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1 Zusammenfassung

Krebs (ca. 26% in Deutschland) zahlt nach Herz-Kreislauferkrankungen (ca. 40% in
Deutschland) zu den zweith&ufigsten Todesursachen weltweit. Es wird geschétzt, dass die
Zahl der Erkrankungen bis 2050 um weitere 30% steigt. Die therapeutischen
Madglichkeiten beschrénken sich die derzeit auf chirurgische Eingriffe, Bestrahlungen oder
die Chemotherapie, je nach Art und Ort der Krebserkrankung. Der Erfolg der genannten
Therapiemdglichkeiten ist dabei stark vom Ort der Erkrankung, dem Grad der
Metastasierung und einigen anderen Faktoren abhangig. Im Durchschnitt erkranken etwa
40% der Behandelten erneut oder versterben noch innerhalb der folgenden finf Jahre (vgl.
Kapitel 2.1)

Fehlende effiziente Therapiemdglichkeiten lieBen in den letzten 30 Jahren die
Forschungbemihungen in Richtung neuer und divergenter Behandlungsmdglichkeiten
ansteigen. Dabei riickten auch immuntherapeutische Ansatze immer mehr in den
Vordergrund. Letztere sollten nicht nur als Prophylaxe sondern auch als
Behandlungsmdglichkeit in akuten Fallen zur Verfligung stehen. Eine mdogliche
Zielstruktur bei der Bekdmpfung einer Vielzahl epithelialer Krebsarten wie z.B.
Brustkrebs stellt das humane transmembrane Glycoprotein MUC1 dar, das sich auf
gesunden und malignen Zellen im Aufbau unterscheidet. Eine zentrale Rolle spielen dabei
die tumorassoziierten Kohlenhydratantigene (tumor-associated carbohydrate antigens,
TACA) hinsichtlich der Unterscheidung gesunder und maligner Zellen sowie als Bausteine
zur Entwicklung von Krebsvakzinen auf Basis von Glycopeptiden (vgl. Kapitel 2.2)

Natdrliche (Glyco)peptide weisen als Wirkstoffe jedoch den Nachteil auf, dass diese durch
eine Vielzahl an Glycosidasen und Proteasen verdaut werden kénnen und somit wichtige
Informationen fiir das Immunsystem verloren gehen kénnen. In der Literatur werden daher
eine Vielzahl an Modifikationsmdoglichkeiten fur (Glyco)peptide vorgeschlagen, die deren
metabolische Stabilitat steigern kénnen. Zu den Modifikationsmdglichkeiten zahlen u.a. S-
und C-Glycoside sowie B-Aminosauren und Peptoide (vgl. Kapitel 2.3).

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der Darstellung von Glycosylaminosduremimetika zur
Herstellung metabolisch stabiler Peptide. Hierflir wurden zwei unterschiedliche
Substanzklassen untersucht. Zum einen wurde im Kapitel der p-Aminosduren an die
Diplomarbeit von 2009 angeknupft und es wurden durch Arndt-Eistert-
Homologisierungen die bisher in der Literatur unbekannten tumorassoziierten sTn- und
sT-Analoga 22c und 25c als 63-homo-Threoninkonjugate dargestellt. Damit sind alle vier
entscheidenen TACAs des Mucins MUCL erstmals als p-Aminosaurekonjugate
zuganglich. Ebenso konnte erstmals ein fluorierter Vertreter des 6F-Tn-Analogons 29b auf
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Basis von B-Threonin synthetisiert werden (Schema 1.1). Diskussionswiirdig bleiben die
Ausbeuten, die bei den komplexeren Kohlenhydratresten stark sinken, womit die Synthese
iiber die Wolff~Umlagerung keine adiaquate, aber derzeit die einzige Methode zur

Darstellung dieser Bausteine beschreibt.

1. iBuOCOCI, NMM
abs. THF, - 20 °C,

30 min R
S s T SO M
¢ GG S i@
FmocHN” “COOH I =25 °C =>rt, 16h FmocHN OH
R' 19a R' 19 R' 19c
RZ2 29 R2 29a R? 29
R3 22a R3 22b R3 22¢
R®  25a R*  25b R 25¢

R' = aAcsGalNAc
R? = abFAc,GalNAc
R? = aAcsNAcNeu(2—>6)aAc,GalNAc
4 = BAc,Gal(1—>3)[aAc4NAcNeu(2—>6)aAc,GalNAc]

Schema 1.1 Arndt-Eistert-Reaktion zu Vertretern der TACAs des MUCI.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass der Einbau von homo-Threonin-Glycokonjugaten
in die MUC1 tandem repeat unit und damit die Darstellung von o/pB-Hybridpeptiden mit
entsprechenden Glycosylaminosiuren moglich ist (vgl. Abb. 1.1). In dieser Arbeit wurden
erste  Vertreter dieser Verbindungsklasse hergestellt, die interessante Analoga

tumorassoziierter Glycopeptidantigene darstellen.
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HN
0 I\OH
HN)\fo o] o HN [¢]
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g oo !
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93

Abb. 1.1 Erstes Glvcopeptid des MUCI 20mers mit f-homo-Tn an Position 6.

Die Synthese einer Glycosylaminosiure auf Basis von fluoriertem B*-homo-Serin 55
konnte nicht bis zum Ende durchgefiihit werden, jedoch konnten sdmtliche der hier
geschilderteten Synthesen von Corinna Jansen in guten Ausbeuten reproduziert werden.
Somit steht ein neuer Zugang zu fluorierten Glycosylakzeptoren auf Basis von 2-Fluor-p>-

homo-Serin zur Verfiigung (Schema 1.2).
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Schema 1.2 Darstellung fluorierter TACAs ausgehend von Alken 50.

Eine weitere Substanzklasse, die als metabolisch stabile Peptidmimetika gelten, stellen die
N-Amino-N-Acyl-Peptide (AA-Peptide) und deren Hybride dar. Diese Arbeit zeigt einen
ersten Zugang zu neuartigen glycosylierten Vertretern dieser Verbindungsklasse auf.
Dabei konnten Vertreter des Tn- 75 und 76, T- 82 und des sTn-Antigens 79 und 80
erfolgreich synthetisiert werden, die sich in Flexibilitit und in ihrem Abstand zum
Peptidriickgrat unterscheiden.

Ph

OAc &o
AcO o
o o
AcO o
AcO AcHN
o
K(°

N_ _COOtBu N_ _COOfBu
FmocHN” "~ FmocHN” "~
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AcO
AcO °
fo) AcO
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FmochN FrmoaHN N~ -CO0tBU
m

79 80

Abb. 1.2 PNA-Analoga des Tn-(75 und 76), T-(82) und sTn-Antigens (79 und 80)

Einige Vertreter der genannten Mimetika dienten als Bausteine fiir die MUCI-
Festphasensynthese. So konnten erste Vertreter neuartiger o/B-Hybridpeptide 95 und
aAAP/a-Hybridpeptiden 97 erfolgreich erhalten werden (Abb. 1.3). Beide Klassen zeigen
im Vergleich zur nicht modifizierten MUC]1 tandem repeat unit 94 eine verbesserte

enzymatische Stabilitit in Bezug auf das Modellenzym Proteinase K.
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CARRCS SCA ReR I R PR AR S peony
\H\C/" N “om “cooH N f Ho TN
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P1-A2H3-G4-V5-T6-S7-A8PF-D10-T11-R12-P13-A14-P15-G16-S17-T18-A15-P20

HN___NH

b
e ST L
g oH o™ 0 PN

P1-P2-A3-H4-G5-V6-T7-58-A9-P10-D11-T12-R13-P14-A15-P16-G17-S18-T13-A20
Abb. 1.3 Neue Peptidmimetika mit f-Aminosduren oder aAA-Aminosduren.

Ein erster Versuch, das den Triethylenglycospacer enthaltende Glycopeptid 93 in
humanem Blutserum zu verdauen, fiihrte zu keiner Aussage beziiglich des Einflusses des
B*-homo-Tn-Analogons auf die metabolischen Stabilitit. Das Referenzglyocopeptid, das
ebenso den Triethylenglycolspacer trug, wurde unter den Reaktionsbedingungen ebenfalls
nicht verdaut. Von einer stabilisierenden Wirkung des Triethylenglycolspacers 89a, der
bereits in diversen Vakzinsynthesen eingesetzt wurde, auf einen potentiellen Verdau in

vivo wurde bisher in der Literatur nicht berichtet.

Zukiinftige Arbeiten miissen zeigen, ob die synthetisierten Glycokonjugate auch in

Vakzinierungsexperimenten bestehen kénnen.
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2 Einleitung

2.1 Krebs

Im Jahr 2011 verstarben insgesamt 852.328 Menschen in der Bundesrepublik. Etwa 40%
erlagen Herz-Kreislauferkrankungen, wihrend 26% an Krebsleiden verstarben. Damit
zihlen Krebserkrankungen zur zweithéufigsten Todesursache in der BRD."! Innerhalb der
letzten 30 Jahre stieg die Anzahl an Neuerkrankungen leicht an. Jedoch lasst sich dies
kaum auf veranderte Umweltbedingungen zuriickfiihren, sondern unterliegt vielmehr dem
demographischen Wandel und dem medizinischen Fortschritt. Immer mehr Menschen
widerfihrt eine Krebserkrankung aufgrund der stetig steigenden Lebenserwartung. Es
wird geschitzt, dass die Zahl der Erkrankungen bis zum Jahr 2050 um weitere 30%
steigen wird.”) Dabei sind Ménner und Frauen hinsichtlich einer moglichen Erkrankung
derzeit weitestgehend gleichermallen betroffen. So wurden bei Ménner im Jahr 2008
vorrangig Karzinome der Prostata (25.7%), des Darms (14.3%) und der Lunge (13.8%)
diagnostiziert, wahrend Frauen primir an Erkrankungen der Brustdriisen (32.1%), des
Darms (13.5%) und der Lunge (7%) litten. In Abb. 2.1 sind die haufigsten
Tumorlokalisationen der Krebssterbefille 2011 dargestellt.""! Die vorliegenden Zahlen
zeigen, dass Ménner hauptsichlich dem Lungenkrebs erliegen, wihrend Frauen vorrangig
an Brustkrebs versterben. Betrachtet man die Anzahl der Krebssterbefille genauer, lésst
sich feststellen, dass die Zunahme der Todesfille hauptsachlich bei den iiber 70-Jahrigen

gestiegen ist. Alle anderen Altersklassen sind kaum betroffen oder sogar riicklaufig.!!

Die hiufigsten Tumorlokalisationen der Krebsverstorbenen 2011

weiblich
miénnlich
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%
Verstorbene %
BN d. lymphat., blutbild. u. verwandten Gewebes BN der Prostata
BN der Brustdriise B BN d. Larynx, d. Trachea, d. Bronchien u. d. Lunge
BN der Leber, der Gallenwege und des Pankreas B BN des Dickdarms
B BN des Magens

Abb. 2.1 Die héiufigsten Tumorlokalisationen der Krebsverstorbenen 2011 (BN = bosartige Neubildung).
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Unter dem Krankheitsbild Krebs versteht man dabei die unkontrollierte Proliferation
entarteter Korperzellen. Hanahan und Weinberg™ beschreiben hierfir sechs Merkmale
auf zellularer Ebene:

Das Aufrechterhalten der proliferationsférdernden Signaltransduktion.
Tumorsupressorgene, um das Zellwachstum aufrecht zu halten.
Erhohte Invasion in andere Zellverbande und Metastasierung.
Fahigkeit der unendlichen Zellteilung.

Das Einleiten der Angiogenese.

Geringe Empfindlichkeit gegenliber Apoptose einleitenden Effektoren.

I

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death sSuppressors

inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Abb. 2.2 Sechs Merkmale der Krebszelle nach Hanahan und Weinberg.

Der sonst streng regulierte Prozess der Zellteilung, welcher durch die Balance zwischen
Proliferation und Apoptose bestimmt wird, gerdt somit aus dem Gleichgewicht und kann
zu Neoplasien fithren, welche in gesundes Gewebe eindringen kénnen. Uber den
Blutkreislauf konnen freigesetzte Krebszellen transportiert werden und an anderer Stelle
zur Ausbildung von Metastasen flhren. Als Ursachen der Zellentartung werden
heutzutage u.a. radioaktive und UV-Strahlung, Viren, Bakterien und andere Parasiten
angefuhrt. Ein geringer Anteil von 5-10% aller Krebserkrankungen soll auch erblich
bedingt ausgeldst werden.”) Die Therapiemdglichkeiten in der Tumorbehandlung
beschranken sich derzeit auf chirurgische Eingriffe, die Strahlentherapie und reichen bis
hin zur Chemotherapie, je nach Art und Stadium der Krebserkrankung. In den meisten
Fallen findet eine Kombination der genannten Mdglichkeiten Anwendung. So kann in
einem ersten Schritt gut zugéngliches Krebsgewebe operativ entfernt werden, bevor mit
Bestrahlungen restliches Tumorgewebe zerstort werden kann. Eine abschlieRende
Chemotherapie soll der Verbreitung von Metastasen entgegenwirken. Jede der genannten
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Therapieformen birgt jedoch fir den Patienten ein ernst zu nehmendes Risiko, zumal
Strahlen- und Chemotherapie nicht selektiv sind und damit auch gesundes Gewebe
deutlich in Mitleidenschaft ziehen. Der Erfolg der genannten Therapiemdglichkeiten
schwankt stark je nach Krebsart, Grad der Metastasierung und einigen anderen Faktoren.
Im Durchschnitt erkranken etwa 40% der Behandelten erneut oder versterben noch
innerhalb der folgenden fiinf Jahre.™

2.2 Mucine und aktive Krebsimmuntherapie

Fehlende effiziente Therapiemdglichkeiten fur eine der hé&ufigsten Todesursachen
weltweit fuhrten in den letzten drei Dekaden zu intensiven Forschungsbemiihungen in
Richtung divergenter und effizienterer Therapiemdoglichkeiten. In den Blickpunkt ruckten
dabei neben den RAS-Proteinen® und Tumorstammzellen®™ auch immer mehr
immuntherapeutische Ansétze,! die nicht nur als Prophylaxe sondern auch als akute
Behandlungsmoglichkeiten ~ dienen  sollen.  Einen  Durchbruch  bei  der
immuntherapeutischen Bekdmpfung des Gebarmutterhalskrebses erzielte Harald zur
Hausen mit der Entwicklung eines antiviralen Impfstoffs gegen das humane
Papillomvirus. Seine Arbeit wurde 2008 mit dem Nobelpreis fir Medizin geehrt.®! Mit
einem solchen Krebsimpfstoff soll das Immunsystem spezifisch gegen maligne Strukturen
aktiviert werden, diese im Organismus identifizieren und selektiv eliminieren. Ein
weiterer Vorteil dieser Therapieform besteht in der Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses, das einen erneuten Ausbruch der Krankheit verhindern kann.’”! Um diesen
Vorsatz zu erreichen, muss eine Zielstruktrur gefunden werden, die fiir maligne Zellen
charakteristisch ist und somit ein klares Unterscheidungsmerkmal zu gesundem Gewebe
darstellt. Eine mdogliche Zielstruktur bei der Bek&mpfung einer Vielzahl epithelialer
Krebsarten wie z.B. Brustkrebs stellt das humane transmembrane Glycoprotein MUC1
dar. Dieses wird auf gesunden und malignen Zellen gleichermalien exprimiert,
unterscheidet sich aber deutlich in Haufigkeit und Glycosylierungsmuster. Dies flhrt zu
neuen spezifischen Oberflachenstrukturen, die ausschlieflich auf malignen Zellen zu
finden sind und nun fir das Immunsystem zuganglich werden.!” Mucine, deren Name
sich von lat. mucus fur Schleim ableitet, stellen hochmolekulare, polymorphe
Glycoproteine dar, deren Glycananteil bis zu 80% der gesamten Masse* erreichen kann.
Diese ,,Schleime® werden hauptsichlich auf der apicalen Seite™® von Epithelgewebe
exprimiert und dienen der Zelle als Schutzschild gegen Mikroorganismen, die Proteolyse
oder eine erhdhte lonen-konzentrationen.*¥! Die Mucine werden dabei in zwei Klassen,
zum einen in sekretorische (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 und MUC7) und zum
anderen in membrangebundene Proteine (MUC1, MUC3A, MUC3B und MUC4),
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unterteilt.>**® Das Mucin MUC1 bildet ein stabiles Heterodimer,?**" dessen zwei
Untereinheiten von einem gemeinsamen Vorlauferprotein abgeleitet werden. Dabei ist die
N-terminale Doméne nicht-kovalent!'® an die lipophile C-terminale Doméane gebunden,
die in der Zellmembran nicht-kovalent verankert ist (vgl. Abb. 2.3, links). Wahrend der C-
Terminus in das Cytoplasma reicht und einen hohe Anzahl an potentiellen
Phosphorylierungsstellen  aufweist und damit eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion spielt,*® %2 reicht der N-Terminus des Glycoproteins in den
extrazelluldren Raum. Der N-Terminus kann ebenfalls als I6sliches MUC1 im Serum
nachgewisen werden und dient daher auch als Tumormarker CA15-3 in der
Krebsdiagnostik.*® 2122 Neben den bereits erwahnten Eigenschaften als protektive
Schicht kommt dieser Domane auch eine Bedeutung in der Zell-Zell-Adhasion?® zu,
wodurch eine Korrelation zwischen einer Fehlsteuerung dieses Proteins mit einem
unkontrollierten Zellwachstum und einer Metastasierung offensichtlich wird. Betrachtet
man den Aufbau des N-Terminus, so besteht dieser aus repetitiven Einheiten, den
sogenannten tandem repeat units, die sich 20- bis 100-mal wiederholen kénnen (variable
number of tandem repeats, VNTR).[?*?%) Die tandem repeat-Sequenz ist stark konserviert
und zahlt im MUC1 20 Aminoséuren. Sie ist reich an den Aminosduren Prolin, Serin und
Threonin. Letztere stellen hierbei potentielle Glycosylierungsstellen® dar und tragen auf
malignen Zellen die sogenannten tumorassoziierten Kohlenhydratantigene (tumor
associated carbohydrate antigen, TACA). In Abb. 2.3 sind einige wichtige
Unterscheidungsmerkmale des MUCL1 schematisch dargestellt. Die rechte Abbildungsseite
zeigt die unterschiedlich langen und verzweigten Glycanketten auf normalem Mucin,
MUC1 (oben), wahrend das untere Schema die stark verkirzten Kohlenhydratketten bei
malignen Zellen zeigt. Das Peptidrickgrat wird nunmehr nicht langer durch das
Glycangerlst maskiert, sodass nun exponierte Peptidfragmente fir das Immunsystem
erkennbar werden. Ein Beispiel hierfiir ist in der mittleren Abbildung dargestellt. Eine als
immundominante Doménel® bekannte Aminosduresequenz PDTRPAP formt ein turn-
Motiv,*") das fur die spezifische Anbindung von Antikérpern notwendig zu sein
scheint.[26- 283

Eine Uberexpression des MUC1 mit stark veranderten Glycanstrukturen auf der gesamten
Zelloberflache, die wiederum auf fehlerhaften Aktivitaten, Lokalisationen und
Expressionen verschiedener Glycosyltransferasen beruhen,®*3*! geht mit einem
Polarisationsverlust der Zelle einher.
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Abb. 2.3 Das Mucin MUCI, dessen tandem repeat unit und die tumor-
assoziierten Kohlenhydratantigene als Unterscheidungsmerkmale.

Bei den verdnderten Gylcanstrukturen des MUCI1, den tumorassoziierten MUCI-
Kohlenhydratantigenen, handelt es sich im Wesentlichen um fiinf Strukturen, namlich das

Tn- und T-Antigen sowie deren sialylierte Derivate, sTn- und sT-Antigen (vgl. Abb.
2.4)

HO OH OH OH
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Hooc 1
o o
ron-2=2T °
(Cl
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HOW Mg 2,3-sT
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HO HO HO HO HO o
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HO HO HO o
AcHN AcHN AcHN Hou o
o HO o) AcHN o
PO OH HO
HO HO

Tn sTn T 0 O

HO o]
HO AcHN

2,6-sT
Abb. 2.4 Die fiir das MUCI relevanten TACAs.
Ihr gehiuftes Auftreten lasst sich verstehen, wenn man die Biosynthese der Mucine

betrachtet: Nachdem die Proteinsequenz im Ribosom aufgebaut wurde, erfolgt die
posttranslationale Modifikation 1m Golgi-Apparat. Dabei beginnt der Aufbau der
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Polysaccharidketten mit der a-O-glycosidischen Anbindung eines N-Acetylgalactosamins
(GalNAc) an eimnen Serin- oder Threoninrest durch eine entsprechende Transferase
(GaINAcT)P**". Das so entstandene Tn-Antigen wird im Folgenden durch eine B-1,3-
Galactosylierung (B1,3GalT) zur Corel-Struktur verldngert, welche wiederum als
Ausgangspunkt fiir den Aufbau der Core2-Struktur und der komplexen Polysaccharid-
ketten des MUC1 gesunder Epithelzellen dient. Letztendlich wird das Kettenwachstum bei
gesunden Zellen durch den Einbau von Sialinsiure, Fucose oder durch Sulfatierung
gestoppt.”®] Die Kombination aus einer prolinreichen Aminosiuresequenz und stark
verzweigter Glycanketten fiihrt zu einer nahezu linearen Konformation des resultierenden
Glycopeptids. Zusitzlich schirmt der hohe Glycosylierungsgrad das Peptidriickgrat fast
vollstandig ab. In Tumorzellen dagegen findet man eine verinderte Enzymaktivitit und
damit auch andere Glycosylierungsmuster vor.?**? So zeigen die das Kettenwachstum

beendenden Sialyltransferasen eine erhohte Aktivitat,[**

wihrend Enzyme, die am
Aufbau der komplexen Kohlenhydrate beteiligt sind, herunterreguliert werden. Dies fiihrt
zu einer frithzeitigen Terminierung der Kohlenhydratketten durch Sialinsiure, und damit

zur verstarkten Ausbildung der sTn- und sT-Antigenstrukturen (vgl.Schema 2.1).
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\ HO
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“Ser/Thr-Peptid
p1,3GalT
veringerte Aktivitat
OH
HO, COOH
OH OH \w\o
H H ST6GalNAcHI AcHN oH
o o erhohte Aktivitat OH
HO o 0 H
HO AcHN
N o o
Ser/Thr-Peptid HO o}
HO AcHN )\
Core1=Struktur SerThe Peptid
C2GnT4 :
stark veringerte Aktivitat |
\J
OH
HO O
Hg&/o
— Kettenwachstum

AcHN
OH
H Hi
o o
HO o}
HO AcHN

O,
\Ssrl'l‘hr-Peptid

Core2=Struktur

Schema 2.1 Die Biosynthese der silalvlierten TACAs auf Tumorzellen.
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Verénderte Glycane und neuartige antigene Determinanten auf Basis der Peptidsequenz
stellen einen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung effizienter Kohlenhydratvakzine dar.?3¢!
Derzeit gibt es bereits eine Vielzahl monoklonaler Maus-Antikérpern, die gegen
tumorassoziiertes MUC1 gerichtet sind und welche die durch veranderte Glycosylierung
neu entstehenden Epitope erkennen konnen. "8 Auch eine aktive Immuntherapie auf
Basis von synthetischen MUCZ1-Peptiden scheint vielversprechend zu sein.®" %% pas
Ziel der aktiven Immuntherapie muss neben einer starken tumorspezifischen
Immunantwort auch die deutliche Abschwéchung immunrepressiver Mechanismen des
Tumors sein, die das Immunsystem hemmen oder gar vollstandig inaktivieren und so eine
Eliminierung der Krebszelle unmdglich machen. Hierfiir werden von Pfitzner et al.®!
folgende Griinde beschrieben:*

e Sekretion von immunsupressiven Cytokinen durch Tumorzellen (z.B. TGF-p, IL-
10).

e Wachstum des Tumors an Orten, die dem Immunsystem nur schlecht zuganglich
sind (z.B. in durch Neovaskularisation entstandenen Bereichen, die
minderperfundiert sind).

e Verlust von tumorassoziierten Oberflachenantigenen (z.B. durch proteolytische
Prozessierung).

e Verminderung oder Verlust der Antigenprasentation durch Veranderung der HLA-
Expression.

e Fehlende kostimulierende Molekiile auf der Tumorzelloberflache.

Durch die Entwicklung und den Einsatz geeigneter Vakzine soll das Immunsystem
stimuliert und eine humorale sowie zellulare Immunantwort ausgeldst werden. Dabei
werden folgende Forderungen® an das Vakzin bzw. an das Immunsystem gestellt:

1. Existenz von qualitativen oder quantitativen Unterschieden zwischen Tumorzellen
und normalen Zellen.

2. Prinzipielle Fahigkeit der Erkennung solcher Unterschiede durch das
Immunsystem.

3. Lernféhigkeit und Stimulierbarkeit des Immunsystems, z.B. durch aktive
Immunisierung mit Vakzinen, um solche Unterschiede besser zu erkennen und
effektive TumorabstoBungsreaktionen zu bewerkstelligen.

Die Gruppe um Kunz®**® konnte einige solcher kombinierten Glycopeptideptid-Vakzine
erfolgreich darstellen und zeigen, dass diese signifikante Antikorperreaktionen im
Mausmodell erzielen. Abb. 2.5 zeigt ein 2005 verdffentliches Vakzin von Dziadek et al.l*®
sowie den allgemeinen Aufbau eines solchen Vakzins. Neben den hier gezeigten
Glycopeptid-Vakzinen gibt es auch Vakzine, die nur auf Kohlenhydrat- oder nur auf
Peptid-Epitopen basieren. Einige dieser Vertreter wie z.B. ein sTn-KLH-Konjugat®”
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wurde bereits in der klinischen Phase III getestet, scheiterte aber 2011, weil es zu keiner
nennenswerten Verbesserung der Erkrankung fiihrte.”® Fiir die Entwicklung von
Glycopeptid-Vakzinen — im konkreten Fall, fiir das MUC1 — unterstiitzen NMR-Studien
die These, dass sowohl Kohlenhydrat- als auch Peptidanteil fiir eine spezifische Bindung
des Proteins notwendig zu sein scheinen. Hierzu wurde die Bindung eines 16mers
(GVTSAPDTRPAPGSTA, kursiv: mogliches Tn) des MUC1 an das Antigen bindende
Fragment (Fab) des Antikérpers B27.29 untersucht und es wurde festgestellt, dass das
Kohlenhydratfragment nicht zu einer konformellen Stabilisierung des Peptids beitrégt,
sondern vielmehr an einer direkten Bindung zum Antikérper antizipiert.”® %% Eine
Kombination der Glycoproteine (B-Zell-Epitop) mit einem Immunostimulanz (T-Zell-
Epitop), das gleichzeitig als Tragerprotein fungiert, scheint fiir die Entwicklung eines
potenziellen Vakzins giinstig zu sein, um die Immuntoleranz gegeniiber kérpereigener
Strukturen zu iiberwinden. Hierzu werden 1.d.R die Vakzinkandidaten iiber einen nicht-
immunogen Linker an das Tragerprotein gekoppelt. Als Carrierproteine dienen in der
Literatur Tetanus Toxoid (TTox),’®* 3 Bovines Serum Albumin (BSA) " oder keyhole
limpet hemocyanin (KLH),'®*%? oder es handelt sich um ein T-Zell Epitop wie z.B. eine
Teilsequenz des Ovalbumins (OVA)P*! oder des VP1 Proteins des Poliovirus Typus 1.1
In Abb. 2.5 ist ein solches Vakzin schematisch dargestellt.

HO OH

COOH
HO1
AcHN 27 °
OH
H
o
HO
AcHN
o, 0
0 o 0 o 0 0
H H H H ool H
BSA lammrmnN N N N N N N N OH
o N/\n/ <N <N <N < SN—" N
R A M e 20N g oEHoik/:’Hoo
o N Ho”™ “ScooH (

NH

(o}

HNZ “NH,

Dziadek et al.: Glycopeptid-BSA-Konjugat 2005

Abb. 2.5 Glyvcopeptid-Vakzin aus der Gruppe Kunz und schematischer Aufbau des gezeigten Glycopepti-
Vakzins.

Anhand der Abb. 2.6 soll nachfolgend die Immunreaktion schematisch gezeigt werden.
B-Zellen tragen auf ihrer Zelloberfliche Immunglobuline als Antigenrezeptoren (B-Zell-
Rezeptoren, BCR) und setzen nach ihrer Aktivierung und Differenzierung diese als

l6sliche Antikorper im extrazelluldren Raum frei (humorale Antwort). T-Zellen dagegen
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erkennen 1.d.R. iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) Peptidfragmente intrazellulidrer
Pathogene oder in diesem Fall die maligne MUCI-Teilsequenz, die iiber einen
Haupthistokompatibilitits-Komplex (major histocompatibility complex, MHC) prasentiert
wird. Dabei bestimmen der Typ von prozessiertem Peptid und MHC-Komplex die
fortschreitende Immunantwort. MHC-I-Komplexe aktivieren cytotoxische T-Zellen,
wihrend Tyl- und Ty2-Zellen auf MHC-II-Komplexe spezialisiert sind und die B-Zelle
mit Cytokinen und anderen costimulierenden Faktoren zur Ausschiittung von

Immunglobulinen aktivieren, welche wiederum fiir die Bekampfung von malignen Zellen

notwendig sind. T-Zellen spielen also sowohl fiir die humorale als auch fiir die zelluldre
[71]

Immunantwort eine entscheidende Rolle.

Abb. 2.6 Schematische Darstellung der Costimulation zwischen B- und T-Zellen.

2.3 Modifikationsmoglichkeiten in der MUC1-Struktur

Modifikationen der MUC1-Struktur konnen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Krebsvakzine spielen. Von der Einfilhrung von Modifikationen erwartet man eine
verbesserte Immunogenitit und eine langere Bioverfiigbarkeit der synthetisierten Vakzine.
Hierfiir bieten sich zwei Uberlegungen an: Zum einen kann der Glycananteil von
verschiedenen Glycosidasen hydrolysiert werden, andererseits besteht die Gefahr, dass die
synthetisierten Glycopeptide durch Endo- und Exopeptidasen abgebaut werden. In beiden
Fillen gehen durch den enzymatischen Verdau Informationen fiir das Immunsystem
verloren und beeintrichtigen somit die Immunantwort. In diesem Kapitel sollen einige

Moglichkeiten vorgestellt werden, welche die Glycanseitenkette oder das Peptidriickgrat
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stabilisieren konnen. Diese Methoden finden nicht ausschlieBlich bei MUC1-Strukturen
Anwendung, sondern sind vielmehr synthetische Modifikationsmdglichkeiten, die bei
einer Vielzahl von Verbindungsklassen Anwendung fanden und finden. Einige Beispiele
werden nachfolgend an entsprechender Stelle aufgefiihrt.

2.3.1 Modifikationenmaoglichkeiten der Glycanseitenkette

Eine Mdglichkeit die Glycanseitenkette gegen den enzymatischen Abbau zu stabilisieren,
besteht darin, den Acetalcharakter des C1-Atoms zu verandern. Aus der Literatur sind S-
Glycoside, C-Glycosidel””™ und Carbazucker’ (letztere generieren einen endo- bzw.
exo-Ether) bekannt.!”™ S-Gylcoside wurden bereits in einer Vielzahl von Strukturent™
verwendet. Hierzu zdhlen vor allem Thio-Oligosaccharide aber auch einige
Glycopeptidstrukturen. So konnte z.B. die Peptidsequenz Ala***-Ala*® des Tamm-
Horsfall-Proteins | als Thioglycosid dargestellt werden (vgl. Abb. 2.7).'"" S-Glycoside
sind synthetisch leicht zuganglich!® und zeigen sowohl in Ldsung als auch an Peptide
koordiniert vergleichbare Konformationen zu den O-Glycosiden."*!  Gleichzeitig
(iberzeugen sie durch ihre niedrigere Anfalligkeit gegentiber enzymatischer® und Saure
katalysierter Hydrolyse. So konnten die Gruppen um Bousquet®! und Galonic®!
Thioglycosidkonjugate der MUC1-Struktur synthetisieren. Hierbei wurde im Mausmodell
gezeigt, dass Verbindung Il (Galoni¢ et al.) als Tetanus Toxoid-Konjugat zu einer starken
Antikorperreaktion filhrte. Die aus Serum isolierten Antikdrper erkannten das
entsprechende O-Glycosid noch in hoher Verdinnung. Bundle et al.B5®") zeigten, dass
Thioglycosid 111, ein Analogon des Gangliosidglycolipids GMs;, zu guten
immunologischen Ergebnissen fuhren kann (vgl. Abb. 2.7). Hierfir wurden BALB/C-
Mause mit einem Tetanus-Toxoid-Konjugat des Thioglycosids I11 geimpft. Es konnte
nicht nur gezeigt werden, dass durch das Thioglycosid eine hohere antigenspezifische
Immunantwort ausgeldst wurde, sondern auch, dass entsprechende polyklonale Antikorper
die native Oligosaccharidstruktur erkennen kénnen.
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Abb. 2.7 S-Glycosidanaloga des Tamm-Horsfall-Proteins I und des T-Antigens II. Struktur III zeigt
ein Strukturmerkmal des GM; Gangliosidglygopeptids als Thioglycosid.

Die formale Substitution der O-glycosidischen Bindung durch eine Methylengruppe fiihrt
zu C-Glycosiden. Thre Darstellung kann ausgehend von (Semi)Aldehyden durch Wittig-
oder Henry-Reaktion mit anschlieBender exo- oder endo-Zyklisierung, durch eine

Umpolung®**  des

anomeren Zentrums (z.B. in einer Barbier-Typ &dhnlichen
Kondensation) oder durch die homo- oder heterolytische Bindungsspaltung von
Glycosylhalogeniden erfolgen, um nur einige Methoden zu nennen. Dabei stellt die
Synthese der C-C-Bindung in Gegenwart der polyfunktionalen Zucker und deren
Schutzgruppenchemie eine besondere Herausforderung dar, besonders wenn die
methylenverbriickten Saccharide stereokontrolliert aufgebaut werden sollen.!”! Jimenenz-
Barbero et al. konnten zudem zeigen, dass C-Glycoside eine groflere Konformations-
flexibilitit aufweisen, was sie auf den fehlenden exo-anomeren Effekt zuriickfiihren.!”®- %
*l In der Vergangenheit konnten einige der oben genannten Antigene C-glycosidisch
verkniipft werden. So erarbeiteten Beau™ und Mitarbeiter 1998 eine Synthese fiir die
Darstellung eines Tn-Analogons IV. Im Jahre 2003 folgten Arbeiten zum sTn-
Analogon®® V (vgl. Abb. 2.8). Die Gruppe um Vogel®? konnte zeigen, dass mit
derartigen Modifikationen ein methylenverbriicktes Disaccharidanalogon des T-Antigens
dargestellt werden kann. Letzteres zeigte als Tripeptidcluster VI in einem KLH-Konjugat

n ersten Vakzinierungsversuchen vielversprechende Ergebnisse.
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Abb. 2.8 Die C-Glycoside des Tn- und des sTn-Antigens (IV und V) bzw. des T-
Antigens als KLH-Konjugat VI.

Carbazucker’¥ stellen synthetisch eine der groBten Herausforderungen dar. Der formale
Ersatz des Ringsauerstoffs durch eine Mehtylengruppe fithrt wie bei den C-Glycosiden zu
einer Etherbindung an C1. Damit einher geht der Verlust des konformativ und
stereochemisch wirksamen anomeren Effekts, wodurch ebenfalls der haufig genutzte
Nachbargruppen-effekt der Schutzgruppen in 2-Position fiir die Verkniipfung zu anderen
Sacchariden verloren geht. Daher verwundert es nicht, dass zwar eine Vielzahl an
Synthesevarianten fiir den Aufbau der Pseudomonosaccharide bestehen, jedoch wurde
diese Substanzklasse hinsichtlicher ihrer Eignung als carbaanaloger TACAs kaum
untersucht. Abb. 2.9 zeigt zwei Beispiele fiir Carbazucker: Struktur VII zeigt eine
Partialstruktur des sialyl-LeX und Struktur VIII zeigt den derzeit wohl bekanntesten

Vertreter, den Neuroamidasehemmer Oseltmivirt”* **! (Tamiflu®).

o OH o
HO o
HO o e} HN A
HO o
Ho AcHN - o
HoN
~°
vII VIII

Abb. 2.9 Das Disaccharid des sialyl-LeX VII
und Oseltmivir VIII.
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Eine weitere Moglichkeit die Glycanseitenkette zu modifizieren, besteht in der Substition
einzelner Hydroxylgruppen gegen Fluor. Dabei wird kein direkter Einfluss auf die
glycosidische Bindung genommen. Vielmehr eignet sich Fluor als Hydroxylgruppenersatz
aus zwel Griinden: Zum einen ist die Elektronegativitat ahnlich hoch und zum anderen ist
der van der Waals-Radius des Fluors nur unwesentlich kleiner als der von Sauerstoff.”]
Die Substitution von Hydroxylgruppen an Zuckern stellt eine etablierte Methode dar, um
spezifische Zucker-Protein Wechselwirkungen zu studieren."® Fluor ist aber auch aus
mmmunologischer Sicht interessant, da durch dessen Einbau die biologische Halbwertszeit

sowie die Immunogenitit von kiinstlichen Vakzinen erhéht werden kann. Unter anderem

konnte das an den Positionen 6 und 6° fluorierte T-Antigenanalogon in dem in Abb. 2.10
gezeigten Vakzin IX bereits mit gutem Erfolg auf dessen Immunogenitit in der MUC1
Sequenz getestet werden (Abb. 2.10).°

Abb. 2.10 Ein Vakzin aus der Gruppe Hoffimann-Roder mit fluorierten Kohlenhydratresten.
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2.3.2 Modifikation des Peptidriickgrats

Fiir die Modifizierung des Peptidriickgrats gibt es eine Vielzahl an Moglichkeiten. Diese

[101] [102-103] po

reichen von methylierten Peptidbindungen und fluorierten Aminosauren
verschiedene B- und y-Amjnoséim‘en[m‘mS] und deren Peptide (,,Foldamere*)'® bis hin
zum Verschieben der Aminosaureseitenketten auf eine Aminogruppe (Peptoide, N-Acyl-
N-Aminoethyl-Peptide u.a.)!%1%®1 (vgl. Abb. 2.11). Viele dieser Verbindungsklassen
zeigen iibergeordnete Strukturen. Allerdings ist nur wenig iiber Strukturdnderungen und
deren Ursachen in Hybridpeptiden bekannt. Die folgenden Abschnitte stellen einige

Verbindungsklassen genauer vor.
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4F-Prolin in Collagen: B>-TN-Antigen: a-Fluor-3-Aminosiuren:
Raines et al. 2003 Norgren et al. 2007 Duggan et al. 2010

Abb. 2.11 Ubersicht iiber gingige Peptidriickgrat-Modifikationen.



2.3 Modifikationsméglichkeiten in der MUC1-Struktur 25

2.3.3 B-Aminosiuren'™”

Man unterscheidet nach Seebach und Mitarbeitern™® " % und B*-Aminoséuren, je

nachdem welches C-Atom die Seitenkette tragt. Wihrend die diastereoselektive

[111]

Synthese!'!! von B*-Aminosiuren noch immer eine Herausforderung!*>***! darstellt, sind

B’-Aminosduren dagegen kommerziell erhltlich und auch synthetisch durch Arndt-

£ [114]

Eister oder Kolbe-Homologisierung!> ™% gut darstellbar (vgl. Schema 2.2, fiir

weitere Darstellungsmethoden siehe Seebach et al.'**).

R COOH R
N
/L HN™ Y ,'\/coon
HN

H,N” “COOH R

a-Aminoséure p?-Aminosaure p*-Aminoséure
CICO,iBu/ NMM R N, R
R CH,N, Ag* / Nucleophil
)\ > SGHN H —— )\/COOH
SGHN” “COOH ! SGHN
| Reduktion Dioxan / HCI
R Finkelstein oder R ELNCN R
verwandte Reaktion
OH —_— = X R CN
SGHN)\/ SGHNJ\/ SGHN/'\/

Schema 2.2 Benennung der Aminoséiuren und im Labor géngige Methoden zur
Darstellung von [F-Aminosduren.

Im Gegensatz zu den proteinogenen o-Aminosiuren sind die meisten B-Aminosiuren nur
in bestimmten Naturstoffen enthalten.!'’”! So nutzen z.B. Mikroorganismen aber auch
Pilze und hohere Pflanzen B-Aminosiduren als Bestandteil ihrer Sekundiarmetabolite im
Uberlebenskampf mit anderen Organismen. Als Folge dessen zeigen diese Substanzen
haufig biologische und physiologische Eigenschaften, die auf die Struktur der B-
Aminosauren zuriickzufithren sind. Letzteres macht nicht nur eine ganze Reihe von
Naturstoffen als potenzielle Leitstrukturen interessant, sondern auch die B-Aminosiuren
als molekulare Werkzeuge. Obwohl B-Aminoséuren — wenn auch relativ selten™" ¥ _ jn
der Natur vorkommen, werden sie 1.d.R. von menschlichen Peptidasen nicht erkannt, was
zu einer erhohten metabolischen Stabilitat!'® 912 solcher Hybridpeptide fiihrt. Ferner
zeigen P-Peptide eine Reihe interessanter Strukturen,'*'*?! wihrend einzelne
Substitutionen kaum zu einer Konformationsidnderung des Hybridpeptids gegeniiber dem
a-Peptid fithren, wodurch hiufig die biologische Aktivitit erhalten bleibt.!%! Sie

[105, 119]

stabilisieren eine Vielzahl von Strukturmerkmalen, zeigen gegeniiber Enzymen

eine erhohte Resistenz, wihrend sie die funktionellen Seitenketten in der gewiinschten



26 2 Einleitung

relativen Konfiguration beibehalten. So zeigten z.B. Aguilar et al.'®, dass der gezielte
Emnbau von B-Aminosduren in die immundominante Doméne des Hiithner-Ovalbumins
nicht nur zu einer verbesserten Stabilitit gegeniiber einer Vielzahl von Enzymen, sondern
auch zu einer starken Immunantwort in ersten Vakzinierungsversuchen fiithrte. In Abb.
2.12 sind die immundominanten T-Zellepitope SIINFEKL X bzw. das ,Betatope*
SIIN(BF)EKL XI des Hithner-Ovalbumins als Sequenz und die Kristallstruktur des an den
MHC1-Komplex H-2K gebundenen (Hybrid)Peptids gezeigt. Letzteres ldasst erkennen,
dass die Konformation des Peptids durch die Substitution des Phe’ gegen B°-Phe’ kaum
beeintrachtigt wird. Dennoch steigt die Stabilitdt gegeniiber Blutserum und einigen

ausgewihlten Enzymen (vgl. Abb. 2.121%1),

NH2 8 CONH,
Ho o N o o " )\'r 5Y cooH
N l:‘1\)J\N N\/U\N "
o A : Hz o '\

com«2

N“z
X X1
Table 3 Proteolytic degradation of SIINFEKL and SIIN(fB-F)EKL
% Degradation by proteases
Entry Peptide Serum” Pronasc® PK’ Pepsin®

: 'S | QG N F E ® @ 95 >85 75 75

“Wild type™ antigen surrogate

2 —0—0—n—@——8—0 " <50 0 0

“After 2 h. * After 6 h. = L-g-amino :lcid.o = 1-C3-B-amino acid.

Abb. 2.12 Die immundoninanten T-Zellepitope X (gelb) und XI (blau) im Vergleich gebunden an den MHC1-
Komplex H-2K® (Kristallstruktur). Der Pfeil deutet auf den Einbau des [f°-Phe hin. Die Tabelle unten zeigt die
metabolische Stabilitcit gegeniiber Serum und einigen ausgewdhlten Proteasen.
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Weiterhin konnten in den vergangenen Jahren einige Glycosylaminosduren aufgebaut
werden. So synthetisierten die Gruppen um Norgren et al.'>**" und Hoffinann-Réder™

121 erste Vertreter der zuvor genannten Tn- bzw. T-Antigenanaloga auf Basis des [°-

homo-Serins XII und des B3-h0mo-Thre0nins XIII-XV (Abb. 2.13). Von der Gruppe um
Hoffmann-Roder konnte in diesem Zusammenhang ein erstes o/B-Hybridpeptid mit einem

Tn-Analogon auf Basis von p>-homo-Threonin XIII dargestellt werden.

OAc OAc

AcO AcO
O o
AcO R20
AcHN R!
o) O,
FmocHN)\/COOH ’(/COOH

X1 R'=NHAc, RZ = Ac X1
R'=N;, RZ2=Ac XIV

AcO _OAc
R' = NHAc, R? = mgw XV

Abb. 2.13 Die von den Gruppen Norgren und
Hoffinann-Réder dargestellten Tn-Antigenanaloga.

Eine mogliche Erklarung der Stabilitit gegeniiber Peptidasen ist die Tatsache, dass durch
den Einbau einer zusitzlichen Methyleneinheit, die zu spaltende Peptidbindung aus dem
aktiven Enzymzentrum verdriangt wird, wie es in Abb. 2.14 schematisch fiir eine

Zinkprotease gezeigt ist.['*%)
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Abb. 2.14 Koordination und Hydrolyse von a- und [B-Peptiden in einer Zinkprotease.

Hook et al™" untersuchten eine weitere Erklarungsmoglichkeit: Der nun zwei
Kohlenstoffatome entfernte Stickstoff des Peptidriickgrats kénnte ebenfalls einen Einfluss
auf die Reaktivitit der Amid-Carbonylgruppe haben. Der Einbau von elektronenziehenden
Gruppen wie Fluor- oder Hydroxylsubstituenten in der a-Position sollte diesen Verlust
minimieren und wieder zu einer geringeren Stabilitit gegeniiber verschiedenen Peptidasen
fithren, was sich allerdings nicht bestitigte. Fluorierte B-Aminosduren bieten, iiber die
Steigerung der metabolische Stabilitdt hinaus, eine Vielzahl von Eigenschaften wie z.B.

eine erhohte Lipophilie, gezielte Manipulation der Konformation,™*®! inhibitorische
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Eigenschaften**! und die Moglichkeit als Marker in Bindungsstudien eingesetzt zu

werden. [t

Anlasslich der mehr als 100 Jahren anhaltenden Geschichte der Wolff-Umlagerung und der
damit verbundenen Arndt-Eistert-Reaktion bieten einige Reviews einen ersten guten

Uberblick tber die Moglichkeiten und Grenzen der Diazocarbonylchemie. 22 130131

2.3.4 Peptoide und N-Acyl-N-Aminoethyl-Peptide (AA-Peptide)

Weitere Moglichkeiten der Peptidmodifikation bestehen in der Synthese von a- und -
Peptoiden,™? deren Hybride™*! mit einem a-Peptid bzw. von a-N-Acyl-N-aminoethyl-
und y-N-Acyl-N-aminoethyl-Peptiden™***] Zu letzterer Gruppe zdhlen ebenfalls die
PNAs (peptide nucleic acids), die bereits in diversen Assays eine horere metabolische
Stabilitdt gegentber Nucleasen und Proteasen sowie eine hohere Affinitdt zu DNA

zeigten,[10% 1361

Zuckermann et al.l'" 37

pragten Anfang der 1990er den Begriff der N-Substituierten
Glycin Oligomere (a-Peptoide). Als small molecule-Leitstrukturen der pharmazeutischen
Industrie,** wo sie bevorzugt als Trimere eingesetzt wurden, entwickelten sie sich mehr
und mehr zu oligomeren Sonden, um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu

untersuchen, 1?7 137-138]

Im Vergleich zu o-Peptiden zeigen o-Peptoide ebenfalls
ubergeordnete  Sekundarstrukturen, die aufgrund sterischer und elektronischer
Wechselwirkungen gebildet werden, woraus sich auch ableiten l&sst, dass
Wasserstoffbriickenbindungen nicht den entscheidenden Anteil zu der Ausbildung
(ibergeordneter  Strukturen beitragen miissen.™**  Dartiberhinaus bleiben diese
Strukturelemente Uber einen weiten Bereich verschiedener Losungsmittel sowie ionischer
und thermischer Bedingungen erhalten. Da es sich durch die Verschiebung einer
»Aminosdureseitenkette auf den Glycinstickstoff nicht mehr um ein klassisches
Peptidriickgrat handelt, zeigt letzteres eine erhéhte metabolische Stabilitdt gegenlber
diversen Proteasen. Mit der Ausbildung des tertidren Amins erhoht sich ebenfalls die
Lipophilie des Rickgrats, wodurch die Membranpermeabilitat solcher Peptidmimetika
erhoht wird und diese leichter einzelne Zellen penetrieren konnen. Die
Synthesemdglichkeiten fur o-Peptoide erstrecken sich von der Ldsungsmittelchemie bis

hin zur SPPS durch Mikrowellenunterstiitzung.'*>**Y] Dabei bietet nicht nur das
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Pseudopeptidriickgrat  sondern  auch  die  Seitenkette eine  Vielzahl an
Variationsmoglichkeiten (Aromaten, Alkyle, Alkohole, Ether, Kohlenhydrate etc.). Im
Gegensatz zu den o-Peptoiden sind fiir B-Peptoide verhiltnisméBig wenige Informationen
iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen bekannt. Die Synthese kann ebenfalls an fester
Phase durchgefiihrt werden, allerdings wurde gezeigt, dass die Synthese von Pentameren
und groferen Einheiten zu Problemen fithren kann, vor allem, wenn sterisch gehinderte
Amine eingesetzt werden.*®! Aus diesem Grund werden fiir Peptoid-Peptid-Hybride
vermehrt o-Peptoidbausteine eingesetzt. So konnten Goodman und Mitarbeiter mit
Peptoid-Peptid-Hybriden die Collagen-Triple-Helix simulieren.'**'*! Die Modifikation
von Peptiden durch Peptoidbausteine verbessert in vielen Fillen die Eigenschaften von
biologisch aktiven Verbindungen. So zeigten Stawikowski et al.,**®! dass die Verwendung
von N-Benzyl-glycin in Position 12 zu einer 100-fach stirkeren Inhibition des bovinen a-

Chymotrypsins fiihrt als ein vergleichbares a-Peptid. Das Peptoid-Hybridpeptid ist Abb.

F COOH

2.15 gezeigt.
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Abb. 2.15 Peptoid-Hybridpeptid als Inhibitor des bovinen a-Chymotrypsins
Ein anderes Anwendungsbeispiel ist in der Modifikation des Wirkstoffs Octreotide Acetat
(Sandostatin®, 337 Mrd USD/a) XVII zu finden. Sandostatin® XVII wird zur Regelung
des Wachstumshormons und auch zur Linderung bestimmter Beschwerden, die auf
Geschwulste des Magen-Darm-Traktes zuriickzufithren sind, eingesetzt. Es reguliert
gleichzeitig die Ausschiittung des Wachstumshormons sowie von Insulin. Das Mimetikum
XVIII (vgl. Abb. 2.16) dagegen reguliert ausschlieBlich die Ausschiittung des

Wachstumshormons und erdffnet so neue Therapieméglichkeiten.>'%%
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Xvi Xvil
Sandostatin c[(R)-BMeNph-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe]

Abb. 2.16 Sandostatin XVII und ein Wirkstoffanalogon mit a-Peptoidpartial-
struktur XVIII.

Eine den Peptoiden strukturell zhnliche Mimetikaklasse stellen die N-Acyl-N-Aminoethyl-
Peptide dar. Nielsen et al'® ' fanden eine Mimetikaklasse, die zunichst in der
Aufklarung von DNA-Peptid-Wechselwirkungen 1hre Anwendung fand. Diese
sogenannten PNAs (peptide nucleic acids) konnen sequenzselektiva DNA-Strange
erkennen und binden, blieben aber als Peptidmimetika weitestgehend unbeachtet. Die
Synthese solcher PNA-Analoga erfolgt in fliissiger Phase und bietet eine hohe
Variationsmoglichkeit in der Seitenkette, dhnlich der Peptoide. Erst in den letzten drei
Jahren erhohten sich die Forschungsbemiihen in Richtung aAA- und yAA-Peptide,
wodurch derzeit noch viele Fragen hinsichtlich Struktur und biologischer Anwendung
unbeantwortet bleiben. Dennoch zeigen einige dieser neuartigen Verbindungen bereits
ausgezeichnete physiologische Wirkung und konnten daher als Breitbandantibiotikum,™*
zellpenetrierendes Peptid**!, mogliches Krebstherapeutikum oder als Strukturelement zur
Verbesserung der Stabilitit"*”) eingesetzt werden. An dieser Stelle seien beispielhaft AA-
Peptide gezeigt (Abb. 2.17), die aktiv in die p53/MDM2-Aggregation!”® und somit
entscheidend in das Zellwachstum eingreifen konnen.'> " Dabei handelt es sich bei

Verbindung XIX um ein a-AA-Peptid und bei Verbindung XX um ein y-AA-Peptid.
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Abb. 2.17 Ein a-AA- XIX und ein y-AA-Peptid XX, die die p53/MDM-
Aggregation beeinflussen kdnnen.

Die N-Acyl-N-Aminoethyl-glycine wurden bisher noch nicht in Strukturelementen des
MUCI1 eingesetzt. Die hohe Variabilitit der Seitenkette sowie die bisher bekannten
Eigenschaften als stabilisierendes Element, lassen N-Acyl-N-Aminoethyl-glycine als

vielversprechende Modifikationsmoglichkeit erscheinen.
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3 Zielsetzung

Der vorausgegangene Abschnitt beschreibt die Notwendigkeit, weiter nach wirksamen
Strukturen zu suchen, die einerseits als Vakzin verwendet werden kénnen und parallel
eine erhohte Immunogenitit und metabolische Stabilitit aufweisen. Dabei soll die
vorliegende Arbeit an die Diplomarbeit von 2009 ankniipfen, in der bereits die Synthese
verschiedener Tn-Antigenanaloga XI und XII und eines T-Antigenanalogons XIII auf
Basis von B*-homo-Threonin beschrieben wurde. Die komplexeren TACAs wie das sTn-
und sT-Antigenanalogon konnten in der Diplomarbeit nicht synthetisiert werden, sodass
nun diese Liicke geschlossen und ein praktikabler biomimetischer Zugang zu diesen
Bausteinen entwickelt werden soll. Die Synthesen der noch ausstehenden sTn- und sT-

[125]

Antigenanaloga sollen dabei literaturbekannten Synthesestrategien' = unter Einsatz einer

Arndt-Eistert-Homologisierung folgen. Fiir die Synthese des sTn-Antigens miissen daher

AcO OAc AcO OAc
COO0Bn COOBn
AcO Arndt-Eistert- ACO
Homologisierung
AcO L — AcO
o] o
AcO AcO
AcHN AcHN;
ol,, o".
X T o
FmocHN COOtBu FmocHN
22 22¢c
L

AcHN
HO

OH
HO
o
HO
AcHN

L

FmocHN COOfBu

20 1" 7

AcQ OAC
AcOr+ COOH
O S
AcHN | —
AcO # s HO1--
j

AcO Kénigs-Knorr- OAc
o Glycosylierung AcO HO,
AcO o "
:9
AcHNo AcO
I Ns FmocHN COOtBu
Cl

FmocHNY  ~COO(Bu
19 5 17

Schema 3.1 Retrosynthese des Fi moc-ﬁa -hThr(aAcNeuAcCOOBn-(2—6)-aAc,GalNAc)-OH
22c¢.
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zundchst das deblockierte Tn-Antigen”® 20 und der Sialinsauredonort’*** 11
dargestellt werden. Letzter kann in vier Stufen ausgehend von N-Acetylneuraminsaure 7
erhalten werden. Der freie Tn-Baustein 20 soll ausgehend von Azidochlorid"®?! 5 und

orthognoal geschiitztem L-Threonin!*® 1'% 17 hergestellt werden (vgl. Schema 3.1).

Die Darstellung des sT-Antigens erfolgt ebenfalls ausgehend von dem an den
Hydroxylgruppen deblockierten Tn-Antigenanalogon 20, das nach
Schutzgruppenmanipulation zuniéichst zum T-Antigenanalogon™®? 24a und schlieBlich

zum sT-Antigenanalogon!'®! 25 glycosyliert werden soll.

AcQ OAc AcQ OAc
COO0Bn COO0Bn
AcO! AcO1+-
AcHN 0 AcHN Q 0
AcO Arndt-Eistert- AcO
OAc Homologisierung OAc
AcO AcO s AcO AcO
o] o
AcO o] AcO o]
AcO AcHN AcO AcHN]|
o, o,
/(/COOH /(
FmocHN FmocHN COOtBu
25¢ 25

ﬂ

Lo
Acoo’“’ o Helferich-
o] Glyoosyllerung AcO
O, HO AcHN|
AcO AcHN
AcO o, /(
Br "
/( FmocHN

COOtBu
FmocHN COOtBu

3 23 24a

Schema 3.2 Retrosynthese des Fmoc-F-hThr(BAc,Gal-(1—3)-[aAc,NeuAcCOOBn-
(2—6)]-adc,;GalNAc)-OH 25c.
Abschliefend soll die Synthese von o/B-Hybridpeptiden und der sich anschlieBende
Verdau in einem Enzym-Modellsystem die Stabilitét solcher Strukturen und ihre Eignung

in der Entwicklung von Krebsvakzinen aufzeigen.

