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,»Zwei Dinge sind zu unserer Arbeit notig: Unermidliche Ausdauer und die Bereitschaft, etwas, in das man

viel Zeit und Arbeit gesteckt hat, wieder wegzuwerfen.

Albert Einstein



ABSTRACT

Die Gegenwart von Kohlenhydraten in biologischen Systemen ist von grofRer Bedeutung fir eine Reihe von
zellularen Zyklen, so z.B. die Zell-Zell-Erkennung, die Regulation von Proteinaktivititen oder die Funktion
von Kohlenhydraten als Liganden fiir die Zelladhasion.™! Ferner besitzen eine Reihe von mucinartigen O-
Glycanen vielféltige Funktionen in immunologischen Prozessen, welche mit unterschiedlichsten Krank-
heitshildern, wie z.B. der Karzinogenese sowie Autoimmun- und Infektionskrankheiten einhergehen. Im
Besonderen nehmen viele mucinartige Glycane mit funktionellen Oligosaccharidketten, einschliellich Sialin-
saure-tragenden Strukturen wie z.B. Glycophorin, Leukosialin (CD 43 oder auch Sialophorin), Sialyl-Le* und
Sialyl-Le? eine entscheidende Rolle als Liganden in Zell-Zell-Erkennungsmechanismen bei inflammato-
rischen Prozessen, T-Zell-Differenzierung und Krebsmetastasierung ein.

Jungst wurde eine Reihe innovativer Ansatze fir die Immuntherapie von Krebs durch ein besseres Verstand-
nis der abweichenden Glycosylierungsmuster von Glycoproteinen und Glycolipiden auf der Oberflache von
Krebszellen entwickelt, wobei ein Schwerpunkt der Arbeiten auf der Herstellung von kohlenhydrat-basierten
Krebsvakzinen ruht.l®!

Vor diesem Hintergrund beschéftigt sich die folgende Arbeit mit der Synthese von Epitopen des Sialophorin
(CD 43), einem bedeutenden O-Glycan-enthaltenden Sialoglycoprotein, welches auf Leukozyten exprimiert
vorliegt und mit einer Reihe von Krankheitsbildern, wie rheumatoider Arthritis, Leuk&mie, dem Wiskott-
Aldrich-Syndrom (WAS) und dem erworbenen Immunschwéchesyndrom (AIDS), einhergeht.”"! Der Aufbau
komplexer Hexasaccharid-tragender Glycokonjugate konnte hierbei ausgehend von kommerziell erhdltlichen

Startmaterialien erfolgen (Schema 1).

AcHN
0.

=
H
fé \H)w‘/N\ ;é

(e}

Schema 1: Synthese des mucinartigen O-Glycans Sialophorin ausgehend von kommerziell erhaltlichen Startmaterialien.

Im Vordergrund stand dabei die Entwicklung eines biomimetischen Synthesewegs, mit dessen Hilfe neben
der natirlichen Struktur auch eine Reihe fluorierter Sialophorin-Derivate mit unterschiedlich fluorierten D-
Galactose-Bausteinen in den beiden Trisaccharid-Einheiten hergestellt werden kénnen. Dabei sollten samt-
liche Glycosylaminosdauren mit einem zur Festphasensynthese kompatiblen Schutzgruppenmuster ausge-
stattet vorliegen, um einen Einbau in die N-terminale Partialsequenz des Glycoproteins Sialophorin (CD 43)
zu erlauben. Beginnend mit der Synthese der unterschiedlich fluorierten D-Galactose-Derivate, der Gluco-
samin- und der Sialinsdure-Bausteine sollten die regio- und stereoselektiv notwendigen Di- und Trisaccharid-

Bausteine chemisch verknlpft werden. Zu diesem Zweck wurden literaturbekannte Koénigs-Knorr- und



Schmidt-Glycosylierungsreaktionen sowie stereoselektive Sialylierungsreaktionen unter Ausnutzung des
Nitrileffekts genutzt. Ein weiterer Meilenstein war die regioselektive Glycosylierung der beiden Trisaccharid-
Bausteine zu den geschitzten Hexasaccharid-Threonin-Konjugaten, die damit fir den Einbau in die N-
terminale Partialsequenz des Sialoglycoproteins Sialophorin zur Verfiigung stehen. Zudem wurden fluorierte
sialylierte Trisaccharid-Threonin-Konjugate in die tandem repeat-Sequenz des epithelialen Mucins MUC1

eingebaut, die als potentielle Kandidaten neuer Antitumorvakzine eingesetzt werden kdnnen.



ABSTRACT

The presence of carbohydrates in biological systems is of great importance for different kinds of cellular
cycles, like cell-to-cell recognition, the regulation of protein activity or as ligands in cell adhesion.™ For
instance, various mucin-type O-glycans play important roles in immunological processes crucial to many
health issues, e.g. carcinogenesis, autoimmune and infectious diseases.!”! In particular, many types of mucin-
type glycans carrying functional oligosaccharide branches with sialic acid residues such as glycophorin,
leukosialin (CD 43 or sialophorin), sialyl-Le* and sialyl-Le® which are ligands for cell-cell interaction events,
play essential roles in inflammatory processes, T-cell development and cancer metastasis.

Recently, innovative approaches for cancer immunotherapy based on the fundamentals of aberrant glyco-
sylation patterns of glycoproteins and glycolipids on the surface of cancer cells were accomplished, that
allow for the syntheses of various carbohydrate-based cancer vaccines.?!

In this context, the following work deals with the synthesis of sialophorin epitopes (CD 43), a major O-
glycan-containing sialoglycoprotein which is expressed widely in various leukocytes and associated with a
number of diseases like rheumatoid arthritis, leukemia, the Wiskott-Aldrich syndrome (WAS), and acquired
immune deficiency syndrome (AIDS).[*"! The assembly of these complex hexasaccharide-bearing glycocon-
jugates has been achieved starting from commercially available starting materials (Scheme 1).
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Scheme 1: Synthesis of the mucin-type O-glycan sialophorin starting from commercially available starting materials.

More precisely, the research project focuses on the development of a biomimetic synthesis for the assembly
of sialophorin-derived SPPS building blocks, by employing a compatible protection group pattern to a series
of fluorinated sialophorin derivatives with different fluorinated D-galactose moieties in both trisaccharide
units. Particularly challenging is the biosynthetic connection of the simple monosaccharide building blocks
starting with the assembly of different fluorinated D-galactose derivatives, the glucosamine and sialic acid
building blocks as well as the regio- and stereoselective chemical linkage to more complex di- and tri-
saccharide compounds. For this purpose, well-known glycosylation reactions, according to Koénigs-Knorr,
Schmidt and the stereoselective “solvent-assisted” sialylation (nitrile effect) were employed, providing the
desired products for subsequent conversion to trichloroacetimidate donors. A further milestone was the regio-
selective glycosylation of both trisaccharide building blocks to the protected hexasaccharide. The final step in
the syntheses of hexasaccharic sialophorin epitope should be its incorporation into the N-terminal peptide

sequence of the sialoglycoprotein sialophorin. Furthermore, the syntheses of fluorinated sialylated tri-



saccharide threonine conjugates and their incorporations into the tandem repeat units of epithelial mucin
MUC1 were accomplished, thus representing novel potential building blocks for the development of alter-

native carbohydrate-based anti-tumor vaccines.
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1 EINLEITUNG

1.1 Signaltransduktion — Grundlagen der Immuntherapie

Signaltransduktionsprozesse sind von fundamentaler Bedeutung fiir eine Vielzahl biologischer Ablaufe und
stellen zugleich einen essentiellen Bestandteil lebensnotwendiger zellularer Kommunikationswege dar. So
bilden diese unter anderem die Grundlage fir die Funktionsweise des Immunsystems, die Freisetzung von
Hormonen oder auch die embryonale Entwicklung und spielen eine zentrale Rolle bei der Koordination phy-
siologischer Prozesse.

Das menschliche Immunsystem stellt das wertvollste Instrument héherer Organismen zum Schutz vor kdrper-
fremden Substanzen wie z.B. Pathogenen und anderen Umwelteinfllssen dar. Hierbei steht dem Organismus
zur Bekdmpfung von Krankheitserregern neben dem evolutiondr angeborenen Immunsystem auch eine adap-
tierte Immunantwort zur Verfugung, welche sich ber komplexe Modulationsmechanismen Uber Jahre hin-
weg stufenweise aufbaut und somit ein spezifisches, kdrpereigenes und unverwechselbares Gedéchtnis er-
maglicht. So werden beispielsweise eingedrungene Infektionserreger den phagocytierenden Zellen des ange-
borenen Immunsystems wie Granulocyten und Makrophagen (,,Fresszellen®) présentiert, was zur Auslésung
einer ersten Immunreaktion fiihrt.

Die Funktionsweise des menschlichen Immunsystems lasst sich wie folgt beschreiben und kann in der hier
angegebenen Literatur vertieft werden.®™ Spezifische Pathogenstrukturen der Erreger (PAMP, pathogene-
associated molecular pattern) werden durch eine Reihe von Rezeptoren (PRR, pattern recognition receptor)
dendritischer Zellen (DC) bzw. Monocyten und Makrophagen erkannt. Infolge einer Freisetzung ldslicher
Botenstoffe kommt es zur Aktivierung dieser Zellen, wodurch eine Rekrutierung von Lymphocyten herbei-
gefuhrt wird (Abb. 1.1). Diese zum adaptiven Immunsystem zéhlenden Lymphocyten lassen sich wiederum
in zwei spezifische Klassen aufgrund ihres Prdgungsortes einteilen. Zum einen handelt es sich hierbei um T-
Lymphocyten, welche eine Reifung im Thymus erfahren, und zum anderen um die Gruppe der B-Lympho-
cyten. Diese reifen im Knochenmark heran und sind durch die Sezernierung spezifischer Antikorper charak-
terisiert, welche gegen entsprechende Antigene gerichtet sind.

Eine Tyl-(T-Helferzellen)-zellvermittelte Makrophagenaktivierung I6st hierbei unter Ausschittung von
Interferon-y (IFN-y) die Induktion weiterer Effektormechanismen, einschlieRlich der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies aus, so dass letztendlich die Zerstérung des Infektionserregers erreicht wird. Im Gegensatz
hierzu sind fur die T2-zellvermittelte B-Lymphocytenaktivierung zwei essentielle Schritte notwendig.
Zunachst kommt es durch membranstandige Immunglobuline vom Typ der IgM- bzw. 1gG-Antikérper (B-
Zellrezeptoren, BCR) zur Antigenerkennung. Nach Endocytose und proteolytischem Abbau (Prozessierung)
kdnnen entsprechende Proteinfragmente iber MHC-11-Komplexe (major histocompatibility complex) an der
Oberflache der B-Zellen présentiert werden. Diese MHC-I1-Komplexe kénnen nun von membranstandigen
T-Zellrezeptoren (TCR) erkannt werden.

Uber weitere costimulierende Signale, so z. B. die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zwischen dem CD40-
Rezeptor der antigenprasentierenden Zelle mit dem CD40-Liganden (CD 154) der T-Helferzelle oder die des
B7-Rezeptor der B-Zelle mit dem CD28-Liganden der T-Zelle, kommt es in der Folge zur Ausschiittung
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einer Reihe von Cytokinen, vor allem der Interleukine IL-4, IL-5, IL-10 sowie der beiden Tumornekrose-
faktoren TNF-a und TNF-B. Diese Cytokine lésen eine Proliferation unter Differenzierung der B-Lympho-
cyten aus und liefern die notwendigen Signale fiir eine spatere Antikdrperproduktion. Letztere sind in der
Lage, die jeweiligen Antigene auf der Oberflache der Erreger selektiv zu erkennen, eine Bindung mit diesen

einzugehen, und somit eine Phagocytose durch Makrophagen einzuleiten.

MHC-I
molecule

MHC-II  MHC-I
PAMPs  molecule molecule Cytokines

%\ -

molecule

Immunological
synapse

Carbohydrate antigen MHC-II

molecule

Abb. 1. 1: Das humane Immunsystem in schematischer Darstellung nach Morelli et al. 2011.[*2

Uber weitere Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen kommt es neben der Proliferation der B-Zellen auch zu
einer Differenzierung in zirkulierende Gedachtniszellen und Plasmazellen, welche bei einem erneuten Anti-
genkontakt eine schnelle Immunreaktion sicherstellen. In einer Vielzahl von Immunreaktionen lésen die frei-
gesetzten Antikdrper bzw. T-Lymphocyten nachgeschaltete Effektormechanismen in Gang, die infolge der
Freisetzung von Interleukinen eine Opsonisierung von Pathogenen einleiten und eine Aktivierung des Kom-
plementsystems nach sich ziehen. Hierbei kommt es durch eine Reihe von Komplementfaktoren zur Aus-
I6sung von Entzindungsreaktionen bzw. der Rekrutierung weiterer Immunzellen, wie den Phagocyten. Der
zweiten Klasse von T-Zellen des humoralen Immunsystems gehoren die CD8"-positiven (cluster of diffen-
rentiation antigen) cytotoxischen T-Zellen an. Fur diese Effektorzellen ergibt sich ein vergleichbarer Akti-
vierungsmechanismus. Nach Antigenerkennung tiber MHC-I-présentierte Proteinfragmente, kommt es an der
Oberflache von T-Zellrezeptoren unter Einbeziehung vergleichbarer costimulierender Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen (B7-Rezeptor der B-Lymphocyten mit dem CD28-Liganden der T-Zelle) zur Produktion
apoptotischer Faktoren. Diese auBern sich in einer Perforation der Zelle oder tber die Induktion lysierender

Faktoren, wodurch die Bek&mpfung der Pathogene ermdglicht wird.
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Im Gegensatz zu diesen T-Zell-abhdngigen Mechanismen von Immunreaktionen werden Kohlenhydratanti-
gene lediglich Uber ihre Prasentation durch B-Zellrezeptoren (BCR) erkannt. Dadurch induzieren sie eine
tempordre Immunantwort und sind nicht in der Lage, ein immunologisches Gedachtnis in Form ent-
sprechender B-Zellen aufzubauen.

