o 10 25
O‘ 0" O, O. )‘ O‘ o)’
o O O

Abbildung 74: Racemisierung der Glycosylaminosdure 82 iiber den Oxazolonmechanismus.

HO [0} HO [0} HO [0} HO 0
H%/o Aktivierung Hm HMO Hmo
o 1

Daher wurden verschiedene Bedingungen getestet, um die Glycosylaminosdure 82 an das
Fragment Bikunin 11-25 81 zu kuppeln. Zunédchst wurde versucht durch milde
Aktivierungsbedingungen des Bausteins 82 die Epimerisierung zu minimieren. Die O-
Glycosylaminosdure  reagierte gut mit Pentafluorphenyltrifluoracetat 83  zum
Pentafluorphenylester 84 (Abbildung 75).'4” Bei der Kupplung des Pentafluorphenylesters 84
an das Peptid 81 entstand jedoch kaum Produkt.
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Abbildung 75: a) Darstellung und b) RP-HPLC Chromatogramm des Pentafluorphenylesters
84.

Daher wurde versucht, die Glycosylaminosdure 82 als symmetrisches Anhydrid zu kuppeln
(Abbildung 76).!* Die Aktivierung von 82 erfolgte substdchiometrisch mit DIC. Nach
analytischer TFA-Abspaltung vom Harz 86 wurden 24 % an epimerisierten Glycopeptid
gefunden (Abbildung 77a). Da sich das Epimer 86a chromatografisch nur wenig vom Produkt

unterscheidet, war diese Aktivierungsmethode nicht geeignet.

sG
HO 0
B2 o, o, [kkEDs 1-Q
pic.oem Mo o O ON 252.CI-Trt-CM
82 —> OH o z + HoN /Y
FmocHN N NHFmoc 2 - N/y )/,?o
0 g © /Lo o1

1 )

K-K-E-D-S <

252 CI-Trt-CM
FmocHN}\ G-G-G- Q L-V

H

l TFA/TES/H,0 (96/2/2)

H (@]
ﬁcTﬁON/o\ Hﬁmo)\
H H OH
FmocHN™ ™ G.G.G-Q-L-V-T-E-V-T-K-K-E-D-S }-OH *  FmocHN" [ G.G-G-Q-L-V-T-E-V-T-K-K-E-D-S }-OH
10 25 10 25
86a 86e

Abbildung 76: Darstellung des symmetrischen Anhydrids 85 und Kupplung an das Harz 81.
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Abbildung 77: RP-HPLC Chromatogramme der Optimierung der Aktivierungsbedingungen
von Fmoc-Xyl-Ser-OH 82; a) Aktivierung durch das symmetrische Anhydrid 85, b) DIC, HOAt,
¢) DIC, CI-HOBt, d) DIC, HOOBt.

AnschlieBend wurde DIC/ HOAt zur Aktivierung von 82 getestet. Das Harz 81 wurde mit 2 eq
Fmoc-Xyl-Ser-OH 82, 2 eq DIC und 2 eq HOAt in DCM/DMF (1:1) fiir 1.5 h umgesetzt. Die
LC-MS Analyse des Produkts zeigte jedoch 21 % an Stereomutation 86a (Abbildung 77b). Da
Kupplungen im sauren Milieu meist zu weniger Epimerisierung fiihren, wurde CI-HOB als
Additiv getestet. Die weiteren Bedingungen blieben gleich. Das Harz 81 wurde mit 2 eq Fmoc-
Xyl-Ser-OH 82, 2 eq DIC und 2 eq CI-HOBt in DCM/DMF (1:1) fiir 1.5 h umgesetzt. Die LC-
MS Analyse zeigte einen Riickgang auf 13 % Stereomutation 86a (Abbildung 77c¢).

81

OH
82 FmocHN™ “COOH

DIC, HOOBt, DCM/DMF (1/1), 1.5 h

”ﬂok&ol

SG

y | kxens|-Q
j 86 \/-\N /5’ 2-CI-Trt-CM
FmocHN—l $-G-G-G-Q-L-V \/L/Y /=0

86

Abbildung 78: Synthese von Bikunin 10-25 86.
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SchlieBlich wurde das Additiv HOOBt'* verwendet, da HOOBt die Racemisierung bei der
Peptidsynthese stark reduzieren kann.'>® Es kann jedoch gerade bei einem Uberschuss an
HOOBt zu einer Nebenreaktion kommen (Abbildung 79)."°° Daher ist es wichtig, die

Aminosaure mit dem Carbodiimid vorzuaktivieren.

] o Y

i i Peptid—NH 1
_OH < _O__N epud—NH,
N N Y 0—N N—Pepiid
n N=C=N —» B Mo =
N )— N N3 N N3

+ HOOBt
—

Abbildung 79: Nebenreaktion von HOOBt und DIC bei Kupplungen.

Die Kupplung der O-Glycosylaminosédure 82 erfolgte mit 2 eq Fmoc-Xyl-Ser-OH, 2 eq HOOBt
und 2 eq DIC in DMF/DCM (1:1) fiir 1.5 h (Abbildung 78). Diese Kupplungsbedingungen
fiihrten nur zu < 1 % an Epimerisierung laut LC-MS Analyse (Abbildung 77d). Damit konnte
der Kombination aus DIC und HOOBt eine besonders glinstige Methode zur Kupplung der
Glycosylaminosédure 82 gefunden werden.

AnschlieBend konnte die Segmentkondensation mit dem Glycopeptid Bikunin 10-25 86 an der
Festphase und der geschiitzten Peptidylsdure Bikunin 1-9 79 untersucht werden (Abbildung
80a). Da es sich bei der C-terminalen Aminosdure um ein Glycin handelte, konnte 79 mit

PyBOP aktiviert werden. Die Reaktion erfolgte im Mikrowellenreaktor.

a)

86

1. 20 % Piperidin/NMP

2. Bikunin 1-9 79, PyBOP, DIPEA, NMP
2 x 30 min, MW, 55 °C

3. 20 % HFIP/DCM
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Abbildung 80: a) Darstellung des Bikunin 1-25 Glycopeptids 87 durch Segmentkondensation
und b) RP-HPLC Chromatogramm von Bikunin 1-25 87e.
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Nach einer Testentschiitzung mit 96 % TFA wurde das entschiitzte Peptid 87e analysiert. Die
LC-MS Analyse zeigte eine hohe Reinheit des Rohprodukts 87e (Abbildung 80b). Die
geschiitzte Peptidylsdure 87 wurde mit 20 % HFIP in DCM von der Festphase abgespalten.

87

a
) 1. Bu-3-Mercaptopropionat, PyBOP, DIPEA
DMF, -20 °C
2. TFA/TES/H,0 (96/2/2)

%W

HN— A-V-L-P-Q-E-E-E-G-5-G-G-G-Q-L-V-E-V-K-K-E-D-S M/ks/\)\osu

! 88 (26 %) 25
100 - _ [M+3H]3*
31800 955.65
b) ﬂ [ [M-+2H]2*
w - 1433.03
2 E 500 * 1000 L15UU m/;
Z rs
3 R A
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 81: a) Synthese und b) LC-MS des Bikunin 1-25 Thioesters 88.

Der Thioester 88 wurde nach Y. Kajihara'>!' dargestellt (Abbildung 81a). Die Reaktion wurde
3 h bei -20 °C belassen. Die relativ kurze Reaktionszeit und die niedrigen Temperaturen
verhindern meist die Racemisierung. AnschlieBend wurde sauer entschiitzt und durch
Gelfiltration von tliberschiissigem Thiol bzw. Disulfiden befreit. Das Disulfid koeluierte bei der
RP-HPLC Reinigung mit dem Produkt und verhinderte eine Abtrennung der Nebenprodukte.
Nach RP-HPLC (26 %) zeigte der erhaltene Thioester 88 eine hohe Reinheit (Abbildung 81b).

87
a)
1. tert-Butylcarbazat, DIC, CI-HOBt, DIPEA, 0 °C
2. TEAITES/H,O (96/2/2)
HoN—] A-V-L-P-Q-E-E-E-G-S-G-G-G-Q-L-V-E-V-K-K-E-D-S %N NH;
1 89 (20 %) 25
b) — [M+3H] 3+
89
-~ 100 912.81
= = §51.57 [M+2H]2*
a8 = 1 ' J 1368.22
f % 1 1 " .J.AIJ g .l
E 500 1000 1503\_ miz
0 re= e e
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 82: a) Darstellung und b) LC-MS des Bikunin 1-25 Hydrazids 89.
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Zusitzlich wurde das O-Glycopeptid als Hydrazid synthetisiert. (Abbildung 82a).'?” Dazu wurde
die Peptidylsdure 87 in DCM gelost und bei 0 °C mit 3 eq tert-Butylcarbazat, 2 eq CI-HOBt
und 2 eq DIPEA versetzt. Nach der Entschiitzung wurde das Hydrazid 89 durch RP-HPLC
gereinigt (20 %) (Abbildung 82b).

5.2 Enzymatische Verlingerung von Bikunin 1-25 O-
Glycopeptidhydraziden

An dem stabilen Bikunin 1-25 Glycopeptidhydrazid 89 sollte versucht werden, Teile der
Verkniipfungsregion (Linkage) des Proteoglycans (GlcAP1-3Galf1-3GalB1-4XylB1-O-Ser)
enzymatisch aufzubauen. Glycosaminoglycane wie Chondroitinsulfat enthalten generell eine
Gal-B-1,4-Xyl Verkniipfung mit dem Kernprotein. Die B-1,4-verkniipfte Galactose wird von
der Galactosyltransferase P4GalT7 durch Ubertragung von UDP-Glactose auf Xylose
iibertragen.'? Diese Reaktion erfolgt bei pH 6-7.5 und bendtigt Mn?*-Ionen. '3

89
a)
1. 5.5 mU B4GalT7, UDP-Gal, BSA,
alk. Phosphatase, MnCl,, pH 7,4, 30 °C
2. Gelfiltration
OHOH
HO&&/O/&/ )
HoN —|A-V-L-P-Q-E-E-E-G-S-G-G-G-Q-L-V-E-V-K-K-E-D-S }‘/U\N NH;
1 89a 25
OHOH  OHOH
HO&& &@/ m/
b) oH 1
HoN—] A-V-L-P-Q-E-E-E-G-S-G-G-G-Q-L-V-E-V-K-K-E-D-S VKN NH,
1 90 (88 %) 25
10'?0 — 90 [M+3H]3*
& 100 1019.78
@ 3 868.11 [M+2H] 2+
a = £51.35 1529.81
< e \ N
6 0 Joodedetisy A .l' _|
= 500 1000 1500 2000 miz
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 83: a) Enzymatische Galactosylierung von 89 und b) LC-MS von Bikunin 1-25
PIXyl4-p1Gal3-p1Gal 90.

Fir die enzymatische Verlingerung des Xylosyl-Glycopeptids 89 wurde die
Galactosyltransferase f4GalT7'>* von der Arbeitsgruppe H. Clausen'>® zur Verfiigung gestellt.
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Die Reaktion von 89 mit B4GalT7 wurde bei pH 7.4 in Gegenwart von Mn**, BSA, alkalischer
Phosphatase und UDP-Galactose bei 30 °C fiir 1 d inkubiert (Abbildung 83a). AnschlieBend
wurde das Produkt durch Gelfiltration gereinigt und durch LC-MS {iberpriift (Abbildung 83b).
Es war an dieser Stelle unklar, ob die zweite Galactose in der bei Chondroitin notwendigen 1,3-
B-glycosidischen Verkniipfung iibertragen wurde. Uberraschenderweise wurde das erwartete
Produkt 89a nicht gefunden, sondern ausschlieBlich die Ubertragung von zwei Galactosen zu
90 beobachtet. Daher wurde die glycosidische Bindung zwischen den beiden Galactosen durch
NMR analysiert (Abbildung 84) und mit Literaturwerten verglichen.!*® Beide Galactoside sind
B-konfiguriert (Ji<o« = 7.95 Hz, Ji<p« = 7.65 Hz). Durch die 1,3-glycosidische Bindung
zwischen den Galactosen kommt es zu einer Tieffeldverschiebung des C3-Signals der an
Xylose gebundenen Galactose (Tabelle 1). Offensichtlich wurde eine zweite
Galactosyltransferase  (B3GalT6) coisoliert, welche die zweite Galactose der

Verkniipfungsregion iibertragt.

Galactose Galactose Xylose
OH OH OH OH NOE
Aleo Al 0r 2 s o
HO—- 2" -0 3 2 % 90 2 30
¥ ToHN_« " OH ® “oH
NOE
90

Csa < C5b | E
,‘-@CZ =
Cide. = C2
C5'amm o2 O3
cq4= C5
C‘JCS‘
&
@01'01 -8
@
oCc1"

— T r T T — T T — r r —T T
4.5 4.0 36 3.0 F2 [ppm]

Abbildung 84: HSQC Zuordnung des Trisaccharidteils des Glycopeptids 90.
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Tabelle 1: 500 MHz 3C und 'H NMR chemische Verschiebungen des Trisaccharids von
Bikunin 1-25 Xyl4-1Gal3-1Gal 90 gelést in D;O.

XYLOSE Cl 102.6 H1 4.25
C2 72.5 H2 3.12
C3 73.5 H3 3.50
C4 76.2 H4 3.63
C5 62.7 H5'/H5? 3.91/3.20
GALACTOSE® CI¢ 101.2 HI1¢ 433
C2¢ 69.6 H2° 3.48
C3¢ 81.9 H3¢ 3.63
C4° 68.2 H4° 4.00
Cs5¢ 74.8 H5¢ 3.54
GALACTOSE*¢ Cl 104.2 HI 441
c2¢ 70.9 H2¢ 3.40
C3° 72.3 H3* 3.47
C4° 68.3 H4° 3.73
C5° 75.0 H5° 3.49
a) 90
GFP-GIcAT1, UDP-GIcA, BSA,
i alk. Phosphatase, MnCl,, pH 7, 30 °C
OHOH OHOH
Ha?cﬁ&/o%o%/ﬂﬁ/oj o
HN—{ A-V-L-P-Q-E-E-E-G-S-G-G-G-Q-L-V-E-V-K-K-E-D-S EAH/NHz
b) 1 91 25
12?0 — o1 M3k 3
E 1% gog g7 107836 —
<§ = 651.08 | 1617.16
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Abbildung 85: a) Darstellung und b) LC-MS von Bikunin 1-25 p1Xyl4-p1Gal3-p1Gal3- f1GlcA
91.

Da das Trisaccharidglycopeptid 90 die fiir Proteoglycane charakteristische Trisaccharideinheit

aufwies, wurde die enzymatische Ubertragung von Glucuronsiure zur Vervollstindigung der
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Linkage-Region getestet. Die B-1,3-Glucuronyltransferase 3 (GlcAT1) katalysiert den Transfer
von Glucuronsdure auf das Trisaccharid GalB1-3GalB1-4XylB1-O-Ser. GFP-markiertes
GIcAT1 Enzym wurde von der Arbeitsgruppe Moreman zur Verfiigung gestellt.'’ Fiir die
Enzymaktivitit ist Mn?" bis zu einer Konzentration von 2 mM nétig, héhere Konzentrationen
reduzieren allerdings die Aktivitit.'*® Die Glucuronylierung erfolgte iiber zwei Tage bei pH 7
und 30 °C (Abbildung 85a) und wurde durch LC-MS iiberpriift. Nach einem Tag war die
Reaktion nicht vollstindig (ca. 50 % Umsatz). Nach zwei Tagen war vorwiegend Produkt 91
zu finden und nur ein geringer Teil an Edukt 90 (Abbildung 85b). Hiermit konnte gezeigt
werden, dass die Linkage-Region am Glycopeptidhydrazid durch die bendétigten
Glycosyltransferasen aufgebaut werden kann. Gleichzeitig konnte die korrekte Verkniipfung
der 1,3-verkniipften Galactosen indirekt bestétigt werden. Die Tetrasaccharidsequenz ist ein

guter Ausgangspunkt, um daran spiter eine Chondroitinsulfatkette enzymatisch aufzubauen.

5.3 Synthese von Bikunin 26-50 N-Glycopeptiden

Um N-glycosyliertes Bikunin durch native chemische Ligation zugidnglich zu machen, wird das
N-glycosylierte Hydrazid Bikunin 26-50 O benétigt. Zunichst wurde die Synthese von Bikunin
26-50 als Hydrazid am Harz untersucht. Nach K. Barlos et al. wurde Hydrazin-2-Cl-Trityl-CM-
Harz hergestellt.”® Methionin wurde durch Norleucin ersetzt, um Nebenreaktionen wie

Sulfoxidbildung zu vermeiden.
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Abbildung 86: a) Synthese und b) RP-HPLC Chromatogramm von Bikunin 36-50 92.
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Ein allylgeschiitztes Aspartat wurde an der Glycosylierungsstelle 45 eingebaut. Um die
Aspartimidbildung zu reduzieren, wurde ein Pseudoprolindipeptid in Position 47 vor der
Glycosylierungsstelle verwendet. Die LC-MS Analyse von Bikunin 36-50 92 zeigte, dass ein
groBBer Anteil an Aspartimid 92ai entstanden war (Abbildung 86b). Das zum Aspartat 45
benachbarte Glycin ist sterisch wenig anspruchsvoll, sodass es trotz des verwendeten
Pseudoprolins wiahrend der Synthese zur Aspartimidbildung kommen kann (Abbildung 86a).
Diese Nebenreaktion nimmt mit jeder basischen Fmoc-Abspaltung zu. Somit musste eine

andere Moglichkeit gefunden werden, die Aspartimidbildung zu verhindern.

s SG OAl  SG
g p— T3 Y X
N" ™ Q-L-G-Y-5-A-G-P-C-Nle-G-Nle | \r HN—| S-R-Y-F-Y-D-G-T-S-Nle-A VKH/

B Hon 2Cl-
26 o 39 40 o 5@ 50 Trt-CM
MeO OMe

2\, r by
_________ G- N OAll  SG
N"™_Q-L-G-Y-S-A-G-P-C-Nle-G-Nie_} | : /O‘\ .
2% o~ S-R-Y-F-Y-D-G-T-S-Nle-A |~ >N~ Q
H 2-Cl-
95 50 Trt-CM

MeO OMe

Abbildung 87: Segmentkondensation von Bikunin 26-39 und Bikunin 40-50.

Eine sichere Methode, um die Aspartimidbildung an Asp-45 zu verhindern, wire die
Verwendung einer 2,4-Dimethoxybenzyl backbone Schutzgruppe am Amidstickstoff von Gly-
46. Diese Schutzgruppe lieB3 sich in Form der Aminosdure Fmoc-Dmb-Gly-OH einbauen. Die
Synthese des Peptidhydrazids Bikunin 26-50 95 am Harz durch konvergente SPPS wurde im
Rahmen der Masterarbeit von C. Graf untersucht. Die separate Fragmentkupplung von Bikunin
26-39 93 mit einem C-terminalen Pseudoprolin®®* und Dmb-geschiitzten Bikunin 40-50 94

gelang aufgrund der geringen Loslichkeit von 93 allerdings nicht (Abbildung 87).'°
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Abbildung 88: a) Synthese von Bikunin 26-50 97 ohne Pseudoprolin-39 und b) RP-HPLC
Chromatogramm von Bikunin 26-50 97e.

Daher wurde versucht Bikunin 26-50 97 linear am Harz aufzubauen und das Hydrazid
nachtriglich anzubringen (Abbildung 88a). In den Positionen Gly-33, Gly-37 und Gly-46
wurden Dmb-Schutzgruppen eingebaut. Diese Schutzgruppe verhindert die Aspartimidbildung
und hat l6slichkeitsverbessernde Effekte. In Position 31 wurde ein Pseudoprolindipeptid
eingebaut. Das Cystein in Position 26 war als Disulfid geschiitzt, da ein Thiazolidin wihrend
der Entschiitzung in dieser Position nicht stabil war. Das entschiitzte Peptid 97e wurde durch
LC-MS fiiberpriift (Abbildung 88b) und zeigte zahlreiche Nebenprodukte. Daher wurde
versucht, zusitzlich ein Pseudoprolindipeptid Fmoc-Nle-Thr(y™*Mepro)-OH 99 in Position 39

einzubauen. Der Baustein ist kommerziell nicht erhiltlich und wurde nach M. Mutter et al.

hergestellt (Abbildung 89a).!¢!
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Abbildung 89: a) Synthese und b) LC-MS von Fmoc-Nle-Thr(y"“™pro)-OH 99.

Das Dipeptid 98 wurde in THFaps gelost und mit 2,2-Dimethoxypropan und Methansulfonséure
als Katalysator versetzt. Der pH-Wert des Reaktionsgemisches lag bei 4-5. Die Reaktion wurde
20 h bei 85 °C unter Riickfluss und Schutzgas geriihrt. Durch Zugabe von Triethylamin wurde
die Reaktion beendet. Das Rohprodukt 99 wurde durch Flash-Chromatographie gereinigt
(62 %) und zeigte eine gute Reinheit (Abbildung 89b). AnschlieBend wurde die Synthese von
Bikunin 26-50 100 mit dem Pseudoprolindipeptid 99 in Position 39 durchgefiihrt (Abbildung
90).

96
l Fmoc-SPPS
N MeO OMe
SSt-Bu S
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46 50 2-Cl-Trt-
MeO OMe 100 CM
MeO OMe

Abbildung 90: Synthese des geschiitzten Bikunin 26-50 Fragments 100 mit Pseudoprolin an
Position 39.

Eine LC-MS Analyse von Fragment 100e gelang aufgrund von Aggregation und geringer
Loslichkeit nicht. Daher wurde versucht zunédchst einen Zucker zu kuppeln, um die Loslichkeit

des Fragments 100 zu erhohen.
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Abbildung 91: a) Glycokupplung von GlcNAc an der Festphase und b) RP-HPLC

Chromatogramm von 101.

Der Allylester von Asp-45 wurde an der Festphase entschiitzt und anschlieBend GIcNAc-NH>
11 an die freie Carboxylgruppe gekuppelt (Abbildung 90a). Aufgrund der Aggregationstendenz
des Fragments wurde die Glycokupplung im Mikrowellenreaktor durchgefiihrt. Laut LC-MS
wurde das Zielprodukt 101 gebildet (Abbildung 91b). Es wurde auBlerdem eine Deletion von
Nle-36 gefunden (101-Nle), die aufgrund der erschwerten Kupplung an Dmb-Gly entstand.
Daher wurde spiter auf Dmb-Gly in Position 37 verzichtet. Desweiteren wurde auch
allylgeschiitztes Aspartat in Position 45 gefunden 100e. Dies zeigte, dass die Desallylierung an
der Festphase nicht vollstindig war. Da das Fragment eventuell an der Festphase aggregierte
und dadurch die Entschiitzung des Allylesters und die Zuckerkupplung nicht vollstdndig waren,
wurden diese Reaktionen in Losung versucht. Dazu wurde die geschiitzte Peptidylsdure von der
Festphase 100 abgespalten und das C-terminale Hydrazid 102 generiert (Abbildung 92a).
Dieses wurde desallyliert und mit GIcNAc-NH» 11 in Losung gekuppelt. Die Desallylierung
und die Glycokupplung verliefen fast vollstindig, allerdings waren laut LC-MS noch viele
Nebenprodukte zu finden (Abbildung 92b). Eine HPLC-Reinigung des Glycopeptids 103

gelang nicht.
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Abbildung 92: a) Glycokupplung von GlcNAc-NH; 11 in Losung und b) RP-HPLC

Chromatogramm von 103.

Auf Basis der gesammelten Erfahrungen erfolgte eine weitere Optimierung der Synthese von
Bikunin 26-50 an der Festphase (Abbildung 93a). Auf die Dmb-Schutzgruppe in Position 37
wurde verzichtet. Cys-35 wurde als disulfidgeschiitztes Cystein eingebaut, um Oxidationen und
Disulfidbriickenbildung zu vermeiden. Die Synthese wurde maschinell an Trityl-ChemMatrix
Harz 41 durchgefiihrt. Die Kupplungen der Aminosduren Fmoc-Asp(OAll)-OH und Fmoc-Ala-
OH an das Dmb-Glycin erfolgten mit PyBOP und verldangerter Reaktionszeit. Das Pseudoprolin
Fmoc-Tyr(t-Bu)-Ser(¥M*Mepro)-OH sowie Fmoc-Nle-Thr(¥M*Mepro)-OH 99 wurden mit
PyBOP gekuppelt. Die restlichen Aminosduren wurden durch HCTU aktiviert. Fmoc-Cys(St-
Bu)-OH wurde als symmetrisches Anhydrid gekuppelt. Die geschiitzte Peptidylsdure 104
wurde durch milde Acidolyse vom Harz abgespalten. Es wurden 158 mg Rohpeptid erhalten.
Nach analytischer TFA-Entschiitzung konnte das Fragment 104e per LC-MS analysiert werden
(Abbildung 93b). Der Anteil an Nebenprodukten konnten erheblich reduziert werden.
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Abbildung 93: a) Synthese von Bikunin 26-50 104 am Trityl-CM Harz 41 und b) LC-MS des
entschiitzten Peptids 104e.

AnschlieBend wurde 104 in das Hydrazid 105 umgewandelt (Abbildung 94a).!%? Dazu wurde
die Peptidylsidure 104 in DCM gel6st und mit 3 eq tert-Butylcarbazat, 2 eq CI-HOBt und 2 eq
DIPEA versetzt. Die Reaktion wurde bei 0 °C geriihrt. Das Hydrazid 105 wurde durch Flash-
Chromatographie gereinigt. Es wurden 91 % an Produkt 105 in guter Reinheit erhalten
(Abbildung 94b).
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Abbildung 94: a) Synthese des Bikunin 26-50 Hydrazids 105 und b) LC-MS des entschiitzten
Bikunin 26-50 Hydrazids 105e.
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Nach Gomez-Vidal et al. wurde der Allylester von 105 unter Verwendung von immobilisierten
Pd’ in Gegenwart von Phenylsilan in DCMaps entschiitzt (Abbildung 95a).!2® Es handelt sich

dabei um mikroverkapseltes Palladium (Pd EnCat™)!63 auf einer pordsen Polyurea Matrix.

105
a) PPhs0 0 PPhy
Pd EnCat™, NHHN
PhSiHz, DCM, 2.5 h R

SSt-Bu \/o
BocHN N $StBu Neq
31 o~ A-G-P- C Nle-G-Nle I/Ni{’“’ se  OH

(6]
39 ¢~ S.R-Y-F-Y-D-G-T-S-Nle-A <
46| 50 HN—NHBoc
MeO OMe

106

107 (71 %)
MeO OMe

b)
100 [M+3H]3+
= 107e —
=1 100 94548 oy
% g 1418.26
o -
<] = I
© ' 500 1000 1500 2000 miz
T T IR A D Ly, W

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 95: a) Desallylierung zu Bikunin 26-50 107 und b) LC-MS des entschiitzten Bikunin
26-50 Hydrazids 107e.

Damit ist eine einfachere Reinigung der Reaktionslosung gewihrleistet und die Kontamination
der Produkte durch Palladium wird minimiert. Als Ligand wurde der (R, R)-DACH-phenyl Trost
Ligand'®* 106 zugegeben, der als vierzihniger Chelatligand fungiert. Nach 2.5 h unter
Schutzgasatmosphidre wurde die Reaktionslosung abfiltriert, extrahiert und durch Flash-
Chromatographie gereinigt. Es wurden 104 mg Produkt 107 erhalten, was einer Ausbeute von
71 % entsprach. Laut LC-MS lag Bikunin 26-50 Asp 107e in guter Reinheit vor (Abbildung
95b).

Die Synthese des Glycopeptids 108 erfolgte durch Aktivierung des Peptids 107 mit HATU und
Kupplung an das Nonasaccharidamin 48 (Abbildung 96a). Das Dmb-Glycin vor der
Glycosylierungsstelle verhinderte eine Aspartimidbildung. Es wurde darauf geachtet, dass die

Kupplungslosung basisch war (~pH 9).
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Abbildung 96: a) Synthese und b) RP-HPLC Chromatogramm von Bikunin 26-50 Nona 108.

Nach vier Tagen wurde eine Entschiitzung mit TFA vorgenommen und die Produkte wurden
durch LC-MS analysiert (Abbildung 96b). Neben dem Glycopeptid Bikunin 26-50 Nona 108
war noch Edukt 107e vorhanden. Nach préiparativer RP-HPLC Reinigung wurde Bikunin 26-
50 Nona 108 in 8 % Ausbeute erhalten. Laut LC-MS waren noch leichte Verunreinigungen

vorhanden (Abbildung 97).
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Abbildung 97: LC-MS von Bikunin 26-50 Nona 108 nach RP-HPLC Reinigung.

L. Perkams entwickelte im Zuge seiner Dissertation eine Methode, um das Nonasaccharidazid
47 in héherer Qualitiit zu erhalten.'®® Das daraus gewonnene Glycosylamin 48 wurde ebenfalls

an Bikunin 26-50 Asp 107 gekuppelt (Abbildung 98a).
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Abbildung 98: a) Darstellung und b) RP-HPLC Chromatogramm des Glycopeptids 108; c) LC-
MS von Bikunin 26-50 Nona 108 nach RP-HPLC Reinigung.

Bereits nach einem Tag war die Umsetzung laut LC-MS vollstindig (Abbildung 98b). Nach
RP-HPLC Reinigung wurde das Glycopeptid 108 in 28 % Ausbeute erhalten. Da sich die
Nebenprodukte leichter abtrennen lieen, konnte auch die Reinheit des Produkts erhoht werden
(Abbildung 98c). Die Reinheit der N-Glycanazide trigt wesentlich dazu bei, die Qualitit und

Ausbeuten an Glycopeptiden zu verbessern.

Untersuchungen der Struktur des N-Glycans von Bikunin aus humanem Urin ergaben, dass es
sich um ein biantenndres N-Glycan des komplexen Typs handelt, das a-2,6 verkniipfte
Sialinsduren trigt.”® Daher wurde das N-Glycopeptid 108 mit der bakteriellen 2,6-
Sialyltransferase (E.C.2.4.99.1) aus Photobacterium Damsela'®® sialyliert. Der Vorteil dieses
Enzyms ist eine hohe Substrattoleranz.'” Fiir chemoenzymatische Sialylierungen von N-

Glycanen und N-Glycopeptiden wurde das Enzym bereits verwendet.'?%137
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Abbildung 99: a-2,6-Sialylierung des Glycopeptids Bikunin 26-50 108.

