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Schema 2. a) TMSCI, Nal. Et;N, CH,CN, 50°C, 3 h; b) 1.1 Aquiv. m-CPBA, Hexan-CH,Cl, (2:1),
—15°C - RT, 2 h;¢) HJO,, THF-H,0 (2:1), RT, 2 h, dann I,, NaHCO,, RT, 40 h, 50% (drei Stufen);
d) 0.05 Aquiv. Camphersulfonsiure (CSA), CH(OMe),, MeOH, CH,Cl,, RT, 1 h, 90%; e) 3 Aquiv. Allyl-
tributylzinn, 0.15 Aquiv. Azobis(isobutyronitril) (AIBN), Toluol, 80°C, 4h, 80%; f) Lithiumdiiso-
propylamid (LDA), HMPA, THF, —78°C. 30 min, dann Mel, —78°C. 1.5 h, 73%; g) 5 Aquiv. Bt,SiH,
2.2 Aquiv. BF, - OEt,, CH,;CN, 0°C, 50 min, 82%; h) kat. OsO,, NalO,, THF-H,0 (2:1), RT, 1 h, 75%;
i) 1,2-Ethandithiol, BF, - OEt,, CH,Cl,, —15°C, 45 min, 81 %; j} Raney-Ni (W-2), EtOH, Rickfluf}, 2 b,
85% ; k) Methansulfonsiurechlorid (MsCl), Et;N, CH,Cl,, 0°C, 30 min, 88%; 1} Nal, Aceton, Riickfluf},
2h. 98%: m) 10 Aquiv. TMSI, CH,Cl,, RT, 5h; n) CH,CN, RiickfluB3, 1h, 70% (zwei Stufen).

leicht zugéinglichen Komponenten 7, 8 und 9 in konvergenter
Weise hergestellt wird sowie durch den effizienten Aufbau des
tricyclischen A,B,D-Geriistes 16. Die asymmetrische Synthese
von Tuberostemonin 2 nach diesem Konzept wird zur Zeit un-
tersucht.
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Synthese Bor-reicher Lysindendrimere zur
Proteinmarkierung in der Elektronen-
mikroskopie**

Britta Qualmann*, Michael Manfred Kessels*,
Hans-Jiirgen Musiol, Walter Daniel Sierralta,
Peter Wilhelm Jungblut und Luis Moroder

Das Design und die Synthese Bor-reicher Verbindungen fiir
die Borneutroneneinfangtherapie (BNCT)!!! und zunehmend
auch fiir neue elektronenmikroskopische Techniken wie die
Elektronenenergieveriust-Spektroskopie (EELS) und die abbil-
dende Elektronenspektroskopie (ESI)!?! finden gegenwirtig
groBes Interesse. In beiden Anwendungsgebieten werden hohe
lokale Bor-Konzentrationen und reaktive Gruppen im Molekiil
bendtigt, die der selektiven Kupplung von Carboranclustern an
Molekiile, welche Ziel-erkennend wirken, dienen.
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druck. Paulus, Shimadzu, Duisburg, fiir die MALDI-MS-Messungen.
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Die Nachteile von multiplen Anheftungen kleiner Bor-halti-
ger Molekiile an Trigerproteine wurden bereits beschrieben; im
Falle von Antikérpern wurden verminderte Loslichkeiten und
Immunreaktivititen beobachtet'®!. Statistisch borierte Polyme-
re wie Poly-D,L-Lysinf, Poly-L-Ornithin!*!, Dextrane!®! und
Starburst-Dendrimere!”? sind inhérent heterogen. Dies erfor-
derte das Design und die Synthese von strenger definierten
Molekiilen, z.B. von Carboranylaminosiuren enthaltenden
Peptiden®™!. Die in den Peptidsynthesen hauptsichlich aufgetre-
tenen Schwierigkeiten waren auf die wegen der sterischen Hin-
derungen durch den volumindsen 1,2-Dicarbadodecaboranyl-
rest langsamen und unvollstindigen Kupplungen von Car-
boranylaminosduren am C- und teilweise auch am N-Terminus
zuriickzufiihren. Dariiber hinaus erwiesen sich sowohl Interme-
diate als auch Endprodukte als schwer 18slich®l,