Die grundlegenden Kenntnisse der Funktionsweise zellularer Immunreaktionen und deren nachgeschalteten
Effektormechanismen bieten die Moglichkeit zur Entwicklung neuer Therapieansétze fur die Behandlung
zahlreicher Krankheitsbilder. So werden hierfiir insbesondere mucinartige Glycopeptide untersucht, da diese
als polymorphe Zelloberflachenproteine in einer Vielzahl zelluldrer Wechselwirkungsmechanismen und Zell-
Zell-Interaktionen involviert sind und damit fir die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie von heraus-

ragender Bedeutung sind.

1.2 Mucinartige Glycoproteine

Die Familie der Mucine als hochgradig O-glycosylierte, polymorphe Zelloberflachenglycoproteine stellt
einen essentiellen Bestandteil epithelialer Schleimhautsekrete dar.*! Mucine werden von einer Vielzahl an
Geweben auf der apicalen Zelloberflache des Bronchial- und Verdauungstrakts als protektive Schicht gegen-
Uber der Einwirkung von Enzymen, Sduren sowie Pathogenen exprimiert und Gben wichtige Funktionen im
Zuge von Zell-Zell-Wechselwirkungen bzw. Signaltransduktions- und Adhasionsprozessen aus.[****!

Die Reihe der bisher bekannten (iber 150 mucinartigen Glycoproteine I&sst sich hinsichtlich ihrer Funktion in
zwei generelle Klassen, die sekretorischen (schleimbildenden) und die membrangebundenen Vertreter
unterteilen, wobei das Mucin MUC1% zu letzteren gezahlt wird.""® Wahrend sekretorische Mucine durch
die Bildung eines iiber intermolekulare Disulfidbriicken™ verkniipften viskosen Mucinsekrets als Bestand-
teile der Glycocalyx dem Schutz der Epithelien des Gastrointestinal- sowie des Respirationstrakts dienen,
sind die membrangebundenen Vertreter (iber hydrophobe Doménen an der Zelloberflache der Epithelzellen
verankert. Beiden Gruppen von Mucinen kommen hierdurch — wie bereits zuvor erwéahnt — vielfaltige Auf-
gaben in der Signaltransduktion sowie der Zell-Zell-Interaktion zu.[?*!

Alle Mucine lassen sich durch einen gemeinsamen Aufbau ihrer Protein-Kernstruktur in Form einer variablen
Anzahl repetitiver Sequenzeinheiten, den sogenannten tandem repeat-Doménen, kennzeichnen. Obgleich die
Zusammensetzung der verschiedenen Aminoséauren fiir das jeweilige Mucin unterschiedlich und charakteris-
tisch ist, zeichnen sich diese tandem repeats (variable number of tandem repeats, VNTR)?? durch einen
hohen Anteil an den Aminosauren Serin, Threonin und Prolin aus.”” Die extrazellulare Doméne des Mucins
MUC1 besteht beispielsweise aus den fur Mucinen charakteristischen 20-125 repetitiven Wiederholungs-
einheiten und ist durch eine Sequenz von 20 Aminosauren (HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA) gekennzeichnet,
die jeweils finf potentielle O-Glycosylierungsstellen pro VNTR umfasst. Durch ihre gewebespezifischen O-
Glycosylierungsmuster sind mucinartige Glycoproteine weiterhin in Liganden-Rezeptor-Interaktionen invol-
viert.”*! Zudem weisen sie einen groBen Anteil komplexer, strukturell unterschiedlicher oligomerer Kohlen-
hydratstrukturen auf, welche in Abhédngigkeit des Entwicklungsstadiums der jeweiligen Zelle variieren

kénnen und auf acht zentralen Kernstrukturen (Core 1 bis Core 8) beruhen (Abb. 1.2).1%
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Core 1: pGal-(1,3)-aGalNAc-O-Protein

Core 2: pGal-(1,3)-[BGIcNAc-(1,6)]-aGalNAc-O-Protein
Core 3: BGIcNAc-(1,3)]-aGalNAc-O-Protein

Core 4: BGIcNAc-(1,3)-[BGIcNAc-(1,6)]-aGalNAc-O-Protein
Core 5: aGalNAc-(1,3)-aGalNAc-O-Protein

Core 6: BGIcNAc-(1,6)-aGalNAc-O-Protein

Core 7: aGalNAc-(1,6)-aGalNAc-O-Protein

Core 8: aGal-(1,3)-aGalNAc-O-Protein

Abb. 1. 2: Core-Strukturen der mucinartigen O-Glycane.[25]

Der hohe Anteil an Prolin und die groe Anzahl an komplexen Kohlenhydratseitenketten bedingen eine
starre, blrstenformige Konformation des MUC1, wodurch dieses weit iber die Glycocalyx hinaus in das
extrazelluldre Lumen reicht, dort seine protektiven Eigenschaften erfiillt und weiterhin wichtige Funktionen
in den durch B-Catenin vermittelten Wechselwirkungen mit dem Cytoskelett ausiibt.”® Ebenso lassen die
potentiellen Phosphorylierungsstellen auf eine wesentliche Beteiligung von Mucinen an Signaltransduktions-
mechanismen schlieBen.?” Nach der Transkription und dem Transport durch das endoplasmatische Retiku-
lum (ER) und die verschiedenen Kompartimente des Golgi-Apparats werden die komplexen Kohlenhydrat-

strukturen von Mucinen aufgebaut (Abb. 1.3)™, bevor das Mucin MUCL1 in zwei Einheiten gespalten wird.

Sialyl-Tn Sialyl-TF \
antigen antigen X »

Golgi apparatus
B N-acetylglucosamine (GIcNAc) [0 N-acetylgalactosamine (GalNAc) @ Galactose (Gal) ’ Sialic Acid (Sia) A Fucose (Fuc)

Abb. 1. 3: Schematische Biosynthese von mucinartigen O-Glycoproteinen im Golgi-Apparat nach Hang et al. 2005.[%]
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Diese in Form eines Transmembran-Heterodimers exprimierten Untereinheiten unterscheiden sich in ihrer
GroRe, wobei das grofRere der nicht kovalent miteinander verbundenen Fragmente die zuvor bereits erwahnte
aus tandem repeats aufgebaute extrazellulare Doméne bildet. Die Glycosylierung an den Hydroxylgruppen
von Serin bzw. Threonin wird durch die Ubertragung einer N-Acetylgalactosamin-Einheit (GalNAc) iiber
eine Polypeptidyl-GalNAc-Transferase initiiert. Die weiterfiihrende B1,3-Verknupfung einer Galactoseein-
heit resultiert in der Bildung der Core 1-Struktur (Abb. 1.4). Die nachfolgende Ubertragung von N-Acetyl-
glucosamin (GIcNAc) fihrt zum Aufbau der Core 2-Struktur, welche in gesunden/normalen Epithelzellen
durch weitere Glycosyltransferasen hin zu komplexen Kohlenhydraten umgewandelt werden. Die Elongation
der Oligosaccharide erfolgt wéahrend des Transports durch die einzelnen Kompartimente des Golgi-Apparats
unter stetiger Ankniipfung weitere Glucose- bzw. Galactosebausteine. Im trans-Golgi erfolgt letztendlich die
Terminierung des Kettenwachstums durch enzymatische Sulfatierung an der 3-Position von Galactose bzw.

der 6-Hydroxylgruppe von N-Acetylglucosamin sowie durch entstandige Sialylierung und Fucosylierung.[?®

32]

Der Expressionsstatus des Mucins MUCL konnte mit einer Reihe verschiedener Krebsarten in Verbindung
gebracht werden. Im Gegensatz zu gesunden Zellen zeigen mucinartige Glycoproteine der Tumorzellen
charakteristische Verénderungen der einzelnen Glycosylierungsmuster, welche auf eine verénderte Expres-
sion von Glycosyl- und Sialyltransferasen zuruickzufihren sind. Gleiches gilt auch fir die Expression solcher
Mucine im Zusammenhang mit einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen.**®! Dabei korreliert der Status
an verkirzten Kohlenhydratseitenketten vom Typ der STy- und Ty-Antigenstrukturen mit einer Vielzahl von
Tumorerkrankungen, so z.B. bei Brust- und Eierstockkrebs und findet im Falle von Brustkrebszelllinien
Anwendung als Biomarker."! Interessanterweise zeigen die beiden Enzyme der B1,3-Galactosyltransferase
und der B1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase im Vergleich zu den Sialyltransferasen eine verminderte Akti-
vitat, wahrend letztere (a3-ST- bzw. a6-ST-Transferase) Uberexprimiert werden. Dies fiihrt neben den stark
verkirzten Glycanstrukturen auch zu einem friihzeitigen Abbruch des Kettenwachstums der komplexen
Oligosaccharidstrukturen, wodurch vermehrt Core 1-Strukturen beziehungsweise davon abgeleitete Kohlen-

hydratepitope mit sialylierten Partialstrukturen erhalten werden.
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Abb. 1. 4: Tumorassoziierte O-Glycosylierung des Mucins MUCL1 in Anlehnung an Taylor-Papadimitriou und Epenetos
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1.3 Kohlenhydratepitope mit sialylierten Partialstrukturen

Die Vielféltigkeit zelluldarer Kommunikationwege im Zuge von Zell-Zell-Wechselwirkungen bzw. Signal-
transduktionsprozessen spiegelt sich in einer Vielzahl sialylierter mucinartiger Glycolipide und Oligosac-
charide mit zellspezifischen Funktionen wider. In Abhéngigkeit des Entwicklungsstadiums einzelner Zellen
und den ihnen zuteilwerdenen Aufgaben kdnnen diese zudem im Sialylierungsgrad variieren und daher in
einer Vielzahl physiologischer sowie pathophysiologischer Prozesse eine wesentliche Rolle einnehmen.t 3
I Diese Fiille zellularer Kommunikation auBert sich in mehr als 50 unterschiedlichen Sialinsaurederivaten,
denen allen eine 02,3- bzw. a2,6-Verknlpfung an eine Galactose- bzw. eine Galactosamin-Einheit gemein
ist.!! Solche Strukturmotive finden sich auf einer Reihe mucinartiger Glycane wieder, die mit zahlreichen
Krankheitsbildern wie rheumatoider Arthritis, myocardialer Ischdmie, Sichelzellenandmie und weiteren
Immunerkrankungen in Verbindung gebracht werden kénnen.[****! Bedingt durch die negative Ladungsdichte
von endstandigen Neuraminséuren (ben sialylierte Kohlenhydrate zudem wichtige Aufgaben bei der Ver-
mittlung von Zellkontakten im Zuge der Immunreaktionen aus.[® Als herausragende Mitglieder solcher
Adhésionsmolekiile ist die Gruppe der Selektine zu nennen, eine Klasse von kohlenhydratbindenden Lek-
tinen,*”! die aufgrund der hochselektiven Vermittlung von Zellkontakten im Gegensatz zu anderen Glycopep-
tidrezeptoren ausschlielich auf das vaskuldre System beschrénkt sind und Wechselwirkungen zwischen
Leukocyten, Endothelien und Thrombocyten vermitteln.

Neben diesen fir das Immunsystem wichtigen Glycopeptiden zeichnet sich eine weitere Reihe von mucin-
artigen O-Glycanen mit sialylierten Partialstrukturen durch einen verénderten Expressionsstatus aus, welcher
mit abweichenden Glycosylierungsmustern maligner Zellen in Verbindung gebracht werden kann. Die
tumorassoziierten Antigene des Sialyl-Ty-Antigens, des (2,3)-ST-Antigens und des (2,6)-ST-Antigens stellen
hierbei charakteristische Vertreter der in Kapitel 1.2 beschriebenen mucinartigen Glycoproteine dar und
werden vermehrt auf einer Reihe von Tumoren, infolge der verdnderten Aktivitat verschiedener Glycosyl-
und Sialyltransferasen, tberexprimiert (Abb. 1.5). Hierbei kann die Expression dieser Kohlenhydratepitope
mit einer Vielzahl an Tumorerkrankungen korrelieren und findet sich bspw. bei Brust-, Magen-, Darm-,
Prostata-, Ovarial- und Pankreascarzinomen wieder. ¢!