Das Glycopeptid Bikunin 26-50 Nona 108 (0.4 mM) wurde in 100 mM Tris-Puffer bei pH 8
gelost. AnschlieBend wurden nacheinander BSA, 3 U alkalische Phosphatase, 8 eq CMP-
NeuAc als Dinatriumsalz und 50 mU a-2,6-Sialyltransferase hinzugegeben (Abbildung 99).
Nach 18 h bei 27 °C waren laut LC-MS Edukt 108, einfach sialyliertes Glycopeptid 109, sowie
Produkt 110 zu annihernd gleichen Teilen zu finden (Abbildung 100a).
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Abbildung 100: RP-HPLC Chromatogramme der Optimierung der enzymatischen o-2,6-
Sialylierung von Bikunin 26-50 110.
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Vermutlich war das Glycopeptid aufgrund seines hydrophoben Charakters in 100 mM Tris
Puffer nicht gut l6slich und somit fiir die enzymatische Reaktion nicht gut zugénglich. Daher
wurde die Reaktion auf eine Glycopeptidkonzentration von 0.3 mM verdiinnt. Dadurch konnte
der Anteil an Produkt 110 leicht erhoht werden (Abbildung 100b). Da die Konzentration an
Glycopeptid bereits relativ niedrig war, wurde nach zwei Tagen Reaktionszeit testweise DMF
(10 % v/v) hinzugefiigt, um die Loslichkeit des hydrophoben Glycopeptids zu verbessern. Dies
zeigte einen merklichen Effekt (Abbildung 100c), da anschlieBend weniger unvollstindig
sialyliertes Glycopeptid zu finden war. Das Enzym toleriert geringe Mengen an DMF
offensichtlich gut. AnschlieBend wurden das Enzym und Salze durch Gelfiltration abgetrennt
und das Rohprodukt durch RP-HPLC gereinigt (Abbildung 101). Auf einer Hydro C18 HPLC
Sdule von YMC lieBen sich das Edukt 108 und das einfach sialylierte Zwischenprodukt 109

problemlos trennen.
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Abbildung 101: LC-MS von Bikunin 26-50 Undeca 110 nach HPLC Reinigung.

Die HPLC Trennung wurde unter Zusatz von Ameisensdure durchgefiihrt (anstelle von TFA),
um die Hydrolyse der sdurelabilen Sialoside zu vermeiden. Eine Ausbeute wurde nicht
bestimmt, da es sich nur um eine Testreaktion handelte. Somit konnte gezeigt werden, dass sich
sowohl die Glycopeptidhydrazide Bikunin 1-25 89 und 26-50 108 durch geeignete

Glycosyltransferasen verlangern lassen.

5.4 Synthese von N- und O-glycosylierten Bikunin 1-50 Fragmenten

Um die Reaktivitit des O-Glycopeptidthioesters Bikunin 1-25 88 zu untersuchen, wurde dieser
mit dem N-Glycopeptid 108 durch native chemische Ligation verkniipft (Abbildung 102a). Die
Reaktion wurde in 8 M GdmCl mit 100 mM MPAA und 5 mM TCEP durchgefiihrt. Der
Thioester 88 wurde im Uberschuss (1.5 eq) eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von zwei

Tagen wurde die Ligation durch Zugabe von 100 mM DTT gestoppt.
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Abbildung 102: a) Native chemische Ligation und b) LC-MS von Bikunin 1-50 111.

AnschlieBend wurden Salze und Thiole durch Gelfiltration entfernt. Das Produkt 111 wurde
durch RP-HPLC gereinigt (39 % Ausbeute) und per LC-MS analysiert (Abbildung 102b).

Zur enzmatischen Sialylierung wurde das Fragment Bikunin 1-50 Nona 111 in 100 mM Tris-
Puffer bei pH 8 gelost. Das Glycopeptid war bei einer Konzentration von 1 mM gut 16slich.
AnschlieBend wurden nacheinander BSA, 2 U alkalische Phosphatase, 24 eq CMP-NeuAc als
Dinatriumsalz und 60 mU a-2,6-Sialyltransferase hinzugegeben. Die Reaktion wurde 18 h bei
30 °C geschiittelt (Abbildung 103a). Laut LC-MS waren hauptséchlich das Zielprodukt 113,
wenig Edukt 111 sowie einfach sialyliertes Glycopeptid 112 zu finden (Abbildung 103b). Das
Edukt 111 und das Zwischenprodukt 112 sind vom Produkt 113 chromatographisch trennbar,
obwohl es sich um ein langes Glycopeptid aus 50 Aminosduren handelt. Von generellemVorteil
war dabei, dass das Fragment Bikunin 1-50 111 besser 19slich war als das hydrophobe Bikunin
26-50 Fragment 108. Da die Nebenprodukte gut abgetrennt werden konnten, wurden weitere

enzymatische Reaktionen am Bikunin 1-50 Fragment 113 durchgefiihrt.
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Abbildung 103: a) a-2,6-Sialylierung von 111 und b) LC-MS von Bikunin 1-50 Undeca 113

nach Gelfiltration.

Fir die enzymatische Verlingerung der Xylose von 113 wurde die Mischung aus

Galactosyltransferasen f4GalT7 und p3GalT6 (H. Clausen'®) eingesetzt. Die Reaktion wurde

bei pH 7.4 in Gegenwart von Mn?*, BSA, alkalischer Phosphatase und 4 eq UDP-Gal bei 30 °C

fiir 1 d inkubiert (Abbildung 104a).
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Abbildung 104: a) Galactosylierung und Bikunin 1-50 113 und b) LC-MS von Bikunin 1-50 114
nach Gelfiltration.

Die LC-MS Analyse ergab einen hohen Umsatz (Abbildung 104b). Nebenprodukte gingen z. T.
auf die unvollstindige Sialylierung zuriick. Nach der Abtrennung von Enzymen und Salzen
durch Gelfiltration wurde 114 in 72 % Ausbeute erhalten. Das Glycopeptid Bikunin 1-50 113
stellt ein gutes Substrat fiir die Galactosyltransferasen dar, da die Umsetzung besser war als
beim Bikunin 1-25 Fragment 89. Zum vollstindigen Aufbau des Tetrasaccharids der Linkage-
Region wurde die mit GFP-fusionierte Glucuronyltransferase (GIcAT1) der Arbeitsgruppe
Moreman eingesetzt."’” Die Reaktion erfolgte iiber zwei Tage bei pH 7 und 30 °C (Abbildung
105a).
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Abbildung 105: a) Glucuronylierung von Bikunin 1-50 114 und b) LC-MS Bikunin 1-50 115
nach Gelfiltration und RP-HPLC.
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Im Gegensatz zur Glucuronylierung von Bikunin 1-25 90 war die Umsetzung des Bikunin 1-50
Fragments 114 bereits nach einem Tag vollstindig. Nebenprodukte wurden per RP-HPLC
abgetrennt (Abbildung 105b). Damit konnte gezeigt werden, dass sich N- und O-
Glycosylierungen auch in einem Glycopeptid mit einer Lange von 50 Aminosduren selektiv
durch Glycosyltransferasen einbringen lassen. Trotz der Linge des Glycopeptids lassen sich

kohlenhydratbasierte Nebenprodukte chromatographisch noch gut abtrennen.

5.5 Synthese von N- und O-glycosyliertem Bikunin 1-147

Um das Volllingenglycoprotein Bikunin 1-147 aufzubauen, wurde die native chemische

Ligation ausgehend von dem Bikunin 1-50 Glycopeptidhydrazid 111 untersucht.

a HO 0
) HMO SH SH
OH ) ] o
HoN— Bikunin 1-50 M)\H—NH2
10 111 45
1. NaNO,, pH 3-4, 50 min, -24 °C
2. MMBA, pH 7, 1h, RT
HO o]
Hmo SH SH v
OH T 0
HoN—| Bikunin 1-50 %s“@
10 116 (85 %) 45 COOH
HOOC\Q\\
HOIEO o S
O Oﬁ §H v o HSOE&OH oﬁ SH S v o
J | |
HoN—] Bikunin 1-50 W * HoN—] Bikunin 1-50 |)\S/\©\
e 17 ts\y 10 18 45 COOH
HO’zO o Hs._ HS
O B ] j o
* O HNA Bikunin 1-50 h)\m_l
10 45
119
b
) M+5H]5  (+aH] 4+
100 — M6 . 142451 1780.30
=) 100 1688.90
= = 528.13
5] -
2 SN \ 11 |1u
<< 17 0 s o
5 — 118 500 1000 1500 2000 miz
LO 119 —
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 106: a) Diazotierung und Thioveresterung von Bikunin 1-50 111 und b) RP-HPLC
Chromatogramm von Bikunin 1-50 MMBA 116.
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Es erfolgte zunéchst eine Diazotierung des Hydrazids 111 und anschlieende Umsetzung zum
Thioester 116 (Abbildung 106a).'*! Nach A. Reif et al. wurde MMBA fiir die Thiolyse
verwendet, wobei ein relativ stabiler benzylischer Thioester und nur geringfiigig
Nebenprodukte entstanden.'®® Durch LC-MS lieBen sich die Nebenprodukte Thiolacton 117,
Peptidylsdure 119 und gemischtes Disulfid 118 identifizieren (Abbildung 106b).

Das Fragment Bikunin 51-147 120 wurde im Zuge der Masterarbeiten von 4. Dawood'® und
D. Rau'" rekombinant aus E. coli gewonnen und mit dem durch Gelfiltration gereinigten
Thioester 116 ligiert (Abbildung 107a). Die Ligation wurde nach einer Reaktionszeit von zwei
Tagen durch Zugabe von 100 mM DTT gestoppt. Laut LC-MS wurde das gewiinschte
Reaktionsprodukt Bikunin 1-147 121 erhalten (Abbildung 107b).
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Abbildung 107: a) Native chemische Ligation zu Bikunin 1-147 121 und b) LC-MS von 121 aus

der Ligationslésung.

Um Bikunin 1-147 auch mit enzymatisch verldngerten N- und O-Glycanen zugénglich zu
machen, wurde die native chemische Ligation mit dem Bikunin 1-50 115 Hydrazid untersucht.
Es erfolgte eine Diazotierung des Hydrazids von Fragment 115 und anschlieBende Umsetzung
zum Thioester (Abbildung 108a).'*! Die Sialinsiuren waren gegeniiber dem niedrigen pH-Wert
aufgrund der niedrigen Temperatur stabil. Durch LC-MS wurde die Vollstindigkeit der

Reaktion iiberpriift. Der Thioester 122 war nur gering in 20-50 % CH3CN/H20 16slich und
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konnte daher nicht gereinigt werden. Die geringe Loslichkeit konnte auch auf eine

Disulfidbildung der freien Cysteine zurlickzufiihren sein.
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Abbildung 108: a) Diazotierug und Thiolyse des glycosylierten Bikunins 1-50 115 und b) LC-
MS von Bikunin 1-50 MPAA 123.

Um die schwierige Reinigung des Thioesters 22 zu umgehen, wurde die Diazotierung von 115,
Thiolyse und native chemische Ligation durch eine one pot Reaktion versucht.!*! Dabei wurde
der MPAA-Thioester hergestellt (Abbildung 108a), um die Umesterung bei der Ligation zu
beschleunigen. Aulerdem wurden nur 4 eq statt 6.5 eq NaNO> eingesetzt, da iiberschiissiges
Nitrit intermediér nicht entfernt werden konnte. Die Bildung des MPAA-Thioesters 123 konnte
durch LC-MS nachgewiesen werden (Abbildung 108b). Als Nebenprodukt war das Thiolacton
124 zu finden. Daneben wurden MPA A-Disulfide und deren Addukte gefunden. Mit dem rohen
Thioester 123 wurde eine native chemische Ligation mit dem Cysteinfragment 125
durchgefiihrt (Abbildung 109a). Das LC-MS zeigte nach 4 d nur eine geringe Bildung des
gewiinschten Produkts 126 (Abbildung 109b).
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Abbildung 109: a) Native chemische Ligation zum Bikunin 1-147 Fragment 126 und b) LC-MS

von 126 aus der Ligationslosung.

Ausbeuteverluste bei der Herstellung des Thioesters konnen durch Oxidation des Bikunin 1-50
Fragments 115 an den freien Cysteinen auftreten. Daher sollte versucht werden, die zwei freien
Cysteine selektiv zu schiitzen, bevor das Fragment enzymatisch verlangert wird. Als mogliche
Schutzgruppen kénnten gemischte Disulfide eingesetzt werden.!!” Bei der Ligation werden
diese Schutzgruppen entfernt. Es ist allerdings schwierig anhand der ersten zwei Testligationen
Schlussfolgerungen zu ziehen, weshalb die Ligation zum Glycopeptid 121 trotz freier Cysteine
gelang und die Ligation zum Glycopeptid 126 nicht erfolgreich war. Eventuell hatte die
Enzymreaktion einen Einfluss auf die Cysteine in Peptid 115. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass die Linkage-Region am Glycopeptidhydrazid 115 durch Glycosyltransferasen aufgebaut
werden kann. An der Tetrasaccharidsequenz sollte sich auch eine Chondroitinsulfatkette
enzymatisch anbringen lassen. Damit stellen diese Ergebnisse erste Beitrdge der noch wenig

untersuchten chemoenzymatischen Synthese von Proteoglycanen dar.
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5.6 Riickfaltung und Aktivititstests vom semisynthetischen Bikunin 121

Die Riickfaltung eines denaturierten Proteins ist von verschiedenen Parametern abhingig, wie
der Temperatur, dem pH-Wert, zugesetzten Thiolen, niedermolekularen Substanzen und
Salzen. Nicht denaturierende Konzentrationen an chaotrophen Salzen, wie GdmClIl, konnen
einen positiven Einfluss auf die Faltung haben. Bei der Expression von glycosyliertem Bikunin
in Siugerzellen ist die Bildung von Aggregaten relativ hoch.!” Dies mindert die Aktivitit des
Proteins. Daher wurden verschiedene Methoden entwickelt, um denaturiertes Bikunin
zuriickzufalten. Anhand dieser experimentellen Details wurden die Bedingungen fiir die
Riickfaltung des semisynthetischen Bikunins 1-147 121 gewihlt (Abbildung 110).!7° Der
Ligationsansatz mit 121 wurde unter anaeroben Bedingungen mit einem argininhaltigen Puffer
schnell auf 1 M GdmCIl verdiinnt und anschlieBend gegen 1 M GdmCI, 100 mM DTT und
Arginin dialysiert. Dadurch wurde das Thiol MPAA entfernt, das sonst gemischte Disulfide mit
den 12 Cysteinen von 121 ausbildete und die Riickfaltung behinderte. Die Riickfaltung von
Bikunin 121 wurde in Gegenwart von 0.5 M L-Arginin durchgefiihrt.!”! L-Arginin ist ein hiufig
verwendetes Additiv bei Riickfaltungen, wobei der Wirkmechanismus unklar ist. L-Arginin
wirkt leicht destabilisierend auf Proteine!’?, vergleichbar mit Chaotropen wie GdmCI. Es ist
anzunehmen, dass L-Arginin fiir eine bessere Loslichkeit der Intermediate wiahrend der Faltung
sorgt.

HO 0
HO/mOH/OW ?H ?Hv SH SH SH SH SH SH SH SH SH SH

[ 1 [ ] [ N O
HN—| Bikunin |-oH

1 10 45 147

121

1. 0.5 M GdmCI, 50 mM Tris, 157 mM NaCl,
0.5 M L-Arginin, pH 8
2. 2 mM Glutathion

51 72 107 128
"o A o v $S——sS S S
oH ) 35 457 59 | 91 [ 115
HoN—| Bikunin I-oH
| | | |
o0 | & ] s & ]
s S s s
26 76 82 132
1212 (68 %)

Abbildung 110: Oxidative Riickfaltung von Bikunin 1-147 121.
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Um die Bildung von Aggregaten moglichst gering zu halten, wurde eine niedrige
Proteinkonzentration von 0.5 mg/mL gewihlt.!”? Als Redoxsystem'’* wurde nach 24 h
Glutathion (GSH) zugesetzt, um ein reshuffling der Disulfide zu erméglichen. Zusétzlich wurde
die Proteinlosung zwei Tage an Luftsauerstoff inkubiert. Die Oxidation des Proteins konnte
massenspektrometrisch verfolgt werden. Das riickgefaltete Bikunin 121a wurde durch

Gelfiltration und RP-HPLC gereinigt und per LC-MS analysiert (Abbildung 112b).
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Abbildung 111: Chromatogramm der Gelfiltration von Bikunin 1-147 121a.

Der Anteil von Aggregaten 121b nach der oxidativen Riickfaltung war laut Gelfiltration sehr
gering (Abbildung 111). AuBerdem verschob sich die Anzahl der Ladungen bei ESI-MS
Messungen von hohen Ladungszahlen von 121 (denaturiert) (Abbildung 112a) zu niedrigeren
Ladungszahlen von 121a (oxidiert), da sich die Oberflichenstruktur des Proteins dnderte. Die
Abtrennung des Cys-Peptids Bikunin 51-147 120 durch RP-HPLC konnte nicht vollstindig
erreicht werden. Die isolierte Ausbeute an 121a nach Ligation, oxidativer Riickfaltung und

Reinigung betrug 68 %.
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Aus dem CD-Spektrum lie3 sich die Faltung des Proteins erkennen (Abbildung 112c¢). Das
Referenz-CD-Spektrum zeigte dhnliche Kurven (Abbildung 112d).!7
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Abbildung 112: a) ESI-MS von reduziertem Bikunin 1-147 121; b) LC-MS von 121a nach RP-
HPLC Reinigung und c) CD-Spektrum von gereinigtem Bikunin 1-147 121a (15 mM), in 10 mM
NaH>PO4, 100 mm NaCl, pH 8.5, 25 °C. d) CD Spektrum von rekombinant gewonnenem

Bikunin.'”?

Durch Ultrazentrifugation wurde gezeigt, dass natives Bikunin in Ldsung als Monomer
vorliegt.!”® Bikunin verhilt sich bei der Gelfiltration wie ein globulires Protein und bei SDS-
PAGE wie ein Protein groBerer Molekularmasse.!”” Entsprechende Effekte wurden bei der

Gelfiltration und der elektrophoretischen Analyse von 121a beobachtet (Abbildung 113).
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Abbildung 113: SDS-Gelelektrophorese von Bikunin 1-147 121a (17.7 kDa) (Bahn 2). Bahn 1:
MW Standard.

Da die CD-Spektren des semisynthetischen Bikunins 121a wenig aussagekréftig waren, wurde
die biologische Aktivitit als Trypsininhibitor getestet.!’® Die Aktivitit von Trypsin kann durch
die Spaltung von N-Benzoyl-D,L-Arginin-p-nitroanilid (BAPNA) nachgewiesen werden
(Abbildung 114). Dabei entsteht p-Nitroanilin, dessen Konzentration bei einer Wellenldnge von
410 nm spektroskopisch nachgewiesen werden kann. Indirekt kann so eine Inhibitor-Aktivitét
von Bikunin 1-147 121a gegeniiber Trypsin gemessen werden (Abbildung 115). Es wurden
1 ug, 2 ug und 5 pg semisynthetisches Bikunin 121a mit 25 ug Trypsin inkubiert und
anschliefend wurde BAPNA zugegeben.

N02 N02

P

NH Trypsin OH  HN
HN«{L , HO HN—ZL .
% o O

HN

HN
J—NH, J—NH,
HN

HN

BAPNA p-Nitroanilin

Abbildung 114: Nachweisreaktion der Aktivitdit von Trypsin.

Die Absorption bei 410 nm wurde {iber 10 min gemessen. Zum Vergleich wurde kommerzielles
Bikunin aus humanem Urin von Biorbyt (1000 [U/mg) verwendet. Die Aktivitit des
semisynthetischen Bikunins 1-147 121a lag bei ca. 50 % der Bikuninpriparation von Biorbyt.

Allerdings war die genaue Struktur des Bikunins von Biorbyt nicht bekannt. Je nach
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Fragmentierung von Bikunin schwankt die Stirke und Spezifitit der Inhibition.!” Daher war

es schwierig, einen genauen Vergleich aufzustellen.

Aktivitat von Bikunin 1-147 121a

0.6 -

— Positivkontrolle

humanes UTI (Biorbyt):
— 0.251U

— 0.51U

— 11U

— 2 U

— 8.5 IU

A4‘I0

semisynthetisches Bikunin 121a:
- 1,9
- 2 g
-5 ug

017 Zeit [min]
Abbildung 115: Inhibitoraktivitit von Bikunin 1-147 121a gegen Trypsin.
Damit wurde erstmals eine semisynthetische Methode zur Darstellung eines biologisch aktiven

Core-Proteoglycans entwickelt. Dies stellt eine Erweiterung der Synthesemethoden von

Proteoglycanen dar.
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6. Zusammenfassung

Durch die konvergente Glycopeptidsynthese ist es moglich, Bibliotheken von Glycopeptiden
zu  synthetisieren, Anhand solcher  Glycopeptidbibliotheken  konnen — Struktur-
Wirkungsbeziehungen untersucht werden. Das HIV-1 Oberflachenprotein gpl120 ist stark
glycosyliert und wird selektiv von breitneutralisierenden, monoklonalen Antikérpern (z. B.
PG9) erkannt. Es wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Robinson''! ein
glycosyliertes HIV-1 B/C Loop Mimetikum von Phe-159 bis Ala-172 des CAP45% Strangs
synthetisiert. Um den B-Turn in 12 zu stabilisieren, wurde das Templat D-Pro/ L-Pro
verwendet.!®® Ein Pseudoprolindipeptid wurde vor die Glycosylierungsstelle Asn-160
eingebaut, um die Aspartimidbildung bei der Synthese zu reduzieren.!?® Das Peptid 7 (1.8 mm)
wurde mit HATU/HOALt zyklisiert, anschlieBend desallyliert und neben GlcNAc-NH> 11 wurde
auch MansGIcNAc>-NH»> 14 gekuppelt. Beide Mimetika 12 und 15 wurden jedoch nicht vom
Antikorper PG9 erkannt, da das Peptidriickgrad keinen stabilen B-Hairpin aufwies. Darauthin
wurde Alanin-172 durch Valin ersetzt, auerdem wurden Arginin-166 und Leucin-165 entfernt.
Dies fiihrte zum optimierten Glycopeptid 19, das vom Antikorper PG9 erkannt wurde. Zur
Darstellung von Biokonjugaten durch Click-Kupplung wurde ein Glycopeptid aufgebaut. Das
Biotin-Konjugat 25 wurde durch Cu® katalysierte Addition'!® des Alkins 23 an das Azid 22
erhalten. Das V1/V2 Mimetikum konnte an einem geeigneten Carrier auf diese Weise

immobilisiert werden.

LN Nf ot

HuN
19 (30 %
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In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Lichtenstein''® wurde die Synthese von einheitlich
glycosylierten IgG 1 Fc-Fragmenten verfolgt. Es wird vermutet, dass der Abbau von
Motorneuronen bei ALS Patienten mit der Struktur der N-Glycane des Fc-Teils von ALS
spezifischen Antikdrpern zusammenhiingt.” Es soll die Wechselwirkung von unterschiedlich
glycosylierten Fc-Fragmenten mit Fc-Rezeptoren untersucht werden. Die Peptidthioester IgG1
Fc 223-260 36 und IgG1 Fc 261-286 43 wurden durch SPPS, das Glycopeptidhydrazid IgG1
Fc 287-320 50 durch konvergente Glycopeptidsynthese synthetisiert. Auerdem wurde Fc 287-
320 53 mit bisected N-Glycan dargestellt. Das Glycopeptid IgG1 Fc 261-286 59 war durch
Entschiitzung des Glycopeptids 50 und anschlieBender nativer chemischer Ligation mit dem
Thioester 43 zuginglich. Durch metallfreie Entschwefelung®® wurde aus Cys-287 das native
Alanin erhalten. Wihrend der Entschwefelung war das native Cys-261 mit einer PhAcm-
Gruppe geschiitzt. Die PhAcm-Gruppe wurde anschlieBend enzymatisch durch Penicillin G
Acylase!?*!% in 2 M GdmCI entfernt. Die Thiolyse des Hydrazids 73 und anschlieBende
Ligation mit dem Cystein-Fragment 75 gelang jedoch aufgrund der e—Caprolactambildung des

C-terminalen Lysins des Thioesters 74 nicht.

H
e, O Vs
ek
HzN SR ” N v = N-Glycan

261 286 287 320
43 (40 %) 50 (17 %)
l 1. Entschitzung von Cys-287
2. native chemische Ligation

H
ety e Y
_NH
o HoN H 2

261 287 320
59 (93 %)
l 3. Metallfreie Entschwefelung von Cys-287

4. enzymatische PhAcm-Entschitzung (PGA)
5. native chemische Ligation mit Thioester 36
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223 261 287 320
73 (40 %)

6. Diazotierung und Thiolyse
7. native chemische Ligation mit IgG1 Fc 321-447 75

223 260 261 287 v 321 367 425 447
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Die Untersuchung von Proteoglycanen ist von Bedeutung, da verdnderte Glycosaminoglycane
negative Folgen fiir die menschliche Gesundheit haben konnen. '8! Es wurde die Semisynthese

des Modellproteoglycans Bikunin untersucht.

HO 0,
Ho o] HS.
L9 Y o
HoN SR + HoN H'NHZ
1 10 25 26
88

45 50
108

l 1. native chemische Ligation

3. native chemische Ligation mit Bikunin 51-147 120

2. Diazotierung und Thiolyse
4- oxidative Rickfaltung

. 51 72 107 128
HO _
H%/Oj 35 VHT 59 T 91 T 115?
HN—] [ [ Bikunin |—oH
110 | & § ] 4 § |
S s s
26 76 82 132

121a (68 %, 3.-4.)

Bikunin wurde in drei Peptide unterteilt. Das O-Glycopeptid Bikunin 1-25 88 und das N-
Glycopeptid Bikunin 26-50 108 wurden als Thioester bzw. als Hydrazid synthetisiert. Die
Kupplungsbedingungen von der racemisierungsanfilligen O-Glycosylaminosédure 82 wurden
optimiert.'*® Das N-Glycopeptid wurde konvergent unter Verwendung des Glycosylamins 48
erhalten. Das Cysteinfragment Bikunin 51-147 120 mit N-terminalem Hise-SUMO Tag wurde
durch rekombinante Expression aus E. coli hergestellt und durch enzymatische Spaltung des
Hiss-SUMO Tags freigesetzt. Die Verkniipfung des Thioesters 88 mit dem N-Glycopeptid 108
ergab Bikunin 1-50 111. Das N- und O-glycosylierte Bikunin 1-147 121 konnte nach
Umwandlung des Hydrazids 111 zum Thioester und nativer chemischer Ligation mit Bikunin
51-147 120 erhalten werden. Nach oxidativer Riickfaltung wurde Bikunin 121a erhalten, das
inhibitorische Aktivitit gegeniiber Trypsin zeigte.
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7.  Summary

Using the convergent glycopeptide synthesis it is possible to synthesize libraries of
homogeneously glycosylated peptides. By means of these homogeneous glycoforms the
structure-activity relationship can be investigated. The HIV-1 envelop protein gp120 is highly
glycosylated. This represents a target for selective recognition through broadly neutralizing,
monoclonal antibodies (PG9). In the context of HIV-1 vaccine design glycopeptide mimetics
of gp120 could be synthesized, which are recognized by antibodies like PG9.°%57 In cooperation
with the research group of J. A. Robinson'!! the synthesis of a glycosylated HIV-1 B/C loop
mimetic of CAP45% from Phe-159 to Ala-172 was pursued. In order to stabilize the p-turn of
12, the templat D-Pro/L-Pro'®® was incorporated. A pseudoproline dipeptide was incorporated
adjacent to the glycosylation site Asn-160 in order to reduce aspartimde formation.'?® The
peptide 7 (1.8 mM) was cyclised with HATU/HOA't and subsequently desallylated. Afterwards
GlcNAc-NHz 11 and MansGlcNAc2-NH; 14 respectively was coupled. Both mimetics 12 and
15 were not recognized by the antibody PG9, since the peptide backbone did not form a stable
B-haipin structure. Consequently, alanine-172 was replaced with valine and arginine-166 and
Leucin-165 were removed. This led to the optimised glycopeptide 19, which was recognized
by the antibody PG9. In the context of the synthesis of bioconjugates via click chemistry a
glycopeptide was obtained. The conjugate 25 was obtained by a copper(l) catalysed
cycloaddition of the alkyne 23 to the azide 22. The V1/V2 mimetic was then immobilised on

an appropriate carrier.
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In cooperation with the R. G. Lichtenstein research group the synthesis of a library of
homogeneously glycosylated IgG1 Fc-fragments was pursued. The assumption is that death of
neuronal cells in ALS patients is related to the structure of the N-glycans conjugated to the Fc
of ALS-specific antibodies.” The interaction of glycosylated Fc-fragments and its Fc-receptors
should be investigated. The peptide thioesters IgG1 Fc 223-260 36 and IgG1 Fc 261-286 43
were synthesized by solid phase peptide synthesis. The glycopeptide hydrazide 50 was obtained
by convergent glycopeptide synthesis. Besides IgG1 Fc 287-320 53 with bisected N-glycan was
obtained. The glycopeptide IgG1l Fc 261-286 59 was accessible by the deprotection of the
glycopeptide 50 and subsequent native chemical ligation with the thioester 43. By metal free
desulfurization®® the Cys-287, which was incorporated in order to enable a NCL, was converted
to a native Alanine. During desulfuration the native Cys-261 was protected by a PhAcm group.
Subsequent deprotection of the PhAcm group was performed enzymatically by Penicillin G
Acylase!'?*'?% in 2 M GdmCl. Thiolysis of the hydrazide 73 and the last NCL with the Cys-
fragment 75 was not successfull, because of the e—caprolactam formation of the C-terminal

lysine of the thioester 74.
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1. deprotection of Cys-287
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7. native chemical ligation with IgG1 Fc 321-447 75
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The investigation of the glycosaminoglycans of proteoglycans is important, since deficient
GAG’s causes human diseases.'®! Herein the semisynthesis of the core proteoglycan bikunin
was described. Bikunin was split into three fragments. The O-glycopeptide bikunin 1-25 88 and
the N-glycopeptide bikunin 26-50 108 was synthesized as a thioester or hydrazide. The coupling
condition of the O-glycosyl aminoacid 82 was optimized in order to prevent racemization.!*
The N-glycopeptide was obtained in a convergent approach by use of the glycosylamine 48.
The Cys-fragment bikunin 51-147 120 was recombinantly expressed in E. coli and liberated by
enzymatic removal of the Hiss-SUMO tag. The native chemical ligation of the thioester 88 and
the Cys-fragment 108 led to bikunin 1-50 111. Finally, the N- and O-glycosylated bikunin 1-
147 121 was achieved after the conversion of the hydrazide 111 to the thioester 116 and the
subsequnt native chemical ligation with bikunin 51-147 120. After oxidative refolding bikunin

121a was obtained, which showed activity against trypsin.
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4. oxidative refolding

. 51 72 107 128

HO

HoX= Q’OH oj 35 vs T 59 T o1 T 115 T

HN—] | Bikunin |—on
I [ [ [
110 147

i —
26 76 82 132

121a (68 %, 3.-4.)