In einem zweiten Projekt soll die Eignung von N-Acyl-N-aminoethyl-Hybridpeptiden als
alternatives Strukturmerkmal iiberpriift werden. Wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben
wurde, eignen sich die AAPs als stabilisierendes Element mit einer groBen Anzahl an
Variationsmoglichkeiten, die zum einen in der Wahl der Riickgratstruktur (o- oder y-
acyliert) aber auch im Abstand der eingebrachten Funktionalititen zum Riickgrat liegen
konnen. In der Literatur sind derzeit noch keine Glyco-N-Acetyl-N-aminoethyl-Peptide
oder Synthesen fiir ein solches Vorhaben bekannt. Fiir einen ersten Zugang sollen
Aminosaureanaloga auf struktureller Basis der PNAs gewihlt und der Abstand der
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Kohlenhydratreste zum Riickgrat iiber die Linge der Acylkette variiert werden. Hierzu

(168169 61 welche aus

werden 2-Hydroxyessigsaure'®”) 58 und y-Hydroxybutterséure
Glycin 56 bzw. Bernsteinsdureanhydrid 59 darstellbar sind, gewahlt. Der Aufbau der
Festphasenbausteine soll zunichst parallel verlaufen. Die Alkohole sollen analog zu
Threonin in einer Konigs-Knorr-Glycosylierung mit Azidochlorid 5 reagieren. Der
Aufbau des Riickgrats soll analog zu den in der Literaturt!’**"") beschriebenen Methoden
erfolgen. Erst im letzten Schritt soll die Amidbindung zu den Tn-Analoga 75 und 76
gekniipft werden. Entsprechend der B-Aminosiuren sollen auch fiir die so erhaltenen

Glyosylaminosaureanaloga Hybridpeptide synthetisiert werden.

OAc
AcO
o
AcO
Ny
5 Cl
HO” >cootBu
) 58
Kénigs-Knorr= Kénigs-Knorr=
Glycosylierung Glycosylierung
HO” >"cootBu
OAc 61 OAc

AcO AcO
o - N o
AcO AcO
AcHN OAc AcHN
0k AcO (o] COOfBu
gé o L
COOtBu AcO
& ACHNO [ s—

64 65
° )1 od, 3
N COOtBu
cr H* FmocHN™ "~ or :2' coom
N COOt1B:! u
FmocHN” "~ ! 75 FmocHN” "~
76
70 70
\ HzN/\/NHz /
68
Br\/COOrBu
43

Schema 3.3 Retrosynthese der AAPs.

Es gibt vielfialtige Variationsmoglichkeiten in der fandem repeat unit des humanen
MUCI. Allerdings bieten sich einige Stellen besonders an. Zum einen kénnen dadurch
Strukturmerkmale wie z.B. die (4)PDTRPAP-Sequenz stabilisiert werden, zum anderen
kann der Syntheseaufwand durch die Auswahl einer vermehrt vorkommenden Aminoséure
minimiert werden. Daher bietet sich neben den potenziellen Glycosylierungstellen auch
Alanin an, das in der 20 Aminosduren zdhlenden Wiederholungseinheit viermal
vorkommt. Neben der Glycosylaminosauren sollen daher auch B3-homo-Alanin und N-
Acetyl-N-Aminoethyl-glycin synthetisiert. Letztere sollen das im 20mer des MUCI
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vorkommende Alanin substituieren. Die Stabilitat der so erhaltenen Hybridpeptide soll in
Abbaustudien getestet werden.

Fur die Abbaustudien und die Enzymwahl gelten folgende Uberlegungen: Das Enzym soll
maoglichst viele Schnittstellen innerhalb der 20 Aminosauren besitzen, kostenguinstig und
leicht abzutrennen sein. Der Verlauf des Enzymverdaus soll per HPLC bestimmt werden.
Hierzu sollen Kalibrierungsgeraden aufgenommen und der Restgehalt an Peptid in Lsung
zu bestimmten Zeitenpunkten festgestellt werden.
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Abb. 3.1 Die Abbildung zeigt die MUCI-tandem repeat unit. Natiirliche Aminosdcuren sind schwar:

Aminosdiuren und blau fiir die AAP-Elemente.
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4 Allgemeiner Teil

4.1 Synthese der Galactosebausteine

Die Darstellung des Azidobromids 6 und des Azidochlorids 5 zur Synthese der zentralen
Glycosylaminosdure-Analoga 19 bzw. 75 und 76 erfolgte nach literaturbekannten
Strategien. Hierzu wurde D-Galactose 1 zundchst peracetyliert '7>'™! und in einer
weiteren Reaktion mit Bromwasserstoff (33%ig) in Eisessig ausschlieBlich zum
entsprechenden a-stiandigen Bromid 3 umgesetzt.['”*1"*! Letzteres diente sowohl als Edukt
fiir die Synthese des D-Galactals 4 wie auch als Donor in einer Helferich-Glycosylierung
fiir den spéteren Aufbau der sT- bzw. T-Antigenanaloga 25a bzw. 82 (vgl. Schema 4.1).

OAc

OAc
NaOAc, Aczo ACO HEr (:f%”A"OH AcO
Czo
o — . o
g\ EtOAc 90°C  A© OAc Qe°c->tt,2h A
HO ‘OH 62% AcO 96% AcOL
1 2 3

Schema 4.1 Synthese des Galactosylbromids 3.

Die Selektivitat der Reaktion ist auf den anomeren Effekt zuriickzufithren. Im Verlauf der
Reaktion wird zunichst die anomere Acetylgruppe protoniert und damit in Essigsaure als
Abgangsgruppe iiberfiihrt. Das hierbei entstehende Oxocarbeniumion kann nun entweder
von der &dquatorialen oder von der axialen Seite her substituiert werden. Aus
thermodynamischen Griinden wire eine #quatoriale Substitution in cyclischen,
sesselformigen Verbindungen begiinstigt (fehlende 1,3-diaxiale Wechselwirkung).
Allerdings beobachtet man bei Kohlenhydraten mit elektronegativen Substituenten hiufig
die Bildung des a-anomeren Produkts. Diesem Phanomen liegen nach Lemieux!’’” im
Wesentlichen zwei Effekte zugrunde:

1. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der freien Elektronenpaare des Ringsauer-
stoffs und der C-X-Bindung kompensieren sich im o-konfigurierten Produkt
partiell, was zu einem verringerten Dipolmoment und damit zu erhohter
thermodynamischer Stabilitat fithrt (Abb. 4.1)

2. Betrachtet man die Molekiilorbitale, so ist im o-konfigurierten Produkt eine
Uberlappung eines freien Elektronenpaars mit dem c*-Orbital der C-X-Bindung
moglich. Die resultierende Hyperkonjugation fithit zur Delokalisierung der
Elektronen und damit ebenfalls zur Stabilisierung des Produkts (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Dipolmomente und
Hyperkonjugation in Galctosylbromid 3.
Zur Darstellung des Azidobromids 6 bzw. Azidochlorids 5 wurde das Bromid 3 zunéchst
unter reduktiven Bedingungen mit Zink und N-Methylimidazol in refluxierendem
Ethylacetat zum D-Galactal 4 umgesetzt (Schema 4.2). Es wird vermutet, dass ein Zink-/N-
Methylimidazol-Komplex entsteht, der es dem Zink erméglicht in die C-Br-Bindung zu
msertieren, bevor es zu einer Eliminierung einer Zinkspezies analog einer Reformatzki-
Reaktion kommt. Dabei wird der fiir die Eliminierung notwendige Carbanioncharakter des
C1 vermehrt durch die Wahl der stickstoffhaltigen Base beeinflusst."”” Glycal 4 reagiert
in einer weiteren Reaktion nach Plattner et al.*®® mit Natriumazid, Eisen(III)chlorid und
Wasserstoffperoxid zum Azidochlorid 5. Ein alternativer Syntheseweg, Galactal 4 in einer

078 7u Azidonitrat 6a umzusetzen und anschlieBend

[175]

Azidonitratisierung nach Lemieux
einer Substitution mit Lithiumbromid zum Azidobromid 6 zu unterwerfen, wurde

aufgrund nicht reproduzierbarer Ergebnisse verworfen.

A OAc
ol . OAc NaNj FeCl® 6 H,0 a0
o Zn*, NM| AcO H,0, o
—_— —_—
o
AcO AN EtOAc, reflux AcO "\ MeCN, 30 °C =>t, AcO »
Br 95% 16-48 h kel
30-70%
3 4 5
OAc OAc
NaN; CAN AcO LiBr AcO
o —— (o}
abs. MeCN, AcO abs. MeCN, AcC
-40 °C ->-20 °C N3 ONO, rt, 16 h Na
16 h 93% Br
25-47% 6a 6

Schema 4.2 Darstellung des Azidobromids 6 bzw. Azidochlorids 5.

Der von Lemieux!'” bzw. fiir die Azidochlorierung postulierten Mechanismen sind in
Schema 4.3 dargestellt. Dabei wird sowohl in der Azidonitratisierung als auch in der
Azidochlorierung das Azidion durch die vorhandenen Metallsalze, die in beiden Fillen als
ein-Elektron-Ubertriiger fungieren, oxidiert. Die Bildung des kationischen Triazols sollte
in beiden Fillen dhnlich verlaufen, wobei letzteres in der Reaktion nach Lemieux durch
iiberschiissiges Cer(IV) oxidiert wird. In der Azidochlorierung, wie sie von Plattner et
al "% beschrieben wird, sollte durch Wasserstoffperoxid regeneriertes Eisen(II) als

Oxidationsmittel dienen. Die isolierten Ausbeuten an Azidochlorid 5 bzw. Azidobromid 6
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waren bezogen auf Galactal 3 je nach Verlauf der Azidonitratisierung vergleichbar.
Allerdings ist die Reaktion zum Donor 5 nach der beschrieben Variante mit weniger
Aufwand verbunden, wihrend gerade die Azidonitratisierung keine reproduzierbaren
Ergebnisse lieferte. Die von den Autoren geschilderten Isomerisierungen zum B-stindigen
Chlorid nach einer Saulenchromatographie konnten nicht in dem beschriebenen Maf3e
beobachtet werden.""* Eine Trennung der Isomere war nur schwer moglich, allerdings
konnte im Verlauf der Glycosylierungen darauf verzichtet werden, da zum einen die

1791801 Gorlsuft und

Konigs-Knorr-Glycosylierung nach einem Syl-artigen Mechanismus
zum anderen die Anteile an B-stindigen Gylcosylierungsprodukten mit denen vergleichbar

waren, die aus den Reaktionen mit reinem o-standigem Azidobromid hervorgingen.

Ce**+Ny — Ce*+N,
Fe**+Ny — Fe?+N,
Fe¥*
+
Fe?* H,0
+ +
OAc H0, O OAc OAc
OAc AcO
AcO X AcO . AcO
N3y — go % o — o
AcO O AcO - AcO N AcO
— Ay
Ns Ce** ce* N Ny Ns "Nu
4 B1 B2 5

Nu: C oder ONO,"

Schema 4.3 Mechanismus der Azidochlorierung bzw. Azidonitratisierung.
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4.2  Synthese der Sialinsidurebausteine

Stereoselektive a-Sialylierungen gelten bedingt durch die besondere Struktur der N-
Acetylneuraminsdure generell als anspruchsvoll (vgl. Abschnitt 4.3 und 4.5). Fiir die
direkte chemische Sialylierung gibt es mehrere, zum Teil sehr effiziente Donoren mit
unterschiedlichen Abgangsgruppen und Promotoren.'® % Als besonders geeignet

0831 nd

erweisen sich eher ungewohnliche Abgangsgruppen wie anomere Phosphite
Xanthogenate.['®” Andere géingige Donoren wie z.B. Fluoride oder Trichloracetimidate,
die in anderen Glycosylierungen sehr effizient eingesetzt werden koénnen, finden eher

selten Anwendung. In dieser Arbeit werden die von Marra und Sinai*™®”

eingefiihrten
Xanthogenatdonoren der Sialinsdure eingesetzt, die sich bereits in vorangehenden
Arbeiten als besonders geeignet fiir die Sialylierung der GalNAc-6-OH-Gruppen
erwiesen.** 1% 134 Dje Darstellung von Donor 11 erfolgte nach einer literaturbekannten
Methode. Zunichst wurde N-Acetylneuraminsiure 7 in Pyridin und Acetanhydrid zur
peracetylierten Verbindung 8 umgesetzt.!'®%6 Letztere wurde mit Casiumcarbonat in das
in DMF gut 16sliche Césiumcarboxylat tiberfiihrt, das anschlieBend mit Benzylbromid

zum vollstandig geschiitzten N-Acetylneuraminsaure-Derivat9 reagierte ['8-15]

AcO OAc

COOH Aczo Pyridin COOH Cs2003 BnBr, DMF COO0Bn
HOI AcO1 - AcOn 07" OAc
AcHN rt, 16 h AcHN t, 16 h AcHN
quant, quant. AcO
7 8 9

Schema 4.4 Synthese der vollstindig geschiitzten Donorvorstufe 9.

Das vollstandig geschiitzte Sialinsaurederivat 9 reagierte mit Chlorwasserstoff, der in situ
aus Acetylchlorid und katalytischen Mengen Wasser erzeugt wurde, zunichst zum -

standigen Chlorid 10, das in einer nucleophilen Substitution mit Kaliumethylxanthogenat

. 44,160
den Xanthogenatdonor 11 lieferte. [**16%
AcO OAc
AcQ OAc COOBn
coosn  AcCl kat. 0, a K* "SCSOEt A\;ws
AcO1+- AcO1+ —_— AcHN
AcHN AcHN A:) coosn EtOH, rt, 16 h, Ao o)§ s
47 -63% \_
(Uber 2 Stufen)
9 10 1

Schema 4.5 Synthese des Xanthogenatdonors 11.

Fir Donor 14 wurde N-Acetylneuraminsiure 7 zundchst mit Methanol und saurem
Ionentauscher Dowex ACR-WR® zum Methylester 12 umgesetzt, der analog zu
Verbindung 7 in einem Gemisch aus Pyridin und Acetanhydrid zum vollstandig
geschiitzten ~ Derivat 13  reagierte. ™™ Die nachfolgenden  Schritte zum

Xanthogenatdonor 14 erfolgten analog zu Verbindung 11.1'%
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HQ OH HO OH AcQ OAc
COOH  Dowex ACR-WR, COOMe  Ac,0, Pyridin COOMe
1 ——— ) —— e
N 07" OH N 07 OH N 07" OAc
= MeOH = i, 16 h A
60°C,4h 92%
7 12 13
AcO OAC
AcO OAc COOMe
AcCl, kat. H,O cl K*"SCSOEt AcO1+ o—7—s
—_— —_ =
A0 707 ~CooMe AN Lo =
t,4d N EtOH, rt, 16 h o 2
43-61% (.
(liber 2 Stufen)
10a 14

Schema 4.6 Synthese des Sialinsduredonors 14.

Beide Donoren werden in der Literatur verwendet, wobei berichtet wird, dass der
Benzylester gegeniiber dem Methylester unter milden hydrogenolytischen Bedingungen
gespalten werden kann."*”! Der Vorteil des Methylesters dagegen liegt in der Wahl der
Reaktionsbedingungen fiir die Deblockierung der Carboxylgruppe. Letztere kann mit den
Acetylschutzgruppen der Zuckerbausteine zusammen in einem Reaktionsschritt unter

wiissrigen basischen Bedingungen gespalten werden.
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4.3 Synthese der Bs-homo-Threonin—Glycokonjugate

Als Akzeptor fiir die Synthese des zentralen Tn-Bausteins 19 musste zunichst das
orthogonal geschiitzte Threoninderivat 17 nach einem literaturbekannten Verfahren
dargestellt werden. Dafiir wurde L-Threonin 15 mit Fmoc-OSu in einem Gemisch aus
Aceton und Wasser zum Fmoc-geschiitzten Threonin 16 umgesetzt, ™ welches
anschlieBend mit fert.-Butanol und N, N*-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) unter Kupfer(I)-
Katalyse zum fert.-Butylester 17 reagierte.'! Dabei ist es notwendig die Mischung aus
DCC, ftert.-Butanol und Kupfer(I)chlorid lange reagieren zu lassen und die Temperatur
wihrend der Blockierung der Carboxylgruppe niedrig zu halten, da sonst die Reaktion der
Hydroxylgruppe mit zerz.-Butanol begiinstigt ist. Dabei dient die lange Reaktionszeit
zwischen fert.-Butanol, DCC und Kupfer(I) einer inversen Aktivierung. Wihrend bei
Veresterungen normalerweise die Carbonsdure mit DCC in einen Aktivester iiberfiihrt
wird,"?1%] aktiviert in diesem Fall DCC den Alkohol. Diese Reaktion, die iiber die

HOI Fmoc-OSu, NaHCO, HOI tBuOH, DCC, CuCl HOI
H,N” ~cooH  Aceton/H,0 (viv = 1/1) FmocHN” ~COOH abs. CH,Cl,, FmocHN” >COOtBu
i, 16 h 0°C—>rt,1-3h,
quant, 60%
15 16 17
o]
Il
1Lt O
N N
H H
cs c7

c1 Cc2 c3

HO,,.
o HO,
FmocHN’(( ’/\)\ B
OH FmocHN HO,,.
O\ 8 —— (o] — ,(

C o]
~“SNH FmocHN COOtBu

Schema 4.7 Synthese des orthogonal geschiitzten Threoninbausteins 17 und
Mechanismus der DCC-Aktivierung.
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Bildung von O-Alkyl-N,N ‘~dicyclohexylisohamstoff C3 verlauft, mindert die Bildung von
Anhydriden und N-Acyl-Harnstoffen, die i.d.R. keine weitere Verwendung finden.!"**! Da
bei dieser Reaktion grofere Mengen an iso-Buten entstehen koénnen, ist ein grofer
Uberschuss an DCC und fert.-Butanol mnotwendig, der zu groBen Mengen
Cyclohexylharnstoff am Ende der Reaktion fithrt. Letzterer muss vor dem
Reinigungsschritt durch Flash-Saulenchromatographie sorgfiltig ausgefillt werden.
Unvollstandig ausgefallter Harnstoff fithrte wihrend der Flash-Saulenchromatographie zu
einem hohen Gegendruck und konnte nicht vollstindig abgetrennt werden. Zur
Herstellung des zentralen Tn-Bausteins 19 wurde Threonin 17 mit Azidochlorid 5 in einer
modifizierten Kénigs-Knorr-Glycosylierung!™®! nach Paulsen und Holck/"** umgesetzt.
Als Promotoren dienten das im Losungsmittelgemisch (Dichlormethan/Toluol) 16sliche
Silberperchlorat und Silbercarbonat als unlosliches Silberreservoir. Der fehlende
Nachbargruppeneffekt der Azidogruppe und der bereits erliuterte anomere Effekt bei
elektronegativen Substituenten lassen stereoselektiv das o-konfigurierten Konjugat 18
entstehen. Reste des B-Anomers konnten durch Siulenchromatographie entfernt werden.

Der so erhaltene Tn-Vorldufer 18 wurde mit aktiviertem Zink zum Acetamid 19 reduziert.

OAc
AcO
Ag,CO; AgCIO o
ACO 2 3, 4 R
MS 4A, AcO Zn*, THF/Ac,O/AcOH
N o
FmocHN cooreu N3 CHZCIZIT ol o, ;lu:nl:
0°C=>1t,3d /( .
65% FmocHN COOtBu
17 5 18

OAc OH
AcO 1% NaOMe HO
o in MeOH o
AcO pH 8.5 HO
AcHN _— AcHN
o, MeOH, O,
1 ft, 12-16 h ,(
FmocHN COOfBu 83% FmocHN COOtBu
19 20

Schema 4.8 Darstellung des deblockierten Tn-Antigenanalogons 20.

Letzteres diente als Edukt zur Synthese der sTn- und sT-Antigene. Zur Darstellung des
sialylierten Tn-Antigens wurde das Tn-Antigen 19 mit Natriummethanolat in Methanol in
einer modifizierten Zemplén-Versterung!™” deblockiert."*! Dabei ist eine stindige
Kontrolle des pH-Werts essentiell. Ein pH-Wert, welcher 8.5 iiberschreitet, kann nicht nur
zum Verlust der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe fithren, sondern kann auch eine E;cb-
Eliminierung einleiten, die mit dem Verlust des Kohlenhydratrests als Abgangsgruppe
einhergeht. Einen Verlust der Fmoc-Gruppe kann man kompensieren, indem man das
Rohprodukt nach der Deblockierung der Hydroxylgruppen erneut mit 10-20mol% Fmoc-
OSu in Acetonitril oder Dichlormethan unter basischen Bedingungen versetzt. So konnten
83% des freien Tn-Antigens 20 erhalten werden. Der freie Alkohol 20 konnte schlieBlich
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mit Xanthogenat 11 stereo- und regioselektiv zum o(2—6)-sTn-Analogon 21 umgesetzt

werden (vgl. Schema 4.9).

AcQ OAc

COOBn
Ho AO  OAc Ao 070
o COO0Bn MeSBr, AgOTTf, AcO
HO AcO1 ! o s MS 4A
AcHN AcHN HO
OI AcO o)'§s
_

CH,Cl, MeCN 0o
65°C,6h HO

0
FmocHN COOtBu 63 %

L
FmocHN COOtBu

20 1 21
Schema 4.9 Synthese des sTn-Antigens 21.

Xanthogenate lassen sich durch verschiedene thiophile Promotoren aktivieren."*® Zu den
gingigsten Aktivierungsreagenzien gehoéren Methylsulfenyltriﬂat[l99], Dimethyl(methyl-
thio)sulfonimn—triﬂat[l59’ 200}

Trifluormethan-sulfonsaure.”' 2 Zur Synthese des sTn-Antigens wird Xanthogenat 11

und Kombmationen aus N-Iodsuccinimid und

mit Methyl-sulfenyltriflat aktiviert, welches sich in situ aus Methylsulfenylbromid und
Silbertriflat herstellen liasst. Methylsufenylbromid entsteht bei der Behandlung von
Dimethydisulfid mit dquimolaren Mengen an elementarem Brom.”®) Dabei folgt die
Aktivierung des Xanthogenats dem in Schema 4.10 gezeigten Mechanismus. Zunichst
wird das Methylsulfenyltriflat aus Methylsufenylbromid und Silbertriflat gebildet. Dieses
stark thiophile Reagenz wird vom elektronenreichen Schwefel der C=S-Gruppe
koordiniert und generiert somit ein Disulfid D2. Intermediér entsteht aus diesem Komplex
ein durch den Ester destabilisiertes Oxocarbeniumion D3. Die Wahl des Losungsmittels
und der Reaktionstemperatur tragen entscheidend zur Stereochemie des neu gebildeten
quaterndren Kohlenstoffs bei.?*?%! Bei der Verwendung von Acetonitril als
Losungsmittel wird das Oxocarbenium durch die Ausbildung eines Nitriliumkomplexes
stabilisiert.”* Dabei kann die Koordination von der a- oder p-anomeren Seite erfolgen.
Fiir tiefe Temperaturen wird die Koordination kinetisch kontrolliert und fithrt zum axialen
Nitriliumkomplex. Die Substitution durch die primire Hydroxylgruppe des Tn-Bausteins
20 kann somit von der a-Seite erfolgen und fithrt zum o(2—6)-konfiguierten sTn-Antigen
21. Die Reaktion wird bei einer Temperatur von -65 °C und unter Einsatz von 2.5-
3 Aquivalenten des Xanthogenatdonors durchgefiihrt. Ein Anteil von 33% Dichlormethan
im Reaktionsgemisch verhindert das Einfrieren der Reaktionslosung. Das Einhalten der
Temperatur ist unbedingt notwendig, nicht alleine um die Bildung des B-Anomers zu
minimieren, sondern auch um die bei hoheren Temperaturen vermehrt ablaufende B-
Eliminierung zu unterdriicken. Der in Schema 4.10 gezeigte Mechanismus zur
Aktivierung von Xanthogenaten wurde 1996 von Martichonok und Whitesides®" fiir den
entsprechenden Methylester publiziert. Sie zeigten auch, dass eine Aktivierung der

Sialinsdurexanthogenate durch Phenylsulfenylchorid und Silbertriflat mit komplexeren
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Kohlenhydraten zu besseren Ausbeuten fithrten. Dziadek et al. konnten fiir die Benzylester

N : : , 208
geschiitzten Xanthogenatdonoren allerdings einen gegenléufigen Trend beobachten.*%!
AcO OAc
CO0Bn MeSBr + AgOTf ~ AcQ OAc
Acor COOBn
)Qs o7 S —
AcO )§/S\
(o} SN
AgBr k H, ™ OTf
1 D1
\J
A0 OAc " TfO"
Mcooan COOBn COO0Bn
/ AcO1”
AcHN ~ &CC%N ASHIS )
AcO 4./ s
\\ S\CH
11a
0
D3 \\ s D2
~CH;
R\
OH

| | tiefe Temperatur AQ  OAc
COOBn
AcO1 AcOur 0-7 N—
AcHN.- cooan - AcHN ~ =—cH,

1o

D4 D5
kinetisches Produkt thermodynamisches Produkt

Schema 4.10 Aktivierung der Xanthogenate durch Methylsulfenylbromid und Silbertriflat.

In den durchgefiihrten Synthesen zu den sTn- und sT-Threonin-Konjugaten 22 und 25a
konnte keine Bildung der B-Anomere festgestellt werden. Bedingt durch die besondere
Struktur der N-Acetylneuraminsauren kann auch die Analytik sialylierter Verbindungen zu
ungewohnten Herausforderungen fiihren. So existiert kein Proton am Kohlenstoff Sia-C2,
das iiber eine Kopplung zu den Protonen an Sia-C3 Aufschluss iiber eine a- oder B-
Konfiguration geben konnte. Eine eindeutige Bestitigung fiir eine o-Verkniipfung besteht
allerdings in der Kopplung von Sia-H3ax zu Sia-C1 im HMBC-NMR-Experiment. In o-
verkniipften Glycosiden nehmen das Sia-H3ax und der Sia-C1 einen Torsionswinkel von
ungefihr 180° ein. Dies fiihrt nach der Karplus-Beziehung,?”*'” welche die vicinalen
Kopplungskonstanten in Abhéngigkeit des Torsionswinkels @ beschreibt, zu einer groflen
Kopplungskonstante. Dementsprechend findet man im HMBC-Spektrum einen Kreuzpeak
zwischen Sia-H3ax und Sia-C1 fiir eine a-Verkniipfung. Fiir ein entsprechendes -
Konjugat findet man eine schwache axiale-dquatoriale Kopplung, die im HMBC-
Spektrum keine Korrelation zeigen. Ebenfalls findet man fiir den dquatorialen Wasserstoff
Sia-H34q aufgrund der schwachen Kopplung weder fiir a- noch fiir B-Verkniipfungen eine
Korrelation zu Sia-Cl. Nach Acetylierung der freien Hydroxylgruppen 1in
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Essigsaureanhydrid und Pyridin mit 4-N,N-Dimethylaminopyridin analog einer Steglich-
Veresterung und Deblockierung der Carboxylgruppe erhielt man die freie Saure 22a, die

als Edukt zur Herstellung des neuen B*-homo-Threonin-sTn-Bausteins 22¢ diente.

AcO OAc AcO OAc
COOBn CO0Bn
AcO1 1+ AcOi1+
AcHN o7 ° O 070
A0 1. Ac,0, Pyridin, kat. DMAP, AcO
HO rt, 16 h AcO
o 2.TFA,H,0, rt, 30 min-3h °
HO . AcO
AcHN 83% - quant. (2 Stufen) AcHN
e e
FmocHN ~COOtBu FmocHN” ~COOH
21 22a

Schema 4.12 Darstellung des fiir die Arndt-Eistert-Reaktion geschiitzten sTn-Antigens 22a

Die Synthese des sT-Analogons erfolgte ausgehend von dem deblockierten Tn-
Antigenanalogon 20, das mit Benzylidendimethylacetal in Acetonitril bei 60 °C zum
entsprechenden 4,6-Benzyliden geschiitzten Tn-Antigenderivat 23 reagierte (Schema
4.12).

-~ ~
Ph
OH
HO IVO

o o
HO pTsOH, pH 3.5, Q

AcHN _— HO

o, MeCN, 60 °C, 4 h AcHN
Ji 79% 01

FmocHN COOtBu
FmocHN COO!Bu

20 23
Schema 4.11 Blockierung der 4- und 6-Position des Tn-
Antigens 23.

[211212] o

Quecksilber(IT)cyanid zum T-Antigen 24 umgesetzt werden. Dabei trat aufgrund des

Letzteres konnte mit dem Acetylbromid 3 in einer Helferich®-Glycosylierung

Nachbargruppeneffekts der Acetylgruppe in 2-Position ausschlieBlich das B-konfigurierte
Produkt auf. Der Mechanismus der Reaktion verlduft wie in Schema 4.14 gezeigt. Dabei
wird durch einen Promotor — in diesem Fall Quecksilber(IT)cyanid — ein Oxocarbeniumion
E1 und E2 erzeugt, das von der Unterseite durch die benachbarte Acetylgruppe stabilisiert
wird. Dieses Intermediat kann in einer Syl-Reaktion von einem Akohol abgefangen
werden. Eine mogliche Nebenreaktion zum Orthoester ist durch den gestrichelten Pfeil
dargestellt (E3), allerdings spielt diese Reaktion beim Einsatz des Galactosylbromids 3
keine Rolle.

? Burkhard Helferich fiihrte die erste ,Helferich“-Glycosylierung eigentlich unter Silbersalzkatalyse und
damit unter Konigs-Knorr-Bedingungen durch und erwartete wohl ein a-Glycosid, wie man der Literatur
entnehmen kann. Erst ein negatives Ergebnis mit einer a-Glycosidase lieB ihn vermuten, dass es sich um ein
B-Glycosid handeln musste.
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Ph
o
o
OAc
o AcO Hg(CN),,
HO o -
AcHN AcO. MS 4A, CH,Cl, MeNO,,
o, Ado mt, 16 h
1 Br 68%
FmocHN” COOtBu
23 3
OAc OAc
AcO AcO
g - o
AcO § AcO
AcO
E1 E2

OAc
AcO
o
AcO
AcO
AcO

Schema 4.14 Synthese des T-Antigens 24.

AcHN

X

FmocHN COOtBu
24
o ‘__\
o o HO_
+ .
--
E3

Die Deblockierung der 4- und 6-Position des T-Antigens 24 erfolgte mit 80%-iger

Essigsdure und eine anschliefende Glycosylierung mit Xanthogneatdonor 11 fiihrte zum

sT-Antigen 25. Acetylierung der freien Hydroxylgruppe und Deblockierung des C-

Terminus nach der fiir das sTn-Aantigen 22a beschriebenen Prozedur fiithrte zur freien
Saure 25b, die als Edukt in der Arndt-Eistert-Reaktion eingesetzt wurde.

o o]
AcO o 1.80% AcOH, 60 °C, 6 h
o o 2, MeSBr, AgOTf, MS 4A,
AcO o MeCN/CH,Cl, -65 °C, 6 h
AcO AcHN -
OI 41%
FmocHN COOtBu
24
AcQ OAc
c0oo0Bn
AcO!
AcHN o7 ¢
1. Pyridin, Ac,0, AcO
kat. DMAP, rt, 48 h OAc
2. TFA, H,0, rt, 30 min AcO AcO
> o o
73% AcO o

N
FmocHN COOH
25a

Schema 4.13 Synthese des sT-Antigenanalogons 25b.

AcO OAc

COOBn
AcO1++
AcHN 27 9

AcO

OAc
AcO

o}
AcO

AcO

HO

o
o

AcHN

OI
FmocHN COOtBu
25

Reaktionen mit Sialinsduredonoren kénnen wie bereits erwihnt aufgrund des fehlenden

Nachbargurppeneffekts und der destablisierenden Wirkung der Carboxylgruppe vermehrt

zu Eliminierungsprodukten fithren. Balmond er al

[213]

zeigten, dass elektronenreiche

Glycale mit primaren Alkoholen durch Katalyse eines Thioharnstoffs'***! 26 zu 2-Desoxy-
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Sacchariden mit a-Konfiguration reagieren kénnen. Es wurde versucht, diese Methode auf
das Glycal der N-Acetylneuraminsdure 14a zu iibertragen, das bei den beschriebenen
Reaktionen mit 1-2 Aquivalenten als Nebenprodukt auftritt. Allerdings zeigten im
Vergleich zu den in der Literatur®?! beschriebenen Reaktionen mit elektronenreichen
Glycalen sowohl langere Reaktionszeiten, erhhte Reaktionstemperaturen oder aber eine
hohere Konzentration an Thioharnstoff 26 bis hin zu dquimolaren Mengen keinen Einfluss
auf die Reaktivitit des Sialinsdureglycals. Die Beobachtungen sind wahrscheinlich auf die
elektronenarme Doppelbindung zuriickzufiihren.

OBn OH

OBn OBn
B o\b—o BnoO c BnO o "o
n ul =
./ % _OBn \: 2 ,OBn V4 _OBn - o
: H | H HO
H
i O‘R

H
1
/ _-H / _-H

10:~

L
Hes-0T

~

R

E1 E2 E3

H H
FiC N\rrN CF3
H -
= T T j
CF3 CF3

26

AcO OAc

COOMe
OH 26 1mol%, abs. CH,Cl,, AcOr 1) o
AcO  OAc J(O uw, 50 W, pax 5 bar, 80 °C, AcHN o
O 18 h AcO
AcO111:) 0/ COOMe o v, - °
AcHN o J( o
o
730

14a 27 28

Schema 4.15 Mechanismus der Addition von primdren Alkoholen an elektronenreiche Glvcale
nach Balmond et al.

Die vorausgegangenen Abschnitte beschreiben die Herstellung verschiedener
tumorassoziierter Kohlenhydratantigene, die fiir die nachfolgenden Reaktionen als Edukte
dienen sollen. Die Darstellung der B°-homo-Threoninkonjugate erfolgte fiir alle
tumorassozilerten Antigene nach einer veranderten Vorschrift von Norgren, Norberg und
Arvidson"! die bereits 2010 von Karch et al'! fir den Aufbau eines Tn- und T-
Antigenanalogons eingesetzt wurde. Hierzu wurden die freien Sauren in absolutem
Tetrahydrofuran  gelost wund unter Kihlung mit N-Methylmorpholin  und
Chlorameisensaure-iso-butylester aktiviert. Die Aktivester wurden anschlieBend mit
einem Uberschuss an Diazomethan in etherischer Losung versetzt. Die so erhaltenen
Diazoketone wurden einer silbersalzkatalysierten Wolff~Umlagerung unterworfen, wobei
das entstehende Keten durch Wasser abgefangen wurde. Dabei dienten Silbertrifluoracetat

und Silberacetat als Promotoren (Schema 4.16).
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1. iBuOCOCI, NMM
abs. THF, = 20 °C,

30 min R
R 2. CH,N, in Et;0, S Ag*, NMM i
o, 0°C—>rt,16h N On. - o
/( - FmocHN,g‘/u\H IHF/HZO M
FmocHN” “COOH I -25°C —>rt, 16h FmocHN OH

R' 19a R' 19 R 19c
R2 29 R? 29a R? 29b
R® 22a R® 22b R® 22¢
R* 25a R*  25b R*  25c

R' = aAc;GalNAc

R? = a6FAc,GalNAc

R® = aAcyNAcNeu(2—>6)aAc,GalNAc

R* = BAc,Gal(1—>3)[aAc4NAcNeu(2—>6)aAc,GalNAc]

Schema 4.16 Darstellung der TACAs als [f-homo-Threoninkonjugate

Das Acetatsalz zeigte in allen Versuchen minimal bessere Ausbeuten, was moglicherweise
auf den basischeren Charakter des Acetats zuriickzufithren ist (pK, TFA = 0.23, pK,
AcOH = 4.76). Die Ausbeuten in Abhangigkeit von Silbersalz und Edukt zeigt Tabelle
Tab. 1. Fir die sialylierten Varianten lassen sich groflere Verluste feststellen, was
moglicherweise auf den Raumanspruch der Sialinsdure und die damit verbundene

sterische Hinderung wihrend der Umlagerung zuriickzufiihren ist.!”]

Eintrag Glycokonjugat Silbersalz Produkt Ausbeute
1° (1b) AgOOCCF3 (2b), Tn-Azid 82%
2° (1a) AgOOCCF; (2a), Tn-Acetamid 60%
3 19a AgOAc 19¢ 66%
4 29 AgOAc 29b 64%
5 22a AgOOCCF3 D4E 36%
6 22a AgOAc 22¢ 38%
7 25a AgOAc 25¢ 3%

Tab. 1 Ausbeuten der Arndt-Eistert-Homologisierung in Abhcingigkeit von eigesetztem
Glycokonjugat und Silbersalz.

Prinzipiell ist es riskoreich, die Arndt-Eistert-Reaktion erst im letzten Schritt durchzu-
fithren. Es konnten nicht immer alle Ergebnisse reproduziert werden, obwohl die gleichen
Chemikalien und Reaktionsbedingungen verwendet wurden. Geeigneter wire es daher,
den prozesskritischen Schritt am Anfang der Synthese durchzufiihren und so einen Zugang
zu orthognonal geschiitztem B*-homo-Threonin oder -Serin zu etablieren. Letztere konnen
dann analog zu L-Threonin bzw. L-Serin im Aufbau der tumorassoziierten Antigene
eingesetzt werden konnte. Aus diesem Grund wurde eine andere Syntheseroute
eingeschlagen und zunichst Fmoc- und fert.-Butylether geschiitztes Serin 30 bzw.
Threonin 31 einer Arndt-Eistert-Reaktion unterworfen. Der Versuch die Hydroxylgruppe
unter sauren Bedingungen zu deblockieren, fiihrte allerdings, wie bereits von Norgren et

al. beschrieben, zur Bildung der y-Butyrolactonderivate 32 und 33, die nicht weiter

® (Verbindungsnummern) und Ausbeute analog zu Beilstein J. Org Chem. 2010, 6, No.47.
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verwertet werden konnte. Versuche, die Lactone 32 und 33 mit unterschiedlichen
Alkoholaten oder Aminen zu 6ffnen, fithrten nicht zum Erfolg. Auch die Blockierung der
Carboxylgruppe nach der Arndt-Eistert-Reaktion als Benzylester (34 und 35), fiihrte unter

sauren Bedingungen zur Ausbildung der bereits bekannten Lactone (vgl. Schema 4.17).

1. a) iBUOCOCI, NMM, TFA, H,0
abs. THF, -15 °C, rt, 30 min
15 min oder
b) CH,N, in EL,0, TFAH,0
0°C—>rt,3h 0°C, 30 min
2. THF/H,0, NMM, oder
t8uO,, _R Ag*CF3COO-, Bu0, _R 50% TFA in CH,Cl, Re o
" 25°C—=>rt, 16 h g 0 °C, 15 min o
e ———
COOH
FmocHN COOH 55% FmocHN quant. FmocHN
R=H 30 (Cber 2 Stufen) R=H  30a R=H 32
R=CH; 31 R=CH; 31a R=CH; 33
50%TFA in CH,Cl, A
Cs,CO;, BnBr, 0°C, 10 min oder
DMF B
73-77% oder
c

B0, 50%TFA in CH,Cl,

R f
j/\/ 0°C, 12 min u
COO0Bn
FmocHN FmocHN R'

R=H 34
R=CH; 35

A: DIBAL-H, Alanin, abs. Dioxan, rt, 2 h
B: DIBAL-H, H-Ala-OtBu * HCI, abs. THF, rt, 2 h
C:40% KOH in H,0,40°C,3 h

Schema 4.17 Versuche zur Darstellung von orthogonal geschiitztem [B-homo-Serin und -
homo-Threonin.

Einzig die Synthese der Hybriddipeptide 36 und 37, die den MUC1-Sequenzabschnitt
Ser’-Ala® bzw. Thr'*-Ala" entsprechen, konnte reaktionstrige Carbonsiurederivate
liefern, die unter sauren Bedingungen nicht zu den Lactonen weiter reagierten, sondern
sich selektiv an der Hydroxylgruppe mit Titan(IV)chlorid in absolutem Dichlormethan
deblockieren lieBen (vgl. Schema 4.18).[215] Die Reaktion lief innerhalb weniger Minuten

vollstandig ab.
HBTU, HOBt tBuO,, HO,, _R
lBuOIR/ __DIPEA M /L T|CI4 u /L
FmockN St DME FmocHN COOBn  aps, CH,Cl, FmocHN N coosn
A oder B 0 °(;9§/ min
0,

R=H 30a ;gg‘;: Eg; R=H 36 ’ R=H 38

R=CH, 31a R=CHs 37 R=CH, 39
A:rt, 16 h

B: pyW, 100 W, 5 bar, 80 °C, 20 min

Schema 4.18 Darstellung der Hybridpeptide 38 und 39.
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Der Versuch, die freien Alkohole 38 und 39 als Akzeptor zur Synthese eines
glycosylierten Dipeptids einzusetzen, scheiterte allerdings (vgl. Schema 4.19). Reaktionen
in Dichlormethan, Acetonitril oder Toluol und in Gemischen dieser fithrten zu keinen
1solierbaren Produkten. Auch der Einsatz von unterschiedlichen Donoren und Promotoren
fithrte zu keinem Ergebnis. Tabelle 7ab. 2 fasst die Bedingungen fiir die in Schema 4.19

gezeigte Reaktion zusammen.
OAc

AcO
o
AcO
N3

Reaktionsbedingungen

HOIR/?L L s. Tab. 2
FmocHN N~ cooBn OI)OL
’ L
FmocHN ” COOBn
R=H 38 R=H 40
R=CH;3 39 R=CH;,3 M

Schema 4.19 Glycosylierungsversuche an den Hyvbriddipeptiden 38 und 39.

Eintrag Akzeptor Donor Promotoren L;:;?egls_ Bedingung Ausbeute
one abs
" AgClOy/ CH,Cl,/
o
1 38 m% AgaCOs b, tt, 14 h nb
& Toluol
c m%& abs.
2 38 N TMSOTf CH,Cl, t, 14 h nb
ccly
Al abs AL
3 38 m% Hg(CN), CH él 5 bar, nb
el =2 80°C,1h
ol abs 100 W,
4 38 £c0 N Hg(CF3;C00), CH C'l 5 bar, nb
L >~280°C,1h

Tab. 2 Reaktionsbedingungen beim Versuch das Hybriddipeptid 38 zu glycosylieren. Nb: nicht bestimmbar.

Derzeit erweist sich die 4rndt-Eistert-Homologisierung auf der letzten Stufe als einzige

Wahl fiir die Darstellung der p*-homo-Threonin-Konjugate.

€ Das Trichloracetimidat wurde freundlicherweise von Sebastian Gétze zur Verfiigung gestellt.
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4.4  Synthese von fluorierten R*-homo-Serinbausteinen

Eine andere Méglichkeit p*-Aminoséauren darzustellen, beruht auf einer de novo-Synthese
mit enantio- oder diastereoselektiven Einflihrung der Aminogruppe in der 3-Position.
Dabei besteht gleichzeitig die Mdglichkeit die a-Position zu funktionalisieren (Einfuhrung
von OH-Gruppen, Alkylierung, Fluorierung etc.). Ein Fluorsubstituent in der 2-Position
sollte zwar zu keiner Destabilisierung fuhren, wie bereits in Abschnitt 2.3.2 erlautert
wurde, allerdings ist eine weitere Stabilisierung und damit eine Verstarkung des f3-
Aminosdureeffekts auf die Struktur des Peptids oder Stabiliat der Peptidbindung nicht
auszuschlieBen. Corinna Jansen® konnte inzwischen zeigen, dass der Einbau von
fluorierten Prolinen in der MUC1-Sequenz durchaus zu einer Stabilisierung gegenuber
Enzymen fuhren kann. Des Weiteren kdnnen fluorierte Substrate fir Bindungsstudien
genutzt werden.””*#1 In der Literatur werden zum Aufbau eines (3S)-p3-homo-
Serinderivats zwei Wege verfolgt.”*®! Beide generieren aus Ethylenglykol mono-
geschiitzte Alkohole, die zu den entsprechenden Aldehyden oxidiert werden. Letztere
reagieren schlieBlich in einer Horner-Reaktion zu a,-ungesétigten Estern, die einer
enantioselektiven Aza-Michael-Reaktion®9??*! unterworfen werden. Als Schutzgruppen
werden in der Literatur tert.-Butyldimethylsilyl- und Benzylether gewéhlt, die Vor- und
Nachteile aufweisen:

1. Benzylether:

e Vorteil: Hohe Ausbeute bei der Synthese des Alkens.
e Nachteil: Niedrige Ausbeute bei der Aza-Michael-Reaktion mit hohem
ee.
2. TBDMS-Ether:
e Vorteil: Hohe Ausbeute und hoher ee bei der Aza-Michael-Reaktion.
e Nachteil: Niedrigere Ausbeute bei der Synthese des Alkens.

Zur Herstellung des fluorierten p-homo-Serinderivats 55 wurden beide Syntheserouten
parallel verfolgt. Die Route Uber den benzylgeschiitzten Alkohol bietet in der spateren
Schutzgruppenmanipulation die Mdglichkeit, Amin und Alkohol parallel zu deblockieren,
wéhrend der TBDMS-Ether in einem gesonderten Schritt zu spalten ist. Zur Darstellung
der Michael-Systeme!?>>??%1 50 und 51 in einer Horner-Reaktion®”) wurde zunachst das
Phosphonat 44 ausgehend von Tri-O-Ethylphosphit 42 und 2-Brom-essigsaure-tert.-
butylester 43 in einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion??®%* synthetisiert (Schema 4.20).

¢ Mitteilung in einem personlichen Gesprach.
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. L

(I) Br\/COOtBu [

[PXe)
P 65°C,6h _PZ"~_cootBu
o oS quant. o
42 43 44

Schema 4.20 Darstellung des Phosphonats 44 in einer
Michaelis-Arbuzov-Reaktion.

Zur Synthese der fiir die Horner-Reaktion benétigten Aldehyde wurde Ethylenglycol 45
mit fert.-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-Cl) zum einfach geschiitzten Alkohol 46
umgesetzt. Letzterer und das kommerziell erhiltliche mono-benzylethergeschiitzte
Ethylenglycol 47 wurden in einer Swern-Reaktion™” zu den Aldehyden 48 und 49
oxidiert, die ohne Reinigung mit Phosphonat 44 zu den (£)-o,B-ungesittigten Estern 50
und 51 umgesetzt wurden. Die Ausbeuten betrugen 23% (3 Stufen) und 54% (2 Stufen)
fiir die TBDMS- bzw. benzylgeschiitzten Michael-Systeme.

o

A

TBDMS-CI )
kat. DMAP DMSO, TEA
' TBDMSO,
“o\/\ou _— TBDMSO _~, oy ————— ~"X0
. Pyridin CH,Cl,,
0°C—>rt,12h 40°C—>rt,12h
45 36% 46 48
o
A
cl
o
DMSO, TEA BnO
BnO\/\OH _— n ~"X0
CH,Cl,
47 -40°C—>rt, 12h "
Taomso\/\o DIPEA, Licl TBDMSO, - -COO!Bu
MeCN, rt, 48 h
48 64% (2 Stufen) 50
BnO__~, ﬂ, BnO_ X -COOBu
(¢}
MeCN, rt, 48 h
49 54% (2 Stufen)

51

Schema 4.21 Darstellung der Michael-Systeme 50 und 51.

Die enantioselektive Addition des chiralen Amins 53 an die o,B-ungesittigten Ester mit
einem anschlieBenden diastereoselektiven Abfangen der Carbanionen 50a und 51a durch
das elektrophile Fluorierungsreagenz N-Fluor-benzsulfonimid (NFSI) 54 fiithrte nur bei
Ester 50 zum gewiinschten Produkt 52 (Schema 4.22)."**] Der benzylgeschiitzte Ester 51
filhite zu einem Gemisch aus Zersetzungsprodukten, die nicht naher charakterisiert

werden konnten.
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1. 53 nBuli, abs. THF,
-78°C, 2,5 h,
=30 °C, 30 min s Ph
2.-50 °C, NFSI, 1h, P 53
RO dann 0 ° Fh= N
X -COO0BY :
46% RO\/\rCOOtBu
F

R=TBDMS 50

|
WNE
R=TBDMS 52 % &
R=Bn 51

Schema 4.22 Synthese des 2F-fF-homo-Serin 52.

Der Aufbau des (3R)-Zentrums wird durch die Methylgruppe im (S)-(-)-N-Benzyl-o-
Methylbenzylamin kontrolliert. Der Ubergangszustand wird durch das Lithiumion
stabilisiert, wie es in Schema 4.23 gezeigt ist.”?* Es konnte sowohl die Bildung des anti-
Produkts (Hauptprodukt, 52) als auch des syn-Produkts 52a beobachtet werden
wenngleich die anti-Addition deutlich tiberwog (dr: 97:3 zugunsten des anti-Produkts)

Ph/g\@jh @

\
ROHzC oLi
RO \/\r COOtBu
F Wmau
ROH,C"

52 52 G3

*@f@

re=Seite @ @

ROH,CI r 7,0tau

2
o
5,
::"5. .
|
o;{-é
.9
4,‘ g :

si=Seite 61

= Ph

|
g8 &~
— a L — :

/—\ S0
N HOF N H F=N ¢
RO__A\_-COOtBu : - Fv OtBu ,/s”

: - o

= HO OLi

£ CH,OR

CH,OR

52a 52a G4 54

Schema 4.23 Mechanismus der enantioselektiven Amidaddition un der diastereoselektiven
Fluorierung mit NFSI.

Moglicherweise wird das Lithiumchelat G1 gel6st und es kommt anschlieBend zu einer

Rotation um die C2-C3-Achse G2. Aus dieser Position wire eine Addition von der

weniger begiinstigten re-Seite denkbar G4. In beiden Fillen entstand nach der wissrigen
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Aufarbeitung der Reaktion Benzaldehyd, der sowohl durch den charakteristischen Geruch
als auch durch NMR-Signale identifiziert werden konnte. Mitarbeiter der Merck AG
konnten 2011 zeigen, dass bei benzylierten Aminen die Reaktion mit Selectfluor® zu einer
oxidativen Bildung eines Imins H7 fithren kann, dessen Hydrolyse ebenfalls zu
Benzaldehyd H4 fithrte. Weiterhin konnten sie zeigen, dass es an der von Merck gezeigten
Struktur zu einer zweiten Reaktion kommen kann, die zu einem geminalen Difluorid H2
fiihrte (vgl. Schema 4.24) 24

J '
[’N@\? 2BF" F
oM. T O o
H2

H1 H3 H4
R) 1. 2 x Selectfluor H*/H,0O
lSelecthuor‘ T 2. H,0 T 2
F
| N
¥ — o , - S .
H5 H6 H7

Schema 4.24 Von Merck postulierter Mechanismus zu Benzaldehydspaltung und
Bildung des geminalen Difluorids.

Betrachtet man die chemische Verschiebung fiir CF,H-Gruppen und ferner die “J(F.F)-
Kopplung fiir verschiedene Verbindungen, so stellt man fest, dass diese im Bereich von ca
-120 bis -130 ppm liegen und eine Kopplungskonstante von etwa 280 Hz aufweisen.*>
2381 Im Produkt konnte ebenfalls eine weitere Komponente im *F-Spektrum nachgewiesen
werden, deren chemische Verschiebung bei etwa -110 ppm lag und eine Kopplung von
260 Hz aufwies. Dies ist zwar kein Beweis fiir eine ebenfalls oxidative Reaktion mit
NFSL dessen Oxidationspotential deutlich unter dem von Selectfluor® liegt (0.33 V fiir
Selectfluor® und -0.54 V fiir NFSI),*”2**1 doch lassen das Auftreten von Benzaldehyd,
die chemische Verschiebung der auftretenden Fluorsignale und deren grofle
Kopplungskonstante, eine solche Reaktion vermuten. Der postulierte Mechanismus zur
Bildung des Benzaldehyds aus dem fluorierten B*-homo-Serinderivat 52 ist in Schema
4.26 dargestellt. Zum einen kann die Ubertragung von Fluor auf den Stickstoff und eine
anschlieBende HF-Eliminierung zum Imin I3 oder I2 fithren. Letzteres kann bei saurer
wissriger Aufarbeitung zu Benzaldehyd I4 und Amin IS hydrolysiert werden. Die
konkurrierende Reaktion, die zum geminalen Difluorid 16 fithrt, kénnte ebenfalls

Acetophenon I8 freisetzten, was allerdings nicht beobachtet werden konnte.



56 4 Allgemeiner Teil

WoNL & -
= Ph ©/s\\° é,s\@ T Ph : )Ph
B H =z
: | S
Ph/\N) Ph/\N‘_ Ph ';‘
z —— < —_— :
TBDMSO\/'\rCOOlBu Taomso\/'\rcooceu TBDMSO\/\r°°°‘B“
F F F
52 " 12
Ph
J l lH’IHZO
HN
TBDMSO\/:\rCOOIBu
F ",
+ A
N
17 H*/H,0 PN Ph™ M
B — Taomso\/'\rcoozsu Taomso\/‘\rcoorau
o F F

Ej/k I3 .
o/
Is 1.2 x NFSI A@
2.H,0

15
F

o™
FJ\KNJ

momso\/\rcoomu

F

Schema 4.26 Postulierter Mechanismus zur Bildung von Benzaldehyd und geminalen
Difluoriden aus 2-Fluor--homo-Serin durch Oxidation mit NFSI.
Die Deblockierung der TBDMS-geschiitzten Hydroxygruppe erfolgte zunichst in
absolutem Tetrahydrofuran wund Tetrabutylammoniumfluorid, um eine mogliche
Lactonbildung, wie sie bei B*-homo-Threonin und -Serin unter sauren Bedingungen
beobachtet wurde, zu vermeiden. Allerdings fiithrte dieser Ansatz zur Zersetzung des
Edukts 52. Der Einsatz von TBAF in Tetrahydrofuran und der Zugabe von Eisessig als
Puffersystem lieferte hingegen den freien Alkohol 55 in guten Ausbeuten (Schema 4.25).

= Ph = Ph
o N TBAF, AcOH Ph/’\N)

TBDMSO,_A__COOBU  THE, 40 °C, 4 h HO_ _A_ _COOtBu
52 55

Schema 4.25 Deblockierung der TBDMS-geschiitzten
Hydroxylfunktion.
Aus Zeitgrinden konnten die sich anschlieBende Schutzgruppenmanipulation an der
Aminofunktion sowie die bereits fiir andere Aminosauresiurederivate etablierte Konigs-
Knorr-Glycosylierung zu einem Tn-Antigen nicht durchgefiihrt werden. Corinna Jansen
konnte jedoch die hier geschilderten Reaktionen bereits in guten Ausbeuten reproduzieren,
sodass ein neuer Zugang zu fluorierten Glycosylakzeptoren auf Basis von 2-Fluor-p*-
homo-Serin zur Verfiigung steht. Letzteres konnte zukiinftig als stabilisierendes Element

in der MUC1-Sequenz eingesetzt werden.
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4.5 Synthese PNA-ihnlicher Glycoverbindungen

Dieses Kapitel beschiftigt sich mit der Darstellung von TACA-Analoga basierend auf a-
N-Acyl-N-Aminoethyl-Peptid-Bausteinen. Genauer wird die Synthese von PNA-ihnlichen
Strukturen betrachtet. Dabei wird der Abstand der Kohlenhydrate zum Riickgrat durch die

Kettenldnge der verkniipfenden o-Hydroxycarbonséure bestimmt.

h
o]

O,
(o]

i
o)
i jﬁ/“ Y‘
RHN N CONHR RHN A~ N COOtBu
N N
W)LH | \l/ j)‘\H \l/
R o] R R R
1 2 1 2

Abb. 4.2 Vergleich der o-Peptid- mit den AAP-
Strukturelementen.

Zur Herstellung der analogen C2- bzw. C4-Akzeptoren 58 und 61 wurde zunichst Glycin-
tert.-butylester Hydroacetat 56 nach einer Methode von Miiller und Huber-Emden™®" mit
Natriumnitrit diazotiert, bevor das Diazoniumsalz 57 in verdiinnter Schwefelsiure zur 2-
Hydroxyessigsdure 58 hydrolysiert wurde. Fiir das y-Hydroxybuttersdureanalogon 61
wurde zundchst Bernstemsdureanhydrid 59 mit ferz.-Butanol unter Bildung des
Monoesters 60 gedffnet. Der Monoester 60 wurde mit Boran-Dimethylsulfid-Komplex in
THF zum y-Hydroxybuttersaure-ert.-butylester 61 reduziert (vgl. Schema 4.27).116% 2

NaNO,,
AcO H,SO,4 NaOAc H,SO,
“HaN.__COOtBu ——— = N2y COOtBu HO___COOtBu
CH,Clp, H,0 H,0
81% (2 Stufen)
56 57 58
2 TEA,{BUuOH,
kat. DMAP, NHS BH3*Me,S
cootB
0 ———> Lo0c” U — 00
Toluol, reflux, 24 h abs, Toluol
o} 78% t, 24 h
98%
59 60 61

Schema 4.27 Darstellung von Hydroxyessigsdure- und y-
Hvdroxybuttersciure-tert.-butvlester 58 und 61.

Der Mechanismus der Ringoffnung, der unter DMAP-Katalyse verlduft, ist in Schema
429 gezeigt. Dabei reagiert das Anhydrid 59 analog einer Steglich-Veresterung®*"
zunidchst mit DMAP und bildet den Aktivester J4, der mit NHS zu einem weiteren
Aktivester JS reagiert. Letzterer wird durch zerz.-Butanol unter Bildung des Monoesters 60

abgefangen.
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Schema 4.29 Mechanismus der mono-Veresterung zu Verbindung 60.