Wie bereits im voherigen Kapitel 1.2 beschrieben kommt es wéhrend des Aufbaus der komplexen Oligo-
saccharidepitope in den Kompartimenten des Golgi-Apparats bedingt durch die verdnderte Aktivitat von
Glycosyl- und Sialyltransferasen sowie einer stark verminderten und in einigen Tumorzellen fehlenden
Expression® der p-1,6-N-Acetylglucosamintransferase zu einem fast vollstandigen Erliegen der Synthese
komplexer, auf der Core 2-Struktur basierenden Kohlenhydratepitopen und der bereits dargestellten friih-
zeitigen Terminierung der Glycosylierung (vgl. Abb. 1.4). Diese in Krebszellen auftretenden verkirzten
Epitope haben zur Folge, dass Teilsequenzen des Peptidriickgrats des Apomucins freigelegt werden. Hier-
durch kann der Zugang zu tumorspezifischen Peptidepitopen wie der immundominaten PDTRP-Sequenz
ermdglicht werden, der eine Présentation gegeniber dem Immunsystem und damit eine Erkennung durch
monoklonale Antikorper, wie den SM3-Antikorper, erlaubt.®?

Im Gegensatz zu gesunden Zellen liegt das Mucin MUC1 in Tumorzellen stark tiberexprimiert vor und weist
zudem ein Expressionsmuster auf, welches nicht mehr auf die apikale Zelloberfliche beschrénkt ist. Da
hierdurch die Zell-Zell-Adhésion malgeblich beeinflusst wird, ist das Mucin MUCL1 entscheidend an der Ent-

wicklung, Metastasierung sowie der Ausbreitung von Tumoren beteiligt. Von grolRer Bedeutung ist hierbei
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ein Polarisationsverlust auf der Oberflache maligner Zellen infolge des hohen Anteils entstandiger
Neuraminséuren, wodurch Zell-Matrix-Wechselwirkungen tiber Integrine®®® destabilisiert und die durch E-
Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakte blockiert werden.® Letzteres kann das Ablésen des Tumors aus
einem geschlossenen Zellverband initiieren, was die nachfolgende Metastasierung in das umliegende Gewebe
ermdglicht.

(e}

R=H, CHs

AcHN

R

o B
a2,3-Sialyl-T-Antigen 555; H
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~ ~
N ¥
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Abb. 1. 5: Die Reihe der tumorassoziierten sialylierten Antigene des Mucins MUCL.

In &hnlicher Weise nehmen in diesem Zusammenhang die beiden Oligosaccharidteilstrukturen des Sialyl-
Lewis* (SLe*)!*" *%7 und sein regioisomerer Vertreter, das Sialyl-Lewis® (SLe®)"® auf der Basis von N-
Acetylglucosamin (Core 2-Struktur) eine wichtige Rolle fiir die Vermittlung von Zellkontakten ein (Abb.
1.6). Diese durch Selektine vermittelten Adhésionsprozesse konnen hierbei auf die Wechselwirkung dieser
Rezeptoren mit unterschiedlichen mucinartigen Kohlenhydratstrukturen, so z.B. mit Ty-Antigen-Epitopen
entsprechender Glycopeptide zurtickgefihrt werden.®® Auf die genauen Mechanismen und Funktionen der-
artiger Selektinliganden soll im Detail nicht weiter eingegangen werden, jedoch sei hier angemerkt, dass es
sich bei diesen Tetrasacchariden um essenzielle Strukturmotive aus natirlichen hochaffinen Selektinliganden

fur das membranstandige Glycoprotein PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), handelt.!%

HO AcHN ¢ HOmu
o o o Q 0 Q
OH o O
OH HO HO AcHN :‘55

Sialyl-Lewis* (SLeX) Sialyl-Lewis? (SLe?)

Abb. 1. 6: Die Tetrasaccharide Sialyl-Lewis* und Sialyl-Lewis®.

Die komplexen Wechselwirkungsmechanismen des PSGL-1 mit seinen natirlichen Liganden kdnnen zudem
Uber die Sulfatierung von Tyrosinresten verstarkt werden und fiihren neben der fundamentalen Bedeutung fiir

die Immunabwehr und die Bekdmpfung kérperfremder Stoffe bei einer GiberméaRigen Rekrutierung von Leu-
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kocyten zu schweren Gewebeschadigungen.®*®Y Dieser Befund kann daher im Zusammenhang mit chro-
nischen Entzundungsreaktionen wie rheumatoider Arthritis und weiteren Autoimmunerkrankungen gestellt
werden.!®™ Ferner konnte gezeigt werden, dass das Potential zur Metastasierung von Krebszellen mit einer
verstarkten Expression des PSGL-1 auf der Zelloberflache von Tumoren korrelieren kann. 667!

Weitere wichtige Vertreter von Kohlenhydratepitopen mit sialylierten Partialstrukturen stellen die Ganglio-
side dar, welche zur Gruppe der Glycosphingolipide gezahlt werden. Bei diesen handelt es sich um eine
Klasse von Glycolipiden, die als Amphiphile Gber ein Ceramidriickgrat fest in der Plasmamembran verankert
sind und am Aufbau von Zellmembranen sowie der Signaltransduktion, infolge ihrer auf der Zelloberfléche
prasentierten Kohlenhydratepitope, beteiligt sind.® Als sialylierte Vertreter dieser Glycosphingolipide sind
hier das GD2, GD3, GM2 und Fucosyl-GM1 zu nennen, wobei diese bei Krebserkrankungen ebenfalls in
einem veranderten Expressionsstatus vorliegen kdnnen, jedoch auch auf gesunden Zellen exprimiert werden
(Abb. 1.7).
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Abb. 1. 7: Die Ganglioside GD2, GD3, GM2 und Fucosyl-GML1 als Vertreter der Glycosphingolipide.

Die Nomenklatur der Ganglioside erfolgt anhand ihres Neuraminsduregehalts und ihrer spezifischen Eigen-
schaften in chromatographischen Trennungen. So werden beispielsweise ,,M*“ mono- und ,,.D* disialylierte
Vertreter unterschieden. Ferner sind in diesem Kontext auch trisialylierte Vertreter zu nennen. Ganglioside
erfiillen neben Aufgaben im Zusammenhang mit Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen auch essentielle
Funktionen hinsichtlich des Zellwachstums, der kontrollierten Apoptose oder der Inhibierung einer Metasta-
sierung.”) Aufgrund der Expression auf malignen Zellen eignen sie sich zudem als spezifische Target-

strukturen fur die Entwicklung von Antitumorvakzinen. Daneben konnte gezeigt werden, dass Ganglioside
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wesentliche regulatorische Funktionen im Zusammenhang mit physiologischen Zellprozessen wie z.B. der
Freisetzung des Epidermal-Growth-Factor (EGF) als Wachstumsfaktor oder der Regulation von Insulin-
rezeptoren wahrnehmen.® Zudem sind sie unter pathophysiologischen Bedingungen maRgeblich an der
Karzinogenese und Progression von Tumoren beteiligt.”” So kommt es durch die Freisetzung von tumor-
assoziierten Gangliosiden in die direkte Umgebung des Tumorst™ zu einer Interaktion mit benachbarten
Zellen.[" In vitro-Experimente konnten beispielsweise belegen, dass Ganglioside in zahlreiche Prozesse der
Immunantwort eingreifen und z.B. Immunzellen wie T-Helferzellen, nattrliche Killerzellen (NK-Zellen) und
T- sowie B-Lymphocyten in ihrer Funktion stark beeintrachtigen beziehungsweise inhibieren kénnen.[’*7®!
Infolgedessen kommt es zu einer Hemmung der Proliferation dieser Immunzellen, was wiederum die Frei-
setzung von Cytokinen wie den Interleukinen IL-1f und IL-6 bzw. TNFa bewirkt." Die genauen immun-
suppressiven Mechanismen tumorassoziierter Ganglioside sind jedoch aufgrund ihrer Komplexitat noch nicht
vollstandig aufgeklart.

Von essentieller Bedeutung fiir die Funktionsweise des Immunsystems, insbesondere im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen, sind die beiden sialylierten Kohlenhydratepitope Sialophorin und Glycophorin,
welche auf einer Reihe hdmatopoetischer Zellen wie Leukocyten, Makrophagen, Granulocyten oder T-Lym-

phocyten exprimiert werden (Abb. 1.8).L'""®
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Abb. 1. 8: Exprimierte Glycoformen des Sialophorins und des Glycophorins.

Charakteristische Merkmale dieser als mucinartige O-Glycane bezeichneten Oberflachenproteine sind deren
Aufbau aus drei unterschiedlichen Doménen, wobei die mit 235 Aminosauren groRe extrazelluldére Doméane
mit ihren 93 potentiellen Glycosylierungsstellen erneut eine gestreckte, biirstenartige Konformation ein-
nimmt. Die evolutiondr konservierte cytoplasmatische Doméne weist zudem eine Vielzahl potentieller Phos-
phorylierungsstellent®®% auf, welche auf eine Beteiligung dieser Glycopeptide in wichtigen Prozessen der
Signaltransduktion schlieBen lassen.®® Sowohl das Tetrasaccharid Glycophorin als auch die Hexasaccharid-
form des Sialophorins (CD 43 oder auch Leukosialin genannt) werden bei der Regulation der T-Zellakti-
vierung sowie deren Migration®®2®¥ infolge einer Variation der Glycosylierungsmuster auf der Zellober-
flache exprimiert und nehmen hierbei zentrale Aufgaben bei Zell-Zell-Wechselwirkungen sowie adhasiven

[84-85

bzw. antiadhasiven Phanomenen ein.®*%! Weiterhin zeigen diese beiden Epitope, wie auch andere mucin-

artige Glycopeptide, ein verandertes Expressionsmuster im Fall von Krebserkrankungen.®
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In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression von Sialophorin einen wich-
tigen Hinweis fir dessen Beteiligung bei der Entwicklung von Tumoren aufgrund stimulierender Effekte fur
die Zellproliferation einnimmt.®® Zudem fiihrt die Anwesenheit von Sialophorin auf der Oberflache von T-
Lymphocyten zu wichtigen initialen Kontakten, welche die Erkennung und Modulation antigenpréasen-
tierender Zellen verstarken und diese gegeniiber Cytokinen wie IFN-y und IL-4 sensibilisieren.®”! Ferner
wurde beschrieben, dass die Expression des Sialophorins auf der Oberfliche von Jurkat-Zellen zu einer
Aktivierung apoptotischer Signalkaskaden fiihrt und in einer Erkennung durch phagocytierende Zellen
resultiert.%!

Die Aktivierung von T-Lymphocyten wird (iber die verstarkte Expression bzw. Hemmung zweier zentraler
Transferasen reguliert und fuhrt dazu, dass auf unreifen Thymocyten das Hexasaccharid-Epitop NeuSNAc-
(02—3)Gal(p1—3)-[NeusNAc(a2—3)-Gal(p1—4)]-GIcNAc(B1—6)-GalNAc-Ser/Thr und grdRere Oligo-
saccharide exprimiert werden, wohingegen gereifte T-Lymphocyten das Glycophorin-Epitop Neu5NAc-
(02—3)Gal(p1—3)-[NeubNAc(a2—6)]-GalNAc-Ser/Thr tragen.® Kommt es infolge einer Immunreaktion
zur Aktivierung von T-Lymphocyten, so fuhrt dies wiederum zur Expression des Sialophorin-Epitops. Diese
verstérkte Expression des Sialophorins kann mit einer Reihe von Krankheitsbildern wie z.B. dem Wiskott-
Aldrich-Syndrom (WAS),® einer X-chromosomal rezessiven Immuninsuffizienz, AIDS™!! und Leukamie in
Verbindung gebracht werden und tritt bei akuter myeloischer Leuk&mie zusammen mit weiteren sialylierten
Kohlenhydratantigenen (vgl. Kapitel 1.2) auf.

Obwohl die genauen Funktionen von Sialophorin in der Tumorgenese sowie im Zuge von Immunreaktionen
aufgrund der komplexen Wechselwirkungsmechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart sind, zeigt sich je-
doch, dass eine fehlgeleitete Expression dieses mucinartigen Glycopeptids weitreichende zellulare Folgen im
Zusammenhang mit der Regulation von Immunreaktionen, der Signaltransduktion und dem Zellwachstum
nach sich zieht. Die grofRe Bedeutung von Kohlenhydratepitopen mit sialylierten Partialstrukturen kann an-
hand der zuvor besprochenen Beispiele eindrucksvoll belegt werden und zeigt die Notwendigkeit des Ver-
stdndnisses der grundlegenden Funktionen dieser Oligosaccharide im menschlichen Organismus fiir die Ent-
wicklung neuer, verbesserter therapeutischer Ansatze weiter auszubauen.
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14 Mucine in Signaltransduktionsprozessen und deren Relevanz fur die

Immuntherapie

Mucine mit ihren vielféltigen Aufgaben in zelluldren Signaltransduktions- und Adhasionsprozessen sind
unter anderem von fundametaler Bedeutung fur Zell-Zell-Wechselwirkungen und die Funktionsweise des
Immunsystems. Pathologische Erscheinungen wie Krebs- und Autoimmunerkrankungen lassen sich bedingt
durch Verénderungen der Expressionsmuster wichtiger Enzyme kennzeichnen und fuhren infolgedessen zu
Abweichungen der Glycosylierungsmuster sialylierter Kohlenhydratepitope.