Experimenteller Teil 107

8. Experimenteller Teil

8.1 Allgemeines

Die Losungsmittel in technischer Qualitdt wurden vor der Verwendung durch Destillation
gereinigt. Das Absolutieren von DCM erfolgte iiber Phosphorpentoxid und von THF {iber
Natrium/Benzophenon. Die Losungsmittel DMF und NMP in p.a. Qualitdt wurden {ber
Molekularsieb gelagert. Das verwendete Wasser war von HPLC-Qualitit. Die
Mischungsverhéltnisse von Losungsmitteln werden im Syntheseprotokoll als Volumenanteile
(v/v) angegeben. Fiir die quantitative Bestimmung des Beladungsgrades und fiir die Messung
der Absorption von para-Nitroanilin wurde ein Spektralphotometer Specord 2000 von Analytik
Jena benutzt.

Die LC-MS-Analysen wurden mit einem Micromass LCT ESI-TOF-Massenspektrometer mit
LC-Kupplung durchgefiihrt. Als HPLC-Anlage wurde eine Agilent HP 1100 Anlage mit
Photodiodendetektor von 200 bis 300 nm eingesetzt. Die LC-Trennungen erfolgten iiber eine
RP-Sdule YMC-Pack Hydro C18 12 nm, S-3 pm (50 x 2.1 mm), YMC-Pack Pro C8 12 nm, S-
3 um (50 x 2.1 mm), YMC-Pack Pro C4 30 nm, S-3 pm (50 x 2.1 mm) bzw. YMC Ultra HT
Hydro C18 12 nm, S-2 pm (30 X 2 mm). Ein Lineargradient aus Acetonitril/Wasser + 0.1 %
Ameisensdure wurde zur Elution verwendet.

Desweiteren erfolgten MS-Analysen mit einem Q Exactive™ Orbitrap Massenspektrometer.
Fiir analytische und priparative Trennungen wurde eine Pharmacia Akta Basic HPLC-Anlage
mit einer Pharmacia Biotech P-900 Gradientenpumpe und einem Pharmacia Biotech UV-900
Detektor verwendet. Die UV-Absorption erfolgte bei 214, 254 und 280 nm. Fiir préparative
reversed-phase HPLC erfolgten die Trennungen tliber eine RP-Sdule Ascentis C18 (250 x
10 mm) und RP-Sdule YMC-Pack Hydro C18 (150 X 10 mm). Ein Lineargradient aus
Acetonitril/Wasser + 0.1 % TFA bzw. Acetonitril/Wasser + 0.1 % HCOOH wurde zur Elution
verwendet. Gelpermeationschromatographietrennungen erfolgten iiber eine Superdex Peptide®
PE Séule (300 x 10 mm) mit 30 % bzw. 50 % Acetonitril/Wasser + 0.1 % TFA bzw. HCOOH
als Laufmittel.

Fir die organische Gelpermeationschromatographie wurde DCM absolutiert und filtriert
(PorengroBe des Filters: 0.45 um). Es wurde eine Agilent 1200-Anlage mit einem
Photodiodendetektor der Serie 1100 verwendet. Die UV-Absorption wurde bei 214, 254 und
280 nm detektiert. Als Gelmaterial diente Biobeads SX-1 (980 x 25 mm).
Festphasenextraktionen erfolgten {iber SepPak Classic C18 Silica-Séulen, 5 g, 55-105 um. Als
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Losungsmittel dienten Eluens A Wasser (0.1 % Ameisensdure) und Eluens B Acetonitril (0.1 %
Ameisensiure).

NMR-Spektren werden an einem Bruker Avance DRX-500-FT-Spektrometer gemessen. Als
Losungsmittel und interner Standard wurden [D¢]-DMSO (8('H) = 2.49 ppm bzw. DO
verwendet. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Tetramethylsilan (6 = 0 ppm)
und wurden in ppm angegeben. Die Zuordnung erfolgte anhand von Spektrensétzen bestehend
aus 'H, 1*C, HH-COSY, HH-TOCSY, NOESY, HMQC-COSY Experimenten.
Diinnschichtchromatographien wurden mit Aluminiumfertigfolien (Alugram Sil G/UV254) der
Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte zum einen {iiber
Fluoreszenzloschung bei 254 nm, zum anderen durch ein Anfarbereagenz. Dieses besteht aus
einer Mischung aus gleichen Teilen 1M Schwefelsdure und 0.2 %-iger ethanolischer
Resorcinmonomethyletherlosung. Darin wurden die DC-Platten eingetaucht und in einem
HeiBluftstrom entwickelt.

Die automatische Festphasenpeptidsynthese wurde an dem Peptidsynthesizer Tribute mit
IntelliSynth™ UV-Monitoring bei 301 nm von Protein Technologies, Inc. durchgefiihrt. Es
wurden 45 mL Reaktionsgefile verwendet und unter Stickstoffatmosphére gearbeitet.
Kupplungen im Mikrowellenreaktor erfolgten in einem pCHEMIST-Gerét der Firma MLS
(Leutkirch, Deutschland) mit faseroptischer Temperaturkontrolle. Die angegebenen Watt-
Werte beziehen sich auf die maximal eingestrahlte Leistung. Zur Flashchromatographie wurde
ein GRACE Reveleris® iES-Flash-System mit einem ELS-Detektor verwendet. Zudem erfolgte
die Detektion durch Absorptionsmessung bei 254 nm und 280 nm.

Die Arbeiten unter anaeroben Bedingungen wurden in einer anaeroben Glovebox von COY
Laboratory Products Inc. (Michigan, USA) durchgefiihrt.

Die Boc-geschiitzten Aminosduren, teils die Fmoc-geschiitzten Aminosduren, das
Kupplungsreagenz PyBOP, teils Fmoc-geschiitzte Pseudoprolindipeptide, Fmoc-Asp(OAll)-
OH und Fmoc-Dmb-Gly-OH wurden von der Firma Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz)
bezogen. Zum Teil wurden Pseudoprolindipeptide von BACHEM (Schweiz) verwendet. Die
Kupplungsreagenzien HCTU, CI-HOBt, das 2-Cl-Tritylchlorid-PS-Harz sowie einige Fmoc-
geschiitzte Aminosduren wurden von Iris Biotech (Marktredwitz, Deutschland) erworben. Das
verwendete HATU und HOAt wurden von Carbolution Chemicals GmbH erhalten. Das
ChemMatrix-Harz und das Trt-ChemMatrix-Harz wurden von PCAS (St-Jean-sur-Richelieu,
Kanada) bezogen. Die Reagenzien DIC, TES wurden von Acros (Geel, Belgien), Acetylbromid
und DIPEA von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Pd(PPhs)s, Pd"EnCat® 30
(0.04 mmol/g), TFA, HFIP, Fmoc-Cys(St-Bu)-OH, Boc-Cys(St-Bu)-OH, tert-Butylcarbazat,



Experimenteller Teil 109

nBu-3-Mercaptopropionat, 1,3-Propandithiol und Hexamethylenimin Sigma Aldrich bezogen
und Phenylsilan von Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland) erworben. Hydrazinhydrat wurde
von Merck (Hohenbrunn, Deutschland) bezogen. Das fiir die Synthese verwendete DMF, NMP
und Pyridin hatte Peptidsynthesequalitdt, das verwendete Piperidin hatte z. S.-Qualitdt. Als
Reaktoren fiir die manuelle Festphasensynthese wurden 2, 5, 10 und 20mL
Polypropylenspritzen mit PE-Fritten (25 pm) von MultiSynTech GmbH (Witten, Deutschland)
verwendet. Human wurinary trypsin inhibitor (UTI) aus humanem Urin von Biorbyt
(Cambridge), Trypsin aus boviner Pancreas und Ng-Benzoyl-D,L-Arginin-4-Nitroanilin
(BAPNA) wurden von Sigma Aldrich erhalten. a-2,6-Sialyltransferase aus Photobacterium
damsela, exprimiert in E. coli wurde ebenfalls von Sigma Aldrich bezogen. CMP-NeuAc und
alkalische Phosphatase (from calfintestine) stammte von Roche. BSA (from bovine milk) wurde
von New England Biolabs Inc. bezogen. Die Galactosyltransferasen p4GalT7 und B3GalT6
wurden von der Arbeitsgruppe H. Clausen (Copenhagen Center for Glycomics, Department of
Cellular and Molecular Medicine, University of Copenhagen) zur Verfligung gestellt. GFP-
markiertes GIcAT1 Enzym wurde von der Arbeitsgruppe K. Moreman (Complex Carbohydrate
Research Center, University of Georgia) die O-Glycosylaminosidure Fmoc-Xyl-Ser-OH 81
wurde von der Arbeitsgruppe S. C. Hung (Genomics Research Center, Taiwan) zur Verfligung

gestellt.

8.2 Versuche zu Kapitel 3.1

Fmoc-Phe-2-Chlor-Trityl-Polystyrol-Harz 7a

81.4 mg (0.2 mmol, 1eq) Fmoc-Phe-OH werden in 2 mL DCM gelost und mit 179.8 uL
(1.5 mmol, 5eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird zu 300.1 mg (0.21 mmol, By =
0.701 mmol/g) vorgequollenem 2-Chlor-Trityl-PS-Harz 77, das sich in einem Spritzenreaktor
befindet, aufgezogen. Die Reaktionslosung wird 20 h bei RT geschiittelt. AnschlieBend wird
das Harz 7a gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM) und mit einer Losung aus DCM/MeOH/DIPEA
(17/2/1) 3 x 2 min geschiittelt. Das Harz 7a wird erneut 2 x mit NMP und 3 x mit DCM
gewaschen. Eine Fmoc-Bestimmung wird nicht durchgefiihrt, da das Fmoc bereits wéhrend der

Synthese abspaltet.

Fmoc-Asp(OAll)-Ile-Thr(y™M¢pro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Leu-Arg(Pbf)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Ala-pro-Pro-Phe-OH 7
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Es werden mit 330.01 mg Harz 7a weitergearbeitet. Die Kupplung der Aminoséduren an das
Fmoc-Phe-2-Chlor-Trityl-Polystyrol-Harz 7a (0.201 mmol, By = 0.602 mmol/g) erfolgt im
Peptidsynthesizer.

Tabelle 2: Kupplungssequenz fiir die Synthese von 7.

Aminoséure- Aminosdure m [mg] Kupplungsdauer
position [min]

Pro Fmoc-Pro-OH 354.1 30
pro Fmoc-pro-OH 353.9 45
Ala- 172 Fmoc-Ala-OH 345.9 30
Lys-171 Fmoc-Lys(Boc)-OH 492.4 30
GIn- 170 Fmoc-GIn(Trt)-OH 641.5 30
Lys- 169 Fmoc-Lys(Boc)-OH 492 .4 30
Lys- 168 Fmoc-Lys(Boc)-OH 492.4 30
Asp-167 Fmoc-Asp(t-Bu)-OH 432.1 30
Arg-166 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 681.7 30
Leu-165 Fmoc-Leu-OH 371.8 30
Glu-164 Fmoc-Glu(t-Bu)-OH 446.3 30
Thr-163 Fmoc-Thr(t-Bu) -OH 418.2 30
Thr-162, Ile-161 Fmoc-Ile-Thr(yM*Mepro)-OH  312.3 45
Asp-160 Fmoc-Asp(OAll)-OH 248.9 45

Zu den eingewogenen Aminosduren und Aktivierungsreagenzien werden im Synthesizer je
4.0 mL einer 0.4 M DIPEA in DMF-Losung gegeben. Die Aminosduren (1.1 mmol, 5 eq)
werden mit 434.5 mg HCTU (1.1 mmol, 5 eq) aktiviert. Von Fmoc-Asp(OAll)-OH und Fmoc-
Ile-Thr(yM*M°pro)-OH (0.7 mmol, 3 eq) werden mit 327.9 mg PyBOP (0.6 mmol, 3 eq)
aktiviert. Die Kupplungsdauer und Aktivierungsbedingungen der jeweiligen Aminoséuren sind
aus Tabelle 2 zu entnehmen. Im Anschluss an die Synthese wird das Harz mit 4 mL 20 %
Piperidin/DMF behandelt und 5 x mit DMF und 3 x mit DCM gewaschen. Anschlieend wird
das Harz mit einer Abspaltlosung aus 80 mL 1.5 % TFA und 2 % TES in DCM 10 X 2 min
gewaschen und anschlieend 3 x mit DCM gewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben

gesammelt, worin 2.7 mL DIPEA (1 eq bezogen auf TFA) vorgelegt werden, eingeengt und im
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Hochvakuum getrocknet. Das Rohpeptid wird in 200 mL DCM gel6st und 3 x mit je 200 mL
einer gesattigten NaCl-Losung extrahiert. Die wéssrigen Phasen werden riickextrahiert. Die
organischen Phasen werden vereint, eingeengt, in 20 mL 1,4-Dioxan gel6st und
gefriergetrocknet. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 %
TES, 2 % H20) und das Peptid 7e durch LC-MS analysiert. Die Ausbeute betridgt 201.1 mg
(0.1 mmol, 78 %), bezogen auf die theoretische Beladung des geschiitzten Peptids an der
Festphase. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C 18 S-3 um (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

H-Asp(OAll)-Ile-Thr-Thr-Glu-Leu-Arg-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Ala-pro-Pro-Phe-OH 7e
Cs7H143N23026 (1927.20),
ESI-MS: Mper = 1926.06; Mger = 1927.97 (M + H)", 964.42 (M + 2H)**, 642.93 (M + 3H)*".

Cyclo-Asp(OAll)-1le-Thr(y"Mépro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Leu-Arg (Pbf)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Ala-pro-Pro-Phe- 8

200.1 mg Peptid (0.1 mmol, 1 eq) 7 werden in 41.7 mL DMF (¢ = 1.8 mM) geldst. AnschlieBend
werden 85.6 mg HATU (0.3 mmol, 3 eq), 153.7 mg HOAt (0.3 mmol, 3 eq) und 64.4 uL
DIPEA (0.3 mmol, 3 eq) hinzugegeben. Die Reaktion wird 1.5 h geriihrt, anschlieend
eingeengt und im HV getrocknet. Das Rohpeptid wird in DCM gelost und der Niederschlag
wird  abzentrifugiert.  AnschlieBend  wird der Uberstand durch  organische
Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h
durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % H>0) und das Peptid 8e durch LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C 18 S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Cyclo-Asp(OAll)-1le-Thr-Thr-Glu-Leu-Arg-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Ala-pro-Pro-Phe- 8e
Cs7H141N23025 (1909.19),

Ausbeute: 148.10 mg (0.074 mmol, 71 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mber = 1908.05; Mger = 1910.51 (M + H)", 955.73 (M + 2H)*", 637.15 (M + 3H)*",
478.15 (M + 4H)*".
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Cyclo-Asp-Ile-Thr(y™*¢pro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Leu-Arg(Pbf)-Asp(t-Bu)-Lys (Boc)-
Lys(Boc)-GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Ala-pro-Pro-Phe- 9

Es werden 148.1 mg des geschiitzten Peptids 8 (74.0 umol, 1 eq) in einen 10 mL Spitzkolben
gegeben und in 1.3 mL absolutem DCM geldst. Unter Schutzgasatmosphdre werden 29.5 mg
Pd(PPh3)4(37.0 umol, 0.5 eq) und 75.7 uL. PhSiH3 (0.9 mmol, 12 eq) zugegeben. Die Reaktion
wird 3 h im Dunkeln geriihrt. Die Reaktion wird eingeengt und danach in 5 mL Methanol
suspendiert. Der Niederschlag wird abzentrifugiert. Zum Uberstand werden 3 mL H,O
zugegeben und wiederum wird der Niederschlag abzentrifugiert. Der Uberstand wird eingeengt
und gefriergetrocknet. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA,
2% TES, 2% H20) und das Peptid 9e durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C 18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Cyclo-Asp-1le-Thr-Thr-Glu-Leu-Arg-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Ala-pro-Pro-Phe- 9e
Cs4H137N23025 (1869.13),

Ausbeute: 49.8 mg (26.6 pmol, 36 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mber = 1868.02; Mger = 1870.50 (M + H)*, 935.28 (M + 2H)*", 623.85 (M + 3H)*",
468.40 (M + 4H)*".

Cyclo-Asn(GlcNAc)-Ile-Thr-Thr-Glu-Leu-Arg-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Ala-pro-Pro-Phe-CO- 12
Es werden 20.0 mg des desallylierten Peptids 9 (10.7 umol, 1 eq) in einen Langhalskolben mit
Schraubseptum gegeben. Danach werden 6.7 mg HATU (26.8 umol, 2.5 eq), 2.4 mg HOAt
(26.8 umol, 2.5 eq) und 4.8 uL DIPEA (42.8 pmol, 4 eq) in 175.0 uL. DMSO/DMF (1/1)
(40 mMm) zugegeben und 20 min geriihrt. AnschlieBend werden 3.9 mg GIcNAc-NH> 11
(26.8 umol, 2.5 eq) zugegeben. Der Kolben wird unter Argon gesetzt und die Reaktion 2 d bei
RT geriihrt. Die Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die Reaktion wird im Hochvakuum
eingeengt. Der Riickstand wird in 2 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O gelost und 2 h
geschiittelt. Das Glycopeptid 12 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether ausgefallt
(15 min bei —24 °C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekandiert und das Prizipitat 2
x mit kaltem Diethylether gewaschen. Die Rohsubstanz wird {iber eine Ascentis C18 Saule (250
x 10 mm) mit einem Gradienten von 5 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min

bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
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gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 0 —

60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Co2H151N25029 (2071.33),

Ausbeute: 6.9 mg (3.3 umol, 31 %), weiller FeststofT,

ESI-MS: Mper = 2070.11; Mger = 2071.55 (M + H)*, 1036.21 (M + 2H)*", 690.79 (M + 3H)**,
518.62 (M + 4H)*".

O-(a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-{a-D-mannopyranosyl-(1— 3)-O-[o-D-mannopyranosyl-(
1—6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-O-(p-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(2-acetamido-
2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosylamin
o-Man-1,3-{a-Man-1,3-[a-Man-1,6]-o-Man-1,6}-p-Man-1,4-p-GlcNAc-1,4-p-GlcNAc-

NH) 14

2.3 mg (1.9 umol, 1 eq) Glycosylazid 13 werden in 0.4 mL MeOHaps gelost. Dann werden
32 ul (18.5 umol, 10eq) DIPEA und 180.1 uL (0.4 mmol, 180 eq) 1,3-Propandithiol
hinzugegeben. Die Reaktion wird 7 h unter Argonatmosphére geriihrt. Der Reaktionsverlauf
wird per DC iiberpriift. Das Produkt 14 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether
ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2 h im

Hochvakuum getrocknet.

Cs6H79N3035 (1234.12),
13 Rr=0.46 (Isopropanol/1 M NH40Ac 2:1)

14 Rr=0.29 (Isopropanol/1 M NH40Ac 2:1).

Cyclo-Asn(MansGlcNAcz)-Ile-Thr-Thr-Glu-Leu-Arg-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Ala-pro-Pro-Phe-
15

Es werden 4.5 mg des desallylierten Peptids (1.5 umol, 1 eq) 9 in einen Langhalskolben mit
Schraubseptum gegeben. Danach werden 0.9 mg HATU (2.3 umol, 1.5 eq), 0.3 mg HOAt
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(2.3 pmol, 1.5 eq) und 1.1 pL DIPEA (6.1 pmol, 4 eq) in 46.3 uL. DMSO/DMF (1/1) (40 mMm)
zugegeben und 20 min geriihrt. AnschlieBend werden 2.3 mg MansGlcNAc>-NH> 14 (1.9 pmol,
1.2 eq) zugegeben. Der Kolben wird unter Argon gesetzt und 2 d bei RT geriihrt. Die Reaktion
wird per LC-MS kontrolliert. Die Reaktion wird im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand
wird in 2 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O gelost und 2 h geschiittelt. Das Glycopeptid
15 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether ausgefillt (15 min bei —24 °C) und
abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2 x mit kalten Diethylether
gewaschen. Die Rohsubstanz wird tiber eine Ascentis C18 Sdule (250 x 10 mm) mit einem
Gradienten von 5 bis 40 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von
4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-
MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C18 S-3 pum (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril

(0.1 % Ameisenséure), Gradient: Lineargradient 0 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci30H215N26059 (3086.24),
Ausbeute: 1.2 mg (0.4 pmol, 25 %), weiller Feststoft,
ESI-MS: Mper = 3084.46; Mger = 1543.41 (M + 2H)**, 1029.24 (M + 3H)*", 762.26 (M + 4H)*".

8.3 Versuche zu Kapitel 3.2

Fmoc-Pro-2-Chlor-Trityl-Polystyrol-Harz 7b

95.6 mg (0.3 mmol, 1eq) Fmoc-Pro-OH werden in 3 mL DCM/NMP (1/1) gelost und mit
242.2 uL (1.5 mmol, 5 eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird zu 404.7 mg (0.282 mmol, By =
0.7 mmol/g) vorgequollenem 2-Chlor-Trityl-PS-Harz 77, das sich in einem Spritzenreaktor
befindet, aufgezogen. Die Reaktionslosung wird 20 h bei RT geschiittelt. AnschlieBend wird
das Harz 7b gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM) und mit einer Losung aus DCM/MeOH/DIPEA
(17/2/1) fiir 3 x 2 min geschiittelt. Das Harz 7b wird erneut 2 x mit NMP und 3 x mit DCM
gewaschen. Eine Fmoc-Bestimmung wird nicht durchgefiihrt, da das Fmoc bereits wihrend der

Synthese abspaltet.

Fmoc-Phe-Asp(OAll)-Ile-Thr(y"“M¢pro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-Pro-OH 17
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Es werden mit 380.10 mg Harz 7b weitergearbeitet. Die Kupplung der Aminoséuren an das
Harz 7b (0.232 mmol, By = 0.603 mmol/g) erfolgt im Peptidsynthesizer. Zu den eingewogenen
Aminosduren und Aktivierungsreagenzien werden im Synthesizer je 3 mL einer 0.4 M DIPEA

in DMF-Losung gegeben.

Tabelle 3: Kupplungssequenz fiir die Synthese des geschiitzten V1/V2 Mimetikums 17.

Aminoséure- Aminosiure m [mg]  Kupplungsdauer [min]
position

pro Fmoc-D-Pro-OH 389.1 45
Val-172 Fmoc-Val-OH 390.3 30
Lys- 71 Fmoc-Lys(Boc)-OH 538.7 30
GlIn-170 Fmoc-GIn(Trt)-OH 702.3 30
Lys- 169 Fmoc-Lys(Boc)-OH 538.7 30
Lys-168 Fmoc-Lys(Boc)-OH 538.7 30
Asp-167 Fmoc-Asp(t-Bu)-OH 452.7 30
Glu-164 Fmoc-Glu(t-Bu)-OH 168.3 30
Thr-163 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 337.3 30
Thr-162, Ile-161  Fmoc-Ile-Thr(yM*M°pro)-OH  341.3 45
Asp-160 Fmoc-Asp(OAIl)-OH 272.8 45
Phe-159 Fmoc-Phe-OH 426.1 30

Die Aminoséduren (1.2 mmol, 5 eq) werden mit 455.1 mg HCTU (1.2 mmol, 5 eq) aktiviert.
Fmoc-Asp(OAIl)-OH und Fmoc-Ile-Thr(y™*M¢pro)-OH (0.7 mmol, 3 eq) werden mit 359.1 mg
PyBOP (0.7 mmol, 3 eq) aktiviert. Die Kupplungsdauer und Aktivierungsbedingungen der
jeweiligen Aminosduren sind aus Tabelle 3 zu entnehmen. Im Anschluss an die Synthese wird
das Harz mit 4 mL 20 % Piperidin/DMF behandelt, 5 x mit DMF und 3 x mit DCM gewaschen.
Anschlieffend wird das Fragment mit einer Abspaltlosung aus 4 mL 1.5 % TFA und 2 % TES
in DCM fiir 10 x 2 min gewaschen und anschliefend 3 x mit DCM gewaschen. Die Filtrate
werden in einem Kolben gesammelt, worin 2.7 mL DIPEA (1 eq bezogen auf TFA) vorgelegt
werden, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohpeptid wird in 200 mL DCM
gelost und 3 x mit je 200 mL einer gesittigten NaCl-Losung extrahiert. Die wéssrigen Phasen

werden riickextrahiert. Die organischen Phasen werden vereint, eingeengt, in 20 mL 1,4-
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Dioxan geldst und gefriergetrocknet. Die Ausbeute betrdgt 601.1 mg (0.2 mmol, 80 %),

bezogen auf die theoretische Beladung des geschiitzten Peptids an der Festphase.

Cyclo-Phe-Asp(OAll)-Ile-Thr (w"“Mpro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-Pro- 17b

601.1 mg Peptid 17 (0.2 mmol, 1 eq) werden in 111 mL DMF (¢ = 1.8 mM) gelost.
AnschlieBend werden 409.3 mg HATU (0.6 mmol, 3 eq), 103.7 mg HOAt (0.6 mmol, 3 eq) und
181.2 uL DIPEA (0.8 mmol, 4 eq) hinzugegeben. Die Reaktion wird 1.5h geriihrt,
anschliefend eingeengt und im HV getrocknet. Die Rohsubstanz wird in 200 mL DCM gel6st
und 3 x mit je 200 mL einer 2 M NH4HCO3- Losung extrahiert. Die wissrigen Phasen werden
riickextrahiert. Die organischen Phasen werden vereint und eingeengt. Das Rohpeptid wird in
DCM gelést und der Niederschlag abzentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand eingeengt

und durch organische Gelpermeationschromatographie gereinigt.

Ci26H18sN15029 (2418.94),
Ausbeute: 342.67 mg (0.134 mmol, 67 %), weiller Feststoff.

Cyclo-Phe-Asp-Ile-Thr(y™e™¢pro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-Pro- 18

Es werden 66.5 mg des geschiitzten Peptids 17b (27.5 umol, 1 eq) in einen 10 mL Spitzkolben
gegeben und in 688.0 uL absolutem DCM geldst. Unter Schutzgasatmosphére werden 15.9 mg
Pd(PPh3)4(14.0 umol, 0.5 eq) und 40.7 pL PhSiH3 (0.6 mmol, 12 eq) zugegeben. Die Reaktion
wird 3 h im Dunkeln geriihrt. Die Reaktion wird eingeengt und danach in 5 mL Methanol
suspensiert. Der Niederschlag wird abzentrifugiert. Zum Uberstand werden 3 mL H,O
zugegeben und wiederum wird der Niederschlag abzentrifugiert. Der Uberstand wird eingeengt
und gefriergetrocknet. Die Rohsubstanz wird in DCM gelost und durch organische
Gelpermeationschromatographie gereinigt. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Pro C8 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensiure);
Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 40 — 90 % B in 25 min,

Flussrate: 0.2 mL/min.

C11sH176N18027 (2378.88),
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Ausbeute: 26.9 mg (11.3 pmol, 41 %), weiller Feststoff,
ESI-MS: Mper = 2377.35; Mger = 2136.60 (M-Acetonid, -2Boc, +H)", 968.79 (M-Trt, -2Boc +
2H)*.

Cyclo-Phe-Asn(MansGlcNAc;)-1le-Thr-Thr-Glu-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Val-pro-Pro- 19

Es werden 4.0 mg des desallylierten Peptids (1.7 umol, 1 eq) in einen Langhalskolben mit
Schraubseptum gegeben. Danach werden 1.0 mg HATU (2.5 umol, 1.5 eq), 0.3 mg HOAt
(2.5 pmol, 1.5 eq) und 1.2 uL DIPEA (6.7 pmol, 4 eq) in 42.0 uL. DMSO/DMF (1/1) (40 mMm)
zugegeben und 20 min geriihrt. Anschlieend werden 2.5 mg Glycosylamin 14 zugegeben. Der
Kolben wird unter Argon gesetzt und die Reaktion 2 d bei RT geriihrt. Nach 1 d wird mit 1.0 mg
HATU (2.5 umol, 1.5 eq), 0.3 mg HOAt (2.5 umol, 1.5 eq) und 1.2 uL. DIPEA (6.7 umol, 4 eq)
nachaktiviert. Die Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die Reaktion wird im Hochvakuum
eingeengt. Der Riickstand wird in 2 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O gelost und 2 h
geschiittelt. Das Glycopeptid 19 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether ausgefallt
(15 min bei —24 °C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2
x mit kaltem Diethylether gewaschen. Die Rohsubstanz wird iiber eine Ascentis C18 Saule (250
x 1 mm) mit einem Gradienten von 5 bis 40 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min
bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci120H195N21057 (2843.94),
Ausbeute: 1.4 mg (0.501 pmol, 30 %), weilBer Feststoft,
ESI-MS: Mper = 2842.30; Mger = 1423.02 (M + 2H)**, 949.04 (M + 3H)*".

8.4 Versuche zu Kapitel 3.3

Fmoc-4-Azido-Pro(2S,4R)-2-Chlor-trityl-Polystyrol-Harz 7¢
152.8 mg (0.4 mmol, 1 eq) Fmoc-4-Azido-Pro(25,4R)-OH werden in 2 ml DCM gel6st und mit
276.5 uL (1.6 mmol, 4 eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird zu 403.7 mg (0.4 mmol, By =
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1.0 mmol/g) vorgequollenem 2-Chlor-Trityl-PS-Harz 77, das sich in einem Spritzenreaktor
befindet, aufgezogen. Die Reaktionslosung wird 20 h bei RT geschiittelt. AnschlieBend wird
das Harz 7¢ gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM). Eine Fmoc-Bestimmung wird nicht durchgefiihrt,
da das Fmoc bereits wihrend der Synthese abspaltet.