Die Konjugation der o-Hydroxycarbonsauren 58 und 61 an Azidochlorid 5 erfolgte unter
den bereits beschrieben Konigs-Knorr-Bedingungen nach einer Variante nach Paulisen und
HoIK® aus Abschnitt 4.3. Dabei konnten die Glycokonjugate 62 und 63 in Ausbeuten
von 43% und 32% erhalten werden. Die Reduktion der Azidfunktion unter gleichzeitiger
Acetylierung zu den N-Acetyl-galactosyl-Derivaten 64 und 65 erfolgte ebenfalls nach der
bereits beschriebenen Methode mit aktiviertem Zink in einer Mischung aus
Tetrahydrofuran, Essigsdure und Essigsaureanhydrid. Die anschlieBende Deblockierung
der Carboxylfunktion mit Trifluoressigsdure und Anisol als Kationenfinger fiithrte zu den
freien Sauren 66 und 67, die zur Kupplung an das Riickgrat dienten. Dabei erhielt man die
besten Kupplungsergebnisse, wenn man die freie Sdure nicht an Kieselgel reinigte,

sondern wenn man sie als Rohprodukt direkt weiter einsetzte.

OAc

AcO
o
AcO
N OAc OAc

Cl AcO AcO
5 AgCIO, Ag,CO3, MS 4A AO O Zn* Ao o
- = _—
Na| AcHN
abs. CH2C|2l abs. Toluol le) COOtBu THF, ACOH' AQO 0. COOtBu
HOHCOOtBu 0°C—rt,16h-3d Mn rt,24 h Mn
n

n=1 58 n=1 62 43% n=1 64 quant.
n=3 61 n=3 63 32% n=3 65 quant.

OAc
AcO
TFA, Anisol o
—-  AcO
rt, 30 min-3 h ACHNO cooH
™

1 66 89%
3 67 quant.

n
n

Schema 4.28 Herstellung der glvcosvlierten @-Hydroxycarbonsduren 66 und 67.

Die Synthese des Riickgrat-Bausteins 70 erfolgte ausgehend von 2-Brom-essigsaure-zert.-
butylester (43) mit Ethylendiamin 68 in einer nucleophilen Substitution zum freien Amin
69, welches mit Fmoc-OSu zum orthogonal geschiitzten sekundiren Amin reagierte, das
aus Chloroform als Hydrochlorid 70 auskristallisiert werden konnte (Schema 4.30).
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Br\/COOtBu

43
H Fmoc-OSu, DIPEA Hy*
_— N_ _COOBU A~ _N-_cootBu
CH,Cl,, 0 °C HNT TN CH,Cl, t, 24 h FmochiN cr
ANH; \ 2Clp, t,
HoN quant. 69 96% 70

NaHCO, "
E— N COOtBu
NN
CH,Cl, FmocHN
rt, 10 min
87% 70a

Schema 4.30 Darstellung des Riickgrat-Bausteins 70 und des freien Amins 70a.

Das Hydrochlorid 70 diente nicht nur als Kupplungspartner fiir die Darstellung der
TACA-Analoga 75 und 76, sondern auch zur Synthese der Aminosdureanaloga Alanin
71a und Serin 74a auf Basis der PNA-Strukturelemente, die spéter zur Darstellung erster
Modellpeptide fiir die Entwicklung eines geeigneten Screenings dienen sollten. Zur
Synthese des Alaninanalogons 71 wurde zunichst versucht, das deprotonierte Amin 70a in
N,N-Dimethylformamid mit Essigsdaureanhydrid und Hiinigs-Base zu acetylieren. Die von
Challa et al® gefunden Ausbeuten konnten nicht reproduziert werden. Stattdessen
erhielt man die beste Ausbeute von 41% fiir Verbindung 71 mit dem freien Amin 70a fiir
die Kupplung in N,N-Dimethylformamid, mit Hiinigs-Base und unter DM AP-Katalyse.

Reaktionsbedingugnen

s. Tabelle °

H
N COOfBu
FmocHN” " " I A_-N_-COo0tBu
‘mocl

70a 7

Schema 4.31 Acetvlierung des freien Amins 70a unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen.

Fir das Serinderivat 74 wurde 2-Chloressigsdure (72) mit Natriumbenzylat in
Benzylalkohol zur 2-Benzyloxyessigsaure (73) umgesetzt. Der so erhaltene Benzylether
ist kompatibel zu den bereits eingefithrten orthogonalen Fmoc- und fert.-Butyl-
Schutzgruppen. Die Kupplung an den Riickgrat-Baustein 70a erfolgte ebenfalls unter
unterschiedlichsten Reaktionsbedingungen. Zum besten Ergebnis fiihrte eine Kombination
aus HATU und HOAt mit Hiinigs-Base in N,N-Dimethylformamid. Eine deutliche
Verbesserung der Ausbeuten trat ein, wenn man statt des freien Amins 70a das
entsprechende Hydrochlorid 70 direkt in der Kupplung einsetzte. Als Losungsmittel und
Base diente hierbei Pyridin (vgl. Tab. 3).

SOCI
/\ 2 Cl
clo_COoH ©/\ COOH ©/\ /ﬁ]/
abs. CHCI
BnOH 3

reflux, 6 h reflux, 3.5 h
72 61% Ausbeute n.b.

Schema 4.32 Darstellung der Benzyloxyessigsdure 73a.
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Die Gylcokonjugate 75 und 76 konnten ausgehend von Hydrochlorid 70 und mit den
Kupplungsreagenzien HATU/HOAt in einer Ausbeute von bis zu 80% synthetisiert
werden, wihrend mit HBTU/HOBt als Kupplungsreagenzien nur etwa 30% erreicht
werden konnten (vgl. Schema 4.33)

OAc
AcO
o]
AcHN AcAe HO
O. COOH
M" Aco%0 NaOMe HO&O
n=1 66 HATU, HOAt, AcHN o pH 8.5-9.0 AcHN 5
n=3 oF Pyridin, rt, 16 h o k), MeOH o),
+ 16 h
- /\/Fz\/coo'eu FmocHN/\/ N\/COOIBU FmocHN/\/N\/COOrBu
o n=175 78% n=177 55%
n=376 82% n=378 61%
70
Schema 4.33 Synthese der Tn-Analoga 77 und 78 als AAP-Bausteine.

Eintrag Siure Amin Reagenz Base Losungsmittel Ausbeute
1 70a Ac,O DIPEA DMF nb
2 70a Ac)O Pyridin nb
3 70a AcyO DIPEA CH,Cl, nb
4 70a AcCl DIPEA DMF nb.
5 70a AcCl Pyridn nb.
6 70a AcyO DIPEA DMF 41%.
7 73 70a HBTU/HOBt  DIPEA DMF 0%
8 73 70a HBTU/HOBt  DIPEA DMF 0%
9 73 70a HBTU/HOBt NMM DMF 0%
10 73a 70a NMM CHCl; 19%
11 73 70a HATU/HOAt  DIPEA DMF 31%
12 66 70 HBTU/HOBt Pyridin 29%
13 66 70 DCC Pyridin nb
14 66 70 HATU/HOAt Pyridin 78%
15 67 70 HATU/HOAt Pyridin 82%

Tab. 3 Kupplungsbedingungen zur Synthese der aAA-Peptidbausteine. nb: nicht bestimmbar

Die Glycokonjugate 75 und 76 konnten, wie in Tab. 3 gezeigt, in guten Ausbeuten
erhalten werden. Um auch Analoga der iibrigen TACAs darzustellen, wurden letztere in

[138. 197] it Natriummethanolatlésung analog der

einer modifizierten Zemplén-Veresterung
Synthese des freien Tn-Derivat 20 deblockiert. Der pH-Wert sollte fiir diese
Verbindungen bis auf einen méglichen Verlust der Fmoc-Gruppe keine Rolle spielen, da
mm Fall der C2- bzw. C4-Ketten keine B-Eliminerung und damit kein Verlust der

Kohlenhydratreste auftreten kann (Schema 4.34). Dennoch wurde der pH-Wert unter
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standiger Kontrolle auf pH 8.5-9.5 eingestellt. Die Reaktionsmischung wurde, wie bereits
fiir das Tn-Antigen beschrieben, ebenfalls nach der Aufarbeitung mit 10-20mol% Fmoc-

OSu versetzt, um einer niedrigen Ausbeute durch einen Fmoc-Verlust vorzubeugen.

OAc
A

Act Acc&\
OAc o AcHN "OH
A
AcO OAc
o AcHN o A K3
AcO. (o] —
AcHN | AcO
AcHN

0. TN fe) TN 0D '
Ho B HoOB >
Hi, FmocHN COOtBu
N_ _COOtBu N_ _COOtBu :
FmocHN” "~ FmocHN” "~ FmocHN™ >cootBu
K4
75 76 19
OAc
A
OAc (o}
Ac AcO
o AcHN
AcO °
AcHN
“No
(¢} ] o, e
N_ _COOtBu N_ _COOtBu
FmocHN™ "~ FmocHN” " "
K1 K2

Schema 4.34 Basenstabilitdit der xAAP-Bausteine und [-Eliminierung bei
Threoninkonjugaten

Die deblockierten Tn-Analoga 77 und 78 wurden anschliefend in einer Glycosylierung
mit Xanthogenat 14 in die entsprechenden sTn-Antigenanaloga 79 und 80 iiberfiihrt
(Schema 4.35). Die Wahl des Xanthogenats 14 ist auf eine unvollstandige
hydrogenolytischen Spaltung des Benzylesters beim sTn-Analogon zuriickzufiihren. Der
eingesetzte Methylester soll daher zeitgleich mit den vorhandenen Acetylschutzgruppen in

wissriger Natriumhydroxidlosung gespalten werden.

AcO OAc
COOMe
AcO1 '+ o o
OH 1. MeSBr, AgOTf, AcHN
H AcO OAc MS 4A, CH,Cl, MeCN AcO pcol
o COOMe -65°C,6h °
HO AcO1 o s 2. Ac,0, Pyridin, kat, DMAP, AcO
AcHN AcHN rt, 48 h AcHN
o AcO > o
o s °
oﬁ/u ) n \\ ) n
FmocHN” N~ ~CO0BU NG NG-
n=177 n=179 47%
n=378 14 n=380 71%

Schema 4.35 Herstellung der sTn-Antigenanaloga 79 und 80 auf PNA-Basis.
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Die NMR-Spektren der Glycosylierungsreaktionen zeigten eine Mehrzahl an Produkten,
welche durch HPLC (Luna, H,O/MeCN, 40% — 60° — 100%) getrennt werden konnten.
Wihrend die Tn-Analoga auf PNA-Basis Signalverbreiterungen im NMR zeigten, so
handelt es sich bei den sTn-Analoga um je zwei stabile Rotamere pro o- und B-Glycosid,
welche moglicherweise durch den raumlichen Anspruch der Kohlenhydratreste und der
Fmoc- und fert.-Butylester-Schutzgruppen zustande kommen und durch den partiellen
Doppelbindungscharakter des sekundiaren Amids stabilisiert werden (vgl. Schema 4.36).

R R R
oﬁ) O_j) kro_
—_— R —_— T,
" AN NvCOOIBu FrrocHN A~ N vCOOtBu FraocHN Ao NvCOOtBU

Schema 4.36 Gleichgewicht zwischen stabilen Rotameren aufgrund des partiellen
Doppelbindungscharakters der Amidbindung.

Gemil der Karplus-Beziehung konnten anhand der HMBC-Spektren die o- und B-
Glycoside eindeutig unterschieden werden (vgl. Abb. 4.3).
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Abb. 4.3 Vergleich der HMBC-Spektren der sTn-Analoga 79 (oben) und 80 (unten). Links: Korrelation
zwischen Sia-H3ax und Sia-C1. Rechts: Fehlender Kreuzpeak (-Glycosid)
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Die Darstellung eines T-Antigenanalogons 82 erfolgte ebenfalls nach der in Abschnitt 4.3
beschriebenen Prozedur. Hierfir wurde das deblockierte Tn-Analogon 77 mit
Benzaldehyddimethylacetal in Acetonitril unter S#urekatalyse zum 4,6-Benzyliden-
geschiitzten Tn-Analogon 81 umgesetzt. Letzteres reagierte mit Acetylbromid 3 in einer
Helferich-Reaktion mit Quecksilber(IT)cyanid als Promotor zum T-Analogon 82 (Schema
4.37).

OAc
AcO
HO l\;o e
(o]
HO pTSOH, pH 4 0 Hg(CN),, MS 4A
AcHN - Ho — - " .
(Cl

(o]

MeCN o] MeNOz CH20I2
o, 60°C,3h ° 73%
N COOtBu %
F HN/\/ ~~
‘moc EmocHN /\/N\/COOtBu
77 81
Ph
OAc o]
S
(o} (o}
AcO o]
AcO
AcHN o
oﬁ)
N
FmooHN N~ CO0MBU
82

Schema 4.37 Synthese des T-Analogons 82 in einer Helferich-Glycosylierung.

Die Darstellung des Festphasenbausteins 75a erfolge analog der Methoden, die in den
vorausgehenden Abschnitten schon fiir die Deblockierung der Carbonsaure in den Tn-,

sTn- und sT-Antigenanaloga Anwendung fanden (Schema 4.38).

AcO|
(o] o
AcO TFA, H,0 AcO
—_—
Ar,HNO an AcHN o
oﬁ) és% OY

F N/\/N\/COOIBu FmocHN/\/NVCOOH

75 75a

Schema 4.38 Darstellung des Festphasenbausteins 75a.



64 4 Allgemeiner Teil

4.6 Synthese eines nicht-immunogenen Linkers

Zur spiteren Anbindung der Peptidepitope an einen immunogenen Carrier wie z.B. BSA
oder Tetanus Toxoid wurde ein nicht-immunogener Linker 89a nach einem Protokoll von
Seitz und Keil et al. synthetisiert.** *** Dieser verhindert, dass sich beide Haptene
(Glycopeptid und Carrierprotein) gegenseitig in ihrer Konformation und in ihren
immunologischen Eigenschaften beeinflussen. Hierzu wurde Trietethylenglycol 83 mit
katalytischen Mengen Natrium in einer Oxa-Michael-Reaktion?**>*¥
butylester 84 addiert.”*” Der endstindige Alkohol 85 wurde zunzchst ins Mesylat 86
iiberfiihrt und schlieBlich mit Natriumazid in DMF zum endstindigen Azid 87 umgesetzt.

Letzteres konnte in einer heterogen katalysierten Reaktion mit Raney-Nickel unter

an Acrylsédure-zert.-

Wasserstoffatmosphire zum entsprechenden Amin 88 reduziert werden. Die Reaktion mit
Fmoc-OSu fiihrte schlieBlich zum vollstandig geschiitzten Linker 89, der mit TFA in
einen geeigneten Festphasen-Baustein 89a iiberfiihrt wurde (Schema 4.39).

kat. Na MsCI, TEA,

abs. THF
0. abs. CH,Cl,,
HO oH # coogy ——== HO coomu T TR | Mso COOtBu
16h, 1t o
2 . 5h,0°C—>rt o
82% 3
3
83 84 85 86
NaN3, DMF,
60°C,16h
81%
Fmoc-0OSu, CH,Cl,
DIPEA, Raney-Ni, H,
FmocHN\(\/\o )/\/coouau HoN " COOtBu iPrOH N3 o COO1Bu
g T
16 h, rt 16 h,rt 3
3 81% 3 81%
89 88 87

TFA, H,0
2h,rt
67%

FmocHN COOH
f/\c")’\/
3

89a

Schema 4.39 Synthese des nicht-immunogenen Triethylenglycol-Linkers 89a.
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4.7  Synthese von (Glyco)peptiden aus der tandem repeat-
Domane des epithelialen Mucins MUC1

Um Mikroheterogenitdten in Glycosylierungsmuster und Peptidzusammensetzung
auszuschlieen und die Wirksamkeit potenzieller Antigene zu untersuchen, missen
Gylcopeptide des humanen Mucins MUC1 an fester Phase dargestellt werden. Neben der
bereits genannten Homogenitat spielen auch die rasche Verfligbarkeit und gezielte
Modifikationsmdoglichkeiten eine entscheidende Rolle. Die nachfolgenden Abschnitte
beschreiben die Peptidsynthesen allgemein und stellen dabei vergleichend zwei
Peptidsynthesizer einander gegenuber.

4.7.1 Allgemeines zur Peptidsynthese

Samtliche Peptid- und Glycopeptidsynthesen wurden an fester Phase durchgefihrt. Die
Synthesen erfolgten automatisch fir Peptide ohne synthetisierte Festphasenbausteine und
halbautomatisch mit verénderten Kupplungsbedingungen fiir Peptide, die zuvor
dargestellte Bausteine enthielten. Zur Synthese konnten ein ABI 433A-Synthesizer der Fa.
Applied Biosystems, Foster City, oder ein Libertyl-Peptidsynthesizer der Fa CEM,
Matthews, herangezogen werden. Die wesentlichen Unterschiede der beiden Geréte
werden nachfolgend aufgefiihrt:

1. ABI433A:
e Reaktionen bei Raumtemperatur.
e Zyklus fur eine Aminosdure ca. 1 h (Kupplungszeit etwa 20-30 min).
e Programmierter Ablauf kann wahrend der Synthese nicht verandert werden.
e Aminosdauren missen einzeln eingewogen und richtig positioniert werden
(10 Agivalente/Kupplungsschritt)
e Geeignet fur alle Harze.

2. CEM Libertyl:

e Reaktionen bei erhohter Temperatur durch Mikrowellenstrahlung
(Standard) oder Raumtemperatur.

e ZykKlus fur eine Aminosdure ca. 30 min (Kupplungszeit 5-10 min).

e Programmierter Ablauf kann jederzeit fur jede Aminoséure einzeln
geéndert werden (freie Parameterwahl).

e Aminosduren werden einmalig eingewogen und in geloster Form in der
richtigen Dosierung in den Reaktor gepumpt (5 Aquivalente/Kupplungs-
schritt)

e Harze mit Trityl-Linker konnen zu niedrigen Ausbeuten fihren;
Chlortrityl-Linker kdnnen gar nicht eingesetzt werden.
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Die Peptidsynthesen erfolgten nach der Fmoc-Strategie ausgehend von einem iiber einen
geeigneten Linker mit der Startaminoséure funktionalisierten Harz.**! Als Harze dienten
fiir die Synthesen am ABJ 4334 die mit Fmoc-Pro beladenen und iiber einen siurelabilen
Trityl-Linker ?*2*"1 an die feste Phase gebunden TentaGel-Harze der Fa. Rapp Polymere,
Freiburg. Die Synthesen in der Libertyl erfolgten ausgehend von einem mit Fmoc-Ala

[248]

vorbeladenen und iiber einen ebenfalls siurelabilen Wang-Linker™™ an die feste Phase

gebunden Harz der Fa. NovaBiochem, Darmstadt. Der Wechsel von der Aminosédure

Prolin auf Alanin erfolgte als Konsequenz auf den Wechsel des Linkers, um eine mogliche
[249]

Diketopiperazinbildung
(vgl. Schema 4.40).

unter den gegebenen Kupplungsbedingungen zu vermeiden

Harz mit TritylLinker und Harz mit Wang-Linker und
Fmoc-Pro Fmoc-Ala

HO

Hz@_/%o/\@\ Wang-Harz

Ala-Pro-Wang-Harz
Diketopiperazin

Schema 4.40 Schematische Darstellung der Harze mit Tritvl- und Wang-Linker.
Mechanismus der Diketopiperazinbildung.

Alle Harze wurden mit niedriger Beladung gewihlt, um eine Aggregation der wachsenden
polaren Peptide zu vermeiden. Hier zeigt sich ein weiterer positiver Aspekt bei der
Verwendung der Libertyl und der Mikrowellenstrahlung, die dazu fiithit dass sich die
wachsenden Peptidstrange mit ihren Amidbindungen als Dipolen linear entlang der
elektromagnetischen Welle ausrichten (vgl. Abb. 4.4.)*%
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V- 4 7
L7 62
b [ 4
/ uW-Strahlung —l‘/
) 4
L /7
/
!
Harz Harz

Abb. 4.4 Schematische Darstellung des Einflusses der Mikrowellen-
strahlung auf die Riickfaltung von Peptidstingen an der festen Phase.

Fiir die Synthese polyfunktioneller Peptide ist eine Blockierung der funktionellen Gruppen
erforderlich. Dabei wird zwischen der basenlabilen, temporiren 9H-Fluoren-9-yl-

[251-252] und den

methoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe fiir die Blockade des N-Terminus
permanenten, saurelabilen Schutzgruppen fiir die Blockade der funktionellen Seitenketten
unterschieden. So werden Threonin und Serin als ferr.-Butylether, Aspartart als zert.-
Butylester, Histidin mit der Trityl-Gruppe und Arginin mit der Pme- (2,2,5,7.8-
)[253'254] oder Pbf- (2,2.4,6,7-Pentamethyldihydro-

benzofuran-5-sulfonyl-)"**! Gruppe geschiitzt (Abb. 4.5). Fiir eine kurze Zusammen-

Pentamethylchroman-6-sulfonyl-

fassung iiber die Entwicklung der Arylsulfonamide als Schutzgruppe in der Peptidchemie
empfiehlt sich der 2009 von Isidro et al.?*® versffentlichte Artikel.

Q 0\\ O\\
S S

HNs HN” S
O ﬁ' o 1&‘{ ‘o

Th

FmocHN COOH FmocHN COOH

Fmoc-His(Trt)}-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH Pmc-Schutzgruppe
Abb. 4.5 Die Tritvl-, Pbf- und Pmc-Schutzgruppe.

Die Kupplung der Aminosiurebausteine erfolgt in automatisierten, iterativen Zyklen.
Dabei kann jeder Zyklus in drei Schritte unterteilt werden: Zunichst wird die terminale
Aminofunktion durch Behandlung des Harzes mit einer 20%-1gen Losung von Piperidin in
N-Methyl-piperidon oder N,N-Dimethylformamid deblockiert. Alternativ kénnen bei der

251, 257-259 250, 260
[251. 1 [250. 2601 erwendet

Synthese von Glycopeptiden auch Morpholin oder Piperazin
werden. Letzteres spielt besonders in der Kombination mit HOBt bei der Deblockierung
von Asparaginsiure in Synthesen mit Mikrowelleneinsatz eine grofe Rolle.*®!! Zur
Reaktionskontrolle kann die UV-Absorption des bei der Reaktion entstehenden

Dibenzofulven-Piperidin-Addukts gemessen werden. Der Vergleich der gemessenen
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Werte erlaubt Riickschliisse iiber die Qualitdt der durchgefiihrten Kupplungen, jedoch
keine Quantifizierung (Schema 4.41).

(Dol n () ®
e ) ,
O .\HrO DMF oder NMP ?U O

L1 L2

Y

—_—

L3 L4 LS
Schema 4.41 Mechanismus der Fmoc-Deblockierung mit Piperidin als Base.

Der erfolgreichen Deblockierung schliefit sich die Kupplung des niachsten Aminoséaure-
bausteins an. Je nach Gerdt und Schwierigkeitsgrad der Kupplung kann dieser Schritt
einige wenige Minuten in der Libertyl oder auch iiber acht Stunden fiir die Kupplung von
Glycosylaminosauren im 4B/ 4334 in Anspruch nehmen. Im Standardprotokoll werden
zwischen fiinf und zehn Aquivalenten (bezogen auf das Harz) der zu kuppelnden
Aminosdure eigesetzt. Als Kupplungsreagenzien etablierte sich eine Kombination aus
HBTUR**?%] HOBt***! und Hiinigs-Base fiir die Standardkupplungsschritte. Es finden
aber auch andere Kupplungsreagenzien der Benzotriazolfamilie oder Reagenzien mit
ghnlichen Strukturmerkmalen Verwendung (vgl Abb. 4.6).12%]
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Abb. 4.6 Gingige Kupplungsreagenzien in der Peptidsynthese.
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Fiir weniger reaktive Aminosduren oder deren Derivaten bietet sich die Kombination
HATU/HOAt?%2%! an die aufgrund des Pyridinstickstoffs und der damit verbundenen
Wasserstoffbriickenbindung zu einer erhohten Reaktivitiat im Vergleich zu HBTU fiihrt.
Zhang et al. untersuchten in diesem Zusammenhang die Racemisierungstendenzen und die
B-Elimierung verschiedener Serin- und Threoninglycokonjugate in Abhéangigkeit
unterschiedlicher Kupplungsreagenzien.?*27%
Thr(aAc3GalNAc)-OH konnten Zhang et al. allerdings sowohl die B-Elimierung sowie die
Racemisierung nur Spuren entsprechender Nebenprodukte feststellen. Der Mechanismus
zur Kniipfung der Peptidbindung ist in Schema 4.42 an HATU stellvertretetnd fiir die

gesamte Benzotriazolfamilie gezeigt.

Fir das hier synthetisierte Fmoc-
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Schema 4.42 Mechanismus der HATU-Aktivierung.

Im Anschluss an jeden Kupplungsschritt kénnen nicht umgesetzte Aminofunktionen mit
einer Mischung aus Essigsdureanhydrid, Hiinigs-Base und katalytischen Mengen HOBt
acetyliert werden, um die Bildung komplexer und schwer zu trennender Produktgemische
zu verhindern. Ist ein Kupplungsschritt erschwert, z.B. durch den sterischen Anspruch der
letzten Aminosédure auf dem Harz oder durch eine schlechte Reaktivitit der zu kuppelnden
Aminosaure, so kann der Kupplungsschritt ohne zwischenzeitige Acetylierung wiederholt
werden. Diese Doppelkupplung wird 1.d.R. unter den gleichen Bedingungen wie eine
einfache Kupplung durchgefiihrt. Die abschlieBende Spaltung der Peptide vom Trégerharz
erfolgt 1m Fall der in dieser Arbeit synthetisierten MUCI1-Teilsequenzen bzw. deren
Derivate unter simultanem Verlust der permanenten Seitenkettenschutzgruppen in einer
Mischung aus TFA, TIPS und Wasser. Haufig werden auch andere Kationenscavenger als
TIPSP™ wie z.B. EDT, DTE, p-Kresolmz] oder dhnliches, verwendet,””*! die im Falle
des hier etablierten Systems jedoch keine Anwendung finden. AbschlieBend werden die
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Rohpeptide in Diethylether’® ausgefallt und schlieBlich durch préaparative RP-HPLC
gereinigt.

4.7.2 Synthese der PDTRPAP-Sequenz

Als Referenz fiir spatere vergleichende Strukturuntersuchungen wurde die immun-
dominante Doméne PDTRPAP des epithelialen Mucins MUC1 synthetisiert (vgl. Schema
4.43). Hierzu wurde ein mit der Startaminosédure Fmoc-Pro (Ansatzgréfe 0.1 mmol)
vorbeladenes Trityl-TentaGel S-Harz eingesetzt. Der Einsatz des saurelabilen Trityl-
Ankers erlaubt die simultane Abspaltung des Peptids von der festen Phase sowie aller
Seitenkettenschutzgruppen, wodurch zuséatzliche Deblockierungsreaktionen vermieden
werden. Dariiber hinaus unterdriickt der Trityl-Linker durch seine sterisch anspruchsvolle
Struktur die in Schema 4.40 gezeigte Diketopiperazinbildung. Die Synthese erfolgte nach
dem beschriebenen Standardprotokoll fiir den ABI 433A. Im Anschluss an die Kupplung
der letzten Aminoséure, Fmoc-Pro-OH, wurde das Harz in einen Merrifield-Glasreaktoar
uberfuhrt und in einer Mischung aus Trifluoressigsdaure und den Kationenfangern
Triisopropylsilan und Wasser geschiittelt. Das vom Harz gespaltene Peptid wurde
lyophilisiert und anschliefend durch praparative RP-HPLC gereinigt. Das Peptid 90
konnte dabei in einer Ausbeute von 80% erhalten werden (vgl. Schema 4.43).
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oy 5& °
O % O Rapp TentaGel S

Emoc-AS-OH: A: Fmoc-Abspaltung
20% Piperidin in NMP
1. Fmoc-Ala-OH B: AS-Kupplung:
2. Fmoc-Pro-OH Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
3. Fmoc-Arg(Pbf)-OH C: Capping
4, Fmoc-Thr(OtBu)-OH kat, HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

5. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
6. Fmoc-Pro-OH

1.A
2. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)

Ausbeute nach RP-HPLC: 80%
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Schema 4.43 Synthese der PDTRPAP-Sequenz am ABI 433A4.

4.7.3 Synthese der PD(hT)RPAP-Sequenz

Um mogliche Strukturunterschiede durch den Einfluss von p-Aminosduren zu
untersuchen, wurde in die in Abschnitt 4.7.2 gezeigte Sequenz an der 3-Position variiert
und es wurde B>-homo-Threonin statt Threonin verwendet. Die Synthese verlief in weiten
Teilen analog zu der oben beschriebenen Prozedur. Die p-Aminosdure wurde
halbautomatisch gekuppelt. Nach der Deblockierung des an das Harz gekuppelten
Arginins, wurden 2.0 Aquivalente der Aminosidure Fmoc-hThr(O7Bu)-OH 31a mit
2.1 Aquivalenten der Kupplungsreagenzien HATU und HOAt in NMP gelost. Als Base
dienten 5.0 Aquivalente N-Methylmorpholin (Aquivalente bezogen auf das Harz). Die
Reaktionsmischung wurde manuell in in den Reaktor iiberfiihrt. Die reine Kupplungszeit
betrug fiir das Fmoc-hThr(O7Bu)-OH 31a acht Stunden. Die weiteren Syntheseschritte,
sowie die Abspaltung vom Harz und die Reinigung erfolgten nach den oben geannten
Methoden, wodurch das Hybridpeptid 91 in 69% Ausbeute erhalten werden konnte (vgl.
Schema 4.44).
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Emoc-AS-OH:

A: Fmoc-Abspaltung
1. Fmoc-Ala-OH 20% Piperidin in NMP
2. Fmoc-Pro-OH B: AS-Kupplung: _
3. Fmoc-Arg(Pbf)-OH FmoqAS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
C: Capping
kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

4. Fmoc-hThr(OtBu)-OH 31a A

D: AS-Kupplung:
31a, HATU, HOAt, NMM in NMP
Cc

5. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
6. Fmoc-Pro-OH

Ow>»

1.A
2. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)

Ausbeute nach HPLC: 69%

@¢@iﬂ¢i

COOH

91

Schema 4.44 Synthese der PD(hT)RPAP-Sequenz am ABI 433A4.

4.7.4 Synthese der tandem repat unit des MUC1 mit B3—hom0—Ga]NAc—
Threonin® und einem N-terminalen Triethylenglycolspacer

Die Synthese eines ersten o/B-Hybridpeptids mit B*-homo-Tn 19¢ erfolgte in einem
ABI 4334 der Fa. Applied Biosystems. Die Darstellung erfolgte gemiB des Fastmoc
0.1 mmol Standardprogramms. Es wurden 1.5 Aquivalente des B*-homo-Threoninbaustein
31a eingesetzt. Als Kupplungreagenzien wurde das im Vergleich zu HBTU/HOBt
reaktivere HATU/HOA(t-Paar mit je 1.65 Aquivalenten eingesetzt. Als Base dienten 5.0
Aquivalente NMM. Zustizlich wurde die Kupplungszeit auf acht Stunden erhoht. Die
Aminosduren 1-5 sowie der Trietehylenglycolspacer wurden gemidl des
Standardprotokolls gekuppelt. Die Spaltung vom Harz erfolgte mit TFA, TIPS, H,O in
einem Merrifield-Glasreaktor. Nach RP-HPLC-Reinigung erhielt man das Peptid 92,
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welches mit 1%-iger Natriummethanolatlosung in Methanol in einer modifizierten

Zemplén-Veresterung deblockiert wurde.

Emeute RP-HPLC-Reinigung ergab nach

Lyophilisation 44 mg (0.02 mmol, 20%) eines farblosen amorphen Feststoffs 93.

G
o

Emoc-AS-OH:

1.Fmoc-Ala-OH
2. Fmoc-Thr(OtBu)-OH
3. Fmoc-Ser(OtBu)-OH
4. FmocGly-OH
5. Fmoc=Pro-OH
6. Fmoc-Ala-OH
7. Fmoc=Pro-OH
8. Fmoc-Arg(Pbf)-OH
9. FmocThr(OtBu)-OH
10. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
11. Fmoc=Pro=-OH
12. Fmoc-Ala-OH
13. Fmoc=Ser(OtBu)~OH \

14, Fmoc=hThr(aAc;GalNAc)<OH 19¢

15. Fmoc-Val-OH

16. Fmoc-Gly-OH

17. Fmoc-His(Trt)-OH

18. Fmoc-Ala-OH

19. Fmoc-Pro-OH

20. FmocNH=TEG-OH 89a

OAc

o]
AcO

AcHN

_)k

O g O TentaGel S

A: Fmoc-Abspaltung 20% Piperidin in NMP
B: Kupplung:
Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
C: Capping:
kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP
A

D: Kupplung
19¢, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
C

. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)
. préap. RP=HPLC

O,
@it
HoN-TEG-PAHGV-HN SAPDTRPAPGSTAP-OH

92

OH

o]
HO

AcHN

1% NaOMe in MeOH
Ausbeute nach HPLC: 20%

o,
@t
H,N-TEG-PAHGV-HN SAPDTRPAPGSTAP-OH

93

Schema 4.45 Synthese des Glycopeptids 93 mit Triethylenglycolspacer und -
homo-Tn-Antigenanalogon an Position 6.
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4.7.5 Synthese der vollstindigen tandem repeat unit des MUC1

Die Synthese der tandem repeat unit des Mucins MUC]1 erfolgt in der Libertyl i
Kombination mit der Mikrowelle Discovery (beide Fa. CEM). Hierzu wurde ein variiertes

Protokoll der Fa. CEM mit den nachfolgendenen Leistungs- und Temperaturparametern

verwendet:

Verwendete Aminosiure Dauer [min] Leistung [W] Temp. [°C]
Fmoc-Ala-OH 8 23 80
Fmoc-Gly-OH 8 23 80
Fmoc-Pro-OH 8 23 80
Fmoc-Val-OH 8 23 80

Fmoc-Thr(OtBu)-OH 8 23 80
Fmoc-Asp(O7/Bu)-OH 8 23 80
Fmoc-Ser(O7/Bu)-OH 8 23 80
Fmoc-His(Trt)-OH 6 23 55
30 23 80

Fmoc-Arg(Pbf)-OH 5 23 80
Deprotection 3 30 80
Final Deprotection 3 26 80

Tab. 4 Kupplungsbedingungen fiir die Synthese der MUC1 20mer.

Die Abspaltung des fertigen Peptids 94 von der festen Phase erfolgte erneut mit einer
Mischung von Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und Wasser im Verhéltnis 10:1:1,
wobel erste Versuche das Abspaltprotokoll an die Reaktionbedingungen der Trityl-Harze
anzupassen auf méiBigen Erfolg stieB. Erst die Spaltung zundchst i reiner
Trifluoressigsdure fiir drei Stunden und die anschlieBende Zugabe der Kationenfinger
Triisopropylsilan und Wasser fiihrten zu vergleichbaren Ausbeuten. Das Rohpeptid wurde
aus Diethylether ausgefillt und schlieBlich durch RP-HPLC gereinigt. Die Ausbeute
betrug 51%.
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Emoc-AS-OH:

4.7.6 Synthese der tandem repeat unit des MUC1 mit Substitution der
Ala’, Ala®, Ala'’ und Ala" gegen B*-homo-Alanin

OCINOODWN =

. Fmoc-Thr(OtBu)-OH
. Fmoc-Ser(OtBu)-OH
. FmocGly-OH

. Fmoc-Pro-OH

Fmoc-Ala-OH

. Fmoc-Pro-OH

. Fmoc-Arg(Pbf)-OH

. FmocThr(OtBu)-OH
. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
. Fmoc-Pro-OH

. Fmoc-Ala-OH

. Fmoc-Ser(OtBu)-OH
. Fmoc-Thr(OtBu)-OH
. Fmoc-Vval-OH

. Fmoc-Gly-OH

. Fmoc-His(Trt)}-OH

. Fmoc-Ala-OH

. Fmoc-Pro-OH

. Fmoc-Pro-OH

PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA

Schema 4.46 Synthese des tandem repeat unit des humanen MUCI.

94

A: Fmoc-Abspaltung

20% Piperidin in NMP

B: AS-Kupplung:

Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF

1.A

2. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)
3. Ausfallen und Zentrifugation
Ausbeute nach HPLC: 51%

Eine Modellverbindung, um den Einfluss mehrerer B*-Aminoséuren auf die metabolische

Stabilitit zu untersuchen, sollte das Hybridpeptid 95 darstellen, bei dem die Aminoséduren

Ala%, Ala®, Ala' und Ala'® gegen B’-homo-Alanin ersetzt wurden. Dies fithrte zu einem

Hybridpeptid mit etwa gleichgroBen Subdoménen. Die Synthese erfolgte am 4ABJ 4334

mit auf 8 h verldngerten Kupplungszeiten fiir Fmoc-hAla-OH 96, wodurch eine Ausbeute

von 36% nach RP-HPLC-Reinigung erreicht werden konnte.
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e

Fmoc-AS-OH:
1.Fmoc-hAla-OH 96 A: Fmoc-Abspaltung 20% Piperidin in NMP
2. Fmoc-Thr(OtBu)-OH B: Kupplung: '
3, Fmoc=Ser(OtBu)-OH FmooTAS-OH. HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
4. FmocGly-OH C: Capping: .
5. Fmoc-Pro-OH Y kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP
6. Fmoc=hAla-OH 96 A
7. Fmoc-Pro-OH
D: Kupplung
8. Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fm .
oc=hAla-OH, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
9. FmocThr(OtBu)=OH c
10. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
11, Fmoc-Pro-OH A
O
Cc

12, Fmoc=hAla-OH 96

13. Fmoc-Ser(OtBu)-OH g

14. Fmoc-Thr(OtBu)-OH c

15, Fmoc=VakOH

16. Fmoc-Gly-OH A

17. Fmoc-His(Trt)-OH @ B
C

Y

18. Fmoc-hAla-OH 96 A

19. Fmoc-Pro-OH D
C
A
B
Cc
A

1. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)
Ausbeute nach HPLC: 36%

Y
H-P HGVTS PDTRP PGST- P-OH

95

Schema 4.47 Synthese des MUC1-Hybridpeptids 95.

4.7.7 Synthese der fandem repeat unit des MUC1 mit Substitution der
Ala’, Ala’ und Ala" gegen aAA-Alanin

Um den Einfluss der aAA-Aminosiuren auf die metabolische Stabilitéit der tandem repeat
unit zu untersuchen, wurde das Hybridpeptid 97 synthetisiert. Die Synthese erfolgte an der
Libertyl mit verlangerten Kupplungszeiten fir cAA-Alanin 71a. Hierbei wurde analog
des o/pB-Hybridpeptids 95 die Aminosdure Alanin in den Positionen 3, 9 und 13 gegen
oAA-Alanin substituiert. Die Ausbeute fiir das Peptid 97 betrug nach RP-HPLC 73%.
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Emoc-AS-OH:

1. Fmoc=Thr(OtBu)-OH A: Fmoc-Abspaltung

2. Fmoo-SerEOtBug-‘(;H 20% Piperidin in DMF

3. Fmoc=Gly=OH B: AS-Kupplung:

4. Fmoc-Pro-OH Fmoc-AS=OH, HBTU, HOB, DIPEA in DMF

5. Fmoc-aAA-Ala-OH 71a

6.Fmoc-Pro-OH A

7.Fmoc=Arg(Pbf)}-OH C: Fmoc-aAA-Ala-Kupplung:

8. Fmoc-Thr(OtBu)-OH 71a, HATU, HOAt, NMM in DMF
9. Fmoc-Asp(OtBu)-OH @ A

10. Fmoc-Pro-OH 1 B

11. Fmoc-aAA-Ala-OH 71a
12. Fmoc-Ser(OtBu)-OH
13. Fmoc-Thr(OtBu)-OH
14. Fmoc=VakOH

15. Fmoc-Gly-OH

16. Fmoc=His(Trt)=OH

17. Fmoc-aAA-Ala-OH 71a
18. Fmoc-Pro-OH
19. Fmoc-Pro-OH

N

()

A: Fmoc-Abspaltung
20% Piperidin in NMP
C: Fmoc-aAA-Ala-Kupplung:
71a, HATU, HOAt, NMM in DMF
A
B

A: Fmoc=Abspaltung
20% Piperidin in NMP
C: Fmoc-aAA-Ala-Kupplung:
71a, HATU, HOAt, NMM in DMF
A
B
A

1. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)
2.Ausféllen und Zentrifugation
Ausbeute nach HPLC: 73%

0 OY o OY o
H-PP—N" N\)J\Hews—u/\/ N\)J\PDTRP—H/\/ N\)I\GPSTA-OH

97

Schema 4.48 Synthese des Peptidmimetikums mit Alanin-Analogon 71a.

4.7.8 Versuch der Synthese der fandem repat unit des MUC1 mit o AA-
Tn-Antigenanalogon auf Position 7

Um die Eignung der neuartigen Glycosylaminoséiurederivate hinsichtlich der SPPS zu
untersuchen, wurde analog des o/B-Hybridpeptids 92 versucht, ein a AA-Hybridpeptid zu
synthetisieren. Dieses sollte ein aAA-Tn-Derivat 75a in Position 6 beinhalten. Aufgrund
eines technischen Defekts bei der finalen UV-Messung, wurde gefolgert, dass der Einbau
von Pro’ nicht stattfand, worauf entschieden wurde, die Kupplung erneut durchzufiihren.
Letzteres fiihrte zu einem Doppeleinbau des N-terminalen Prolins, so dass eine fehlerhafte,
aber MUCI-dhnliche Sequenz PPPAHGV(aAATn)SAPDTRPAPGSTA entstand. Die
Kupplungszeit fiir das Derivat a AA-Tn wurde auf 2 h erhoht, wodurch fiir das Peptid 98

eimne Ausbeute von 64% nach RP-HPLC erreicht werden konnte.
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1. Fmoc=Thr(OtBu)}=OH
2. Fmoc-Ser(OtBu)-OH
3. FmocGly-OH
4, Fmoc=Pro-OH
5. Fmoc-Ala-OH
6. Fmoc-Pro-OH
7. Fmoc=Arg(Pbf)=OH
8. FmocThr(OtBu)}-OH
9. Fmoc-Asp(OtBu)-OH
10. Fmoc=Pro-OH
11. Fmoc-Ala-OH
12. Fmoc-Ser(OtBu)-OH

13. Fmoc-aAA-Tn-OH 75a

14. Fmoc-ValOH
15. Fmoc-Gly-OH
16. Fmoc=His(Trt)-OH
17. Fmoc-Ala-OH
18. Fmoc-Pro-OH
19. Fmoc-Pro-OH
20. Fmoc-Pro-OH

@

A: Fmoc=Abspaltung
20% Piperidin in DMF
B: AS-Kupplung:
Fmoc=-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF

: Fmoc-0AA-Tn-Kupplung:
75a, HATU, HOAt, NMM in DMF

o> o>

A

1. TFA, TIPS, H,0 (10:1:1)
2, Ausfallen und Zentrifugation

Ausbeute nach HPLC: 64%

OAc
AcO

(o]
AcO

AcHN
o

oﬁ/‘
o
N
H-PPPAHGV—u/\/ \)J\SAPDTRPAPGSTA-OH

98

Schema 4.49 Synthese des Glypeptidmimetikums 98 mit Tn-
Antigenanalogon 75a.
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4.8 Stabilititstests und Strukturuntersuchungen

4.8.1 NMR-spektroskopische Untersuchungen der immundominanten
Domiéne PDTRPAP

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit beschiftigte sich mit den strukturellen
Ahnlichkeiten oder den Unterschieden von B-Aminoséiuren in der fandem repeat unit des
Mucis MUC1. Um den Einfluss in emnem iibersichtlichen Molekiilabschnitt zu
untersuchen, wurde die immundominate Doméne PDTRPAP als a-Peptid und als o/f-
Hybridpeptid synthetisiert, wie es in den Abschnitten 4.7.2 und 4.7.3 beschrieben wurde.
Die Heptapeptide 90 und 91 wurden NMR-spektroskopisch untersucht, um aus den
NOESY-Spektren raumliche Strukturen abzuleiten. Die nachfolgende Abb. 4.7 zeigt die
aus den NOESY-Spektren ermittelten Konnektivitaten. Vergleicht man diese, so ist vor
allem auffillig, dass nun auch Kopplungen zwischen den N-terminalen Aminosauren
Prolin und Asparaginsidure sowie den C-terminalen Aminosduren Prolin und Alanin
ausgebildet werden. Dies ldsst sich verstehen, wenn man annimmt, dass die zusitzliche
Methylengruppe, die Freiheitsgrade im Peptidriickgrat erhoht. Es besteht die Moglichkeit,
dass der Embau des B-Threonins in der immundominanten Domine zu einer verstirkten
Ausbildung des furn-Motivs fithrt. Dieser Effekt kann bei langeren und glycosylierten
Peptiden aufgrund des starker werdenden Einflusses des Kohlenhydratrests verloren

gehen.

PDTRPAP

PD(hT)RPAP

Abb. 4.7 Aus den NOESY-Spektren ermittelte
Konnektivitéiten
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4.8.2 Enzymatischer Abbau der Modellpeptide 94, 95 und 97

Um den Nutzen und die Anwendungsmoglichkeiten von MUC1-Mimetika mit B°-
Aminosduren oder cAAP-Bausteinen zu untersuchen, wurden einige der in Abschnitt 4.7

beschriebenen Modellpeptide einem enzymatischen Abbau unterworfen.

4.8.2.1 Abbauversuche des Glycopeptids 93 in humanem Blutserum*®

In einem ersten Versuch sollte Peptid 93 in humanem Serum verdaut werden, um eine
qualitative Aussage iiber die Wirkung B*-homo-Tn-Threoninkonjugats an Position 6
treffen zu konnen. Der Versuch blieb allerdings ohne Erfolg. Weder die natiirliche
Struktur noch das modifizierte Peptid zeigten einen Verdau per LC-MS.

RT:000-003 "
100 | 7.50E7
TC MS
95 FK181-
Sel
% 2140 260810
85
80 . 6 o
75 H-TEG-PAHGVhTn’SAPDTRPAPGSTAP-OH
Serum-Signale
70
65 1151
60
55
50
5 1139
40
35 it 2230
1864
30 1897
25
2
1911
15
10 1788
308 1294 1332 4465 ,,i{i\?\ﬂ,..gfykls‘g"' 2936
P08 0w [\ 300 570 770 001 1018 %) WM e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30
Time (min)

Abb. 4.8: Das modifizierte Peptid 93 mit f-homo-Tn°als Referenz zum Zeitpunkt t = 0.

Eme deutlich langere Inkubationszeit konnte den enzymatischen Abbau nicht positiv
beeinflussen (vgl. Abb. 4.8 und Abb. 4.9). An dieser Stelle ldsst sich vermuten, dass die
hohe Stabilitit durch den TEG-Linker hervorgerufen wird. Polyethylenglycol-Linker sind
in der Literaturt’** 2! als Methode bekannt, die Stabilitit und Halbwertszeit biologisch

aktiver Peptide zu erhohen. Allerdings werden in diesem Zusammenhang hiufig deutlich

¢ Fiir die Durchfilhrung der Abbauversuche in humanem Blutserum méchte ich Dr. Felix Nissen (zum
damaligen Zeitpunkt Postdoc an der medizinischen Fakultit der Universitidt Heidelberg) danken.
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hohere polymere Einheiten wie z.B. PEGyqg eingesetzt. Moglicherweise spielt in diesem
Zusammenhang gar nicht die absolute Linge des PEG-Linkers, sondern vielmehr der
prozentuale Anteil im Vergleich zur Peptidliange eine Rolle. Bisher wurden noch keine
Studien zum Einfluss eines Polyethylenglycol-Linkers auf die metabolische Stabilitit
eines MUCI1-Vakzin-Konjugats beschrieben. Als Referenz fiir die hier genannte
Verbindung diente das von Anton Kaiser synthetisierte H-TEG-MUC1(Tn)°’-OH.

RT:0.00-30.03

100 154 . TEG-PAHGVhTn°SAPDTRPAPGSTAP-OH N es
95 TIC MS
FK181-
Serum-24h-
90. 250810
85
80 208 1136 2
75
70 Serum-Signale
65
60
55 1885
50
45
40
35
20 2232
25 2580
20

o e At e AL

15 1944
10 1179
314 1340 1830 a1
5 > 108 1378 1503 A 2608 2565 2982
0.

R R W I s P N A A N A A L L X
Time (min)

Abb. 4.9: Das modifizierte Peptid 93 mit ﬁi -homo-Tn®nach t = 24 h.

4.8.2.2 Verdauungsversuche mit dem Modellsystem Proteinase K

Ein schlechter Zugang zu humanem Serum und der damit verbundene Aufwand sowie ein
moglicher Verschleil von HPLC-Séulen durch Serumbestandteile lieBen fiir diese Arbeit
die Frage nach einem Modellsystem aufkommen, insbesondere, um Verbindungen ohne

Triethylenglycol-Spacer zu untersuchen. Das Modellsystem sollte zwe1 Kriterien erfiillen:

1. Das Enzym muss leicht von der Probe zu trennen sein, um die Ubersichtlichkeit
der Probe zu wahren und ein Verstopfen der HPLC-Saulen zu vermeiden.

2. Es miissen geniigend Schnittstellen im 20mer vorhanden sein, wobei eine hohe
Anzahl an potenziellen Schnittstellen dabei die Wahrscheinlichkeit eines
enzymatischen Abbaus erhoht.
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270 wird unter

Benutzt man das im Internet frei verfiigbare Programm PeptideCutter,
anderem fiir die tandem repeat unit des Mucins MUC1 das unspezifische Enzym
Proteinase K vorgeschlagen. Letzteres ist kommerziell auf fester Phase (Eupergit® C,
Sigma Aldrich, Art.-Nr. 82452) erhaltlich, was eine Reinigung der analytischen Proben
durch Abfiltrieren oder Dekantieren ermdglicht. Die Reaktionen wurden in Anlehnung an
Hook et al. ™" durchgefiihrt. Dabei wurde als Inkubationsmedium ein 50 mM Tris-HCI-
Puffer (pH = 7.8) mit 5 mM CaCl, verwendet. Die Inkubation erfolgte dabei fiir definierte
Zeitabschnitte, wihrend die Inkubationstemperatur 37 °C betrug. Der Abbruch der
Inkubationszeiten erfolgte durch Zugabe von 100nL 20%iger Essigsdure. Alle Proben
wurden mittels HPLC vermessen und der Restgehalt an Peptid in Losung wurde bestimmt.
Als Nachweis, dass sich der Gehalt an Peptid proportional zu Peakflidche verhilt, wurden
fiir die drei Peptide 94, 95 und 97 Kalibrationsgeraden aufgenommen, die sicherstellen
sollten, dass die Absorption in linearem Zusammenhang zur Peptidmenge in Losung steht.
In Abb. 4.10 sind die Kalibrationsgeraden dargestellt, die im Wesentlichen auch einen

linearen Zusammenhang widerspiegeln.

Kalibrationsgeraden fiir die Peptide 94, 95 und 97

mg (Peptid) / mL
¢ 4xbetaAla m MUC1 ® TL36

Linear (MUC1)

Linear (4 x beta Ala) Linear (TL 36)

Abb. 4.10 Die Kalibrationsgerade fiir die Peptide 94, 95 und 97.

Nachfolgend sind die ermittelten Werte an Restpeptid fiir die natiirliche Struktur des
MUC1 94, eines o/B-Hybridpeptids 95 und eines N-Aminoethyl-N-Acyl-glycin-
Hybridpeptids 97 vergleichend dargestellt. Keines der hier gezeigten Peptide trigt N-
terminal einen Triethylenglycol-Spacer. Wihrend die natiirliche MUCI1-Sequenz 94
mnerhalb von zehn Minuten vollstindig abgebaut wird, zeigen sowohl das o/B-
Hybridpeptid 95 als auch das Hybridpeptid 97 vergleichbare Stabilititen innerhalb der
ersten zehn Minuten. Die Ergebnisse konnen nicht absolut gesehen werden, geben aber

einen qualitativen Eindruck iiber eine potenzielle Steigerung der enzymatischen Stabilitit.
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Letztlich zeigen die modifizierten MUCI1-Sequenzen eine um ca. Faktor 2-5 hohere
Stabilitit gegeniiber Proteinase K im Vergleich zum natiirlichen 20mer (vgl. Abb. 4.11).

Gehalt an Restpeptid in Lésung nach Inkubation mit Proteinase K

auf Eupergit® C bei 37 °C
120
100
S
0 g0
Z
3 mMUCI
£ 60
- mMUCI1 Kontrolle
§ BMUC1_4x beta Ala
& 40
z mTL36
[~
20
0
0 1 2 5 7 10
Zeit [min]

Abb. 4.11: Grafische Darstellung des Restgehalts an Peptid in Losung nach Inkubation mit Proteinase K auf
Eupergit® C und 37 °C.

In Abb. 4.12 sind vergleichend die HPLC-Spuren von MUC1 94 (griin) und dem AA-

Peptidanalogon 97 (violett) dargestellt. In den Teilen 1 und 2 ist zu erkennen, dass das

Peptid 94 innerhalb der ersten 10 min verdaut wird und nur ein geringer Restanteil

zuriickbleibt. Gleichzeitig werden zwei neue Peaks in 2 gebildet (rot und blau), die in 1

noch nicht vorhanden sind. Peptid 97 zeigt im gleichen Zeitraum keine Peakneubildung.
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Abb. 4.12 HPLC-Vergleich von MUC1 94 nach t = 0 min (1) und t = 10 min (2). Vergleich von 97 nacht =
0 min und t = 10 min (3+4).
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5 Experimenteller Teil

5.1 Gerite und Materialien

5.1.1 Kernresonanzspektroskopie

Die Kernresonanzspektren wurden ber Raumtemperatur an den Spektrometern AMX 600,
WH 400, AC 300 und ARX 200 der Firma Varian, Palo Alto, aufgenommen. Die
chemischen Verschiebungen der Signale wurden in Einheiten der J-Skala (ppm)
angegeben und beziehen sich bei den 'H- und C-Spektren auf 6 (TMS) = 0. Zur
Kalibrierung der 'H-Spektren wurden die Resonanzsignale der Restprotonen des
deuterierten Losungsmittels als internen Standard [0 (CDCls) = 7.26] genutzt. Die
Kalibrierung der '*C-Spektren erfolgte iiber das *C-Signal des Losungsmittels [6 (CDCls)
= 77.16]. Signalmultiplizititen sind folgendermallen abgekiirzt: breites Singulett = bs,
Singulett = s, pseudo Singulett = ps, Dublett = d, pseudo Dublett = pd, Dublett von
Dubletts = dd, Triplett = t, pseudo Triplett = pt, Quartett = q, Multiplett = m. Die Angabe
der Kopplungskonstante J erfolgt in Hertz (Hz). Die Strukturen wurden sinngeméifl mit
einer Abkiirzung oder in den Peptiden mit dem Einbuchstabencode bezeichnet (siehe Tab.
5). Die Nummerierung startet sowohl fiir Carbon- als auch fiir Aminosiuren fiir
Kohlenstoffe und Protonen gleichermallen mit 1 fiir die Carboxylgruppe. Bei
Unterbrechungen einer Kohlenstoffkette durch Heteroatome, wie z.B. in den aAAP-

Strukturen, werden diese ausgelassen und nur die Kohlenstoffe bzw. Protonen

nummeriert.
Grundbaustein Abkiirzung
Galactose Gal
N-Acetyl-galactosamin GalNAc
N-Acetyl-neuraminsiure Sia
Threonin Thr
B*-homo-Threonin, p*-homo-Serin hThr, hSer
Hydroxyessigsiure hAc
Bernsteinsiure BS
y-Hydroxybuttersiure YHBA
Peptidmodifikationen auf a AAP-Basis Cl1,C2...,HI, H2...
N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl Fmoc
2H-Pyran Py
Diacetongalactose 1soGal
3,4,6-Tri-O-Benzylgalctal bnGal

Tab. 5 Verwendete Abkiirzungen in der NMR-Spektroskopie



86 5 Experimenteller Teil

5.1.2 Massenspektrometrie

Zur Messung von Elektronenspray-Massenspektren (ESI) fand ein Thermo LTQFT Gerét der
Fa. Finnigen, San Jose, Verwendung. Exakte Massen werden als [Masse] angegeben.

5.1.3 Schmelzpunkte

Alle Schmelzpunkte wurden an einer Schmelzpunktapparatur Melting Point B-540 der Fa.
Bichi, Flawil, gemessen.

5.14 RP-HPLC-Systeme

RP-HPLC-Analysen wurden an einer Anlage der Fa. JASCO, Grol3-Umstadt,
durchgefuhrt, die aus einer PU-2080 Plus-Pumpe, einer tendren Gradienteneinheit LG-
2080-02, einem 3-Wege-Entgaser DG-2080-53 und einem Diodenarraydetektor MD-2010
Plus besteht. Als RP-Saule wurde eine C18-Luna (5 pum, 250 x 4.6 mm) der Fa.
Phenomenex, Torrance USA, benutzt. Es wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min

gearbeitet.