In den letzten Jahrzehnten konnte eine Vielzahl unterschiedlicher tumorspezifischer Antigene identifiziert
werden, welche sich durch charakteristische Abweichungen der Glycosylierungsmuster auf der Oberflache
von Tumorzellen kennzeichnen lassen. Neben ihrer Funktion als Biomarker bieten solche Strukturen einen
vielversprechenden Ansatz zur Therapie von Krebserkrankungen. Ebenso konnen diese zellspezifischen
Expressionsmuster von Oligosacchariden fur neue Therapieansatze in der Behandlung chronischer Entziin-
dungsreaktionen bzw. Autoimmunerkrankungen von Bedeutung sein. Wie zuvor bereits angesprochen wurde,
nimmt das auf der Oberflache zahlreicher Epithelien exprimierte Mucin MUC1 mit seinen verkirzten Oligo-
saccharidseitenketten hierbei eine herausragende Stellung ein (vgl. Abb. 1.4).

Infolge der verkirzten Oligosaccharidseitenketten des MUCL sind diese von entscheidender Bedeutung fir
maogliche Fehlfunktionen der entsprechenden Zellen und begunstigen hierdurch die Promotion und Pro-
gression von Magen-, Darm-, Prostata-, Ovarial- und Mammakarzinomen.®? Zudem kann das Auftreten von
komplexen sialylierten Oligosacchariden des Sialophorins/Glycophorins mit einer Vielzahl von Autoimmun-
erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, dem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS), dem angeborenen Immun-
schwachesyndrom (AIDS) und Leuk&mie korreliert werden.

Zur Bekdmpfung von Krebserkrankungen bedient sich die moderne Medizin unterschiedlicher Behandlungs-
ansatze, welche sich an den vorliegenden Gegebenheiten der einzelnen Patienten hinsichtlich des Entwick-
lungsstadiums sowie der Therapierbarkeit orientieren. So lassen sich eine Vielzahl von Behandlungsformen
fur Krebserkrankungen anhand von Lokalisation und Tumorumfang unterscheiden, wobei gegebenenfalls
auch Kombinationen der einzelnen Methoden erforderlich sein kénnen. So wird beispielsweise die Resektion
tumordsen Gewebes oder die Strahlentherapie in Kombination mit einer Zytostatikabehandlung durchgefihrt.
Als weitaus schonendere Therapieform mit geringeren Nebenwirkungen kann eine Radioimmuntherapie,
unter Ausnutzung spezifischer Rezeptor-Radionuklid-Wechselwirkungen basierend auf markierten Anti-
korpern, angesehen werden.”*®! Die gegenwartigen Entwicklungen zur Behandlung von Krebserkrankungen
lassen erkennen, dass eine gezieltere und fur Patienten schonendere Therapie in den Mittelpunkt des
Forschungsinteresses riickt, da die bisherigen konventionellen Behandlungsformen einen massiven Eingriff
in die physiologischen Prozesse des Organismus darstellen. So konnte die gezielte Immuntherapie in den
letzten Jahren stetig an Bedeutung gewinnen und wird auch in der Zukunft eine mafigebliche Rolle in der
Behandlung zahlreicher Erkrankungen spielen.’"! In diesem Kontext stellen die auf einer Reihe von Tumor-
zellen exprimierten mucinartigen Kohlenhydratepitope mit sialylierten Partialstrukturen vielversprechende
Zielstrukturen fur die gezielte Immuntherapie dar. Da es sich bei diesen Kohlenhydratepitopen um kérper-
eigene Strukturmotive handelt und diese vom Immunsystem aufgrund der Selbsttoleranz nicht bzw. nur
unzureichend erkannt und bekdampft werden kénnen, bedarf es jedoch zur Durchbrechung dieser Toleranz-

schwelle sowohl einer Adressierung des humoralen, als auch des zellularen Teils des Immunsystems. Hierbei



1.4 Mucine in Signaltransduktionsprozessen und deren Relevanz fur die Immuntherapie 13

sollte neben der Aktivierung des Komplementsystems und der spezifischen Antikdrperproduktion auf
humoraler Ebene vor allem eine iber T-Helferzellen-vermittelte Immunantwort auf zellulérer Ebene erreicht
werden, um eine gewinschte Stimulierung des immunologischen Gedéachtnisses zu erreichen. Des Weiteren
veranlassen diese Mechanismen die Chemotaxis zusétzlicher Effektorzellen des Immunsystems, einschlieB-
lich cytotoxischer T-Zellen, wodurch eine effiziente Immunreaktion sichergestellt wird.

Die Immuntherapie auf Basis spezifischer, tumorassoziierter Antigene muss hierbei also Anforderungen hin-
sichtlich der gleichzeitigen Stimulation von B- und T-Lymphocyten sicherstellen und eine lang andauerende
Immunantwort unter Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses gewéhrleisten. Weiterhin muss eine
eindeutige Differenzierung zwischen gesundem und malignem Gewebe sichergestellt werden, da eine
fehlende Antigenspezifitdt im Zuge einer Immuntherapie die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
begunstigt. Daneben besteht die Notwendigkeit, dass die applizierten Antigene vom Immunsystem als
korperfremde Substanzen erkannt werden, um Uberhaupt eine starke Immunantwort auslésen zu kénnen. Der
Aufbau der Kohlenhydratvakzine kann jedoch, bedingt durch die Mikroheterogenitat von Zellgewebe, nicht
aus naturlichen Quellen erfolgen. Folglich nimmt die organische Synthese dieser komplexen Strukturen eine
zentrale Rolle in der Entwicklung von Antitumorvakzinen und Tumormarkern ein.®® Der Aufbau vollsynthe-
tischer Vakzine erfordert zum einen das Vorhandensein geeigneter Kohlenhydratantigene als stimulierende
B-Zellepitope und zum anderen den Einbau eines immunogenes Carrier-Proteins, durch das die selektive
Aktivierung cytotoxischer T-Zellen erreicht wird.[*®

Vollsynthetische Vakzine flir die Immuntherapie haben hierbei in den vergangenen Jahrzehnten eine tief-
greifende Entwicklung durchlaufen, wobei sich unterschiedliche Strategien unterscheiden lassen. So sind
neben protein- oder peptidbasierten Vakzinen auch solche auf der Basis von DNA und RNA beziehungs-
weise entsprechender Vektoren bekannt.’”*®! Im Besonderen konnten sich Vakzine, welche gegen tumor-
assoziierte, mucinartige Strukturen gerichtet sind, fir die Entwicklung einer Tumorimmuntherapie unter der
Induktion spezifischer Antikorper bewahren.!***% Diese Konstrukte zeichnen sich nicht nur durch eine hohe
Spezifitit aus, sondern orientieren sich zudem an einem biomimetischen Zugang zu diesen komplexen
Glycokonjugaten. Weiterhin kdnnen fur die Synthese komplexer Antitumorvakzine neben den natirlichen
Antigenstrukturen auch Konstrukte auf der Basis von Kohlenhydratanaloga bzw. -mimetika zum Einsatz
kommen, welche neben dem Vorteil einer potentiell erhhten Bioverfugbarkeit zudem verbesserte immuno-
gene Eigenschaften besitzen kdnnen. So kann die Verwendung entsprechender Kohlenhydratmimetika fir
eine verbesserte Antigenprasentation von entscheidender Bedeutung sein, wodurch sich die notwendigen
Substanzmengen fir eine Vakzinierung reduzieren lassen. Auf diese Gegebenheiten und deren Verwendung

fur den Einsatz in Vakzinen wird in Kapitel 1.6 ndher eingegangen.
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1.5 Synthesen zum Aufbau sialylierter Kohlenhydrate und davon abgeleitete

Strukturmotive

Ein besseres Verstandnis Uber die genaue Funktion von Kohlenhydraten und deren Relevanz bei einer Viel-
zahl von Krankheitshildern flihrt dazu, dass kohlenhydrat-basierte Therapieansatze eine immer gréfRere Rolle
einnehmen. Die Forschung der letzten Jahrzehnte hat hierbei eine ganze Reihe synthetischer Ansétze zum
Aufbau von sialylierten Kohlenhydraten und davon abgeleiteter Strukturmotive hervorgebracht.'**"! Neben
chemisch-basierten Synthesen, kommen in jingster Zeit vielfach chemoenzymatischen und enzymatischen
Syntheserouten, die auf dem Einsatz von Glycosyltransferasen und Glycosidasen beruhen, eine zunehmende

Bedeutung zu.l%¢12

el!¥1 Kann hierbei die stereo- und regioselektive Darstellung komplexer Oligo-

Die enzymatische Synthes
saccharide erreichen, wodurch der Zugang zu definierten Produkten gewahrleistet ist. Vielfach kann jedoch
lediglich der Zugang zu kleineren Substanzmengen gewéhrt werden, da zum einen die Enzymaktivitét einen
limitierenden Faktor darstellt und zum anderen die Substratspezifitat die Verwendung in der Synthese be-
grenzt. Allerdings zeigen aktuelle Arbeiten, dass ein vielversprechender Zugang fiir die Darstellung (2,3)-
sialylierter mucinartiger Kohlenhydratepitope geschaffen werden konnte, der zudem auch die Synthese
fluorierter Antigenanaloga ermoglicht.51e!

Aufgrund der grol3en biologischen Bedeutung sialylierter Kohlenhydratepitope wurden in den letzten beiden
Jahrzehnten zahlreiche Totalsynthesen™7*? beschrieben. Neben der allgemein bei der Synthese von Oligo-
sacchariden geforderten Regio- und Stereoselektivitat, wird die Synthese sialylierter Kohlenhydrate durch die
besondere Struktur der Neuraminséure erschwert. Das Fehlen einer partizipierenden Nachbargruppe in der 3-
Position erlaubt keinen Einfluss auf die Stereoselektivitit der Glycosylierung, wodurch der synthetische
Zugang zu a-sialylierten Bausteinen deutlich erschwert wird. Neben der fehlenden Nachbargruppe fiihren
zudem elektronische sowie sterische Effekte der dem anomeren Zentrum benachbarten Carboxylfunktion zu
Problemen. Die Aktivierung von Neuraminsauredonoren erfolgt mithilfe reaktiver Bausteine, welche in situ
in die entsprechenden Glycosylkationen Oberfiihrt werden, so dass durch Ausnutzung von Ldsungsmittel-
effekten bzw. geeigneter Reaktionstemperaturen stereoselektive Umsetzungen erreicht werden missen.
Grundsatzlich lassen sich zwei Synthesestrategien zum Aufbau sialylierter Oligosaccharide unterscheiden. In
einem konvergenten Verlauf erfolgt die Darstellung komplexer Saccharidepitope in voneinander getrennten
Syntheserouten Uber entsprechende Monosaccharid-Vorlaufer, welche z.B. im Fall von Sialyl-Lewis* (SLe¥)-
Derivaten nachfolgend zu zwei Disaccharid-Bausteinen verknlipft werden, die ihrerseits zum Zielmolekdil
gekuppelt werden. Als Beispiel hierfur ist die von Hasegawa et al. im Jahr 1991 beschriebene Totalsynthese
eines Sialyl-Lewis*-Derivats (SLe*) zu nennen, die einen geeigneten sialylierten Disaccharid-Donor Al und
einem Akzeptor-Baustein A2 in Gegenwart von Dimethyl(methylthio)sulfonyltriflat (DMTST) zum Gang-
liosid-Baustein A3 verknipft (Abb. 1.9).2*%1 Da die teure Neuraminséure fiir die Synthese des Donor-
Bausteins Al in relativ groRen Mengen zu Beginn benétigt wird, findet diese Methode nur noch selten An-
wendung. Daneben kann der Aufbau eines Tetrasaccharids auch unter Verwendung einer linearen Strategie,
das heifst durch sukzessive Verknipfung einzelner Monosaccharid-Bausteine erfolgen. Diese Methode bietet
den entscheidenden Vorteil, dass der wertvolle Neuraminséure-Baustein erst zu einem relativ spaten Zeit-

punkt der Synthese benétigt wird.
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Abb. 1. 9: Die Totalsynthese eines SLe*-enthaltenen Gangliosids nach Hasegawa et al 12122