Die Schwierigkeiten bei der Synthese dieser linearen Peptid-
konstrukte sollten durch Verwendung sphérischer, dendriti-
scher Strukturen iiberwunden werden konnen. Dendrimere,
bestehend aus einem Poly-(a,e-L-Lysin)-Geriist'®! und mit Car-
boranclustern auf ihrer Oberfliche, béten zudem den Vorteil,
daf} fiir eine multiple Anheftung von Carboranylaminosiuren
an die in diesen Molekiilen sphérisch angeordneten und quanti-
tativ derivatisierbaren Aminogruppen'*°! nur ein einziger, fina-
ler Acylierungsschritt notwendig wire. Die spezifisch an eine
bestimmte Stelle von Antikérperfragmenten (Fab'), d. h. an de-
ren Thiolfunktion, zu koppelnden Marker A und B, denen eine
Kugel-und-Stiel-Struktur zugrunde liegt (Abb. 1), wurden der-
art entworfen, daB sie folgenden Anspriichen geniigen:

1) Eine hohe Bor-Beladung zur Uberschreitung der ESI-De-
tektionsgrenze fiir Bor in biologischen Proben sollte erzielt wer-
den. Obwohl das Limit fiir Bor noch nicht bestimmt wurde,
sollten 80 inkorporierte Boratome ausreichen. Dies ist mit ei-
nem Heptalysinbaum (Dendrimer der zweiten Generation)
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Abb. 1. Struktur des Poly-(a,s-L-Lys)-Dendrimers B. Peptid A unterscheidet sich von B durch das Fehlen des
Polyetheranteils am C-Terminus. PEG = Polyethylenglycol (mit & = 68 Glycoleinheiten).
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moglich, der eine simultane Kopplung von acht Carboranylami-
nosduren erméglicht und somit zu Dendrimeren fiihrt, die 80
Boratome an ihrer Oberflidche tragen. Die resultierenden, ni-
herungsweise kugelfdrmigen Molekiile, deren Radius sich in
Analogie zu dem eines Lysindendrimers der dritten Generation
(11.4 /f“”) auf ca. 13 A belaufen sollte, sind homogene Mar-
kermolekiile definierter Grofle und wéren sehr wertvolle Werk-
zeuge in der auf ESI basierenden Immuncytochemie! 2,

2) Eine gut zugingliche reaktive Gruppe, wie die Thiolfunk-
tion eines an einen flexiblen Spacer gekoppelten Cysteins, sollte
eine selektive Anheftung der Bor-reichen Marker an definierte
Stellen des Trdgerproteins gewéahrleisten.

3) Die spektroskopische Verfolgung der Konjugationsreak-
tion sollte durch den Einbau einer fluoreszierenden Gruppe, in
diesem Fall von e-N-Dansyl-Lysin, erreicht werden.

4) Eine erhdhte Wasserloslichkeit der hydrophoben, Bor-rei-
chen Gruppen wurde durch den hydrophilen, positiv geladenen
Lys-Lys-Spacer und, im Falle des Peptids B, einen zusétzlich
angehingten PEG-Schwanz (PEG = Polyethylenglycol) ange-
strebt. Die Pegylierung von Peptiden ist eine bekannte Methode,
um die Loslichkeit sowohl geschiitzter als auch ungeschiitzter
Peptide zu steigern!!3}. Sie erhoht die kritische micellare Kon-
zentration von Amphiphilen merklicht!4l,

In kiirzlich beschriebenen Synthesen potentiell fiir BNCT ge-
eigneter Substanzen wurden dendritische Polyalkohol-Struk-
turen mit einem einzelnen Carborancluster verkniipft!!>*! oder
Carboranylgruppen in eine dendritische Micelle eingefiihrt!! 3%,
keine dieser Verbindungen ist jedoch spezifisch an Proteine kup-
pelbar.