Fmoc-Phe-Asp(OAll)-Ile-Thr(y"éMépro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-4-Azido-Pro(2S,4R)-OH 20

Die Kupplung der Aminoséuren an das Fmoc-4-Azido-Pro(2S,4R)-2-Chlor-Trityl-Polystyrol-
Harz 7¢ (0.4 mmol, By = 1.0 mmol/g) erfolgt im Peptidsynthesizer. Zu den eingewogenen
Aminosduren und Aktivierungsreagenzien werden im Synthesizer je 2 mL einer 0.4 M DIPEA
in DMF-Losung gegeben. Die Aminosduren (2.0 mmol, 5 eq) werden mit 834.9 mg HCTU
(2.0 mmol, 5 eq) aktiviert. Fmoc-Asp(OAIll)-OH und Fmoc-Ile-Thr(y™*M¢pro)-OH (1.2 mmol,
3 eq) werden mit 630.0 mg PyBOP (1.2 mmol, 3 eq) aktiviert. Die Kupplungsdauer und
Aktivierungsbedingungen der jeweiligen Aminosduren sind aus Tabelle 4 zu entnehmen. Im
Anschluss an die Synthese wird das Harz mit 4 mL 20 % Piperidin/DMF behandelt, 5 x mit
DMF und 3 x mit DCM gewaschen. AnschlieBend wird das Harz mit einer Abspaltlésung aus
5mL 1.5 % TFA und 2 % TES in DCM 10 x 2 min gewaschen und anschlieBend 3 x mit DCM
gewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben gesammelt, worin 2.66 mL DIPEA (1 eq
bezogen auf TFA) vorgelegt werden, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohpeptid wird in 200 mL DCM gel6st und 3 x mit je 200 mL einer geséttigten NaCl-Losung
extrahiert. Die wissrigen Phasen werden riickextrahiert. Die organischen Phasen werden
vereint, eingeengt, in 20 mL 1,4-Dioxan geldst und gefriergetrocknet. Es werden 240.8 mg

Rohprodukt erhalten.

Tabelle 4: Kupplungssequenz fiir die Synthese des geschiitzten V1/V2 Mimetikums mit
Azidoprolin 20.

Aminosiure- Aminosdure m [mg]  Kupplungsdauer [min]
position

pro Fmoc-pro-OH 680.9 45
Val-172 Fmoc-Val-OH 684.9 30

Lys- 171 Fmoc-Lys(Boc)-OH 945.4 30
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Gln- 170 Fmoc-GlIn(Trt)-OH 1232.4 30
Lys-169 Fmoc-Lys(Boc)-OH 945.4 30
Lys-168 Fmoc-Lys(Boc)-OH 945.4 30
Asp-167 Fmoc-Asp(t-Bu)-OH 830.4 30
Glu-164 Fmoc-Glu(t-Bu)-OH 858.7 30
Thr-163 Fmoc-Thr(t-Bu) -OH 802.2 30
Thr-162 , Ile-161  Fmoc-Ile-Thr(yM*M°pro)-OH  598.9 45
Asp-160 Fmoc-Asp(OAll)-OH 478.8 45
Phe-159 Fmoc-Phe-OH 781.8 30

Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % H20)
und das Peptid durch LC-MS charakterisiert. Die Ausbeute betrdgt 240.8 mg (0.05 mmol,
80 %), bezogen auf die theoretische Beladung des geschiitzten Peptids an der Festphase.

Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C 18 S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

NH>-Phe-Asp(OAll)-Ile-Thr-Thr-Glu-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Val-pro-4-Azido-Pro(2S,4R)-OH
20e
C236H323N2004854 (4459.26 g/mol).

Cyclo-Phe-Asp(OAll)-1le-Thr (w"Mépro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
GlIn(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-4-Azido-Pro(2S,4R)- 20C

240.8 mg Peptid 20 (0.05 mmol, 1eq) werden in 53.7mL DMF (¢ = 1.8 mM) gelost.
AnschlieBend werden 110.2 mg HATU (0.1 mmol, 3 eq), 39.4 mg HOAt (0.1 mmol, 3 eq) und
66.1 uL DIPEA (0.4 mmol, 4 eq) hinzugegeben. Die Reaktion wird 1.5 h geriihrt, anschlieBend
eingeengt und im HV getrocknet. Die Rohsubstanz wird in 200 mL DCM gelost und 3 x mit
jeweils 200 mL einer 2 M NH4HCO;-Losung extrahiert. Die wdssrigen Phasen werden
riickextrahiert. Die organischen Phasen werden vereint, eingeengt, in 20 mL 1,4-Dioxan geldst
und gefriergetrocknet. Die Rohsubstanz wird durch Flash-Chromatographie (Reveleris® iES,
Kartuschengrofle 40 g, DCM/MeOH, 0 — 10 %, 30 min, 36 mL/min) gereinigt werden. Die
Fraktionen mit der Zielverbindung werden -eingeengt, in 1,4-Dioxan gelost und

gefriergetrocknet.
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C236H321N29047S4 (2459.96 g/mol),
Ausbeute: 90.2 mg (36.3 pmol, 48 %).

Cyclo-Phe-Asp-Ile-Thr(y™e™¢pro)-Thr(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Glin(Trt)-Lys(Boc)-Val-pro-4-Azido-Pro(2S,4R)- 21

Es werden 90.2 mg des geschiitzten Peptids (36.3 umol, 1 eq) in einen 10 mL Spitzkolben
gegeben und in 908.8 pL absolutem DCM gelost. Unter Schutzgasatmosphire werden 15.9 mg
Pd(PPh3)s4 (7.3 pmol, 0.2 eq) und 53.6 uL. PhSiH3 (0.4 mmol, 12 eq) zugegeben. Die Reaktion
wird 3 h im Dunkeln geriihrt und anschlieBend eingeengt. Die Rohsubstanz wird durch Flash-
Chromatographie (Reveleris® iES, Kartuschengréfie 40 g, DCM/MeOH, 0 — 10 %, 30 min,
36 mL/min) gereinigt. Die Fraktionen mit der Zielverbindung werden eingeengt, in 1,4-Dioxan
geldst und gefriergetrocknet. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 %
TFA, 2 % TES, 2 % H20) und das Peptid 21e durch LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C 18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Cyclo-Phe-Asp-Ile-Thr-Thr-Glu-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Val-pro-4-Azido-Pro(2S,4R)- 21e
Ci23H183N21029 (2419.89),

Ausbeute: 40.6 mg (16.8 pmol, 46 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mper = 2418.35; Mger = 2419.91 (M + H)", Mger = 1211.35 (M + 2H)*".

Cyclo-Phe-Asn(MansGlcNAcz)-1le-Thr-Thr-Glu-Asp-Lys-Lys-Gln-Lys-Val-pro-4-Azido-
Pro(2S,4R)- 22

Es werden 4.1 mg des desallylierten Peptids (1.6 umol, 1 eq) 21 in einen Langhalskolben mit
Schraubseptum gegeben. Danach werden 0.9 mg HATU (2.4 umol, 1.5 eq), 0.3 mg HOAt
(2.4 pmol, 1.5 eq) und 0.5 uL DIPEA (6.4 pmol, 4 eq) in 39.7 uL. DMSO/DMF (1/1) (40 mMm)
zugegeben und 20 min geriihrt. Anschlieend werden 1.9 mg Glycosylamin 14 (1.6 pmol, 1 eq)
zugegeben. Der Kolben wird unter Argon gesetzt und der Reaktionsansatz 2 d bei RT gertihrt.
Nach 1 d wird mit 0.9 mg HATU (2.4 umol, 1.5 eq), 0.3 mg HOAt (2.4 umol, 1.5 eq) und
0.5 uL. DIPEA (6.4 umol, 4 eq) nachaktiviert. Die Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die
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Reaktion wird im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 2.0 mL 96 % TFA, 2 % TES
und 2 % H>O geldst und 2 h geschiittelt. Das Glycopeptid 22 wird durch Zugabe von 10 mL
kaltem Diethylether ausgefillt (15 min bei —24 °C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekandiert und das Prézipitat 2 X mit kaltem Diethylether gewaschen. Die Rohsubstanz wird
iiber eine Ascentis C18 Sidule (250 x 10 mm) mit einem Gradienten von 5 bis 40 %
Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C120H195N24057 (2885.96),
Ausbeute: 1.2 mg (0.4 pmol, 25 %), weiller Feststoft,
ESI-MS: Mper = 2884.31; Myer = 1442.84 (M + 2H)**, 961.93 (M + 3H)*".

Biotinkonjugat 25

3.88 ug [Cu(CH3CN)4]PF3 (0.010 umol, 0.1 eq), gelost in DMSO, und 7.76 pg TGTA 24
(10.0 nmol, 0.1 eq), geldst in H,O, werden 30 min bei RT inkubiert. 0.3 mg Azid 23 (0.1 umol,
1 eq) werden in 4.0 uL. H>O geldst (25 mM) und mit 0.2 mg Alkin 22 (0.3 umol, 6 eq) versetzt.
Hierzu wird die Losung des Kupferkatalysators gegeben und 20 h bei RT inkubiert. Der
Reaktionsverlauf wird durch Diinnschichtchromatographie tiberpriift. Das Rohprodukt wird per
Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE Sidule 300 x 10 mm) mit 30 %
MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Pro C8 S-3um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci133H213N27059S (3166.32),
25 R¢=0.70 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1),

22 R¢=0.19 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1),
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ESI-MS: Muer = 3164.42; Mger = 1584.45 (M + 2H)*', 1056.62 (M + 3H)*>".

8.5 Versuche zu Kapitel 4.1

(R,S) 2-Chlor-4’-carboxy-triphenylmethanol 30

10.5 g (52.923 mmol, 1 eq) p-Brombenzoesdure 26 werden in einem 1 L Zweihalskolben mit
Innenthermometer in 400 mL absolutem THF und 100 mL absolutem n-Hexan geldst, unter
Argonatmosphdre wurde eine Temperatur von -78 °C eingestellt. Anschliefend werden unter
stindigem Riihren 21.7 mL (114.9 mmol, 2.2 eq) 5.3 M n-Butyllithium in n-Hexan (die
Konzentration wurde zuvor durch Titration mit Diphenylessigsdure iiberpriift) zur Losung
zugetropft. Die Temperatur wird bei -78 °C gehalten. Die Reaktionslosung wird 60 min bei -
78 °C geriihrt. Danach werden 56.6 g (1.1 mol, 5 eq) 2-Chlorbenzophenon 28, geldst in 150 mL
absolutem THF, zugegeben. Man ldsst das Gemisch unter Riithren auf RT erwédrmen. Nach
90 min wird die Reaktionsldsung unter Riihren zu 500 mL 0.1 M HCI gegeben (pH > 10). Nach
Extrahieren mit Diethylether (5 x 250 mL) wird die organische Phase mit 1 M Natronlauge (2
x 100 mL) extrahiert und verworfen. Die wéssrige Phase wird zweimal mit je 100 mL
Diethylether gewaschen. Die wissrigen Phasen werden vereint und mit 50 mL 5 M HCI unter
Rithren auf einen pH-Wert von 2 angesduert. Es entsteht ein weiller Niederschlag. Die
Suspension wird viermal mit je 300 mL Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird iiber
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird in 60 % Acetonitril/Wasser gelost und gefriergetrocknet. Es werden 12.1 g
Rohprodukt erhalten, welches aus 600 mL einer Losung aus Cyclohexan/Essigsdureethylester
(10/1) umkristallisiert wird. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Pro C8 S-3
pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensiure); Gradient: Lineargradient 40 — 80 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C20H15CI0O3 (338.78),

Ausbeute: 10.0 g (29.0 umol, 56 %), weille, nadelformige Kristalle,
Ry=0.61 (Cyclohexan/Essigester 1/1),

ESI-MS: Myer = 338.07, Mger=337.62 (M — H)", 676.28 2M — H)".
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8.6 Versuche zu Kapitel 4.2

Fmoc-Thr(t-Bu)-2-Chlor-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 34

Unter Argonatmosphire werden 332.5 mg (0.3 mmol, By = 0.6 mmol/g) Harz 32 mit 8 mL
10 % AcBr/DCMa.ps versetzt und 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 33
gewaschen (5 X 10 mL DCMays). Es werden 270.3 mg (0.7 mmol, 5 eq) Fmoc-Thr(t-Bu)-OH in
3 mL DCMaps gelost und 115.6 puL (0.7 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird zum
Harz 33 gegeben und 20 h inkubiert. Das Harz 34 wird in einen 10 mL Spritzenreaktor
iberfiihrt und gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM). Harz 34 wird mit einer Mischung aus
DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1) gewaschen (3 % 2 min). AnschlieBend wird das Harz 34 mit 2x
NMP, 3 x DCM gewaschen.

Boc-Thr(t-Bu)-His(Trt)-Thr(t-Bu)-Cys(Trt)-Pro-Pro-Cys(Trt)-Pro-Ala-Pro-Glu(Ot-Bu)-Leu-
Leu-Gly-Gly-Pro-Ser(t-Bu)-Val-Phe-Leu-Phe-Pro-Pro-Lys(Boc)-Pro-Lys(Boc)-Asp(Ot-Bu)-
Thr(t-Bu)-Leu-Nle-Ile-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Thr(t-Bu)-Pro-Glu(Ot-Bu)-Val-OH 35

(IgG1 Fc 223-260 geschiitzt)

Harz 34 wird in ein 45 mL Reaktionsgefa3 fiir den Synthesizer iiberfiihrt. Um die Fmoc-
Schutzgruppen zu entfernen, wird das Harz im Synthesizer mit 20 % Piperidin in DMF versetzt.
Die Aminoséduren (0.7 mmol, 5 eq) werden mit 279.2 mg (0.7 mmol, 5 eq) HCTU aktiviert.
4 mL einer 0.4 M DIPEA/DMF-L6sung werden jeweils vom Synthesizer zugegeben. In Tabelle
5 sind die jeweiligen Kupplungsbedingungen dargestellt.

Tabelle 5: Kupplungssequenz fiir die Synthese von IgG1 Fc 223-260 35.

Aminosdure- Aminosdure m [mg] Kupplungs-  Aktivierungsmittel
position dauer [min]
Val-259 Fmoc-Val-OH 229.1 30 HCTU
Glu-258 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 287.2 30 HCTU
Pro-257 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Thr-256 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 268.3 30 HCTU

Arg-255 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 437.9 30 HCTU
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Ser-254 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 258.8 30 HCTU
Ile-253 Fmoc-Ile-OH 238.5 30 HCTU
Nle-252 Fmoc-Nle-OH 238.5 30 HCTU
Leu-251 Fmoc-Leu-OH 238.5 30 HCTU
Thr-250 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 268.3 30 HCTU

Asp-249 Fmoc-Asp(t-Bu)-OH 277.7 30 HCTU
Lys-248 Fmoc-Lys(Boc)-OH 161.1 30 HCTU
Pro-247 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Lys-246 Fmoc-Lys(Boc)-OH 161.1 30 HCTU
Pro-245 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Pro-244 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Phe-243 Fmoc-Phe-OH 261.5 30 HCTU
Leu-242 Fmoc-Leu-OH 238.5 30 HCTU
Phe-241 Fmoc-Phe-OH 261.5 30 HCTU
Val-240 Fmoc-Val-OH 229.1 30 HCTU
Ser-239 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 258.8 30 HCTU
Pro-238 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Gly-237 Fmoc-Gly-OH 200.7 30 HCTU
Gly-236 Fmoc-Gly-OH 200.7 30 HCTU
Leu-235 Fmoc-Leu-OH 238.5 30 HCTU
Leu-234 Fmoc-Leu-OH 238.5 30 HCTU
Glu-233 Fmoc-Glu(t-Bu)-OH 287.2 30 HCTU
Pro-232 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Ala-231 Fmoc-Ala-OH 210.2 30 HCTU
Pro-230 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Cys-229 Fmoc-Cys(Trt)-OH 790.7 180 DIC

Pro-228 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU
Pro-227 Fmoc-Pro-OH 227.7 30 HCTU



Experimenteller Teil 125

Cys-226 Fmoc-Cys(Trt)-OH 790.7 180 DIC

Thr-225 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 268.3 30 HCTU
His-224 Fmoc-His(Trt)-OH 418.3 30 HCTU
Thr-223 Boc-Thr(t-Bu)-OH 185.8 30 HCTU

Cys-226 und Cys-229 werden manuell als symmetrisches Anhydrid gekuppelt. Hierzu werden
790.7 mg Fmoc-Cys(Trt)-OH (10 eq) in 2.0 mL DCM und 0.6 mL DMF gelost und mit DIC
(0.7 mmol, 5 eq) versetzt. Die Reaktion wird 20 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird die
Losung abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Danach wird der Riickstand in 3.0 mL DMF gelost
und zum Harz gegeben. Die Reaktionszeit betrdgt 3 h. Nach Reaktionsende wird das Harz 35a
mit NMP (2 x) und DCM (3 x) gewaschen. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung fiir 1 h
durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H20) und das Peptid wird durch LC-MS
charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

H-Thr-His-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Leu-
Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Nle-1le-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-OH 35e
C186H295N45052S2 (4057.73),

ESI-MS: Mper: 4055.13; Mger: 2029.91 (M + 2H)?*, 1353.42 (M + 3H)**, 1015.26 (M + 4H)**,
812.41 (M + SH)*".

H-Thr-His-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Leu-
Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Nle-1le-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-S(CH3)>COOnBu
36

(IgG1 Fc 223-260 Thioester)

Das Harz 35a wird mit 20.0 mL einer Abspaltlosung (20 % HFIP, 10 % TFE, 2 % TES in
DCM) geschiittelt (1 x 20 min, 3 X 2 min). Dann wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die
Filtrate werden in Kolben gesammelt, eingeengt, im HV eingeengt und gefriergetrocknet.
AnschlieBend wird das Harz mit 5.0 mL 1.5 % TFA/DCM geschiittelt (5 x 2 min) und ebenfalls

10 x 2 min mit DCM gewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben gesammelt, worin
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2.6 mL DIPEA vorgelegt ist, eingeengt, im HV eingeengt und gefriergetrocknet. Es werden
insgesamt 375.1 mg Rohpeptid erhalten. Zu 55.0 mg Rohpeptid (10.5 pmol, 1 eq) werden
51.7 uL (0.3 mmol, 30 eq) Butyl-3-mercaptopropionat und 9.0 pL (52.5 umol, 5 eq) DIPEA in
2.0 mL DMF gegeben. Nachdem die Reaktionslosung bei -20 °C fiir 10 min geriihrt wurde,
werden 27.3 mg (52.5 umol, 5 eq) PyBOP hinzugegeben und fiir 3 h bei -20 °C gertihrt.
AnschlieBend wird der Thioester durch TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-
H>0) entschiitzt. Durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether wird die Rohsubstanz
ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert, das Prizipitat im HV
getrocknet, anschlieBend in 5 mL 1,4-Dioxan geldst und gefriergetrocknet. Anschlieend wird
per HPLC {iber eine Ascentis C18 (250 x 10 mm) Siule mit einem Gradienten von 20 bis 50 %
Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 60 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet. Analytische HPLC-Bedingungen
fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 —

80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C193H307N45053S3 (4201.97),

Ausbeute: 9.0 mg (2.1 umol, 20 %) weiller FeststofT,

ESI-MS: Mbper: 4199.19; Mger: 2102.03 (M + 2H)*", 1401.07 (M + 3H)**, 1051.34 (M + 4H)**,
841.28 (M + SH)*".

8.7 Versuche zu Kapitel 4.3

Fmoc-Asn(Trt)-2-CI-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 37

Unter Argonatmosphére werden 307.0 mg (0.2 mmol, By = 0.5 mmol/g) Harz 32 mit 8.0 mL
10 % AcBr/DCMaps versetzt und fiir 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz
33 gewaschen (5 x 10.0 mL DCMaps). Es werden 464.0 mg (0.7 mmol, 5 eq) Fmoc-Asn(Trt)-
OH in 3.0 mL DCMaps gelost und 133.4 puL (0.7 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung
wird zum Harz 33 gegeben und 20 h inkubiert. Das Harz 37 wird in einen 10 mL
Spritzenreaktor iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM).
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Boc-Thz-Val-Val-Val-Asp(Ot-Bu)-Val-Ser(y™*™*pro)-His (Trt)-Glu(Ot-Bu)-Asp (Ot-Bu)-Pro-

Glu(Ot-Bu)-Val-Lys(Boc)-Phe-Asn(Trt)-Trp(Boc)-Tyr(t-Bu)-Val-Asp (Ot-Bu)-Gly-Val-Glu(Ot-
Bu)-Val-His(Trt)-Asn(Trt)-OH 38
(IgG1 Fc 261-286 Thz geschiitzt)

Harz 37 wird in ein 45 mL Reaktionsgefdll fiir den Synthesizer tiberfiihrt. Um die Fmoc-

Schutzgruppen zu entfernen, wird das Harz im Synthesizer mit 20 % Piperidin in DMF versetzt.

Die Aminosduren (0.8 mmol, 5 eq) werden mit 227.5 mg (0.8 mmol, 5 eq) HCTU und 4 mL
0.4 M DIPEA/DMF versetzt. Die Aminoséiuren Fmoc-Val-Ser(yM*M¢pro)-OH und Boc-Thz-
OH (0.5 mmol, 3 eq) werden mit 234.1 mg (0.5 mmol, 3eq) PyBOP in 4mL 04m™m

DIPEA/DMF versetzt. In Tabelle 6 sind die jeweiligen Kupplungsbedingungen dargestellt.
Nach Reaktionsende wird das Harz mit NMP (2 X) und DCM (3 X) gewaschen, bevor die

maschinelle Synthese fortgesetzt wird.

Tabelle 6: Kupplungssequenz fiir die Synthese von IgG1 Fc 261-286 Thz 38.

Aminoséure- Aminoséure m Kupplungs-  Aktivierungs-

position [mg] dauer [min] mittel
His-285 Fmoc-His(Trt)-OH 340.8 30 HCTU
Val-284 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Glu-283 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 234.0 30 HCTU
Val-282 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Gly-281 Fmoc-Gly-OH 163.5 30 HCTU
Asp-280 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 226.3 30 HCTU
Val-279 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Tyr-278 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 252.8 30 HCTU
Trp-277 Fmoc-Trp(Boc)-OH 289.6 30 HCTU
Asn-276 Fmoc-Asn(Trt)-OH 328.1 30 HCTU
Phe-275 Fmoc-Phe-OH 213.1 30 HCTU
Lys-274 Fmoc-Lys(Boc)-OH 257.7 30 HCTU
Val-273 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Glu-272 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 234.0 30 HCTU
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Pro-271 Fmoc-Pro-OH 185.6 30 HCTU
Asp-270 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 160.5 30 HCTU
Glu-269 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 234.0 30 HCTU
His-268 Fmoc-His(Trt)-OH 340.0 30 HCTU
Ser-267, Val-266  Fmoc-Val-Ser(yM*M°pro)-OH  153.9 45 PyBOP
Asp-265 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 160.5 30 HCTU
Val-264 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Val-263 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Val-262 Fmoc-Val-OH 186.7 30 HCTU
Cys-261 Boc-Thz-OH 77.0 45 PyBOP

Das Harz wird mit 5 mL einer Abspaltlosung (1.5 % TFA, 2 % TES in DCM) versetzt (10 x

2 min). AnschlieBend wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben

mit 3 mL DIPEA gesammelt und eingeengt. Dann wird das Rohpeptid in DCM geldst, 3 X mit

H>O extrahiert. Die organische Phase wird eingeengt, in 10 mL 1,4-Dioxan geldst und

gefriergetrocknet. Es werden 317.1 mg Rohpeptid (0.1 mmol, 83 %) erhalten. Analytische
HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel:

Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure);

Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Thz-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-

Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-OH 38e
(IgG1 Fc 261-286 Thz entschiitzt)
Ci136H196N34043S (3027.28),

ESI-MS: Mper: 3025.39; Mge: 1514.61 (M + 2H)?**, 1010.03 (M + 3H)**, 757.80 (M + 4H)*".

H-Thz-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-

Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-S(CH3):2COOnBu 39
(IgG1 Fc 261-286 Thz Thioester)
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Zu 49.7 mg Rohpeptid 38 (10.5 umol, 1 eq) werden 51.2 uL. (0.3 mmol, 30 eq) Butyl-3-
mercaptopropionat und 9.0 uL (52.5 umol, 5 eq) DIPEA in 3.0 mL DMF gegeben. Nachdem
die Reaktionslosung bei -20 °C fiir 10 min geriihrt wurde, werden 27.3 mg PyBOP (52.5 umol,
5 eq) hinzugegeben und fiir 3 h bei -20 °C geriihrt. Anschliefend wird das Rohpeptid durch
TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H:20, 15.0 mL) 2 h entschiitzt. Durch
Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether wird die Rohsubstanz ausgefillt und abzentrifugiert.
Das Prézipitat wird im HV getrocknet, anschliefend in 5.0 mL 1,4-Dioxan geldst und
gefriergetrocknet. Anschliefend wird das Rohprodukt per RP-HPLC {iber eine Ascentis C18
(250 x 10 mm) Saule mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA
in 60 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt
werden gefriergetrocknet. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C18 S-3
pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C143H208N34044S2 (3171.51),
Ausbeute: 5.1 mg (1.2 pmol, 15 %) weiBBer Feststoff,
ESI-MS: Mbper: 3169.45; Mger: 1586.34 (M + 2H)**, 1057.55 (M + 3H)**, 793.43 (M + 4H)*".

Fmoc-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41a

Unter Argonatmosphire werden 502.7 mg (0.2 mmol, By = 0.3 mmol/g) Harz 40 mit 8§ mL
10 % AcBr/DCMaps versetzt und 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 41
gewaschen (5 X 10 mL DCMaps). Es werden 464.9 mg (0.8 mmol, 5 eq) Fmoc-Asn(Trt)-OH in
3 mL DCMaps gelost und 133.4 uL (0.8 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird zum
Harz 41 gegeben und 20 h inkubiert. Das Harz 41a wird in einen 10 mL Spritzenreaktor
iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM).

Boc-Cys(Acm)-Val-Val-Val-Asp(Ot-Bu)-Val-Ser (y™M¢pro)-His (Trt)-Glu(Ot-Bu)-Asp (Ot-Bu)-
Pro-Glu(Ot-Bu)-Val-Lys(Boc)-Phe-Asn(Trt)-Trp(Boc)-Tyr(t-Bu)-Val-Asp(Ot-Bu)-Gly-Val-
Glu(Ot-Bu)-Val-His(Trt)-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41b

(IgG1 Fc 261-286 geschiitzt)
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Das Fmoc-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41a wird in ein 45 mL
Reaktionsgefal fiir den Synthesizer {iberfiihrt. Um die Fmoc-Schutzgruppen zu entfernen, wird
das Harz im Synthesizer mit 20 % Piperidin in DMF versetzt. Die Aminoséduren (0.8 mmol,
5 eq) werden mit HCTU (0.8 mmol, 5 eq) in 4 mL 0.4 M DIPEA/DMF versetzt. In Tabelle 7
sind die jeweiligen Kupplungsbedingungen dargestellt. Cys-261 wird manuell als
symmetrisches Anhydrid gekuppelt. Hierzu werden 790.7 mg Boc-Cys(Acm)-OH (1.6 mmol,
10 eq) in 2 mL DCM und 0.6 mL DMF gel6st und mit 123.1 DIC (0.8 mmol, 5 eq) versetzt.
Die Reaktion wird 20 min bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wird die Losung abfiltriert und das
Filtrat eingeengt. Danach wird der Riickstand in 3.0 mL DMF gel6st und zum Harz aufgezogen.
Die Reaktionszeit betrdgt 3 h. Nach Reaktionsende wird das Harz mittels NMP (2 x) und DCM

(3 x) gewaschen, bevor die maschinelle Synthese fortgesetzt wird.

Tabelle 7: Kupplungssequenz fiir die Synthese von IgG1 Fc 261-286 Cys(Acm) 41b.

Aminosdure- Aminosdure m Kupplungs-  Aktivierungs-

position [mg] dauer [min] mittel
His-285 Fmoc-His(Trt)-OH 489.6 30 HCTU
Val-284 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Glu-283 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 336.1 30 HCTU
Val-282 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Gly-281 Fmoc-Gly-OH 434.9 30 HCTU
Asp-280 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 325.1 30 HCTU
Val-279 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Tyr-278 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 362.0 30 HCTU
Trp-277 Fmoc-Trp(Boc)-OH 415.9 30 HCTU
Asn-276 Fmoc-Asn(Trt)-OH 471.4 30 HCTU
Phe-275 Fmoc-Phe-OH 306.1 30 HCTU
Lys-274 Fmoc-Lys(Boc)-OH 370.2 30 HCTU
Val-273 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU

Glu-272 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 336.1 30 HCTU
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Pro-271 Fmoc-Pro-OH 226.5 30 HCTU
Asp-270 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 325.1 30 HCTU
Glu-269 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 336.1 30 HCTU
His-268 Fmoc-His(Trt)-OH 489.6 30 HCTU
Ser-267, Val-266  Fmoc-Val-Ser(yM*M°pro)-OH 249.5 45 PyBOP
Asp-265 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 325.1 30 HCTU
Val-264 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Val-263 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Val-262 Fmoc-Val-OH 268.1 30 HCTU
Cys-261 Boc-Cys(Acm)-OH 461.9 180 DIC

Das Harz wird mit 5 mL einer Abspaltlésung (1.5 % TFA, 2 % TES in DCM) versetzt (10 x
2 min). AnschlieBend wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben
mit 3 mL DIPEA gesammelt und eingeengt. Dann wird das Rohpeptid in DCM geldst, 3 X mit
H>O extrahiert. Die organische Phase wird eingeengt, in 10 mL 1,4-Dioxan gelost und
gefriergetrocknet. Es werden 656.0 mg (0.1 mmol, 91 %) Rohpeptid erhalten. Es wird eine
analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H,0) und das
Peptid durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro
C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisenséure); Eluens
B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min,

Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Cys(Acm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-
Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-OH 41e

(IgG1 Fc 261-286 Cys(Acm) entschiitzt)

Ci138H201N35044S (3086.35),

ESI-MS: Muer: 3084.43; Mger: 1544.00 (M + 2H)?*, 1029.58 (M + 3H)**, 772.52 (M + 4H)*".

H-Cys(Acm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-
Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-S(CH3)>2COOnBu 42
(IgG1 Fc 261-286 Cys(Acm) Thioester)



Experimenteller Teil 132

Zu 107.3 mg Rohpeptid (22.7 umol, 1 eq) werden 110.6 pL. (0.7 mmol, 30 eq) Butyl-3-
mercaptopropionat und 19.4 uL (113.5 pmol, 5 eq) DIPEA in 3 mL DMF gegeben. Nachdem
die Reaktionslosung bei -20 °C fiir 10 min geriihrt wurde, werden 59.0 mg PyBOP
(113.5 umol, 5eq) hinzugegeben und fiir 3 h bei -20 °C geriihrt. AnschlieBend wird der
Thioester 42 durch TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H>O, 15.0mL) 2 h
entschiitzt. Durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether wird die Rohsubstanz ausgefallt und
abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert. Die TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES,
2 % HPLC-H0) wird nochmals wiederholt. Das Prézipitat wird im HV getrocknet,
anschlieBend in 5 mL 1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. AnschlieBend wird das
Rohprodukt per RP-HPLC iiber eine Ascentis C18 (250 x 10 mm) Sédule mit einem Gradienten
von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 60 min bei einer Flussrate von 4 mL/min
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci45H213N35045S2 (3230.58),
Ausbeute: 29.1 mg (9.1 umol, 40 %), weiBler Feststoff,
ESI-MS: Mper: 3228.49; Mger: 1617.69 (M + 2H)**, 1078.72 (M + 3H)**, 809.26 (M + 4H)*".