Jungere Arbeiten in der Synthese sialylierter Kohlenhydratepitope und davon abgeleiteter Strukturmotive
fokussierten sich daher auf die zuvor angesprochene lineare Synthesestrategie, so z.B. in der von Nicolaou et
al."%! publizierten Sialyl-Lewis*-Synthese von 1991 (Abb. 1.10).
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Abb. 1. 10: Die Synthese von Sialyl-Lewis* nach Nicolaou et al.[108]

Hierbei wurde das Lactosamin A4 zundchst aus einem Galactosylfluorid sowie einer orthogonalen
Allylether-geschutzten N-Acetylglucosamin-Einheit aufgebaut. Diese Funktionalisierung an der 3-Position
der Lactosamin-Einheit A4 ermdglichte nach Isomerisierung des Allylrests und saurer Hydrolyse die a-selek-
tive Helferich-Glycosylierung zum Trisaccharid-Derivat A5 unter Verwendung des Fucosyldonors A6. Der
von Nicolaou et al."*! eingesetzte Sialinsauredonor A7 zeichnete sich durch eine o-dirigierende Thiophenyl-
gruppe in der Nachbarposition des anomeren Zentrums aus, die die stereoselektive Produktbildung gewéhr-
leistete. Im weiteren Syntheseverlauf musste diese dann unter reduktiven Bedingungen entfernt werden,
wodurch die Darstellung des Tetrasaccharids A8 gelang. Da jedoch alternative Methoden zur stereo-
selektiven Produktbildung, so z.B. durch die Wahl geeigneter Bedingungen (L&sungsmittel bzw. Temperatur)
in gleicher Weise erreicht werden kénnen und weiterhin der Einsatz von Schwermetallsalzen meist ver-
mieden wird, findet dieser synthetische Zugang kaum noch Anwendung. Mittlerweile lassen sich eine Reihe

effizienter Methoden zur Sicherstellung stereoselektiver Glycosylierungen heranziehen. Jingere Arbeiten
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von Takahashi und Mitarbeitern™® sowie Crich und L™ aus den Jahren 2006 und 2007 konnten dies fir
Sialylierungen durch den Einsatz Oxazolidinonen als Schutzgruppen erreichen. Diese Neuraminsdure-
bausteine zeichneten sich durch eine Modifikation des Aminogruppe in der 5-Position aus, wodurch diese N-
Acetyl-5-N,4-O-Carbonyl-blockierten Thioglycosidbausteine unter dem Einsatz eines NIS/TfOH-Promotor-
systems™®! deutlich bessere Selektivitaten in den untersuchten Glycosylierungsreaktionen erzielten. Zudem
zeigen Methodiken im Zusammenhang mit Sialylierungsreaktionen vielfaltige Moglichkeiten zur Steigerung
der Reaktivitat bzw. Selektivitat solcher Neuraminsdurebausteine durch die Verwendung entsprechender
anomerer Abgangsgruppen*2®*?%1 auxiliarer Nachbargruppen in der 3-Position** *3131 sowie den Einsatz
unterschiedlicher Promotorsysteme.3#234

Mit Bezug auf die Arbeiten von Nicolaou et al. ist beispielsweise von Danishefksy et al.'?® **! gine Synthese
bekannt, die auf Verwendung eines Fucosylfluorids A9 mit einem Silylglucal A10 beruht (Abb. 1.11). Hier-
bei wird zundchst aufgrund der héheren Reaktivitat der Hydroxylgruppe in der 3-Position des Glucals A10
die a-fucosidische (1,3)-Verknipfung aufgebaut, bevor in einem weiteren Reaktionsschritt das Disaccharid
Al1 an der verbliebenen freien 4-Position durch das Trichloracetimidat A12 galactosyliert wird, was die Zahl
der notwendigen Schutzgruppenmanipulationen in der Synthese des Disaccharid-Bausteins A1l reduzierte.
Nach Entfernung der Acetatschutzgruppen von Baustein A13 erfolgte dann die stereoselektive Koenigs-
Knorr-Sialylierung unter Einsatz des Neuraminsdurechlorids A14 zum Tetrasaccharid-Baustein A15. Dieser
erlaubt im weiteren Verlauf der Synthese eine Funktionalisierung des Glucals zum Aufbau komplexerer
Oligosaccharidkonjugate.
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Abb. 1. 11: Die Synthese von Sialyl-Lewis* nach Danishefsky et al [105: 139

Alternativen zu ,teuren* Funktionalisierungen auf der Stufe dieser komplexen Tetrasaccharide wurden durch
Kunz et al.k%" 118 1361 haschrieben, wobei hier orthogonal-funktionalisierte Glucosamin-Einheiten zum Ein-
satz kamen. So wurde auch hier eine lineare Synthesestrategie zum Aufbau von Sialyl-Lewis*-Derivaten und
davon abgeleiteter Strukturmotive herangezogen, welche sich trotz anderer Schutzgruppenmuster der Mono-
saccharid-Bausteine an der Route von Danishefsky et al.l'% **! orientierten (Abb. 1.12). Neben einer Azid-
funktionalisierten Glucosamin-Einheit wurden beispielsweise auch verschiedene Allyl- und Silylglycoside

als zentrale Monosaccharideinheiten fiir den Aufbau der komplexen Oligosaccharide eingesetzt. Dabei
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machte die Verwendung Allyl-funktionalisierter Glucosamin-Bausteine eine Schutzgruppenmanipulation auf
der Stufe der Sialylierung erforderlich, da erstere in Gegenwart des eingesetzten, elektrophilen Promotors
(AgOTf/MeSBr) angegriffen werden. Alternativ hierzu konnte diese Problematik durch den Aufbau eines
Silylglycosids umgangen werden, wodurch auch Schutzgruppenmanipulationen auf der Stufe der ent-
sprechenden Disaccharide vermieden werden konnten.

So kam ein zentrales Silylglycosid A17 fir den Aufbau des Disaccharids A18 zum Einsatz, welches
wiederum aus der Glycosylierung mit einem Fucosyldonor A16 hervorgegangen war. Nach regioselektiver
Offnung des Benzylidenacetals konnte der Aufbau des Trisaccharids A20 durch den Galactosyldonor A19 er-
folgen. Die anschlielende stereoselektive Sialylierung zum Tetrasaccharid A22 wurde durch Sialinséure-

xanthogenat A21 unter Ausnutzung des Nitrileffekts bei niedriger Temperatur bewerkstelligt.
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Abb. 1. 12: Die Synthese der Sialyl-Lewis*-Derivate nach Kunz et al [107: 118.136]

Die hier beschriebenen Routen zum Aufbau von Sialyl-Lewis*-Derivaten legten das Hauptaugenmerk der
Synthese vor allem auf einen effizienten Zugang zu diesen komplexen Oligosacchariden. Daneben galt die
Annahme, dass jede einzelne Monosaccharideinheit an der Wechselwirkung mit den entsprechenden Rezep-
toren beteiligt ist. Kristallstrukturen von E- und P-Selektinliganden mit Sialyl-Lewis*-Derivaten zeigten
jedoch, dass die zentrale Glucosamineinheit eine untergeordnete Rolle bei der Interaktion mit den Rezeptoren
spielt.™* Infolgedessen zielten Arbeiten von Opatz et al.!**®] aus dem Jahr 2014 auf eine chemoenzymatische
Synthese von funktionellen Sialyl-Lewis*-Mimetika mit heteroaromatischer Kernstruktur anstelle der Gluco-
samineinheit ab (Abb. 1.13). Diesem Ansatz nach erfolgte der lineare Aufbau der Sialyl-Lewis*-Mimetika
basierend auf der chemoenzymatischen Synthese sialylierter Disaccharid-Bausteine. Hierbei wurden zunéchst
Galatosylazide mit para-Nitrophenylsialosiden in Gegenwart einer Transsialidase vom Typ Trypanosoma
cruzi zu den (2,3)-sialylierten Bausteinen umgesetzt.’* Die entsprechenden Disaccharide lieRen sich
wiederum mit den unterschiedlichen Acetylenbausteinen in Gegenwart von Kupfer(l)-iodid zu den ent-
sprechenden Triazolen umsetzen, welche nach abschlieBender Schutzgruppenmanipulation zur Evaluation

der Inhibition von Selektinrezeptoren eingesetzt wurden.
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Abb. 1. 13: Chemoenzymatische Sialyl-Lewis*-Mimetika nach Opatz et al %8

Die vorgestellten Synthesen zum Aufbau sialylierter Kohlenhydratepitope und der davon abgeleiteten
Strukturmotive stellen nur eine Auswahl an literaturbekannten Herstellungswegen dar. Weitere Synthesen
sialylierter Derivate konzentrierten sich unter anderem auf den Aufbau sialylierter Kohlenhydratepitope, die
im Zusammenhang mit dem auf malignen Zellen exprimierten, tumorassoziierten Mucin MUC1 vorgefunden
werden. Hierbei konnten die Erkenntnisse im Zusammenhang der vielféltigen Syntheserouten von Sialyl-
Lewis*-Derivaten genutzt werden, um den Aufbau entsprechender Glycosylaminosaure-Bausteine fiir die
Darstellung funktioneller Glycopeptide zu bewerkstelligen. So beschrieben Ogawa et al.*****”! sowie Kunz et
al.?*%2 den biomimetischen Zugang zu komplexen Glycosylaminosaure-Bausteinen (vgl. Kapitel 1.2) und
darauf aufbauend zu sialylierten Vertretern wie dem (2,3)-ST-Antigen, dem regioisomeren (2,6)-ST-Antigen
und dem disialylierten Glycophorin-Epitop in Form funktioneller Glycopeptide.[*314%!

Singh et al.'*® peschrieben in diesem Kontext erstmals die Synthese eines disialylierten, auf der Core 2-
Struktur basierenden, Hexasaccharid-Bausteins (Abb. 1.14). Den Zugang zu diesem sogenannten Sialophorin
(Leukosialin, CD 43)* ** ®I konnten sie (iber eine konvergente Synthesestrategie ausgehend von einem
Neuraminséurebaustein mit dirigierender Thiophenylgruppe in der 3-Position und einem Galactose-Akzeptor
bewerkstelligen. Die Darstellung des sialylierten Disaccharid-Donors A23 konnte hierbei ber eine zwei-
stufige Sequenz unter Entfernung der Thiophenylgruppe sowie der Lactonbildung beschritten werden. Im
weiteren Verlauf konnte die Synthese der beiden Trisaccharide A26 und A27 unter Verwendung des sia-
lylierten Disaccharid-Donors A23 und eines Galactosamin-Akzeptors A24 bzw. eines Glucosamin-Akzep-
tors A25 erfolgen. Der Baustein A26 liel sich anschliefend durch Schutzgruppenmanipulation in den
Glycosyldonor A28 (berfihren, welcher in der nachfolgenden Schmidt-Glycosylierung zur Bildung des
Hexasaccharids A29 eingesetzt wurde. Von Nachteil ist in der vorliegenden Synthese dieses komplexen
Kohlenhydratepitops jedoch die fehlende stereoselektive Kontrolle bei der Bildung der beiden Bausteine A26
und A27, wodurch eine spatere Verwendung des Festphasenbausteins A29 aufgrund zu geringer Substanz-
mengen nicht moglich war. Weiterhin wurde auch hier der wertvolle Neuraminsdurebaustein zu Beginn der
Synthese eingesetzt. Alternativ hierzu stellten Singh et al. in einer Folgearbeit den chemoezymatischen Zu-
gang zum Sialophorin-Epitop ausgehend von einem Tetrasaccharid-Baustein vor, welcher unter VVerwen-
dung zweier Sialyltransferasen in den gewinschten Hexasaccharid-Threonin-Baustein (berfiihrt werden
konnte.
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Weitere Arbeiten unter Beriicksichtigung einer rein chemischen Syntheseroute zu diesem komplexen

Kohlenhydratepitop sind nicht bekannt. Zudem wurde der Einsatz fluorierter Analoga des Sialophorins unter

Abb. 1. 14: Die Synthese von Sialophorin nach Singh et al. [246]

Verwendung eines orthogonalen Schutzgruppenmusters sowie die Einfuhrung der Sialinsaure zum Ende der
Syntheseroute noch nicht untersucht, obwohl dieser Glycosylaminoséure-Baustein ein vielversprechendes
Epitop fir die Entwicklung neuer, fluorierter Kohlenhydratanaloga darstellt.
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1.6 Kohlenhydratmimetika fur den Einsatz in Vakzinen