Die beiden hier vorgestellten peptidischen Proteinmarkie-
rungskonstrukte A und B wurden unter Ubernahme der
Fmoc/tBu-Strategie  (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl)
mit Standardverfahren der Peptid-Festphasensynthese an pegy-
lierten Polystyrol-Harzen syntheti-
siert. Letztere sollten in der Lage sein,
zum einen den hydrophoben Kollaps
der Dendrimere durch die Erhéhung
ihrer Loslichkeit zu vermeiden'! ! und
zum anderen direkt die gewiinschten
Verbindungen mit oder ohne Poly-
etherkette zu liefern. Als Carboranyl-
aminosiure wurde im finalen Acylie-
rungsschritt am Lysinbaum (S)-5-
(2-Methyl})-1,2-dicarba-closo-dodeca-
boran(12)-1-yl)-2-aminopentansiure
(L-MeCBAY!' 7 fiir welche wir kiirz-
lich eine neue und bequeme Synthese
entwickelt haben!!®!, eingesetzt.

Die Abspaltung und Entschiitzung
der Harz-gebundenen, vollstindig ge-
schiitzten Peptidkonstrukte vom Ten-
taGel-S-PHB- oder vom TentaGel-
PAP-Harz fiihrte zu den Verbin-
dungen A und B in 88 bzw. 81%
Ausbeute. Fiir Produkt A ergab
die HPLC-Untersuchung (HPLC =
Hochleistungsfliissigchromatographie)
einen dominierenden Produktpeak der
erwarteten Masse, bestimmt per Elek-
trospray-Massenspektrometrie  (ES-
MS) (3679.0; berechnet [M*]=
3679.2 fir C,;6H;06N300,,S,Bg0),
ein Beleg dafiir, daB die Inkorporation
der acht L-MeCBA-Einheiten mit ho-
her Effizienz verlduft. Fiir Peptid B er-

N(CH3)2
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gab die HPLC-Untersuchung ebenfalls ein Hauptproduktsi-
gnal; Massebestimmungen durch FAB-MS (FAB = Fast Atom
Bombardment) und ES-MS waren wegen der bekannten
Schwierigkeiten bei pegylierten Peptiden nicht erfolgreich!!®,
Das MALDI-MS-Spektrum (MALDI = Matrix-unterstiitzte
Laserdesorption-lonisation) zeigte eine mit den vartierenden
Molekulargewichten des PEG-Anteils korrespondierende, glok-
kenférmige Massenverteilung mit einem Apex bei 6649.7 Da,
welcher relativ gut mit dem berechneten Wert (6675 Da) iiber-
einstimmt und mit den Ergebnissen fritherer MALDI-MS-Mes-
sungen pegylierter Peptide in Einklang steht!9], Die Verbindun-
gen A und B sind in einer Reihe von polaren, organischen
Losungsmitteln wie N, N-Dimethylformamid (DMF ) und Alko-
holen sowie in wiBrig-organischen Gemischen gut 16slich; dies
ermoglichte ihre Konjugation mit der freien SH-Gruppe von
Antikorperfragmenten (Fab’). Die Ausbeuten waren im Fall
von A méflig, die Konjugationsreaktion von Verbindung B ver-
lief dagegen — wahrscheinlich wegen der guten Wasserloslichkeit
von B — mit beiden verwendeten Crosslinkern (Bismaleimido-
hexan oder 1,4-Di-[3'-(2-pyridyldithio)-propionamido]butan)
glatt.

Die beiden neuartigen Markermolekiile sollten dem von uns
in vorherigen Experimenten synthetisierten, sequentiellen Poly-
peptid, einem aus alternierenden racemischen Carboranylami-
nosduren und Serinen sowie einem Lysylrest fiir die Anheftung
an Fab’' durch heterodifunktionelle Reagentien bestehenden
Undecapeptid'®<, {iberlegen sein. Diese neuartigen Fab'-(A,B)-
Konjugate zeigten in EELS-Experimenten unter Verwendung
eines Zeiss-902-Elektronenmikroskops mit einem integrierten
Energieverlustspektrometer deutliche Borsignale, wie exempla-
risch in Abbildung 2 fiir das Fab’-B-Addukt gezeigt. Die ultra-
kleinen Immunreagentien mit der Antigenbindungsdoméne an
einem Ende und dem Bor-reichen, dendritischen Marker am
entgegengesetzten Ende des Molekiils wurden auflerdem in auf
ESI basierender Immuncytochemie eingesetzt. Erste Ergebnisse
zeigen deren hochaufldsende Fihigkeiten'?!: 221 und belegen die
Zuverlissigkeit des neuartigen Ansatzes in bezug auf die Uber-