Fmoc-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41a

Unter Argonatmosphire werden 322.0 mg (0.2 mmol, By = 0.5 mmol/g) Harz 40 mit 8§ mL
10 % AcBr/DCMa.ps versetzt und 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 41
gewaschen (5 x 10.0 mL DCMaps). Es werden 445.5 mg (0.8 mmol, 5 eq) Fmoc-Asn(Trt)-OH
in 3 mL DCMaps gelost und 128.4 pL (0.8 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird
zum Harz 41 gegeben und 18 h inkubiert. Das Harz 41a wird in einen 10 mL Spritzenreaktor

iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM).

Boc-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp(Ot-Bu)-Val-Ser (y"™¢pro)-His (Trt)-Glu(Ot-Bu)-Asp (Ot-
Bu)-Pro-Glu(Ot-Bu)-Val-Lys(Boc)-Phe-Asn(Trt)-Trp(Boc)-Tyr(t-Bu)-Val-Asp(Ot-Bu)-Gly-
Val-Glu(Ot-Bu)-Val-His(Trt)-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41¢
(IgG1 Fc 261-286 PhAcm geschiitzt)
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Das Fmoc-Asn(Trt)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 41a wird in ein 45 mL
Reaktionsgefal3 fiir den Synthesizer tiberfithrt. Um die Fmoc-Schutzgruppen zu entfernen wird
das Harz im Synthesizer mit 20 % Piperidin in DMF versetzt. Die Aminoséduren (0.8 mmol,
5 eq) werden mit 308.9 mg (0.8 mmol, 5 eq) HCTU in 3.5 mL 0.4 M DIPEA/DMF versetzt. Die
Aminosiure Fmoc-Val-Ser(¥M*Mepro)-OH (0.5 mmol, 3 eq) wird mit 233.1 mg (0.5 mmol,
3eq) PyBOP in 3mL 0.4M DIPEA/DMF versetzt. In Tabelle 8 sind die jeweiligen
Kupplungsbedingungen dargestellt. Cys-261 wird manuell als symmetrisches Anhydrid
gekuppelt. Hierzu werden 585.3 mg Boc-Cys(PhAcm)-OH (1.6 mmol, 10 eq) in 2 mL DCM
und 0.6 mL DMF gelost und mit 136.7 pL DIC (0.8 mmol, 5 eq) versetzt. Die Reaktion wird
20 min bei 0 °C geriihrt. Anschlieend wird die Losung abfiltriert und das Filtrat eingeengt.
Danach wird der Riickstand in 3 mL DMF gel6st und zum Harz aufgezogen. Die Reaktionszeit
betrdgt 3 h. Nach Reaktionsende wird das Harz mittels NMP (2 x) und DCM (3 x) gewaschen,

bevor die maschinelle Synthese fortgesetzt wird.

Tabelle 8: Kupplungssequenz fiir die Synthese von IgG1 Fc 261-286 Cys(PhAcm) 41c.

Aminoséure- Aminosdure m Kupplungs-  Aktivierungs-

position [mg] dauer [min] reagenz
His-285 Fmoc-His(Trt)-OH 462.7 30 HCTU
Val-284 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Glu-283 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 317.7 30 HCTU
Val-282 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Gly-281 Fmoc-Gly-OH 221.9 30 HCTU
Asp-280 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 307.2 30 HCTU
Val-279 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Tyr-278 Fmoc-Tyr(Ot-Bu)-OH 343.2 30 HCTU
Trp-277 Fmoc-Trp(Boc)-OH 393.2 30 HCTU

Asn-276 Fmoc-Asn(Trt)-OH 445.5 30 HCTU
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Phe-275 Fmoc-Phe-OH 289.3 30 HCTU
Lys-274 Fmoc-Lys(Boc)-OH 349.8 30 HCTU
Val-273 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Glu-272 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 317.7 30 HCTU
Pro-271 Fmoc-Pro-OH 251.9 30 HCTU
Asp-270 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 307.3 30 HCTU
Glu-269 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 317.7 30 HCTU
His-268 Fmoc-His(Trt)-OH 462.7 30 HCTU
Ser-267, Val-266  Fmoc-Val- Ser(YM*M°pro)-OH  208.9 50 PyBOP
Asp-265 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 307.3 30 HCTU
Val-264 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Val-263 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Val-262 Fmoc-Val-OH 253.4 30 HCTU
Cys-261 Boc-Cys(PhAcm)-OH 275.1 180 DIC

Das Harz wird mit 5 mL einer Abspaltlosung (1.5 % TFA, 2 % TES in DCM) versetzt (10 X
2 min). AnschlieBend wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben
mit 3 mL DIPEA gesammelt und eingeengt. Dann wird das Rohpeptid in DCM gel6st, 3 x mit
H>O extrahiert und gefriergetrocknet. Die organische Phase wird eingeengt, in 10 mL 1,4-
Dioxan gelost und gefriergetrocknet. Es werden 543.9 mg (114.0 umol, 89 %) Rohpeptid
erhalten. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES,
2% HPLC-H20) und das Peptid wird duch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-OH 41d

IgG1 Fc 261-286 Cys(PhAcm) entschiitzt

C144H205N35044S (3162.44),

ESI-MS: Mper: 3160.46; Mger: 1581.54 (M + 2H)**, 1054.64 (M + 3H)**, 791.24 (M + 4H)*".
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H-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-S(CH>)>COOnBu 43

(IgG1 Fc 261-286 Cys(PhAcm) Thioester)

Zu 100.4 mg Rohpeptid (21.5 umol, 1 eq) werden 102.5 uL. (0.6 mmol, 30 eq) Butyl-3-
mercaptopropionat und 18.0 pL (105.2 umol, 5 eq) DIPEA in 2 mL DMF gegeben. Nachdem
die Reaktionslosung bei -20 °C fiir 10 min gerithrt wurde, werden 54.8 mg PyBOP
(105.2 umol, 5 eq) hinzugegeben und fiir 3 h bei -20 °C geriihrt. AnschlieBend wird der
Thioester durch TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H>O, 15.0 mL) fiir 2 h
entschiitzt. Durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether wird die Rohsubstanz ausgefillt und
abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert. Die TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2 % TES,
2 % HPLC-H2O) wird nochmals wiederholt. Das Prizipiat wird im HV getrocknet,
anschlieBend in 5mL 1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. AnschlieBend wird das
Rohprodukt per RP-HPLC {iber eine Ascentis C18 (250 x 10 mm) S&ule mit einem Gradienten
von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 60 min bei einer Flussrate von 4 mL/min
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C151H217N3504552 (3306.68),

Ausbeute: 28.4 mg (8.6 umol, 40 %) weiller FeststofT,

ESI-MS: Mber: 3304.52; Mger: 1655.18 (M + 2H)?*, 1103.80 (M + 3H)**, 827.85 (M + 4H)**,
662.64 (M + 5H)*".

8.8 Versuche zu Kapitel 4.4

Fmoc-Lys(Boc)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 44

Unter Argonatmosphire werden 355.5 mg (0.1 mmol, By = 0.3 mmol/g) Harz 40 mit 8 mL
10 % AcBr/DCMa.ps versetzt und 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 41
gewaschen (5 X 10 mL DCMaps). Es werden 258.2 mg (0.6 mmol, 5 eq) Fmoc-Lys(Boc)-OH in
3 mL DCMaps gelst und 94.3 pL (0.5 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird zum
Harz 41 gegeben und 20 h inkubiert. Das Harz 44 wird in einen 10 mL Spritzenreaktor
iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM).
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Boc-Thz-Lys(Boc)-Thr(t-Bu)-Lys(Boc)-Pro-Arg(Pbf)-Glu(Ot-Bu)-Glu(Ot-Bu) Gln(Trt)-Tyr(t-
Bu)-Asp(OAll)-Ser(t-Bu)-Thr(y™eMepro)-Tyr(t-Bu)-Arg(Pbf)-Val-Val-Ser(t-Bu)-Val-Leu-
Thr(yMeMepro)-Val-Leu-His(Trt)-Gln(Trt)-Asp(t-Bu)-Trp(Boc)-Leu-Asn(Trt)-Gly-Lys(Boc)-
Glu(t-Bu)-Tyr(t-Bu)-Lys(Boc)-OH 45
(IgG1 Fc 287-320 geschiitzt)

Das Harz 44 wird in ein 45 mL Reaktionsgefdl3 fiir den Synthesizer {iberfiihrt. Um die Fmoc-

Schutzgruppen zu entfernen, wird das Harz im Synthesizer mit 20 % Piperidin in DMF versetzt.

Die Aminosduren (0.6 mmol, 5 eq) werden mit 734.6 mg (0.5 mmol, 5 eq) HCTU in 4 mL
0.4M DIPEA/DMF versetzt. Die Aminosduren Fmoc-Asp(OAll)-OH, Fmoc-Ser(t-Bu)-
Thr(yMMepro)-OH, Fmoc-Leu-Thr(y™*M¢pro)-OH und Boc-Thz-OH (0.3 mmol, 3 eq) werden
mit 554.35mg (0.3 mmol, 3 eq) PyBOP aktiviert. In Tabelle 9 sind die jeweiligen

Kupplungsbedingungen dargestellt.

Tabelle 9: Kupplungssequenz fiir die Synthese von IgG1 Fc 287-320 45.

Aminosdure- Aminosdure m [mg] Kupplungs Aktivierungs-
position -dauer mittel
[min]

Tyr-319 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 816.1 30 HCTU
Glu-318 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 755.6 30 HCTU
Lys-317 Fmoc-Lys(Boc)-OH 831.9 30 HCTU
Gly-316 Fmoc-Gly-OH 527.9 30 HCTU
Asn-315 Fmoc-Asn(Trt)-OH 1059.6 30 HCTU
Leu-314 Fmoc-Leu-OH 627.5 30 HCTU
Trp-313 Fmoc-Trp(Boc)-OH 935.1 30 HCTU
Asp-312 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 730.7 30 HCTU
GIn-311 Fmoc-GIn(Trt)-OH 1084.4 30 HCTU
His-310 Fmoc-His(Trt)-OH 1100.4 30 HCTU
Leu-309 Fmoc-Leu-OH 627.5 30 HCTU
Val-308 Fmoc-Val-OH 602.7 30 HCTU
Thr-307, Leu-306  Fmoc-Leu-Thr(yM*Mpro)-OH  526.9 45 PyBOP
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Val-305
Ser-304
Val-303
Val-302
Arg-301
Tyr-300
Thr-299, Ser-298
Asp-297
Tyr-296
GIn-295
Glu-294
Glu-293
Arg-292
Pro-291
Lys-290
Thr-289
Lys-288

Cys-287

Fmoc-Val-OH
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH
Fmoc-Ser-Thr(yM*M¢pro)-OH
Fmoc-Asp(OAll)-OH
Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH
Fmoc-GIn(Trt)-OH
Fmoc-Glu(t-Bu)-OH
Fmoc-Glu(t-Bu)-OH
Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Fmoc-Pro-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Thr(t-Bu)OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH

Boc-Thz-OH

602.7
680.6
602.7
602.7
1152.1
816.1
558.9
421.3
816.1
1084.4
755.6
755.6
1152.1
599.1
831.9
705.9
831.9

831.9

30
30
30
30
30
30
45
45
30
30
30
30
30
30
30
30
30
45

HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
PyBOP
PyBOP
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU
HCTU

PyBOP

Das Harz wird mit 50 mL einer Abspaltlosung (1.5 % TFA, 2 % TES in DCM) versetzt (10 X

2 min). AnschlieBend wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die Filtrate werden in einem Kolben

mit 3 mL DIPEA gesammelt und eingeengt. Dann wird das Rohpeptid in DCM gelost und 3 x

mit einer gesittigten NaCl-Losung extrahiert. Die organische Phase wird eingeengt, in 10.0 mL

1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. Es werden 518.8 mg (75.0 umol, 85 %) des

Rohpeptids erhalten.

C187H290N50056S (4166.67).
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Boc-Thz-Lys(Boc)-Thr(t-Bu)-Lys(Boc)-Pro-Arg(Pbf)-Glu(Ot-Bu)-Glu(Ot-Bu) Gln(Trt)-Tyr(t-
Bu)-Asp(OAll)-Ser(t-Bu)-Thr(y™eMepro)-Tyr(t-Bu)-Arg(Pbf)-Val-Val-Ser(t-Bu)-Val-Leu-
Thr(yMeMepro)-Val-Leu-His(Trt)-Gln(Trt)-Asp(t-Bu)-Trp(Boc)-Leu-Asn(Trt)-Gly-Lys(Boc)-
Glu(t-Bu)-Tyr(t-Bu)-Lys(Boc)-NH-NHBoc 46

(IgG1 Fc 287-320 Hydrazid geschiitzt)

Es werden 518.8 mg Peptidylsdure 45 (75.0 mmol, 1eq), 61.3 mg fert-Butylcarbazat
(0.2 mmol, 3 eq), 52.5 mg CI-HOBt (0.2 mmol, 2 eq) und 12.9 uLL DIPEA (0.2 umol, 2 eq) in
5 mL absolutem DCM gelost. Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt. Danach werden 48.2 pLL DIC
(0.2 mmol, 2 eq) zugegeben. Die Reaktion wird 18 h geriihrt und die Temperatur wird langsam
von 0 °C auf RT erhoht. Die Losung wird anschlieBend eingeengt. Die Rohsubstanz wird durch
Flash-Chromatographie (Reveleris® iES, Kartuschengrole 40 g, DCM/MeOH, 0 — 15 %,
40 min, 36 mL/min) gereinigt. Die Fraktionen mit der Zielverbindung werden eingeengt, in 1,4-
Dioxan geldst und gefriergetrocknet. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung fiir 1h
durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H:0) und das Peptid 46e wird durch LC-MS-
Analyse charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-
3um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

H-Thz-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asp(OAll)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-
Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 46e

(IgG1 Fc 287-320 Hydrazid entschiitzt)

C187H292N52055S (4180.70),

Ausbeute: 404.3 mg (57.8 umol, 77 %),

ESI-MS: Mper: 4178.14; Mger: 2091.58 (M + 2H)*", 1394.52 (M + 3H)**, 1046.11 (M + 4H)**,
837.03 (M + 5H)*", 697.58 (M + 5H)°*, 598.22 (M + 6H)®".

Boc-Thz-Lys(Boc)-Thr(t-Bu)-Lys(Boc)-Pro-Arg(Pbf)-Glu(Ot-Bu)-Glu(Ot-Bu)-Gln(Trt)-Tyr(t-
Bu)-Asp-Ser(t-Bu)-Thr (y"“Mpro)-Tyr(t-Bu)-Arg (Pbf)-Val-Val-Ser(t-Bu)-Val-Leu-
Thr(yMeMepro)-Val-Leu-His(Trt)-Gln(Trt)-Asp(t-Bu)-Trp(Boc)-Leu-Asn(Trt)-Gly-Lys(Boc)-
Glu(t-Bu)-Tyr(t-Bu)-Lys(Boc)-trityl-NH-NHBoc 49

(IgG1 Fc 287-320 Asp Hydrazid geschiitzt)
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404.3 mg des geschiitzten Peptidhydrazids 46 (57.8 pmol, 1 eq) in einen 10.0 mL Spitzkolben
angesetzt und in 714.6 puL absolutem DCM geldst. Unter Schutzgasatmosphire werden 6.6 mg
Pd(PPh3)4(11.6 umol, 0.2 eq) und 42.3 uL. PhSiH3 (0.7 mmol, 12 eq) zugegeben. Die Reaktion
wird 3 h im Dunkeln geriihrt. Die Losung wird eingeengt. Die Rohsubstanz wird durch Flash-
Chromatographie (Reveleris® iES, Kartuschengréfe 40 g, DCM/MeOH, 0 — 10 %, 30 min,
36 mL/min) gereinigt. Die Fraktionen mit der Zielverbindung werden eingeengt, in 1,4-Dioxan
gelost und gefriergetrocknet. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung durchgefiihrt und das
erhaltene Peptid 39e per LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 —

70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Thz-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asp-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-
Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 49e

(IgG1 Fc 287-320 Asp Hydrazid entschiitzt)

Ci84H2838N52055S (4140.64)

Ausbeute: 319.3 mg (45.9 umol, 80 %),

ESI-MS: Mper: 4138.11; Mger: 2071.76 (M + 2H)**, 1381.47 (M + 3H)**, 1036.18 (M + 4H)**,
829.11 (M + SH)*", 690.94 (M + 5H)**, 592.58 (M + 6H)®".

O-p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-desoxy-2-acetamido-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-
D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-p-D-galactopyranosyl-(1—4)-(O-2-desoxy-2-acetamido-f-D-
glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-(B-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-
(2-desoxy-2-acetamido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-(2-desoxy-2-acetamido-f-D-
glucopyranosylamin 48
[-Gal-1,4-p-GlcNAc-1,2-0-Man-1,3-[p-Gal-1,4-p-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-p-Man- 1,4-f5-
GlcNAc-1,4-p-GlcNAc-NH>

16.3 mg (9.8 umol, 1 eq) Glycosylazid 47 werden in 1 mL MeOHaps gelost. Dann werden
16.7 uL (97.5 pmol, 10 eq) DIPEA und 58.1 pL (585.0 umol, 60 eq) 1.3-Propandithiol
hinzugegeben. Die Reaktion wird 2 h unter Argonatmosphére geriihrt. Der Reaktionsverlauf

wird mittels DC tiberpriift. Das Produkt 48 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether
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ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2 h im

Hochvakuum getrocknet.

Ce2H105N5045 (1640.50),
47 R¢=0.50 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1),

48 Rr=0.11 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1).

H-Thz-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-
Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 50

(IgG1 Fc 287-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

Es werden 44.5 mg des desallylierten Peptidhydrazids 49 (6.5 umol, 1eq) in einen
Langhalskolben mit Schraubseptum gegeben. Danach wird eine Losung aus 3.7 mg HATU
(9.8 umol, 1.5eq) und 4.5 uL. DIPEA (26.1 umol, 4 eq) in 244 yL. DMSO/DMF (1/1)
zugegeben und 15 min geriihrt. AnschlieBend werden 16.0 mg (9.8 umol, 1 eq) Glycosylamin
48 zugegeben. Der Kolben wird unter Argon gesetzt und der Reaktionsansatz 4 d bei RT
geriihrt. Nach 2 h wird mit 3.7 mg HATU (9.8 umol, 1.5 eq) und 4.5 uL DIPEA (26.1 pmol,
4 eq) nachaktiviert. Nach 1 d wird mit 3.7 mg HATU (9.8 umol, 1.5 eq) und 4.5 uL DIPEA
(26.1 pmol, 4 eq) nachaktiviert. Die Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die Losung wird
im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 4 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O
gelost und 2 h geschiittelt. Das Glycopeptid 50 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem
Diethylether ausgefillt (15 min bei —24°C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und das Préizipitat 2 x mit kalten Diethylether gewaschen. Der Riickstand wird in
30 % Acetonitril/H2O + 0.1 % Ameisensdure geldst und gegfriergetrocknet. Die Rohsubstanz
wird durch RP-HPLC {iber eine Ascentis C18 Sdule (250 x 10 mm) mit einem Gradienten von
20 bis 40 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS
analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C18 S-3 um (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.
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C246H391N57099S (5763.12),

Ausbeute: 6.2 mg (1.1 umol, 17 %), weiller FeststofT,

ESI-MS: Mber = 5759.70; Mger = 2882.05 (M + 2H)?*, 1921.78 (M + 3H)**, 1441.63 (M + 4H)**,
1153.45 (M + 5H)**, 961.23 (M + 6H)®", 824.01 (M + 7TH)"".

O-(2-Acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-
acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-p-D-mannopyranosyl-(1—4)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy-f-D-
glucopyranosylamin 52
(p-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[p-GlcNAc-1,4]-[f-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-p-Man- 1,4--GlcNAc-
1,4-p-GlcNAc-NH>)

15.3 mg (9.9 umol, 1 eq) Glycosylazid 51 werden in 1 mL MeOHaps gelost. Dann werden
17.7 uL. (98.7 pmol, 10 eq) DIPEA und 60.1 pL (595.0 umol, 60 eq) 1,3-Propandithiol
hinzugegeben. Die Reaktion wird 2 h unter Argonatmosphére geriihrt. Der Reaktionsverlauf
wird per DC iiberpriift. Das Produkt 52 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether
ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2h im

Hochvakuum getrocknet.

Ce2H105N5045 (1619.41),
51 R¢=0.55 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1),

52 R¢=0.26 (Isopropanol/1 M NH4OAc 2:1).

NH-Thz-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Octa)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-
Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 53

(IgG1 Fc 287-320 Octa Hydrazid entschiitzt)

Es werden 45 mg des desallylierten Peptidhydrazids 49 (6.6 umol, 1eq) in einen
Langhalskolben mit Schraubseptum gegeben. Danach wird eine Losung aus 3.8 mg HATU
(9.9 umol, 1.5eq) und 4.5 uL DIPEA (26.3 umol, 4 eq) in 207 uL DMSO/DMF (1/1)
zugegeben und 15 min geriihrt. AnschlieBend werden 15.0 mg (9.9 umol, 1.5 eq) Glycosylamin
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52 zugegeben. Der Kolben wird unter Argon gesetzt und der Reaktionsansatz 2 d bei RT
geriihrt. Nach 2 h wird mit 3.8 mg HATU (9.9 umol, 1.5 eq) und 4.5 uL DIPEA (26.3 pmol,
4 eq) nachaktiviert. Nach 1 d wird wiederum mit 3.8 mg HATU (9.9 umol, 1.5 eq) und 4.5 uL
DIPEA (26.3 umol, 4 eq) nachaktiviert. Die Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die Losung
wird im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 4 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 %
H>O gelost und 2 h geschiittelt. Das Glycopeptid 53 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem
Diethylether ausgefillt (15 min bei —24°C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und das Prizipitat 2 x mit kalten Diethylether gewaschen. Der Riickstand wird in
30 % Acetonitril/H2O + 0.1 % Ameisensédure gelost und gefriergetrocknet. Die Rohsubstanz
wird durch RP-HPLC iiber eine Hydro C18 Sdule (150 x 10 mm) mit einem Gradienten von 20
bis 40 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS
analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 pm (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 50% B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C242H384N580094S (5642.04),

Ausbeute: 8.0 mg (1.4 umol, 22 %), weiller Feststof,

ESI-MS: Mber = 5638.68; Mger = 1882.37 (M + 3H)**, 1412.00 (M + 4H)*", 1129.83 (M + 5H)**,
941.48 (M + 6H)®*, 807.19 (M + 7H)"".

H-Thz-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Glin-Tyr-Asn(Deca)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-
Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 54

(IgG1 Fc 287-320 Deca Hydrazid entschiitzt)

2.0mg (0.4 umol, 1eq) Glycopeptid 53 und 3 eq UDP-Galactose werden in 354.5 uL
Nacacodylat-Puffer (20 mM, pH 7.4) geldst. Dann werden nacheinander 2 uL. BSA (einer
Stammldsung aus 10 mg/mL BSA), 2 puL alkalische Phosphatase (2 U), 1.4 uL MnCl> (1 mMm)
und schlieBlich 200 mU B-1,4-Galactosyltransferase (E.C.2.4.1.38) zugegeben. Die Reaktion
wird 18 h bei 30 °C inkubiert. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie iiber
eine Superdex Peptide® PE 30/100 Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H,O (+ 0.1 % TFA)
als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem

Zielprodukt werden per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
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Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C254H404N580104S (5966.32),
ESI-MS: Mper = 5962.78; Mger = 1493.19 (M + 4H)**, 1194.86 (M + 5H)*", 995.80 (M + 6H)®*,
853.60 (M + 7TH)™.

NH>-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Deca)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-
Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 54

(IgG1 Fc 287-320 Deca Hydrazid Cys entschiitzt)

2.0 mg (0.3 umol, 1 eq) des Glycopeptids werden in 200 pL eines Puffers, bestehend aus 6 M
Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.2 M Methoxamin, pH 3.4, gelost
und fiir 1 d inkubiert. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie iiber eine
Superdex Peptide® PE 30/100 Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H2O (+ 0.1 % TFA) als
Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt
werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
MS: Séule: Hydro CI18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C253H404N580104S (5954.31)

Ausbeute: 1.6 mg (251.0 nmol, 76 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mber = 5950.78; Mger = 1985.69 (M + 3H)**, 1489.63 (M + 4H)**, 1191.79 (M + 5H)**,
993.38 (M + 6H)®*, 851.53 (M + 7H)"".

H-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-
Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 55

(IgG1 Fc 287-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

6.2 mg (1.0 umol, 1eq) des glycosylierten Peptids 50 werden in 600 puL eines Puffers,
bestechend aus 6 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.2 M
Methoxamin, pH 3.5, gelost und 1d inkubiert. Das Rohprodukt wird per
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Gelpermeationschromatographie iiber eine Superdex Peptide® PE Siule (300 x 10 mm) mit
50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt.
Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C245H391N57099S (5751.11)

Ausbeute: 5.2 mg (0.9 pmol, 83 %), weiler Feststoff,

ESI-MS: Mber = 5747.70; Mger = 1918.49 (M + 3H)**, 1439.13 (M + 4H)**", 1151.37 (M + 5H)*",
959.66 (M + 6H)®*, 822.87 (M + 7H)"".

8.9 Versuche zu Kapitel 4.5

H-Thz-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-
Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-
NH-NH 56

(IgG1 Fc 261-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

33mg (1.5eq, 1.0 umol) des Thioesters 39 werden in 100 uL einers Ligationspuffers,
bestehend aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und
5 mM TCEP, pH 7, gelost und zu 4.0 mg (0.7 umol, 1 eq) des Cysteinfragments 55 gegeben.
Die Reaktion wird 2 d in der anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 0.2 mg DTT
zugegeben. Das Rohprodukt wird nach 1 h per Gelpermeationschromatographie iiber eine
Superdex Peptide® PE Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel
bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C380Hs85N910141S2 (8748.37)
Ausbeute: 4.3 mg (0.5 pmol, 71 %)
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ESI-MS: Mber = 8743.08; Mger= 1752.58 (M + SH)*", 1460.46 (M + 6H)**, 1251.90 (M + 7H)"",
1095.58 (M + 8H)**, 973.94 (M + 9H)**, 876.78 (M + 10H)!%*,

NH>-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Deca)-
Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-
Tyr-Lys-NH-NH> 57

(IgG1 Fc 261-320 Deca Hydrazid entschiitzt)

1.4mg (0.4 umol, 1.5eq) des Thioestes 43 werden in 100 uL einers Ligationspuffers,
bestehend aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und
5 mM TCEP, pH 7, gelost und zu 1.6 mg (0.3 umol, 1 eq) des Cysteinfragments 54 gegeben.
Die Reaktion wird 2 d in der anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 0.1 M DTT
zugegeben. Das Rohprodukt wird nach 1 h per Gelpermeationschromatographie iiber eine
Superdex Peptide® PE 30/100 Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H>O (+ 0.1 % TFA) als
Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. AnschlieBend wird durch RP-HPLC
iiber eine Hydro C18 Séule (150 x 10 mm) mit einem Gradienten von 20 bis 50 %
Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C397H605N920148S2 (9098.71)

Ausbeute: 0.5 mg (55.0 nmol, 20 %), weiBer Feststoff,

ESI-MS: Mber = 9093.21; Mger = 1820.86 (M + SH)**, 1517.56 (M + 6H)®*, 1300.87 (M + 7H)"*,
1138.41 (M + 8H)®", 1012.01 (M + 9H)’*, 910.89 (M + 10H)'°".

H-Cys(Acm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-
Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gln-Tyr-Asn(Nona)-Ser-
Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-
Lys-NH-NH> 58

(IgG1 Fc 261-320 Nona Hydrazid entschiitzt)
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44 mg (1.4 pmol, 1.5eq) des Thioesters 42 werden in 250 pL einers Ligationspuffers,
bestehend aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und
5 mM TCEP, pH 7, gel6st und zu 5.3 mg (0.9 umol, 1 eq) des Cysteinfragments 55 gegeben.
Die Reaktion wird 2 d in der anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 0.1 M DTT
zugegeben. Das Rohprodukt wird nach 1 h per Gelpermeationschromatographie iiber eine
Superdex Peptide® PE Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel
bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —
70% B in 25min, Flussrate: 0.2 mL/min. Aufgrund von Stoérungen wéhrend der

Chromatographie konnten nur 0.72 mg Produkt erhalten werden.

C383H590N920142S> (8819.44)
ESI-MS: Mber = 8814.12; Mger = 1766.97 (M + SH)**, 1472.52 (M + 6H)®*, 1262.22 (M + 7H)"*,
1104.63 (M + 8H)®".

H-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-
Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-
Tyr-Lys-NH-NH> 59

(IgG1 Fc 261-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

2.8mg (1.5eq, 0.8 umol) des Thioesters 43 werden in 100 uL eines Ligationspuffers,
bestehend aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und
5 mM TCEP, pH 7, gelost und zu 3.2 mg (1 eq, 0.6 pmol) des Cysteinfragments 45 gegeben.
Die Reaktion wird 2 d in der anaeroben Glovebox inkubiert. Anschliefend werden 0.2 mg DTT
zugegeben. Das Rohprodukt wird nach 1 h per Gelpermeationschromatographie iiber eine
Superdex Peptide® PE Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H>0 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel
bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.
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C389H594N920142S (8895.54)

Ausbeute: 4.7 mg (0.5 umol, 93 %), weiller Feststoft,

ESI-MS: Mber = 8890.15; Mger = 1780.37 (M + 5H)*", 1483.88 (M + 6H)®*, 1272.03 (M + 7H)"*,
1113.13 (M + 8H)%*, 989.59 (M + 9H)’*, 990.71 (M + 10H)'*".

8.10 Versuche zu Kapitel 4.6

H-Thz-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Tyr-
Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-
NH> 60

(IgG1 Fc 261-320 Nona Ala Hydrazid entschiitzt)

Zu 0.5 mg des Fragments 56 werden 50 puL eines Entschwefelungspuffers, bestehend aus 6 M
Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.2 M TCEP, 0.1 M MESNa und
5 mM VA-004 bei pH 7 gegeben. Die Reaktion wird bei 37 °C 21 h inkubiert. Das Rohprodukt
wird per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Hydro C18 S-
3um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C381H584N90O142S (8729.30)
ESI-MS: Mber = 8724.10; Mger = 1456.42 (M + 6H)®", 1248.67 (M + 7H)"*, 1092.53 (M + 8H)%*,
971.27 (M + 9H)°*, 874.27 (M + 10H)'"*.