Préparative RP-HPLC-Trennungen wurden ebenfalls an Anlagen der Fa. JASCO, Grol3-
Umstadt, bestehend aus zwei Gradientenpumpen PU-2087Plus, einem UV-Detektor (UV-
2075Plus), sowie einer Phenomenex Luna (300, C18, 10 um, 250 x 20 mm) durchgefiihrt
Es wurde mit einer Flussrate von 20 mL/min gearbeitet. Als Eluenten dienten fiir beide
Systeme Gemische aus Wasser (A) und Acetonitril (B). Die Detektion der Produkte
erfolgte, wenn nicht anders angegeben bei 212 nm. Acetonitril (HPLC-grade) wurde bei
der Fa. Fisher-Scientific, Schwerte, erworben, das HPLC-Wasser wurde einer Arium®

ProUV Reinstwasseranlage der Fa. Sartorius Stedim Biotech, Goéttingen, entnommen.

5.1.5 Drehwerte

Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Polarimeter P800-P8100-T der Fa. Krdss,
Hamburg, bestimmt und auf die Natrium-D-Linie (589.5 nm) extrapoliert. Losungsmittel,
Temperatur und Konzentration, die in g/100 mL angegeben ist, sind fur die einzelnen
Verbindungen vermerkt.
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5.1.6 Dunnschicht- und Saulenchromatographie

Far die Dunnschichtchromatographie wurden Kieselgel-Aluminiumplatten-60-F254 der
Firma Merck, Darmstadt, verwendet. Die Detektion erfolgte je nach Anforderung durch
Fluoreszenzloschung bei A = 254 nm, durch Anregung der Eigenfluoreszenz bei 366 nm

und/oder durch Anfarbung mit Hilfe folgender Reagenzien beim Erhitzen:

e Ninhydrin-Reagenz (1.5g Ninhydrin, 15mL Eisessig und 500 mL
Methanol).

e Seebach-Reagenz (2.5 g Molybdatophosphorséaure, 1.0 g Cer-(1V)-sulfat-
tetrahydrat, 6 mL konzentrierteSchwefelsaure und 94 mL Wasser).

¢ Methoxyphenol-Reagenz (1:1-Mischung aus 0.2%iger ethanolischer m-
Methoxyphenol-Ldsung und 2 N ethanolischer Schwefelséure).

e lod.

Die verwendeten FlieBmittelgemische werden in den entsprechenden Kapiteln unter

Angabe der jeweiligen Volumenanteile vermerkt

Als Séaulenfullmaterial fir die Sdulenchromatographie wurde Kieselgel (KorngroRe 35 bis
70 um) der Firma Acros Organics, Geel, verwendet. Es wurde unter leichtem Uberdruck

gearbeitet.
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5.2 Synthesen zu 4.1 — Galactosebausteine

5.2.1 p-1,2,3,4,6-Penta-O-Acetyl-D-galactopyranose (2)!'"!

BAcsGal

Eine Suspension von 50.0g (0.610mol, 1.1 Aq) wasserfreiem o
AcO
Natriumacetat in 600 mL Essigsdureanhydrid wurde auf 90 °C erhitzt. Die EE io
OAc

AcO

Heizquelle wurde entfernt und es wurden 100 g (0.555 mol, 1.0 Aq.) D- AcQ

Galactose (1) in kleinen Portionen eingetragen. Die Reaktion wurde bis zum vollstindigen
Umsatz auf 90 °C erhitzt. Die Losung wurde abgekiihlt, auf 2 L Eiswasser gegeben und
iiber Nacht geriihrt. Die ausgefallene peracetylierte Galactose 2 wurde abgesaugt und
mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. Ausbeute: 148 g (379 mmol, 68%), eines

farblosen Feststoffs.

C16H2011, M = 390.34 =L, [390.1162].

R¢(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.36.

Smb.?"": 139-140 °C.

[@]%° (c = 1.00, CHCL;)*" = +22.

ESI-MS (m/z, positiv)?"™): C16H»0;;Na", [M+Na]", ber. 413.1054, gef. 413.1051.

'H-NMR (200 MHz, CDCL).*"? 5 = 5.68 (d, 1H, *Jarnicam = 8.2 Hz, Gal-H1), 5.40
(m, 1H, Gal-H4), 5.31 (dd, 1H, *Jeamvcam = 8.3 Hz, *Jeamycams = 10.4 Hz, Gal-H2),
5.06 (dd, 1H, *Joams/Garms = 3.6 Hz, *Jamsicam = 10.3 Hz, Gal-H3), 4.17 — 4.00 (m, 3H,
Gal-H5, Gal-Hé6a,b), 2.14 (s, 3H, CHs-Ac), 2.10 (s, 3H, CHs-Ac), 2.04 (s, 6H, CHz-Ac)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*’”
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522 2,3,4,6-Tetra-O-Acetyl-1-desoxy-a-D-galactosylbromid (3)"*"!

aAcsGalBr

Eine Losung von 25 mL Essigsdureanhydrid und 120 mL HBr in Eisessig e
(33%1g) wurde auf 0 °C gekiihlt und mit 50.0 g (128 mmol) peracetylierter MOE o
AcO

AcO

D-Galactose 2 versetzt. Nachdem sich die Galactose gelost hatte, wurde die
Br

Kithlung wurde entfemt und die Losung wurde zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde mit 500 mL Dichlormethan verdiinnt und auf
Eiswasser gegeben. Die organische Phase wurde dreimal mit je 200 mL. Wasser extrahiert
und abschlieBend zweimal mit je 150 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung
neutral gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Das Bromid 3 wurde roh weiter eingesetzt.

Ausbeute: 160 g (128 mmol, quant.) eines gelben Ols.

C14H1600Br, M = 411.20 % [410.0212].

Rs(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.50.
Smb.?7®: 84.1 —84.9 °C.
[a]Z° (c = 1.00, CHCl;)*"® =+ 203.

'H-NMR (300 MHz, CDCL),*™! 5 = 6.69 (d, 1H, *Jeanycam = 3.9 Hz, Gal-H1), 5.51
(m, 1H, Gal-H4), 5.39 (dd, 1H, *Joam/Gans = 3.3 Hz, *Joamscam = 10.6 Hz, Gal-H3),
5.04 (dd, 1H, *Jeamvcarm = 4.0 Hz, *Joamcams = 10.6 Hz, Gal-H2), 4.47 (t, 1H, *Joa.
H5/GaLH6ab = 6.8 Hz, Gal-H5), 4.23 — 4.04 (m, 2H, Gal-H6a,b), 2.14 (s, 3H, CHs3-Ac), 2.10
(s, 3H, CH3-Ac), 2.05 (s, 3H, CH3-Ac), 2.00 (s, 3H, CH3-Ac) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL),*™! §=170.2, 170.0, 169.8, 169.7 (C=0-Ac), 88.1 (Gal-C1),
71.0 (Gal-C5), 67.9 (Gal-C3), 67.7 (Gal-C2), 66.9 (Gal-C4), 60.8 (Gal-C6), 20.7, 20.6,
20.5, 20.5 ( CHs-Ac) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur./"!
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5.2.3 3,4,6-Tri-O-Acetyl-D-galactal (4)”*!

Ac3Gal
Es wurden 63.6 g (0.973 mol, 10 Aq.) Zinkstaub durch Riihren in verdiinnter [, o
Salzsdure aktiviert und mit destilliertem Wasser, Methanol und o o

—

Essigsdureethylester gewaschen. Das so erhaltene Zink wurde in 400 mL
Essigsdureethylester suspendiert, bevor 85mL (8.8¢g 107 mmol, 1.1 Aq.) N-
Methylimidazol zugetropft und das Gemisch zum Sieden erhitzt wurde. Zu der siedenden
Suspension wurden binnen einer Stunde 40.0 g (97.2 mmol, 1.0 Aq.) Galactosylbromid 3
in 100 mL Essigsaureethylester zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde weitere 2 h
unter Riickfluss gehalten und nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur durch Hyflo®
filtriert. Das Filtrat wurde mit 200 mL Salzsdure (1 M) und zweimal mit je 200 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestillert. Die
Reinigung erfolgte durch Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel (cHex:EtOAc = 2:1).
Ausbeute: 16.4 g (60.3 mmol, 62%) eines farblosen Feststoffs.

C1oH1607, M =272.25 == [272.0896].

Rs(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.62.

Smb.*#%:32.0-32.4 °C.

[a]Z® (c = 1.00, CHCL3) ®¥=-12.0.

ESI-MS (positive, m/z)?*4: C1;H;60/Na’, [M+Na]", ber. 295.0788, gef. 295.0791.

'H-NMR (300 MHz, CDCL3).”"! 6= 6.41 (dd, 1H, *Joaravcarms = 1.8 Hz, *Jearn1/Garm =
6.3 Hz, Gal-H1), 5.52 — 5.48 (m, 1H, Gal-H3), 5.37 (dt, 1H, *Jeams/cass =1.6 Hz, *Joa.
He/Garrs = 4.5 Hz, Gal-H4), 4.67 (ddd, 1H, *Jeamvcans = 1.5 Hz, *Jeamcams = 2.7 Hz,
3 JeamGam = 6.3 Hz, Gal-H2), 431 — 4.25 (m, 1H, Gal-H5), 4.25 — 4.12 (m, 2H, Gal-
6a,b), 2.07 (s, 3H, CHs-Ac), 2.03 (s, 3H, CHs-Ac), 1.97 (s, 3H, CHs-Ac) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls) P!, 5 = 170.6, 170.3, 170.2 (3 x C=0-Ac), 145.5 (Gal-C1),
98.9 (Gal-C2), 72.9 (Gal-C5), 64.0 (Gal-C3), 63.9 (Gal-C4), 62.0 (Gal-C6), 20.9, 20.8,
20.7 (3 x CHs-Ac) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.***!
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5.2.4 3,4,6-Tri-O-Acetyl-2-azido-2-desoxy-o/B-D-galactosylnitrat
(6)'™

o/ BAC3GalN3ON02

Es wurden 72.5 g (132 mmol, 3.0 Aq) Cer(IV)ammoniumnitrat (CAN) Ohe
und 43 g (66mmol, 1.5Aq.) Natriumazid eine Stunde lang im Aco! E o

AcO

Hochvakuum getrocknet. Acetonitril wurde mit Calcrumhydrid unter Ny YONO,
Argon absolutiert. CAN wurde in 250 mL absolutem Acetonitril unter
Argon suspendiert. Die Suspension wurde auf 0 °C gekiihlt, bevor das Natriumazid

zugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde anschliefend auf -40 - -30 °C gekiihlt
und 12.0 g (44.0 mmol, 1.0 Aq.) Galactal 4, geldst in 100 mL absolutem Acetonitril,
wurden zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde weitere 24 h bei -25 °C geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde das Gemisch mit ca. 300 mL eiskaltem Essigsaureethyl-
ester verdiinnt und mit 400 mL Eiswasser versetzt. Die organische Phase wurde dreimal
mit je 200 mL Eiswasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Produkt
wurde als Anomerengemisch (a: = 2:1) erhalten und direkt weiter umgesetzt. Ausbeute:
16.0 g (42.5 mmol, 97%), davon 13.4 g als hellbrauner Feststoff und 2.6 g als braunes Ol.

C1oH16N4O10, M = 376.28 # [378.0866].
R¢ (cHex:EtOAc =2:1)=0.55.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5).* 5= 6.34 (d, 2H, *Joamiwcam = 4.4 Hz, Gal-Hl ), 5.57
(d, 1H, *Joumipcarm = 8.5 Hz, Gal-H1B), 5.50 (d, 1H, *Joynecams = 2.6 Hz, Gal-H4a),
5.39 (d, 1H, *Joumcasms = 2.9 Hz, Gal-H4p), 5.25 (dd, 2H, *Joa ms/cam = 11.4 Hz, *Jga
ay/Garms = 3.3 Hz, Gal-H3a), 4.96 (dd, 1H, *Joams/cam = 10.7 Hz, *Ju m/came = 3.3 Hz,
Gal-H3B), 4.44 (pt, 1H, Gal-H5a), 4.20-4.02 (m, 6H, Gal-H2a, Gal-H5B, Gal-H6a(a,b),
Gal-H6B(a.b)), 3.83 (dd, 1H, *Joumcam = 10.7 Hz, *Joumicam = 9.0 Hz, Gal-H2p),
2.22,2.10,2.04 (3s, 18H, CH3-Ac (0o,B)) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*”]
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S5.2.5 3,4,6-Tri-O-Acetyl-2-azido-1,2-didesoxy-o.-D-galactosylbromid
(6)1175: 1781

aAc3GalN3;Br

Zu einer Suspension von 24.0 g (298 mmol, 7.0 Aq.) Lithiumbromid in Ohs
AcO

50 mL absolutem Acetonitirl wurde eine Losung von 7.1 g (43 mmol, o
1.0 Aq.) Azidonitrat 6a und in 70 mL absolutem Acetonitril getropft. Die .

Br

Suspension wurde 15 h geriihrt, mit 200 mL Dichlormethan verdiinnt und je
einmal mit 50 mLL Wasser und 50 mL gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im
Vakuum abdestilliert. Die Reinigung erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an
Kieselgel (cHex:EtOAc = 1:1). Ausbeute: 7.1 g (18 mmol, 42%) eines zihen gelben Ols.

C1oH16BIN;O7, M = 394.1753 % [393.0172].
R¢(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.70.

"H-NMR (300 MHz, CDCL;),""® 5= 6.47 (d, 1H, *Joum/cam = 3.7 Hz, Gal-H-1), 5.50
(m, 1H, Gal-H4), 5.34 (dd, 1H, *Joum/came = 3.3 Hz, *Joamycam = 10.7 Hz, Gal-H3),
4.48 (pt, 1H, Gal-H5), 4.20-4.07 (m, 2H, Gal-H6a,b), 3.99 (dd, 1H, *Jgam/carmt = 4.1 Hz,
3 Jatmycaus = 10.7 Hz, Gal-H2), 2.20, 2.06, 2.05 (3s, 9H, CH;-Ac) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.['’ %

5.2.6 3,4,6-Tri-O-Acetyl-2-azido-1,2-didesoxy-o-D-galactosylchlorid

(5)[162]
aAc3GalN3Cl
D-Galactal 4 (4.96 g, 18.2 mmol, 1.0 Aq.) wurde in 150 mL Acetonitril gelost Ohc
AcO
und auf -20 °C abgekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 3.94 g FeCl;-6H,O o
(14.6 mmol, 0.8 Aq.), 1.30 g NaNj (20.0 mmol, 1.1 Aq.) und 2.10 mL H,0, |*° "
Cl

(33%ig, 364 mmol, 20.0 Aq.) zugegeben und die Suspension wurde 16 h lang
gerithrt. Nach Reaktionskontrolle wurden weitere 1.97 g FeCl3-6H,O (7.29 mmol,
0.3 Aq.), 0.47 g NaNj3 (7.23 mmol, 0.4 Aq.) und 0.76 mL HO, (33%, 13 mmol, 0.4 Aq.)
zugegeben und es wurde weitere 5 d gerithrt. Nach vollstindigem Umsatz des Edukts
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde mit 50 mL
Wasser und 100 mL Ethylacetat versetzt. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige

Phase wurde zweimal mit je 75 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
(cHex:EtOAc = 2:1) gereinigt. Ausbeute: 3.62 g (10.4 mmol, 57%) eines blass gelben Ols.

C12H16CIN3O7, M =349.72 # [349.0677].
Rf (cHex:EtOAc = 1:1) = 0.81.
HR-ESI-MS (positiv, m/z):1*%? C1,H»CINLO;, [M+NH.]", ber. 367.1015, gef. 367.1016.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),[**? §=6.14 (d, 1H, *Jsa-+uca-+2=3.8 Hz, Gal-H1), 5.47 (dd,
1H, *Jcar-naica-tz = 1.4 Hz, *Jcanaca-us=3.2 Hz, Gal-H4), 5.38 — 5.30 (m, 1H, Gal-H3),
4.54 — 4.44 (m, 1H, Gal-H2), 4.19 — 4.00 (m, 3H, Gal-H6a,b, Gal-H5), 2.21 — 2.11 (m, 3H,
CHs-Ac), 2.09 — 1.97 (m, 6H, CH3-Ac) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl5),**? 5= 170.2, 169.7, 169.5 (C=0-Ac), 92.6 (Gal-C1), 69.7
(Gal-C6), 68.7 (Gal-C5), 66.7 (Gal-C3), 60.9 (Gal-C4), 58.5 (Gal-C2), 20.6, 20.5, 20.5
(CH3-Ac) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!*®?
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5.3 Synthesen zu 4.2 — Sialinsidurebausteine

5.3.1 S5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-o.,3-D-glycero-
p-galactononulopyranosat (8)!%31%¢

o/BAcsNAcNeuCOOH

Es wurden 17.5 g (56.6 mmol) N-Acetylneuraminsdure 7 in 250 mL [0 oac

Pyridin und 120 mL Essigsdureanhydrid bei 0 °C gelost und 16 h bei M::c
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde mm Vakuum AcO

entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol und anschlieBend mit
zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Ausbeute: 29.4 g (56.6 mmol, quant.)

eines hellbraunen zihfliissigen Ols. Das Produkt wurde roh umgesetzt.
C1HoNOy4, M = 519.45 ﬁ, [519.1588].
R¢ (EtOAc:CH,Cl, = 5:1) = 0.36.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*$72%¢]

5.3.2 Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-o.,B-D-
glycero-D-galactononulopyranosat (9)!"%7%

o/BAcsNAcNeuCOOBn

Zu einer Losung von 29.4 g (56.6 mmol, 1.0 Aq.) peracetylierter N- m—an
Acetylneuraminsdure 8 in 50 mL. Ethanol und 10 mIL Wasser wurden Mmﬂn
AcHN

OAc

10.1 g (31.0 mmol, 0.6 Aq.) Césiumcarbonat gegeben. Die Losung AcO

wurde nach beendeter Gasentwicklung noch weitere 30 min geriihrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 20 mL Toluol
kodestilliert. Der olige Riickstand wurde in 150 mIL. DMF aufgenommen und unter
Eiskithlung wurden 202 mL (170 mmol, 3.0 Aq.)) Benzylbromid zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mit
100 mL Ethylacetat verdiinnt und das Casiumbromid wurde abfiltriert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde durch Flash-Séulenchromatographie an
Kieselgel gereinigt (EtOAc). Ausbeute: 24.2 g (45.4 mmol, 92%) eines farblosen

amorphen Feststoffs.

CasH3sNO14, M = 609.58 = [609.2058].
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R (EtOAc) = 0.43.

'H-NMR (200 MHz, CDC13),*®! §=7.38 — 7.32 (m, 5H, Bn-H), 5.56 — 5.03 (m, 6H, Sia-
H4, Sia-H6, Sia-H7, Sia-H8, Bn-CH), 4.44 (dd, 1H, *Jsiaowsias = 2.7 Hz, *Jsia-ousiaop =
12.3 Hz, Sia-H9a), 4.19 — 4.05 (m, 2H, Sia-9b, Sia-H5), 2.54 (dd, 1H, *Jsia3aq/sias =
5.1 Hz, *Jsia 33q/sia.32x =13.4 Hz, Sia-H3iq), 2.16 — 2.04 (m, 7H, 2 CH3-Ac, Sia-H3ax), 2.01
(s, 9H, 3 CHs-Ac), 1.87 (s, 3H, CH3-AcNH) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**%

5.3.3 O-Ethyl-S-(benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl) onat)-
dithiocarbonat (11)"*1¢!

aAcsNAcNeuCOOBnXan
Eine auf 0°C gekiihlte Losung von 38.1 g (42.4mmol, 1.0 Aq.) [A]  oa coon
Benzylester 9 in 65.5 mL Acetylchlorid wurde vorsichtig mit 0.65 mL | A0\ ——,

. AcHN S
Wasser versetzt und 4 d bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Ao s)\oa

Acetylchlorid wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde fiinfmal mit je 50 mL
Toluol und dreimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprudukt wurde in
400 mI.  Ethanol aufgenommen wund mit 122¢g (76.1mmol, 1.8 Aq)
Kaliumethylxanthogenat versetzt und weitere 48 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
mit 300 mL. Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase wurde dreimal mit je
200 mL gesittigter Natriumchloridlosung ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
(cHex:EtOAc = 1:7). Ausbeute: 18.1 g (26.9 mmol, 64% (2 Stufen)) eines blassgelben

amorphen Feststoffs.
Ca9H37NO14Sy, M = 655.67 === [671.1706].
R (EtOAc) = 0.45.

'H-NMR (200 MHz, CDCl5),"" § = 7.29 — 7.23 (m, 5H, Bn-H), 6.05 (d, 1H, *Jsia Ntsia-
m3sq = 10.1 Hz, Sia-NH), 5.32 — 5.00 (m, 4H, Sia-H7, Sia-H8, Bn-CH,), 4.78 (td, 1H, *Js;a.
aassians = 4.7 Hz, *Jsiamasiass = 11.3 Hz, Sia-H4), 4.61 — 4.51 (m, 1H, Sia-H6), 4.39 —
3.92 (m, 6H, Sia-H9a,b, Sia-H5, Sia-H4, Et-CH,), 2.59 (dd, 1H, *Jsis m3aq/siasia = 5.1 Hz,
2 JsiaH3aqsiaiiax = 13.4 Hz, Sia-H34q), 2.05 — 1.75 (m, 16H, CHs-Ac, CH3-AcNH, Sia-
H3ax), 1.17, 1.11 (2 t, 3H, *Jeccmseecmp = 7.1 Hz, CHs-Et) ppm.
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Weitere analytische Daten siehe Literatur.['!]

5.3.4 Methyl-5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-0-acetyl-3,5-didesoxy-a.,3-D-
glycero-D-galactononulopyranosat (13)

o/BAcsNAcCOOMe

Zu einer Suspension von 20.0 g des Ionentauschers Dowex-ACR in [AQ oA

COOMe
500 mL. Methanol p.a. wurden 153 g (49.5 mmol) N-Acetyl- Mw
neuraminsidure 7 gegeben. Die Suspension wurde 4 h auf 60 °C MO

erwarmt, bis die Sialinsdure vollstandig gelost war. Der Ionentauscher wurde abfiltriert
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der 6lige Riickstand wurde in 250 mL
Pyridin und 120 mL. Essigsdaureanhydrid aufgenommen und 16h geriihit. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 50 mL
Toluol und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung erfolgte
durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel (EtOAc). Ausbeute 24.2 g (45.4 mmol,
92%) eines hellbraunen Ols.

C»H;3NOy, M = 533.48 %, [533.1745].
R¢ (EtOAc) = 0.53 (a-Anomer) bzw.0.45 (B-Anomer).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**!

5.3.5 O-Ethyl-S-(methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-o,-d-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl) onat)-
dithiocarbonat (14)"%"%

aAcsNAcNeuCOOMeXan

Ein gekiihltes Gemisch aus 72 mL Acetylchlorid und 0.73 mL Wasser [A0  oa
COOMe
wurde zu 24.2 g (45.4 mmol) Sialinsdureester 13 gegeben und die M
AcHN

S

Reaktionslosung wurde 4 d lang geriihrt. Das Losungsmittel wurde im a0 A
Vakuum entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 50 mL
Toluol und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Produkt wurde roh

umgesetzt.

R (EtOAc) = 0.45.
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Das Chlorid 10a wurde in 150 mL Ethanol gel6st und die Lésung anschliefend mit 12.3 g
(76.8 mmol, 1.7 Ag.) Kaliumxanthogenat versetzt. Die LOsung wurde 18h bei
Raumtemperatur geruhrt, mit 200 mL Dichlormethan verdinnt und dreimal mit je 150 mL
geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Produkt durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt. (cHex:EtOAc = 1:4
— EtOAC). Ausbeute: 16.3 g (28.1 mmol, 62%) eines blassgelben amorphen Feststoffs.

CagHa7NO1sS,, M = 595.64 -, [595.1393].

'H-NMR (200 MHz, CDCl5),!" § =5.91 (d, 1H, *Jsianmssians = 9.7 Hz, Sia-NH), 5.88,

5.29 — 5.17 (m, 2H, Sia-H7, Sia-H8), 4.86 — 3.91 (m,7H, Sia-H9a,b, Sia-H6, Sia-H5, Sia-
H4, Et-CHy), 3.72 (s, 3H, O-CHa), 2.55 (dd, 1H, *Jsianasqsiatia = 4.8 HZ, “Jsia nasq/sia- Haax =
13.0 Hz, Sia-H34q), 2.06, 2.05 (2 s, 6H, CHs-Ac, CH3-AcNH ), 2.01 — 1.91 (m, 7H, CHs-
Ac, Sia-H3ax), 1.81 (s, 3H, CHs-Ac ), 1.29, 1.18 (2 t, 3H, *Je.chzerchz = 7.1 Hz, CH3-Et)

ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!?°”
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5.4  Synthesen zu 4.3 — R*-homo-Threonin-Glycokonjugate

5.4.1 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin(16)™*"

Fmoc-Thr-OH

Zu einer Losung aus 20.0 g (168 mmol, 1.0 Aqg.) L-Threonin 15 und 14.1g Ho,,
(168 mmol, 1.0 Ag.) Natriumhydrogencarbonat in 800 mL eines Gemisches FmOCHNJfCOOH
aus Aceton und Wasser (v/v. = 1/1) wurden portionsweise 56.6 ¢

(168 mmol, 1.0Aq)  N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-succinimidyl-carbonat
eingetragen, und das Gemisch wurde 24 h geruhrt. Man séuerte mit konz. Salzsdure auf
pH 2 an und destillierte das Aceton im Vakuum ab. Das Produkt wurde durch dreimaliges
Waschen mit je 200 mL Dichlormethan extrahiert und die organische Phase wurde
zweimal mit je 200 mL verdiinnter Salzséure (1 M) und 200 mL Wasser gewaschen. Nach
Trocknung der organischen Phase mit Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel im
Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit absolutem Toluol und zweimal
mit Dichlormethan kodestilliert. Ausbeute: 57.4 g (168 mmol, quant.) eines blassgelben
amorphen Feststoffs. Das Produkt wurde roh umgesetzt.

CigH19NOs, M = 341.36 —-, [341.1263].
[a]3° (c = 1.00, CHCI,)"**? = -7.94.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),! 5= 7.72 (d, 2H, *Jemoc-ammocHs = Jrmoc-Hs/Fmoc-He =
7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.58-7.55 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.34 (d, 2H, *Jemoc.
Ha/Fmoc-Ha = “JEmoc-Ha/Fmoo-H2 = “JFmoc-He/Fmoc-Hs = JFmoc-He/Fmoc-H7 = 7.4 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-
H6), 7.28 — 7.24 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 6.05 (d, 1H, *Jrhnrmhe-Hz = 9.2 Hz, Thr-
NH), 5.84 (bs, 2H, OH, COOH), 4.45-4,43 (m, 2H, Thr-H2, Thr-H3), 4.36 (d, 2H, 3Jmoc.
CH2/Fmoc-H9 = 7.7 Hz, Fmoc-CHy), 4.17 (t, 1H, 3 JFmoc-Ho/Fmoc-cHz = 7.0 Hz, Fmoc-H9), 1.23
(d, 3H, *Ithr-chamhenz = 6.2 Hz, Thr-H4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[29%2%!
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5.4.2 N-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl-L-threonin-tert.-butylester
(17) [158, 163-164]

Fmoc-Thr-OtBu

Es wurden 21.8 g (105 mmol, 1.2 Ag.) Dicyclohexylcarbodiimid, 7.82 g WO,
(105 mmol, 1.2 Aq) tert.-Butanol und 0.87g (8.8 mmol, 0.1Aq.) FmocHN/Ecoomu
wasserfreies Kupfer(l)chlorid unter Argon und Lichtausschluss 4 d

gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 30 mL frisch destilliertem
absolutem Dichlormethan verdunnt. Binnen einer Stunde wurden 30.0 g (88.0 mmol,
1.0 Ag.) Fmoc-Thr-OH 16, geldst in 60 mL absolutem Dichlormethan, hinzugetropft.
Anschlielend wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwdrmt und eine
weitere Stunde geruhrt (Reaktionskontrolle!). Der entstandene Harnstoff wurde abfiltriert
und der Filterkuchen wurde mehrmals mit eiskaltem Dichlormethan gewaschen. Das
Filtrat wurde mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen, bis die wassrige
Phase nicht mehr blau geféarbt war. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert. Die Reinigung erfolgte
durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel (cHex:EtOAc = 3:1 — 2:1). Ausbeute:
22.6 g (57.0 mmol, 65%) eines blass gelben amorphen Feststoffs.

CusH27NO3, M = 397.46 ﬁ [397.1889]

Smb.: 79.8 — 81.8 °C.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),[2%2%1 5= 7.77 (d, 2H, Jemoc-tarrmoc-ts = “Jrmoc-Hs/Fmoc-Hs =
7.7 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.62 (d, 2H, *Jemec-tiFmoc-Hz = Jemoc-Heemoch7 = 7.4 Hz,
Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.40 (t, 2H, *Jrmoc-Harrmoc-Hz2 = Jrmoc-HaFmoc-Ha = “JFmoc-He/FmocHs =
3 Jemoc-Helemoc-H? = 7.4 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.29 (t, 2H, *Jrmoc-Hz/emocts = “Jrmoc-
H/Fmoc-H1 = JFmoc-H7/Fmoc-Hs = Jrmoc-H7/Fmoc-He = 7.4 Hz, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 5.58 (d, 1H,
3 I thenrimhenz = 8.9 Hz, Thr-NH), 4.41 (d, 2H, *Jrmoc-Horrmoc-chz = 7.0 Hz, Fmoc-H9), 4.24
(t, 1H, *Jrmoc-cHo/Emocho = 7.0 Hz, Fmoc-CH,a), 4.16-4.04 (m, 3H, Fmoc-CH,b, Thr-H2,
Thr-H3, 2.05 (s, 1H, OH), 1.49 (s, 9H, tBu-CHs), 1.25 (d, 3H, *Jth-pamnens = 7.0 Hz, Thr-
H4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[2%42%!
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5.4.3 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-0O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-
azido-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert.-butylester
a 8)[158]

Fmoc-Thr(aAc;GalN;3)-OrBu

Threonin-zert.-butylester 17, Azidobromid® 6 und Silbercarbonat oY

wurden drei Stunden im Hochvakuum getrocknet. Gepulvertes " o
Molsieb 4 A wurde im Hochvakuum drei Stunden lang ausgeheizt e Ns

und Silberperchlorat wurde fiinfmal mit absolutem Toluol OI
kodestilliert. Pt CooBu

Es wurden 19.4 g Molsieb (gepulvert, 4 A) in 60 mL absolutem Toluol unter Argon
aufgeschlammt und mit einer Losung von 7.41 g (18.7 mmol, 1.1 Aq.) Threonin-fert.-
butylester 17, geldst in 75 mL absolutem Dichlormethan, versetzt. Nachdem eine Stunde
unter Argon geriihit wurde, wurden nacheinander bei 0 °C Silbercarbonat und
Silberperchlorat, letzteres in 15 mL absolutem Toluol gelost, 1m Argongegenstrom
zugegeben. Es wurde weitere 30 min unter Lichtausschluss bei 0 °C geriihrt, bevor 7.00 g
(17.8 mmol, 1.0 Aq.) Azidobromid’ 6, gelsst in 150 mL eines Losungsmittelgemisches aus
absolutem Dichlormethan und Toluol (v/v = 1:1), bei 0 °C langsam zugetropft wurden. Die
Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 24 Stunden
lang unter Lichtausschluss geriihit (Reaktionskontrolle). Die erhaltene Suspension wurde
mit 200 mL Dichlormethan verdiinnt und durch Hyflo® filtriert. Das Filtrat wurde
zweimal mit je 100 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat- bzw. gesittigter
Natriumchlorid-l6sung gewaschen. Die organsiche Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte
durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,CL:EtOAc = 10:1), wobei1 geringe
Mengen des entstandenen B-Anomeren abgetrennt wurden. Ausbeute: 8.45 g (11.9 mmol,

67%) eines blassgelben amorphen Feststoffs.
C3sHaN4O1p, M = 710.73 = [710.2799].
R¢ (CH,Cly:EtOAc = 10:1) = 0.7.

'H-NMR (300 MHz, CDCL:),"*® 5= 7.77 (d, 2H, *Jemoc-H4/Fmoct3 = Jemocuisms = 7.4 Hz,
Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.63 (d, 2H, *JemocHi/Fmoct2 = Jemocngmy = 7.4 Hz, Fmoc-Hl1,
Fmoc-HS), 7.40 (t, 2H, *Jrmoc H3/Fmoc H2 = Jrmoc-H3/FmocHe = JFmoc.H6/Fmoc H5 = /Fmoc H6/Fmoc-
g7 = 7.4 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.36-7.29 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 5.66 (d, 1H,
3 e NE/Thes = 9.6 Hz, Thr-NH), 5.47 (m, 1H, GalNAc-H4), 5.34 (dd, 1H, *Jganz-m3/Gans-

f Diese Reaktion wurde ebenfalls mit Azidochlorid 5 durchgefiihrt. Die Ausbeuten und Selektivititen
bezogen auf die Bildung von Fmoc-Thr(aAc;GalN;)-O7Bu waren vergleichbar.
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ms = 3.3 Hz, *Joansmcannn = 11.0 Hz, GalNAc-H3), 5.11 (d, 1H, *JanNacHI/GaN3-12 =
3.7Hz, GalNAc-H1), 4.46 — 428 (m, 6H, Fmoc-H9, Thr-H2, Thr-H3, GalNAc-HS5,
GalNAc-H6a,b), 4.10 (d, 2H, Jemoc-HoFmocciz = 6.4 HzHz, Fmoc-CH,), 3.64 (dd, 1H,
3 JGaNAc-HYGaNAcH! = 3.3 HZ, *Joamnacavcanacm = 11.0 Hz, GalN3-H2), 2.15, 2.05, 2.04
(3 s, 9H, CH3-AcNH, CHs-Ac), 1.47 (s, 9H, CHs-/Bu), 1.36 (d, 3H, Jinr.mammess = 6.6 Hz,
Thr-H4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[!>% 1621

5.4.4 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert.-butyl-
ester (19)[190, 294, 296]

Fmoc-Thr(aAc3;GalNAc)-O7Bu

Es wurden 1.61 g (23.6 mmol, 9.9 Aq.) Zinkstaub durch Waschen mit P
einer wiassrigen Kupfer(ID)sulfatlosung (5%ig) aktiviert. Der 1 E o
AcHN

aktivierte Zinstaub wurde darauthin mit destilliertem Wasser, heo
Essigsdureethylester und Diethylether gewaschen. In 96 mL eines /(
Losungsmittelgemischs  (v/v/v = 3:2:1) aus Tetrahydrofuran, Fmoc 200

Essigsdureanhydrid und Essigsdure wurden 1.70g (2.39 mmol, 1.0 Aq) Fmoc-
Thr(aAc3;GalN3)-O7Bu 18 gelost. Die Losung wurde mit dem aktivierten Zink versetzt
und 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Verdiinnen der Suspension mit
100 mL Tetrahydrofuran wurde durch Hyflo® filtriert und das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Der olige Riickstand wurde fiinfimal mit Toluol und dreimal mit
Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde in 100 mL Dichlormethan
aufgenommen und dreimal mit je 20 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat- sowie
zweimal mit je 20 mL geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Die Reinigung erfolgte durch Flsh-Saulenchromatographie an Kieselgel
(cHex:EtOAc = 2:1 — 1:1). Ausbeute: 1.81 g (2.49 mmol, 98%) eines farblosen amorphen
Feststoffs.

C37HN>013, M = 726.77 ==, [726.3000].
R¢(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.18.

Smb.: 184.4 — 185.5 °C.
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'H-NMR (300 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl5),* 5= 7.78 (d, 2H, *Jrmoc-H4/Fmoc 13
= Jemocnsms = 7.7 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.64 (d, 2H, *Jemocim = JemocHSHT =
7.4 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-HS), 7.41 (pt, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.33 (pt, 2H, Fmoc-H2,
Fmoc-H7), 6.03 (d, 1H, JiyeNmwmhers = 9.6 Hz, Thr-NH), 5.56 (d, 1H, *Jacxw Gamact =
9.2 Hz, AcNH), 5.39 (bs, 1H, GalNAc-H4), 5.09 (dd, 1H, *JeanNacu3Ganacts = 2.8 Hz,
3 JGaNacH3/GaNacH2 = 11.2 Hz, GalNAc-H3), 4.89 (d, 1H, *JoanacHyGaNac = 3.3 Hz,
GalNAc-H1), 4.65-4.59 (m, 1H, GalNAc-H2), 4.46 (pt, 2H, Fmoc-CH,), 4.29-4.08 (m,
6H, Thr-H2, Thr-H3, GalNAc-H6a,b, Fmoc-H9, GalNAc-HS5), 2.17 (s, 3H, CH3-AcNH),
2.04, 2.00 (2 s, 3H, 6H, 3 CHs-Ac), 1.46 (s, 9H, CHs-/Bu), 1.32 (d, 3H, *Jrnem3/mhers =
6.3 Hz, Thr-H4) ppm.

BC.NMR (75 MHz, HSQC, HMBC, CDCl;),® §=170.9, 170.6, 170.3, 170.0 (CHs-
AcNH, 2 C=0-Ac, Thr-C1, 1 C=0-Ac-Signal fehlt durch Uberlagerung), 156.5 (C=0,
Urethan), 143.7 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.3 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 127.8 (Fmoc-C3,
Fmoc-C6), 127.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 125.1 Fmoc-C1, 125.0 (Fmoc-C1, Fmoc-C8),
120.0 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 99.9 (GalNAc-C1), 83.3 (C%/Bu), 77.2 (Thr-C3), 68.7
(GalNAc-C3), 67.4 (GalNAc-C4, GalNAc-C5), 67.3 (Fmoc-CH2), 62.1 (GalNAc-C6),
58.9 (Thi-C2), 47.4 (GalNAc-C2), 47.1 (Fmoc-C9), 28.1 (CHs-7Bu), 23.2 (CH3-AcNH),
20.8,20.7, 20.6 (3 x CH3-Ac), 18.6 (Thr-C4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.["*%2%7]

5.4.5 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-threonin (19a)!"% >

Fmoc-Thr(aAc;GalNAc)-OH

In emer Mischung aus 2 mL Anisol und 2 mLL TFA wurden 0.50 g S
(0.69 mmol) Fmoc-Thr(aAc3;GalNAc)-OrBu 19 sechs Stunden bei Molsé 0
AcHN

Raumtemperatur gerithit. Man verdiinnte mit 5 mL Toluol und

destillierte das Losungsmittelgemisch im Vakuum ab. Der Riickstand
wurde fiinfmal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan kodestilliert.
Rohausbeute: 0.45 g (0.67 mmol, 98%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

C33H3gN,043, M = 670.66 % [670.2374].
Smb.: 124.9-126.3 °C.

ESI-MS (positiv, m/z):P®! C33HigN,O;3Na®, [M+Na], ber. 693.23, gef. 693.27,
Ci3H3sN,013K, [M+K]", ber. 709.20, gef. 709.22.
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Weitere analytische Daten siehe Literatur.**”

5.4.6 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert.-
butylester (20)"*

Fmoc-Thr(aGalNAc)-O7Bu

Eine Losung aus 1.80 g (2.48 mmol) Fmoc-Thr(aAc;GalNAc)-O7Bu 19 on
HO
mm 10 mL abs. Methanol wurde unter Argonatmosphire so lange mit é;o
AcHN

HO
einer frisch hergestellten Natriummethanolatlosung (1%ig in Methanol)

versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht war. Der pH-Wert wurde jede FrmoeHN® OBy

Stunde  kontrolliert —und ggf. durch  Zugabe  weiterer
Natriummethanolatlésung reguliert. Nach 7 h wurde die Reaktionslésung durch Zusatz
von konzentrierter Essigsaure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und das Produkt wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(EtOAc:MeOH = 10:1). Ausbeute 1.18 g (1.96 mmol, 79%) eines farblosen amorphen
Feststoffs.

C31H4oN»010, M = 600.66 ﬁ [600.2683].
R¢ (EtOAc:MeOH = 10:1) = 0.23.
ESI-MS (positiv, m/z): C31HyoN,OoNa™, [M+Na]+, ber. 623.26, gef. 623.27.

'H-NMR (300 MHz, CDCL),!*® 6 = 7.73 (d, 2H, *Jemoc-H4/Fmoc-i3 = ~Jrmoc-HS Fmoc-HE =
3.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.59 (d, 2H, *JemocHi/Fmoct2 = ~JrmocH7Fmoc.Hs = 3.5 Hz,
Fmoc-H1, Fmoc-H8, 7.35 — 7.23 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7), 5.90
(m, 1H, Thr-NH), 5.30 (dd, 1H *Jganac.z3/Gamvacss = 3.0 HZ, *Joamac-m3/Gamaca = 10.2 Hz,
GalNAc-H3), 4.80 (d, 1H, *JeanacH1/Ganac2 =3.2 Hz, GalNAc-H1), 4.3 — 4.36 (m, 1H,
Thr-H3), 4.30 — 4.27 (m, 2H, GalNAc-Hé6a,b), 4.22 — 4.17 (m, 3H, GaINAc-H5-Fmoc-H9,
Thr-H2), 4.04 — 3.95 (m, 2H, Fmoc-CHy), 3.79 (m, 1H, GalNAc-H2), 202. (s, 3H, CHs-
AcNH), 1.42 (bs, 9H, CH3-/Bu), 1.23 (d, 3H, *Jrues3/mess = 6.3 Hz, Thr-H4) ppm.
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5.4.7 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-0O-
benzyliden-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert.-
butyl-ester (23)1'%>**!

Fmoc-Thr(a-4,6-Bnz-GalNAc)-O/Bu

Es wurden 2.71 g (4.51 mmol, 1.0 Aq.) deblockiertes Tn-Antigen 20 in
75 mL Acetonitril gelost und mit 1.36 mL (9.06 mmol, 2.0 Aq.) @
o

Benzaldehyddimethylacetal und  einer  Spatelspitze  para- o
Toluolsulfonsiure versetzt (pH ~ 3.5). Die Losung wurde 3 h auf | wodo=e

50 °C erwarmt (DC-Kontrolle), mit DIPEA neutralisiert und das ACHN°I
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte EraochN®_COOBu

durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel (cHex:EtOAc = 1:4). Ausbeute: 2.42 g

(3.51 mmol, 78%) eines farblosen amorphen Feststoffs.
C3gHuN>010, M = 688.75 === [688.2996].
Rf (cHex: EtOAc =1:4)=0.41.

'H-NMR (300 MHz, CDCL),”%® 6 = 7.77 (d, 2H, *Jemoc-H4/Fmoc 3 = ~Jrmoc Hs/Fmoc-HE =
7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.62 (d, *JemocHi/Fmoct? = JemocHsFmocr7 = = 7.2 Hz,
Fmoc-H1, Fmoc-HS8 ), 7.56 — 7.48 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.46 — 7.27 (m, 7H,
Fmoc-H2, Fmoc-H7, Bnz-H), 6.52 (d, 1H, 3JGa]NAc_N'H_/Ga]_NAc_H2 = 8.4 Hz, GalNAc-NH),
5.62 (d, 1H, *Jrpenwmaes = 9.4 Hz, Thr-NH), 5.55 (s, 1H, Bnz-CH), 4.95 (d, 1H, *Jcamac-
HU/GaNAcH2 = 3.0 Hz, GalNAc-H1), 4.61 — 4.36 (m, 3H, GalNAc-H2, GalNAc-Hé6a.b), 4.31
—4.16 (m, 5H, Thr-H2, Fmoc-H9, Fmoc-CHya GalNAc-H5, Thr-H3), 4.05 (d, 1H, *Jemoc.
CH2a/Fmoe-cH2b = 11.9 Hz, Fmoc-CH,b), 3.92 — 3.79 (m, 1H, GalNAc-H3), 3.73 — 3.61 (m,
1H, GalNAc-H4), 3.40 (bs, 1H, OH), 2.09 (s, 3H, CH3-AcNH), 1.46 (s, 9H, CH;3-/Bu),
1.29 (d, 3H, *Jrirs4/Gaacs = 5.5 Hz, Thr-H4) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL;),?%®! 5 = 172.5, 170.8 (C=0-AcNH, Thr-C1), 156.6 (C=0,
Urethan), 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 137.6 (Bzn-C?%),
129.2, 128.3 (Bzn-C), 127.9, 127.9 (Fmoc-C3, Fmoc-C6), 127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C7),
126.5 (Bzn-C), 125.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.2, 120.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 101.3
(Bnz-CH), 100.6 (GalNAc-C1), 83.5 (C%Bu), 77.4 (Thr-C3), 75.6 (GalNAc-C5), 69.8
(GalNAc-C3), 69.3 (Fmoc-CHy), 67.3 (GalNAc-C6), 63.8 (GalNAc-C4), 59.1 (Thr-C2),
50.5 (GalNAc-C2), 47.3 (Fmoc-C9), 28.2 (CH3-/Bu), 23.2 (CH3-AcNH), 21.1, 19.1 (Thr-
C4) ppm.



5.4 Synthesen zu 4.3 — $3-homo-Threonin-Glycokonjugate 105

5.4.8 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-0O-
benzyliden-2-desoxy-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-fert.-butylester
24) [300]

Fmoc-Thr(BAcsGal(1—3)a4,6BznGalNAc)-OrBu

In einer Suspension aus 50 mL Dichlormethan/Nitromethan
(v/v = 3:1) und 2.55g Molsieb (4A) wurden 3.80¢g (P
OAc L]

(5.51 mmol, 1.0 Aq.) Fmoc-Thr(a-4,6-Bnz-GalNAc)-O/Bu 23 | aco )

und 4.71 g (11.5mmol, 2.1 Aq.) aAcsGalBr 3 gelost und |ao Qo2

30 min geriihrt, bevor die Suspension mit 1.92 g (7.60 mmol, . MHN°’;(
1.4Aq.) Quecksilber(Il)cyanid versetzt wurde. Die FmochN” _coorBu

Reaktionsmischung wurde 2.5 h geriihrt und nochmals mit 1.92 g (7.60 mmol, 1.4 Aq.)
Quecksilber(Il)cyanid versetzt. Die Suspension wurde weitere 16 h geriihrt, bevor durch
Hyflo® filtriert wurde. Das Filtrat wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt und dreimal
mit je 15 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
(cHex:EtOAc = 1:1) gereinigt. Ausbeute: 3.81 g (3.74 mmol, 68%) eines farblos

amorphen Feststoffs.

Cs52HgN»O19, M =1019.05 ﬁ, [1018.3947].
R¢(cHex:EtOAc=1:1)=0.31.

NMR und ESI-MS lieferten keine Ergebnisse.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*!
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5.4.9 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-
3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl]-o-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-tert.-butylester (24a)™"*”!

Fmoc-Thr(BAcsGal(1—3)aGalNAc)-OrBu

Eine Losung von 1.10 g (1.08 mmol) Fmoc- | ao?*  woi"
Thr(BAc,Gal(1—3)a4,6BznGalNAc)-OrBu 24 in 40 mL 80%- [aoXmc\ oo

iger Essigsdure wurde solange auf 60 °C erwarmt, bis das Edukt e ACHN°I
vollstandig umgesetzt war (DC-Kontrolle). Das Losungsmittel FmocHN” ~COOtBu

wurde 1m Vakuum entfernt und das Produkt wurde durch Flash-Saulenchromatographie an
Kieselgel gereinigt (cHex:EtOAc = 1:5). Ausbeute: 664 mg (0.713 mmol, 66%) eines
blass gelben Ols.

CasHssN>O19, M = 930.94 == [930.3634].
R¢(cHex:EtOAc = 1:5) = 0.10.
ESI-MS (positiv, m/z): C4sHsoN>O1o', [M+H]", ber. 931.3707, gef. 931.3702.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!'5”)

5.4.10 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-dideoxy-o-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-o-D-galactopyranosyl)-
L-threonin-tert.-butylester (21)"**

Fmoc-Thr(aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aGalNAc)-OrBu

(o]

Methylsulfenylbromidlésung 1.6 M in 1,2-Dichlorethan: Es [*_
wurden 410 pL (8.00 mmol) Brom zu eimner Losung aus M

709 uL (8.00 mmol) Dimethylsulfid in 10 mL abs. 1,2-

AcO

HO

Dichlorethan getropft und 18 h unter Argonatmosphére und AN
Lichtausschluss geriihrt. NG,
FmocHN/(cootBu

Es wurden 700mg (1.16 mmol, 1.0Aq.) Fmoc-
Thr(aGalNAc)-O/Bu 20 und 2.62 g (3.94 mmol, 3.3Aq.) des Sialinsduredonors 11 in
30 mL einer Mischung aus absolutem Acetonitril und Dichlormethan (v/v = 2:1) tiber 2 g
Molsieb (4 A) vorgelegt und 1 h geriihrt, bevor 1.00 g (3.89mmol, 3.3 Aq.) trockenes
Silbertriflat zugegeben wurden. Die Losung wurde auf -65 °C gekiihlt und es wurden
245 mL der auf 0°C gekiihlten Methylsulfenylbromidlosung zugetropft. Nach 6 h
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Reaktionszeit wurde die Mischung mit 0.8 mL (4.8 mmol, 4.1 Aq.) DIPEA neutralisiert.
Die Reaktionsmischung wurde mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt und durch Hyflo®
filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde durch
Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (EtOAc:EtOH = 20:1). Ausbeute
913 mg (0.794 mmol, 68%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

Cs7Hn N3O, M = 1150.18 ==, [1149.4529].
R¢ (EtOAc:EtOH = 20:1) = 0.25.

ESI-MS (positiv, m/z): Cs7H71N302Na", [M+Na]", ber. 1172.44, gef. 1172.42.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[!>%: 1661

5.4.11 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,-di-O-
acetyl-2-desoxy-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-o.-D-
galactopyranosyl)-L-threonin-zert.-butylester (22)!"%"

Fmoc-Thr(aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAc,GalNAc)-OrBu

Zur Acetylierung wurden 913 mg (0.794 mmol, 1.0 Aq.) in [0 on

COOBn
20 mL Pyidin und 10 mL Essigséureanhydrid gel6st und mit Mo
10 mg DMAP (82 umol, 0.1 Aq.) versetzt. Die Losung A0

wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die Losung A0 o

mit Toluol verdinnt und das Losungsmittel im Vakuum o AchN]

entfernt wurde. Der Riickstand wurde mehrmals mit Toluol /(
FmocHN COOtBu

kodestilliert. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch
Flash-Saulenchromatograpahie an Kieselgel (EtOAc: EtOH = 20:1). Ausbeute: 830 mg
(0.67 mmol, 85%), eines farblosen amorphen Feststoffs.

CeHrsN3O24, M = 123423 =2 [1233.4741].

R¢ (EtOAc: EtOH =20:1) = 0.55.

HR-ESI-MS (positiv, m/z)P?%: CeH76N3004", [M+H]" | ber. 1234.4813, gef. 1234.4811.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl3),?* § = 7.79 — 7.74 (m, 2H, Fmoc-
H4, Fmoc-HS), 7.68 — 7.48 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-HS8), 7.46 — 7.28 (m, 9H, Fmoc-H2,
Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7, 5 Bn-H), 5.96 (d, 1H, 3JGalNAcAN'H/GaINAc-H2 = 9.9 Hz,
GalNAc-NH), 5.62 (d, 1H, *Jmpenwmese = 9.3 Hz, Thi-NH), 5.39 — 5.07 (m, 5H, Sia-H7,
Sia-H8, Bn-CHja, GalNAc-H4, Bn-CH,b), 4.97 (dd, 1H, *Jeanacmscanacss = 3.2 Hz,
3 JGaNAcHYGaNAci2 = 11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.84 (d, 1H, *JoanacH1/Gamac = 3.7 Hz,
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GalNAc-H1), 4.82 — 4.76 (m, 1H, Sia-H4) 4.55 (td, 1H, *Jcanac-Hzicanachs = 3.6 Hz,
3 JGaiNAc-H2/GalNAc-Ha = 10.5 Hz, GalNAc-H2), 4.46 (d, 2H, *Jemoc-chzirmoc-te = 6.9 Hz, Fmoc-
CHy), 4.35 — 4.15 (m, 4H, Fmoc-H9, Sia-H9, Thr-H2, Thr-H3), 4.09 — 4.00 (m, 3H, Sia-
9b, Sia-H5, Sia-H6) 3.97 — 3.91 (m, 1H, GalNAc-H5), 3.80 (dd, 1H, *Jcanac-Heacainac-Hs =
7.4 Hz 2Jcainac-Hebicainac-Hea = 10.4 Hz, GalNAc-H6a), 3.12 (dd, 1H, 2Jcanac-Heb/caiNac-HS =
4.3 Hz, 2JcanacrebicanacHsa =10.4 Hz, GalNAc-H6b), 2.55 (dd, 1H, *Jsianzsqsiars =
4.6 Hz, 2sia naagsia-tzax = 12.7 Hz, Sia-H34g), 2.12 (s, 3H, CHa-Ac), 2.09 (s, 6H, 2 CHs-
Ac), 2.01 — 2.00 (m, 7H, 2 CHs-Ac, Sia-H3ax), 1.99 (s, 6H, 2 x CHs-Ac), 1.86 (s, 3H,
CHa-AcNH), 1.44 (s, 9H, CHs-tBu), 1.29 (d, 3H, *Jthr-narmhr-s = 6.3 Hz, Thr-H4) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCl,),%? s = 171.3, 171.0, 170.9, 170.7, 170.5,
170.4, 170.3, 170.2, 169.8 (C=0-Ac, C=0-AcNH, Thr-C1) , 167.5 (Sia-C1), 156.7 (C=0,
Urethan), 144.0, 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 134.8 (Bn-
CY), 129.2, 129.0, 128.8, 127.9, 127.3, 127.2 (5 x Bn-C, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C2,
Fmoc-C7), 125.2 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.2, 120.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 100.2
(GalNAc-C1), 98.7 (Sia-C2), 83.2 (C-tBu), 77.4 (Thr-C3), 72.7 (Sia-C6), 69.0 (GalNAc-
C3, Sia-C4), 68.6 (GalNAc-C5), 68.2 (Sia-C7), 68.0 (Bn-CHy), 67.7 (GalNAc-C4), 67.4
(Fmoc-CH,), 67.2 (Sia-C8), 64.0 (GalNAc-C6), 62.5 (Sia-C9), 59.3 (Thr-C2), 49.3 (Sia-
Cb), 47.4 (GalNAc-C2), 47.3 (Fmoc-C9), 37.8 (Sia-C3), 28.2 (CH3-tBu), 23.4, 23.3, 21.2,
21.1, 21.0, 20.8, 20.8 (CH3-Ac, CH3-AcNH, ein CHs-AcSignal fehlt durch Uberlagerung),
18.7 (Thr-C4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur. [158:166.302-303]
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5.4.12 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,-di-O-
acetyl-2-desoxy-6-O-|benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-
3,5-dideoxy-a.-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-o.-D-
galactopyranosyl)-L-threonin (22a)!">* 1%

Fmoc-Thr(aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAc,GalNAc)-OH

Eine Losung von 830mg (0.672mmol) Fmoc- g —on
00BN

Thr(cAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAc;GalNAC)-OfBu 22 M
AcHN
wurde in 15mL TFA und 1.5mL H,O 3h gerithit. Das AcO

Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand

(o]

AcO

wurde mehrmals mit Toluol kodestilliert. Ausbeute: 680 mg AR
[e)

(0.577 mmol, 86%) eines hellbraunen amorphen Feststoffs. 1

FmocHN COOH

Das Produkt wurde roh weiter eingesetzt.
Cs7He7N3024, M = 1178.15 == [1177.4115]

R¢ (EtOAc:MeOH = 2:1) = 0.24.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!!*® 166-30%]

5.4.13 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-
3-0-|2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-B-D-galactopyranosyl|- [benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonin-tert.-butylester (25)%*

Fmoc-Thr(BAcsGal(1—3)[aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aGalNAc])-OrBu

Methylsulfenylbromidlésung 1.6 M in 1,2-Dichlorethan: Es [A0 oA 008
wurden 410 pL (8.00 mmol) Brom zu einer Losung aus Mo
709 uL (8.00 mmol) Dimethylsulfid in 10 mL absolutem on?
1,2-Dichlorethan getropft. Die Losung wurde 18 h unter 1 o " o

AcO (o}
Argonatmosphidre und Lichtausschluss geriihrt.Es wurden AcO AN |
460 mg (0.494 mmol, 1.0 Aq.) freies T-Antigen 24a und i ,(C on

995 mg (1.48 mmol, 3.0 Aq.) Sialinsiduredonor 11 in 20 mL
absolutem Acetonitril und 10 mL absolutem Dichlormethan iiber 2.5 g ausgeheiztem
Molsieb (4 A) 1 h vorgeriihrt, bevor 380 mg (1.51 mmol, 3.0 Aq.) trockenes Silbertriflat
zugegeben wurden. Die Suspension wurde auf -45 °C gekiihlt und es wurden 0.93 mL
(1.5 mmol, 3.0 Aq.) der auf 0 °C gekiihlten Methylsulfenylbromidlésung zugetropft. Nach
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einer Reaktionszeit von 6 h bei dieser Temperatur wurde die Reaktionsmischung mit
DIPEA neutralisiert und mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt. Die Losung wurde durch
Hyflo® filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde
durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (EtOAc). Ausbeute: 624 mg
(0.421 mmol, 86%) eines blassgelben Ols.

CriHgoN3O31, M = 1480.47 ==, [1479.5480].

R (EtOAc) = 0.23.