Rel. int.
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Abb. 2. Elektronenenergieverlust-Spektrum des Peptid B enthaitenden Immunrea-
gens, adsorbiert aus einer wilrigen Losung (0.5 mgmL ~*) an mit Nitrocelulose
beschichtete Gold ..grids*. Die scharfe Bor-Absorptionskante bei einem Energie-
verlust von 197 ¢V rithrt von der elementspezifischen inelastischen Streuung von
Elektronen der dufleren Schale her und wurde mit dem an einen digitalen Kompen-
sations-X,Y-Schreiber angeschlossenen Elektronendetektor eines Energiefilter-
Transmissionselektronenmikroskops (EFTEM) aufgezeichnet (Zeiss EM 902, be-
trieben bei 80 kV; Objektivblende 90 pm; Spektrometereingangsblende 100 um;
Strahlstrom 30 pA: Spaltbreite 1--2eV; Abtastgeschwindigkeit 1.6eVs™!; Ver-
grofBerung 30000 x ).
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schreitung der Detektionsgrenze durch die in die Marker inkor-
porierten 80 Bor-Atome und eine durch die Pegylierung des
Marker-Anteils induzierte gute Loslichkeit. Dieses innovative
Verfahren konnte dariiber hinaus auch ein Weg zur Konstruk-
tion von kovalent anhdngbaren, multiplen Gold- oder anderen
Markern sein; weiterhin kdnnten homogene, funktionelle Den-
drimere mit definierten Kopplungsstellen, wie die hier beschrie-
benen, wertvolle Trdger fiir ,,Drug Targeting* sein.

Experimentelles

Synthese von A und B: Fmoc-Lys(Dansyl)-OH [23} wurde nach Priaktivierung mit
O-(Benzotriazol-1-yi)-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU) (5 min)
und Zugabe von 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) ca. 18 h an TentaGel-PAP bzw.
TentaGel-S-PHB (Rapp Polymere, Tiibingen) in DMF gekuppelt. Freie Hy-
droxymethylphenoxy-Linker wurden mit Essigsdureanhydrid blockiert. Die Bela-
dung der Harze betrug 0.079 mmolg™' TentaGel-S-PHB und 0.106 mmolg !
TentaGel-PAP, spektralphotometrisch bestimmt uiber das Fluoren/Piperidin-Ad-
dukt aus der Fmoc-Abspaltung mit 20 % Piperidin in DMF. Sukzessive Kupplun-
gen von Fmoc-Cys(Trt)-OPfp/HOBt und zweimal Fmoc-Lys(Boc)-NCA wurden in
DMF mit vierfach molarem UberschuB der Acylierungsagentien ausgefiihrt. Der
Lysinbaum wurde durch drei sukzessive Kupplungen mit vierfach molarem Uber-
schuB an Fmoc-Lys(Fmoc)-OH nach der TBTU/HOBt/DIEA-Methode (HOBt =
1-Hydroxybenzotriazol, DIEA = N,N-Diisopropylethylamin) (1:1:2) [24] aufge-
baut. Im Falle unvollstindiger Kupplungen (Kaiser-Test) wurden Reacylierungen
mit zweifach molarem UberschuB der Acylierungsagentien durchgefiihrt. SchlieB-
lich wurde Boc-MeCBA {25] iiber die HATU/DIEA-Methode (1:2) (HATU =
0-(7-Azabenzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat)  {26]
an das Dendrimer angehidngt; es wurde nachgekuppelt, bis der Kaiser-Test negativ
war. Verbindung A wurde vom TentaGel-S-PHB-Harz bei Raumtemperatur (RT)
2 h mit 95proz. waBriger Trifluoressigsdure (TFA) und 2 % Triethylsilan abgespalten
2 h und Verbindung B vom TentaGel-PAP-Harz mit 5% Thioanisol und 1% Tri-
ethylsilan enthaltender TFA (20 h, RT). Die Harze wurden abfiltriert und die Fil-
trate auf kleine Volumina eingeengt. Die Peptide wurden durch Prizipitation mit
Methyl-terr-butylether/Petrolether (2:1) (A) und durch zusitzliche Lyophilisation
aus entgastem, Argon-gesittigtem Wasser isoliert (B).