Die Entwicklungen der vergangenen Jahrzehnte zeigen die immer grofRer werdende Bedeutung von Wirk-
stoffen, welche sowohl in Stoffwechselprozesse als auch in die Aktivierung des Immunsystems eingreifen
kénnen. Komplexe Kohlenhydrate wie z.B. Teilstrukturen der Selektine erweisen sich hierbei als interes-
sante Leitstrukturen, da sie wichtige Aufgaben in molekularen Erkennungsmechanismen ibernehmen. In den
letzten Jahren wurden zudem eine Vielzahl von Transportmechanismen sowie Mechanismen zur Aktivierung
und Inhibierung von Enzymen mit Hilfe von Kohlenhydratmimetika untersucht. Daneben wurden Kohlen-
hydrat-Mimetika auch fir die Aufklarung zahlreicher Signalwege eingesetzt, indem mit ihrer Hilfe wichtige
Rezeptor-Substrat-Wechselwirkungen aufgezeigt werden konnten. Die geringe metabolische Stabilitat natir-
licher Kohlenhydratepitope gegeniiber einem enzymatischen Abbau wirkt sich nachteilig auf deren Verwen-
dung in biologischen Studien und als Pharmazeutika, z.B. in entsprechenden Vakzinen aus. Ferner beein-
trachtigen die allgemeinen Toleranzmechanismen des Immunsystems infolge der schwachen Immunogenitat
solcher Strukturen mafigeblich deren Wirksamkeit. Die schwache Immunogenitat kohlenhydrat-basierter
niedermolekularen Haptene wurde durch die Entwicklung einer Vielzahl unterschiedlicher Ansatze kompen-
siert. Einen geeigneten Ansatz zur Verstarkung einer gewilnschten Immunreaktion unter Induktion einer T-
Zell-abhangigen Immunantwort bietet beispielsweise die Konjugation an immunogene Carrier-Proteine, wie
z.B. das Tetanus-Toxoid oder die Verwendung des Toll-like Rezeptors 2 Pam;CysSer. So gelang mit
letzterem und unter Verwendung eines diméren Ty-Antigen-Lipopeptidkonjugats die Induktion spezifischer
muriner anti-MUC1-Antikorper.'*”%8] Neben der monovalenten Prasentation von Antigenen in entsprechen-
den Vakzinen, gibt es zudem vielversprechende Ansétze zur Verbesserung der Immunantwort durch die

Verwendung multivalent prasentierter Haptene (Abb. 1.15).
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Abb. 1. 15: Synthetische Mehrkomponentenvakzine mit multivalenter Présentation.
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Boons et al.’® % konnten in diesem Zusammenhang iiber die Synthese von multivalenten Vakzinen
berichten, wie beispielsweise die eines Dreikomponenten-Vakzins, bei dem neben einem MUC1-Ty-B-Zell-
epitop zudem eine MHCII-Peptidsequenz und der Toll-like Rezeptor 2 (TLR 2) Pam;Cys-SK, zur Ver-
starkung der Immunreaktion eingebaut wurden. Die Konjugation an den TLR2-Liganden fiihrte dabei zu
einer gesteigerten Freisetzung von Cytokinen und costimulierenden Proteinen, sowie zu einer starken Induk-
tion von IgG-Antikdrpern, welche mit hoher Spezifitat die entsprechenden Ty-Antigen-exprimierenden
Zellen erkennen konnten.*” Einen weiteren Ansatz verfolgten Dumy™**%? ynd Mitarbeiter, die eine multi-
valente Prasentation des Ty-Antigens in Form eines geclusterten B-Zellepitops auf der Basis eines nicht-
immunogenen cyclischen Decapeptids aus Glycin, Prolin und Lysin fur den Aufbau eines Vierkomponenten-
vakzins verwendeten. Weiterfihrende Arbeiten um Brimble et al.">®! nutzten zur multivalenten Prasentation
der niedermolekularen Haptene zentrale triazolverkniipfte Kohlenhydratcluster auf der Basis von MUC1-
Glycopeptiden, welche (ber entsprechende Alkin-Azid-Clickreaktionen zugénglich sind (Abb. 1.16). Ver-
gleichbare Synthesen zur Verknupfung von tetravalenten Glycopeptidkonjugaten unter Einsatz eines TLR 2-
Liganden konnten durch Li et al. beschrieben werden. >+
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Abb. 1. 16: Multivalentes Neoglycopeptid nach Brimble et al.™

In gleicher Weise konnten fiir eine Reihe von sialylierten Kohlenhydratepitopen in den letzten Jahren zahl-
reiche Vakzine erfolgreich aufgebaut und auf ihre immunologischen Eigenschaften hin untersucht werden.
Chefalo et al.’*® beschrieben in diesem Zusammenhang die besondere Funktion von Neuraminsauren als
Zielstrukturen fur die Entwicklung neuartiger Krebsvakzine. Zur Untersuchung der chemischen Einfliisse
dieser Modifikationen verwendeten sie eine Reihe von Sialinsaurederivaten mit unterschiedlichen Alkylsubs-
tituenten an der Aminogruppe in der 5-Position. Die resultierenden Glycokonjugate wurden auf ihre immuno-
logischen Eigenschaften hin evaluiert und zeigten deutliche Immunantworten mit der Bildung einer Vielzahl
unterschiedlicher Antikérperisotypen. Diese Ergebnisse eroffneten neue Wege in der Darstellung von modifi-
zierten Kohlenhydratvakzinen tber die Derivatisierung von Neuraminséure-Einheiten in entsprechenden
Oligosacchariden.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnten durch Sahabuddin et al.**" beziehungsweise Wu et al.**® unter
Verwendung sialylierter Glycokonjugatvakzine Immunisierungsstudien an Mausen durchgefiihrt werden
(Abb. 1.17). Hierbei setzten sie neben naturlichen Neuraminsiurebausteinen wiederum auch solche mit
modifizierten Acetamideinheiten ein. Wie zuvor schon von Chefalo et al. gezeigt, konnten auch fur diese
Vakzine T-Zell-abhdngige Immunreaktionen in Kombination mit immunogenen Carrier-Proteinen wie dem
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) und dem Ovalbumin (OVA) beobachtet werden.
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Abb. 1. 17: Sialylierte Glycokonjugatvakzine nach Sahabuddin et al. und Wu et al.

So erzielten Wang und Guo™® aufbauend auf diesen Resultaten entsprechende Immunisierungen unter
Einsatz von STy-Derivaten mit substituierten Phenylacetylsialinsuren, wobei diese Konjugate im Vergleich
zu einem unsubstituierten Phenylacetat-Derivat deutlich héhere Immunogenitaten aufwiesen und somit
interessante Kandidaten fiir die Entwicklung von Krebsvakzinen darstellen. Die vorliegenden Beispiele
stellen lediglich eine kleine Auswahl an Arbeiten zum Aufbau vollsynthetischer Vakzine dar und kdnnen
durch weiterfiihrende Literatur vertieft werden,[*6°-6¢!

Die geringe in vivo-Stabilitdt von Glycopeptid-basierten Vakzinen, welche fir eine Antikdrperspezifitat von
entscheidender Bedeutung ist, da ein vorzeitiger Haptenverlust die Spezifidt der Immunantwort negativ be-
einflussen kann, ist damit ein kritischer Faktor in der Entwicklung und dem Design solcher Vakzine. Vielver-
sprechende Mdoglichkeiten kohlenhydrat-basierte Epitope zu stabilisieren, umfassen beispielsweise die
Modifikation in Form von C- oder S-glycosidisch verkniipfter Analoga,*”*™! die Substitution strategischer
Hydroxylgruppen durch Fluoratome!*>**l und die Synthese carbaanaloger Mimetika (Abb. 1.18).174171 Al
diese Modifikationen kénnen neben der hdheren chemischen und metabolischen Stabilitat auch eine erhéhte
Immunogenitédt nach sich ziehen und filhren somit zu besonders attraktiven Zielstrukturen fiir den Einsatz in

Tumorvakzinen.!

C- und S-Glycoside Carbaglycoside

Abb. 1. 18: Ubersicht tiber strukturell modifizierte Kohlenhydratmimetika.

Von grollem Interesse sind in diesem Kontext fluorsubstituierte Derivate, da Fluor aufgrund seines &hn-
lichen van der Waals-Radius zu Sauerstoff als Bioisoster fiir Hydroxylgruppen fungieren kann. Zudem resul-
tiert in der groReren Elektronegativitit bei geringerem Atomradius sowie der schlechteren Polarisierbarkeit
der Kohlenstoff-Fluor-Bindung eine Verschiebung der Elektronendichteverteilung im Molekdil, wodurch eine
veranderte Reaktivitat von Nachbargruppen beobachtet werden kann.'"® Der Einbau von Fluor kann dabei
der Stabilisierung von Biomolekiilen dienen und bietet weiterhin die Mdglichkeit fluorierte Kohlenhydrate

als spektroskopisch gut zu verfolgende Sonden zur Aufkléarung von Enzymaktivitaten bzw. Stoffwechsel-
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wegen fiir mechanistische Studien einzusetzen."’"**% vor diesem Hintergrund spielen modifizierte Kohlen-
hydrate eine zentrale Rolle bei der Suche nach effektiven Inhibitoren fir eine Vielzahl zellulérer Pro-
Zesse.[181-183]

In den vergangenen Jahren konnten um Hoffmann-Roder et al.*®*®" auf der Basis von Glycopeptiden des
tumorassoziierten Mucins MUC1 synthetische Vakzine mit einer Reihe fluorierter T-Antigen-Bausteine dar-
gestellt werden und auf ihre immunologischen Eigenschaften in Impfstudien im Mausmodell bzw. ent-
sprechenden Neutralisationsassays untersucht werden (Abb. 1.19). Hierbei konnten sowohl fiir nattirliche als
auch modifizierte, fluorierte Vakzine vergleichbare Immunreaktionen unter Erhalt der MUC1-Antikorper-

spezifitit nachgewiesen werden.
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Abb. 1. 19: Fluorierte MUC1-Glycopeptidvakzine nach Hoffmann-Rdder et al [184187]

Diese und die Ergebnisse von Lee et al.'®! und Zheng et al.l'®" bestatigten die Annahme, dass auch mit
kohlenhydrat-basierten Vakzinen, in denen das Hapten strukturell veréndert wurde, starke toleranzbrechende
und selektive Immunantworten erzielt werden kdnnen. Zudem lieferten diese Arbeiten neben Hinweisen auf
eine gesteigerte Immunogenitéat der Konstrukte auch Belege fir eine Steigerung der metabolischen Stabilitat
der fluorierten Antigenanaloga.®®!

Weiterhin konnte in diesem Zusammenhang erstmals die Darstellung von modifizierten, fluorierten (2,6)-ST-
MUC1-Glycopeptidvakzinen durch Hoffmann-Roder und Mitarbeiter beschrieben werden (Abb. 1.20).1%
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Abb. 1. 20: Fluorierte (2,6)-ST-MUC1-Glycopeptidvakzine nach Hoffmann-Réder et al.

Wie zuvor bereits erwahnt, wurden ebenfalls durch Chefalo et al.*® sowie Yang et al.**Y! die Darstellung
von fluorierten STy-Glycokonjugatvakzinen erzielt, die fluorierte Acetamideinheiten enthielten. Jingste

Arbeiten auf dem Gebiet der modifizierten Kohlenhydrate konzentrierten sich neben der Darstellung von
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potentiellen Sialidaseinhibitoren™? auch auf die Synthese und Evaluation fluorierter Kohlenhydratanaloga
sowie davon abgeleiteter Mimetika mit fluorierten Partialstrukturen. So konnte durch Leclerc™® und
Mitarbeiter die Darstellung fluorierter C-Mannopeptide als potentielle Sialyl-Lewis*-Mimetika zur Inhibition

selektinvermittelter Adhasionsprozesse beschrieben werden (Abb. 1.21).

OH
OH
R)(F
HO -Q 0
o] HO
F
F
RHN OH HN CO,H
P(O)OR; CO,H
Phosphonatanaloga Ceramidanaloga Sialidaseinhibitoren C-Mannopeptide

Abb. 1. 21: Ubersicht tiber den Einsatz fluorierter Kohlenhydratmimetika.

Das Hauptaugenmerk dieses synthetischen Zugangs zu den Sialyl-Lewis*-Mimetika basierte auf vorange-
gangenen Arbeiten um Wong und Kaila zur Darstellung von C-Mannosylpeptiden als effiziente Inhibitoren
fur die Interaktion mit den beiden Rezeptoren des E- und P-Selektins.!'***%! Die synthetisierten fluorierten
C-Mannosylpeptide sollten in diesem Zusammenhang Mimetika mit besseren Eigenschaften im Vergleich zu
den entsprechenden C-Glycosiden darstellen. Die anschlieende Evaluation in Zellassays mit rekombinanten
E- und P-Selektinen zeigte eine vergleichbare inhibitorische Aktivitét dieser Mimetika mit den entsprechen-
den C-Glycosiden.