5.4.14 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4-O-
acetyl-2-desoxy-3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-
a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-zert.-butylester (25a)"°

Fmoc-Thr(BAcsGal(1—3)[aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAcGalNAc])-OrBu

Zu emer Losung von 10mL Pyridin und SmlL [ o
-s COO0Bn
Essigsaureanhydrid wurden 624 mg (0.421 mmol, 1.0 Aq.) Mo
AcHN

des sT-Antigens 25 in Gegenwart von DMAP (5 mg, a0

40 pmol) gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 48 h wurde A o A o

das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand B Ao,
wurde mehrmals mit Toluol kodestilliert. Die Reinigung /(

FmocHN COOtBu

erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
(EtOAc). Ausbeute 460 mg (0.302 mmol, 72%) blassgelben amorphen Feststoffs.

Cr3HoiN3O3, M = 1522.47 =L [1521.5586].
R¢ (EtOAc) = 0.30.
ESI-MS (positiv, m/z): C73HgoN303,", [M+H]", ber. 1522.5658, gef. 1522.5665.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl3), 6 = 7.76 (d, 2H, > Jemoc-H4/Fmoc-H3 =
3J1:moc_H5/Fm°c.H6 = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS5), 7.64 — 7.48 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-HS),
7.45 — 7.27 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7, 5 Bn-H ), 5.95 (d, 1H,
3 JGaNacNHGaNAc 2 = 9.7 Hz, GalNAc-NH), 5.56 (d, 1H, *Jmenwmmesn = 9.3 Hz, Thr-NH),
5.39 — 5.33 (m, 1H, Gal-H4), 5.33 — 5.11 (m, 5H, Sia-H7, Sia-H8, GalNAc-H4, Bn-CH,),
5.10 — 5.02 (m, 1H, Gal-H2), 4.92 (dd, 1H, *Joam3/Garns = 3.0 Hz, *Jarnz/carm = 10.6 Hz,
Gal-H3), 4.84 — 4.79 (m, 1H, Sia-H4), 4.77 (d, 1H, *JeamacH1/GaNac2 = 3.0 Hz, GalNAc-



5.4 Synthesen zu 4.3 — $3-homo-Threonin-Glycokonjugate 111

H1), 4.59 — 4.46 (m, 4H, GalNAc-H2, Fmoc-CH,, Gal-H1), 4.29 — 4.21 (m, 2H, Sia-H9a,
Fmoc-H9), 4.18 — 4.10 (m, 4H, Thr-H2, Thr-H3, Gal-H6a,b), 4.06 — 3.98 (m, 3H, Sia-H5,
Sia-H6, Sia-HOb), 3.93 — 3.80 (m, 2H, GalNAc-HS, Gal-HS), 3.79 — 3.69 (m, 2H,
GalNAc-Hé6a, GalNAc-H3), 3.30 (dd, 1H, *JeamacH6b/Gamvacss = 3.4 Hz, >JGaNAc H6b/GalNAC-
6. = 10.5 Hz, GalNAc-H6b), 2.56 (dd, 1H, *Jsiamagsians = 4.5 Hz, *JsiatBaqsiatax =
12.6 Hz), 2.14 (s, 3H, CH3-Ac), 2.14 — 1.84 (m, 34H, CHs-Ac, Sia-H3ax), 1.44 (s, 9H,
CHj3-/Bu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCl), 6 = 71.3, 170.8, 170.6, 170.5, 170.5, 170.4,
170.3, 170.3, 170.3, 170.2, 170.20, 169.8, 169.6, 168.3, 167.3 (C=0-Ac, -C=0-AcNH,
Thr-C1), 165.6 (Sia-C1), 156.6 (C=0, Urethan), 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4,
141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 134.9 (Bn-C%), 128.9, 128.7, 128.6, 128.6, 128.6, 128.3
(Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, Bn-C), 127.9 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 127.2
(Bn-C), 124.9 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.2 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 100.8 (Gal-C1), 100.2
(GalNAc-C1), 98.7, 97.7 (Sia-C2), 83.2 (C%/Bu), 76.7 (Thr-C3), 73.2 (GalNAc-C3), 72.9
(S1a-C6), 71.3 (Gal-C2), 70.9 (Gal-C3), 70.6 (Gal-C5), 69.4 (GalNAc-C5), 69.1 (Sia-C4),
68.8 (S1a-C7), 68.7 (Sia-C8), 68.0, 67.9 (Bn-CH,), 67.4, (GalNAc-C4), 66.8 (Gal-C4,
Fmoc-CH,), 64.3 (GalNAc-C6), 62.5 (Sia-C9), 60.9 (Gal-C6), 59.4 (Thr-C2), 49.2 (Sia-
C5,), 48.6 (GalNAc-C2), 47.3 (Fmoc-C9), 37.5 (S1a-C3), 28.2 (CH3-7/Bu), 23.5, 23.2, 21.1,
21.1, 20.9, 20.9, 20.9, 20.9, 20.9, 20.8, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7 (CH3-Ac, CH3-AcNH), 18.8
(Thr-C4) ppm.

5.4.15 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4-O-
acetyl-2-desoxy-3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-6-O-|benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-
o-D-galactopyranosyl)-L-threonin (25b)

Fmoc-Thr(BAcsGal(1—3)[aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAcGalNAc])-OH

Eine Losung von 616 mg (0.405 mmol) Fmoc-Thr(BAcsGal- [ao  ons
(1—3)-[0AcsNAcNeuCOOBn(2—6)-0AcGalNAc])- M"?
O7Bu 25a wurde in 10 mL TFA und 1 mL H,O 2.5 h gertihrt. e

Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der M&j& .
Riickstand wurde mehrmals mit Toluol kodestilliert. R AckN]
Ausbeute: 473 mg (0.323 mmol, 80%) eines hellbraunen 1

FmocHN COOH

amorphen Feststoffs. Das Produkt wurde roh umgesetzt.

CesHg3N303:, 1466.40 ===, [1465.4960]
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ESI-Messung ohne Erfolg.

Alternative Glycosylierungsmethoden

5.4.16 N,N‘-Bis[3,5-bis(trifluormethyl)phenyl] thioharnstoff (26)*'**'*

304]

In einem ausgeheizten 1 L-Kolben wurden 13.0 mL (87.0 mmol, o o
2.3 Aq.) 3,5-Di(trifluormethyl)anilin und 16.9mL (123 g, /@ j\ /@l\
122 mmol, 2.8 Aq.) Triethylamin in 700 mL abs. THF gelost und | NN CFy
auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden 5.00 g (43.5 mmol,

1.0 Aq.) Thiophosgen in 70 mL abs. THF zugetropft. Die entstandene gelbe Suspension

wurde 48 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt
wurde. Der Riickstand wurde in 450 mL. Wasser aufgenommen und zweimal mit je
150 mL Diethylether extrahiert. Die dunkelbraune organische Phase wurde einmal mit
100 mL gesittigter Natriumchloridlésung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet,
bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Der braune Riickstand wurde
zunichst aus Chloroform umkristallisiert und es wurden hellbraune nadelférmige Kristalle
erhalten. Letztere wurde in wenig Diethylether gelost und durch Zugabe von Cyclohexan
erneut als farblos amorpher Feststoff ausgefillt. Ausbeute: 10.5 g (21.0 mmol, 48%) eines
farblos amorphen Feststoffs.

C7HsF1oN,S, M = 500.30%, [500.0217].

R¢(cHex:EtOAc =2:1) =0.92.

Smb.?*: 160 - 161.5 °C.

HR-ESI-MS (positiv, m/z):?%® C1;HoF,N,S™, [M+H], ber. 501.0295, gef. 501.0288.
HR-ESI-MS(negativ, m/z):2% C;;H;F1,N,S", [M-H], ber. 499.0144, gef. 499.0147.

'H-NMR (300 MHz, CD;0OD),*®! 5 =8.22 — 8.18 (m, 4H, 0-CH), 7.72 — 7.68 (m, 2H, p-
CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CD;0D),*"! 5 = 182.5 (C=S), 142.6 (C-N), 132.9 (q, *Jegr =
33.4 Hz, C%-CF3) 124.8 (m, 2 x 0-CH), 124.7 (q, "Jor = 272.7 Hz, -CF3), 118.9 (sept., *J,.
cr = 3.8 Hz, p-CH) ppm.
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F-NMR (376 MHz, CD;0D),*"*! 5= -64.6 (s, -CF3) ppm.

5.4.17 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-o.-D-galactose (27)"*""

150,Gal

Zu einer Suspension von 88.6g (550 mmol, 2.5 Aq.) wasserfreiem

OH
. o
Kupfersulfat in 700 mL. Aceton p.a. und 39.6 g (220 mmol, 1.0 Aq.) D- J(oé ~
Galactose (1) wurden 5.30 mL konz. Schwefelsaure gegeben. Die Suspension >ﬁo

wurde 24 h lang bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Kupfersulfat
abfiltriert und das Filtrat mit festem Calciumhydroxid neutralisiert wurde. Die Suspension
wurde emneut filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des
Produkts erfolgte an Kieselgel (cHex:EtOAc = 2:1). Ausbeute 25.0 g (98.3 mmol, 45%)

eines gelben Ols.
C1oH06, M = 260.28 ﬁ [260.1260].
R¢ (cHex:EtOAc =2:1) = 0.44.

'H-NMR (200 MHz, CDCl;).2%®1 6 = 5.46 (d, 1H, *Jounicam = 5.0 Hz, Gal-H1), 4.52
(dd, 1H, *Joum/cam = 2.4 Hz, *Joams/cams = 7.9 Hz, Gal-H3), 4.24 (dd, 1H, *Jgam/Gars3
= 2.4 Hz, *Joumicam = 5.0 Hz, Gal-H2), 4.19 (dd, 1H, *Jou ma/Garss = 1.6 Hz, *Joarma/Gat.
w3 = 7.9 Hz, Gal-H4), 3.86 — 3.51 (m, 3H, Gal-H5, Gal-H6a,b), 2.70 (bs, 1H, OH), 1.44 (s,
3H, -CHs), 1.36 (s, 3H, -CH;), 1.25 (s, 6H, 2 x -CH;) ppm

Fiir weitere analytische Daten siehe Literatur.?%!

5.4.18 Kupplung von 1:2,3:4-Diisopropylgalactose 27 an Sialinsiure-
glycal 14a*"!

Es wurden 140 mg (0.538 mmol, 1.0 Aq.) 1:2,3:4-Diisopropylgalctose 27 und 300 mg
(0.635 mmol, 1.18 Aq.) Sialinsauregylcal 14a, das aus den Reaktionen zu den Produkten
21 und 25 isoliert wurde, in 0.6 mL einer Losung von Thioharnstoff 26 (12.5 mg in
3.0 mL, ~8.3 mM) in absolutem Dichlormethan gel6st und in der Discovery erhitzt (p =5

bar, Tpax und Py, variabel). Es konnte kein Edukteummsatz beobachtet werden.
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5.4.19 N-Methyl-N-nitrosoharnstoff®’!

Achtung! N-Methyl-N-nitrosoharstoff ist cancerogen und zersetzt sich leicht in der
Warme und bei Bestrahlung. Stets tiefgekihlt und unter Lichtausschluss
aufbewahren. Verschlossene Geféal3e kénnen unter Druck stehen!

Variante A:

Eine L6sung von 4.1g (61 mmol, 1.0 Ag.) Methylaminhydrochlorid und 12.1 ¢
(200 mmol, 3.3 Ag.) Harnstoff in 25 mL destilliertem Wasser wurde 3 h lang unter
Rickfluss erhitzt. In der noch warmen Loésung wurden 4.56 g (66.1 mmol, 1.1 Aq.)
Natriumnitrit gelost, bevor das Reaktionsgemisch auf -10 °C abgekuhlt wurde. Die kalte
Losung wurde vorsichtig und unter intensivem Rihren bei -15 °C in eine Mischung von
24 g Eis und 4.4 g konz. Schwefelsdure eingetragen. Der N-Methyl-N-nitrosoharnstoff
schied sich als farbloser bis blassgelber Feststoff ab. Das Produkt wurde abgesaugt und
wurde unter Lichtausschluss im Gefrierfach aufbewahrt. Ausbeute: 6.2 g (61 mmol,
quant.) Ausbeute eines blass gelben amorphen Feststoffs.

Variante B:
Analog Variante A, allerdings wurde der N-Methylharnstoff kauflich erworben.

Ausbeute: 95-98 %

5.4.20 Herstellung einer etherischen Diazomethanldsung

Achtung! Diazomethan ist leicht flichtig und als cancerogen einzustufen.
Diazomethan ist sowohl in Loésung als auch als Reinsubstanz explosiv. Raue
Oberflachen, starker Lichteinfall, Heizquellen sowie Alkalimetalle sind in
unmittelbarer Umgebung zu vermeiden!

Es wurden 10 Aquivalente N-Methyl-N-nitrosoharnstoff in Bezug auf die Saure zu einer
50%-igen Losung von KOH in Wasser gegeben, die mit Diethylether iberschichtet war.
Die organische Phase wurde dekantiert und so haufig mit neuem Ether ersetzt, bis sie nicht
mehr gelb gefarbt war. Die organischen Phasen wurden vereint und mit wenig festem
KOH bei -25 °C drei Stunden getrocknet.



5.4 Synthesen zu 4.3 — 33-homo-Threonin-Glycokonjugate 115

5.4.21 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-4-(O-tert.-butyl)-L-B*-
homo-serint? 31 (30a)

Fmoc-hSer(OtBu)-OH

Eine Loésung von 159 (3.9 mmol, 1.0 Ag.) Fmoc-Ser(OtBu)-OH 30 fBuojv
wurde in 5.0 mL absolutem THF geldst und auf -15 °C gekiihlt. Die [rmoctin>~""
Losung wurde mit 0.43 mL (3.9 mmol, 1.0 Ag.) N-Methylmorpholin und mit 0.51 mL
(3.9 mmol, 1.0 Ag.) Chlorameisensaure-iso-butylester versetzt. Die Losung wurde 15 min
geriihrt, bevor eine Lo6sung von Diazomethan in Ether (10 Ag. N-Methyl-N-
nitrosoharnstoff bezogen auf die Saure) bei 0 °C hinzugegeben wurde. Die Ldsung wurde
14 h geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwéarmte. Uberschiissiges Diazomethan
wurde mit verdinnter Essigsdure vernichtet. Die organischen Ldsungsmittel wurden im
Vakuum entfernt und der Rickstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische
Phase wurde zweimal mit je 25 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit
25mL  gesattigter Ammoniumchlorid- und einmal mit 25mL  geséattigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der gelbe Riickstand wurde
in 4.6 mL eines THF/Wasser-Gemischs (v/v = 9:1) aufgenommen und mit einer Ldsung
von 92mg (0.42mmol, 0.1 Aq.) Silbertrifluoracetat in 970 uL N-Methylmorpholin
(8.82 mmol, 2.3 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 16 h unter Lichtausschluss
geruhrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwérmte. Das THF wurde im Vakuum
entfernt  und  die  wassrige  LOsung  wurde  mit  gesattigter 50 mL
Natriumhydrogencarbonatldsung verdiinnt. Nach Zugabe von 100 mL Diethylether wurde
die organische Phase finfmal mit 50 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung
extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und die wassrige Phase wurde unter
Eiskuhlung auf pH 2 angesauert, bevor die resultierende Suspension funfmal mit je 50 mL
Ether extrahiert wurde. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 1.1g (2.7 mmol, 70%) eines
hellbraunen amorphen Feststoffs.

CusH27NOs, M = 397.46 ﬁ [397.1889].
ESI-MS (positiv, m/z): Co3H2;NOsNa*, [M+Na]”, ber. 420.18, gef. 420.16.

'"H-NMR (300 MHz, CD30D), 6 = 7.82 (d, *Jemoc-Harrmoc-3 = Jrmoc-Hs/mocts = 7.4 Hz,
Fmoc-H4, Fmoc-H5, 7.68 (d 2H, *Jrmoc-Humoc-Hz = “Jemoc-Herrmoe-7 = 7.2 Hz, Fmoc-H1,
Fmoc-H8, 7.45 — 7.29 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7), 4.36 (d, 2H,
3 Jemoc-CHa/Emoc-He = 6.9 Hz, Fmoc-CHy), 4.23 (t, 1h, Jemoc-He/emocchz = 6.8 Hz, Fmoc-H9,
4.13 — 4.05 (m, 1H, hSer-H3), 3.50 — 3.35 (m, 2H, hSer-H4a,b), 2.65 (dd, 1H, *Jnser-2amser-
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Ha = 6.0 HZ, *Jnser-oamser-Hz2b = 16.0 Hz, hSer-H2a), 2.49 (dd, *Jnser-2omser-3 = 7.7 Hz, *Jnser-
Hab/mser-H2a = 15.8 Hz, hSer-H2b), 1.21 (s, 9H, CHs-tBu) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*”!

5.4.22 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-4-(O-tert.-butyl)-L-B°-
homo-threonin®®!% (31a)

Fmoc-hThr(OtBu)-OH

Eine Losung von 2.0g (5.0 mmol, 1.0 Aq.) Fmoc-Thr(OtBu)-OH 31 [—&uw,
wurde in 1.0 mL absolutem THF geltst und auf -15 °C gekuhlt. Die chcHNLCOOH
Losung wurde mit 0.6 mL (5 mmol, 1.0 Ag.) N-Methylmorpholin und mit

0.7 mL (5 mmol, 1.0 Ag.) Chlorameisensaure-iso-butylester versetzt. Die Losung wurde
15 min geriihrt, bevor eine Loésung von Diazomethan in Ether (10 Ag. N-Methyl-N-
nitrosoharnstoff bezogen auf die Sdure) bei 0 °C hinzugegeben wurde. Die Losung wurde
14 h geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwirmte. Uberschiissiges Diazomethan
wurde mit verdinnter Essigsaure vernichtet. Die organischen Ldsungsmittel wurden im
Vakuum entfernt und der Rickstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische
Phase wurde zweimal mit je 25 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit
25mL  geséttigter Ammoniumchlorid- und einmal mit 25mL  geséttigter
Natriumchloridldsung gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der gelbe Rickstand wurde
in 4.6 mL eines THF/Wasser-Gemischs (v/v = 9:1) aufgenommen und mit einer Ldsung
von 115mg (0.52 mmol, 0.1 Ag.) Silbertrifluoracetat in 1.2 mL N-Methylmorpholin
(11 mmol, 2.3 Aqg.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 16 h unter Lichtausschluss
geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwadrmte. Das THF wurde im Vakuum
entfernt  und  die  waéssrige  LOsung  wurde mit  gesattigter 50 mL
Natriumhydrogencarbonatldsung verdiinnt. Nach Zugabe von 100 mL Diethylether wurde
die organische Phase fiinfmal mit 50 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung
extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und die wassrige Phase wurde unter
Eiskuhlung auf pH 2 angeséuert, bevor die resultierende Suspension fiinfmal mit je 50 mL
Ether extrahiert wurde. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 1.4 g (3.3 mmol, 69%) eines
hellbraunen amorphen Feststoffs.

CasHoNOs, M = 411.49 -2 [411.2046].

ESI-MS (positiv, m/z): Co4H2oNOsNa*, [M+Na]", ber. 434.19, gef. 434.17.
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'H-NMR (300 MHz, CD30D), 6 = 7.80 (d, 2H *Jemoc-Ha/Emoc-Hs = “Jemoc-Hs/Fmoctis = 7.4 Hz,
Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.68 (2 x d 2H, *Jemoc-H1Fmoc-H2 = “Jemoc-He/Fmocti7 = 7.2 Hz, Fmoc-
H1, Fmoc-H8), 7.46 — 7.29 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7), 4.41 —
4.35 (m, 2H, Fmoc-CHy), 4.22 (t, 1H, *Jrmoc-Hormoc-chz = 6.8 Hz, Fmoc-H9), 4.09 — 4.03
(m 1H, hThr-H3), 3.88 — 3.78 (m, 1H, hThr-H4), 2.66 (dd, 1H, *Jythr-2amThens = 5.0 Hz,
3 JnThr-HeamThr-Hzb = 15.9 Hz, hThr-H2a), 2.39 (dd, ®Jnmhraomthe-nz = 9.3 HZ, *Ihthr-Haomthr-Hoa
= 15.9 Hz, hThr-H2b), 1.23 (s, 9H, CHs-tBu), 1.06 (d, 3H, *Jithr-nsmthr-Ha = 6.5 Hz, hThr-
H5) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!**”!

5.4.23 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-B*-homo-alanin®% (96)

Fmoc-hAla-OH

Eine Losung von 1.0 g (1.3 mmol, 1.0 Ag.) Fmoc-L-Ala-OH wurde in JVCOOH
1.0 mL absolutem THF gel6st und auf -15 °C gekuhlt. Die Losung wurde et
mit 0.13mL (1.3 mmol, 1.0 Ag.) N-Methylmorpholin und mit 0.16 mL (1.3 mmol,
1.0 Ag.) Chlorameisensaure-iso-butylester versetzt. Die Losung wurde 15 min geriihrt,
bevor eine Losung von Diazomethan in Ether (10 Ag. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff
bezogen auf die S&ure) bei 0 °C hinzugegeben wurde. Die Lésung wurde 14 h gerihrt,
wobei sie sich auf Raumtemperatur erwarmte. Uberschiissiges Diazomethan wurde mit
verdunnter Essigsdure vernichtet. Die organischen Ldsungsmittel wurden im Vakuum
entfernt und der Rickstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase
wurde zweimal mit je 25 mL geséttigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit 25 mL
gesattigter Ammoniumchlorid- und einmal mit 25 mL gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der gelbe Riickstand wurde in 4.6 mL eines
THF/Wasser-Gemischs (v/v = 9:1) aufgenommen und mit einer Losung von 28.8 mg
(0.131 mmol, 0.1 Aq.) Silbertrifluoracetat in 300 uL N-Methylmorpholin (2.73 mmol,
2.3 Ag.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 16 h unter Lichtausschluss gerthrt,
wobei sie sich auf Raumtemperatur erwdarmte. Das THF wurde im Vakuum entfernt und
die wassrige Losung wurde mit geséttigter 50 mL Natriumhydrogen-carbonatlésung
verdunnt. Nach Zugabe von 100 mL Diethylether wurde die organische Phase funfmal mit
50 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonatldésung extrahiert. Die organische Phase
wurde verworfen und die wassrige Phase wurde unter Eiskihlung auf pH 2 angesduert,
bevor die resultierende Suspension fiinfmal mit je 50 mL Ether extrahiert wurde. Die
organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde im
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Vakuum entfernt. Ausbeute: 0.31g (0.75 mmol, 64%) eines hellbraunen amorphen
Feststoffs.

C19H19NOy4, M = 325.36 %, [325.1314].
HR-ESI-MS (positiv, m/z): C1oH2oNO4", [M+H]", ber. 326.1387, gef. 326.1387.
HR-ESI-MS (negativ, m/z): C1oH1sNOy4", [M-H]’, ber. 324.1241, gef. 324.1241.

'H-NMR (400 MHz, CD30D), 6 = 7.76 (d, 2H, *Jrmoc-Ha/Fmoc-H3 = Jrmoc-Hs/Fmoc-He = 7.7 HZ,
Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.66 — 7.58 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.39 — 7.33 (m, 2H,
Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.31 — 7.25 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 4.39 — 4.23 (m, 2H,
Fmoc-CH,), 4.16 (t, 1H, 3Jrmoc-rormoc-crz = 6.8 Hz, Fmoc-H9), 4.07 — 3.96 (m, 1H, hAla-
H3), 2.53 2.62 (dd, 1H, *Jnatatzanaians = 6.6 Hz, 2Jnalarzanaiar-nzs = 15.6 Hz, hAla-H2a),
2.38 (dd, 1H, *Jnarcrzomatats = 7.2 Hz, “Ihatatzomaiarza = 15.6 Hz, hAla-H2b), 1.18. (d,
3H, *Jhala-Hamala s = 6.8 Hz) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CD;0D), § = 174.9 (hAla-C1), 157.9 (C=0, Urethan, 145.3, 145.3
(Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 142.6 (Fmoc-C4a, Fmoc-Cba), 128.7, 128.7 (Fmoc-C2, Fmoc-
C7), 128.1, 128.1 (Fmoc-C3, Fmoc-C6), 126.2, 126.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 67.6 (Fmoc-
CHy), 48.4 (hAla-C3), 45.4 (Fmoc-C9), 41.8 (hAla-C2), 20.7 (hAla-C4) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*!

5.4.24 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-4-(O-tert.-butyl)-L-B>-
homo-seryl-L-alanin-benzylester (36)

(Fmoc-hSer(OtBu)-Ala-OBn)

Methode A:

Eine Losung von 150 mg (0.377 mmol, 1.0 Aqg.) Fmoc-hSer(OtBu)- [ ww 5

OH 30a, 123 mg (0.570 mmol, 1.5 Aq.) H-Ala-OBn Hydrochlorid, FmocHNj\)LNLCOOBn
215mg (0.567 mmol, 1.5Aqg) HBTU und 87 mg (0.568 mmol, i
1.5 Ag) HOBt in 10 mL wurde mit 0.19 mL (1.1 mmol, 2.9 Ag.) DIPEA versetzt und in
der Mikrowelle 20 min erwéarmt (50 °C, 100 W, pmax = 5 bar). Die Losung mit 10 mL
Wasser verdiinnt und dreimal gegen Diethylether extrahiert. Die organischen Extrakte
wurden vereint, mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Ausbeute 145 mg (0.26 mmol, 70%) eines farblos amorphen Feststoffs.
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Methode B:

Eine Lo6sung von 150 mg (0.377 mmol, 1.0 Ag.) Fmoc-hSer(OtBu)-OH 30a, 123 mg
(0.570 mmol, 1.5 Ag.) H-Ala-OBn Hydrochlorid, 215 mg (0.567 mmol, 1.5 Aq) HBTU
und 87 mg (0.568 mmol, 1.5 Aq) HOBt in 10 mL wurde mit 0.19 mL (1.1 mmol, 2.9 Aq.)
DIPEA versetzt und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Ldsung mit 10 mL Wasser
verdunnt und dreimal gegen Diethylether extrahiert. Die organischen Extrakte wurden
vereint,mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Ausbeute 176 mg (0.315 mmol, 85%) eines farblos amorphen Feststoffs.

CsaH3sN20s, M = 558.66 -, [558.2730].
Rf (cHex:EtOAc = 1:1) = 0.48.
ESI-MS (positiv, m/z): CazH3gN2Os", [M+H]", ber. 559.28, gef. 559.38.

'H-NMR (400 MHz, CDCls), d = 7.76 (d, 2H, *Jemoc-narrmoc-t3 = Jemoc-Hs/Emochs = 7.5 Hz,
Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.65 — 7.58 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.44 — 7.27 (m, 9H,
Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7), 6.67 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 5.23 — 5.10 (M, 2H, Bn-CH,), 4.64 (p, 1H, *Jaianzaans = 7.2 Hz, Ala-H2), 4.36 (d,
2H, *Jrmoc-crz/Fmoc-re = 7.0 Hz, FMoc-CHy), 4.23 (t, 1H, *Jrmoc-HoFmoc-crz = 7.1 Hz, Fmoc-
H9), 4.16 — 4.09 (m, 1H, hSer-H3), 3.53 — 3.36 (m, 2H, hSer-H4a,b), 2.63 (dd, 1H, *Jnser-
Hoamsertz = 5.3 HzZ, “Jnser-Hoamserrizb = 14.6 Hz, hSer-H2a), 2.55 (dd, 1H, Jnser-robmser-H3 =
6.2 Hz, 2Jnser-tabser-Hza = 14.6 Hz, hSer-H2b), 1.41 (d, 3H, *Jannzaanz = 7.2 Hz, Ala-
H3), 1.18 (s, 9H, CHs-tBu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls), § = 172.8 (Ala-C1), 170.5 (hSer-C1), 156.1 (C=0,
Urethan), 144.0, 144.0 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 141.3 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 135.3 (Bn-
CY), 128.6, 128.4, 128.2, 127.7, 127.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, Bn-C),
125.2 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.0 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 73.4 (C%-tBu), 67.2 (Bn-CH)),
66.9 (Fmoc-CH,), 62.8 (hSer-C4), 48.5 (hSer-C3), 48.1 (Ala-C2), 47.2 (Fmoc-C9), 38.0
(hSer-C2), 27.5 (CHs-tBu), 18.2 (Ala-C3) ppm.
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5.4.25 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-4-(O-tert.-butyl)-L-B°-
homo-threonyl-L-alanin-benzylester (37)

(Fmoc-hThr(OtBu)-Ala-OBn)

Zu einer Losung von 150 mg (0.364 mmol, 1.0Ag.) Fmoc- [—awo -
hThr(OtBu)-OH  3la, 119mg H-Ala-OBn  Hydrochlorid ,(/ML
(0.552 mmol, 1.5 Ag.), 209 mg (0.550 mmol, 1.5 Aqg.) HBTU, 74 mg -
(0.483 mmol, 1.3 Ag.) HOBt in 3 mL DMF wurden 200 pL (1.08 mmol, 3.0 Ag.) DIPEA
gegeben. Die Losung wurde 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor sie mit 10 mL
Wasser verdiinnt wurde. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 10 mL Diethylether
ausgeschuttelt. Die organsichen Phasen wurden vereint, mit Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wurde im Vakkum abdestilliert. Die Reinigung erfolgte durch Flash-
Saulenchromatographie an Kieselgel (cHex: EtOAc = 1:1). Ausbeute: 158 mg
(0.276 mmol, 77%) eines farblos amorphen Feststoffs.

CasH4oN206, M = 572.69 % [572.2886].
Rt (cHex:EtOAc = 1:1) = 0.55.
ESI-MS (positiv, m/z): CegHgoN4O12Na*, [2M+Na]*, ber. 1167.56, gef. 1167.57.

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 = 7.76 (d, 2H, *Jrmoc-Ha/mmoc-H3 = “Jrmoc-Hs/moc-ts = 7.5 Hz,
Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.60 (d, 2H, *Jemoc-HuFmocHz = “Jemoc-Herrmoe-7 = 7.0 Hz, Fmoc-H1,
Fmoc-H8), 7.43 — 7.28 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7), 6.60 (d, 1H,
3JalaNHAlH2 = 6.6 Hz, Ala-NH), 5.52 (d, 1H, 3Jmhe-ntnthrns = 8.7 Hz, hThr-NH), 5.21 —
5.07 (m, 2H, Bn-CHy), 4.62 (p, 1H, *Jaiarzamns = 7.1 Hz, Ala-H2), 4.44 — 4.32 (m, 2H,
Fmoc-CHy), 4.23 (t, 1H, *Jemoc-Hormoc-crz = 7.0 Hz,Fmoc-H9), 3.99 — 3.89 (m, 1H, hThr-
H3), 3.89 — 3.79 (m, 1H, hThr-H4), 2.52 — 2.48 (m, 2H, hThr-H2a,b), 1.36 (d, 3H, 3Jaja
haaiaHz = 7.1 Hz, Ala-H3), 1.20 (s, 9H, CHs-tBu), 1.12 (d, 3H, Juthr-rsmrhens = 5.9 Hz,
hThr-H5) ppm.

¥C NMR (100 MHz, CDCls), § = 172.9 (Ala-C1), 170.7 (hThr-C1), 156.8 (C=O,
Urethan), 144.1, 144.0 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 135.5 (Bn-
CY, 128.7, 128.5, 128.2, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C5,
Fmoc-C6, Bn-C), 74.1 (C%tBu), 67.8 (hThr-H4), 67.2 (Bn-CH,), 67.0 (Fmoc-CHy), 53.8
(hThr-H3), 48.2 (Ala-H2), 47.4 (Fmoc-H9), 38.7 (hThr-C2), 28.9 (CHs-tBu), 20.0 (hThr-
C5), 18.3 (Ala-C3) ppm.
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5.4.26 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-B*-homo-seryl-L-alanin-
benzylester™®! (38)

(Fmoc-hSer-Ala-OBn)

Zu einer Losung von 2.0 g (3.6 mmol, 1.0 Aq) Fmoc-hSer(OtBu)- HO R
Ala-OBn 36 in 50 mL absolutem Dichlormethan wurden unter chHNj\)LHJ\COOBn
Eiskithlung 0.59 mL TiCls (5.4 mmol, 1.5Aq.) gegeben. Die
Losung wurde 5 min geruhrt und auf Eiswasser gegossen. Die Phasen wurden getrennt
und die wassrige Phase wurde ein weiteres Mal mit 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die
organsichen Phasen wurden vereint, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 1.42 g (2.83 mmol, 79%) eines hellbraunen
amorphen Feststoffs.

Ca9H30N206, M = 502.55 ﬁ [502.2104].
Rt (cHex:EtOAC = 1:2) = 0.17.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): C9H3N,O¢Na"*, [M+Na]", ber. 525.2002, gef. 525.2026.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg), 6 = 8.32 (d,1H, *Janm/aanz2 = 6.9 Hz, Ala-NH), 7.88 (d,
2H, *Jemoc-HaFmoc-Ha = Jrmoc-Hs/Fmoe-ts = 7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.72 — 7.68 (m, 2H,
Fmoc-H1, Fmoc-H2), 7.49 — 7.23 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7),
7.09 (d, 1H, *Jnser-Nrmser-Ha = 8.3 Hz, hSer-NH), 5.10 (s, 2H, Bn-CH,), 4.38 — 4.16 (m, 4H,
Ala-H2, Fmoc-H9, Fmoc-CHy), 3.86 (dt, 1H, *Jnser-Hamser-tza = 6.4 HZ, *Jnser-Hamser-Haab =
13.0 Hz, hSer-H3), 3.42 — 3.30 (m, 2H, hSer-H4a,b), 2.43 (dd, 3 Jhser-Hoaser-t3 = 6.8 Hz,
3JhSer—HZa/hSer—HZb = 14.7 Hz, hSer-2a), 2.28 (dd, 3~]hSer—H2a/hSer—H3 = 6.7 Hz, 3\]hSer—HZather—sz =
14.7 Hz, hSer-2b, 1.28 (d, 3H, *Ja-rzairz = 7.2 Hz, Ala-H3) ppm.

3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 172.5 (Ala-C1), 170.2 (hSer-C1), 155.6 (C=0,
Urethan), 144.0, 143.9 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 136.1 (Bn-
CY), 128.9, 128.4, 128.0, 127.7, 127.7, 127.6, 127.3, 127.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-
C5, Fmoc-C6, Bn-C), 125.3, 125.3 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1, 120.0 (Fmoc-C4, Fmoc-
C5), 109.8, 65.8 (Bn-CH,), 65.4 (Fmoc-CHy), 62.7 (hSer-C4), 50.3 (hSer-H3), 47.7 (Ala-
C2), 46.8 (Fmoc-C9), 37.0 (hSer-C2), 16.9 (Ala-C3) ppm.
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5.4.27 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-p’-homo-threonyl-L-
alanin-benzylester”" (39)

(Fmoc-hThr-Ala-OBn)

Zu einer Losung von 158 mg (0.276 mmol, 1.0 Aq) Fmoc- Ho, o

hThr(O/Bu)-Ala-OBn 37 in 5mL absolutem Dichlormethan FWHNQLNJ\COOBH
. H

wurden unter Eiskithlung 5 pLL TiCls (0.4 mmol, 1.5 Aq.) gegeben.

Die Losung wurde 5 min gerithit und auf Eiswasser gegossen. Die Phasen wurden

getrennt und die wissrige Phase wurde ein weiteres Mal mit 20 mL Dichlormethan
extrahiert. Die organsichen Phasen wurden vereint, mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 120 mg (0.232 mmol, 83%) eines

hellbraunen amorphen Feststoffs.
C30H3,N,06, M = 516.58 % [516.2260].
R¢(cHex:EtOAc =1:2) = 0.21.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C3oHz;sN,O¢', [M+H]", ber. 517.2333, gef. 517.2377.

5.4.28 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-L-B’~homo-threonin
(19¢)[123 1251

Fmoc-hThr(aAc3;GalNAc)-OH

Eine Losung von 2.64 g (3.94 mmol, 1.0 Aq.) der Saure 19a in 10 mL s
absolutem THF wurden auf -20°C gekihlt und mit 472 pL |

(429 mmol, 1.1 Aq.) N-Methylmorpholin und 562 pL (4.29 mmol, AN,

1.1 Aq.) Chlorameisenséure-iso-butylester versetzt. Die Losung wurde meLC“’“

30 min bei dieser Temperatur geriihit, bevor eine Lésung von

Diazomethan in Ether (10 Aq. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff bezogen auf die Saure) bei
0 °C hinzugegeben wurde. Die Losung wurde 16 h gerithit, wobei sie sich auf
Raumtemperatur erwirmte. Uberschiissiges Diazomethan wurde mit verdiinnter Essigéure
vernichtet. Die organischen Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand
in 100 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit je 25 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit 25 mL geséttigter Ammoniumchlorid-
und einmal mit 25 mL gesittigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Der gelbe Riickstand wurde in 20 mL eines THF/Wasser-Gemischs (v/iv = 9:1)
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aufgenommen und mit einer Losung von 71.6 mg (0.429 mmol, 0.1 Aq.) Silberacetat in
986 pL N-Methylmorpholin (8.97 mmol, 2.3 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde
16 h unter Lichtausschluss gerthrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwérmte. Das
THF wurde im Vakuum entfernt und die waéssrige LOsung wurde mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung verdiinnt. Nach Zugabe von 100 mL Diethylether wurde
die organische Phase flinfmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung extrahiert.
Die organische Phase wurde verworfen und die wéssrige Phase wurde unter Eiskihlung
auf pH 2 angeséuert, bevor die resultierende Suspension funfmal mit je 50 mL Ethylacetat
extrahiert wurde. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 1.8 g (2.6 mmol, 66%) eines
hellbraunen amorphen Feststoffs.

Ca4H4oN2013, M = 684.69 %, [684.2530]
HR-ESI-MS(positiv, m/z):™®! Ca4HsN,015", [M+H]", ber. 685.2603, gef. 685.2588.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CD3;0D),**® ¢ = 7.79 (d, 2H, *Jemoc-ta/rmoc-
3 = SJEmoc-Hs/Fmocte = 7.7 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.69 — 7.58 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-
H8), 7.42 — 7.35 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.31 (2 t, 2H, *Jrmoc-HzFmoc-H3 = “Jrmoc.
H/Fmoc-H1 = “JFmoc-H/Fmoc-He = JFmoc-H7/Fmoc-He =74 Hz, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 5.43 (d, 1H,
*JcaNac-HaiGanacHs = 2.5 Hz, GalNAc-H4), 5.09 (dd, 1H, *Jeamac-Hsicanacts = 3.2 Hz,
3JcaNacH3GaNAcH2 = 11.7 Hz, GalNAc-H3), 4.97 (d, 1H, *JeanacHucanach: = 3.7 Hz,
GaINAc-H1), 4.55 (dd, *JgaacHeucanacHs = 6.3 Hz, “Janac-Hsacainac-He = 10.7 Hz,
GalNAc-H6a), 4.45 (dd, 1H, *Jeanacrzcanacri = 3.7 Hz, *Jeanaczcanacts = 11.7 Hz,
GaINAc-H2), 4.41 (dd, 1H, dd, *JanacHebicainacHs = 6.3 HZ, “Jainac-HebGalNAcHea =
10.7 Hz, GalNAC-H6b ), 4.29 (t, 1H, *JamnacHscanachs = 6.4 Hz, GaINAc-H5), 4.20 (t,
1H, 3Jemoc-no/Fmoc-cHz = 6.0 Hz, Fmoc-H9), 4.16 — 4.05 (m, 3H, Fmoc-CH,, hThr-H3), 3.91
— 3.72 (m, 1H, hThr-H4), 2.62 (dd, 1H, *Jith-rzanthens = 6.2 HZ, 2nthr-noahThrenzs =
15.6 Hz, hThr-H2a), 2.44 (dd, 1H, 3~]hThr-H2b/hThr-H3 = 8.4 Hz, ZJhThr-HZb/hThr-HZa = 15.6 Hz,
hThr-H2b), 2.14 (s, 3H, CHz-Ac), 2.00 (bs, 6H, 2 CH3z-Ac), 1.96 (s, 3H, CH3s-AcNH), 1.16
(d, 3H, *Jnthr-nsmThr-He = 6.4 Hz, hThr-H5) ppm.

B3C-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDs;0D),**! § = 174.6, 173.4, 172.9, 172.1, 172.1,
172.0 (3 x Ac-C=0, AcHN-C=0, hThr-C1), 158.3 (C=0, Urethan), 145.4, 145.2 (Fmoc-
Cla, Fmoc-C8a), 142.7, 142.7 (Fmoc-C4a, Fmoc-Cbha), 128.8, 128.7 (Fmoc-C2, Fmoc-
C7), 128.2, 128.1 (Fmoc-C3, Fmoc-C6), 126.1, 126.0 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 121.0, 120.9
(Fmoc-C4, Fmoc-C5), 100.4 (GalNAc-C1), 78.6 (hThr-C4), 69.6 (GalNAc-C3), 68.8
(GalNAc-C4), 68.1 (GaINAc-C5), 67.3 (GalNAc-C6), 63.2 (Fmoc-CH,), 53.6 (hThr-C3),
49.1 (GalNAc-C2), 48.7 (Fmoc-C9), 36.8 (hThr-C2), 20.9, 20.7, 20.6, 20.5 (3 CHs-Ac,
CHs-AcNH), 18.2 (hThr-C5) ppm.
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Weitere analytische Daten siehe Literatur.['*’!

5.4.29 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O-
acetyl—2—desoxy—6—ﬂuor—a—D—galactopyranosyl)—L—B3—homo—
threonin (29b)!"** %3

Fmoc-hThr(aAc,6FGalNAc)-OH

Eine Losung von 900 mg (1.49 mmol, 1.0 Aq.) der Saure® 29 in -

10 mLL abs. THF wurden auf -20°C gekiithlt und mit 180 pL A:o&\

(1.64 mmol, 1.1 Aq.) N-Methylmorpholin und 212 pL (1.64 mmol, AN,

1.1 Aq.) Chlorameisensiure-iso-butylester versetzt. Die Losung FmocHN’(/CO(’”

wurde 30 min bei dieser Temperatur geriihrt, bevor eine Lésung von

Diazomethan in Ether (10 Aq. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff bezogen auf die Siure) bei
0 °C hinzugegeben wurde. Die Losung wurde 16h geriihit, wobei sie sich auf
Raumtemperatur erwirmte. Uberschiissiges Diazomethan wurde mit verdiinnter Essigiure
vernichtet. Die organischen Lésungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand
in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit je 15 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit 15 mL geséttigter Ammoniumchlorid-
und einmal mit 15 mL gesittigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Der gelbe Riickstand wurde in 20 mLL emmes THF/Wasser-Gemischs (v/v = 9:1)
aufgenommen und mit einer Losung von 25 mg (0.15 mmol, 0.1 Aq.) Silberacetat in
377 uL (3.43 mmol, 2.3 Aq.) N-Methylmorpholin versetzt. Die Lésung wurde 16 h unter
Lichtausschluss geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwérmte. Das THF wurde
m Vakuum entfernt und die wissrige Losung wurde mit 15 mL gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung verdiinnt. Nach der Zugabe von 50 mL Diethylether
wurde die organische Phase fiinfmal mit je 15 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat-
l6sung extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und die wissrige Phase wurde
unter Eiskiihlung auf pH 2 angeséauert, bevor die resultierende Suspension fiinfmal mit je
50 mL Ethylacetat extrahiert wurde. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 615 mg

(0.954 mmol, 64%) eines hellbraunen amorphen Feststoffs.

C3oH37FN,O11, M = 644.64 === [644.2381].

€ Fmoc-Thr(aAc,6FGalNAc)-OH 29 wurde freundlicherweise von Markus Daum zur Verfiigung gestellt.
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[a]%® (c = 1.00, CHCI3) =+ 51.2.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CayH3sFN,O11 ", [M+H]", ber. 645.2454, gef. 645.2448.
HR-ESI-MS (negativ, m/z): C32H36FN2011", [M-H], ber. 643.2307, gef. 643.2307.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CD30D), § = 7.79 (d, 2H, *Jemoc-ta/rmoc-Ha =
3 Jemoc-Hs/Emoc-Hs = 7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.65 — 7.61 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8),
7.37 (t, 2H, 3\-]Fmoc-H3/Fmoc-H2 = 3\]Fmoc-HSIFmoc-H4 = 3JFmoc-HG/Fmoc-HS = 3~JFmoc-H6/Fmoc-H7 =17.3 Hz,
Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.30 (2 t, 2H, 3\]Fmoc-HZIFmoc-HS = 3JFmoc-HZ/Fmoc-Hl = 3JFmoc-H?/Fmoc-HG =
3 Jemoc-H7/Emoc-Hs = 7.4 Hz, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 5.50 — 5.39 (dd, 1H, J = 2.7 Hz, J
16.3 Hz, GAINac-H4), 5.09 (dt, *Joamacsicanacts = 3.7 HzZ, *Joanac-racanact =
11.7 Hz, GalNAc-H3), 4.98 (dd, 1H, *JeanacricanacHz = 3.7 HZ, JeaNacHUGANACE =
10.0 Hz, GalNAc-H1), 4.55 (2 dd, 1H, *Jrmoc-craarmoc-Hs = 6.3 HZ, “Jrmoc-crzarmos-cHzb =
10.7 Hz, Fmoc-CHa), 4.50 — 4.24 (m, 5H, GalNAc-H6a, GalNAc-H2, Fmoc-CH,b,
GalNAc-H6b, GAINACc-H5), 4.24 — 4.15 (m, 1H, Fmoc-H9), 4.15 — 4.00 (m, 2H, hThr-
H3), 3.84 — 3.77 (m, 1H, hThr-H4), 2.66 — 2.57 (m, 1H, hThr-H2a), 2.44 (dd, 1H, *Jurh-
H2b/hThr-H3 = 8.4 Hz, 3\]hThr-H2b/hThr-H3 = 15.5 Hz, hThr-H2b), 215 - 212 (m, 3H, CHg-AC),
2.01 — 1.93 (m, 6H, CH3-Ac, CH3-AcNH), 1.18 — 1.14 (m, 2H, hThr-H5), 0.92 (d, 1H,
3 JnThr-HshTHr-na = 6.7 Hz, hThr-H5) ppm.

B3C-NMR (100 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDsOD), 6 = 174.6, 174.6, 173.5, 173.4,
173.4, 172.1, 172.1, 172.0, 172.0, 171.9, 171.9 (2 x Ac-C=0, AcHN-C=0, hThr-C1),
158.3 (C=0, Urethan), 145.4, 145.4, 145.2 145.1, (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 142.7, 142.7,
142.6 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 128.7, 128.7, 128.2, 128.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6,
Fmoc-C7), 126.1, 126.0 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 121.0, 120.9, 120.9 (Fmoc-C4, Fmoc-C5),
100.4 (GalNAc-C1), 82.9 (d, 2Jsanac-ce/cainac-cer = 169.4 Hz), 78.6 (hThr-C4), 69.6, 69.5
(GalNAc-C3), 69.1, 68.7 (GalNAc-C4), 68.1 (GaINAc-C5), 67.3, 67.2 (Fmoc-CH,), 53.6,
53.5 (hThr-C3), 49.1 (GAINac-C2) , 48.7, 48.7 (Fmoc-C9), 36.8, 36.7 (hThr-C2), 22.6,
20.7, 20.7, 20.6, 20.5, 20.5 (Ac-CH3, AcHN-CH3), 18.2, 18.1 (hThr-C5) ppm.

YF.NMR (376 MHz, CD30OD), = -231.56 (dt, *Jrcanaccs = 15.1 Hz, “Jrcamnaccs =
47.1 HZ), -232.68 (dt, ZJF/GaINAc-CS =149 Hz, 1\]F/GA|NAC-C6 = 46.6.

Zum Teil doppelter Signalsatz durch Rotamere.
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5.4.30 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3.,4,-di-O-
acetyl-2-desoxy-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-o.-D-
galactopyranosyl)-L-B°*-homo-threonin"** '**!

Fmoc-hThr(aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAc,GalNAc)-OH

Eine Losung von 680 mg (0.570 mmol, 1.0 Aq.) der Siure [mo—or

22a in 5 mL abs. THF wurde auf -20 °C gekiihlt und mit W‘;&
AcHN
68.9 uL (0.627 mmol, 1.1 Aq.) N-Methylmorpholin und AcO

81.3 uL (0.627 mmol, 1.1 Aq.)) Chlorameisen-siure-iso- M\ .
butylester versetzt. Die Losung wurde 30 min bei dieser Ao Aern)
Temperatur geriihrt, bevor eine Losung von Diazomethan in FmHNL coon

Ether (10 Aq. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff bezogen auf die
Saure) bei 0 °C hinzugegeben wurde. Die Lésung wurde 16 h geriihrt, wobei sie sich auf
Raumtemperatur erwérmte. Uberschiissiges Diazomethan wurde mit verdiinnter Essigiure
vernichtet. Die organischen Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand
in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit je 15 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit 15 mL gesittigter Ammoniumchlorid-
und einmal mit 15 mL gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Der gelbe Riickstand wurde in 20 mL eines THF/Wasser-Gemischs (v/iv = 9:1)
aufgenommen und mit einer Losung von 10.5 mg (62.9 pmol, 0.1 Aq.) Silberacetat in
144 pL (1.31 mmol, 2.3 Aq.) N-Methylmorpholin versetzt. Die Lésung wurde 16 h unter
Lichtausschluss geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwarmte. Das THF wurde
m Vakuum entfernt und die wissrige Losung wurde mit 15 mL gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung verdiinnt. Nach der Zugabe von 50 mL Diethylether
wurde  die  organische  Phase  fiinfmal mit je 15mL  gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und
die wissrige Phase wurde unter Eiskiithlung auf pH 2 angeséuert, bevor die resultierende
Suspension fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert wurde. Die organische Phase
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 258 mg (0.216 mmol, 38%) eines hellbraunen amorphen Feststoffs.
CssHeoN30p4, M = 1192.17 =, [1191.4271].
[a]3’ (c = 1.00, MeOH) =+ 17.2.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CsgHgoN3024Na*, [M+Na]", ber. 1214.4163, gef. 1214.4137.



5.4 Synthesen zu 4.3 — 33-homo-Threonin-Glycokonjugate 127

'"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CD30D), 6 = 7.86 — 7.75 (m, 2H, Fmoc-H4,
Fmoc-H5), 7.65 (d, 1H 3Jemoc-Huemoctz = 7.4 Hz, Fmoc-H1), 7.64 (d, 1H, *Jemoc-He/emoc7
= 7.4 Hz, Fmoc-H8), 7.46 — 7.25 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7, 5 x
Bn-H), 5.42 — 5.36 (m, 1H, Sia-H8), 5.35 — 5.28 (m, 2H, Sia-H7, Bn-CH,a), 5.25 (d, 1H,
3 JcainAc-Ha/GaiNAc-Hs = 2.7 Hz, GalNAc-H4), 5.20 (d, 1H, 2Jgn-craen-chza = 12.0 Hz, Bn-
CH,b), 4.98 (dd, 1H, *Jsanac-racanachs = 3.2 Hz, 3Jcanac-Hacanacrz = 11.6 Hz, GaNAc-
H3), 4.91 (GalNAc-H1, unter Methanol-Peak), 4.84 — 4.78 (m, 1H, Sia-H4), 4.65 (dd, 1H,
3 Jemoc-cHearrmoc-He = 6.0 HZ, 2Jrmoc-cHzaFmoc-cHzb = 10.8 Hz, Fmoc-CH,a), 4.45 — 4.35 (m,
2H, Fmoc-CH.b, GalNAc-H2), 4.27 (dd, 1H, *Jsiatowsiats = 2.5 HZ, 2J sianoasiateb =
12.4 Hz, Sia-H9a), 4.23 — 4.16 (m, 2H, Fmoc-H9, Sia-H6), 4.06 (dd, 1H, *Jsia-rovsia-ts =
5.9 Hz, 2J sia-Hobssia-Hoa = 12.4 Hz, Sia-H9b), 4.06 — 3.94 (m, 3H, hThr-H3, GalNAc-H3,
Sia-H5), 3.82 (dd, 1H, *JeanacrHeacanacks = 7.1 Hz, Jeainac-HeucanacHe = 10.9 Hz,
GalNAc-H6a), 3.76 (m, 1H, hThr-H4), 3.13 (dd, 1H, JsanacHsbcanacts = 4.8 Hz,
2J6AINAc-Heb/GalNAc-Hea = 10.2 Hz, GaINAC-H6b), 2.65 (dd, 1H, *JsiaHzeqsia-ta = 4.6 Hz, “Jsia.
Haeq/sia-Haax = 13.0 Hz, Sia-H3eq), 2.58 (dd, 1H, *Jyrhr-rzamthr-z = 6.3 HZ, 2Jnthr-rzamThe-rzb =
15.6 Hz, hThr-H2a), 2.41 (dd, 1H, *Jihe-roomthens = 8.4 Hz, 2hthr-ronmthrenza = 15.6 Hz,
hThr-H2b), 2.10 (s, 3H, Ac-CHs), 2.09 (s, 3HAc-CHs), 2.06 (s, 3H, Ac-CHs), 1.99 (s, 3H,
Ac-CHjs), 1.98 (s, 3H, Ac-CHs), 1.96 (s, 3H, Ac-CHs), 1.94 (s, 3H, AcHN-CH3), 1.83 (s,
3H, AcHN-CHj3), 1.80 (d, 1H, *Jsianszavsiats = 5.2 Hz, Sia-H3ax), 1.10 (d, 3H, 3Jr.-
HshThr-H4 = 6.3 Hz, hThr-H5) ppm.

B3C-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CD;0OD), 6 = 174.6, 173.5, 173.4, 172.3, 172.2,
171.9, 171.7, 171.6, 171.4 (6 x Ac-C=0, 2 x AcHN-C=0, hThr-C1), 168.6 (Sia-Cl),
158.3 (C=0, Urethan), 145.5, 145.1 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 142.8 (Fmoc-C4a, Fmoc-
C5a), 136.6 (Bn-C"), 129.9, 129.9, 129.8, 128.9, 128.7, 128.3, 128.2 (Fmoc-C3, Fmoc-CB6,
4 x Bn-C), 126.1 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 125.9 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 121.1, 121.0 (Fmoc-
C4, Fmoc-C5), 100.4 (GalNAc-C1), 99.9 (Sia-C2), 78.9 (hThr-C4), 73.4 (Sia-C6), 70.6
(Sia-C4), 69.7 (GalNAc-C3), 69.2 (GalNAc-C4), 69.0 (Sia-C8), 69.0 (Bn-CHy), 69.0
(GalNAc-C5), 68.5 (Sia-C7), 67.1 (Fmoc-CHy), 64.9 (GalNAc-C6), 63.5 (Sia-C9), 53.7
(hThr-C3), 50.0 (Sia-C5), 48.9 (GaINAc-C2), 48.7 (Fmoc-C9), 38.9 (Sia-C3), 36.9 (hThr-
C2), 227, 226, 21.2, 209, 20.7 (CHs-Ac, CHs-AcNH, Signale fehlen durch
Uberlagerung), 18.5 (hThr-C5) ppm.
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5.4.31 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4-0O-
acetyl-2-desoxy-3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosl)onat]-
a-D-galactopyranosyl)-L-B°-homo-threonin (25¢)"*% %

Fmoc-hThr(BAcsGal(1—3)[aAcsNAcNeuCOOBn(2—6)aAcGalNAc])-OH

Eine Losung von 473 mg (0.322 mmol, 1.0 Aq.) der freien [ag oA

Saure 25b in 5 mL abs. THF wurden auf -20 °C gekiihlt und Ao\ cozan

mit 39 uL (0.355 mmol, 1.1 Aq.) N-Methylmorpholin und o °

454 L (0.355mmol, 1.1 Aq.) Chlorameisensiure-iso- 0 o A o
butylester versetzt. Die Losung wurde 30 min bei dieser B Actin |
Temperatur geriihrt, bevor eine Losung von Diazomethan in FmocHNI/COOH

Ether (10 Aq. N-Methyl-N-nitrosoharnstoff bezogen auf die
freie Saure) bei 0 °C hinzugegeben wurde. Die Losung wurde 16 h geriihrt, wobeti sie sich
auf Raumtemperatur erwirmte. Uberschiissiges Diazomethan wurde mit verdiinnter
Essigdure vernichtet. Die organischen Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit
je 15mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat-, einmal mit 15mL geséttigter
Ammoniumchlorid- und einmal mit 15 mL gesittigter Natriumchloridlésung gewaschen.
Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Der gelbe Riickstand wurde in 5 mL eines THF/Wasser-Gemischs
(v/v = 9:1) aufgenommen und mit einer Losung von 6.7 mg (40 umol, 0.1 Aq.)
Silberacetat in 82 pL (0.74 mmol, 2.3 Aq.) N-Methylmorpholin versetzt. Die Losung
wurde 16 h unter Lichtausschluss geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwérmte.
Das THF wurde im Vakuum entfernt und die wissrige Losung wurde mit 15 mL
gesittigter Natriumhydrogen-carbonatlosung verdiinnt. Nach der Zugabe von 50 mL
Diethylether wurde die organische Phase fiinfimal mit je 15mL gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen und
die wissrige Phase wurde unter Eiskiithlung auf pH 2 angeséuert, bevor die resultierende
Suspension fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert wurde. Die organische Phase
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 12 mg (8.1 pmol, 3%) eines hellbraunen amorphen Feststoffs.
CroHssN3O3, M = 1480.42 =L, [1479.5116].