H-2-methyl-2-carboxyl-Thz-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-
Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-
Asn(Nona)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-
Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 65

(IgG1 Fc 261-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

Zu 1.0 mg des Peptids 64 werden 200 pL eines Puffers, bestehend aus 6 M Guanidiniumchlorid
und 0.02 M Natriumdihydrogenphosphat, pH 7 gegeben. AnschlieBend werden 378.7 puL
(50 eq, 5.5 umol) Pyruvat hinzugegeben. Die Reaktion wird bei RT iiber Nacht inkubiert. Das
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Rohprodukt wird per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule:
Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisenséure);
Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min,

Flussrate: 0.2 mL/min.

C383Hs86N900144S2 (8819.40)
ESI-MS: Mber = 8814.07; Mger= 1471.36 (M + 6H)*", 1261.35 (M + 7H)"*, 1103.74 (M + 8H)®*,
981.15 (M + 9H)*".

H-Cys(Acm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-
Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asn(Nona)-Ser-
Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-
Lys-NH-NH> 61

(IgG1 Fc 261-320 Nona Ala Hydrazid entschiitzt)

Zu 0.5 mg des Fragments 58 werden 50 pL eines Entschwefelungspuffers, bestehend aus 6 M
Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.2 M TCEP, 0.1 M MESNa und
5mM VA-004, pH 7 gegeben. Die Reaktion wird bei 35 °C iiber Nacht inkubiert. Das
Rohprodukt wird per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule:
Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisenséure);
Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min,

Flussrate: 0.2 mL/min.

C383H590N920142S (8787.38)
ESI-MS: Mper = 8782.15; Mger = 1760.68 (M + 5H)**, 1467.04 (M + 6H)®", 1257.57 (M + TH)"*,
1100.58 (M + 8H)%*, 978.35 (M + 9H)°*.

H-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-
Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-
Tyr-Lys-NH-NH> 62

(IgG1 Fc 261-320 Nona Ala Hydrazid entschiitzt)
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Zu 3.7 mg des Fragments 59 (0.4 umol, 1 eq) werden 366 puL eines Entschwefelungspuffers,
bestehend aus 6 M Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.2 M TCEP, 0.1 M
MESNa und 5 mM VA-004, pH 7 gegeben. Die Reaktion wird in der anaeroben Glovebox bei
35 °C tber Nacht inkubiert. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie iiber
eine Superdex Peptide® PE 30/100 Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H,0 (+ 0.1 % TFA)
als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C389H594N020142S (8863.47)

Ausbeute: 2.5 mg (0.3 pmol, 69 %), weiBler Feststoff,

ESI-MS: Mber = 8858.18; Mger = 1773.99 (M + 5H)**, 1478.33 (M + 6H)®*, 1267.40 (M + 7H)"*,
1109.08 (M + 8H)®*, 985.97 (M + 9H)’*, 887.46 (M + 10H)'"".

NH>-Cys(PhAcm)-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-
Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Deca)-
Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-
Tyr-Lys-NH-NH> 67

(IgG1 Fc 261-320 Deca Ala Hydrazid entschiitzt)

Zu 0.5 mg des Fragments 57 (55.5 nmol, 1 eq) werden 50 puL eines Entschwefelungspuffers,
bestehend aus 6 M Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.2 M TCEP, 0.1 M
MESNa und 5 mM VA-004, pH 7 gegeben. Die Reaktion wird in der anaeroben Glovebox bei
35 °C tber Nacht inkubiert. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie iiber
eine Superdex Peptide® PE 30/100 Siule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H,O (+ 0.1 % TFA)
als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C397H605N920148S (9066.64)
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Ausbeute: 0.3 mg (31.0 nmol, 56 %), weiler Feststoff,
ESI-MS: Mber = 9061.24; Mger= 1512.35 (M + 6H)®*, 1296.30 (M + 7H)"*, 1134.40 (M + 8H)®*,
1008.51 (M + 9H)°*, 907.79 (M + 10H)'°*,

8.11 Versuche zu Kapitel 4.7

H-Cys-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-
Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-
NH-NH2 68

(IgG1 Fc 261-320 Cys Hydrazid)

Es werden 0.5 mg (56.0 nmol, 1 eq) des Peptids 62 in 50 uL. TFA geldst. Anschlieend werden
0.6 mg AgOAc (3.375 umol, 60 eq) zugegeben und die Reaktion 12 h inkubiert. Schlielich
werden 1 mg DTT zugegeben und 10 min geschiittelt. Danach wird die Lésung 2 min bei
13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand im HV eingeengt und mit Diethylether ausgefllt.
Danach wird das Peptid 68 in 20 % CH3CN/H>O geldst. Das Rohprodukt wird durch RP-HPLC
iiber eine Ascentis C18 Sidule (100 x 4.6 mm) mit einem Gradienten von 10 bis 40 %
Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 35 min bei einer Flussrate von 1 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm);
Losemittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 —70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C380Hs83N910141S (8717.29),
Ausbeute: 0.2 mg (20.0 nmol, 36 %), weiller Feststoff,
ESI-MS: Mper = 8712.11; 1454.12 (M + 6H)®*, 1245.66 (M + 7H)"", 1090.57 (M + 8H)%".

H-Cys-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-OH 70

(IgG1 Fc 261-286 Cys)

Zu 0.1 mg des Peptids 69 (32.0 umol, 1 eq) werden 120 uLL 100 mM Tris-Puffer pH 7, 0.1 mg
EDTA (0.2 umol, 6.3 eq) und 0.1 mg DTT (0.2 umol, 6.3 eq) gegeben. Es werden anschlieSend
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450 mU Penicillin G Acylase (E.C.3.5.1.11), Sigma Aldrich, aus E. coli) zugegeben. Die
Reaktion wird in einer anaeroben Glovebox 1 h inkubiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir
LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um, 30 nm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser
(0.1 % Ameisenséure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient

10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci135H196N34043S (3015.27)
ESI-MS: Mper = 3013.39; Mger = 1508.23 (M + 2H)?**, 1005.80 (M + 3H)**, 754.61 (M + 4H)*".

H-Cys-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-
Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-
NH-NH; 68

(IgG1 Fc 261-320 Nona Ala Cys Hydrazid entschiitzt)

Zu 0.5 mg des Fragments 62 werden 120 pL einer Losung, bestehend aus 20 % CH3CN/ H20,
20 mM Cystein, 8 % DMF, pH 8, gegeben. Es werden anschlieBend 200 mU Penicillin G
Acylase (E.C.3.5.1.11, Sigma Aldrich, aus E. coli) zugegeben. Nach 2 h werden erneut 200 mU
Penicillin G Amidase zugegeben. Die Reaktion wird in einer anaeroben Glovebox iiber Nacht
inkubiert. Anschliefend werden 1.5 mg DTT zugegeben.

Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Siule: Pro C4 S-3 um, 30 nm (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C380Hs84N90O142S (8717.29)
ESI-MS: Mper = 8712.10; Mger = 1745.03 (M + 5SH) >, 1454.08 (M + 6H)®", 1246.66 (M + TH)"*,
1090.89 (M + 8H)®*, 969.84 (M + 9H)’*, 872.96 (M + 10H)'*".

NH>-Cys-Val-Val-Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-
Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-
Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-
NH-NH; 68

(IgG1 Fc 261-320 Nona Ala Cys Hydrazid entschiitzt)
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Zu 2.36 mg des Peptids 62 (0.3 umol, 1 eq) werden 50 pL eines Puffers bestehend aus 6 M
Guanidiniumchlorid und 0.1 M NaH>PO4 bei pH 7 gegeben. Es werden 7.3 U Penicillin G
Acylase (E.C.3.5.1.11, Sigma Aldrich, aus E. coli) mit 50 pL 0.1 M NaH>PO4, 20 mM Cystein,
2 mM EDTA, pH 7 versetzt und 3 min inkubiert. AnschlieBend wird die Penicillin G Acylase
zum geldsten Peptid 61 gegeben. SchlieBlich wird mittels des Puffers aus 0.1 M NaH2POs,
20 mM Cystein und 2 mM EDTA, pH 7, eine Konzentration von 2 M Guanidiniumchlorid
eingestellt. Die Peptidkonzentration betrdgt 0.9 mM. Die Reaktion wird in einer anaeroben
Glovebox 3 h inkubiert. AnschlieBend werden 2 mg DTT zugegeben. Es werden danach 1 mL
30 % CH3CN/H20 + 0.1 % HCOOH hinzugefiigt. Die Rohsubstanz wird durch RP-HPLC {iber
eine Protein RP Sdule (150 x 10 mm) mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser
mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 2 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Pro C4 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C380H584N90O142S (8717.29)

Ausbeute: 1.4 mg (0.2 pmol, 60 %), weiller Feststoft,

ESI-MS: Mber = 8712.10; Mger = 1744.18 (M + 5H)**, 1453.66 (M + 6H)®*, 1246.13 (M + 7H)"*,
1090.42 (M + 8H)®", 969.27 (M + 9H)**, 872.50 (M + 10H)'"".

8.10 Versuche zu Kapitel 4.8

NH>-Thr-His-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-
Leu-Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Nle-Ile-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Cys-Val-Val-
Val-Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-
His-Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-Gin-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-
Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-NH-NH> 73

(IgG1 Fc 223-320 Nona Hydrazid entschiitzt)

1.2 mg des Thioesters 36 (1.5 eq, 0.3 umol) werden in 50 pL eines Ligationspuffers, bestehend
aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und 5 mm
TCEP, pH 7, gelost und zu 1.7 mg (1 eq, 0.19 pmol) des Cysteinfragments 68 gegeben. Die
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Reaktion wird 3 d in einer anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 0.1 M DTT
zugegeben. Das Rohprodukt wird durch RP-HPLC iiber eine Protein-RP Sdule (150 x 10 mm)
mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer
Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Pro C4 S-3 pm, 30 nm (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 20 —

60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Cs66Hg77N1350193S3 (12757.00),

Ausbeute: 1.0 mg (79.0 nmol, 40 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mper = 12749.21; Mger = 1822.87 (M + 7H)’*, 1595.21 (M + 8H)*", 1417.98 (M +
9H)’*, 1276.31 (M + 10H)!**, 1160.36 (M + 11H)!'*, 1063.81 (M + 12H)'?*, 982.03 (M +
13H)13*,911.90 (M + 14H)'**, 851.15 (M + 15H)'*".

H-Thr-His-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Leu-
Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Nle-1le-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val--Cys-Val-Val-Val-
Asp-Val-Ser-His-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-
Asn-Cys-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asn(Nona)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-
Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-MMBA 74

(IgG1 Fc 223-320 Nona Thioester entschiitzt)

Zu 0.9 mg (71.0 nmol, 1 eq) des Peptids 73 werden 23 uL eines Puffers, bestehend aus 6 M
Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.02 M Natriumnitrit, pH 3.5
gegeben. Die Reaktion wird 50 min bei -24 °C inkubiert. AnschlieBend werden 1.7 mg MMBA
(4.6 pmol, 65 eq) zugegeben und die Reaktionslosung mit 1 M NaOH auf pH 6-7 eingestellt.
Bei RT wird die Reaktionslésung 1 h inkubiert. Das Rohprodukt wird durch RP-HPLC {iber
eine Supelco Discovery Bio Wide Pore C5 Saule (150 x 4.6 mm) mit einem Gradienten von 20
bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 1 mL/min
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS
analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Pro C4 S-3 um, 30 nm, (50 X
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 20 — 60 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.
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Cs74Hgs1N133019554 (12885.20).

8.11 Versuche zu Kapitel 5.1

Fmoc-Gly-2-Chlor-Trityl-Polystyrol-Harz 78

148.7 mg (0.5 mmol, 1 eq) Fmoc-Gly-OH werden in 2 ml NMP/DCM (1/1) gel6st und es
werden 342.4 uL. (1.1 mmol, 4 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird zu 500.1 mg
(0.5 mmol, By = 1.0 mmol/g) vorgequollenem 2-Chlor-Trityl-PS-Harz 77, das sich in einem
10 mL Spritzenreaktor befindet, aufgezogen. Die Reaktionslosung wird 20 h bei RT
geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz 78 gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM) und mit einer
Losung aus DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1) 3 % 2 min geschiittelt. Das Harz wird erneut 2 x mit
NMP und 3 x mit DCM gewaschen.

Boc-Ala-Val-Leu-Pro-Gln(Trt)-Glu(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Gly-OH 79

(Bikunin 1-9, geschiitzt)

Das Harz 78 wird in einen 45 mL Reaktor {iberfiihrt. Die Aminosduren (2.0 mmol, 5 eq) werden
mit 808.8 mg (2.0 mmol, 5 eq) HCTU aktiviert. Die Synthesebedingungen sind in Tabelle 10
nachzulesen. Bei jedem Kupplungsschritt werden im Synthesizer 3 mL 0.4 M DIPEA/DMF-
Losung hinzugefiigt.

Tabelle 10: Kupplungssequenz fiir die Synthese von Bikunin 1-9 79.

Aminosdure- Aminosdure m [mg] Kupplungs-  Aktivierungsmittel
position dauer [min]
Glu-8 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 831.8 30 HCTU
Glu-7 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 831.8 30 HCTU
Glu-6 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 831.8 30 HCTU
GIn-5 Fmoc-GlIn(Trt)-OH 1193.9 30 HCTU

Pro-4 Fmoc-Pro-OH 659.6 30 HCTU
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Leu-3 Fmoc-Leu-OH 690.9 30 HCTU
Val-2 Fmoc-Val-OH 663.5 30 HCTU
Ala-1 Fmoc-Ala-OH 369.91 30 HCTU

Es wird eine analytische TFA-Abspaltung (1.5 % TFA in DCM) durchgefiihrt und das
geschiitzte Peptidfragment 79 durch LC-MS analysiert. Anschlieend wird das Harz mit einer
Abspaltlosung aus 4 mL 20 % HFIP, 10 % TFE und 2 % TES in DCM versehen (1 x 20 min,
10 x 2 min) und danach 3 x mit DCM gewaschen. Die Filtrate werden in Kolben gesammelt,
eingeengt, im Hochvakuum getrocknet, in 1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. Es werden
535.9 mg Rohprodukt erhalten. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Pro C8 S-
3um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 40 % bis 95 % B in 25 min,

Flussrate: 0.2 mL/min.

C77H112N10019 (1481.77),
Ausbeute: 535.9 mg (0.4 mol, 71 %), weiBer Feststoft,
Moer: 1480.81; Mger: 1483.45 (M+H)".

Fmoc-Ser(t-Bu)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 80

Unter Argonatmosphire werden 544.6 mg (0.2 mmol, By = 0.3 mmol/g) Harz 32 mit 8 mL
10 % AcBr/DCMa.ps versetzt und 3 h inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 33
gewaschen (5 X 10 mL DCMaps). Es werden 323.3 mg (1.4 mmol, 5 eq) Fmoc-Ser(t-Bu)-OH in
3 mL DCMaps gelost und 144.4 puL (1.4 mmol, 5 eq) DIPEA hinzugefiigt. Die Losung wird zum
Harz gegeben und 20 h inkubiert. Das Harz wird in einen 10 mL Spritzenreaktor tiberfiihrt und
gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM).

Fmoc-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln(Trt)-Leu-Val-Thr(PM“Mpro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr (" Mépro)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Ser(t-Bu)-2-Chlor-trityl-carboxamidomethyl-
ChemMatrix-Harz 86

(Bikunin 10-25, geschiitzt)



Experimenteller Teil 156

Das Harz 80 wird in ein 45 mL ReaktionsgefaB fiir den Synthesizer iiberfiihrt und mit 20 %
Piperidin in DMF versetzt. Anschlieend wird das Harz mit 6 X mit DMF gewaschen. Die
Aminosduren (1.4 mmol, 5 eq) werden mit 345.4 mg (1.4 mmol, 5 eq) HCTU, gel6st in 4 mL
0.4 M DIPEA/DCM, aktiviert. Die Aminosidure Fmoc-Val-Thr(¥M*M¢pro)-OH (0.5 mmol,
3 eq) wird mit 266.7 mg (0.5 mmol, 3 eq) PyBOP, gelost in 4 mL 0.4 M DIPEA/DCM-L6sung,
aktiviert. In Tabelle 11 sind die jeweiligen Kupplungsbedingungen dargestellt.

Tabelle 11: Kupplungsequenz fiir die Synthese von Bikunin 11-24.

Aminoséure- Aminoséure m Kupplungs- Aktivierungs-
position [mg] dauer [min] mittel
Asp-24 Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 343.6 30 HCTU
Glu-23 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 355.3 30 HCTU
Lys-22 Fmoc-Lys(Boc)-OH 391.2 30 HCTU
Lys-21 Fmoc-Lys(Boc)-OH 253.9 30 HCTU
Thr-20, Val-19  Fmoc-Val-Thr(yM*M°pro)-OH  240.8 45 PyBOP
Glu-18 Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH 355.3 30 HCTU
Val-17, Thr-16  Fmoc-Val-Thr(yM*Mpro)-OH  240.8 45 PyBOP
Leu-15 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 295.1 30 HCTU
GIn-14 Fmoc-GIn(Trt)-OH 509.9 30 HCTU
Gly-13 Fmoc-Gly-OH 248.3 30 HCTU
Gly-12 Fmoc-Gly-OH 248.3 30 HCTU
Gly-11 Fmoc-Gly-OH 248.3 30 HCTU

327.63 mg Harz werden in einen 10 mL Spritzenreaktor iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP,
3 x DCM). Zu 54.1 mg (0.1 mmol, 2 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 werden 19.1 mg (0.1 mmol,
2 eq) HOOBt in 2 mL DMF/DCM (1/1) gegeben und anschlieBend mit 18.4 pL (0.1 mmol,
2 eq) DIC versetzt. Die Losung wird in den Spritzenreaktor mit Harz aufgezogen und fiir 1.5 h
bei RT geschiittelt. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz gewaschen (2 x NMP, 3 x
DCM). Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 %
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HPLC-H>0) und das Peptid 88e durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir
LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 %

bis 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Glin-Leu-Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 86e
(Bikunin 10-25, entschiitzt)

Cs7H133N19034 (1989.09),

ESI-MS: Mper: 1987.93; Mger: 994.89 (M+2H)**, 1989.81 (M+H)".

Fmoc-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln(Trt)-Leu-Val-Thr(PMeMpro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr(¥P"eMepyo)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Ser (t-Bu)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-
Harz 86

(Bikunin 10-25, geschiitzt)

20.6 mg Harz 81 werden in einen 10 mL Spritzenreaktor {iberfiihrt und gewaschen (2 x NMP,
3 x DCM). Zu 3.8 mg (8.2 umol, 2 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 werden 1.1 mg (8.2 umol, 2 eq)
HOAt in 0.5 mL DCM/DMF (1/1) gegeben und anschlieBend mit 1.3 pL (8.2 pmol, 2 eq) DIC
versetzt. Die Losung wird in den Spritzenreaktor mit Harz aufgezogen und 1.5 h bei RT
geschiittelt. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM). Es
wird eine analytische TFA-Abspaltung fiir 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-
H>0) und das Peptid 86e durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 —

80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Glin-Leu-Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 86e
(Bikunin 10-25, entschiitzt)

Cs7H133N19034 (1989.09)

ESI-MS: Mper: 1987.93; Mger: 994.21 (M+2H)**, 1988.50 (M+H)".
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Fmoc-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln(Trt)-Leu-Val-Thr(PM“Mpro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr(P"Mepyo)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-
Harz 86

(Bikunin 10-25, geschiitzt)

19.8 mg Harz 81 werden in einen 10 mL Spritzenreaktor iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP,
3 x DCM). Zu 3.58 mg (8.0 umol, 2 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 werden 1.3 mg (8.0 umol, 2 eq)
CI-HOBt in 0.5 mL DCM/DMF (1/1) gegeben und anschlieend mit 1.2 uL (8.0 pmol, 2 eq)
DIC versetzt. Die Losung wird in den Spritzenreaktor mit Harz aufgezogen und 1.5 h bei RT
geschiittelt. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz gewaschen (2 x NMP, 3 x DCM). Es
wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-
H>0) und das Peptid 86e durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
MS: Sidule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 %

bis 80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-GlIn-Leu-Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 86e
(Bikunin 10-25, entschiitzt)

Cs7H133N19034 (1989.09)

ESI-MS: Mper: 1987.93; Mger: 993.15 (M+2H)**, 1986.40 (M+H)".

Fmoc-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln(Trt)-Leu-Val-Thr(¥M“Mpro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr(¥P"Mepro)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Ser (t-Bu)-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-
Harz 86

(Bikunin 10-25, geschiitzt)

20.1 mg Harz 81 werden in einen 10 mL Spritzenreaktor iiberfiihrt und gewaschen (2 x NMP,
3 x DCM). Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 wird als symmetrisches Anhydrid gekuppelt. Hierzu werden
9.0 mg (20.0 umol, 5 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 bei 0 °C in 0.5 mL DCM und 0.1 mL DMF
gelost und mit 1.5 pL DIC (10.0 umol, 2.5 eq) versetzt. Die Reaktion wird 20 min bei 0°C
geriihrt. AnschlieBend wird die Losung abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Danach wird der
Riickstand in 0.5 mL DMF gel6st und zum Harz aufgezogen. Die Reaktionszeit betrdgt 3 h.
Nach Reaktionsende wird das Harz mittels NMP (2 x) und DCM (3 x) gewaschen. Es wird eine
analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES, 2 % HPLC-H20) und das
Peptid 86e mittels LC-MS-Analyse charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
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MS: Saule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 20 —

80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-GlIn-Leu-Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 86e
(Bikunin 10-25, entschiitzt),

Cs7H133N19034 (1989.09),

ESI-MS: Moer: 1987.93; Mger: 993.63 (M+2H)**, 1986.40 (M+H)".

Fmoc-Xyl-Ser-OPfp 84

1.8 mg (4.0 pmol, 2 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OH 82 werden in 50 uL. DMF gel6st. Dann werden
0.4 uL (4.4 pmol, 1.1 eq) Pyridin und 1.3 ulL (80.0 umol, 20 eq)
Pentafluorophenyltrifluoracetat zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 18 h geriihrt.
AnschlieBend werden zur Reaktionslésung 100 uL Essigsdureethylester gegeben und 3 X mit
0.1 N HCL Losung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird getrocknet. und durch LC-MS
charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Sédule: Hydro C8 S-3 um (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 30 — 80 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C2o9H24FsNQOg (625.49),
Ausbeute: 0.6 mg, (0.9 umol, 23 %), weiller Feststoff,
ESI-MS: Mier: 625.14; Mger: 1249.14 (2M+H)", 1874.24 (3M+H)".

Fmoc-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln(Trt)-Leu-Val-Thr(PMMpro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr(¥P"eMepyo)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Ser (t-Bu)-trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-
Harz 86

(Bikunin 10-25, geschiitzt)

1.3 mg Harz 81 werden in einen 10 mL Spritzenreaktor {iberfiihrt und gewaschen (2 x NMP,
3 x DCM). Zu 0.6 mg (0.2 umol, 1 eq) Fmoc-Xyl-Ser-OPfp 84 werden 0.1 mg (0.6 umol,
2.5 eq) HOAt in 0.5 mL DCM/DMF (1/1) gegeben und anschlieBend mit 0.1 pL (0.6 pmol,
2.5 eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird in den Spritzenreaktor mit Harz aufgezogen und 2 h
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bei RT geschiittelt. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz gewaschen (2 x NMP, 3 x
DCM). Es wird eine analytische TFA-Abspaltung fiir 1 h durchgefiihrt (96 % TFA, 2 % TES,
2 % HPLC-H20) und das Peptid 85e durch LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-GlIn-Leu-Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 86e
(Bikunin 10-25, entschiitzt)

Cs7H133N19034 (1989.09)

ESI-MS: Mper: 1987.93; Mger: 993.68 (M+2H)?".

Boc-Ala-Val-Leu-Pro-Gln(Trt)-Glu(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-
GIn(Trt)-Leu-Val-Thr('P"Mepro)-Glu(t-Bu)-Val-Thr(¥"“M¢pro)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Glu(t-
Bu)-Asp(t-Bu)-Ser(t-Bu)-OH 87

(Bikunin 1-25, geschiitzt)

Das Harz 86 wird mit 20 % Piperidin in NMP fiir 15 min geschiittelt. Dann wird 4 x mit NMP
und 3 x mit DCM gewaschen. 394.3 mg (0.1 mmol) Harz 86-Fmoc werden mit 174.5 mg
(0.1 mmol, 2 eq) Bikunin 1-9 Fragment 79, 61.3 mg (0.1 mmol, 2 eq) PyBOP und 40.3 pL
(0.5 mmol, 4 eq) DIPEA versetzt. Die Reaktion wird 30 min in der Synthesemikrowelle (55 °C,
70 W) geschiittelt. Anschlieend wird mit 2 eq PyBOP und 4 eq DIPEA in 1 mL NMP
nachaktiviert und die Reaktion 30 min in der Synthesemikrowelle (50 °C, 70 W) geschiittelt.
Danach wird das Harz 2 x mit NMP und 3 x mit DCM gewaschen. Das Harz wird mit 20 mL
einer Abspaltlosung (20 % HFIP, 10 % TFE, 2 % TES in DCM) geschiittelt (1 x 20 min, 3 x
2 min). Dann wird 3 x mit DCM nachgewaschen. Die Filtrate werden im Kolben gesammelt,
eingeengt, im HV eingeengt, in 1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. Es werden 94.1 mg
des Peptids 87 erhalten. Es wird eine analytische TFA-Abspaltung 1 h durchgefiihrt (96 % TFA,
2 % TES, 2 % HPLC-H;0) und das Peptid 87e durch LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.
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H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gin-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-OH 87e

(Bikunin 1-25, entschiitzt),

Ci113H187N29045 (2719.86),

ESI-MS: Mper = 2718.31; Mger = 1360.52 (M+2H)*", 907.52 (M+3H)*".

NH>-Ala-Val-Leu-Pro-GIn-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gin-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-S(CH2)>COOnBu 88

(Bikunin 1-25 Thioester)

Zum Peptid 87 werden 125.5 uL (0.8 mmol, 30 eq) Butyl-3-mercaptopropionat, 22 pL
(0.1 mmol, 5 eq) DIPEA in 1 mL DMF gegeben. Nachdem die Reaktionslosung bei -20 °C fiir
10 min geriihrt wurde, werden 67.0 mg PyBOP (0.1 mmol, 5 eq) hinzugegeben und fiir 3 h bei
-20 °C geriihrt. Anschlieend wird eine TFA-Abspaltung mit 5 mL 96 % TFA, 2 % TES und
2 % HPLC-H2O durchgefiihrt. Mit 10.0 mL kaltem Diethylether wird das Rohprodukt
ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert, das Prizipitat im HV
getrocknet, gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Man erhélt 112.3 mg Rohprodukt. Das
Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide ® PE 300 x 7.5 mm)
mit 30 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.25 mL/min
gereinigt. Die Rohsubstanz wird durch RP-HPLC iiber eine Ascentis C18 Saule (250 x 10 mm)
mit einem Gradienten von 5 bis 30 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer
Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 pum (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient: Lineargradient 10 —

70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C120H199N20049S (2864.09),
Ausbeute: 24.0 mg (8.4 umol, 26 %), weiBler Feststoff,
ESI-MS: Mper = 2862.37; Mger = 1432.98 (M + 2H)?*, 955.67 (M + 3H)*".

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-NHNH> 89



Experimenteller Teil 162

(Bikunin 1-25 Hydrazid entschiitzt)

Es werden 101.4 mg Peptidylsdure 87 (27.8 umol, 1 eq) in 3 mL absolutem DCM und 500 pL
DMF gelost und 11.0 mg tert-Butylcarbazat (83.2 umol, 3 eq), 9.4 mg CI-HOBt (55.5 pmol,
2 eq) und 9.5 uLL DIPEA (55.5 umol, 2 eq) zugegeben. Die Reaktion wird bei 0 °C geriihrt.
Danach werden 8.7 pL DIC (55.5 umol, 2 eq) zugegeben. Die Reaktion wird 18 h geriihrt und
die Temperatur wird langsam von 0 °C auf RT erhoht. Die Reaktion wird anschlieBend
eingeengt. Der Riickstand wird in 5 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O gelost und 1.5 h
geschiittelt. Das Glycopeptid 89 wird durch Zugabe von 6 mL kaltem Diethylether ausgefillt
(15 min bei —24 °C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Prizipitat 2
x mit kaltem Diethylether gewaschen. Der Riickstand wird in 20 % Acetonitril/H2O + 0.1 %
Ameisensdure gelost und gefriergetrocknet. Die Rohsubstanz wird durch RP-HPLC iiber eine
Ascentis C18 Séule (250 x 10 mm) mit einem Gradienten von 10 bis 40 % Acetonitril/Wasser
mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 10 — 70 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C113Hi189N31047 (2733.89),
Ausbeute: 15.0 mg (5.5 umol, 20 %), weiBBer Feststoff,
ESI-MS: Mper = 2732,34; Mger = 1368.22 (M + 2H)**, 912.81 (M + 3H)*".

8.12 Versuche zu Kapitel 5.2

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-(Xyl-Gal-Gal)-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-Thr-
Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-NHNH 90

(Bikunin 1-25 Xyl Gal Gal Hydrazid entschiitzt)

Es werden 4 Reaktionen mit je 2.1 mg (0.4 umol, 1 eq) Glycopeptid 89 folgendermallen
angesetzt. 2.1 mg (0.8 pmol, 1 eq) Glycopeptid 89 werden in 1 mL (5.5 mU B4GalT7 (E.C.
2.4.1.133), B3GalT6 (E.C.2.4.1.134)) Enzymlosung mit Bis-Tris Puffer, 1 M NaCl (pH 7)
gelost. Dann werden nacheinander 3.0 pL BSA (einer Stammldsung aus 10 mg/mL BSA),
5.0 uL alkalische Phosphatase (5 U) (E.C.3.1.3.1), 2.4 uL MnCl» (aus einer 0.5M
Stammlosung) und schlieBlich 0.5 mg UDP-Galactose (Dinatriumsalz) zugegeben. Die
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Reaktion wird bei 30°C 18h inkubiert. Das  Rohprodukt wird per
Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE 30/100 Siule 300 x 10 mm) mit 30 %
MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci25H209N31057 (3058,17),
Ausbeute: 8.4 mg (2.7 umol, 88 %), weiller FeststofT,
ESI-MS: Mper = 3056.44; Mger = 1529.81 (M + 2H)**, 1019.78 (M + 3H)*".