Einen weiteren Ansatz zur Modulation von mikrobiellen Infektionen, Autoimmunerkrankungen sowie die
Behandlung von Tumoren verfolgten Leclerc™® und Mitarbeiter mit der Synthese fluorierter C-Galactosyl-
ceramidanaloga, welche auf ihre immunologischen Eigenschaften gegenuiber iNKT-Zellen aus Mausen unter-
sucht wurden. Bei diesen invarianten natirlichen Killer-T-Zellen handelt es sich um eine Untergruppe regula-
torischer T-Zellen mit vielfaltigen Funktionen im Zuge von Immunantworten.'¥"*®! Basierend auf dem
spezifischen Liganden KRN 70000, einem synthetischen Analogon des natiirlichen Glycosphingolipids
Agelasphin-9b®®! sollten diese fluorierten Analoga vielversprechende Kandidaten fiir die Modulation einer
Cytokinproduktion im Zuge der frihen Immunantwort darstellen. Diese Derivate stellen lediglich eine Aus-
wahl von mdglichen Modifikationen, so auch solchen mit fluoriertem Kohlenhydratepitop in unterschied-

(6. 2012041 pje vorliegenden Ergebnisse konnten jedoch in diesem Fall keinen positiven

lichen Positionen, dar.
Einfluss der fluorierten Verbindungen feststellen, wofir das Fehlen einer wichtigen Wechselwirkungen der
Hydroxylgruppe in der 2-Position des Galactosylrests verantwortlich gemacht wird. Diese stellt kein Struk-
turmerkmal der naturlichen Galactosylceramide dar, wurde aber fiir die Erkennung des synthetischen Analo-
gons KRN 7000 als essentiell eingestuft. Als abschlieBendes Beispiel fur den Einsatz fluorierter Kohlen-
hydratmimetika wurde durch Delaunay et al.?® erstmals die Synthese C-glycosidisch verkniipfter Difluor-
phosphonate als potentielle Mimetika naturlicher Phosphate beschrieben, die einen Zugang zu in vivo-hydro-

lyseresistenten Glycosidphosphonaten fiir biologisch relevante Verbindungen erméglichen.
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Die Anwendung kohlenhydratbasierter VVakzine stellt — wie bereits in Kapitel 1.6 beschrieben — einen erfolg-
versprechenden Ansatz zur Immuntherapie von Erkrankungen dar, welche mit der Anwesenheit mucin-
artiger Glycopeptide in Verbindung gebracht werden. So nehmen diese aufgrund ihrer biologischen Bedeu-
tung an einer Fille von Adhésionsprozessen und zellularen Wechselwirkungsmechanismen teil. Die Ent-
wicklung neuer Behandlungsmethoden auf der Basis kohlenhydratbasierter Wirkstoffe kann hierbei durch
das bessere Verstandnis Uber die genauen Funktionen von Kohlenhydraten im Zusammenhang mit einer
Vielzahl von Krankheitsbildern fur die Therapie genutzt werden.

Die Mikroheterogenitat von Glycopeptiden aus natiirlichen Quellen erfordert jedoch in diesem Kontext auf
Grund abweichender Glycosylierungsmuster entarteter Zellen die synthetische Darstellung von Tumorvak-
zinen, da hierdurch deren selektiver Einsatz in Vakzierungen gewahrleistet werden kann.

Daneben kann zur Steigerung der Bioverfligbarkeit solcher Glycokonjugate die gezielte Substitution strate-
gischer Positionen mit Fluoratomen im Kohlenhydratepitop erfolgen, wodurch der Zugang zu vielver-
sprechenden Mimetika gelegt werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit soll daher exemplarisch auf Grundlage
von fluorierten Analoga der zentralen Galactoseeinheit der synthetische Zugang zu mucinartigen Glyco-
peptiden flr die Immuntherapie zelluldrer Signaltransduktions- bzw. Adhésionsprozessen geschaffen werden
(Abb. 2.1).
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Abb. 2. 1: Die zu synthetisierenden Oligosaccharid-Threonin-Konjugate mit Fluorierung stragetischer Positionen.

Der Aufbau der an die Aminoséure L-Threonin gebundenen Oligosaccharide soll hierbei nach einem linearen
Konzept in Anlehung an biomimetische Synthesen erfolgen. Hierbei soll zum einen ein Neuraminsdure-
Baustein mit fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugaten zum Aufbau von (2,6)-ST-Antigenanaloga ver-
knipft wird. Zum anderen soll der Zugang zu sialylierten, fluorierten Trisaccharidglycosyldonoren ge-
schaffen werden, welche mit (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugaten zum Aufbau des Oligo-
saccharids Sialophorin verknlpft werden sollen (Abb. 2.2). Die Spaltung der tert-Butylester der Glycosyl-
aminosauren fihrt schlieflich zu den vollstdndig blockierten Bausteinen, welche fur die Glycopeptid-
festphasensynthese eingesetzt werden sollen. Neben den natirlichen Derivaten soll die zuvor angesprochene
Synthesestrategie unter Substitution funktioneller Hydroxylgruppen mit Fluor die Darstellung potentieller
Mimetika unter Einsatz unterschiedlich-fluorierter Galactose-Bausteine ermdglichen. In diesem Zusammen-

hang soll die vorliegende Arbeit aufzeigen inwieweit sich das vorhandene Schutzgruppenmuster fiir die
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Darstellung der komplexen Oligosaccharid-Threonin-Konjugate in Kombination mit der Substitution
strategischer Hydroxylgruppen unter Berticksichtigung der Reaktivitat der resultierenden Oligosaccharid-
Bausteine in Einklang bringen lasst.
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Abb. 2. 2: Retrosynthese der fluorierten Glycosylaminosauren.

Zum Abschluss der geplanten Synthesen sollen die jeweiligen (2,6)-ST-Antigenanaloga zum einen in die
zwanzig Aminosauren umfassende tandem repeat-Sequenz aus dem epithelialen Mucin MUC1 beziehungs-
weise die fluorierten Analoga des Sialophorins in eine N-terminale Partialsequenz des Glycoproteins ein-
gebaut werden. Daneben sollen die resultierenden Glycopeptide in einem nachfolgenden Schritt an immuno-
gene Carrier-Proteine zum Aufbau vollsynthetischer Vakzine konjugiert werden um somit den Zugang zu
potentiellen Antitumorvakzinen bereit zu stellen.

Jungere Arbeiten um Hoffmann-Rdder et al. konnten bereits belegen, dass durch die strategische Substitution
mit Fluor neben einer Erhdhung der metabolischen Stabilitat gegenliber enzymatischer Degradation auch eine
Steigerung der immunogenen Eigenschaften der resultierenden MUC1-basierten Antitumorvakzine unter

Induktion spezifischer Antikérper in Immunisierungsstudien erzielt werden konnte (Abb. 2.3).
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen kdnnen die hier synthetisierten Oligosaccharidkonjugate prinzipiell als
neue Kandidaten kohlenhydratbasierter Vakzine angesehen werden. Weiterhin liefern die im Rahmen dieser
Avrbeit erzielten Resultate vielversprechende Riickschlisse fiir die Synthesen modifizierter Oligosaccharide

und deren Einsatz in der Darstellung potentieller Antitumorvakzine.
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Abb. 2. 3: Schematischer Aufbau eines fluorierten vollsynthetischen Vakzins.
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3 ALLGEMEINER TEIL

3.1 Die Synthesestrategien zum Aufbau der Oligosaccharid-Threonin-Konjugate

Der Aufbau der komplexen Oligosaccharid-Threonin-Konjugate sowie der fluorierten Analoga erfolgte — wie
bereits in Kapitel 2 angesprochen — nach einer konvergenten Synthesestrategie (Schema 3.1) in Anlehnung
an literaturbekannte Synthesen unter Verwendung etablierter Glycosylierungsmethoden.*°!

Hierzu wurden sowohl flr die Synthesen der sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugate (B) als auch fir
den Aufbau des Hexasaccharid-Threonin-Bausteins (A) zunéchst die jeweiligen Monosaccharid-Bausteine in
geeignet blockierter Form, i. d. R. durch Acetatschutzgruppen, dargestellt und in entsprechende Glycosyl-
donoren Uberfuhrt. Letztere wurden zum stereoselektiven Aufbau der komplexeren Disaccharid- bzw. Tri-
saccharid-Bausteine (D/F) und (E) eingesetzt und fir nachfolgende Synthesen weiter funktionalisiert. Im
Anschluss an die Glycosylierungsreaktionen wurden die erhaltenen, an die Aminoséure L-Threonin gebun-
denen Oligosaccharide weiteren Schutzgruppenmanipulationen unterzogen, um deren Einsatz in der Glyco-

peptid-Festphasensynthese zu erméglichen.

3.1.1 Die konvergente Synthesestrategie zum Aufbau der sialylierten Trisaccharid-

Threonin-Konjugate des epithelialen MUCL1

Fur den Aufbau der sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugate (B) wurde ein zentrales Galactosamin-
Threonin-Konjugat (Ty-Antigen) herangezogen, welches bereits als Akzeptor in Glycosylierungsreaktionen
zum Aufbau der tumorassoziierten MUC1-Kohlenhydratantigene eingesetzt wurde. In der vorliegenden
Arbeit konnte die Synthese dieses Bausteins nach einer literaturbekannten Route und in Anlehnung an

n.: 27 Der Aufbau der fluorierten Disaccharid-Bausteine (D) er-

Paulsen und Holck bewerkstelligt werde
folgte unter Verwendung von funktionalisierten Monosaccharid-Bausteinen (F-Gal)™® 282 elche in
geeignete Glycosyldonoren tberfahrt wurden. Die resultierenden fluorierten T-Antigen-Analoga konnten mit
Hilfe des Sialinsaurexanthogenats (Sia)®%?*"l in die fluorierten (2,6)-ST-Antigen-Bausteine (B) iberfiihrt
werden, welche nach Schutzgruppenmanipulation und Deblockierung des tert-Butylesters der Glycosyl-
aminosaure mittels Glycopeptid-Festphasensynthese zum Aufbau von mucinartigen Glycopeptiden verwen-

det werden konnten.

Daneben sollte auch ein Zugang zu einer Reihe von regioisomeren (2,3)-ST-Antigen-Bausteinen geschaffen
werden, welche als zentrale Akzeptorbausteine (Glycosylakzeptor) fir den Aufbau der Hexasaccharid-
Threonin-Konjugate (A) eingesetzt wurden. Diese konnten wiederum aus den vier monosaccharidischen Bau-

steinen GalN, Gal/F-Gal, Sia sowie der orthogonal-funktionalisierten Aminoséure (Thr) aufgebaut werden.
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Schema 3. 1: Die Retrosynthese der Oligosaccharid-Threonin-Konjugate und der fluorierten Analoga.
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3.1.2 Die Synthesestrategie zum Aufbau der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate und der
fluorierten Analoga des Sialophorins

Der Aufbau der komplexen Hexasaccharid-Threonin-Derivate (A) sowie der fluorierten Analoga erfolgte in
Analogie zu den sialylierten Trisaccharid-Bausteinen (B) nach einer konvergenten Synthesestrategie. Be-
sondere Bedeutung bei der Erarbeitung eines geeigneten Schutzgruppenkonzeptes fiir die vorgestellten Syn-
thesen kam einerseits der Wahl der anomeren Schutzgruppe des Glucosamin-Bausteins (GIcN) als auch der
Aminogruppe dieser zentralen Einheit zu. Zudem musste das Schutzgruppenmuster mit Blick auf die gerin-
gere Reaktivitat der fluorierten Monosaccharid-Bausteine (F-Gal) angepasst werden:

So kamen zum einen benzylether-geschiitzte Monosaccharid-Bausteine zum Einsatz, welche die hohere
Reaktivitéat dieser blockierten Bausteine im Vergleich zu solchen mit Acetatschutzgruppen ausnutzten und
zum anderen bessere Selektivitdten in den durchgefiihrten Glycosylierungen sicherstellten. Entsprechende
Vorarbeiten unter anderem durch C. Mersch?®® konnten diese Annahmen bestatigen.

Demgegeniber sind Kohlenhydratbausteine mit Acetylgruppen fur die Glycopeptidsynthese von Vorteil, da
sie sich leicht unter den Bedingungen einer Zemplén-Umesterung™®? entfernen lassen und zudem zu einer
Erhohung der Saurestabilitat von glycosidischen Bindungen fiihren.?™®! Eventuellen Beeintrachtigungen der
Reaktivitat solcher acetyl-geschitzter Bausteine fiir den Aufbau von Oligosaccharid-Konjugaten konnte
durch eine geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen sowie der eingesetzten Lésungsmittel in den Glyco-
sylierungsreaktionen begegnet werden.