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C70HgsN303,", [M+H]", ber. 1480.5189, gef. 1480.5184,
C70Hg7N303,Na", [M+Na]", ber. 1502.5008, gef. 1502.5011.

HR-ESI-MS (negativ, m/z): C7oHgsN303,", [M-H], ber. 1478.5043, gef. 1478.5138.
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'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CD30D), 6 = 7.80 (2 x d, 2H, 3 3 moc-Ha/Fmoc-
Ha = 2Jemoc-Hs/Emocs = 7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.70 (d, 1H, *Jemoc-tarrmoc-Hs = 8.0 Hz,
Fmoc-H1 oder Fmoc-H8), 7.66 (d, 1H, *Jemoc.Haemoctis = 8.0 Hz, Fmoc-H1 oder Fmoc-
H8), 7.44 — 7.29 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7, 5 x Bn-H), 5.38 —
5.30 (m, 3H, Sia-H7, Sia-H8, Gal-H3), 5.30 — 5.23 (m, 3H, GalNAc-H4, Bn-CH,), 5.01 —
4.95 (m, 2H, Gal-H2, GaINAc-H5), 4.87 (d, 1H, *Jeanac-Hucanactz = 3.9 Hz, GalNAc-
H1), 4.81 (d, J = 4.8 Hz, 1H, Sia-H4), 4.65 (d, 1H, *Jca-nycarz = 7.2 Hz, Gal-H1), 4.51
(dd, 1H, *Jemoc-cHoarmoc-He = 6.4 HZ, 2Jemoc-crzaFmos-cHzs = 10.8 Hz, Fmoc-CH,a), 4.45 (dd,
1H, *Jemoc-crzb/Emoc-He = 6.3 HZ, 2Jrmoc-cHab/Emoc-chza = 10.8 Hz, Fmoc-CHjb), 4.37 (dd, 1H,
*Janac-HeiGanAcHL = 3.9 HZ, *Jcanac-Hzicainachs = 11.1 Hz, GalNAc-H2), 4.31 — 4.26 (m,
1H, Sia-H9a), 4.23 (t, 1H, *Jemoc-Ho/moce.cz = 6.3 Hz, Fmoc-H9), 4.20 — 4.12 (m, 3H, Gal-
H6a,b, Sia-H6), 4.08 — 4.03 (dd, 1H, *Jsia-rebssiats = 5.4 Hz, “Jsia-rebssianea = 12.4 Hz, Sia-
H9b), 4.02 — 3.90 (m, 4H, hThr-H3, GalNAc-H5, GalNAc-H4, GalNAc-H2), 3.85 (dd,
3JcanacH3GaNAcHs = 3.3 HZ, *Jcanachacanactz = 11.1 Hz, GalNAc-H3), 3.82 (dd, 1H,
ntorramrhers = 2.7 Hz, *dvtievammoens = 6.4 Hz, hThr-H4), 3.79 (dd, 1H *Jeanac
Heab/GainacHs = 7.6 HZ, “JcanacHsacanachss = 10.1 Hz, GalNAc-H6a), 3.29 (m, 1H,
GalNAc-H6b unter MeOH-Peak), 2.72 — 2.61 (m, 2H, Sia-H34q, hThr-H2a), 2.50 (dd, 1H,
3JhThr-H2b/hThr-H3 = 8.4 Hz, 2JhThr-2a/hThr-2b = 15.6 Hz, hThr-HZb), 2.14, 2.09, 2.09, 2.07, 2.01,
2.01, 1.99, 1.98, 1.93 (8 s, 30H, 9 x CH3-Ac, CH3-AcNH), 1.85 — 1.80 (m, 4H, CHjs-
AcNH, Sia-H3ax), 1.17 (d, 3H, *Jnrhr-Hsmhr-na = 6.4 Hz, hThr-H5) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CD;0D), 6 = 174.7, 173.5, 172.9, 172.4, 172.2,
172.1,172.0, 171.9, 171.8, 171.5, 171.4, 171.1 (C=0-Ac, C=0-Ac, hThr-C1), 168.6 (Sia-
C1), 158.4 (C=0, Urethan), 145.4, 145.2 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 142.7 (Fmoc-C4a,
Fmoc-C5a), 136.7 (Bn-CY), 129.8, 129.7, 129.6, 128.9, 128.8, 128.3, 128.2 (Fmoc-C2,
Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, 4 x Bn-C, Signale fehlen durch Uberlagerung), 126.2,
126.1, 126.0 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 121.0 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 102.4 (Gal-C1), 100.5
(GalNAc-C1), 99.9 (Sia-C2), 78.5 (hThr-C4), 74.7 (GalNAc-C3), 73.4 (Sia-C6), 72.2
(Gal-C2), 71.7 (Gal-C5), 71.4 (GalNAc-C4), 70.7 (Sia-C4), 70.2 (GalNAc-C5), 70.0 (Gal-
C4), 69.6 (Gal-C3), 68.9 (Bn-CHy,), 68.7 (Sia-C8), 68.5 (Sia-C7), 67.4 (Fmoc-CH,), 65.5
(GalNAc-C6), 63.5 (Sia-C9), 62.2 (Gal-C6), 53.7 (hThr-C3), 50.5 (GalNAc-C2), 50.0
(Sia-C5b), 48.7 (Fmoc-C9), 38.8 (Sia-C3), 36.6 (hThr-C2), 23.0, 22.7, 21.2, 21.0, 20.9,
20.8, 20.7, 20.5, 19.5 (CH3-Ac-CHs, CH3-AcNH, Signale fehlen durch Uberlagerung),
18.2 (hThr-C5) ppm.
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5.5  Synthesen zu 4.4 — fluorierte R*-homo-Serinbausteine

5.5.1 2-(Tert.-butyldimethylsilyloxy)-ethanol (46)*"
TBDMSO-EtOH

Zu einer Loésung von 10.0 g (161 mmol, 1.0 Ag.) Ethylenglycol in 600 mL oo "]
Dichlormethan wurden 25.0 mL (180 mmol, 1.1 Aq.) Triethylamin gegeben

und die Losung wurde auf 0 °C gekihlt. Zu dieser Losung wurden portionsweise 29.1 g
(193 mmol, 1.2 Ag.) TBDMS-CI gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 16 h geriihrt,
wobei sie sich auf Raumtemperatur erwérmte. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch
an Kieselgel (cHex:EtOAc = 3:1). Ausbeute: 10.4 g (59.0 mmol, 37%) eines blassgelben
Ols.

CgH200,Si, M = 176.34 % [176.1233].
R¢ (cHex:EtOAc = 3:1) = 0.59.
ESI- und FD-Messungen lieferten keine Ergebnisse.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3),*? §=3.69 — 3.66 (m, 2H), 3.61 — 3.59 (m, 2H), 2.33 (bs,
1H, OH), 0.88 (s, 9H, CH3-tBu), 0.05 (s, 2 X 3H, 2 x -CH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl5),B'? 5= 64.3, 63.8 (C1, C2), 26.0 (CH3-tBu), 18.4 (C-tBu),
-5.3 (2 x -CHj3) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?

5.5.2 2-(Di-Ethoxyphosphoryl)-essigsaure tert.-butylester (44)1%"

EtO,-PO-Ac-OtBu

Es wurden 20.0 mL (116 mmol, 1.0 Aq.) Triethylphosphit und 16.8 mL
(115 mmol, 1.0 Ag.) 2-Brom-essigsaure-tert.-butylester (43) 6 h lang VO\,P/i)OK J<
auf 65 °C erwérmt. Ausbeute: 29.0 g (115 mmol, quant.), einer intensiv i °
riechenden farblosen Flussigkeit. Das Produkt wurde roh weiter eingesetzt.

CioH2104P, M = 252.24 % [252.1127].

ESI- und FD-Messungen lieferten keine Ergebnisse.



5.5 Synthesen zu 4.4 — fluorierte 3-homo-Serinbausteine 131

'H-NMR (300 MHz, CDCl;),®" 6 = 4.07 (q, 2H, *Jeio-cveo-cs = 7.1 Hz, EtO-CH,),
4.06 (q, 2H, *Jeio.caveocms = 7.1 Hz, EtO-CHy), 2.78 (d, 2H, *Jac.craac-caz = 21.4 Hz,
Ac-CHy), 1.37 (s, 9H, CHs-/Bu), 1.25 (2 x t, 2 x 3H, *Jeo.cmsmo.ciz = 7.1 Hz, EtO-CH3)

BCNMR (75 MHz, CDCly), 6 = 164.8, 164.7 (C=0, Rotamer), 81.8 (C%-7Bu), 62.3, 62.3
(2 x EtO-CHy), 36.4, 34.6 (Ac-CH,), 27.8 (/Bu-CHs), 16.3, 16.2 (2 x EtO-CHs ) ppm.

5.5.3 (E)-4-(Tert.-butyldimethylsilyloxy)-2-en-buttersiure-fert.-
butylester (50)*'% 313314

TBDMSO-yHBA-O7Bu

Zu einer auf -78 °C gekiihlten Losung von 3.22 mL (37.4 mmol, 5

1.1 Aq.) Oxalylchlorid in 20 mL abs. Dichlormethan wurden 5.13 mL roouso. Ao,
(72.2 mmol, 2.1 Aq.) DMSO in 40 mL abs. Dichlormethan getropft. Die Lésung wurde
10 min rithren gelassen, bevor eine Mischung aus 6.00 g (34.0 mmol, 1.0 Aq.) Alkohol 46
und 9.43 mL (68.0 mmol, 1.8 Aq.) Triethylamin in 40 mL absolutem Dichlormethan
zugetropft wurden. Es wurde weitere 15 min bei dieser Temperatur geriihrt, bevor
28.4mL (170 mmol, 5.0 Aq.) Triethylamin zugetropft wurden. Das Reaktionsgemisch

wurde 16 h rithren gelassen, wobei es sich auf Raumtemperatur erwarmte. Es wurde so

lange 1 M Salzsdure zugegeben, bis ein pH-Wert von 4 erreicht wurde. Die Phasen wurden
getrennt und die wissrige Phase wurde ein weiteres Mal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten Extrakte wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Der Aldehyd wurde ohne weitere Reinigungsschritte weiter

umgesetzt.

Von dem erhaltenen Aldehyd 48 wurden 3.25 g (18.9 mmol, 1.0 Aq.) in 50 mL absolutem
Acetonitril gelost. Zu dieser Losung wurden 4.72 g Lithiumchlorid (111 mmol, 5.90 Aq.)
und 5.06 g (19.8 mmol, 1.1 Aq.) Diethylphosphonoessigséure zert.-butylester 44 gegeben.
Nach der Zugabe von 2.40 mL (14.9 mmol, 0.8 Aq.) DIPEA wurde die Suspension 48 h
geriihrt, mit 50 mLL Wasser verdiinnt und schlieBlich fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel 1m Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte durch Flash-
Saulenchromatographie an Kieselgel (cHex:EtOAc = 20:1). Ausbeute: 3.34 g (12.1 mmol,
64%) eines farblosen Ols.

C14H2s038i, M =272.46 ==, [272.1808].
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R¢ (cHex:EtOAc =10:1) = 0.84.
ESI- und FD-Messungen lieferten keine Ergebnisse.

'H-NMR (300 MHz, CDCL)?"®1, § = 6.86 (dt, 1H, *JiupamssuBansas= 3.6 Hz, *Jupa.
muBam= 15.4 Hz, yYHBA-H3), 5.97 (dt, 1H, */mpa mymsane= 2.2 Hz, *Jiupa msnsass=
15.4 Hz, yYHBA-H2), 4.29 (dd, 2H, *Jupasusmsazn= 2.3 Hz, *Jusasasmsam= 3.6 Hz,
yHBA-H4a/b), 1.46 (s, 9H, CH3-OrBu), 0.89 (s, 9H, CH3-SifBu), 0.07 (s, 6H, 2 x -CHs)
ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL)?*® 5§ =166.1 (yHBA-C1), 146.1 (yHBA-C3), 121.6 (yHBA-

C2), 80.2 (C%-0O1Bu), 62.3 (YHBA-C4), 28.3, 27.0, 26.0 (CH3-O7Bu, CH3-Si/Bu), 18.4 (C%
Si/Bu), -5.3 (2 x S1-CH3) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*'®!

5.5.4 (E)-4-(Benzyloxy)-2-en-buttersiure-tert.-butylester (51)***!
BnO-yHBA-O7Bu

Zu einer auf -78 °C gekiihlten Losung von 3.11 mL (36.2 mmol, 1.1 Aq.) S

Oxalylchlorid in 20 mL abs. Dichlormethan wurden 4.95 mL (78.9 mmol, o Ao
2.4 Aq.) DMSO in 40 mL absolutem Dichlormethan getropft. Die Losung wurde 10 min
rithren gelassen, bevor eine Mischung aus 5.00 g (32.9 mmol, 1.0 Aq.) Alkohol 47 in

20 mL absolutem Dichlormethan zugetropft wurden. Es wurde weitere 15 min bei dieser
Temperatur geriihrt, bevor 27.5 mL (165 mmol, 5.0 Aq.) Triethylamin zugetropft wurden.
Das Reaktionsgemisch wurde 16 h rithren gelassen, wobei es sich auf Raumtemperatur
erwiarmte. Es wurde so lange 1 M Salzsaure zugegeben, bis ein pH-Wert von 4 erreicht
wurde. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase wurde ein weiteres Mal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Aldehyd wurde ohne

weitere Reinigungsschritte weiter umgesetzt.

Von dem erhaltenen Aldehyd 49 wurden 4.94 g (32.9 mmol, 1.0 Aq.) in 50 mL absolutem
Acetonitril gelost. Zu dieser Losung wurden 4.72 g Lithiumchlorid (111 mmol, 3.4 Aq.)
und 5.00 g (19.8 mmol, 0.6 Aq.) Diethylphosphonoessigséure zert.-butylester 44 gegeben.
Nach der Zugabe von 2.40 mL (14.9 mmol, 0.8 Aq.) DIPEA wurde die Suspension 48 h
geriihrt, mit 50 mL. Wasser verdiinnt und schlieBlich fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat

extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel (cHex:EtOAc =
20:1). Ausbeute: 2.71 g (10.7 mmol, 54%) eines farblosen Ols.

C15H2003, M = 248.32 %, [248.1412].
Rf (cHex:EtOAc = 10:1) = 0.59.
ESI- und EI-Messungen lieferten keine Ergebnisse.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),*® 5= 7.39 — 7.28 (m, 5H, Bn-H), 6.89 (dt, 1H, *J.1ea.
HanHBA-H4 = 4.5 Hz, 3JyHBA-H3/yHBA-H2 = 15.7 Hz, yHBA-H3), 6.05 (dt, 1H, 3JyHBA-H2/yHBA-
waab = 2.0 HZ 3 psasomeane = 15.7 Hz, YHBA-H2), 4.56 (s, 2H, Bn-CHy), 4.16 (dd, 2H,
33 hBA-aabieaz = 2.0 HZ, *Jueasamns = 4.5 Hz, YHBA-H4a,b), 1.50 (s, 9H, CHs-tBu)
ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCI5)#® § = 165.7 (yHBA-C1), 143.0 (yHBA-C3), 137.9, 128.5,
127.9, 127.7 (5 x Bn-C), 123.4 (yHBA-C2), 80.4 (C°-tBu), 72.8 (Bn-CH,), 68.8 (YHBA-
C4), 28.2 (CH3-tBu) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!?*®!

555 (25, 3S, aS)-4-(Tert.-Butyldimethylsilyloxy)-3-(N-benzyl-a-N-
methylbenzyl-amino)-2-fluorbuttersaure-tert.-butylester (52)%%**

TBDMSO-3N-2F-yHBA-OtBu

Es wurden 3.80mL (18.3mmol, 1.5Aq.) (S)-(-)-N-Benzyl-a- —
methylbenzylamin in 50 mL absolutem THF gel6st und auf -78 °C phkg) o
gekiihlt. Zu dieser Losung wurden 11.6mL (1.6M in Hexan, TBDMSOMorBu
18.3mmol, 1.5Aq.) nBuLi getropft und die Reaktionsmischung ;

30 min lang geriihrt. Zu der tief violetten Losung wurden 3.30 g (12.1 mmol, 1.0 Aq.) des
ungesattigten Esters 50 geldst in 40 mL absolutem THF getropft. Nach 2.5 h bei -78 °C
wurde die Reaktion zur Vervollstandigung fir 30 min auf -30 °C erwdrmt, bevor sie
wieder auf -50 °C gekiihlt wurde und 5.81 g (18.3 mmol, 1.5 Aq.) NFSI, geldst in 30 mL
absolutem THF, zugegeben wurde. Die Lésung wurde weitere 30 min bei -50 °C gerihrt,
bevor die Reaktion mit 100 mL gesattigter Ammoniumchloridlésung beendet wurde. Die
Losung wurde mit 200 mL Ethylacetat verdiinnt und die Phasen wurden getrennt. Die
organische Phase wurde zunédchst mit Wasser dann mit geséttigter Natriumchloridlésung
gewaschen und schlielich mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
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Vakuum entfernt und das Produkt an Kieselgel (CHCI3) gereinigt. Ausbeute: 2.81 g
(5.60 mmol, 46%) eines farblosen Ols (anti), dr: 3:97 (syn:anti).

Ca9H44FNO3Si, M = 501.75 %, [501.3074].

R¢ (CHCI3) = 0.88 (syn).

R (CHCI5) = 0.83 (anti).

[a]2° (c=1.00, CHCI3) = + 18.0.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CooHasFNOsSi* [M+H]" ber. 502.3153, gef. 502.3146.

'H-NMR (300 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), § = 7.51 — 7.27 (m, 10H, Bn-H),
4.58 (dd, 1H *Jnser-ramser-ts = 1.7 Hz, 2dnser-namser-e = 48.9 Hz, hSer-H2), 4.12 (d, 1H, *Jg,.
cH2aBnch-2b = 15.0 Hz, Bn-CH,a), 4.04 (q, 1H, Jan.cHmesn-chve = 6.9 Hz, Bn-CHMe), 3.92
—3.60 (M, 4H, Bn-CH3b , hSer-H4a,b, hSer-H3), 1.46 (s, 9H, CH;-OtBu), 1.42 (d, 3H, 3J
Bn-CHMe/n-cHMe = 6.9 Hz, Bn-CHMe), 0.97 (s, 9H, CHs-SitBu), 0.11, 0.08 (2 x s, 6H, CHs-
Si) ppm.

BC-NMR (75 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), & = 168.0 (d, 3Jnser-cur = 23.1 Hz, hSer-C1),
143.0 (Bn-C%-CHMe), 141.7(Bn-C%-CH2), 128.4, 128.3, 128.3, 128.1, 127.1, 126.7 (8x
Bn-C), 90.4 (d “Jnser-coiF = 188.5 Hz, hSer-C2) 82.3 (C°-OtBu), 60.7 (d, “Jnser-car = 6.7 Hz,
hSer-C4), 59.9 (d, 3Jnser-cyr = 18.4 Hz, hSer-C3), 57.9 (Bn-CHMe), 51.3 (Bn-CH2), 28.2
(CH5-OtBu), 26.2 (CH5-SitBu), 18.80, 18.63 (Bn-CHMe, C°-SitBu), -5.29, -5.46 (2 X -
CHs) ppm.

F-NMR (282 MHz, CDCl3), & = -201.3 (dd, *Jnser-mmser-tz = 29.2 Hz, “Jnser-pimser-Hz =
48.9 Hz) ppm.

55.6 (2S, 3S, aS)-3-(N-Benzyl-a-N-methylbenzyl-amino)-2-fluor-4-
hydroxy-buttersaure-tert.-butylester **(55)

3N-2F-yHBA-OtBu

Eine Losung von 250 mg (0.498 mmol, 1.0 Aq.) TBDMS-Ether 52 in : o
5mL abs. Tetrahydrofuran wurde mit 1.04 mL TBAF-Ldsung (1M in :g | N oo
THF, 1.04 mmol, 2.1 Aq.) und 90.0 uL Eisessig (1.56 mmol, 31Aq) | ~ T
versetzt und bis zum vollstdndigen Umsatz auf 40 °C erwéarmt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde in 20 mL
Dieethylether aufgenommen. Die organische Phase wurde einmal mit 10 mL geséttigter
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Natriumhydrogencarbonatlésung, zweimal mit je 10 mL Wasser und einmal mit 10 mL
geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde
an Kieselgel gereinigt (CHCI3). Ausbeute: 150 mg (0.387 mmol, 78%) eines blassgelben
Ols.

C23HaoFNO3, [387.49].

Rf (CHCI5) = 0.28.

[a]2° (c=1.00, CHCl3) = -3.2.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): Co3H3FNOsNa®, [M+Na]", ber. 410.2107, gef. 410.2108.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 7.50 — 7.22 (m, 10H, 10 x Bn-
H), 4.33 (d, 1H, 2Jhser-tzmser-F = 49.7 Hz, hSer-H2), 4.18 — 4.08 (m, 1H, Bn-CH,a), 4.02 (q,
1H, ®Jgn-cHmern-cHme = 7.1 Hz, Bn-CHMe), 3.82 — 3.70 (m, 3H, hSer-H3, Bn-CH,b, hSer-
H4a), 3.67 — 3.58 (m, 1H, hSer-H4b), 2.55 (bs, 1H, OH), 1.50 (s, 9H, CHs-tBu), 1.35 (d,
3H, *Jgn-cHmeancHme = 6.9 Hz, Bn-CHMe) ppm.

B3C-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCly), § = 168.0, 167.9 (hSer-C1), 140.8, 140.3,
128.7,128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.7, 127.2 (10 x Bn-C), 89.0 (d, “Jnser-Fser-c2 =
189.3 Hz, hSer-C2), 83.0 (C%-tBu), 59.1 (d, *Jhser-camserr = 18.4 Hz, hSer-C3), 57.9, 57.9
(d, 4Jopnser-canrnserre = 7.3 Hz, hSer-C4), 57.1 (Bn-CH-Me), 50.8 (Bn-CHy), 28.0, 27.7
(tBu-CHs), 19.5 (Bn-CHMe).

“F-NMR (282 MHz, CDCls), § = -200.3 (dd, *Jnser-rnser-3 = 32.2 HZ, “Jnser-Finser-rz =
49.5 Hz) ppm.
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5.6  Synthesen zu 4.5 — PNA-ahnliche Glycoverbindungen

5.6.1 N-(2-Aminoethyl)-glycin-tert.-butylester (69)1**™

NEt-Gly-OtBu

Zu einer Losung von 75.0 mL (1.12 mol, 9.1 Ag.) Ethylendiamin 68 in o
525 mL Dichlormethan wurden 18.8 mL (130 mmol, 1.0 Aq.) 2- HZNNNﬂorBu
Bromessigséure-tert.-butylester (43) in 105 mL Dichlormethan innerhalb von 5 h getropft.
Die farblose Suspension wurde 24h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde dreimal mit je 120 mL Wasser gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen wurden einmal mit 120 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Ausbeute: 22.6 g (0.13 mol, quant.) an farblos Kristalle, die sich aus
einem hellgelben Ol abscheiden.

CgH1sN,0,, M = 174.24 % [174.1368].
R (CH2C|2:MEOH) =0.07.

'H-NMR (300 MHz CDCl3),F"*™ 5= 3.27 (s, 1H, NH,a ), 3.15 (t, *Inmmsap = 5.4 Hz,
1H, NH), 3.10 (s, 2H, H2a,b), 2.84 — 2.77 (m, 1H, NH,b), 2.65 — 2.57 (m, 2H, H4a,b),
2.54 — 2.44 (m, 2H, H3a,b), 1.28 (s, 6H, CH3-tBu), 1.06 (s, 3H, CHs-tBu) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDClI5),} 5=171.7, 170.1 (C1, Konformere), 80.9 (C%-tBu),
51.9 (C2),51.3,41.3 (C3, C4), 31.1, 27.9 (CH3-tBu, Konformere) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*™™

5.6.2 N-((N’-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-glycin
tert.-butylester Hydrochlorid (70)17%"]

Fmoc-NEt-Gly-OtBu * HCI

Zu einer Losung von 22.4g (128 mmol, 1.0 Ag.) Amin 69 und h Q
21.2mL (123 mmol, 1.0 Ag.) DIPEA in 250 mL Dichlormethan Fm°°HN/\/N;,)k°fBu
wurden 41.6g (123 mmol, 1.0 Agq.) Fmoc-Succinimid gel6st in

230 mL Dichlormethan innerhalb von 3 h bei Raumtemperatur zugetropft. Die L&sung
wurde weitere 20 h gerihrt, bevor die Mischung fnfmal mit je 120 mL 1 m Salzs&ure und
einmal mit 120 mL geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen wurde. Die organische
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Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Volumen auf ca. 150 mL eingeengt.
Das Produkt wurde Uber Nacht in der Gefriertruhe bei -20 °C zur Kristallisation gebracht,
abgesaugt und mit kaltem Dichlormethan gewaschen. Ausbeute 24.8 g (57.3 mmol, 47%)
eines farblosen amorphen Feststoffs.

CaaHaoCIN, Oy, M = 432.94 -7, [432.1816].

Rf (cHex:EtOAc = 1:1) = 0.08.

HR-ESI-MS (positiv, m/z):1"%1Y Cp3H,6N,04", [M-CI]*, ber. 397.2122, gef. 397.2117.
HR-ESI-MS (negativ, m/z): Co3H2sN204", [M-H], ber. 431.1743, gef. 431.1742.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg),**™ 5 = 9.44 (s, 2H, H-NH,"), 7.89 (d, 2H, *Jrmoc.
Ha/Fmoc-H3 = JFmoc-Hs/Fmoc-He = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.69 (2 X d, 2H, *Jemoc-ru/Fmoc-
H2= “Jemoc-HarFmocH7 = 9.1 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.61 (t, 1H, *Jemoc-NriFmoc-Haa =
5.6 Hz, Fmoc-NH), 7.41 (t, 2H, 3~]Fmoc-H3/Fmoc-H2 = 3~]Fmoc-H3/Fmoc-H4 = 3JFmoc-HG/Fmoc-HS =
*Jemoc-He/Fmoc-H? = 7.2 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.33 (2 X t, 2H,*Jemoc-tziFmoc-Hs = “Jrmoc-
H2/Fmoc-H1 = “JFmoc-H7/Fmoc-H6 = JFmoc-H/Fmoc-He = 7.4 Hz, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 4.32 (d, 2H,
3 Jemoc-CH2/Emoc-He = 6.6 Hz, Fmoc-CHy), 4.22 (t, 1H, *J = 6.8 Hz, Fmoc-H9), 3.86 (s, 2H,
H2a,b), 3.39 — 3.26 (M, 2H, H4a,b), 3.01 (t, 2H, Jnzapmuap = 6.2 Hz, H3a,b), 1.45 (s, 9H,
CHs-tBu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg),*"**™ 5 = 165.6 (C1), 156.2 (C=0, Urethan), 143.8
(Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 140.7 (Fmoc-Cda,Fmoc-Cbha), 127.6 (Fmoc-C3, Fmoc-C6),
127.0 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 125.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5),
82.9 (C"tBu), 65.6 (Fmoc-CH,), 54.9 (C2), 47.2 (Fmoc-C9), 46.6, 46.4(C3, C4), 27.6
(CH3-tBu) ppm.

5.6.3 N-((N’-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-glycin
tert.-butylester (70a)!*"%*

Fmoc-NEt-Gly-OtBu

Eine Suspension von 24.6 g (61.4 mmol, 1.0 Aq) Hydrochlorid 70 in o
1.1 L Dichlormethan wurde dreimal mit je 350 mL gesattigter FmocHN/\/“QLomu
Natriumhydrogencarbonatlésung ausgeschittelt, mit CaCl, getrocknet und eingeengt.
Ausbeute: 19.6 g (49.5 mmol, 81%) eines blassgelben, amorphen Feststoffs.

CasH2sN204, M = 396.48 ﬁ, [396.2049].
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R¢ (EtOAC) = 0.26.

'H-NMR (200 MHz, CDCls),*"** 5= 7.81 — 7.56 (m, 4H, Fmoc-H4, Fmoc-H5, Fmoc-
H3, Fmoc-H6), 7.45 — 7.26 (m, 4H, Fmoc-H1, Fmco-H2, Fmoc-H7, Fmoc-H8), 5.46 —
5.32 (m, 1H, Fmoc-NH), 4.40 (d, 2H, *Jrmoec-chziFmocte = 6.9 Hz, Fmoc-CHy), 4.22 (t,
3 Jkmoc-Ho/Fmoc-chz = 6.9 Hz, Fmoc-H9), 3.34 — 3.21 (m, 4H, H2a,b, H4a,b), 2.85 — 2.62 (m,
2H, H3a,b), 1.64 (s, 1H, CH3-tBu), 1.46 (s, 8H, CH3-tBu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg),1%*™ s = 171.9 (C1), 157.8 (C=0, Urethan), 142.3
(Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 139.8 (Fmoc-C4a, Fmoc-Cbha), 129.3 (Fmoc-C3, Fmoc-C6),
127.0 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 121.8 (Fmoc-C1, FmocC8), 120.4 (Fmoc-C4, Fmoc-C5),
80.0 (C-tBu), 54.9 (Fmoc-CHy), 51.3, 50.9 (C3, C4), 31.3 (C2), 27.7 (CH3-tBu) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*™

[315]

5.6.4 2-(Benzyloxy)-essigsaure (73)

BnO-hAc-OH

Zu 90.0 mL (866 mmol, 6.7 Ag.) Benzylalkohol wurden 6.00 g Natrium 5
(261 mmol, 2.0 Ag) kleinen Portionen gegeben und die Mischung wurde B”OQkOH
erwarmt, bis sich das Natrium vollstandig loste. Die farblose Reaktionslésung wurde
90 min refluxiert, bevor 12.2 g (129 mmol, 1.0 Aq) 2-Chloressigsaure (72) in 25 mL
Benzylalkohol zugetropft wurden. Die Reaktionsmischung wurde weitere 6 h refluxiert,
abkihlen gelassen und 15 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurde die Lésung
mit 300 mL Wasser und 100 mL Ethylacetat verdinnt und der pH-Wert wurde mit ca.
60 mL geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung und 40 mL 1 m Natriumhydroxid-
I6sung auf 9-10 eingestellt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 50 mL Ether
extrahiert und der pH-Wert wurde danach mit konzentrierter Salzsaure auf pH 1
eingestellt. Die resultierende Suspension wurde dreimal mit je 100 mL Ether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 50 mL gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Ausbeute: 14.2 g (85.5 mmol, 66%) eines farblosen Ols.

CoH1003, M = 166.17 ﬁ [166.0630].
R¢(cHex:EtOAc = 1:1) = 0.21.

HR-ESI-MS (negativ, m/z): CgHgO3', [M-H]’, ber. 165.0557, gef. 165.0557.
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'H-NMR (300 MHz, CDC1L3),2*! § = 10.04 (s, 1H, COOH), 7.40 — 7.30 (m, 5H, Bn-H),
4.65 (s, 2H, Bn-CH,), 4.15 (s, 2H, hAc-CH,) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL;).P'® 6 = 175.5 (C1), 136.7, 128.6, 128.3, 128.2 (Bn-C), 73.5
(C2), 66.6 (Bn-CH,) ppm.

5.6.5 N-((N’-(9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-(2-
(benzyloxy)-acetamid)-glycin-fert.-butylester (74)

Fmoc-NEt-(BnO-hAc)-Gly-OrBu

Zu einer Losung von 112 mg (0.734 mmol, 1.2 Aq.) Carbonséure 73, 08n
O
. (o]
313 mg HATU (0.823 mmol, 1.3 Aq.), 112 mg HOAt (0.822 mmol, FmocHN/\/N\)J\mu
1.3 Aq.) und 537 pL DIPEA (3.08 mmol, 5.0 Aq) in 2.5 mL DMF wurde eine Suspension
von 250 mg Amin 70a (0.631 mmol, 1.0 Aq) in 3.5 mL DMF zugegetropft und 16 h bei
RT geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz des Eduktes wurden 5 mL. Wasser hinzugegeben

und die resultierende Suspension wurde fiinfimal mit je 10 mL Ether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die Reinigung des Produkts erfolgte Flash-
Saulenchromatographie an Kieselgel (cHex:EtOAc = 1:1). Ausbeute: 105 mg (193 pmol,
31%) eines farblosen Ols.

C3H3¢N2Og, M = 544.64 ﬁ [544.2573].

Re(cHex:EtOAc=1:1) = 0.32.
HR-ESI-MS (positiv, m/z), C3;H3;N,O6 ", [M+H]", ber. 545.2646, gef. 545.2641.

'H-NMR (300 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCL), 6 = 7.75 (d, 2H, > Jrmoc-H4/Fmoc.H3 =
3 Jemoc-ts/Fmoc-tis =7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.58 (2 x d, 2H,>JrmocH1/Fmoc-H2 = ~JEmoc-
H8/Fmoc.H7 =7.1 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-HS), 7.43 — 7.24 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-
H6, Fmoc-H7, 5 x Bn-H), 5.83, (t, 1H, 3JNH/H43¢, = 5.2 Hz, NH), 4.55 (s, 2H, Bn-CH,),
4.35 (t, 2H, >Jemoc.CHYFmocto = 6.2 Hz, Fmoc-CHy), 4.14 (d, 2H, “Jpacmamacioy =27.5 Hz,
hAc-H2a,b), 3.98 (d, 2H, *Jiamms = 36.3 Hz, H2a,b), 3.53 (dt, 2H, *Jusapmsas = 5.8 Hz,
2 Jisamsy = 20.2 Hz, H3a,b), 3.37 (dd, 2H, *Jiapizas = 5.8 Hz, “Jasans = 20.2 Hz, H4ab),
1.49, 1.42 (2 x s, 9H, CH3-7Bu) ppm.
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BC-NMR (75 MHz, HSQC, HMBC, CDCl3), 6 = 170.8, 170.0, 169.3, 168.8 (C1, C=O-N,
Rotamere), 156.8, 156.7 (C=0, Urethan, Rotamere), 144.1, 144.0 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a),
141.5 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 137.2, 137.1 (Bn-C% Rotamere), 128.7, 128.6
(Fmoc-C3, Fmoc-C6, Rotamere), 128.4, 128.3 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 128.2, 127.9, 127.8,
127.3 127.2, 125.3 (Bn-C, Rotamere), 125.2 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1, 120.1 (Fmoc-
C4, Fmoc-C5), 83.0, 82.5 (C%/Bu, Rotamere), 73.5 (Bn-CH;), 69.6, 69.2 (hAc-C2,
Rotamere), 67.0, 66.9 (Fmoc-CH,) 50.9, 49.6 (C2, Rotamere), 48.6, (C3), 47.3 (Fmoc-
C9), 39.5 (C4, Rotamere) 28.2, 28.2 (CH;3-/Bu) ppm.

5.6.6 N-((NV’-(9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-(2-
(benzyloxy)-acetamid)-glycin(74a)

Fmoc-NEt-(BnO-hAc)-Gly-OH

Eine Losung von 1.30 g (2.39 mmol) des a AAP-Bausteins 74 wurden T
in 4 mL Anisol gelost. AschlieBend wurden 36 mLL TFA zugegeben. © 0
Nach 15 min wurde die TFA im Vakuum entfernt und das Rohprodukt F’“"c“"/\/N\)LW
fimfmal mit Toluol kodestilliert. Ausbeute: 1.0 g (2.1 mmol, 87%) eines hellgelben

amorphen Feststoffs.

CagHagN>O6, M = 488.53 # [488.1947].

R¢(EtOAc + 2% AcOH) = 0.48.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CogHygN,OgNa™, [M+Na]", ber. 511.1845, gef. 511.1832.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, DMSO-dy), 6 = 7.89 (d, 2H, /e moc H4/Fmoc 13
= Jemoc HFmocHs = 7.5 Hz, Fmoc-4, Fmoc-H5), 7.66 (d, 2H.>Jemee H1/Fmoc? = Jemoc.
H8/Fmoc-H7 —7-4 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-HS), 7.40— 7.27 (m, 9H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-
H6, Fmoc-H7, 5 x Bn-H), 4.47 (d, 2H, 2JBn—CH2a,/'Bn—CH2b =9.3 Hz, Bn-CH,), 4.33 — 4.25 (m,
2H, Fmoc-CH,), 4.25 — 4.16 (m, 2H, Fmoc-H9, hAc-H2a), 4.11 — 4.07 (m, 2H, hAc-H2b,
H2a), 3.95 (s, 1H, H2b), 3.39 — 3.29 (m, 2H, H3a,b unter H,O-Peak), 3.20 — 3.19 (m, 2H,
H4a,b) ppm.

BC.NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-dq), 6 = 171.1, 170.7, 169.4, 169.2 (C1,
C=0-N, Rotamere), 156.2, 156.1 (C=0, Urethan, Rotamere), 143.86, 143.81 (Fmoc-Cla,
Fmoc-C8a), 140.7, 140.7 (C-4a,5a Fmoc), 137.9, 137.8 (Bn-C%), 128.9 & 128.2 (Fmoc-
C3, Fmoc-C6), 128.2, 127.8, 127.8, 127.6, 127.6, 127.5, 127.06 (Bn-C, Fmoc-C2, Fmoc-
C7, Rotamere), 125.1 125.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8, Rotamere), 120.12 (Fmoc-C4, Fmoc-
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C5), 72.1, 72.0 (Bn-CH;), 68.49, 67.90 (hAc-C2), 65.4 (Fmoc-CH,) , 49.0, 47.3(C2,
Rotamere), 46.7 (Fmoc-C9), 46.7 (C3), 38.6 (C4) ppm.

5.6.7 N-Acetyl-N-((N’-(9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-
aminoethyl)-glycin-zert.-butylester (71)**!!

Fmoc-NEt-Ac-Gly-O7Bu

Variante A:

Eine Losung von 5.00 g (12.6 mmol) Amin 70a wurde in 100 mL OY o
Pyridin gelost und mit 50 mL Essigsdureanhydrid versetzt. Die |Fmocin"~~ N\)j\orﬁu
resultierende farblose Suspension wurde 48 h bei Raumtemperatur geriithit. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde in 80 mL Ethylacetat
aufgenommen und dreimal mit je 50 mL 1 M Salzsdure gewaschen. Die Reinigung des
Produkts erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgel (EtOAc). Ausbeute: 2.3 g
(5.2 mmol, 41%) eines farblosen Ols.

Variante B:

Eine Losung von 3.3 g (7.6 mmol) Hydrochlorid 70 wurde in 100 mL Pyridin gel6st und
mit 50 mL Essigsaureanhydrid versetzt. Die farblose Losung wurde 48 h Dbei
Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand wurde in 80 mL Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit je 50 mL 1 M
Salzsdure gewaschen. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch Siulenchromatographie
(EtOAc). Ausbeute: 3.0 g (6.8 mmol, 89%) eines farblosen Ols.

C)5H3oN,05, M = 438.52 ﬁ [438.2155].
R¢(EtOAc + 2% NEt;) = 0.46.
Massenspektrometrsiche Daten konnten weder mit ESI noch mit EI nicht erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDC1),**"! 5 = 7.74 (d, 2H, *Jemoc-H4/Fmoc.113
= 3 Jemoc-Hs/Fmoc-6 = 7.4 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.59 (dd, 2H,> Jrmoc-H1/Fmoc-H? = ~JEmoc-
H8/FmocH7 =7.4 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-HS), 7.44 — 7.35 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.35 —
7.24 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 4.39 (d, 2H, 3 Jemoc.CHY FmocHo = 7.1 Hz, Fmoc-CHo,
Rotamere), 4.34 (d, 2H, *Jrmoc.ci2/Fmocio = 7.1 Hz, Fmoc-CH,, Rotamere), 4.20 (t, >Jemoc.
HoFmoc.ct2= 7.1 Hz, Fmoc-H9), 3.93 (s, 2H, H2, Rotamere), 3.89 (s, 2H, H2, Rotamere),
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3.57 — 3.42 (m, 2H, H3a.,b, Rotamere), 3.42 — 3.28 (m, 2H, H4a,b), 2.07 (s, 3H, CH3-Ac,
Rotamere), 2.02 (s, 3H, CH3-Ac, Rotamere), 1.49, 1.48 (s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

BC.NMR (75 MHz, HSQC, HMBC, CDCL),**!! 6 = 172.0, 171.2 (C=0-Ac, Rotamere),
169.6, 168.6 (C1, Rotamere), 156.6 (C=0, Urethan), 144.0, 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-
C8a), 141.3, 1413 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 127.7, 127.6 (Fmoc-C3, Fmoc-C6,
Rotamere), 127.1, 127.0 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 125.2, 125.0 (Fmoc-Cl, Fmoc-C8,
Rotamere), 120.0, 119.90 (Fmoc-C4, Fmoc-C5, Rotamere), 829, 82.2 (C%/Bu,
Rotamere), 66.9 (Fmoc-CH2), 52.3, 49.6 (C2), 50.3, 479 (C3), 47.2 (Fmoc-C9,
Rotamere), 39.6, 39.4 (C4, Rotamere), 28.0 & 28.0 (CH;3-rBu, Rotamere), 21.4, 21.1
(CH3-Ac, Rotamere) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**!]

5.6.8 N-Acetyl-N-((V’-(9H-fluoren-9-yl)-methoxy-carbonyl)-2-
aminoethyl)-glycin (71a)?*!

Fmoc-NEt-Ac-Gly-OH

Zu emer Suspension von 2.2 g (4.9 mmol) zert.-Butylester 71 in 5 mL OY

o
Wasser wurden 45 mL TFA zugegeben. Die Reaktionslosung wurde chun/\/"\)j\opq

60 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Losungsmittel im

Vakuum entfernt und der Riickstand dreimal mit je 20 mL Toluol kodestilliert wurde. Das
Produkt wurde i 2 mlL Wasser aufgeschlammt und lyophilisiert. Ausbeute: 1.9 g
(4.9 mmol, quant.), farblose Kristalle.

C1H»pN>Os, M = 382.41%, [382.1529].

R¢(EtOAc + 1% AcOH) = 0.34.

Smb.: 71-76 °C.

ESI-MS (positiv, m/z): C2;H»N>OsNa [M+Na]+_, ber. 405.1426, gef. 405.1421.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, DMSO-dg), 6 = 8.31 (s, 1H, COOH), 7.88
(d, 2H, *JrmocHa/Fmoc-H3 = JEmoc-H5Fmocti6= 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS5), 7.67 (d, 2H,
J=7.3 Hz, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.41 (t, 2H, *Jrmoc-i3/Frmoc-H2 = -JEmoc-H3/Fmoc-t4 = JEmoc-
H6/Fmoc.HS = JEmoc-H6/Fmoc-H7 =7.3 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.33 (t, 2H, *Jrmoc-H2/Fmoc- 3 =
3 JEmoc-H/Fmoe-H1 = JEmoc-H7/Fmoc-H6 = -JEmoc-H7/Fmoc-tis =7.0 Hz, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 4.33 (d,

2H, *Jrmoc-cHYFmocto = 6.9 Hz, Fmoc-CH,, Rotamere), 4.28 (d, 2H, >Jrmoc.CHY FmocHO =
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6.9 Hz, Fmoc-CH,, Rotamere), 4.21 (t, 1H, *Jrmoc-Ho/emoc-chz = 6.7 Hz, Fmoc-H9), 4.08 (s,
2H, H2a,b, Rotamere), 3.91 (s, 2H, H2a,b, Rotamere), 3.40 — 3.26 (m, 2H, H3a,b), 3.19 —
3.02 (m, 2H, H4a,b), 1.97 (s, 3H, CHs-Ac, Rotamere), 1.90 (s, 3H, CH3-Ac, Rotamere)
ppm.

BC-NMR (75 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-dg), 6 = 171.3, 170.9 (C1), 170.6, 170.1
(C=0-Ac, Rotamere), 156.2 (C=0, Urethan), 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 140.7
(Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 127.6 (Fmoc-C3, Fmoc-C6), 127.0 (Fmoc-C2, Fmoc-C7), 125.0
(Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 65.3 (Fmoc-CHy), 50.6 (C2, Rotamer)
48.4 (C3, Rotamer), 47.1 (C2, Rotamer), 46.7 (Fmoc-C9), 46.2 (C2, Rotamer), 38.6, 38.2
(C4), 21.3, 20.7 (CH3-Ac, Rotmere) ppm.

[167]

5.6.9 2-Hydroxyessigsaure-tert.-butylester (58)

HO-hAc-OtBu

Zu einer Mischung aus 5.00 g (26.0 mmol, 1.0 Aqg.) Glycin tert.-butylester
Hydroacetat (56) und 2.63 g (37.5 mmol, 1.5 Aq.) Natriumnitrit in einer

Suspension aus je 25 mL Wasser und Dichlormethan wurde unter starkem Rihren bei
0°C eine Losung von 1.70g (12.5 mmol, 0.5 Aqg.) Natriumacetat und 1.0 mL konz.
Schwefelsdure in 10 mL Wasser gegeben. Die organische Phase wurde (ber einen
Zeitraum von vier Stunden mehrmals ersetzt, bis die organische Phase keine gelbe
Farbung mehr aufwies. Die vereinigten  Phasen  wurden  mit  ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Die erhaltene Diazoniumverbindung wurde ohne weitere Reinigung in 4 mL 0.5™
Schwefelsdure gelost und unter starkem Rihren bei Raumtemperatur zur Reaktion
gebracht. Nach 14 Stunden wurden weitere 4 mL zugegeben, bis die Lésung nicht mehr
gelb gefarbt war. Die Lo6sung wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung
neutralisiert und mit Diethylether extrahiert. Die org. Phase wurde mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 2.8 g (21 mmol,
81%), eines gelblichen Ols.

CeH1203, M =132.16 ﬁ [132.0786].

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg),B* 5= 4.59 (s, 1H, OH), 3.86 (s, 2H, hAc-H2a,b), 1.41
(s, 9H, CHs-tBu) ppm.

B¥3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg),B'"! 5= 172.3 (hAc-C1), 80.4 (C-tBu), 60.5 (hAc-C2),
28.2 (CHs-tBu) ppm.
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Massenspektroskopische Daten konnten weder mit ESI noch mit EI erhalten werden.
Ebenfalls konnten keine R¢-Werte erhalten werden, da das Produkt weder mit den
gangigen Reagenzien anférbbar noch UV-aktiv ist.

Weitere analytische Daten siehe Literatur, " 31!

5.6.10 Bernsteinsdure mono-tert.-butylester (60)1***%

HO-BS-OtBu

Zu einer Mischung aus 30 g (0.30 mol, 1.0 Aq.) Bernsteinsiureanhydrid
(59), 10 g (0.30 mol, 1.0 Ag.) N-Hydroxysuccinimid und 3.5 g (30 mmol,
0.1 Ag.) DMAP in 150 mL Toluol wurden 35.0 mL (371 mmol, 1.2 Aq.) tert.-Butanol und
12.5 mL (90.2 mmol, 0.3 Aq.) Triethylamin gegeben. Die Suspension wurde 24 h lang
refluxiert, bevor die Reaktionsmischung abgekihlt und mit 150 mL EtOAc verdinnt
wurde. Die organische Phase wurde mit 10%-iger Zitronensaure und mit ges.
Natriumchloridlésung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute: 40.6 g (233 mmol, 78%) eines dunkelbraunen Ols.

HOOC
~"coomu

CgH1404 M = 174.19%, [174.0892].

HR-ESI-MS (negativ, m/z): CgH1304", [M-H]’, ber. 173.0819, gef. 173.0820

'H-NMR (400 MHz, CDCl3),B*¥ § = 2.67 — 2.47 (m, 4H, BS-H2a,b, BS -H3a,b), 1.43 (s,
9H, CHs-tBu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3),B*¥ 5 = 178.5 (BS -C1), 171.3 (BS -C4), 80.9 (C°-tBu), 30.0
(BS -C3), 29.1 (BS -C2), 27.9 (CH5-tBu) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.!%!
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5.6.11 y-Hydroxybuttersiure-fert.-butylester (61)* '

HO-yHBA-O7Bu

Eine Losung von 40.6 g (233 mmol, 1.0 Aq.) HO-BS-O7Bu 60 in 200 mL [0 ~"cooma]
absolutem Toluol wurde auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden

125 mL (2.0 M, 1.1 Aq.) BH3-Me;S in THF getropft und die Losung wurde 24 h lang bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde auf 0 C gekiihlt und mit 100 mL. Wasser

verdiinnt. Zu dieser Losung wurde so lange festes Kaliumhydroxid gegeben, bis der pH-
Wert 6 erreicht wurde. Das Reaktionsgemisch wurde mit Diethylether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen.
Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Ausbeute: 37.0 g (231 mmol, 98%) eines dunkelbraunen Ols.

CsH1603, M = 160.21 # [160.1099].
'H-NMR (300 MHz, CDC13),?*" § = 3.53 (t, 2H, *J;upa HaabymBAH3ab = 5.5 Hz, YHBA-

H4a,b), 3.09 (bs, 1H, OH) 2.23 (t, 2H, 3JYHBA_H23,bfYHBA_H3a,b = 7.2 Hz, yYHBA-H2a,b), 1.73
(m, 2H, YHBA-H3a,b), 1.34 (s, 9H, CH;3-7Bu) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL;),?! 6 = 173.4 (yHBA-C1), 80.3 (C%7Bu), 61.6 (yHBA-C4),
32.2 (yYHBA-C2), 27.9 (CH;3-7Bu), 27.8 (yHBA-C3) ppm.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?>%

5.6.12 O-(2-Azido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-galctopyranosyl)-2-
hydroxyessigsiure-fert.-butylester (62)°%1°>3%]

aAc3GalN3-O-hAc-O7Bu

In einer Suspension von 15 g ausgeheiztem Molsieb 5 A in 35 mL oA

absolutem Dichlormethan und 30 mL absolutem Toluol wurden o Q

1.35 g (10.0 mmol, 1.0 Aq.) 2-Hydroxy-Essigsdure (58) gelost und M oom
~N

unter Argon 1.5 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C
gekiihlt und es wurden 3.58 g (13.0 mmol, 1.3 Aq) Silbercarbonat zugegeben. 484 mg
(1.76 mmol, 0.2 Aq.) Silberperchlorat wurden dreimal mit absolutem Toluol kodestilliert,
m 5 mL absolutem Toluol gelést und zur gekiihlten Reaktionsmischung gegeben. Die
Suspension wurde 30 Minuten geriihrt, bevor bei 0°C 3.50 g (10.0 mmol, 1.0 Aq.)
Azidochlorid 5 in 35 mL absolutem Dichlormethan und 35 mL absolutem Toluol
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mnerhalb von 30 Minuten zugetropft wurden. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur
erwirmt und 48 h lang geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 100 mL Dichlormethan
verdiinnt und durch Hyflo® filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Riickstand wurde an Kieselgel gereinigt (cHex:EtOAc = 4:1->3:1) gereinigt. Ausbeute
1.9 g (4.3 mmol, 43%) eines farblos amorphen Festsoffs.

CigH27N3010, M = 445 .42 ﬁ, [445.1696].

Re(cHex:EtOAc =2.1) = 0.40.

[a]Z® (c=1.00, CHCL) = +43 4.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C1gH31N4O1o", [M+NH,4]", ber. 463.2035, gef. 463.2034.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 5.45 (d, 1H, *JGaNAc-H4/GalNac -5
= 1.3 Hz, *JoamacH4/Gamac-3 = 3.3 Hz, GalNAc-H4), 5.40 (dd, 1H, JoanNacH3/GaNACHS =
3.3 Hz, *JoanacHsGamac = 11.1 Hz, GalNAc-H3), 5.14 (d, 1H, *JGANAcHI/GaNACH? =
3.6 Hz, GalNAc-H1), 4.34 (t, 1H, *JaNac-H5/GaNAc-H6ap = 6.3 Hz, GalNAc-H5), 4.12 (dd,
2H, “Joacmamacios = 16.2 Hz, J=38.4 Hz, hAc-H2a,b), 4.07 (dd, 2H, >JGaiNac-Héa b/GalNAC-HS
= 4.8 Hz, *JgaNAc-Héw/GaNac-H6b = 6.8 Hz, GalNAc-H6), 3.70 (dd, 1H, *Jamac-H2/GaNAcHI =
3.5 Hz, *JoamacmGanacss = 11.1 Hz, GalNAc-H3), 2.13 (s, 3H, CHsz-Ac), 2.04 (2 x s, 6H,
CHs-Ac), 1.47 (s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

3C-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), 6 = 170.4, 170.0, 169.7 (C=0-Ac), 168.1
(hAc C1), 97.8 (GalNAc-C1), 82.4 (C%/Bu), 68.2 (GalNAc-C5), 67.5 (GalNAc-C3), 67.1
(GalNAc-C4), 64.6 (hAc-C2), 61.5 (GalNAc-C6), 57.3 (GalNAc-C2), 28.0, 20.7, 20.6,
20.6 (CHs-Ac).

5.6.13 O-(2-Azido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-galctopyranosyl)-y-
hydroxybuttersiure-fert.-butylester (63)"°> 1> 3%!

aAc;GalN3-O-yHBA-OrBu

In einer Suspension von 10 g ausgeheiztem Molsieb 4 A in —
AcO
35 mL absolutem Dichlormethan und 30 mL absolutem Toluol o
wurden 733 mg (4.58 mmol, 1.0 Aq.) 4-Hydroxybuttersiure- o Ny
O\/\/COOtBu

tert.-butylester (61) gelost und unter Argon 1.5 h geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekiihlt und es wurden 1.49 g (5.40 mmol, 1.2 Aq)
Silbercarbonat zugegeben. 216 mg (0.786 mmol, 0.2 Aq.) wasserfreies Silberperchlorat

wurden in 60 mL absolutem Toluol gelost und zur gekiihlten Reaktionsmischung gegeben.
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Die Suspension wurde 30 Minuten geriihrt, bevor bei 0 °C 1.89 g (5.42mmol, 1.2 Aq.)
Azidochlorid 5 in 35 mL absolutem Dichlormethan und 35 mL absolutem Toluol
mnerhalb von 30 Minuten zugetropft wurden. Die Suspension wurde auf Raumtemperatr
erwirmt und 48 h lang geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 100 mL Dichlormethan
verdiinnt und durch Hyflo® filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Riickstand wurde an Kieselgel gereinigt (cHex:EtOAc = 4:1->3:1) gereinigt. Ausbeute
1.15 g (2.42 mmol, 53%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

C2oH31N3010, M = 473.47 —L-,[473.2009].

Rs(cHex:EtOAc =4:1) = 0.42.

[a]?® (c = 1.00, CHCl;) = +24.8.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C20H3;N3010Na’, [M+Na]", ber. 496.1907, gef. 496.1899.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl3), 6 = 5.37 (dd, 1H, *JGaNAc-H4/GalNAC-
s = 1.0 Hz, *Joanac ns/Gamvacss = 3.3 Hz, GalNAc-H4), 5.28 (dd, 1H, JaNacH3/GaNAc.HS =
3.3 Hz, *Joanacm/Gamace = 11.1 Hz, GalNAc-H3), 4.91 (d, 1H, *Joamac-H1/GaNaci2 = 3.5
Hz, GalNAc-H1), 4.14 (t, 1H, *JoaNAcHs-GANAcHsab = 6.5 Hz, GalNAc-H5), 4.05 — 3.97
(m, 2H, yHBA-H4a,b), 3.72 — 3.66 (m, 1H, GalNAc-H6a), 3.55 (dd, 1H, *JeamacH2/GaNAC-
g1 = 3.5 Hz, *JeanacmGanacm = 11.0 Hz, GalNAc-H2), 3.50 — 3.44 (m, 1H, GalNAc-
H6b), 2.28 (t, 2H, *Jiupatnaw yBamsas = 7.5 Hz, YHBA-H2ab), 2.06, 1.97, 1.97 (3 x s,
9H, CH3-Ac), 1.89 — 1.81 (m, 2H, yYHBA-H3a,b), 1.37 (2 x s, 9H, CH3-7Bu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCLy), § = 172.2 (yYHBA-C1), 170.2, 169.9, 169.7
(C=0-Ac), 98.1 (GalNAc-C1), 80.3 (C%tBu), 68.1 (GalNAc-C3), 67.8 (GalNAc-C6), 67.5
(GalNAc-C4), 66.6 (GalNAc-C5), 61.6 (yHBA-C4), 57.4 (GalNAc-C2), 31.8 (yHBA-C2),
28.0 (CHs-/Bu), 24.8 (yHBA-C3), 20.5 (CHs-Ac).

5.6.14 O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-galctopyranosyl)-

2-hydroxyessigsiure-tert.-butylester (64)**"!
aAc3GalNAc-O-hAc-OrBu
Zu einer Suspension von 790 mg (11.8 mmol, 11.0 Aq) aktiviertem [~,_oac
Zmk i 50 mL einer Mischung aus THF, Essigsdureanhydrid und o 0
Essigsdure (v/v/v = 3:2:1) wurden 500 mg (1.12 mmol, 1.0 Aq) AN L o
N

aAc3GalN3-O-hAc-O7Bu 62 gegeben. Die Reaktionsmischung wurde
20h bei RT nachgerithit. Nach vollstindigem Umsatz des Eduktes wurde die
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Reaktionsmischung mit THF (70 mL) verdiinnt und durch Hyflo® abflitriert. Das Filtrat
wurde konzentriert und fiinfimal mit Toluol und dreimal mit Dichloremthan kodestilliert.
Der 6lige Riickstand wurde in 40 mL Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit je 20 mL
gesittigter Natriumhydrogencarboantlosung und zweimal mit je 20 mL gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute 516 mg (1.11 mmol,99%),

farblosen amorphen Feststoffs.