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl(Gal-Gal-GlcA)-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-
Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-NHNH> 91

(Bikunin 1-25 Xyl Gal Gal GlcA Hydrazid entschiitzt)

0.1 mg (30.0 pmol, 1 eq) Glycopeptid 90 werden in 50 pL (0.9 mg/mL GFP markierte GIcAT1
(E.C. 2.4.1.135)) in 25 mM HEPES, 300 mM NaCl und 300 mM Imidazol, pH 7, Enzymlosung
gelost. Dann werden nacheinander 2.0 p. BSA (einer Stammldsung aus 10 mg/mL BSA),
2.0 uL alkalische Phosphatase (2 U) (E.C.3.1.3.1), 0.5 uL MnCl; und schlieBlich 0.1 mg UDP-
GIcA (Trinatriumsalz) zugegeben. Die Reaktion wird 18 h bei 30 °C inkubiert. Das Rohprodukt
91 wird per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18
S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B:
Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C131H217N31063 (3234.29),
ESI-MS: Mper = 3232.47; Mger = 1618.49 (M + 2H)**, 1078.97 (M + 3H)*".

8.12 Versuche zu Kapitel 5.3

H>N-NH-2-Chlor-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 92a
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545.5 mg (0.3 mmol, By =0.6 mmol/g) Harz 32 werden in einen 40 mL Langhalskolben
gegeben. Unter Argonatmosphére werden 8 mL 10 %ige AcBr/DCM-Losung zugegeben und
3 h inkubiert. AnschlieBend wird das Harz 33 5 % mit je 8 mL absolutem DCM und 3 x mit
DMF gewaschen. Die Reaktion wird auf 0°C gekiihlt. 64.4 uL (1.3 mmol, 4eq)
Hydrazinhydrat werden zu 5 mL DMF gegeben und mit 171.2 pL (1.0 mmol, 3 eq)
Triethylamin versetzt. Die Losung wird zum Harz gegeben und 20 h bei 4 °C inkubiert. Das
Harz wird mit DCM in eine Spritze iiberfilhrt. Die Reaktion wird in einen 10 mL
Spritzenreaktor iiberfiihrt und das Harz mit DMF (5 x), DCM (5 X) und 3 x mit einer Losung
aus 30 mL 0.5 % (m/v) CI-HOBt in NMP/DCM (1/1) gewaschen.

Fmoc-Nle-Gly-Nle-Thr-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asp(OAll)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NH-NH-2-
Chlor-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 92

(Bikunin 36-50, entchiitzt)

Die Kupplung von Ala-50 erfolgt zu 3 eq mit 154.2 uL (1.0 mmol, 3 eq) DIC und 167.9 mg
(1.0 mmol, 3 eq) CI-HOBt, gelost in NMP/DCM (1/1). Fiir die Fmoc-Abspaltungen werden
20 % Piperidin in NMP + 0.1 % Triton-X 100 verwendet. Das Harz wird 15 min in der Losung
geschiittelt. AnschlieBend wird mit NMP (5 X) und DCM (5 X) gewaschen. Die Fmoc-
Abspaltungen nach der Kupplung von Fmoc-Asp(OAll)-OH erfolgen 2 x 10 min mit jeweils
3mL einer Losung aus HMi/N-MP/CI-HOBt/NMP  (4/50/4/142). Nach jeder
Aminosdurekupplung erfolgt ein Capping mit einer Losung aus NMP/Ac,O/DIPEA (48/3/1)
fiir 20 min. Die Aminosduren (1.0 mmol, 3 eq) werden mit 409.6 mg (1.0 mmol, 3 eq) HCTU,
167.9 mg (1.0 mmol, 3 eq) CI-HOBt und 424.5 uL (7.4 mmol, 7.5 eq) DIPEA, gelost in
NMP/DCM (1/1), aktiviert. Nach der Kupplung von Fmoc-Asp(OAll)-OH wird mit 96.5 mg
(12.0 pmol, By = 0.1 mmol/g) Harz weitergearbeitet. Fmoc-Gly-Thr(y™*M°pro)-OH und
Fmoc-Asp(OAll)-OH (0.1 mmol, 2 eq) werden mit 104.1 mg (0.1 mmol, 2 eq) PyBOP und
68.5uL (0.2mmol, 4eq) DIPEA, gelost in NMP/DCM (1/1), aktiviert. Die

Kupplungsbedingungen der jeweiligen Aminosduren sind aus Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Kupplungssequenz fiir die Synthese des geschiitzten Bikunin 36-50 Fragments 92.

Aminoséure- Aminosdure m [mg] Kupplungsdauer [h]  Aktivierungs-

position reagenz

Ala-50 Fmoc-Ala-OH 3259 4 DIC
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Nle-49 Fmoc-Nle-OH 409.6 3.5 HCTU
Ser-48 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 230.0 3.5 HCTU
Thr-47, Gly-46 ~ Fmoc-Gly- 175.4 3.5 PyBOP
Thr(y™*Mepro)-OH
Asp-45 Fmoc-Asp(OAll)-OH 79.1 21 PyBOP
Tyr-44 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 27.6 2.5 HCTU
Phe-43 Fmoc-Phe-OH 15.5 3 HCTU
Tyr-42 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 27.6 2.5 HCTU
Arg-41 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 23.4 4.5 HCTU
Ser-40 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 13.8 2.5 HCTU
Thr-39 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 14.3 4 HCTU
Nle-38 Fmoc-Nle-OH 14.1 2 HCTU
Gly-37 Fmoc-Gly-OH 13.0 3 HCTU
Nle-36 Fmoc-Nle-OH 14.1 2 HCTU

Vom Harz wird eine analytische TFA-Abspaltung (96 % TFA, 2% H20, 2% TES)
durchgefiihrt und das erhaltene Peptid 91 per LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); Gradient:

Lineargradient 30 — 95 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Co4H130N20025 (1940.16),
ESI-MS: Myer = 1938.95; Mger = 1941.74 (M + H)", 971.49 (M + 2H)*.

Fmoc-Ala-2-Chlor-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 96

363.6 mg (0.2 mmol, By = 0.6 mmol/g) Harz 32 werden in einen 40 mL Langhalskolben
gegeben und unter Argonatmosphidre werden 8 mL einer 10 %igen AcBr/DCM-Losung
zugegeben und 3 h inkubiert. AnschlieBend wird das Harz 33 5 x mit je 8 mL absolutem DCM
gewaschen. 329.2 mg (1.0 mmol, 5 eq) Fmoc-Ala-OH werden in 3 mL 1,4-Dioxan gelost und
gefriergetrocknet. Danach wird die Aminosdure in 3 mL DCM gelost und mit 171.2 uL
(1.0 mmol, 5 eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird zum Harz gegeben und 20 h inkubiert. Das

Harz wird mit DCM in eine Spritze lberfiihrt. Der Reaktionsansatz wird in einen 10 mL
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Spritzenreaktor iiberfiihrt und mit absolutem DCM (5 x) gewaschen. Der Beladungsgrad

betrdgt 0.3 mmol/g, was einer Ausbeute von 52 % entspricht.

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser (P"“Mpro)-Ala-(Dmb) Gly-Pro-Cys(Trt)-Nle-
(Dmb)Gly-Nle-Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr(t-Bu)-Asp(OAll)-(Dmb) Gly-
Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-OH 97

(Bikunin 26-50, geschiitzt)

Die Kupplung der Aminoséduren 26-49 an das Harz 96 (30.0 pmol, By = 0.3 mmol/g) erfolgt
maschinell in einem Peptidsynthesizer mit 4 mL einer 0.4 M DIPEA/ DMF-Lo6sung. Die
Kupplungsdauer und Aktivierungsbedingungen der jeweiligen Aminoséduren sind aus Tabelle
13 zu entnehmen. Die Aminoséduren (0.5 mmol, 5 eq) werden mit 186.2 mg HCTU (0.5 mmol,
5eq) aktiviert. Fmoc-(Dmb)Gly-OH, Fmoc-Asp(OAIl)-OH und Fmoc-Tyr(t-Bu)-
Ser(PMeMepro)-OH (0.3 mmol, 3 eq) werden mit 140.5 mg PyBOP (0.3 mmol, 3 eq) aktiviert.
Cys-35 wird als symmetrisches Anhydrid gekuppelt. Hierzu werden 831.1 mg Fmoc-Cys(Trt)-
OH (0.9 mmol, 10 eq) bei 0 °C in 2 mL DCM und 0.6 mL DMF gelost und mit 23.3 pL DIC
(0.5 mmol, 5 eq) versetzt. 309.4 mg Boc-Cys(St-Bu)-OH (0.9 mmol, 10 eq) wird ebenfalls bei
0 °C in 2 mL DCM und 0.6 mL DMF gel6st und mit 70 pL. DIC (0.5 mmol, 5 eq) versetzt. Die
Reaktion wird 20 min bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wird die Losung abfiltriert und das Filtrat
eingeengt. Danach wird der Riickstand in 3 mL DMF gelost und zum Harz aufgezogen. Die
Reaktionszeit betrdgt 3 h. Nach Reaktionsende wird das Harz mit NMP (2 %) und DCM (3 x)

gewaschen, bevor die maschinelle Synthese fortgesetzt wird.

Tabelle 13: Kupplungssequenz fiir die Synthese des geschiitzten Bikunin 26-49 Fragments.

Aminoséure- Aminoséure m [mg]  Kupplungsdauer Aktivierungs-
position [min] reagenz
Nle-49 Fmoc-Nle-OH 150.4 30 HCTU

Ser-48 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 272.0 30 HCTU
Thr-47 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH  282.0 30 HCTU
Gly-46 Fmoc-(Dmb)Gly-OH  190.4 30 PyBOP
Asp-45 Fmoc-Asp(OAIl)-OH  168.3 90 PyBOP
Tyr-44 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH  326.0 30 HCTU

Phe-43 Fmoc-Phe-OH 274.8 30 HCTU
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Tyr-42 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH  326.1 30 HCTU
Arg-41 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 460.3 30 HCTU
Ser-40 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 272.0 30 HCTU
Thr-39 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH  282.0 30 HCTU
Nle-38 Fmoc-Nle-OH 150.4 30 HCTU
Gly-37 Fmoc-(Dmb)Gly-OH  190.4 30 PyBOP
Nle-36 Fmoc-Nle-OH 150.4 90 HCTU
Cys-35 Fmoc-Cys(Trt)-OH 831.1 180 DIC
Pro-34 Fmoc-Pro-OH 337.4 30 HCTU
Gly-33 Fmoc-(Dmb)Gly-OH  447.7 30 PyBOP
Ala-32 Fmoc-Ala-OH 329.2 30 HCTU
Ser-31, Tyr-30 Fmoc-Tyr(t-Bu)- 586.3 60 PyBOP

Ser(PMeMepro)-OH
Gly-29 Fmoc-Gly-OH 297.3 30 HCTU
Leu-28 Fmoc-Leu-OH 353.4 30 HCTU
GIn-27 Fmoc-GlIn(Trt)-OH 610.7 30 HCTU
Cys-26 Boc-Cys(St-Bu)-OH  309.4 180 DIC

Nach der Synthese wird das Peptidylharz mit DCM in einen Spritzenreaktor iiberfiihrt und mit
NMP (2 x) und DCM (3 x) gewaschen. Die Gesamtkupplungsausbeute entspricht einem

theoretischen Beladungsgrad von 0.2 mmol/g.

C236H323N2004854 (4459.26 g/mol).

Fmoc-Nle-Thr-OH 98

500 mg 2-CI-Trityl-Polystyrolharz (0.5 mmol, By = 1.0 mmol/g) werden in einem 20 mL
Spritzenreaktor in DCM vorgequollen. Es werden 199.0 mg Fmoc-Thr(t-Bu)-OH (0.5 mmol,
1 eq) eingewogen, in 4.0 mL DCM/NMP (1/1) gelost, 428.0 uL DIPEA (2.5 mmol, 5 eq)
zugegeben und zum Harz gegeben. Die Reaktionsmischung wird 20 h geschiittelt.
AnschlieBend wird das Harz mit NMP (2 x) und DCM (3 ) gewaschen. Das Harz wird 15 min
mit einer Losung aus 20 % Piperidin in DMF behandelt und anschlieBend wieder mit NMP (5
x)und DCM (3 x) gewaschen. Es werden 259.0 mg Fmoc-Nle-OH (0.7 mmol, 2 eq), 303.0 mg
HCTU (0.7 mmol, 2 eq) und 124.0 mg CI-HOBt (0.7 mmol, 2 eq) sowie 376.0 uL. DIPEA
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(2.2 mmol, 6 eq) in 4.0 mL DCM/NMP (1/1) geldst, zum Harz aufgezogen und 3 h geschiittelt.
Im Anschluss wird mit NMP (2 x) und DCM (3 x) gewaschen. Zum Harz werden 10 mL
TFA/TES/H20 (96/2/2) gegeben und 2 h geschiittelt. Das Filtrat wird gesammelt, eingeengt
und im Anschluss im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 100 mL DCM gelost
und 3 x mit 100 mL Wasser extrahiert. Die organische Phase wird eingeengt, im Hochvakuum

getrocknet, in 1,4-Dioxan gelost und 3 x gefriergetrocknet.

Fmoc-Nle-Thr(y"“™pro)-OH 99

2.0 g (4.4 mmol, 1 eq) Dipeptid 98 werden in einen Dreihalskolben {iberfiihrt und in 35.6 mL
absolutem THF gelost. Es wird unter Argonatmosphére gearbeitet. Es wird eine Losung aus
4 mL absolutem THF, 9.2mL (75.2 mmol, 16eq) 2,2-Dimethoxypropan und 55.1 puL
(0.9 mmol, 0.18 eq) Methansulfonsdure zugegeben. Der pH-Wert des Reaktionsgemisches liegt
bei 4-5. Die Mischung wird 20 h bei 85 °C unter Riickfluss und Schutzgas geriihrt. Eine
Kontrolle der Reaktion erfolgt per DC (Laufmittel: DCM/MeOH 10/1) und LC-MS. Nach
Abkiihlen des Reaktionsansatzes wird eine Losung aus 856.0 puL absolutem THF und 145.0 pL
(1.0 mmol, 0.2 eq) Triethylamin zugegeben und 10 min geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 200 mL Essigsdureethylester gelost und 3 x mit
300 mL gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die wiassrigen Phasen werden jeweils mit 200 mL
Essigsaureethylester riickextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO4
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. 1.8 g
Rohsubstanz werden erhalten. Es werden 4x je maximal 400 mg-500 mg Rohsubstanz durch
Flash-Chromatographie (Reveleris® 1ES, KartuschengroBe 80 g, DCM/MeOH, 0 — 10 %,
40 min, 60 mL/min) gereinigt. Das erhaltene Dipeptid 99 wird per LC-MS charakterisiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fir LC-MS: Séule: Pro C8, S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 50 — 95 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C28H34N206 (494.58),

Ausbeute: 1.35 g (2.7 mmol, 62 %), weiller Feststoff,

Ry=0.60 (DCM/MeOH 10/1),

ESI-MS: Mper = 494.24; Mger = 495.83 (M + H)", 517.85 (M +Na)", 990.65 2M + H)", 1012.64
(2M + Na)", 1507.48 (3M + Na)".
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2-Acetamid-2-desoxy-f-D-glucopyranosylamin 11

(B-GlcNAc-NH>)

In einem 100 mL Rundkolben werden 18 mg Natrium in 6 mL absolutem MeOH gelost.
495.0 mg acetylgeschiitztes GIcNAc-N3 11a werden in 4 mL MeOH geldst und zur Natrium-
MeOH-Losung hinzugegeben. Die Losung wird 30 min bei RT geriihrt. Die Vollstindigkeit
wird durch Diinnschichtchromatographie mit dem Laufmittel Hexan/Aceton (1/1) iiberpriift.
Die Neutralisierung der basischen NaOMe-Losung erfolgt mit sauren lonenaustauscher
(Amberlyst). Die Losung wird anschlieend iiber Celite filtriert und es wird mit MeOH
nachgewaschen. Das Filtrat wird eingeengt und im HV getrocknet. In einem 50 mL Schlenk-
Kolben werden 85 mg Pd auf Aktivkohle eingewogen und unter Argonatmosphire mit 5 mL
absolutem MeOH versetzt. Der Kolben wird erst 3 x mit H> und dann 3 X mit Argon gespiilt.
Der Zucker wird in 20 mL absolutem MeOH gelost und zur Reaktionsldsung hinzugegeben.
Der Kolben wird 3 x mit Hz gespiilt. Die Losung riihrt 2.5 h bei RT. Anschliefend wird der
Kolben 3 x mit Argon beliiftet. Die Losung wird iiber Celite abfiltriert und mit absolutem
MeOH nachgewaschen. Das Filtrat wird eingeengt und im HV getrocknet. Das Produkt § wird
in H20O geldst und gefriergetrocknet. Die Umsetzung von Glycosylazid zum Glycosylamin wird

per DC (Laufmittel DCM/MeOH (2/1)) und NMR iiberpriift.

CsHisN203 (220.22 g/mol),
Ausbeute: 252.2 mg (1.2 mmol, 87 %), weiller Feststoff,
Rr=0.41 (DCM/MeOH 2/1).

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser(PM¢Mepro)-Ala-(Dmb) Gly-Pro-Cys(Trt)-Nle-
(Dmb)Gly-Nle-Thr(¥YM“Mepro)-Ser(t-Bu)-Arg (Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr (t-Bu)-Asp (OAll)-
(Dmb)Gly-Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-2-Chlor-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz
100

(Bikunin 26-50, geschiitzt)

An das Harz 96 (30.0 umol, By = 0.3 mmol/g) werden die Aminosiuren 26-49 maschinell in
einem Peptidsynthesizer mit 4 mL einer 0.4 M DIPEA/DMF-Losung gekuppelt. Die
Aminosduren (0.15 mmol, 5 eq) werden mit 186.2 mg HCTU (0.15 mmol, 5 eq) aktiviert. Die
Kupplungsdauer und Aktivierungsbedingungen der jeweiligen Aminoséduren sind aus Tabelle
14 zu entnehmen. Allerdings wird Cys-35 manuell als symmetrisches Anhydrid gekuppelt.
Dazu werden 511.3 mg Fmoc-Cys(Trt)-OH (0.3 mmol, 10 eq) bei 0 °C in 1.5 mL DCM und
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0.4 mL DMF gelost und mit 23.3 pL DIC (0.2 mmol, 5 eq) versetzt. Die Reaktion wird 20 min

bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wird die Losung abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Danach

wird der Riickstand in 3 mL DMF gelost und zum Harz aufgezogen. Die Reaktionszeit betrigt

3 h. AnschlieBend wird das Harz mit NMP (2 %) und DCM (3 x) gewaschen, bevor die Synthese

fortgesetzt wird.

Tabelle 14: Kupplungssequenz fiir die Synthese des geschiitzten Bikunin 26-50 Fragments.

Aminoséure- Aminosdure m Kupplungs-  Aktivierungs-
position [mg]  dauer reagenz
[min]
Nle-49 Fmoc-Nle-OH 150.5 30 HCTU
Ser-48 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 272.0 30 HCTU
Thr-47 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 282.0 30 HCTU
Gly-46 Fmoc-(Dmb)Gly-OH 190.5 30 PyBOP
Asp-45 Fmoc-Asp(OAll)-OH 168.3 90 PyBOP
Tyr-44 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 326.1 30 HCTU
Phe-43 Fmoc-Phe-OH 274.9 30 HCTU
Tyr-42 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 326.1 30 HCTU
Arg-41 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 460.3 30 HCTU
Ser-40 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 272.0 30 HCTU
Thr-39, Nle-38  Fmoc-Nle-Thr(¥M*M¢pro)-OH 129.4 60 PyBOP
Gly-37 Fmoc-(Dmb)Gly-OH 190.4 30 PyBOP
Nle-36 Fmoc-Nle-OH 150.4 90 HCTU
Cys-35 Fmoc-Cys(Trt)-OH 831.1 180 DIC
Pro-34 Fmoc-Pro-OH 337.4 30 HCTU
Gly-33 Fmoc-(Dmb)Gly-OH 447.7 30 PyBOP
Ala-32 Fmoc-Ala-OH 329.2 60 HCTU
Ser-31, Tyr-30  Fmoc-Tyr(t-Bu)-Ser(¥M*M°pro)-OH  586.7 60 PyBOP
Gly-29 Fmoc-Gly-OH 297.3 30 HCTU
Leu-28 Fmoc-Leu-OH 353.4 30 HCTU
GIn-27 Fmoc-GIn(Trt)-OH 610.7 30 HCTU
Cys-26 Boc-Cys(St-Bu)-OH 309.4 180 DIC
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92.8 mg Boc-Cys(St-Bu)-OH (0.3 mmol, 10 eq) wird bei 0 °C in 2 mL DCM und 0.6 mL DMF
gelost und mit 23.3 L DIC (0.2 mmol, 5 eq) versetzt. Die Reaktion wird 20 min bei 0°C
geriihrt. Anschlieend wird die Losung abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Danach wird der
Riickstand in 3 mL DMF gelost und zum Harz aufgezogen. Die Reaktionszeit betrdgt 3 h. Nach
Reaktionsende wird das Harz mit NMP (2 X) und DCM (3 x) gewaschen. Es wird mit der
theoretischen Beladung By = 0.2 mmol/g fortgefahren.

H-Cys(St-Bu)-Gin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Nle-Thr-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-
Asn(B-GlcNAc)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-OH 101

(Bikunin 26-50 GlcNAc, entschiitzt)

10.8 mg geschiitztes Peptidylharz 100 werden mit 1.38 mg Pd(PPhs)4, 8.5 pL PhSiH3 in
69.1 uL. absolutem DCM versetzt. Der Spritzenreaktor wird 1 h bei RT geschiittelt. Nach
Reaktionsende wird das Harz mit absolutem DCM (3 x), NMP (3 x) und DCM (3 x)
gewaschen. AnschlieBend werden 1.0 mg (4.3 umol, 2.5eq) GlcNAc-NH> 11, 0.1 mg
(4.3 pmol, 2.5 eq) PyBOP und 4.7 puL (6.9 umol, 4 eq) DIPEA in 500 uhL DMSO/DMF (1/1)
dazugegeben. Die Kupplung erfolgt 6 h im Mikrowellenreaktor (70 W, 55°C). AnschlieBend
wird das Reaktionsgemisch 15 h bei RT geschiittelt. Fiir eine Testabspaltung wird das Harz 1 h
mit 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O versetzt, die Losung abfiltriert und das Glycopeptid 97
per LC-MS analysiert. Analytische Bedingungen fiir LC-MS: Sdule Hydro C18 S-3um (50 x
2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 30 — 90 % B in 30 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

Ci129H197N31041S3 (2934.32 g/mol),
ESI-MS: Myper = 2942.34; Mger= 1468.09 (M + 2H)**, 979.38 (M + 3H)*".

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser(PM¢Mepro)-Ala-(Dmb) Gly-Pro-Cys(Trt)-Nle-
(Dmb)Gly-Nle-Thr(¥YM“Mepro)-Ser(t-Bu)-Arg (Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr (t-Bu)-Asp (OAll)-
(Dmb)Gly-Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-NH-NHBoc 102

(Bikunin 26-50 Hydrazid, geschiitzt)

Das Harz 100 wird mit einer Losung aus jeweils 2 mL DCM/HFIP (80/20) 20 x 2 min

geschiittelt und das geschiitzte Peptid abgespalten. Die Filtrate werden gesammelt, eingeengt
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und im HV getrocknet. Das Rohprodukt wird in 1,4-Dioxan gelost und gefriergetrocknet. Es
werden 306.6 mg (68.8 umol, 41 %) Rohprodukt erhalten. 242.9 mg (54.5 umol, 1 eq)
Peptidylsdure werden in 1.2 mL DCM gel6st. Hierzu werden 21.6 mg (163.4 umol, 3 eq) tert-
Butylcarbazat, 18.5 mg (108.9 umol, 2 eq) CI-HOBt und 18.7 pL (108.9 umol, 2 eq) DIPEA
gegeben. Die Losung wird unter Riihren auf 0 °C gekiihlt und es werden 16.98 uL (109.0 pmol,
2 eq) DIC hinzuzufiigt. Der Reaktionsverlauf wird mit DC (Laufmittel DCM/MeOH (7:1))
iberpriift. Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie (Reveleris® iES,
Kartuschengrofle 40 g, DCM/MeOH, 0 — 15 %, 35 min, 36 mL/min) gereinigt.

C241H333N31049S4 (4573.34 g/mol),
Ausbeute: 163.6 mg (35.8 umol, 66 %), weiller Feststoff,
Rf'=0.81 (DCM/MeOH (7:1).

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser (PM“Mpro)-Ala-(Dmb) Gly-Pro-Cys(Trt)-Nle-
(Dmb)Gly-Nle-Thr(¥Y"“Mepro)-Ser(t-Bu)-Arg (Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr (t-Bu)-Asp-(Dmb) Gly-
Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-NH-NHBoc 102a

(Bikunin 26-50 Hydrazid, allylentschiitzt)

Es werden 43.7 mg (9.8 pmol, 1 eq) geschiitztes Bikunin 26-50 Hydrazid 102 in einen 50 mL
Spitzkolben eingewogen und in 244 pL. DCM und 50 pL DMF geldst. Hierzu werden unter
Argonatmosphére 14.5 uL (117.5 umol, 12 eq) PhSiH; und 4.5 mg (3.9 umol, 0.4 eq)
Pd(PPhs)4 gegeben. Die Losung wird 3 h im Dunkeln geriihrt. Der Reaktionsverlauf wird per
DC (Laufmittel DCM/MeOH (7/1)) verfolgt. Nach Reaktionsende wird das Produkt im HV
getrocknet. Das Produkt wird in 20 mL MeOH/H>O (1/1) suspendiert. Es wird 25 min bei
4000 rpm zentrifugiert (ALC multispeed centrifuge PK 121). Der Uberstand wird in einen
Rundkolben iiberfiihrt und eingeengt. Das Produkt wird im HV getrocknet, in 1,4-Dioxan gelost

und gefriergetrocknet.

C238H320N3104984 (4533.31),
Ausbeute: 40.7 mg (8.9 umol, 91 %), weiBler Feststoff,
Ry=0.7 (DCM/MeOH (7:1)).
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NH>-Cys(St-Bu)-GlIn-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Nle-Thr-Ser-Arg-Tyr-Phe-
Tyr-Asn(p-GlcNAc)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NH-NH> 103

(Bikunin 26-50 GlcNAc Hydrazid entschiitzt)

Es werden 10.0 mg (2.25 pmol, 1 eq) allylentschiitztes Peptid 102a in 140.5 uL DMF/DMSO
(1/1) gelost. Hierzu werden 1.2 mg (5.6 umol, 2.5 eq) GIcNAc-NH; 11, 2.9 mg (5.6 umol,
2.5 eq) PyBOP und 1.5 pL (9.0 mmol, 4 eq) DIPEA gegeben. Das Reaktionsgemisch wird unter
Argonatmosphére 4 d geriihrt. Es wird 1 h eine Entschiitzung mit 96 % TFA, 2 % TES und 2 %
H>O durchgefiihrt, die Losung abfiltriert und das Glycopeptid 103 per LC-MS analysiert.
Analytische Bedingungen fiir LC-MS: Séule Hydro C18 S-3 pm (50 x 2.1 mm); Losungsmittel:
Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisenséure),

Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 30 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci120H199N33040S3 (2948.35),
ESI-MS: Myer = 2946.37; Mger = 1474.76 (M + 2H)**, 983.80 (M + 3H)*".

Fmoc-Ala-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 103a

510.5 mg (0.2 mmol, By = 0.5 mmol/g) Harz 40 werden in einem langlichen 40 mL Glaskolben
unter Argonatmosphére mit 10 mL 10 % AcBr/DCM versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 3 h
inkubiert. Nach Abfiltrieren der Losung wird das Harz 41 mit absolutem DCM (5 x)
gewaschen. 459.9 mg (1.2 mmol, 5 eq) Fmoc-Ala-OH werden in 3 mL absolutem DCM gelost
und mit 253.4 puL (1.2 mmol, 5 eq) DIPEA versetzt. Die Losung wird unter Argonatmosphére
zum Harz gegeben und 20 h inkubiert. AnschlieBend wird die Losung in einen 10 mL

Spritzenreaktor iiberfiihrt und das Harz mit absolutem DCM (5 x) gewaschen.

Fmoc-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr(t-Bu)-Asp(OAll)-Dmb-Gly-Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-
Nle-Ala-Trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 103b

(Bikunin 40-50, geschiitzt)

535.3 mg (0.2 mmol, By = 0.42 mmol/g) Harz werden in ein 45 mL Reaktionsgefal tiberfiihrt.
Die Aminosduren (1 mmol, 5 eq) werden im Peptidsynthesizer unter Zugabe von 4.5 mL einer
0.4M DIPEA in DMF Losung mit 455.1 mg HCTU (1 mmol, 5eq) aktiviert. Die
Kupplungsdauer und Aktivierungsbedingungen der jeweiligen Aminoséuren sind aus Tabelle

15 zu entnehmen. Fiir die Fmoc-Entschiitzungen werden je 3 mL 20 % Piperidin/DMF
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verwendet. Fmoc-Asp(OAll)-OH (1 mmol, 5eq) wird mit 1.6 g PyBOP (1 mmol, 5 eq)
aktiviert. Fmoc-Dmb-Gly-OH (0.6 mmol, 3 eq) wird mit 572.4 mg PyBOP (0.6 mmol, 3 eq)
aktiviert.

Tabelle 15: Kupplungssequenz fiir die Synthese von Bikunin 40-49 103b.