HPLC wurde auf einer C8-Nucleosil-300-Sdule durchgeftihrt; Elution mittels eines
linearen Gradienten (30 min) von 5:95 CH;CN/2 % H,PO, bis 80:20 CH,;CN/2%
H;PO,; FluBgeschwindigkeit: 1 mLmin™'; Detektion: UV bei 210 nm; R, von
A = 2435 min; R, von B = 21.75 min.
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Der erste chirale, C,-symmetrische Mono-
methinfarbstoff — eine scheinbare Verletzung der
Helicititsregeln fiir die optische Rotation**

Lutz Eggers, Volker Buli* und Gerald Henkel
Professor Fritz P. Schifer zum 65. Geburtstag gewidmer

Sterische Wechselwirkungen verhindern, daBl der Chromo-
phor des Monomethin-Cyanins 1!} die von konjugierten n-
Elektronensystemen bevorzugte planare Konformation ein-
nimmt: Die Rontgenstruktur des Tetrafluoroboratsalzes von
1'2) zeigt eine verdrillte di-cis-Konformation mit einem Inter-
planarwinkel von 43° zwischen den beiden Indoleninendgrup-
pen. In Losung liegen beide verdrillten Formen im Gleichge-
wicht vor. Die mit dynamischer 'H-NMR-Spektroskopie
bestimmte Energiebarriere!® betrigt 50.0 kJmol 1.

IO — RO
N N
P M

X = C(CHg)s 1
X = C(CH3)CaH7 2

Die im Gleichgewicht vorliegenden Formen sind in achiraler
Umgebung Enantiomere und lassen sich nicht unterscheiden.
Erst durch chirale Wechselwirkung, z.B. durch das Einfithren
einer chiralen Gruppe in das Molekiil, werden aus den entgegen-
gesetzt verdrillten Enantiomeren Diastereomere, die nun mit
chiroptischen Methoden untersucht werden k6nnen. Mit diesem
Ziel haben wir die chiral substituierten symmetrischen Mono-
methin-Cyanine (R, R)-2 und (S5,5)-2 synthetisiert und deren ab-
solute Konfiguration durch Rontgenstrukturanalyse bestimmt.
Die bei diesen Monomethinen beobachteten Cotton-Effekte
sind in scheinbaren Widerspruch zu etablierten Regeln fiir die
optische Rotation.

Die Schliisselintermediate fiir die Synthese von 2 sind die
chiralen Indolbasen 3, die nach Dimethylierung von 2-Methyl-
3-propylindol™ und anschlieBender Enantiomerentrennung
mit Di-O-benzoylweinsiure erhalten wurden, ein Verfahren, das
kiirzlich von Reichardt et al.[> beschrieben wurde. Durch Reak-
tion mit den entsprechenden Hydroxyiminiumsalzen 4!:¢]
konnten beide Enantiomere von 2, die nach Umkristallisation
aus Ethanol/Diethylether diastereomerenrein waren!”, gewon-
nen werden (Schema 1).

Die Rontgenstrukturanalyse eines Einkristalls des Perchlo-
ratsalzes der Verbindung 2 mit, wie sich spéter heraustellen soll-
te, R-Konfiguration an C(3) und C(3') ergab folgende Struktur
(Abb. 1)!81: Die Molekiile nehmen im Kristall eine cis,cis-Konfi-
guration entlang der Cyaninkette von N(1) nach N(1") ein, dhn-
lich der fiir 1 bestimmten!?!. Die Diederwinkel zwischen den
nahezu planaren Indoleninendgruppen und der Ebene, die von
den Atomen C(2)-C(8)-C(2') aufgespannt wird, betragen 26.8°
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