CyoH31NOy;, M = 461.46 ﬁ, [461.1897].

R¢(EtOAc) = 0.36.

[a]?° (c = 0.50, CH,Cly) = -98.8.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CooH3;NO;;Na', [M+Na]", ber. 484.1789, gef. 484.1788.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl3), 6 = 5.35 (d, 1H, *JGaNAcH4/GalNACH3
= 3.0 Hz, GalNAc-H4), 5.16 (dd, 1H, *Joanacu3Ganacs =3.2 HZ, >JGaNAc-HY GalNACH? =
11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.84 (d, 1H, *JganacH1/GaNac2 =3.6 Hz, GalNAc-H1), 4.57 (ddd,
1H, *Joanacmicamacu = 3.6 Hz, *JoaNacmGanacNg = 9.6 HZ, JeaNacH/GaNAcHS =
11.2 Hz, GAINAc-H2), 4.24 (t, 1H, *Joamac.us/GaNac-s = 6.6 Hz, 1H, GalNAc-H5), 4.12 —
4.00 (m, 4H, GalNAc-Hé6a,b, hAc-H2a,b), 2.13 (s, 3H, CH3-AcNH), 2.01 (s, 3H, CH3-Ac),
1.97 (s, 3H, CHz-Ac), 1.96 (s, 3H, CH3-Ac), 1.44 (s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCL), § = 171.0, 170.7, 170.6, 170.51, 169.0
(C=0-Ac, C=0-AcNH, hAc-C1), 99.0 (GalNAc-C1), 82.7 (C%Bu), 68.6 (GalNAc-C3),
67.6 (GalNAc-C4, GalNAc-C5), 67.5 (GalNAc-C4, GalNAc-C5), 65.4 (hAc-C2), 62.0
(GalNAc-C6), 47.6 (GalNAc-C2), 28.3 (CHs-7Bu), 23.5, 21.0, 20.9, 20.8 (CHs-Ac) ppm.

5.6.15 O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
galctopyranosyl)-y-hydroxybuttersiure-fert.-butylester (65) B21]

aAc;GalNAc-O-yHBA-O7/Bu

Es wurden 1.15 g (2.43 mmol, 1.0 Aq.) aAc;GalN3;-O-yHBA- o
O7Bu 63 in 60 mL emer Mischung aus THF, Essigsaureanhydrid o Q
und Essigsdure (v/v/v = 3/2/1) gelost. Die Losung wurde mit AcHNO\/\/coo‘Bu

1.59 g (24.3 mmol, 10.0 Aq.) aktiviertem Zink versetzt und bis
zum vollstandigen Umsatz (DC-Kontrolle) bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension

wurde mit THF verdiinnt und durch Hyﬂo® abgesaugt. Der Riickstand wurde dreimal mit
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Toluol und dreimal Dichlormethan kodestilliert und durch S&ulenchromatographie an
Kieselgel gereinigt (cHex:EtOAc = 1:1). Ausbeute: 783 mg (1.60 mmol, 66%) eines
farblosen amorphen Feststoffs.

Ca2H3sNO1;, M = 489.51 %, [489.2210].
Rf (cHex:EtOAc = 1:1) = 0.10.
[a]3° (c = 1.00, CHCI3) = -27.3.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CyH3sNO3Na®, [M+Na]*, ber. 512.2102, gef. 512.2108,
CH3sNO11 ", [M+H]", ber. 490.2283, gef. 490.2283.

IH NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 5.90 (d, 1H, *Jgaiacnm/canact2
= 9.7 Hz, GaINAc-NH), 5.35 (dd, 1H, *Jeanac-racainac-Hs = 1.2 HZ, *JcanacHacanacHs =
3.3 Hz, GalNAc-H4), 5.09 (dd, 1H, *Jeanac-Hacanac-ra = 3.3 Hz, *Jeanac-HacanacH = 11.4
Hz,GalNAc-H3), 4.82 (d, 1H, *JeamacHucanactz = 3.7 Hz, GalNAc-H1), 4.57 (ddd, 1H,
3Jainac-Ha/caiac-HL = 3.7 HZ, *Jeanac-rzcanacnn = 9.8 HzZ, *Jcanactzcanacta= 11.3 Hz,
GalNAC-H2), 4.14 — 4.11 (m, 1H, GaINAc-H5), 4.10 — 4.03 (m, 2H, yHBA-H4a,b), 3.73
(dt, 1H, *Janac-HeapicaNac-ts = 6.0 HZ, “Joainac-HeacaiNac-Hen = 9.9 Hz, GalNAc-H6a), 3.43
(dt, 1H, *Jeanac-Heabicanac-Hs = 6.0 HZ, 2Jeainac-Hevicanac-Hea = 9.9 Hz GaINAc-H6b), 2.33
(dt, 1H, *J,nearzayneasa = 7.3 Hz, 2 uearzanHeanzy = 15.5 Hz, yYHBA-H2a), 2.25 (dt,
1H, *Jnga-HobyHeAHzab = 6.9 HZ, “JneatzbyHearza = 15.5 Hz, YHBA-H2b), 2.14 (s, 3H,
CHs-Ac), 2.03 (s, 3H, CHs-Ac), 1.98 (s, 3H, CHs-Ac), 1.97 (s, 3H, CHs-Ac), 1.92 — 1.86
(m, 3H, CH3-Ac), 1.43 (s, 9H, CH3-tBu) ppm.

13C NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), d = 172.8 (yHBA-C1), 171.0, 170.6, 170.5,
170.4 (C=0-Ac, C=0-AcNH), 98.2 (GalNAc-H1), 80.9 (C%tBu), 68.7 (GalNAc-C3), 67.9
(GalNACc-C6), 67.5 (GaINAc-C4), 66.9 (GalNAc-C5), 62.1 (YHBA-C4), 47.7 (GalNAc-
C2), 32.8 (yHBA-C2), 28.3 (CHs-tBu), 25.1 (yHBA -C3), 23.3 (CH3-AcNH), 20.9, 20.8
(CHs-Ac) ppm.
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5.6.16 O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
galctopyranosyl)-2-hydroxyessigsiure (66)!"*

aAc3GalNAc-O-hAc-OH

Eine Losung von 250 mg (0.542 mmol) aAc3GalNAc-O-hAc-O7Bu 64 OAc

AcO|

m 05mL H)O und 45mlL TFA wurden 40 Minuten bei o 0
Raumtemperatur gerithrit. Das Losungsmittel wurde im Vakuum AcHN
entfernt und der Riickstand wurde fiinfmal mit Toluol kodestilliert. Die
Reinigung erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel® (cHex:EtOAc = 1:2
— 5% MeOH + 2% AcOH in EtOAc). Ausbeute: 210 mg (0.520 mmol, 96%) eines

farblosen amorphen Feststoffs.

OvCOOH

Ci16H23NOq1, M =405.35 #, [405.1271].

R¢(EtOAc) =0.14.

[a]2° (c = 0.50, CH,Clp) =+ 0.72.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C1¢H23NO;Na®, [M+Na]", ber. 428.1163, gef. 428.1162.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, DMSO-dg), & = 8.04 (d, >JaNAc-NH/GaNACH2
= 8.4 Hz, 1H, NH), 5.32 (d, 1H, *Joamacu4/Ganacis = 3.2 Hz, GalNAc-H4), 5.06 (dd, 1H,
3 JGaNAcH3/GaNacH4 = 3.2 HZ, *JaNacHyGamvacz = 11.8 Hz, GalNAc-H3), 4.94 (d, 1H,
3 JGaNAcHGaNaci2 = 3.5 Hz, GalNAc-H1), 4.33 (t, 1H, *JaNac-Hs/GaNac-HGab =6.5 Hz,
GalNAc-H5), 4.26 (ddd, 1H, *JeunacmGamacal = 3.5 Hz, *JeaNAcH2/GaNacNE = 8.4 Hz,
3 JGaNAc-H2Gamac3 = 11.9 Hz, GalNAc-H2), 4.13 (2 x s, 2H, hAc-H2a,b), 4.09 — 3.92 (m,
2H, GalNAc-Hé6a,b), 2.10 (s, 3H, CHs-AcNH), 1.99 (s, 3H, CHs-Ac), 1.90 (s, 3H, CHs-
Ac), 1.81 (s, 3H, CHs-Ac) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-dg), 6 = 171.0, 170.0, 169.98, 169.7 (hAc-
Cl, C=0-Ac, C=0-AcNH), 97.4 (GalNAc-C1), 67.4 (GalNAc-C3), 67.1 (GalNAc-C4),
66.5 (GalNAc-C5), 64.7 (hAc-C2), 61.6 (GalNAc-C6), 46.9 (GalNAc-C2), 22.4, 20.5,
20.5, 20.4 (CHs-Ac, CH3-AcNH) ppm.

" Verzichtet man auf die Reinigung durch Siulenchromatographie, verliuft die nachfolgende

Peptidkupplung mit deutlich besseren Ausbeuten.
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5.6.17 O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
galctopyranosyl)-y-hydroxybuttersiiure (67)">"

aAc3;GalNAc-O-yHBA-OH

Eine Losung von 750 mg (1.53 mmol) aAc3;GalNAc-O-yHBA- o
OMBu 65 im 0.5mL H,O und 5mL TFA wurden bis zum o
AcO
vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur gerithit (DC- AcHN | coon
NN

Kontrolle). Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand wurde fiinfmal mit Toluol und Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung
erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel' (cHex:EtOAc = 1:2 — 5%
MeOH + 2% AcOH in EtOAc). Ausbeute: 643 mg (1.48 mmol, 97%) eines farblosen

amorphen Feststoffs.

C1gHy;NOy;, M =433.40 %, [433.1584].

R (EtOAc) = 0.38.

HR-ESI-MS (positiv, m/z) C;gH,;NO;;Na*, [M+Na]", ber. 456.1476, gef. 456.1482.
HR-ESI-MS (negativ, m/z): C1gHysNOy; ", [M-H], ber. 432.1511, gef. 432.1513.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 6.20 (d, 1H, >Jgamac NE/GaNA 12
= 9.8 Hz, GalNAc-NH), 5.34 (dd, 1H, *Jgamac me/camacmms = 1.2 Hz, *Jgamac H4/GaNAc H32 =
3.2 Hz, GalNAc-H4), 5.14 (dd, 1H, *Jgunacm/camac = 3-2 HZ, *JGaNacH3/GaNAcH) =
11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.83 (d, 1H, *Jounacmcanac = 3.5 Hz, GalNAc-H1), 4.55 (ddd,
1H, *JoaNacmvGaNacs = 3.5 Hz, *Joanacmycanacna = 9-9 HZ, *JouNacm/GaNacss =
11.3 Hz, GalNAc-H2), 4.15 — 4.11 (m, 1H, GAINac-H5), 4.11 — 4.04 (m, 2H, yHBA-
H4a,b), 3.84 — 3.79 (m, 1H, GalNac-H6a), 3.49 — 3.46 (m, 1H, GalNAc-H6b), 2.49 (ddd,
3JyI-[BA-Hza/yI-LBA-H3a = 5.2 Hz, 3JyHBA-H22/yHBA-H3b = 7.7 Hz, 3JyI-IBA—H2a/yI—IBA—H2b = 15.4 Hz,
yHBA-H2a), 2.37 (ddd, 1H, *Jpasoeymeamss = 53 Hz, *Jupamvsmsams = 8.2 Hz,
3 A tbyEBATR. = 15.4 Hz, yYHBA-H2b), 2.14 (s, 3H, CH;-AcNH), 2.03 (s, 3H, CH;-Ac),
1.98 (s, 3H, CH;-Ac), 1.98 (s, 3H, CH3-Ac) ppm.

BCNMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCl3), § = 177.3 (yHBA-C1), 171.6, 171.4, 170.7,
170.5 (C=0-Ac, C=0-AcNH), 98.1 (GalNAc-C1), 68.6 (GalNAc-C3), 67.9 (GalNAc-C6),
67.6 (GalNAc-C4), 67.2 (GalNAc-C5), 62.0 (yHBA-C4), 48.1 (GalNAc-C2), 31.9 (yHBA-
C3), 25.2 (YHBA-C2), 23.0 (CH;-AcNH), 20.9, 20.9, 20.8 (CH;-Ac) ppm.

! Verzichtet man auf die Reinigung durch Siulenchromatographie, verliuft die nachfolgende Peptidkupplung
mit besseren Ausbeuten.
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5.6.18 N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-
a-D-galctopyranosyl)))-N-(N*‘-(9H-fluoren-9-
yDmethoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-glycin-fert.-butylester

Fmoc-NEt-(aAc3;GalNAc-O-hAc)-Gly-O/Bu

Unter Argon wurden 100 mg (0.246 mmol, 1.0 Aq.) aAc;GalNAc-O- oS
hAc-OH 66, 321 mg (0.741 mmol, 3.0 Aq.) Hydrochlorid 70, 122 mg Mk:\
(0.321 mmol, 1.3 Aq.) HATU und 43.7 mg (0.321 mmol, 1.3 Aq) e AcHN |
HOAt in 4 mL Pyridin gelést und drei Tage bei Raumtemperatur °§) 0
gerithrt. Nach dem vollstindigen Umsatz des Edukts wurde das FmC“N/\/N\)LWB“

Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der gelbliche Riickstand wurde in EtOAc (15 mL)
aufgenommen, mit 10 mL 1 M Salzsdure und 15 mL gesittigter Natriumchloridllosung
gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel
wurde 1m Vakuum entfernt. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch Flash-
Saulenchromatographie an Kieselgel (EtOAc). Ausbeute: 150 mg (0.191 mmol, 78%),
eines farblosen amorphen Feststoff

C30H4oN3014, M = 783.82 % [783.3215].

R¢(EtOAc) =0.25

Smb.: 73-77 °C.

[a]Z (c =0.50, CH,Cl,) = +30.8.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C3oHsoN3O014", [M+H]", ber. 784.3287, gef. 784.3283.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 7.77 — 7.74 (m, 2H, Fmoc-H4,
Fmoc-HS, Rotamere), 7.59 — 7.53 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8, Rotamere), 7.42 — 7.34
(m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Rotamere), 7.33 — 7.26 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7,
Rotamere), 6.98 (d, 1H 3 J GalNac NH/GalNAc.H2 = 9.3 Hz, GaINAc-NH, Rotamere), 6.83 (d, 1H,
3 J GalNac NH/GaINAc.H2 = 9.3 Hz, GalNAc-NH), 5.96 -5.90 (m, 1H, Fmoc-NH, Rotamere), 5.39
—5.35 (m, 1H, GalNAc-H4, Rotamere), 5.30 (bs, 1H, GalNAc-H4, Rotamere), 5.19 — 5.14
(m, 1H, GalNAc-H3), 4.84 (d, 1H, 3 JGaINAc-HI/GalNACH? = 3.3 Hz, GalNac-H1, Rotamere),
4.70 (d, 1H, 3 J GalNAc-HI/GalNAcH? = 3.3 Hz, GalNac-HI1, Rotamere), 4.61 — 4.55 (m, 1H,
GalNAc-H2, Rotamere) 4.53 — 4.47 (m, 1H, Gal[NAc-H2, Rotamere), 4.46 — 4.43 (m, 1H,
Fmoc-CHya, Rotamere), 4.40 — 4.30 (m, 4H, Fmoc-CH2, hAc-H2a, Fmoc-CH,b,
Rotamere), 4.29 (d, 1H, 2 JoAc.CEDamA.CEDL = 15.8 Hz, hAc-H2b, Rotamere) 4.25 — 4.18 (m,
3H, hAc-H2a, GalNAc-HS, hAc-H2b, Rotamere), 4.12 — 4.08 (m, 1H, GalNAc-HS,
Rotamere), 4.06 (d, 2H, 3 JGaINAc.Hoa/GalNAc.HS = 6.6 Hz, GalNAc-H6a,b, Rotamere), 3.99 —
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3.85 (m, 4H, GalNAc-H6a,b, H2a,b), 3.40 — 3.30 (m, 4H, H3a,b, H4a,b), 2.15, 2.14, 2.04,
2.02,1.98,1.97,1.96 (7 x s, 12H, 3 x CH3-Ac, CH3-AcNH), 1.49 (s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCL) & = 170.9, 170.6, 170.5, 170.0, 169.6,
169.2, (C=0-Ac, C=0-AcNH, C1, hAc-Cl), 156.8 (C=0, Urethan), 144.1 (Fmoc-Cla,
Fmoc-C8a), 141.5 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 128.1 (Fmoc-C3, Fmoc-C6), 127.3 (Fmoc-C2,
Fmoc-C7), 125.2 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.2 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 99.9, 99.4 (GalNAc-
C1, Rotamere), 83.9, 82.8 (C%7Bu, Rotamere), 68.8, 68.7 (GalNAc-C3, Rotamere), 67.5
(GalNAc-C5, Rotamere), 67.5, 67.4 (GalNAc-C4, Rotamere) 67.4 (Fmoc-CH,
Rotamere), 67.3 (GalNAc-C6), 67.0 (Fmoc-CH,, Rotamere), 65.6, 65.2 (hAc-C2,
Rotamere), 62.0 (GalNAc-C6), 49.9 (C2), 48.2 (C3), 47.6, 47.6 (GaINAc-C2, Rotamere),
47.3 (Fmoc-C9), 39.3 (C4), 28.2 (CH3-/Bu), 23.4, 21.0, 20.7 (CH3-Ac, CH3-AcHN) ppm.

5.6.19 N-((4-Hydroxbutyryl)-O-(2-Acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-galctopyranosyl))-N-((V‘-(9H-fluoren-9-yl)-

methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-glycin-zert.-butylester (76)"**!!

Fmoc-NEt-(aAc;GalNAc-O-yHBA)-Gly-O7Bu

Zu einer Losung von 610 mg (1.41 mmol, 1.0 Aq.) der freien Séure 67 Aol
und 1.22 g (2.82 mmol, 2.0 Aq.) Hydrochlorid 70 in 15 mL Pyridin Acog‘
wurden 590 mg (1.55 mmol, 1.1 Aq) HATU und 211 mg (1.55 mmol, ™o

1.1 Aq) HOAt gegeben und die Losung wurde 16h bei °§>
Raumtemperatur geriihrt. Das Pyridin wurde im Vakuum entfernt und . /\/N\)J\mu

der gelbe Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und dreimal
gegen 1 M Salzsdure ausgeschiittelt. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch Flash-
Saulenchromatographie an Kieselgel (EtOAc). Ausbeute: 930 mg (1.15 mmol, 82%) eines

farblosen amorphen Feststoffs.

C41Hs53N30:4, M =811.87 ﬁ, [811.3528].

R¢ (EtOAc) =0.32

HR-ESI-MS (positiv, m/z): C4;HssN30y4", [M+H]", ber. 812.3600, gef. 812.3601.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 7.75 (d, 2H, > Jrmoc H4/Fmoc.113 =
3 JemocHS Fumoc.H6 = 7.6 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS), 7.61 — 7.54 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-HS),
7.42 —7.35 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.32 — 7.27 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 6.61
(d, 1H, *JoamacNwGanac = 9.6 Hz, GalNAc-NH), 6.33 (d, 1H, *JGaNacNHGaNACH =
9.6 Hz, GalNAc-NH) 6.09 (t, 1H, *Jemoc Nwm4ab = 6.2 Hz, Fmoc-NH), 5.55 (t, 1H, *Jemoc.
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NEEHdab = 6.2 Hz, Fmoc-NH), 5.34 (d,1H, *JeaacHe/Gamacs3 = 3.3 Hz, GalNAc-H4), 5.18
(d,1H, *JoanacHsGamacss = 3.3 Hz, GalNAc-H4), 5.09 (d,1H, *JoaNacH3/GaNAcHS =
3.3 Hz, *JoanacuyGanacm = 11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.99 (d,1H, *JoaNacH3/GaNAcHE =
3.3 Hz, *Joanacmcanac: = 11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.81 (d, 1H, *JGaNAc-HI/GaNACH? =
3.5 Hz, GalNac-H1), 4.74 (d, 1H, *JounacH1/Gamac2 = 3.5 Hz, GalNac-H1), 4.62 — 4.49
(m, 1H, GalNAc-H3), 4.47 — 4.38 (m, 1H, Fmoc-CHya), 4.37 — 4.31 (m, 1H, Fmoc-CHb),
4.31 — 4.16 (m, 2H, Fmoc-H9, GalNAc-HS), 4.03 — 3.90 (m, 3H, H2a, GalNac-H6a,b),
3.88 — 3.62 (m, 2H, H2b, GalNAc-H5), 3.66 — 3.27 (m, 6H, H3a,b, H4a,b, yHBA-H4a,b),
2.52 —2.41 (m, 1H, yHBA-H2a), 2.38 — 2.26 (m, 1H, yHBA-H2b), 2.14, 2.12, 1.99, 1.97,
1.97, 1.93 (6 x s, 12H, 3 x CH3-Ac, CH3-AcNH), 1.49, 1.47, 1.46 (3 x s, 9H, CH3-/Bu)

BC.NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), 6 = 174.3, 174.2, 173.9, 173.8, 173.6,
172.5,171.3,169.2, 168.9 (C=0-Ac, C=0-AcNH, C1, yYHBA-C1, Rotamere), 156.9, 156.9
(C=0, Urethan), 144.0, 144.0, 143.9, 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a, Rotamere), 141.4,
141.4, 141.3 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a, Rotamere), 128.3, 127.9, 127.8, 127.5, 127.3, 127.2,
127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, Rotamere), 125.6, 125.2, 125.2 (Fmoc-
C1, Fmoc-C8, Rotamere), 120.1, 120.1 (Fmoc-C4-Fmoc-C5), 97.9 (GalNAc-C1), 83.3,
82.6 (C%1Bu), 68.8, 68.6 (GalNAc-C3, Rotamere), 67.8 (YHBA-C4), 67.5 (GalNAc-C4),
67.2 (Fmoc-CH,), 66.9 (GalNAc-C5, Rotamere), 62.7 (GalNAc-C6), 51.4, 499 (C2,
Rotamere), 49.1 (C3, Rotamere), 48.1, 47.3 (GalNAc-C2), 47.2 (Fmoc-C9), 39.4, 38.7
(C4, Rotamere), 30.2, 30.0, 29.8 (YHBA-C2), 28.2, 28.1 (CH3-/Bu), 25.0, 24.7 (yYHBA-C3,
Rotamere), 23.1, 23.0, 21.9, 21.2, 20.8 (CH3-Ac, CH3-AcHN) ppm.

5.6.20 N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-Acetamido-2-desoxy-a-D-
galctopyranosyl))-N-(N‘-((9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-
aminoethyl)-NV-glycin-fert.-butylester (77)

Fmoc-NEt-(aGalNAc-O-hAc)-Gly-OrBu

Eine Losung von 1.00 g (1.28 mmol) Fmoc-NEt-(aAc;GalNAc-O- S
hAc)-Gly-O7Bu 75 wurde in 10 mL Methanol p.a. gelost und so lange Hg

mit einer 2%igen Natriummethanolatlosung versetzt, bis ein pH-Wert O o

von 8.5-8.8 erreicht wurde. Der pH-Wert wurde alle 30 min °§) 0
kontrolliert und ggf. reguliert. Nach einer Reaktionszeit von 16 h FmocHN/\/N\)J\OtBu

wurde die Losung mit 1 M Essigsaure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Riickstand wurde in 15 mL Acetonitril aufgenommen. Die Losung wurde
mit 50 mg (0.15 mmol, 0.1 Aq.) Fmoc-OSu und mit 50 pL (0.26 mmol, 0.2 Aq) DIPEA

versetzt und weitere 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
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Rickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(EtOAC:EtOH = 9:1). Ausbeute: 460 mg (0.699 mmol, 55%) eines farblos amorphen
Feststoffs.

Ca3H43N30;1, M = 657.71 %, [657.2898].
R¢ (EtOAC:EtOH =9:1) = 0.13.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CasHN3O11", [M+H]", ber. 658.2970, gef. 658.2960.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 8.32 (d, 1H, 2Joanac-NHiGaNAc-H2
= 5.8 Hz, GalNACc-NH), 8.29 (d, 1H, *JeanacnricanacHz = 6.2 Hz, GalNAc-NH), 7.74 (d,
2H, Jemoc-Haremochs = JemocHs/Emocs = 7.6 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.61 — 7.54 (m, 2H,
Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.38 (t, 2H, *Jemoc-HaFmoc-Hz = “Jrmoc-HaFmoc-He = “JFmoc-He/Fmoc-Hs =
8 Emoc-He/Fmoe.t7 = 7.4 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H®6), 7.31 — 7.27 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7),
6.09 (M, 1H, Fmoc-NH), 5.62 (t, 1H, *Jemoc-ntimsan = 5.6 Hz, Fmoc-NH), 4.81 (d, 1H,
3JcaiNacHUGaNAcH2 = 3.7 Hz, GalNAc-H1), 4.72 (d, 1H, *JeanacHucanacHz = 3.7 Hz,
GalNAc-H1), 4.47 — 4.31 (m, 3H, Fmoc-CH,, hAc-H2a), 4.22 — 4.16 (m, 2H, Fmoc-H9,
hAc-H2b), 4.08 — 4.03 (m, 1H, GaINAc-H2), 3.97 (m, 1H, H2a), 3.91 — 3.69 (m, 7H, H2b,
GalNAc-H3, GalNAc-H4, GalNAc-H5, GalNAc-H6a,b), 3.62 — 3.26 (m, 4H, H3a,b,
H4a,b), 2.05, 2.02 (2 X s, 3H, CH3-AcNH), 1.48, 1.47 (2 x s, 9H, CH3-tBu) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), § = 174.0, 171.4, 171.3, 171.0, 168.9,
168.2 (C1, hAc-C1, C=0-AcNH, Rotamere), 156.9, 156.8 (C=0, Urethan, Rotamere),
143.9, 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C8a), 128.3, 127.9, 127.2
(Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7), 125.2, 125.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 120.1
(Fmoc-C1, Fmoc-C8), 98.9 (GalNAc-C1), 83.9, 82.8 (C%tBu), 71.1, 70.9 (GalNAc-C3,
Rotamere), 70.6, 70.5 (GalNAc-C4), 69.2 (GalNAc-C5), 67.2, 66.8 (Fmoc-CH,,
Rotamere), 64.9 (hAc-C2, Rotamere), 62.9, 62.7 (GalNAc-C6), 51.8, 51.6 (GalNAc-C2),
50.2, 49.8 (C2), 48.6, 47.9 (C3), 47.3, 47.3 (Fmoc-C9, Rotamere), 39.1 (C4), 29.8, 28.1
(CHs-tBu), 23.0, 22.9, 21.2 (CH3-AcNH) ppm.
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5.6.21 N-((4-Hydroxbutyryl)-O-(2-Acetamido-2-desoxy-a-D-
galctopyranosyl))-N-(N‘-((9H-fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl)-2-
aminoethyl)-NV-glycin-fert.-butylester (78)

Fmoc-NEt-(aGalNAc-O-yHBA)-Gly-O7Bu

Eine Losung von 930 mg (1.25 mmol) Fmoc-NEt-(aAczGalNAc-O- S
HO

yHBA)-Gly-O7Bu 76 in 5 mL Methanol p.a. wurde so lange mit einer é -

2%igen Natriummethanolatlosung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5- AN

8.8 erreicht wurde. Der pH-Wert wurde alle 30 min kontrolliert und

O,

o
NN
FmocHN” >~ otBu

Vakuum entfernt und der Riickstand wurde in 15 mL Acetonitril aufgenommen. Die
Losung wurde mit 78 mg (0.23 mmol, 0.2 Aq.) Fmoc-OSu und mit 39uL (0.23 mmol,
0.2 Aq) DIPEA versetzt und weitere 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Riickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (EtOAc:EtOH = 9:1). Ausbeute: 480 mg (0.700 mmol, 61%) eines farblosen

amorphen Feststoffs.

a e

gef. reguliert. Nach einer Reaktionszeit von 16 h wurde die Losung

mit 1M Essigsdure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im

C;35H47N30,,, M = 685.76 ﬁ [685.3211].
R¢(EtOAc:EtOH =9:1) = 0.16.
Massenspektrometrische Daten konnten mit ESI nicht erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCL;), 6 = 7.75 (d, 2H, *Jemoc.1i4/Fmoc. 3 =
3 JmocHS Faoc.H6 = 7.6 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS), 7.61 — 7.54 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-HS),
7.42 —7.35 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.32 — 7.27 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 7.23
(d, 1H, *Jounac Nwcamacm = 8.2 Hz, GalNAc-NH), 7.01 (d, 1H, *JguNac N/GaNAcH) =
8.2 Hz, GalNAc-NH), 6.09 (t, 1H, 3JFm°c_NH/H4a,b = 6.2 Hz, Fmoc-NH), 5.71 (t, 1H, *Jemec.
NHH4ab = -8 Hz, Fmoc-NH), 4.78 (d, 1H, 3 JGaNAcHI/GaNAc 2 = 3.7 Hz, GalNAc-H1), 4.74
(d, 1H, *Joamac m1/Gamac = 3.7 Hz, GalNAc-H1), 4.42 — 4.31 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.31 —
4.16 (m, 2H, GalNAc-H2, Fmoc-H9), 4.03 — 3.90 (m, 2H, H2a, GalNAc-HS), 3.88 — 3.62
(m, 6H, H2b, GalNAc-H6a,b, GaINAc-H4, GalNAc-H3, yHBA-H4a), 3.60 — 3.27 (m, 5H,
YyHBA-H4a, H3a,b, H4a,b), 2.46 (t, 2H 3JYHBA_H2a,b,YHBA_H3a)b = 6.9 Hz, YHBA-H2a,b), 2.06,
2.05 (3 xs,3H, CH3-AcNH), 1.47, 1.47 (2 x s, 9H, CH;-/Bu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCL), ¢ = 174.3, 174.2, 173.9, 173.8, 173.6,
172.5, 171.3, 169.6, 168.9 (C1, yYHBA-C1, C=0-AcNH, Rotamere), 156.9, 156.9 (C=0,
Urethan), 144.0, 144.0, 143.9, 143.8 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4, 141.4, 141.3 (Fmoc-
C4a, Fmoc-C5a), 128.3, 127.9, 127.8, 127.5, 127.3, 127.2, 127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C3,
Fmoc-C6, Fmoc-C7), 125.6, 125.2, 125.2 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1, 120.1 (Fmoc-C4,
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Fmoc-C5), 97.9 (GalNAc-Cl), 83.3, 82.6 (C%/Bu, Rotamere), 70.7 (GalNAc-C3), 69.9,
69.8 (GalNAc-C4), 69.7, 69.6 (GalNAc-C5), 67.4, 67.2 (yYHBA-C4, Rotamere), 66.9
(Fmoc-CH,), 62.7 (GalNAc-C6), 51.6 (C2, Rotamere), 50.9, 50.7 (GalNAc-C2,
Rotamere), 49.8 (C2, Rotamere), 49.4, 48.1 (C3, Rotamere), 47.3, 47.2 (Fmoc-C9,
Rotamere), 39.4, 38.7 (C4), 30.2, 30.0, 29.8 (gHBA-C2), 28.2, 28.1 (CH3-/Bu), 25.5, 25.0,
24.7 (yHBA-C3), 23.1, 23.0, 21.9, 21.2, 20.8 (CH3-AcNH) ppm

5.6.22 N-(2-Hydroxyacetyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4-di-O-acetyl-6-
O-(methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/p-
D-glycero-D-galacto-2-nonulo-pyranosyl)-onat)-a-D-
galctopyranosyl)-N-(N‘-((9H-fluoren-9-yl)-methoxy-carbonyl)-2-
aminoethyl)-glycin-fert.-butylester (79)

Fmoc-NEt-(a/BAcsNeuNAc(2—6)aAcyGalNAc-O-hAc)-Gly-O/Bu

Eine Losung von 460 mg (0.700 mmol, 1.0 Aq.) Fmoc-NEt- [fg  on
(aGalNAc-O-hAc)-Gly-OrBu 77 und 1.65g (2.77 mmol, M?e
4.0 Aq.) Xanthogenat 14 wurden in 80 mL Acetonitril und S

40 mL Dichlormethan mit 10 g Molsieb 4 A 24 h unter Acookt‘;@m:

Lichtausschluss und unter Feuchtigkeitsausschluss bei o

Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde auf -45 °C N coo
gekiihlt und mit 540 mg (2.10 mmol, 3.0 Aq.) trockenem

Silbertriflat versetzt. AnschlieBend wurden innerhalb von 15min 1.3mL (1.6 N,
2.1 mmol, 3.0 Aq.) einer auf 0 °C gekiihlten Methylsulfenylbromidlésung in absolutem

1,2-Dichlormethan hinzugetropft. Die Losung wurde 6 h bei dieser Temperatur geriihrt.
Die Reaktion wurde mit DIPEA neutralisiert und mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt.
Die Reaktionsmischung wurde duch Hyflo® filtriert und das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Zur Acetylierung wurde der Riickstand in 10 mL Pyridin aufgenommen
und mit 5mL Acetanhydrid und katalytischen Mengen DMAP versetzt. Die
Reaktionslosung wurde 24 h lang gerhiihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und der Riickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(EtOAc:EtOH = 10:1). Ausbeute: 198 mg (0.163 mmol, 23%) (c2—6) und 201 mg
(0.165 mmol, 24%) (B2—6) eines farblosen amorphen Feststoffs.

Cs7H74N4055, M = 1215.46 ﬁ [1214.4642]
a-Anomer:

R; (40% — 60° — 100% MeCN) = 13.8 min.
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HR-ESI-MS (positiv, m/z): Cs7H7sN4O25", [M+H]", ber. 1215.4715, gef. 1215.4719.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): Cs7H74N4O2sNa’, [M+Na]", ber. 1237.4534, gef. 1237.4548.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), = 7.76 (d, 2H, *Jrmoc-tarmoc-Hz =
3 Jkmoctis/Fmoc-Hs = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5)), 7.60 — 7.57 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8),
7.41 —7.38 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H®6), 7.33 — 7.29 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 7.04
(t (mdglicherweise auch 2 x d), 1H, *JcanacnHicanactz = 9.5 Hz, GalNAc-NH), 5.98 (m,
1H Fmoc-NH), 5.42 — 5.37 (m, 1H, GalNAc-H4), 5.37 — 5.28 (m, 2H, Sia-H7, Sia-H8),
5.27 - 5.21 (m, 1H, NH?), 5.21 — 5.11 (m, 1H, GalNAc-H3, Rotamere), 4.89 — 4.81 (m,
Sia-H4, GalNAc-H1), 4.79 (d, 1H, *Jcanac-HucanacHz = 3.5 Hz, GalNAc-H1), 4.55 - 4.48
(m, 1H, GalNAc-H2), 4.46 — 4.32 (m, 4H, Fmoc-CH,, hAc-H2a,b ), 4.30 — 4.16 (m, Sia-
H9a, Fmoc-H9, GalNAc-H5), 4.11 — 4.04 (m, 2H, Sia-H9b, Sia-H6), .4.03 — 3.97 (m, 1H,
Sia-H3), 3.96 - 3.89 (m, 2H, H2a,b), 3.81 — 3.68 (m, 4H, GalNAc-H6a, O-CHj3), 3.42 -
3.26 (m, 5H, H3a,b, H4a,b, GaINAc-H6b), 2.58 — 2.47 (m, 1H, Sia-H34q.), 2.15 — 2.10
(m, 9H, CHs-Ac), 2.03 — 1.96 (m, 12H, CH3-Ac, CH3-AcNH ), 1.90 (d, 1H, J = 2.8 Hz,
Sia-H3ax.) 1.87 (CH3-Ac-NH), 1.48, 1.47 (2 x s, 9H, CH3-tBu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), § = 171.3, 171.1, 171.0, 170.9, 170.9,
170.8, 170.8, 170.5, 170.5, 170.4, 170.4, 170.3, 170.3, 170.3, 170.0, 169.7, 168.9, 168.4,
167.9 , 167.8 (C=0-Ac, C=0-AcNH, C1, Sia-C1, hAc-Cl, Rotamere), 156.7 (C=0,
Urethan), 144.0, 144.0, 143.9 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a),
127.9, 127.8, 127.2, 127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7), 125.2 (Fmoc-C4,
Fmoc-C5), 120.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 99.4, 99.3 (GalNAc-C1, Rotamere), 99.0, 98.9
(Sia-C2, Rotamere), 83.7, 82.7 (C%tBu, Rotamere), 72.6 (Sia-C6), 69.0 (GalNAc-C3),
68.9 (Sia-C4), 68.40 (GalNAc-C5, Sia-C8), 67.4 (GalNAc-C4), 67.3 (Sia-C7), 67.0, 66.9
(hAc-C2, Rotamere), 65.0 (Fmoc-CHy,), 63.0 (GalNAc-C6), 62.2 (Sia-C9), 53.0 (O-CHy),
50.5, 49.6 (C2, Rotamere), 49.5 (Sia-C5), 48.2 (C3), 47.8 (GalNAc-C2), 47.72, 47.3
(Fmoc-C9, Rotamere), 39.3 (C4), 38.0, 37.9 (Sia-C3, Rotamere), 28.1 (CHs-tBu), 23.3
(CH3-AcNH), 23.3 (CH3-AcNH), 21.20 (CHs-Ac), 21.0 (CHs-Ac), 20.9 (CHs-Ac) ppm.

B-Anomer:
Rt (40% — 60° — 100% MeCN) = 15.2 min.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): Cs7H7sN4O25°, [M+H]", ber. 1215.4715, gef. 1215.4721,
Cs7H74N4O25Na’, [M+Na]”, ber. 1237.4534, gef. 1237.4546.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), § = 7.76 (d, 2H, *Jemoc-a/Emoc-H3 =
3 JemocHs/Emoc-ts = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.61 — 7.55 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8),
7.41 —7.36 (m, 2H, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.33 — 7.28 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 6.93
— 6.78 (m, 1H, GalNAc-NH), 5.47 (bs, 1H, GalNAc-H4, Rotamere), 5.41 (bs, 1H,
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GalNAc-H4, Rotamere), 5.35 -5.32 (m, 1H, Sia-H7), 5.27 - 5.19 (m, 2H, GalNAc-HS5,
GalNAc-H3), 5.15 — 5.07 (m, 1H, Sia-H8), 4.90 (d, 1H, *JaNacH1/GamNac2 = 3.2 Hz,
GalNAc-H1, Rotamere), 4.84 (d, 1H, 3 JGalNac HI/GalNAcH? = 3.2 Hz, GalNAc-HI,
Rotamere), 4.78 — 4.68 (m, 1H, Sia-H9a), 4.62 - 4.52 (m, 1H, GalNAc-H2), 4.47 — 4.33
(m, 4H, Fmoc-CH2, hAc-H2a,b), 4.23 (t, 1H, 3 JemocHO/Fmoc.CH2 = 6.5 Hz, Fmoc-H9), 4.16 -
4.08 (m, 1H, Sia-HS), 4.06 - 4.00 (m, 1H, Sia-H9b), 3.99 - 3.81 (m, 3H, H2a,b, Sia-H6),
3.78 (s, 3H, O-CHs, Rotamere), 3.73 (s, 3H, O-CHs, Rotamere), 3.61 - 3.42 (m, 4H,
H3a,b, GalNAc-H6a,b), 3.45 — 3.24 (m, 2H, H4a,b), 2.46 (dd, 1H, 3J5ia_H35q/5ia_H4 =5.0 Hz,
2J sia-H3ag/sia-H3ax — 13.0 Hz, Sia-H34q), 2.20, 2.14 (2 x s, 6H, CHs-Ac), 2.05 — 1.96 (m,
15H, CH3-Ac, CH3-AcNH), 1.88 (s, 3H, CH3-AcNH), 1.85 — 1.78 (m, 1H, Sia-H3ax),
1.48, 1.48 (2 x s, 6H, CH3-7Bu) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCl3) & 171.1, 171.1, 171.0, 170.9, 170.9, 170.8,
170.7, 170.6, 170.3, 170.2, 169.6, 168.9, 167.2, 167.1 (C=0-Ac, C=0-AcNH, C1, Sia-Cl1,
hAc-C1, Rotamere), 156.9, 156.8 (C=0, Urethan, Rotamere), 144.0, 143.9 (Fmoc-Cla,
Fmoc-C8a), 141.5 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 127.9, 127.2, 127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C3,
Fmoc-C6, fmoc-C7), 125.1 (Fmoc-C4, Fmoc-C5), 120.1 (Fmoc-C1l, Fmoc-C8), 98.8
(GalNAc-C1, Neu-C2), 83.8, 82.9 (C%/Bu, Rotamer), 72.1 (Sia-C6), 69.0 (GalNAc-C5),
68.7 (GalNAc-C3, Sia-C7), 68.4 (Sia-C4), 68.3, 68.2 (GalNAc-C4), 67.1, 66.8 (hAc-C2),
65.9, 65.2 (Fmoc-CH,), 62.6, 62.5 (S1a-C9, GalNAc-C6), 61.82, 52.9 (O-CHj3), 50.9, 49.8
(C2, Rotamer), 48.73, 48.5 (C3), 48.4 (Sia-C5), 48.0, 47.8 (GalNAc-C2, 47.8, 47.3
(Fmoc-C9), 39.4, 39.2 (C4), 37.1 (S1a-C3), 28.2 (CH3-1Bu), 23.24, 23.18, 21.15, 21.04,
20.90, 20.83 ppm.

5.6.23 N-(4-Hydroxybutyryl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4-di-O-acetyl-
6-0-(methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-o/p-
D-glycero-D-galacto-2-nonulo-pyranosyl)-onat)-a-D-
galctopyranosyl)-N-(N‘-(9H-fluoren-9-yl)-methoxy-carbonyl)-2-
aminoethyl)-glycin-fert.-butylester (80)

Fmoc-NEt-(a/BAcsNeuNAc(2—6)aAcy;GalNAc-O-yHBA)-Gly-OrBu

Eine Losung von 480 mg (0.700 mmol, 1.0 Aq.) Fmoc-NEt- [A0 o
(aGalNAc-O-yHBA)-Gly-O/Bu 78 und 1.65 g (2.77 mmol, Acon
4.0 Aq.) Xanthogenat 14 wurden in 80 mL Acetonitril und A0 ACEI
o
AcHN

40 mL Dichlormethan mit 10 g ausgeheiztem Mosieb 4 A A0

24h unter Lichtausschluss und unter

Feuchtigkeitsausschluss bei Raumtemperatur geriihit. Die o
Suspension wurde auf -45 °C gekiihlt und es wurden 540 mg FmocHN” i ~COOBu

(2.10 mmol, 3.0 Aq.) trockenes Silbertriflat zugegeben. AnschlieBend wurden innerhalb
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von 15 min 1.3 mL (1.6 N, 2.1 mmol, 3.0 Aq.) einer auf 0 °C Methylsulfenylbromidlésung
in absolutem 1,2-Dichlorethan zugetropft. Die Lésung wurde 6 h bei dieser Temperatur
gertihrt. Die Reaktion wurde mit DIPEA neutralisiert und mit 100 mL Dichlormethan
verdiinnt. Die Reaktionsmischung wurde duch Hyflo® filtriert und das L6sungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Zur Acetylierung wurde der Rickstand in 10 mL Pyridin
aufgenommen und mit 5 mL Acetanhydrid und katalytischen Mengen DMAP versetzt.
Die Reaktionslésung wurde 24 h lang gerhiihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (EtOAC:EtOH = 10:1). Ausbeute: 320 mg (0.257 mmol, 37%) (a2—6) und
298 mg (0.240 mmol, 34%) (B2—6) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CsoH78N4O25, M = 1243.26 %, [1242. 4955].
o-Anomer:
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CsgH7gN4O2sNa’, [M+Na]", ber. 1265.4847, gef. 1265.4863.

'H-NMR (599 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), § = 7.79 — 7.72 (m, 2H, Fmoc-H4,
Fmoc-H5), 7.60 — 7.57 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.43 — 7.37 (m, 2H, Fmoc-H3,
Fmoc-H®6), 7.33 — 7.28 (m, 2H, Fmoc-H2, Fmoc-H7), 6.89 (d, 1H, 3 ) GalNAC-NH/GaINACH2 =
9.7 Hz, GalNAc-NH), 6.06 (t, 1H, ®Jrmoc-nriHaap = 6.1 Hz, Fmoc-NH), 5.44 — 5.18 (m, 3H,
GalNAc-H4, GalNAc-H3, Sia-H7, Sia-H8), 4.99 (dd, 1H, *Jeanac-Hscanac-ts = 2.9 Hz,
3JaiNac-H3iGaiNAc-H2 = 11.3 Hz, GalNAc-H3), 4.87 — 4.71 (m, 2H, Fmoc-H9, GalNAc-H1),
4.58 — 4.48 (m, 1H, GalNAc-H2), 4.47 — 4.40 (m, 1H, Fmoc-CH.a), 4.38 — 4.24 (m, 2H,
Fmoc-CH,b, Sia-H9a), 4.21 (t, 1H, *Jemoc-HoFmoc-cHz = 7.0 Hz, Fmoc-H9), 4.08 (dd, 3Jsia.
Hob/sia-He = 5.3 Hz, 3Jsia-ropisia-toa = 12.3 Hz, Sia-H9b), 4.05 — 3.96 (m, 3H, Sia-H5, Sia-H6,
H2a), 3.89 — 3.72 (m, 6H, H2b, GalNAc-H4, GalNAc-H6a, O-CHj3), 3.71 — 3.52 (m, 2H,
yHBA-H4a, H3a), 3.51 — 3.18 (m, 4H, H4a,b, GaINAc-H6b, YHBA-H4b, H3b), 2.53 (dd,
1H, *Jsiaraagsiata = 4.6 Hz, “Jsiazagsiatzax = 13.0 Hz, Sia-H34q), 2.50 — 2.30 (m, 2H,
yHBA-H2a,b), 2.16 -1.83 (m, 26H, CHs-Ac, CH3-AcNH, Sia-H3ax, yHBA-H3a), 1.79 —
1.62 (m, 1H, yHBA-H3b), 1.48 (bs, 9H, CH3-tBu) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), 6 = 174.3, 174.0, 171.7, 1715, 171.4,
171.2,171.1, 170.0, 170.9, 170.78, 170.7, 170.5, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7, 167.9, 167.0
(C=0-Ac, C=0-AcNH, Sia-C1, C1, yHBA-C1, Rotamere), 157.0 (C=0, Urethan), 144.0,
144.0, 143.7 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-Cba), 128.0, 127.9, 127.82
127.3, 127.2, 127.2 (Fmoc-C2, Fmoc-3, Fmoc-C6, Fmoc-C7), 125.3, 125.2, 124.4 (Fmoc-
C4, Fmoc-C5), 120.2, 120.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 98.7, 98.6, 98.5 (Sia-C2, Rotamere),
98.2, 98.1 (GalNAc-C1, Rotamere), 83.3, 82.5 (C%tBu, Rotamer), 72.6 (Sia-C6), 69.0
(Sia-C4), 68.8 (GalNAc-C3), 68.4 (Sia-C8), 68.0, 67.8 (GalNAc-C5), 67.7 (GaINAc-C4),
67.6 (YHBA-C4), 67.4 (Sia-C7), 66.9 (Fmoc-CH,), 63.2 (GalNAc-C6), 62.4 (Sia-C9), 53.0
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(O-CHs), 51.6, 50.1 (C2), 49.6, 49.4 (Sia-C5), 49.3 (C3), 47.8 (GalNAc-C2), 47.4, 47.1
(Fmoc-C9), 39.5 (C4), 37.9 (Sia-C3), 30.3, 30.0 (yHBA-C2), 28.2 (CHs-Bu), 25.1, 24.8
(YHBA-C3), 23.3,23.0, 22.8, 21.3, 21.2, 21.0, 21.0, 20.9 (CHs-Ac, CH;-AcNH) ppm.

B-Anomer:

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CsoHoN4Oos™, [M+H]", ber. 1243.5028, gef. 1243.5038,
CsoH7gN4O,sNa", [M+Na]", ber. 1265.4847, gef. 1265.4861.

Eine Auswertung der NMR-Spektren fiir das p-Anomer war aufgrund einer

unzureichender Spektrenqualitiat nicht moglich.

5.6.24 N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-Acetamido-4,6-O-benzyliden-2-
desoxy-a-D-galctopyranosyl)-N-(N’-(9H-fluoren-9-
yD)methoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-glycin-fert.-butylester (81)

Fmoc-NEt-(a-4,6-BnzGalNAc-0O-hAc)-Gly-OrBu

Eine Losung von 320mg (0.486 mmol, 1.0 Aq.) Fmoc-NEt- Ph

(aGalNAc-O-hAc)-Gly-OrBu 77 wurde in 8 mL Acetonitril p.a. k{,"

gelost und mit 0.30 mL (2.0 mmol, 4.0 Aq.) Benzylidendimethyl- Hogé
AcHN

acetal versetzt. Der pH-Wert wurde mit para-Toluolsulfonsaure auf 4

eingestellt und die Reaktionslosung wurde anschlieBend 3 h lang auf oo

40 °C erwarmt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle!) wurde
die Losung mit DIPEA neutralisiert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Die Reinigung des Produkts erfolgte durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
(EtOACc:EtOH = 5:1). Ausbeute 200 mg (0.268 mmol, 54%) eines farblosen amorphen
Feststoffs.

CaoH47N30,;, M = 745 .81 % [745.3211]

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCl3), 6 = 7.76 (d, 2H, *Jemoc.114/Fmoc. 3 =

3 JmocHS Famoc.H6 = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS), 7.63 — 7.55 (m, 2H, Fmoc-H1, Fmoc-HS),
7.54 — 7.47 (m, 2H, Bn-H), 7.40 (t, 2H, *Jemoc 13/Fmoc 2. = -JEmoc.H3/Fmoc Ha = —JFmoc.H6/Fmoc H5
=3 moc HoFmoeds7 = 7.4 Hz, Fmoc-H3, Fmoc-H6), 7.36 — 7.28 (m, SH, Fmoc-H2, Fmoc-
H7, Bn-H), 5.93 (t, 1H, 3meoc_NH,H4a,b = 5.7 Hz, Fmoc-NH), 5.58 (s, 1H, Bnz-H), 5.53 (s,
1H, Bnz-H), 5.32 (m, 1H, Fmoc-NH), 4.88 (d, 1H, *JounacH1/GaNacm = 3.4 Hz, GalNAc-
H1), 4.79 (d, 1H, *JoamacH1/GaNac.2 = 3.4 Hz, GalNAc-H1), 4.50 (dd, 1H, *Juac moamzas =
7.3 Hz, 2JhAc-H2a/hAc-H2b =10.5 Hz, hAc-2a), 4.44 — 4.30 (m, 3H, Fmoc-CH2a, GalNAc-H2,
hAc-2b), 4.27 — 4.14 (m, 3H, GalNAc-H6a, Fmoc-H9, Fmoc-CH2b), 4.10 — 3.97 (m, 3H,
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H2a, GalNAc-H6b, GalNac-H4), 3.95 (s, 0H), 3.92 (s, OH), 3.88 — 3.72 (m, 2H, H2b,
GalNAc-H3), 3.62 — 3.59 (m, 1H, GalNAc-HS5), 3.52 — 3.26 (m, 4H, H3a.,b, H4a,b), 2.07,
2.06 (2 x s, 3H, CH3-AcNH), 1.50, 1.49 (2 x s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

BC-NMR (100 MHz, HSQC, HMBC, CDCls), ¢ = 173.3, 173.0, 170.7, 169.4, 169.1,
167.4 (C=0, AcNH, C1, hAc-C1, Rotamere), 156.8 (C=0, Urethan), 143.8, 142.6 (Fmoc-
Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 137.8, 137.7 (C%Bn), 129.1, 128.3,
128.2, 127.9, 127.3 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, Bn-C), 125.2 (Fmoc-C4,
Fmoc-C5), 120. (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 101.2 (Bzn-CH), 100.3 (GalNAc-C1), 84.0, 83.0
(C%1Bu), 75.5 (GAINAc-C4), 70.3 (GalNAc-C3), 69.3 (GalNAc-C6), 67.2 (Fmoc-CH?2),
65.0 (hAc-C2), 63.8 (GalNAc-C5), 51.3 (GalNAc-C2), 50.0 (C2), 48.1 (C3), 47.3 (Fmoc-
C9), 39.2 (C4), 28.2 (CH3-1Bu), 25.47, 23.1, 21.2 (CH3-AcNH) ppm.

5.6.25 N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-
3-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-pyranosyl]-a-D-galacto-
pyranosyl)-N-(N’-(9H-fluoren-9-yl)methoxycarbonyl)-2-
aminoethyl)-glycin-fert.-butylester (82)

Fmoc-NEt-(BAcsGal(1—3)a-4,6-BnzGalNAc-0O-hAc)-Gly-O7/Bu

Eine Losung von 555 mg (1.38 mmol, 5.0 Aq.) Acetylbromid 3 P
und 200mg (0268 mmol, 1.0Aq.) Fmoc-NEt-(a-4,6- | ao| o

BnzGalNAc-O-hAc)-Gly-O/Bu 81 wurden in 12 mL einer [ Ogé
Mischung aus absolutem Nitromethan und absolutem "
Dichlormethan (v/v = 1:3) mit 2.00 g Molsieb 4 A unter Argon-
atmosphére 1 h vorgeriihrt, bevor 136 mg (0.538 mmol, 2.0 Aq.)
trockenes Quecksilber(IT)cyanid hinzugefiigt wurde. Die Suspension rithrite 16 h bei

Raumtemperatur, wurde mit 50 mL. Dichlormethan verdinnt und schlieBlich durch
Hyflo® filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde
durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (EtOAc). Ausbeute: 215 mg
(0.200 mmol, 73%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

Cs4HgsN3020, M = 1076.10 =, [1075.4161].
R¢(EtOAc) = 0.26.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CssHgN3On', [M+H]", ber. 1076.4234, gef. 1076.4227,
Cs4HeoN4Oa0 ", [M+NH,4]", ber. 1093.4500, gef. 1093.4502, Cs4HgsN30xNa', [M+Na]",
ber. 1098.4054, gef. 1098.4059.
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'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCls), 6 = 7.75 (d, 2H, > Jrmoc-Ha/Fmoc.H3 =
3meocH5/Fm°c_H6 = 7.5 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-HS5), 7.63 —7.45 (m, 5SH, Fmoc-H1, Fmoc-HS,
Bn-H), 7.42 — 7.27 (m, 5SH, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7, Bn-H), 6.02 — 5.97
(m, 1H, Fmoc-NH), 5.60 -5.48 (m, 1H, Bnz-CH), 5.40 — 5.32 (m, 1H, Gal-H4), 5.11 —
4.98 (m, 2H, Gal-H2, Gal-H3), 4.96 — 4.82 (m, 1H, GalNAc-H1), 4.74 (d, 1H, *Joam1/Gal
m = 7.6 Hz, Gal-H1), 4.63 (d, 1H, *Jeanycam = 7.6 Hz, Gal-H1), 4.57 — 4.28 (m, 6H,
GalNac-H2, hAc-H2a,b, Fmoc-CH,, GalNAc-H4), 4.24 — 3.72 (m, 9H, Fmoc-H9, H2a.b,
Gal-H6a,b, GalNAc-H6a,b, GalNAc-HS, GalNAc-H3), 3.47 — 3.25 (m, 4H, H3a)b,
H4a,b), 2.11, 2.05, 2.03, 2.00, 2.00, 1.97, 1.95, 1.94 (9 x s, 15H, CH3-Ac, CH3-AcNH),
1.48 (s, 9H, CH3-/Bu) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, CDCl), 6 = 172.0, 171.5, 171.4, 171.4, 170.7,
170.5, 170.4, 170.2, 169.2, 168.6, 162.8 (C=0-Ac, C=0-AcNH, C1, hAc-C1, Rotamere),
156.9, 156.8 (C=0, Urethan), 144.0, 143.9 (Fmoc-Cla, Fmoc-C8a), 141.4 (Fmoc-C4a,
Fmoc-C5a), 137.5 (C%-Bn), 129.5, 129.3, 128.6, 128.3, 127.9, 127.4, 127.3, 126.5, 126.3,
126.2 (Fmoc-C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7, Bn-C), 125.5, 125.4, 124.8 (Fmoc-C4,
Fmoc-C5), 120.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 102.3, 102.2 (Gal-C1), 101.3 (Bnz-CH), 100.5,
99.9 (GalNAc-C1), 83.8, 82.7 (Bu-C%), 76.9, 76.7 (GalNAc-C3), 76.0 (GalNAc-C4),
71.1, 70.6 (Gal-C3), 69.5, 69.4 (GalNAc-C6), 69.2 (Gal-C5), 69.1 (Gal-C2), 67.2 (Fmoc-
CH2), 67.2 (Gal-C4), 67.0, 66.0 (hAc-C2), 63.7, 63.64 (GalNAc-C5), 61.7 (Gal-C6), 49.9
(C2), 48.3 (GalNAc-C2), 48.2 (C3), 47.3 (Fmoc-C9), 39.3 (C4), 28.2 (CH;3-1Bu), 23.6,
23.6,21.2,21.1,20.9, 20.9, 20.7 (CH3-Ac, CH3-AcNH) ppm.