Aminosdure- Aminosdure m [mg] Kupplungs-  Aktivierungsmittel

position dauer [min]
Nle-49 Fmoc-Nle-OH 388.8 30 HCTU
Ser-48 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 421.8 30 HCTU
Thr-47 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 437.2 30 HCTU
Gly-46 Fmoc-Dmb-Gly-OH 295.3 45 PyBOP
Asp-45 Fmoc-Asp(OAll)-OH 395.3 60 PyBOP
Tyr-44 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 505.5 30 HCTU
Phe-43 Fmoc-Phe-OH 426.1 30 HCTU
Tyr-42 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 505.5 30 HCTU
Arg-41 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 713.6 30 HCTU
Ser-40 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 421.8 30 HCTU

Es wird nach Fmoc-Bestimmung von einer quantitativen Beladung des Harzes ausgegangen.
Vom Harz wird eine analytische TFA-Abspaltung mit 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O
durchgefithrt und das erhaltene Peptid per LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sédule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 20 —80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Fmoc-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asp(OAll)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-OH 103¢
(Bikunin 40-50 entschiitzt)

C76HosN16020 (1541.66),

ESI-MS: Mper = 1540.69; Mger = 1542.41 76 (M + H)", 771.76 (M + 2H)*".
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Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser (w"“™pro)-Ala-Dmb-Gly-Pro-Cys (St-Bu)-
Nle-Gly-Thr(t-Bu)-Nle-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr(t-Bu)-Asp(OAll)-Dmb-Gly-
Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-trityl-carboxamidomethyl-ChemMatrix-Harz 104

(Bikunin 26-50, geschiitzt)

Es wird mit 300 mg (0.1 mmol, By= 0.2 mmol/g) Harz Bikunin 40-50 103b weitergearbeitet.
Die Aminosduren (0.5 mmol, 5 eq) werden mit 172.00 mg HCTU (0.5 mmol, 5 eq) aktiviert.
Fmoc-Dmb-Gly-OH, Fmoc-Nle-Thr(y™*M¢pro)-OH und Fmoc-Tyr(t-Bu)-Ser(y™*Mepro)-OH
(0.3 mmol, 3 eq) werden mit 129.6 mg PyBOP (0.3 mmol, 3 eq) aktiviert. Im Peptidsynthesizer
werden je 3 mL einer 0.4 M DIPEA/DMF-L6sung zugegeben. Fiir die Fmoc-Entschiitzungen
werden je 3mL 20% Piperidin/DMF verwendet. Tabelle 16 gibt die jeweiligen
Kupplungsbedingungen an. Cystein 35 wird als symmetrisches Anhydrid gekuppelt, unter
Verwendung von 10 eq (1.0 mmol) Fmoc-Cys(St-Bu)-OH und 5 eq (0.5 mmol) DIC. Zunéchst
werden 358.2 mg Fmoc-Cys(St-Bu)-OH in 3 mL DCMapsund 1 mL DMF gel6st und fiir 10 min
bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend werden 83.4 uL DIC hinzugetropft und fiir weitere 20 min bei
0 °C geriihrt. Die Losung wird vom ausgefallenen N,N,N',N'-Tetramethylharnstoff abfiltriert,
eingeengt, in 3 mL DMF gel6st, zum Peptidylharz gegeben und fiir 3 h in einem Spritzenreaktor
geschiittelt. Cystein 26 wird unter Verwendung von 10 eq (1.0 mmol) Boc-Cys(St-Bu)-OH und
5eq (0.5 mmol) DIC aktiviert. Zunichst werden 256.8 mg Boc-Cys(St-Bu)-OH in 3 mL
DCMapsund 1 mL DMF gel6st und 10 min bei 0 °C geriihrt. Anschlieend werden 83.4 uL DIC
hinzugetropft und fiir weitere 20 min bei 0 °C geriihrt. Die Losung wird filtriert, eingeengt, in

3 mL DMF gel6st und 3 h in einem Spritzenreaktor mit Peptidylharz geschiittelt.

Tabelle 16: Kupplungssequenz fiir die Synthese von Bikunin 26-39.

Aminosdure- Aminosdure m Zeit Aktivierungs-
position [mg] [min] mittel
Nle-39, Thr-38  Fmoc-Nle-Thr(y™*"¢pro)-OH 123.4 60 PyBOP
Gly-37 Fmoc- Gly-OH 123.4 30 HCTU
Nle-36 Fmoc-Nle-OH 146.7 30 HCTU
Cys-35 Fmoc-Cys(St-Bu)-OH 358.2 180 DIC
Pro-34 Fmoc-Pro-OH 140.0 30 HCTU

Gly-33 Fmoc-Dmb-Gly-OH 111.4 60 PyBOP



Experimenteller Teil 176

Ala-32 Fmoc-Ala-OH 79.0 60 HCTU
Tyr-31, Ser-30  Fmoc-Tyr(t-Bu)-Ser(yM*M¢pro)-OH  146.1 60 PyBOP
Gly-29 Fmoc-Gly-OH 123.4 30 HCTU
Leu-28 Fmoc-Leu-OH 146.1 30 HCTU
GIn-27 Fmoc-GlIn(Trt)-OH 305.4 30 HCTU
Cys-26 Boc-Cys(St-Bu)-OH 256.8 180 DIC

Das Harz wird mit einer Losung aus je 3 mL 1.5 % TFA, 2 % TES in DCM versetzt und 10 x
2 min in dieser Losung geschiittelt. In einem Kolben werden 2.7 mL DIPEA vorgelegt, worin
die Filtrate gesammelt werden. Die gesammelten Filtrate werden eingeengt. Es werden
157.6 mg Rohprodukt erhalten. Vom Harz wird eine analytische TFA-Abspaltung durchgefiihrt
und das erhaltene Peptid 104e per LC-MS charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir
LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 30 —

90 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

H-Cys(St-Bu)-GlIn-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys(St-Bu)-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-
Phe-Tyr-Asp(OAll)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-OH 104e

(Bikunin 26-50 entschiitzt)

C128H195N20037S4 (2860.35),

Ausbeute: 157.6 mg (37.8 umol, 70 %), weiller FeststofT,

ESI-MS: Muer = 2858.32; Mger = 1430.88 (M + 2H)?*", 954.28 (M + 3H)*".

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser (w"*Mpro)-Ala-Dmb-Gly-Pro-Cys (St-Bu)-
Nle-Gly-Thr(t-Bu)-Nle-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr(t-Bu)-Asp(OAll)-Dmb-Gly-
Thr(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Nle-Ala-NHNHBoc 105

(Bikunin 26-50 Hydrazid geschiitzt)

Es werden 157.6 mg Peptidylsdure 104 (37.8 umol, 1eq), 15.0 mg tert-Butylcarbazat
(113.3 umol, 3 eq), 12.8 mg CI-HOBt (75.5 umol, 2 eq) und 12.9 uL DIPEA (75.5 umol, 2 eq)
in 5 mL absolutem DCM geldst. Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt. Danach werden 12.8 puL
DIC (75.5 umol, 2 eq) zugegeben. Die Reaktion wird 18 h geriihrt und die Temperatur wird
langsam von 0 °C auf RT erhoht. Die Reaktion wird eingeengt. Man erhdlt 160 mg
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Rohsubstanz, welche durch Flash-Chromatographie (Reveleris® iES, Kartuschengrofle 40 g,
DCM/MeOH, 0 — 10 %, 40 min, 36 mL/min) gereinigt wird. Vom Peptid wird eine analytische
TFA-Abspaltung durchgefiihrt und das erhaltene Peptid 10Se per LC-MS charakterisiert.
Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Pro C8 S-3 um (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Boc-Cys(St-Bu)-Gln-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys (St-Bu)-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-
Phe-Tyr-Asp(OAll)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNHBoc 105e

(Bikunin 26-50 Hydrazid entschiitzt)

Ci28H197N3103654 (2874.38)

Ausbeute: 148.7 mg (34.7 umol, 92 %), weiller Feststoff,

ESI-MS: Mper = 2872.34; Mger = 1438.82 (M + 2H)**, 959.07 (M + 3H)*".

Boc-Cys(St-Bu)-GIn(Trt)-Leu-Gly-Tyr(t-Bu)-Ser (w"*Mpro)-Ala-Dmb-Gly-Pro-Cys (St-Bu)-
Nle-Gly-Thr(t-Bu)-Nle-Ser(t-Bu)-Arg(Pbf)-Tyr(t-Bu)-Phe-Tyr(t-Bu)-Asp-Dmb-Gly-Thr(t-Bu)-
Ser(t-Bu)-Nle-Ala-NHNHBoc 107

(Bikunin 26-50 Asp Hydrazid, desallyliert)

Es werden 148.7 mg des geschiitzten Peptidhydrazids 105 (34.7 umol, 1 eq) in einen 10 mL
Spitzkolben gegeben und in 650 uL absolutem DCM geldst. Unter Schutzgasatmosphire
werden 26.2 mg Pd"EnCat® 30 (0.04 mmol/g) (10.4 pmol, 0.3 eq) und 17.9 mg (26.0 umol,
0.7eq) (R,R)-DACH-phenyl-Trost Ligand 106 und 64.1 uL PhSiH3 (0.5 mmol, 15 eq)
zugegeben. Die Reaktion wird 2.5 h unter Argonatmosphidre im Dunkeln geriihrt. Der
immobilisierte Katalysator wird abfiltriert und es wird mit DCM nachgespiilt. Die organische
Phase wird 3 x mit 50 mL einer gesittigten NaCl-Losung extrahiert. und anschlieend
eingeengt. Die Rohsubstanz wird durch Flash-Chromatographie (Reveleris® iES,
Kartuschengrofle 40 g, DCM/MeOH, 0 — 10 %, 25 min, 40 mL/min) gereinigt. Es wird eine
analytische TFA-Abspaltung durchgefiihrt und das erhaltene Peptid 107e per LC-MS
charakterisiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Siule: Pro C8 S-3 um
(50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 — 60 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.
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Boc-Cys(St-Bu)-Gln-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys(St-Bu)-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-
Phe-Tyr-Asp-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNHBoc 108e

(Bikunin 26-50 Asp Hydrazid, entschiitzt)

Ci25H193N3103654 (2834.32),

Ausbeute: 103.8 mg (24.4 umol, 71 %), weiller FeststofT,

ESI-MS: Mper = 2832.31; Myer = 1418.26 (M + 2H)**, 945.48 (M + 3H)*".

NH>-Cys(St-Bu)-GlIn-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys(St-Bu)-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-
Tyr-Phe-Tyr-Asn(Nona)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 108

(Bikunin 26-50 Nona Hydrazid)

Es werden 33.9mg (8.0 umol, 1eq) des desallylierten Peptidhydrazids 107 in einen
Langhalskolben mit Schraubseptum gegeben. Danach wird eine Losung aus 4.6 mg HATU
(12.0 pmol, 1.5eq) und 2.7 uL DIPEA (16.0 umol, 2 eq) in 300 uL DMSO/DMF (1:1)
zugegeben und 20 min geriihrt. AnschlieBend werden 19.7 mg HPLC gereinigtes und mit
Ionenaustauscher behandeltes Glycosylamin 48 zugegeben. Der Kolben wird unter Argon
gesetzt und der Reaktionsansatz 1 d bei RT geriihrt. Nach 3 h wird mit 4.56 mg HATU
(12.0 pmol, 1.5 eq) und 2.74 uL DIPEA (16.0 pmol, 2 eq) nachaktiviert. Nach 1 d wird mit
4.6 mg HATU (12.0 umol, 1.5 eq) und 2.7 uL. DIPEA (16.0 umol, 2 eq) nachaktiviert. Die
Reaktion wird per LC-MS kontrolliert. Die Reaktion wird im Hochvakuum eingeengt. Der
Riickstand wird in 1.5 mL 96 % TFA, 2 % TES und 2 % H>O gelost und 2 h geschiittelt. Das
Glycopeptid 108 wird durch Zugabe von 10 mL kaltem Diethylether ausgefallt (15 min bei —
24 °C) und abzentrifugiert. Der Uberstand wird abdekandiert und das Prizipitat 2 x mit kaltem
Diethylether gewaschen. Der Riickstand wird in 20 % Acetonitril/H20 + 0.1 % HCOOH gelost
und gefriergetrocknet. Die Rohsubstanz wird durch RP-HPLC iiber eine YMC Hydro C18
Saule (150 x 10 mm) mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA
in 45 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt
werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
MS: Séule: Pro C8 S-3um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 10 —

60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Ci187H296N36080S4 (4456.80),
Ausbeute: 10.0 mg (2.2 umol, 28 %), weiBler Feststoff,
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ESI-MS: Mper = 4453.91; Mger = 2229.91 (M + 2H)?*, 1486.52 (M + 3H)*", 1115.33 (M + 4H)*",

H-Cys(St-Bu)-GlIn-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys(St-Bu)-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-
Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 110

(Bikunin 26-50 Undeca Hydrazid)

0.6 mg (0.1 umol, 1 eq) Glycopeptid 108 und 0.6 mg (0.9 pmol, 8 eq) CMP-NeuAc (als
Dinatriumsalz) werden in 280 pL Tris-Puffer (100 mm, pH 8) geldst. Dann werden
nacheinander 2.3 uL. BSA (einer Stammldésung aus 10 mg/mL BSA), 3.0 uL alkalische
Phosphatase (3 U) (E.C.3.1.3.1), und schlieBlich 50 mU a-2,6-Sialyltransferase (E.C.2.4.99.1)
(Photobacterium damsela, Sigma Aldrich) zugegeben. Die Reaktion wird 18 h bei 27 °C
inkubiert. Nach 1 d werden 100 pL Tris-Puffer (100 mm, pH 8), 1.0 pL alkalische Phosphatase
(1 U), 0.6 mg (0.9 umol, 8 eq) CMP-NeuAc und 30 mU a-2,6-Sialyltransferase (E.C.2.4.99.1)
(Photobacterium damsela, Sigma Aldrich) zugegeben. Nach 2 d werden 38.0 uL (10 % v/v)
DMF, 1.0 pL alkalische Phosphatase (1 U) (E.C.3.1.3.1), 0.6 mg (0.9 umol, 8 eq) CMP-NeuAc
und 30 mU o-2,6-Sialyltransferase (E.C.2.4.99.1) zugegeben. Das Rohprodukt wird per
Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE 30/100 Siule 300 x 10 mm) mit 30 %
MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt.
AnschlieBend wird durch RP-HPLC {iber eine YMC Hydro C18 Séule (150 x 10 mm) mit
einem Gradienten von 10 bis 40 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % HCOOH in 50 min bei einer
Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden
gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden mit
1 M NaHCO; auf pH 7 gebracht, gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische
HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel:
Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisenséure),

Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C209H330N3809654 (5039.31),
ESI-MS: Mper = 5036.10; Mger = 1680.67 (M + 3H)*, 1260.96 (M + 4H)*".
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8.13 Versuche zu Kapitel 5.4

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Glin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-
Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Nona)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 111

(Bikunin 1-50 Nona Hydrazid)

6.2 mg (1.9 umol, 2 eq) des Thioesters 88 werden in 211.5 pL Ligationspuffer, bestehend aus
8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und 5 mm TCEP,
pH 7 gelost und zu 3.8 mg des Cysteinfragments 108 (1 eq, 0.853 pmol) gegeben. Die Reaktion
wird 2 d in einer anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 1.5 mg DTT zugegeben.
Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE 30/100
Sdule 300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate
von 0.6 mL/min gereinigt. AnschlieBend wird das Rohprodukt durch RP-HPLC f{iber eine
Ascentis C18 Séule (250 x 10 mm) mit einem Gradienten von 10 bis 50 % Acetonitril/Wasser
mit 0.1 % TFA in 55 min bei einer Flussrate von 4 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 % 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C292H465N650127S2 (6982.31),
Ausbeute: 2.66 mg (0.381 umol, 39 %),
ESI-MS: Mer = 6978.14; Mger= 1747.29 (M + 4H)*, 1397.79 (M + 5H)™, 1165.05 (M + 6H)"",

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Gin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-
Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 113

(Bikunin 1-50 Undeca Hydrazid)

0.5 mg (72.0 nmol, 1eq) Glycopeptid 111 und 1.1 mg (1.7 umol, 24 eq) CMP-NeuAc
(Dinatriumsalz) werden in 72.0 pL Tris-Puffer (100 mM, pH 8) gelost. Dann werden
nacheinander 2.0 pL BSA (Stammldsung mit 10 mg/mL BSA), 2.0 uL alkalische Phosphatase
(2 U) (E.C.3.1.3.1), und schlieBlich 60 mU a-2,6-Sialyltransferase (E.C.2.4.99.1) zugegeben.
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Die Reaktion wird 18h bei 30°C inkubiert. Das Rohprodukt wird per
Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE 30/100 Sule 300 x 10 mm) mit 50 %
MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt.

C314H499N670143S2 (7564.81),
Ausbeute: 0.4 mg (53.0 nmol, 74 %),
ESI-MS: Mber = 7560.33; Mger= 1892.27 (M + 4H)*", 1513.86 (M + 5H)**, 1261.72 (M + 6H)®".

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl(Gal-Gal)-Ser-Gly-Gly-Gly-Glin-Leu-Val-Thr-
Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Gln-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Thr-
Nle-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 114

(Bikunin 1-50 Undeca Xyl Gal Gal Hydrazid)

0.4 mg (53.0nmol, 1eq) Glycopeptid 113 werden in 110 uL (6.6 mU B4GalT7 (E.C.
2.4.1.133), B3GalT6 (E.C.2.4.1.134)) Enzymlosung mit Bis-Tris Puffer, 1 M NaCl (pH 7)
gelost. Dann werden nacheinander 2.0 pL. BSA (Stammldsung mit 10 mg/mL BSA), 2.0 uL
alkalische Phosphatase (2 U) (E.C.3.1.3.1), 0.5 uL MnCl; (0.5 M Stammldsung) und schlielich
0.1 mg UDP-Galactose (Dinatriumsalz) zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 18 h bei 30 °C
inkubiert. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie iiber eine Superdex
Peptide® PE 30/100 Séule (300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H,O (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel
bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt werden per
LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50
x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril
(0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 — 50 % B in 25 min, Flussrate:

0.2 mL/min.

C326Hs519N670153S2 (7889.10),
Ausbeute: 0.3 mg (38.0 umol, 72 %), weiller Feststoft,
ESI-MS: Mber = 7884.43; Mger=1973.77 (M + 4H)*", 1579.17 (M + 5H)**, 1316.16 (M + 6H)®".

NH>-Ala-Val-Leu-Pro-GIn-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl(Gal-Gal-GlcA)-Ser-Gly-Gly-Gly-Gin-Leu-
Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Gin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-
Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-NHNH> 115
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(Bikunin 1-50 Undeca Xyl Gal Gal GlcA Hydrazid)

0.3 mg (38.0 nmol, 1eq) Glycopeptid 114 werden in 60 pL (0.9 mg/mL GFP-B3GAT3 in
25 mMm HEPES, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol, pH 7) Enzymlosung gelost. Dann werden
nacheinander 2.0 pL BSA (Stammldsung mit 10 mg/mL BSA), 2.0 pL alkalische Phosphatase
(2 U) (E.C.3.1.3.1), 0.5 uL MnCl> (0.5 M Stammldsung) und schlieflich 0.1 mg UDP-GIcA
(Trinatriumsalz) zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 18 h bei 30 °C inkubiert. Das
Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE 30/100 Siule
300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von
0.6 mL/min gereinigt. Anschliefend wird tiber eine YMC Ultra HT Hydro C18 Séule, 12 nm,
S-2 um (30 x 2 mm) mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA
in 30 min bei einer Flussrate von 0.2 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielprodukt
werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-
MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 10 —

50 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C332H527N670159S2 (8065.22),
Ausbeute: 0.3 mg (37.0 nmol, 97 %), weiler Feststoft,
ESI-MS: Mber = 8060.47; Mger=2017.55 (M +4H)*", 1614.16 (M + 5H)**, 1345.29 (M + 6H)®".

NH>-Ala-Val-Leu-Pro-GIn-Glu-Glu-Glu-Gly-Xyl-Ser-Gly-Gly-Gly-Gin-Leu-Val-Thr-Glu-Val-
Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Gin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-Gly-Thr-Nle-Ser-
Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Nona)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-MMBA 116

(Bikunin 1-50 Nona Thioester)

Zu 1.1 mg des Hydrazids 111 (0.2 pmol, 1 eq) werden 50.3 pL eines Puffers, bestehend aus
6 M Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.02 M Natriumnitrit bei
pH 3.5 gegeben. Die Reaktion wird bei -24 °C fiir 50 min inkubiert. Anschliefend wird mit 1 M
NaOH die Reaktionslosung auf pH 6-7 eingestellt und 1.7 mg MMBA (10.0 umol, 65 eq)
zugegeben. Bei RT wird die Reaktionslosung fiir 1 h inkubiert. Das Rohprodukt wird per
Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE Sdule 300 x 10 mm) mit 50 %
MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate von 0.6 mL/min gereinigt. Die
Fraktionen mit dem Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert.

Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm);
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Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 20 — 80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C300H460N630129S3 (7118.47)

Ausbeute: 0.9 mg (0.1 pmol, 85 %), weiler Feststoff,

ESI-MS: Mber = 7114.12; Mger=2373.88 (M + 3H)**, 1780.43 (M + 4H)*", 1424.45 (M + 5H)**,
1187.31 (M + 6H)%".

8.14 Versuche zu Kapitel 5.5

(Bikunin 1-147 Nona) 121a

1.7 mg (1 eq, 0.2 umol) des Thioesters 116 werden in 100 pL. Ligationspuffer, bestehend aus
8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und 5 mm TCEP,
pH 7 gelost und zu 2.5 mg (0.2 umol, 1 eq) des Cysteinfragments 120 gegeben. Die Reaktion
wird 2 d in einer anaeroben Glovebox inkubiert. AnschlieBend werden 1.5 mg DTT zugegeben.
Dann wird die Reaktionsldsung schnell auf 1 mL mit einem Puffer aus 8 M Guanidiniumchlorid
und 0.5 M Arginin, pH 8 verdiinnt. AnschlieBend wird auf 8.6 mL mit einem Puffer aus 0.5 M
Guanidiniumchlorid, 0.5 M Arginin, 50 mM Tris und 157 mM NaCl pH 8, verdiinnt. Diese
Losung wird gegen einen Puffer (400.0 mL) aus 1 M Guanidiniumchlorid, 50 mM Tris, 157 mMm
NaCl, 0.5M Arginin und 10 mM DTT, pH 8 dialysiert. Die Proteinkonzentration betrégt
0.5 mg/mL. Die Dialyse erfolgt 20 h in einer anaeroben Glovebox. 2.0 mL der Proteinlosung
werden entnommen und mit 1.2 mg Glutathion (2 mM) versetzt und unter Luftzufuhr fiir 2 d
geschiittelt. Das Rohprodukt wird per Gelpermeationschromatographie (Superdex Peptide® PE
Sdule 300 x 10 mm) mit 50 % MeCN/H20 (+ 0.1 % TFA) als Laufmittel bei einer Flussrate
von 0.6 mL/min gereinigt. Anschliefend wird das Rohprodukt {iber eine YMC Protein-RP C5
Saule (150 x 10 mm) mit einem Gradienten von 20 bis 50 % Acetonitril/Wasser mit 0.1 % TFA
in 8 Sdulenvolumen bei einer Flussrate von 2 mL/min gereinigt. Die Fraktionen mit dem
Zielprodukt werden gefriergetrocknet und per LC-MS analysiert. Analytische HPLC-
Bedingungen fiir LC-MS: Séule: Pro C4 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A:
Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure), Gradient:

Lineargradient 20 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C7ssH1167N1930268S13 (17688.35),
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Ausbeute: 0.7 mg (38.0 umol, 68 %), weiller FeststofT,

ESI-MS: Mper = 17677.00; Mger = 2209.17 (M + 8H)®", 1963.91 (M + 9H)*", 1767.61 (M +
10H)'%*, 1607.03 (M + 11H)!'*, 1473.23 (M + 12H)'**, 1359.98 (M + 13H)'3", 1262.92 (M +
14H)'**,1107.33 (M + 15H)"",

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-(GlcA-Gal-Gal-Xyl)-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-
Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Gin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-
Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-MMBA 122

(Bikunin 1-50 Undeca Xyl Gal Gal GlcA Thioester)

Zu 0.3 mg des Hydrazids 115 (60.0 nmol, 1 eq) werden 20.7 pL eines Puffers bestehend aus
6 M Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.02 M Natriumnitrit, pH 3.0
gegeben. Die Reaktion wird 50 min bei -24 °C inkubiert. AnschlieBend wird mit 1 M NaOH die
Reaktionslésung auf pH 6-7 eingestellt und 0.7 mg MMBA (4.0 umol, 65 eq) zugegeben. Bei
RT wird die Reaktionslosung 1 h inkubiert.

Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Siaule: Pro C4 S-3um (50 X% 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 20 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C340H531N650161S3 (8201.39),
ESI-MS: Mper = 8196.45; Mger = 1641.40 (M + 5H)**, 1368.07 (M + 6H)®".

H-Ala-Val-Leu-Pro-Gin-Glu-Glu-Glu-Gly-(GlcA-Gal-Gal-Xyl)-Ser-Gly-Gly-Gly-Gln-Leu-
Val-Thr-Glu-Val-Thr-Lys-Lys-Glu-Asp-Ser-Cys-Glin-Leu-Gly-Tyr-Ser-Ala-Gly-Pro-Cys-Nle-
Gly-Thr-Nle-Ser-Arg-Tyr-Phe-Tyr-Asn(Undeca)-Gly-Thr-Ser-Nle-Ala-MPAA 123

(Bikunin 1-50 Undeca Xyl Gal Gal GlcA Thioester)

Zu 0.3 mg des Hydrazids 115 (60.0 nmol, 1 eq) werden 20.7 pL eines Puffers bestehend aus
6 M Guanidiniumchlorid, 0.2 M Natriumdihydrogenphosphat und 0.02 M Natriumnitrit, pH 3.0
gegeben. Die Reaktion wird 50 min bei -24 °C inkubiert. AnschlieBend wird mit 1 M NaOH die
Reaktionslosung auf pH 6-7 eingestellt und 0.68 mg MPAA (4.0 umol, 65 eq) zugegeben. Bei
RT wird die Reaktionslosung fiir 1 h inkubiert. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS:
Sdule: Hydro C18 S-3 um (50 x 2.1 mm); Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 %
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Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 % Ameisensédure), Gradient: Lineargradient 20 —
80 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

C340Hs531Ng50161S3 (8201.39),
ESI-MS: Mper = 8196.45; Mger = 1641.72 (M + 5H)**, 1368.36 (M + 6H)®".

(Bikunin 1-147 Undeca Xyl Gal Gal GlcA) 126

Der Thioester 123 wird in einer one pot Reaktion mit 50 uL eines Ligationspuffers bestehend
aus 8 M Guanidiniumchlorid, 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat, 0.1 M MPAA und 5 mMm
TCEP, pH 7 versetzt und zu 0.5 mg (47.0 nmol, 1 eq) des Cysteinfragments 125 gegeben. Die
Reaktion wird 4 d in einer anaeroben Glovebox inkubiert. Anschlieend werden 1.0 mg DTT
zugegeben. Analytische HPLC-Bedingungen fiir LC-MS: Saule: Pro C4 S-3 pum (50 x 2.1 mm);
Losungsmittel: Eluens A: Wasser (0.1 % Ameisensdure); Eluens B: Acetonitril (0.1 %

Ameisensdure), Gradient: Lineargradient 20 — 60 % B in 25 min, Flussrate: 0.2 mL/min.

Cr98H195sN1930300S13 (18773.28)
ESI-MS: Mper = 18761.34; Mger = 2085.29 (M + 9H)**, 1877.54 (M + 10H)!**, 1706.74 (M +
11H)'"*, 1564.00 (M + 12H)'%*, 1444.56 (M + 13H)'**, 1340.99 (M + 14H)'**, 1251.00 (M +
15H)!%*, 1104.00 (M + 17H)'"*.

8.15 Versuche zu Kapitel 5.6

Aktivitdtstest von Bikunin 1-147 121a

1 mg Trypsin wird in I mL HCL-L6sung (1 mMm) geldst. mg BAPNA (N-Benzoyl-D,L-Arginin-
p-nitroanilid) wird in 67 mM NaH2PO4 (0.25 mM), pH 7.6 gelost. Als Referenz werden 1.5 mL
der BAPNA Losung und 0.1 mL 1 mM HCL Lésung in eine Quarzkiivette gegeben und die
Absorption bei 410 nm vermessen. Dieser Wert wird von den weiteren Messwerten abgezogen.
Fiir die Positivkontrolle wird eine 1/1-Verdiinnung aus der Trypsin-Losung (1 mg/mL) und
HPLC-H>O hergestellt. Die Temperatur betrdgt 25 °C. Davon werden 0.1 mL zu 1.5 mL
BAPNA-L6sung in einer Quarz-Kiivette gegeben. Dann wird jede Minute fiir 10 min die
Absorption bei 410 nm gemessen. Human Urinary Trypsin Inhibitor (Biorbyt) (1000 IU/mg)
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aus humanem Urin wird in HPLC-H>O gel6st und entsprechendes Volumen entnommen, sodass
je 0.251U, 0.51U, 11U, 2 IU, 8.5 U eingesetzt werden. Es werden 50 uL (25 pg) Trypsin-
Losung, 10 uL der Human Urinary Trypsin Inhibitor (Biorbyt) Losung mit entsprechender U
und 40 pL 1 mM HCL-Ldsung bei 25 °C fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend werden diese
100 uL zu 1.5 mL BAPNA Lo6sung in einer Quarzkiivette gegeben und jede Minute fiir 10 min
die Absorption bei 410 nm gemessen. Dies wird fiir je 0.25IU, 0.5 IU, 1 IU, 2 IU, 8.5 IU
durchgefiihrt. Die Messwerte sind in Tabelle 17 aufgefiihrt. Jede Messung wird dreimal
wiederholt. Das synthetische Bikunin 121a wird in HPLC-H>O geldst und entsprechendes
Volumen entnommen, sodass je 1.0 ug, 2.0 pg und 5.0 pg eingesetzt werden. Es werden 50 pLL
Trypsin-Losung, 10.0 pL der Losung an Bikunin 121a mit entsprechender Menge und 40 uL
1 mM HCL-Losung bei 25 °C fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend werden diese 100 uL zu
1.5 mL BAPNA Losung in einer Quarzkiivette gegeben und jede Minute fiir 10 min die
Absorption bei 410 nm gemessen (Tabelle 18). Dies wird fiir je 1.0 pg, 2.0 ug und 5.0 ug
durchgefiihrt. Jede Messung wird dreimal wiederholt.

Tabelle 17: Mittelwerte der Absorptionswerte bei 410 nm der Positivkontrolle und des Urinary
Trypsin Inhibitors (Biorbyt)
Zeit [min] Positivkontrolle 0.251U 0.51U 1.0 IU 2.0IU 851U

1 0.0110 0.0074 0.0088 0.0025 0.0007 0.0000
2 0.0781 0.0720 0.0608 0.0401 0.0113 0.0001
3 0.1499 0.1265 0.1148 0.0741 0.0230 0.0050
4 0.2184 0.1863 0.1667 0.1099 0.0333 0.0091
5 0.2835 0.2428 0.2190 0.1443 0.0435 0.0117
6 0.3454 0.2971 0.2668 0.1788 0.0542 0.0142
7 0.4010 0.3490 0.3149 0.2103 0.0631 0.0151
8 0.4554 0.3984 0.3598 0.2428 0.0734 0.0171
9 0.5058 0.4457 0.4048 0.2744 0.0815 0.0194
10 0.5510 0.4912 0.4442 0.3051 0.0908 0.0210
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Tabelle 18: Absorptionswerte bei 410 nm des synthetischen Bikunins 121a.

Zeit [min] 1 ug 2 ug 5ug
1 0.0011 0.0294 0.0044
2 0.0475 0.0600 0.0205
3 0.0996 0.0957 0.0357
4 0.1507 0.1321 0.0509
5 0.1991 0.1654 0.0666
6 0.2445 0.1980 0.0798
7 0.2880 0.2294 0.0924
8 0.3325 0.2577 0.1047
9 0.3699 0.2845 0.1156
10 0.4017 03114 0.1253
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