5.6.26 N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-
a-D-galctopyranosyl)))-N-(N*-(9H-fluoren-9-
yDmethoxycarbonyl)-2-aminoethyl)-N-glycin (75a)

Fmoc-NEt-(Ac3;GalNAc-O-hAc)-Gly-OH

Eine Losung von 156 mg (0.199 mmol) Fmoc-NEt-(AcsGalNAc-O- o
hAc)-Gly-O/Bu 75 in 11 mL TFA/H,O (v/v = 10:1) 3 h lang gertihrt. m%&‘
Die Losung wurde mit 20 mL Toluol verdinnt und das Losungsmittel Aot
wurde im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit je OT)\)‘J’\
OH

15 mL Toluol kodestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Ausbeute Emoct
122 mg (0.168 mmol, 85%) eines blass braunen Farbstoffs.

CoH35N30;1, M = 727.71 % [727.2589].

[a]Z° (c = 0.50, CH,CL,) = +44.8
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HR-ESI-MS: C3sH41N301,Na, [M+Na]", ber. 750.2481, gef. 750.2480

'H-NMR (600 MHz. CDCl), 5= 7.77 — 7.69 (m, 2H, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.56 (d, 2H,
3 Jkmoc-HUFmoc-Hs = 7.5 Hz, Fmoc-H1, Fmoc-H8), 742 — 7.26 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3,
Fmoc-H6, Fmoc-H7), 5.41 — 5.29 (m, 1H, GalNAc-H4), 5.20 — 5.13 (m, 1H, GaINAc-H3),
4.89 (d, 1H, *Jcanac-HucanacHz = 3.5 Hz, GalNAc-H1), 4.73 (d, 1H, *JanacHi/GaNAc H2 =
2.6 H, 4.53 — 4.48 (m, 1H, GalNAc-H2), 4.42 — 4.26 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.25 — 4.08 (m,
1H, Fmoc-H9), 4.08 — 3.99 (m, 1H, GalNAc-H5), 3.98 — 3.88 (m, 2H, GalNAc-H6a,b,),
3.83 - 3.74 (M, 2H, H2a,b), 3.67 — 3.40 (M, 2H, H3a,b), 3.40 — 3.22 (m, 2H, H4a,b), 2.18
~2.07 (m, 3H, CHa-AcNH), 2.05 — 1.90 (m, 9H, 3 x CHs-Ac) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CDCl3), 5= 172.8, 171.7, 170.8, 170.6, 170.5, 170.3 (3 x C=0-Ac,
C=0-AcHN, COOH, C=0), 157.0, 156.9 (C=0, Urethan), 143.9, 143.8, 143.7 (Fmoc-
Cla, Fmoc-C8a), 141.6, 141.4, 141.4 (Fmoc-C4a, Fmoc-C5a), 128.0, 127.9, 127.2 (Fmoc-
C2, Fmoc-C3, Fmoc-C6, Fmoc-C7), 125.1 (Fmoc-C1, Fmoc-C8), 120.1 (Fmoc-C4, Fmoc-
C5), 99.5, 99.0 (GalNAc-C1), 68.5, 68.4 (GaINAc-C3), 67.4, 67.3, 67.0 (GaINAc-C4,
GalNAc-C5, Fmoc-CH,), 65.6 (hAc-C2), 61.9, 61.8, 61.7 (GAINAc-C6), 53.6, 49.1, 48.1,
48.0 (C2), 47.8 (GalNAc-C2), 47.3, 47.2, 47.1 (Fmoc-C9), 39.2, 39.0 (C4), 23.0, 22.7,
20.8, 20.8, 20.7 (CH3-Ac) ppm.
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5.7  Synthesen zu 4.6 — Synthese eines nicht-immunogenen
Linkers

5.7.1 12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecansaure-tert.-butylester ** (85)

HO-TEG-COOtBu

Zu einer Losung von 25.6 mL (188 mmol, 3.0 Aqg.) 0
wasserfreiem Triethylengylcol (83) in 100 mL absolutem [0~ oA,
THF wurden unter Argonatmosphire 40 mg (0.90 mmol, 0.01 Aqg.) Natrium gegeben.
Nachdem das Natrium vollstandig gelost war, wurden 9.6 mL (66 mmol, 1.0 Aqg.)
Acrylséure-tert.-butylester (84) zur klaren Lésung gegeben und die Lésung wurde fir 21 h
geruhrt. Durch Zugabe von 1.6 mL 1 m Salzsdure wurde die Reaktionsldsung neutralisiert.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde mit
70 mL gesattigter Natriumchloridlésung versetzt und dreimal mit je 60 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereint, mit 40 mL gesattigter
Natriumchloridlosung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde ohne weitere Reinigung
umgesetzt. Ausbeute 15.0 g (53.9 mmol, 82%) eines farblosen Ols.

CisH2606, M = 278.34 ﬁ [278.1729].
R (EtOAC) = 0.31.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5),**?! §=3.73 - 3.66 (m, 4H, H3a,b, H12a,b), 3.66 — 3.53 (m,
10H, H5, H6, H8, H9, H1l(ab) ), 2.74 (s, 1H, OH), 2.47 (t, 2H, *Jzapmzap = 6.8 Hz,
H2a,b), 1.41 (s, 9H, CH3-tBu) ppm.

Fur weitere analytische Daten siehe Literatur.*??

5.7.2 12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert.-butylester 4 (87)

N3-TEG- COOtBu

Eine Losung von 15.0 g (53.9 mmol, 1.0 Ag.) Alkohol 85 in 5

20mL absolutem Dichlormethan wurde mit 18.0 mL ™o~~~ om,
(130 mmol, 2.4 Aqg.) Triethylamin versetzt. Zu der auf 0 °C gekuhlten Losung wurden
8.31 mL (110 mmol, 2.0 Ag.) Mesylchlorid getropft. Das Gemisch wurde anschlieRend
3 h lang bei dieser Temperatur geriihrt. Das entstandene Triethylamin-Hydrochlorid wurde
durch Hyflo® abfiltriert und mit 50 mL Dichlormethan gespult. Nachdem die organische




166 5 Experimenteller Teil

Phase zweimal mit Eiswasser und einmal mit 20 mL gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen wurde, wurde die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 20 mL DMF aufgenommen,
mit 21.5 g (329 mmol, 6.1 Ag.) Natriumazid versetzt und 15 h bei 60 °C geriihrt. Das
DMF wurde im Anschluss im Vakuum entfernt und der Ruckstand in 50 mL Wasser
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde viermal mit Diethylether extrahiert und die
organische Phase erneut mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Produkt wurde durch Flash-Séulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (cHex:EtOAc = 3:1). Ausbeute :13.3 g (43.8 mmol, 81%) eines farblosen Ols.

C13H2sN30s5, M = 303.35 %, [303.1794]
R¢ (cHex:EtOAc = 3:1) = 0.33.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5),**! §=3.73 — 3.58 (m, 14H, H3, H5, H6, H8, H9, H11, H12
(a,b)), 2.04 (t, 2H, *Jpzapiszap = 6.4 Hz, H2a,b), 1.43 (s, 9H, CH3-tBu) ppm.

Fir weitere analytische Daten siehe Literatur.*23%24

5.7.3 12-Amino-4,7,10-trioxadodecansaure-tert.-butylester *(88)

H2N-TEG- COOtBu

Eine Suspension von 9.90 g (0.25 mol) Ni-Al-Legierung in 5
250 mL Wasser wurde unter Erwarmen solange mit festem “QNwoNOV\oVkOtBu
Natriumhydroxid versetzt, bis kein Schdumen mehr zu beobachten war. Nach 1h

Reaktionsdauer wurde die Uberstehende Losung abdekantiert und das Raney-Nickel wurde
mit Wasser zundchst neutral gewaschen und anschlielfend mit Isopropanol vom Wasser
befreit) Zum in Isopropanol suspendierten Katalysator wurden 13.3g (43.8 mmol,)
Azid 87 gel6st in 80 mL Isopropanol, gegeben. Die Reaktionsmischung wurde unter
Wasserstoffatmosphare bis zum vollstdndigen Umsatz (DC-Kontrolle) geruhrt. Der
Katalysator wurde durch Hyflo® abfiltriert und der Filterriickstand mit 50 mL Isopropanol
gewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde ohne
weitere Reinigung eingesetzt. Ausbeute: 12.0 g (35.0 mmol, 81%) eines gelblichen Ols.

C13H27NOs, M = 277.36 ﬁ, [277.1889].

I Anstelle des unmittelbar vor der Reaktion hergestellten Katalysators kann auch kommerziell erhaltliches
Raney-Nickel in wassriger Suspension verwendet werden.
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Rf (cHex:EtOAc = 3:1) = 0.33

Fur weitere analytische Daten siehe Literatur.['*"

5.7.4 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10- trioxado-
decansaure-tert.-butylester*® (89)

FmocNH-TEG- COOtBu

Zu einer Losung von 12.0 g (35.0 mmol, 1.0 Agq) Amin 9

88 in 300 mL einer Mischung aus Aceton und Wasser [ ~"o">~ oo Ao,
(viv = 1:1) wurden 4.01 g (48.0 mmol, 1.4 Aq.) Natriumhydrogencarbonat gegeben. Unter
Rihren wurden anschlieRend portionsweise 18.0 g (53.0 mmol, 1.5 Aq) Fmoc-OSu in die
Losung eingetragen und 60 h zur Vervollstandigung der Reaktion 60 h gerthrt (DC-
Kontrolle). Die Ldésung wurde mit 10 mL halbkonzentrierter Salzsédure auf pH 6
angesauert. Dabei schied sich ein gelbes Ol als Produkt ab. Das Lésungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Produkt wurde viermal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert.
Die organische Phase wurde mit 200 mL 1 m Salzsdure und 200 mL Wasser gewaschen
und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
das Produkt wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(cHex:EtOAc = 2:1 — 1:1 — 1:2). Ausbeute: 12.0 g (25.0 mmol, 81%) eines gelblichen
Ols.

CasH37NO7, M = 499.60 % [499.2570].
Rf (cHex:EtOAc = 2:1) = 0.34.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3),® & = 7.74 (d, 2H, *Jrmoc-rarmocts = “Jrmoc-Hs/Fmoc-He =
6.8 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.58 (d, 2H, 3JFmOC-H1,FmOC.H2 = 3Jemoc-He/Fmoe-H7 = 7.3 Hz,
Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.46 — 7.15 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7),
4.38 (d, 2H, *Jemoc-cHz/rmoc-He = 7.8 Hz, Fmoc-CHy), 4.20 (t, 1H, Jrmoc-Ho/rmoc-crz, FMoc-
H9), 3.79 — 3.47 (m, 12H, H3, H5, H6, H8, H9, H11 (a,b)), 3.38 (t, 2H, 3Ju12apri11ap =
5.4 Hz, H12a,b), 2.46 (t, 2H, *Juapsap = 6.4 Hz, H2a,b), 1.41 (s, 9H, CHs-tBu) ppm.

Fiir weitere analytische Daten siehe Literatur.!**"!
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5.75 N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10- trioxado-
decansaure *% (89a)

FmocNH-TEG-COOH

Es wurden 12.0 g (25.0 mmol) des Linkers 89 in einer o
Mischung aus 40 mL Trifluoressigsaure und 5 mL o O oI,
Wasser 3 h lang gerlhrt. Die Reaktion wurde mit 30 mL Toluol verdiunnt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde dreimal mit je 20 mL Toluol
kodestilliert. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt. (CH,Cl,;:MeOH/AcOH = 19:1:0.5). Ausbeute: 7.41 g (16.8 mmol, 67%) eines
braunlichen Ols.

CasHoNO;, M = 443.49 -2 [443.1944].
R¢ (CH,Cl,:MeOH/ACOH = 19:1:0.5) = 0.34.

'H-NMR (300 MHz, CDCI5)™, = 7.77 (d, 2H, *Jrmoc-rarmoc-Hs = “Jrmoc-Hs/Fmoc-He =
7.9 Hz, Fmoc-H4, Fmoc-H5), 7.60 (d, 2H, *Jrmoc-Huemoctz = “Jrmoc-He/EmoeH7 = 7.4 Hz
Fmoc-H1, Fmoc-H8), 7.42 — 7.14 (m, 4H, Fmoc-H2, Fmoc-H3, Fmoc-H6, Fmoc-H7),
4.38 (d, 2H, *Jemoc.crizfmoc-ns = 6.8 Hz, FMoc-CHy), 4.20 (t, 1H, *J rmoc-Horrmoc.chz =
6.8 Hz, Fmoc-H9), 3.69 — 3.49 (m, 12H, H3, H5, H6, H8, H9, H11 (a,b)), 3.38 (t, 2H,
3Jh12apHi1ap = 5.4 Hz, H12a,b), 2.60 (t, 2H, *Jizapmizap = 6.7 Hz, H2a,b) ppm.

Fi weitere analytische Daten siehe Literatur.[**"
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5.8  Synthesen zu 4.7 — Peptidsynthesen

5.8.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidsynthese am ABI 433A
(AAV1)

Peptide wurden am ABI 433A der Fa. Applied Biosystems, Foster City, nach dem
Standardprogram Fastmoc 0.1 mmol ausgefuhrt. Als Harz diente mit Fmoc-Prolin
vorbeladenes TentaGel-S-Harz der Fa. Rapp-Polymere, Tibingen. Fir die
Kupplungsreaktionen wurden die Aminosdurederivate Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH und Fmoc-Val-OH verwendet. In jedem
Kupplungsschritt wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des
Harzes mit 20% Piperidin in NMP fir mindestens 3 x 2.5 min gespalten. Die
nachfolgende Kupplung der Aminosaure (10 Ag. bezogen auf das Harz) erfolgte mit
HBTU (1 Aqg. bezogen auf die Aminoséure), HOBt (1 Ag. bezogen auf die Aminosaure)
und DIPEA (2 Ag. bezogen auf die Aminosaure, 2 M in DMF) unter 20 — 30 min vortexen.
Nach jedem Kupplungsschritt wurden Aminogruppen, die nicht reagierten, mit einer
Mischung aus Essigsaureanhydrid (0.5 m), DIPEA (0.125 M) und HOBt (0.015 M) in NMP
gecappt. Andere Derivate werden bei den entsprechenden Peptiden behandelt. Die
AnsatzgroRe betrug 0.1 mmol.

5.8.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidsynthese an der Libertyl
(AAV2)

Fur Peptide, die an der Libertyl der Fa. CEM, Matthews, synthetisiert wurden, fanden mit
Fmoc-Alanin beladene low-load Wang-Harze der Fa. Novabiochem, Darmstadt, ihren
Einsatz. Fir die Kupplungsreaktionen wurden die Aminosaurederivate Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)--OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-
Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH und Fmoc-Val-OH verwendet. In jedem
Kupplungsschritt wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung des
Harzes mit 20% Piperidin in DMF fir 3 min bei 80 °C (30 W) gespalten. Die Kupplung
der nachfolgenden Aminoséure (5 Ag. bezogen auf das Harz) erfolgte mit HBTU (0.5 Aq.
bezogen auf die Aminosaure), HOBt (1 Aqg. bezogen auf die Aminosaure) und DIPEA
(2 Aqg. bezogen auf die Aminosaure, 2 M in DMF) innerhalb von 8 min bei 80 °C (23 W).
Fmoc-Arg(Pbf)-OH wurde in einem Doppelkupplungsschritt zundchst 30 min bei
Raumtemperatur und anschlieBend 5 min bei 80 °C (23 W) gekuppelt. Fmoc-His(Trt)-OH
wurde 6 min bei 80 °C (< 23 W) gekuppelt. Auf einen Capping-Schritt wurde verzichtet.
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Andere Derivate werden bei den entsprechenden Peptiden behandelt. Die AnsatzgroRe
betrug 0.1 mmol.

5.8.3 Allgmeine Arbeitsvorschrift zur Spaltung des Peptids vom Harz
(AAV3)

5.8.3.1 Trityl-Harze (AAV3a)

Harze, die das Peptid uber einen Trityl-Linker gebunden trugen, wurden in einen Glas-
Merrifieldreaktor tberfihrt und mit einer Emulsion aus 10.0 mL TFA, 1.0 mL Reinwasser
und 1.0 mL TIPS 3 h lang geschiittelt. Das Harz wurde abfiltriert und der Filterkuchen
wurde zweimal mit 5 — 10 mL TFA nachgespilt. Die Suspension wurde mit 20.0 mL
Toluol verdunnt und die TFA und das Toluol wurden im Vakuum entfernt. Der Ruckstand
wurde weitere dreimal mit je 20 — 30 mL Toluol kodestiliiert.

5.8.3.2 Wang-Harze (AAV3b)

Harze, die das Peptid Uber einen Wang-Linker gebunden trugen, wurden in Glas-
Merrifieldreaktor Uberfuhrt und mit einer Loésung aus 10.0 mL TFA und 1.0 mL
Reinwasser 2 h lang geschittelt, bevor 1.0 mL TIPS zugegeben und die Suspension eine
weitere Stunde geschittelt wurde. Das Harz wurde abfiltriert und der Filterkuchen wurde
zweimal mit 5 — 10 mL TFA nachgespult. Die Suspension wurde mit 20 mL Toluol
verdiinnt und die TFA und das Toluol wurden im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde
weitere dreimal mit je 20 — 30 mL Toluol kodestiliiert.

5.8.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift zum Ausféllen von Peptiden aus
eiskaltem Ether (AAV4)

Die aus Abschnitt 5.8.3 erhaltenen Rickstdnde wurden in 2 mL Methanol gel6st und in
43 mL eiskalten Dieethylether langsam eingetropft. Die Suspension wurde 10 — 30 min
lang zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Der Riickstand wurde solange
erneut in 2 mL Methanol geldst und in 43 mL eiskalten Diehtylether eingetropft, bis der
Riickstand farblos war.
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5.8.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Lyophilisation von Peptiden
(AAV5)

Aus Mischungen organischer Losungsmittel mit Wasser z.B. aus HPLC-Laufen wurde
zunachst das organische Losungsmittel abdestilliert, bevor die Lésung in fliissigem
Stickstoff unter Schwenken eingefroren wurde. Die Lyophilisation erfolgte an einem
Gerat der Fa. Martin Christ, Osterode am Harz.

5.8.6 L-Prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
prolin (90)

Das Peptid 90 wurde nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV1, AAV3a und
AAVS5 dargestellt. Die Reinigung des Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC. Ausbeute:
63 mg (84 umol, 81%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CazHsoN1oO11, M = 752.82 - [752.3817].
HR-ESI-MS (positiv, m/z): C3HssN1oO11, [M+H]", ber. 753.3890, gef. 753.3881.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, NOESY, DMSO-ds), 6 = 12.54 (bs, 1H, COOH),
9.51 (bs, 1H, COOH), 8.91 (d, 1H, *Jonmpe = 7.6 Hz, D"), 8.58 (bs, 1H, OH), 8.13 (d,
1H, *Janmiaa = 7.6 Hz, AN, 7.94 (d, 1H, Jrnmira = 7.6 Hz, RNY), 7.70 (pt, 2H, TN?, RONM
), 7.55 — 6.95 (m, 3-4H, Guanidin, OH), 4.88 (bs, 1H, OH), 4.69 (ddd, 1H, *Jpppa =
5.0 Hz , *Jowonk = 8.2 Hz , *Jpuppy = 13.1 Hz, D%), 4.52 — 4.41 (m, 2H, R%{4.49} ,
A% {4.46}), 4.33 (dd, 1H, *Jpwppa = 4.5 Hz, *Jpoppy = 8.6 Hz, P1%), 4.23 — 4.14 (m, 3H, T*
{4.16}, P,* {4.21}, Ps* {4.18}), 4.01 — 3.93 (m, 1H, T%), 3.66 — 3.32 (m, 4H, P,* {3.61},
P,% {3.57}, P, {3.49}, P, {3.47}), 3.28 — 3.17 (m, 2H, P5°), 3.13 — 3.03 (m, 2H, R?),
2.77 (dd, 1H, *Jppapa = 5.3 Hz, 2Jppaops = 17.3 Hz, DP?), 2.58 — 2,51 (m, 1H, DP?), 2.34 —
2.23 (m, 1H, P37, 2.20 — 2.09 (m, 1H, P,"®), 2.06 — 1.96 (m, 1H, P,*®), 1.95 — 1.65 (m,
10H, R {1.70}, P4 {1.88}, P, {1.82}, P, {1.77}, PyY {1.88}, P,’ {1.86}, P4’ {1.86}),
1.59 — 1.44 (m, 3H, RP* {1.51}, R {1.51}), 1.18 (d, 3H, *Jag/as = 7.0 Hz, AP), 1.01 (d, 3H,
$Jtpry = 6.5 Hz, T') ppm.

¥3C-NMR (100 MHz, HSQC, DEPT, DMSO-dg), 6 = 173.7, 172.0, 171.4, 170.9, 170.5,
170.0, 169.9, 168.7 (C=0-NH, COOH P, COOH D), 157.3 (R, Guanidin), 67.1 (T?), 59.5,
59.2, 58.9 (P1.5%), 58.3 (T%), 50.5 (Ra), 50.3 (D%), 47.2 (A%), 46.7, 46.5, 46.2 (P1.5°), 41.0
(RY), 36.2 (D), 30.0, 29.5, 29.0 (P1.3"), 28.77 (RP), 25.0, 24.9, 23.8 (P1.3"), 24.8 (RY), 20.1
(TY), 17.1 (AP) ppm.
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5.8.7 L-Prolyl-L-aspartyl-L-homo-B>-homo-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-
L-alanyl-L-prolin (91)

Das Peptid 91 wurde nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV1, AAV3a und
AAVS5 dargestellt. Die Kupplung des Aminoséurederivats Fmoc-hThr(tBu)-OH 3la
erfolgte mit HATU, HOAt und NMM als Base. Die Kupplungszeit wurde fir 31a auf 8 h
verlangert. Die Reinigung des Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC. Ausbeute: 54 mg
(70 pumol, 69%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CasHssN19011, M = 766.84 % [766.3974].
ESI-MS (positiv, m/z): Ca4HssN19011, [M+H]", ber. 767.4031, gef. 767.40.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, NOESY, DMSO-ds), 6 = 12.51 (bs, 1H, COOH),
8.81 (d, 1H, *Jonmpa = 8.2 Hz, D™), 8.06 (d, 1H, Jrnmre = 7.4 Hz, R, 8.05 (d,
1H, 3 Janmiae = 7.6 Hz, AM), 7.67 (t, 1H, *Jrnn(Guanidingrs = 5.4 Hz, RNHCRAm) 17 54 (g,
1H, *JhrnmmTp = 10.1 Hz, hTN), 7.48 — 6.85 (m, 4H, Guanidin, OH), 4.70 (d, 1H, °J = 4.2
Hz, NH), 4.62 — 4.54 (m, 1H, D%), 4.51 — 4.41 (m, 2H, R* {4.47}, A“ {4.44}), 4.36 — 4.30
(m, 1H, P3%), 4.20 (dd, 1H, *Jpeppa = 4.6 Hz, *Jpusppn = 8.6 Hz, P,%), 4.18 — 4.13 (m, 1H,
P,%), 3.97 (dd, 1H, *Jpm, = 3.9 Hz, *Jhtpre = 7.3 Hz, hTP), 3.69 — 3.44 (m, 5H, hT
{3.63}, P5°{3.59}, P,°{3.50}), 3.26 — 3.13 (m, 2H, P;®), 3.12 — 3.00 (m, 2H, R?), 2.68
(dd, 1H, *Jppape= 4.8 Hz, 2Jpganps = 17.0 Hz, D), 2.50 (D unter DMSO0), 2.47 — 2.41
(m, 1H, hT*), 2.30 — 2.20 (m, 1H, P3"), 2.18 — 2.06 (m, 2H, hT®, P,’), 2.04 — 1.97 (m,
1H, P, 1.93 — 1.74 (m, 9H, P,® {1.77}, P,** {1.84}, P»* {1.85}, P, {1.84}, P,
{1.89}, P5™ {1.89}, R" {1.85}), 1.69-1.58 (m, 1H, R"), 1.55-1.43 (m, 3H, P,5™ {1.50,
1.48}, RP {1.48Y), 1.18 (d, 3H, *Jag/aq = 7.0 Hz, AP), 0.90 (d, 3H, *Jrsr, = 6.4 Hz, hT?)
ppm.

B3C-NMR (100 MHz, HSQC, DEPT, DMSO-dg), 6 = 173.3, 171.6, 171.0, 170.4, 170.2,
169.8, 169.5, 168.2 (C=0-NH, COOH P, COOH D), 156.9 (C-Guanidin), 66.4 (hT"), 59.1,
58.8, 58.5 (P1.5%), 51.1 (hTP), 50.0 (R%), 49.8 (D%), 46.9 (A%), 46.3, 46.1, 45.8 (P1.5°), 40.6
(R%), 36.5 (hT*), 36.0 (D), 29.6, 29.0, 28.6 (P..5"), 28.4 (RP), 24.6, 24.5, 24.4 (P,.5"), 23.4
(R"), 19.6 (hT?), 16.7 (A") ppm.
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5.8.8 Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(a-3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-
deoxy-galactopyranosyl)-homo-B*-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-
L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolin (92)

Es fanden die allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV1 und AAV3a Anwendung. Die
Lésung wurde dreimal mit 10 mL Toluol kodestilliert und auf ein Minimum reduziert. Der
Ruckstand wurde in Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Reinigung des
Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 50 — 100% B). Ausbeute: 88 mg (36 pmol,
36%) eines farblos amorphen Feststoffs.

C10sH16sN27037, 2432.57 ﬁ [2431.1629].
[a]%® (c = 1.00, H,0) = -79.9.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CggH164N27037, [M+2H]", ber. 1217.0932, gef. 1217.0941.

'"H-NMR (400 MHz, COSY, HSQC, TOCSY, D;0), § = 8.50 (m, 1 H, H?), 7.19 (m, 1H,
H®), 5.31 — 5.28 (m, 1H, GalNAc-H4), 5.08 (dd, 1H, *Jcanac-Ha/cainac-H4 = 3.1 HZ, *Jcainac-
Ha/GaNac-H2 = 11.7 Hz, GalNAc-H3), 5.01 (d, 1H, *JeanacHucanacHz = 3.5 Hz, GalNAc-
H1), 4.64 — 454 (m, 2 H, D* {4.61}, H* {4.57}), 454 — 437 (m, 5 H, R* {4.52}, A"
{4.47}, A" {4.46}, A" {4.45}, S1* {4.39, 1, *Js1os1p = 5.5 Hz}), 4.36 — 4.20 (m, 10H, S,*
{4.33}, hTP {4.27}, A,“ {4.29}, GaINAc-H5 {4.32}, T.* {4.30}, T,* {4.24}, P,.,* {4.29}
{4.28} {4.27} {4.24}), 4.19 (d, 1H, *Jvenp = 4.5 Hz, V*), 4.15 — 3.89 (m, 6 H, GaINAc-
H2 {4.12}, T., T.® {4.09} {4.07}, GaINAc-H6 {4.02}, Ps" {3.94}), 3.89-3.73 (m, 7H,
G,™ {3.86}, G, {3.83}, G,* {3.80}, G,™ {3.77}, hT" {3.77}, S, {3.76}), 3.73 — 3.59
(m, 11H, P15 {3.67}, Si" {3.65}, 2 x CH,-spacer {3.64} {3.62}), 3.59 — 3.28 (m, 13 H, 2
x CHy-spacer {3.57}, 2 x CHy-spacer {3.54}, P.1.s>® {3.52}), 3.18 (dd, 1H, 3JHMHG =
5.2 Hz, *Jngamps = 15.1 Hz, HP), 3.11 — 3.01 (m, 5H, CH,-spacer {3.08}, H" {3.07}, R®
{3.07}), 2.84 (dd, 1H, *Jppana = 6.5 Hz, *Jppaops = 16.8 Hz, D), 2.75 (dd, 1 H, *Jppune =
6.5 Hz, *Jppoiopa = 16.7 Hz, D), 2.67 — 2.40 (m, 4H, CHy-spacer {2.61} {2.55}, hT*
{2.59} {2.46}), 2.23 — 2.05 (M, 8H, P15 {2.20} {2.17} {2.14}, CHz-Ac {2.07}), 2.01 —
1.66 (M, 29H, 3 x CH3-Ac {1.94} {1.92} {1.89}, P1.5" {1.95-1.83), P1s™ {1.92-1.71}, V*
{1.86}, R™ {1.70}), 1.65 — 1.46 (m, 3H, R {1.61}, R" {1.54}), 1.28 — 1.17 (m, 12H, A,
L {1.24} {1.20}), 1.07 — 1.01 (m, 9H, Ty {1.07}, hT® {1.06}, T, {1.04}), 0.76 (d, 3H,
3Jvyanvp = 5.8 Hz, V), 0.71 (d, 3H, *Jv,onvp = 6.4 Hz, V') ppm.

BC-NMR (100 MHz, DEPT, HSQC, D,0) & (ppm) = 176.6, 175.7, 174.9, 174.4, 174.3,
173.9, 173.4, 173.4, 173.1, 172.9, 172.8, 172.6, 172.4, 172.3, 171.9, 171.5, 171.3, 171.2,
171.1, 170.9, 170.8, 170.7 (C=O-NH, COOH P, COOH D), 156.7 (C-Guanidin), 133.5
(H®?), 128.4 (H®®), 117.3 (H®%), 98.2, 98.0 (GalNAc-C1), 77.2, 76.9 (hT"), 69.6, 69.5,
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69.4, 69.4 (4 x CH,-Spacer), 68.4 (GalNAc-C3), 68.0 (GalNAc-C4), 67.0 (T.*, T), 66.7
(GalNAc-C5), 66.3, 66.0 (2 x CH,-spacer), 62.5 (GalNAc-C6), 61.5, 61.1 (S:°, S5°), 60.8,
60.5, 60.0, 59.7, 58.7 (P1.5%), 59.6, 59.3 (T1¢ T2%), 58.9 (V*), 55.5, 54.9 (S:°% S,), 52.24
(H%), 51.1 (R, 50.5 (hTP), 50.0 (D%, 49.6 (GalNAc-C2), 48.0, 47.9, 47.7, 47.4 (P15)),
47.8, 47.8, 47.6, 47.6 (A14"), 42.4, 42.3 (G,*, G,%), 40.5 (CH,-spacer), 39.0 (R?), 36.2
(hT®), 34.9 (D), 34.0 (CH.-spacer), 29.9, 29.8 (VP), 29.6, 29.3, 29.2, 29.2, 28.1 (P.5"),
27.4 (RP), 26.2 (HP), 24.7, 24.6, 24.5, 24.3 (P1s"), 23.9 (R"), 21.8 (CH3-AcNH), 20.3, 20.0,
20.0 (3 x CH3-Ac) , 18.8, 18.7 (T", T2"), 18.3, 17.7 (V* V), 16.6 (hT?), 16.2, 15.4, 15.2,
15.1 (A1) ppm.

5.8.9 Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(a-2-acetamido-2-deoxy-galacto-
pyranosyl)-homo-B>-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-
L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolin (93)

Das Peptid 92 wurde in 10 mL Methanol (HPLC grade) geldst und mit einer frisch
hergestellten Ldsung von Natriummethanolat in Methanol (0.5g Natrium in 25 mL
Methanol) vorsichtig bis zu einem pH-Wert von 9.5 erhoht. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht geriihrt und mit Essigsaure neutralisiert. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Rickstand wurde in Wasser gelost und lyphilisiert. Die
Reinigung des Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 60 — 100% B). Ausbeute: 44
mg (19 pmol, 50%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CogH158N27037, 2306.46 % [2305.1312].
[a]3? (c = 1.00, H,0) = -83.7.
HR-ESI-MS (positiv, m/z): CegH160N27057, [M+2H]", ber. 1154.0774, gef. 1154.0817.

'H-NMR (400 MHz, COSY, HSQC, D,0), 6 = 8.50 (d, 1H, *“Jugns = 1.6 Hz, H), 7.20 (d,
1H, “Jnsme = 1.3 Hz, H®), 4.89 (d, 1H, *Jeamac-HucanacHz = 3.9 Hz, GaNAc-H1), 4.62 (t,
1H, *Jpupp = 6.8 Hz, D), 4.58 (dd, 1H, *Juampa = 6.7 Hz, *Juamps = 8.6 Hz, H®), 4.55 —
4.49 (m, 1H, R%), 4.50 — 4.43 (m, 3H, A; 3" {4.48} {4.47} {4.45}), 4.40 (t, 1H, *Js1oys1p =
5.4 Hz, $1%), 4.34 — 4.21 (m, 8H, S,* {4.32}, P15 {4.29} {4.28} {4.28} {4.26} {4.26},
hTP {4.25}, T1%{4.24}), 4.20 (d, 1H, Jyenp = 4.5 Hz, V%), 4.16 — 4.10 (m, 1 H, A;%), 4.11
—4.05 (m, 2 H, T:#, T,%), 4.00 (dd, 1H, *Jcanac-Hzcanacrt = 3.8 HZ, *Janac-H2/calnac-Hz =
11.1 Hz, GalNAc-H2), 3.95 — 3.89 (m, 2 H, T,* {3.93}, GalNAc-H5 {3.89} ), 3.89 — 3.82
(M, 4H, G,*® {3.87}, G, {3.84}, G,* {3.84}, GalNAc-H4 {3.84}), 3.82 — 3.74 (m, 3 H,
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GalNAc-H3 {3.80}, G,*° {3.80}, S,* {3.79}), 3.77-3.74 (m, 1 H, S;), 3.74 — 3.61 (m,
12H, hT" {3.72}, P15 {3.70} {3.68} {3.68} {3.68} {3.67}, GaINAc-H6 {3.65}, 2 x CH;-
spacer {3.65} {3.62}), 3.61-3.31 (m, 15H, S, {3.59}, 4 x CH.-spacer {3.58}, 4 X CH,-
spacer {3.54}, P;s™ {3.58-3.48}), 3.19 (dd, 1H, *Jppama = 5.2 Hz, “Jpparps = 15.0 Hz,
HP), 3.11 — 3.02 (m, 5H, CHo-spacer {3.09}, R® {3.07}, H® {3.07}), 2.85 (dd, 1H,
3Jppape = 6.6 Hz, *Jpgapps = 17.4 Hz, D), 2.76 (dd, 1H, *Jppbioe = 6.6 Hz, *Jpphiopa =
17.0 Hz, D), 2.69 — 2.38 (m, 4H, CH,-spacer {2.62}, hT** {2.57}, CH,-spacer{2.55},
hT {2.43}), 2.26 — 2.07 (m, 5H, P1.s"® {2.20}, {2.18}, {2.17}, {2.16}, {2.14}), 2.00 —
1.48 (m, 23H, P1s'{1.98-1.80}, P15 {1.92-1.70}, CHs-AcNH {1.93}, V*{1.85},
RPaf1.71}, RPP{1.61}, R' {1.54}), 1.29 — 1.18 (m, 12H, A..,*{1.26}, {1.24}, {1.21},
{1.21}), 1.10 — 1.02 (m, 9H, T, T", hT° {1.06}, {1.04}, {1.04}), 0.76 (d, 3H, *Jv;anp =
6.7 Hz, V'®), 0.72 (d, 3H, *Jvyonvp = 6.7 Hz, V°) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DEPT, HSQC, D,0), § = 175.9, 174.9, 174.4, 174.4, 173.9, 173.5,
173.5, 173.1, 172.9, 172.8, 172.6, 172.5, 172.4, 172.4, 172.0, 171.5, 171.3, 171.2, 171.1,
170.9, 170.8, (C=0O-NH, COOH P, COOH D), 156.7 (C-Guanidin), 133.4 (H®?), 128.4
(H®®), 117.3 (H®%), 98.0 (GalNAc-C1), 76.3 (hT"), 69.6, 69.5, 69.5, 69.4 (4 x CH,-
Spacer), 71.3 (GalNAc-C5), 68.5 (GaINAc-C3), 67.4 (GalNAc-C4), 67.0 (T1.."), 66.3,
66.0 (2 x CHa-spacer), 61.5 (GalNAc-C6), 61.2, 61.1 (S;°, S.*), 60.8, 60.5, 60.0, 59.7,
58.7 (P1.5"), 59.6, 59.3 (T1% T,%), 58.9 (V), 55.5 (S,%), 54.9 (S:%), 52.3 (H%), 51.1 (R%,
50.5 (hT®), 50.1 (D), 50.0 (GalNAc-C2), 49.6 (A,%), 48.0, 47.9, 47.7, 47.4 (P1.5"), 47.8,
47.6, 47.6 (A%, A%, A3%), 42.4, 42.3 (G*, G,"), 40.5 (CH,-Spacer), 39.0 (R%), 36.1 (hT),
35.0 (D), 34.0 (CH,-Spacer), 29.9 (V®), 29.6, 29.3, 29.2, 29.1, 28.7 (P.5"), 27.4 (R"), 26.2
(H®), 24.7, 24.6, 24.5, 24.3 (P1.5"), 23.9 (R"), 21.9 (CH3s-AcNH), 18.8, 18.7 (T1", T>'), 18.3,
17.7 (V' V'), 16.6 (hT?), 16.2, 15.4, 15.1, 15.0 (A1.4") ppm.

5.8.10 L-Prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-
seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanin (94)

Es fanden die allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV2, AAV3b, AAV4 und AAV5
Anwendung. Die Reinigung des Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 20° —
40% B). Ausbeute: 97 mg (51 umol, 51%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CaoH127N2s02s, 1887.02 ~-, [1885.9282].
Analytische RP-HPLC: R; (5% B — 40° — 40% B) = 14.2 min.

[a]23 (c = 1.00, H,0)= -112.6.
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HR-ESI-MS (positiv, m/z) CaoHi3oN2sOzs, [M+3H]*, ber. 629.6506, gef. 629.6502,
CgoH129N2502g, [M+2H]2+,ber 943.9720, QEf 943.9714.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, DMSO-dg), J = 9.59 (s, 1H, COOH), 8.94 (s,
1H, H°), 8.51 — 8.36 (m, 4H), 8.32 — 8.19 (m, 4H, G,"" {8.28}, G,"" {8.28}, A,""{8.23},
AsN{8.23}), 8.13 — 8.07 (m, 2H, R {8.10}, AN {8.09}), 8.07 — 8.01 (m, 1H, T,
7.97 — 7.91 (m, 2H, D", AN, 7.90 — 7.85 (m, 1H, VM), 7.82 — 7.75 (m, 2H, S,
{7.80}, S;"" {7.79}), 7.70 (d, 1H, *Irnnre = 8.5 Hz, T:"), 7.67 — 7.61 (m, 1H), 7.43 —
7.30 (m, 3H, H®, T {7.33}), 4.61 — 4.44 (m, 7TH, R* {4.58}, A" {4.54}, P,a{4.53},
D%{4.49}, T,*{4.46}, A" {4.46}), 4.41 — 4.24 (m, TH, P,* {4.40}, $,* {437}, Ps* {4.32},
S,“ {4.30}, V*{4.30}, T, {4.30}, P,*{4.27}), 4.23 — 4.16 (m, 3H, T*{4.21}, As* {4.19},
A {4.19}), 4.09 — 4.04 (m, 1H, T.P), 4.04 — 3.83 (m, 4H, T.* {3.98}, T4 {3.96}, H*
{3.94}, G,** {3.88}), 3.74 — 3.69 (m, 3H, G;**, G,%), 3.69 — 3.30 (m, 12H, S;.,* {3.68 —
3.50}, P1s® {3.65 — 3.32}), 3.15 — 3.13 (m, 3H, H" {3.12}, R*{3.08}), 2.99 (dd, 1H,
pora = 7.3 Hz, Dppompa=14.9 Hz, H™), 2.74 (d, J=11.2 Hz, 1H, D), 251 (d, 1H,
3Jppie = 6.6 Hz, DP), 2.16 — 1.69 (m, 21H, P15 {2.13 — 1. 94}, VP {2.00}, P,.5" {1.96 —
1.77}, P1s™ {1.90 — 1.74}), 1.61 — 1.43 (m, 3H, R RY), 1.39 — 1.09 (m, 12H, A",
{1.26}, {1.19}), 1.05 (d, 3H, *Jr1/11p=6.0 Hz, T7"), 1.03 (d, 3H, 3Jr2,m2=5.7 Hz, T,
1.00 (d, 3H, 3Jr3,m3=5.8 Hz, T3'), 0.86 (d, 3H, *Jv,anp=6.5 Hz, V'®), 0.82 (d, 3H,
3Jv,bivp = 6.5 Hz, 3H, V™) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-dg), d = 174.1, 173.3, 172.4, 172.3, 172.0,
171.8, 171.2, 171.1, 171.0, 170.8, 170.7, 170.5, 170.2, 170.2, 169.8, 169.7, 169.5, 169.1,
169.0, 166.9, 166.6 (C=O-NH, COOH P, COOH D), 163.1, 162.7 (TFA), 157.0 (R%),
133.8 (H°), 129.8 (H"), 117.2, 116.9 (H°), 66.9, 66.7, 66.4 (T1.5"), 61.8, 61.7 (S12"), 60.0,
59.8, 59.5, 59.2, 58.8 (P1.5%), 58.4, 58.2, 58.0 (T1.5%), 57.9 (V%), 55.4 (H%), 55.1, 54.9 (S..
»%), 51.5 (R%), 50.2 (D%), 49.7, 48.6, 47.8 (A1.3%), 46.9, 46.8, 46.8, 46.7(P1.5"), 46.4 (A%,
45.9 (Ps°), 42.2, 42.0 (G1%), 40.7 (R®), 35.7 (D), 31.7, 30.7, 29.2 (P1.5"), 30.7 (VP), 28.4
(PP, 28.0 (RP), 27.2 (PsP), 24.6 (R"), 24.6 (HP), 24.6, 24.4, 23.9, 23.7, 21.9 (P..5"), 19.9
(T7), 19.6 (V'?), 19.3 (T"), 19.2 (T"), 18.1 (V°), 17.4, 17.3, 16.9, 16.7 (A1..") ppm.

5.8.11 L-Prolyl-B*-homo-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-
seryl-p3-homo-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-B*-homo-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-B*-
homo-alanyl-L-prolin (95)

Es fanden die allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV1, AAV3a und AAV5 Anwendung.
Fmoc-B>-homo-Ala-OH wurde mit HATU, HOAt und NMM als Base 8 h lang gekuppelt.
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Die Reinigung des Rohpeptids erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 40° — 40% B). Ausbeute:
88.3 mg (0.04 mmol), 36% eines farblos amorphen Feststoffs.

Cg4H135N25025, 1943.12 %, [1941.9908].
Analytische RP-HPLC: R (5% B — 40° — 40% B): 16.0 min.

ESI-MS (positiv, m/z): CgsH137N2502¢, [M+2H]", ber. 972.00, gef. 972.06.

5.8.12 L-Prolyl- L-prolyl-~N*(N-Acetyl-N-(2-aminoethyl)-L-glycyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-NV‘-(N-Acetyl-N-(2-
aminoethyl)-L-glycyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl- N¢(N-Acetyl-N-(2-aminoethyl)-L-glycyl-L-prolyl-L-glycyl-
L-seryl-L-threonyl-L-alanin (97)

Es fanden die allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV2, AAV3b, AAV4 und AAV5
Anwendung. Die Reinigung erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 20° — 40% B). Ausbeute:
153 mg (72.8 pmol, 73%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

CegH142N2g031, 2100.25 ﬁ [2099.0396]
Analytische RP-HPLC: Ry(5% B — 40° — 40% B) = 11.5 min.

HR-ESI-MS (positiv, m/z): CgoH1asN2s0s1, [M+3H]**, ber. 701.0219, gef. 701.0219,
CeoH144N25031, [M+2H]*", ber. 1051.0289, gef. 1051.0285.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, DMSO-dg), § = 9.57 (s, 1H, COOH), 8.95 (s,
1H, H°), 8.50 — 8.38 (m, 2H, G1,""), 8.38 — 8.33 (m, 1H), 8.33 — 8.25 (m, 2H), 8.24 —
8.19 (m, 1H), 8.13 — 8.07 (m, 1H), 8.05 — 7.92 (m, 4H, R™" {7.86}, D" {7.86}, P""
{7.87} T""{7.85}), 7.92 — 7.85 (m, 2H, RN"{7.97}), 7.85 — 7.74 (m, 2H), 7.74 — 7.66 (m,
1H, H"Y), 7.63 — 7.49 (m, 2H), 7.39 (s, 1H, H®), 7.36 — 7.25 (m, 2H, T,""{7.35}, AN"
{7.30}), 4.60 — 4.46 (m, 3H, R*{4.57}, D" {4.51}, T,*{4.47}), 4.43 — 4.14 (m, 12H, S1.,*
{4.40 — 4.34}, P1s* {4.33 — 4.20}, To* {4.31}, V* {4.21}, H* {4.20}, T,* {4.19}, A*
{4.18}), 4.08 — 3.71 (m, 7H, T, {4.06}, T,? {4.03}, T5*{3.94}, G1,* {3.88}, G1.,*"
{3.75}), 3.67 — 3.42 (m, 12H, Mimy.s-H4a,b {3.64 — 3.39}, S..,” {3.59}, S1.,"°{3.54},
P,%{3.55}), 3.40 — 3.01 (m, 17H, Mim,.5-H3a,b {3.36 — 3.09}, H"* {3.15}, R*{3.08}, P,.5°
{3.37 — 3.13}, Mimy.3-H2a,b), 3.01 — 2.93 (m, 1H, H"), 2.78 — 2.72 (m, 1H, D), 2.57 —
2.52 (m, 1H, D), 2.30 — 1.40 (m, 34H, P,.,"*{2.14 — 1.97}, P,..""{1.90 — 1.68}, CHs-Ac
{2.02}, CHs-Ac {2.01}, VP {2.01}, Ps® {2.00}, P,.s" {1.89 — 1.77}, CHs-Ac {1.85}, R™
{1.74}, RP {1.52}, R" {1.52}), 1.26 (d, 3H, *Jaga, = 7.3 Hz, AP), 1.07 — 1.01 (m, 6H, T,"
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{1.05}, T," {1.03}), 1.01 — 0.96 (m, 3H, T4"), 0.86 (d, 3H, *Jy,ans = 6.7 Hz, V'), 0.83 (d,
3H, 3Jy,pvp = 6.7 Hz, 3H, V'°) ppm.

BC-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-ds) ¢ = 173.9, 173.3, 172.1, 171.9, 171.8,
171.7,171.3,171.1, 171.0, 170.6, 170.3, 170.2, 170.10, 170.0, 169.7, 169.4, 169.0, 167.7,
167.2, 166.9, 166.8, 166.8, 165.1 (C=O-NH, COOH P, COOH D), 163.1, 162.1 (TFA),
156.8 (R?), 133.9, 133.7 (H), 129.3, 129.0 (H"), 117.2, 115.3 (H), 66.8, 66.1, 66.3 (T1.3"),
61.8, 61.5 (S12"), 60.2, 60.1, 60.1, 59.9, 59.7 (P1.5"), 58.3, 58.1, 57.9 (T13%), 57.8 (VY),
55.3 (H"), 55.0, 54.8 (S12%), 51.6 (R%), 50.1 (D%, 49.8, 49.6 (Mim-C2), 48.8 (P°), 48.6
(Mim-C2), 48.0 (Mim-C4), 47.7 (A%, 46.9, 46.8, (Mim-C4), 46.7, 46.5, 46.3, 46.0, 45.9
(P15), 42.3, 42.0 (G1,%), 40.7 (R%), 37.5, 37.3, 36.8 (Mim-C3), 35.6 (D), 31.9 (P."), 30.7
(VP), 30.2, 29.4, 29.3, 29.2 (PP), 28.2 (RP), 27.0 (H), 24.6 (R"), 24.4, 24.3,23.7, 23.6, 21.8
(P15"), 21.4, 21.1, 21.0 (CH3-Ac), 19.9, 19.8, 19.3 (T1.5"), 19.2,18.0 (VY), 17.2 (A?) ppm.

5.8.13 L-Prolyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-glycin-L-histidyl-L-glycyl-L-
valyl-~V*-(N-((2-Hydroxyacetyl)-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-
tri-O-acetyl-a-D-galctopyranosyl)))-N-(2-aminoethyl)-glycyl-L-
seryl-L-alanyl-L-glycyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-glycyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-
alanin (98)

Es fanden die allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV2, AAV3b, AAV4 und AAV5
Anwendung. Die Reinigung erfolgte durch RP-HPLC (5% B — 20° — 40% B). Ausbeute:
152 mg (63.8 pmol, 64%) eines farblosen amorphen Feststoffs.

C101H156N25035, 2370.50 % [2369.1022]
ESI-MS (positiv, m/z): CggH150N25038, [M+3H]**, ber. 790.7007, gef. 790.7129.

'H-NMR (600 MHz, COSY, HSQC, HMBC, DMSO-dg), 5= 9.56 (s, 1H, COOH), 8.96 (s,
1H, H?), 8.45 (s, 1H, NH), 8.30 — 8.14 (m, 2H, G1.,""), 8.14 — 7.93 (m, 5H, A,"" {8.10},
AN £8.093, HYH {8.08}, GalNAc-NH {8.05}, A" {7.95}), 7.79 (d, 2H, *Jsinnsie =
3Jsonmisze = 7.3 Hz, S12™), 7.70 (d, 1H, *Jrinnmie = 8.7 Hz, TN, 7.58 (m, 1H, RO,
7.43 —7.27 (m, 2H, H® {7.38}), 5.31 (bs, 1H, GalNAc-H4), 5.08 — 5.04 (m, 1H, GalNAc-
H3), 4.97 (d, 1H *Jcamac-Hcamac-rz = 3.2 Hz, GaINAc-H1), 4.93 (d, 1H, *Jamac-HucaiNAc-
w2 = 3.2 Hz, GaINAc-H1), 4.65 — 4.60 (m, 1H, V%), 4.60 — 4.42 (m, 6H, H*{4.58},
D*{4.56}, A,* {4.54}, R* {4.51}, P,*{4.50}, A,"{4.46}), 4.41 — 4.15 (m, 14H, hAc-H2
(Rotamer 1) {4.39}, S, {4.38-4.34}, P,.5* {4.36-4.25}, GalNAc-H5 {4.31}, GalNAc-H2
{4.26}, hAc-H2 (Rotamer 2) {4.28-4.17}, T:* {4.21}, As* {4.18}, A,* {4.16}), 4.13 - 3.92
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(m, 6H, T,*{4.11}, H4a {4.07}, T." {4.06}, GaINAc-H6a {4.05}, H4b {4.01}, GalNAc-
H6b {3.96}, " {3.95} ), 3.92 — 3.42 (m, 18H, G; {3.89}, G, {3.76}, P..5°{3.69-3.42} ,
S,P{3.65}, S, {3.56}), 3.42 — 3.04 (m, 7H, P¢’ {3.31-3.16}, H3a {3.24}, H" {3.13}, H3b
{3.11}, R°{3.09}), 2.98 (dd, 1H, 2Jnpmmpa = 14.5 Hz, e = 7.6 Hz, HP®), 2.74 (dd, 1H
2Ippanm = 10.3 Hz, *Jppane = 5.8 Hz, DP), 2.54 — 2,51 (m, 1H, D), 2.43 — 2.35 (m, 1H,
P,%%), 2.25 (m, 1H, P,"), 2.09 (s, 3H, CH3-NHAC), 2.06 — 1.74 (m, 31H, P, {2.07 -
1.76}, P1.g’ {1.98 — 1.83}, CHa-Ac {1.98}{1.89}{1.83}), 1.71 (m, 1H, R"?), 1.56 — 1.48 (s,
3H, R"{1.53}, RP {1.52}), 1.26 (d, 3H, *Jarga1s = 7.8 Hz, A"), 1.21 — 1.13 (m, 9H, A,.
JF{1.22} {1.20} {1.19}), 1.05 (d, 3H, *Jr1,mip = 6.4 Hz, TP, 1.00 (d, 3H, *Jra,map = 6.2
Hz, T,%), 0.82 (t, 6H, Iy, = 7.2 Hz, V) ppm.

B3C-NMR (150 MHz, HSQC, HMBC, DMSO-d), & = 173.9, 172.4, 172.1, 171.9, 171.7,
171.5, 171.1, 171.0, 170.9, 170.7, 170.6, 170.3, 170.1, 170.0, 170.0, 169.9, 169.8, 169.8,
169.7, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2, 169.0, 168.9, 168.7, 168.24, 166.2, (C=0O-NH, COOH
A, COOH D), 156.8 (R?), 133.7 (H?), 129.1 (H"), 117.1 (H®), 97.6, 97.3 (GalNAc-C1,
Rotamer), 67.5 (GalNAc-C3), 67.0 (GalNAc-C4), 66.8 (T-), 66.5 (T"), 66.4 (GalNAc-
C5), 65.1, 65.0 (hAc-C2, Rotamer), 61.8 (S1.."), 61.4 (GalNAc-CS6,), 59.8, 59.6, 59.6,
59.4, 59.1, 58.2 (P1.6%), 58.2 A% 58.0 (V%), 57.9 (T,%), 57.7 (T1%), 54.9, 54.8 (S1.%), 51.4
(H%), 50.1 (R%), 49.4 (D%), 49.4 (C4), 48.3 (C2), 48.4 A", 47.6 As*, 47.1 (GaINAc-C2),
46.8 (P1-6°), 46.3 A,%, 46.5 (R, 45.9 (P1.¢d), 42.0, 41.9 (G1.,%), 40.6 (R%), 36.2 (C3), 35.6
(DP), 30.40, 30.3 (V), 29.1, 28.9, 27.7 (P1¢"), 28.3 (RP), 27.0 (HP), 24.5 (R"), 24.4, 23.6
P.6", 22.5 (CH3-NHAC), 20.6 (CH3-Ac), 20.5 (CHs-Ac), 20.5 (CHs-Ac), 19.8 (T1"), 19.5
(T2"), 19.2, 18.0 (V), 17.6, 17.2, 16.8, 16.6 (Ar4") ppm.
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5.9 Versuche zu 4.8 — Stabilititstests

5.9.1 Pufferherstellung

Fiir den Trizma-Puffer pH 7.8 wurden 364.5 mg (50.00 mmol) Trizma® Puffer Substanz
(Sigma Aldrich, 93778) und 54.8 mg (5.00 mmol) Calciumchorid Hexahydrat (Sigma
Aldrich, 21108) in 50.00 mL Reinstwasser gelost

5.9.2 Erstellen der Kalibrationsgeraden

Zur Aufnahme der Kalibrationsgeraden wurden Losungen mit einer Konzentration von
0.0 mg, 0.25mg, 0.50mg, 0.75mg, 1.00mg, 1.5mg, 2.00mg, 2.50 mg, 3.00 mg,
3.50 mg, 4.00 mg, 4.50 mg und 5.00 mg pro Milliliter aus einer StammILdsung mit einer
Konzentration von 5.00 mg/mL hergestellt. Die Proben wurden mit dem in Tab. 6
dargestellten Gradienten bei 212 nm auf einer analytischen Luna-Siule (Phenomenex,
5 um, C18(2), 300 A, 250 x 4.6 mm) mit einem Fluss von 1.0 mL/min vermessen. Nach

einer Basislinienkorrektur wurden die Absorptionsflichen gegen die Konzentration

aufgetragen.
Zeit Eluent A: Eluent B:
[min] H,0 +0.1% TFA MeCN+ 0.1% TFA
0 95 5
40 60 40
50 0 100

Tab. 6 Gradient zur Aufnahme der Kalibrationsgeraden.

5.9.3 Enzymatischer Abbaustudien mit Proteinase K auf Eupergit® C

Aus emer StammLoésung von 30 mg Peptid in 1.0 mL. des oben beschrieben Trizma-
Puffers wurden 50 pL entnommen und zu einer Suspension von Proteinase K auf
Eupergit® C (Sigma Aldrich, 82452) in 500 uL Trizma-Puffer gegeben. Die Suspension
wurde bei 37 °C fiir einen entsprechenden Zeitraum in einer Vortexeinheit inkubiert. Um
Proteinase K zu inhibieren, wurden 100 pL 20%ige Essigsdure zugegeben und die
Suspension wurde auf Raumtemperatur gekiihlt. War die Aufnahme des HPLC-
Chromatogramms am gleichen Tag nicht mehr méglich, wurde die Probe iiber Nacht im
Kiihlschrank aufbewahrt und am nachsten Tag vermessen. Die Absorptionsflichen
wurden nach einer Basislinienkorrektur und relativ zur Startkonzentration gegen die Zeit

aufgetragen.
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. Menge .. . Menge s .
[ﬁ;l]:] Proteinase Il;i;;‘(l:l; Res;g:}p tid Proteinase 5:;‘;3; Res[t‘g:]p tid
[mg] [mg]
0.0 0.0 1859 100.0 0.0 396.4 100.0
1.0 2.1 157.3 84.6 2.5 342.1 86.3
2.0 1.7 115.8 62.3 2.2 279.3 70.5
5.0 1.5 125.0 67.2 2.3 2442 61.6
7.0 2.0 110.2 593 2.6 67.7 17.1
10.0 2.0 67.9 36.5 2.6 0.0 0.0
Menge Fliche Menge Fliiche
Zeit . Verbindung Restpeptid . Verbindung Restpeptid
. Proteinase Proteinase
[min] [mg] 95 [%] [mg] 97 [%]
g [mAu*min] g [mAu*min]

0.0 0.0 501.8 100.0 0.0 417.5 100
1.0 2.5 445.1 88.7 1.6 435.2 104.5
2.0 2.2 4439 88.5 1.6 452.5 108.9
5.0 2.3 387.6 77.2 1.6 4219 101.1
7.0 2.6 370.1 73.8 1.9 378.3 90.1
10.0 2.6 358.7 71.5 2.1 2948 68.9

Tab. 7 Enzymatischer Abbau von verschiedenen Modellpeptiden durch Proteinase K.
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