Fiir die Synthesen der fluorierten Glycosyldonoren (F-Gal)* 252l \wyrde daher ein Schutzgruppenkonzept
vorgesehen, welches zur Blockierung der reaktiven Hydroxylgruppe an der 6-Position einen Benzylether in
Kombination mit Acetylschutzgruppen fir die anderen Positionen vorsah. Zudem lieR sich dieses Schutz-
gruppenkonzept mit dem zentralen Glucosamin-Baustein (GIcN)?* auf diese Weise in Einklang bringen.
Unter Beriicksichtigung der vorliegenden Konzeption der einzelnen Schutzgruppen mussten fiir den zentralen
Glucosamin-Baustein geeignete Bedingungen gefunden werden, welche sowohl die stereoselektive Produkt-
bildung unter Einbeziehung partizipierender Nachbargruppen in der 2-Position der Kohlenhydratbausteine
berticksichtigten sowie dirigierende Einfliisse durch die Wahl geeigneter Losungsmittel (,,Nitrileffekt«)!?*%)
ausnutzten. Weiterhin musste die Erhaltung der brigen Funktionalitdten im Zusammenhang mit spéteren
Schutzgruppenmanipulationen sichergestellt werden. Die Synthese des zentralen Glucosamin-Bausteins
(GIcN) erforderte hierbei sowohl eine geeignete Schutzgruppe der anomeren Position als auch der Amino-
funktion in der 2-Position des Kohlenhydrats. Hierfur geeignete Schutzgruppen stellen sowohl Glycoside auf
Basis von allyl-geschiitzten Bausteinen®®?" sowie Thiodonoren®?2! so z.B. unter Verwendung eines
para-Methylthiophenols, dar. Ferner kénnen sterisch anspruchsvolle silyl-basierte Schutzgruppen wie das
tert-Butyldiphenylsilyl (TBDPS)?*2-Glycosid zum Einsatz kommen. All diese Funktionalititen lassen sich
unter einer Vielzahl von Reaktionsbedingungen selektiv in Gegenwart anderer Schutzgruppen spalten bzw.
werden nicht infolge von Schutzgruppenmanipulationen angegriffen.’???*! Die Verwendung eines Allyl-
Glycosids anstelle des teureren und sterisch anspruchsvolleren Silylglycosids zu Beginn der vielstufigen Syn-
these wurde durchaus in Betracht gezogen, erwies sich jedoch fur die spateren Synthesen der Trisaccharid-
Bausteine (E) unter Einsatz des Sialinsduredonors (Sia) als ungeeignet, da Allylglycoside durch den verwen-
deten weichen elektrophilen Promotor, welcher fur die Aktivierung des Xanthogenats genutzt wird, ange-

griffen werden konnen. Ahnliche Beobachtungen werden bei der Verwendung eines Glucosamin-Bausteins
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als Thioglycosid gemacht.”*® Zudem bestand die Méglichkeit einer Schutzgruppenmanipulation auf der
Stufe der Disaccharid-Bausteine (F) unter Spaltung des Allyl- bzw. Thioglycosids und der darauffolgenden
Einfiihrung der TBDPS-Schutzgruppe. Aufgrund des bereits erwahnten grofRen sterischen Anspruchs der
Silylschutzgruppe wurde in Anbetracht eines eventuellen Verlusts der Disaccharid-Bausteine im Zuge einer
unzureichenden Umsetzung diese Manipulation nicht in Erwagung gezogen. In dieser Arbeit fiel daher die
Wahl auf diese Silylschutzgruppe zur Blockierung des anomeren Kohlenstoffatoms des Glucosamin-Bau-
steins zu Beginn der vielstufigen Synthese, da die entsprechenden Reaktionsschritte auf der Stufe der wert-
vollen Disaccharid-Bausteine (F) sich so vermeiden lassen konnten. Wie zuvor bereits erwahnt, erforderte
ebenso die Blockierung der Aminofunktion der Glucosamin-Einheit gesonderte Beachtung, da fur die ge-
wiinschten B-glycosidisch verknupften Hexasaccharid-Threonin-Konjugate (A) eine partizipierende Schutz-
gruppe bei der Aktivierung des Glycosyldonors zum Einsatz kommen musste. Eine vielversprechende
Schutzgruppe fir die Aminofunktion bot die Verwendung einer Carbamat-Schutzgruppe, genauer der N-
2,2,2-trichlorethoxycarbonyl(Troc) 222’1 Gruppe, welche sich im Verlauf der Synthese unter milden reduk-
tiven Reaktionsbedingungen in Gegenwart einer Vielzahl anderer funktioneller Gruppen selektiv spalten lieR
und in das entsprechende Acetamid uberflihrt werden konnte.

Der Aufbau der sialylierten Trisaccharid-Einheiten (E) und ihrer fluorierten Analoga erfolgte ebenfalls in
linearen Syntheserouten, die sich an Arbeiten fiir die Herstellung von Sialyl-Lewis*-Derivaten ?** 22! grien-
tierten und welche auf bewahrte Strategien fiir die Synthese fluorierter Galactosyldonoren!**® 2521 fygten.
Fur die Darstellung der neuartigen Hexasaccharid-Threonin-Konjugate mit den fluorierten Analoga wurde
auf literaturbekannte Strategien zum Aufbau tumorassoziierter Kohlenhydratantigene des MUCL zurlick-
gegriffen, 4 173 187, 210. 229 hoyor die Trisaccharid-Glycosyldonoren (C) — unter Verwendung der (2,3)-ST-
Antigen-Bausteine (Glycosylakzeptor) — letztendlich zu den komplexen, an die Aminosdure gebundenen

Oligosaccharid-Threonin-Konjugaten und ihrer fluorierten Analoga umgesetzt werden konnten.
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3.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine

321 Synthese der Glucosamin-Bausteine

Fir die Synthese des Glucosamin-Bausteins 9 mit tert-Butyldiphenylsilyl (TBDPS)-Schutzgruppe wurde von
a-D-Glucosamin-Hydrochlorid (1) ausgegangen. Die Synthese des Silylglucosids 9 startete zundchst mit der
Blockierung der Aminofunktion von 1 als Carbamat 2, indem das Hydrochlorid 1 mit Chlorameisensaure-
2,2,2-trichlorethylester (Trichlorethoxycarbonylchlorid, TrocCl) in einer gesattigten Natriumhydrogen-

carbonat-Lésung (Schema 3.2) umgesetzt wurde.[”!

OH OH OAc
TrocCl, NaHCO3, H,0O o) Ac,0, Pyridin o]
HO Q 3, M2 HO 20, Py AcO
o oH —— HO oH  — AcO ohe
ClH3N 80% TrocHN TrocHN
1 2 3

Ethylendiamin, AcOH
THF

OH NaOMe, MeOH OAc TBDPSCI, Imidazol OAc
(pH = 8.5) DMAP, DMF o)
HO AcO ! AcO
o OTBDPS ~——«—— ") OTBDPS ~————  A®© o
TrocHN TrocHN 7% TrocHN
6 5 4
82% (2 Stufen)
PhCH(OMe),, p-TsOH
CH4CN, 40 °C
Lavulinsiure, DCC EtSiH, TfOH OBn
) 3 )
Ph/voo DMAP, CH,Cl, Ph/voo CHCl, 78°C o
otBDPS — '~ "%, otBDPS "~ | OTBDPS
HO . o o
TrocHN 78% % TrocHN 61% o TrocHN
7 8 9
72% (2 Stufen) (6] (©]

Schema 3. 2: Die Synthese des Glucosamin-Bausteins 9.

Das an der Aminogruppe als Carbamat blockierte Produkt 2 wurde nach Filtration der Lésung als farbloser
Feststoff in einer Ausbeute von 80% erhalten und konnte im Anschluss vollstandig acetyliert werden.”*” Das
peracetylierte Glucosaminderivat 3 wurde dabei als Anomerengemisch erhalten, wobei dies fur die weitere
Reaktionskaskade nicht von Bedeutung war. Fir die Einfiihrung der anomeren TBDPS-Schutzgruppe wurde
zunéchst die selektive Spaltung der anomeren Acetylgruppe der Glucosamin-Einheit durch Bildung eines
Imins mit Ethylendiamin und dessen sauren Hydrolyse durchgefiihrt.®™ Das deblockierte Glucosaminderivat
4 wurde in einer Ausbeute von 82% bezogen auf die Troc-geschiitzte Verbindung 2 und in Form eines
Anomerengemischs erhalten. Im Anschluss wurde Verbindung 4 mit tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-
Chlorid) und Imidazol in Gegenwart katalytischer Mengen an 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP)®2 zur
Reaktion gebracht.”?? 2 Die Einfiihrung der TBDPS-Gruppe erfolgte aufgrund des sterischen Anspruchs
der Silylschutzgruppe selektiv und unter Bildung des B-Anomers 5 in einer Ausbeute von 77% nach flash-

chromatographischer Reinigung erfolgen. Der Darstellung des Silylglycosids 5 schloss sich eine Umesterung
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unter Zemplén-Bedingungen®? mit einer frisch hergestellten methanolischen Natriummethanolat-Losung
und unter sorgféltiger pH-Kontrolle an, da hohere pH-Werte als 8.5 zu einem Verlust der Troc-Schutzgruppe
fuhren.”*Y Die erhaltene Verbindung 6 konnte im nachsten Reaktionsschritt in Gegenwart von Benzaldehyd-
dimethylacetal sowie katalytischen Mengen an 4-Toluolsulfonsdure-Monohydrat (p-TsOH) zum 4,6-
Benzylidenacetal geschiitzten Baustein 7 umgesetzt werden (72% tber zwei Stufen). Der geschiitzte Gluco-
samin-Baustein 7 wurde anschlieBend durch Veresterung der freien Hydroxylgruppe mit Hilfe von N,N-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und Lé&vulinséure sowie katalytischer Mengen an 4-DMAP in der 3-Posi-
tion vollsténdig blockiert.

Um den Glucosamin-Baustein 8 als einen geeigneten Glycosylakzeptor fir die nachfolgenden Glycosylie-
rungen mit den funktionalisierten Galactosyldonoren einsetzen zu kénnen (vgl. Kapitel 3.3), musste das 4,6-
Benzylidenacetal von Verbindung 8 regioselektiv unter Bildung des priméren Benzylethers ge6ffnet werden.
Hierzu wurde eine von DeNinno et al.”® vorgestellte Methode unter Verwendung von Trifluormethan-
sulfonséure (TfOH) und Triethylsilan (Et;SiH) als Reduktionsmittel eingesetzt, die eine Variante der von

Sakagami et al.”*® verwendeten Methode darstellt (Schema 3.3).

OBn
Ph/voo 0 EtsSiH, TIOH, MS 4A, CH,Cly, -78 °C HO 0
o OTBDPS o OTBDPS
0 TrocHN 61% o TrocHN
8 9
) o

Schema 3. 3: Die regioselektive Offnung des Benzylidenacetal geschiitzten Glucosamin-Bausteins 9.

Diese Methode der Acetaléffnung stellt jedoch lediglich eine von vielen bewahrten Varianten dar./?"! Eine
alternative Umsetzung, so z.B. mit Kupfer(ll)-trifluormethansulfonat (Cu(OTf),) sowie Dimethylethylsilan
(Me,EtSiH)**® als Reduktionsmittel bietet bei dhnlichem praparativen Aufwand jedoch keine eindeutige
Regioselektivitdt weshalb Produktgemische aus primaren und sekunddren Benzylethern resultieren
konnen.[Z® Die Regioselektivitat der Acetaléffnung kann hierbei in Abhangigkeit der Reaktionsbedingungen
kontrolliert werden. Es sei hier jedoch angemerkt, dass bei der Verwendung von Cu(OTf), als Lewis-Saure
die Regioselektivitat der Hydridibertragung vom eingesetzten Reduktionsmittel stark beeinflusst wird.?&2%
Eine weitere Variante zur regioselektiven Acetal6ffnung stellt die Garegg-Methode unter Verwendung von
Natriumcyanoborhydrid und einer gesattigten Lésung von Chlorwasserstoff in Diethylether™® dar, die
jedoch durch Borverunreinigungen im spateren Verlauf fir die hier beabsichtigten Synthesen nicht prak-
tikabel war. So lassen sich mit dieser Lewis-Sdure in Gegenwart eines volumindsen Hydridubertrager wie
z.B. Dimethylethylsilan (Me,EtSiH) Benzylidenacetale mit hoher Selektivitit zu den priméren Benzylethern
umsetzen, wohingegen der Einsatz eines Boran-THF-Komplexes vorrangig zur Offnung des Acetals unter
Bildung des sekundéren Ethers fiihrt. Die Regioselektivitit der Acetal6ffnung des Glucosamin-Bausteins 8
kann auf die Verwendung von Trifluormethansulfonsaure (TfOH) als Brgnsted-Sdure zurlickgefiihrt werden,
da es im Verlauf der Reaktion zu einer Protonierung des Sauerstoffatoms an der 4-Position des Kohlen-
hydrats kommt, so dass die Hydridiibertragung durch das Reduktionsmittel ,,von der Oberseite erfolgt und
in einer Offnung des Acetals unter Bildung des entsprechenden priméren Benzylethers A resultiert (Schema
3.4). wird hingegen eine volumindse Lewis-Saure wie z.B. Aluminiumtrichlorid (AICI3) oder Bortri-

fluorid-Diethyletherat (BF3;*Et,0) eingesetzt, so greift diese am sterisch weniger gehinderten Sauerstoffatom
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an der 6-Position des Kohlenhydrats an, woraufhin die anschlieBende Hydridubertragung, welche in diesem

Fall ,,von der Unterseite* erfolgt, zur Ausbildung des sekundéren Benzylethers B flihrt.

N

OBn
Ph—\JO Hydridubertrager
-Sa Q
ransted-Saure ®/O&/OTBDPS - HO OTBDPS
H TrocHN TrocHN
Ph— X0 o A
0 OTBDPS
R
TrocHN \
Lewis-Saure .
Ph— e B
R=Lev \__OTBDPS — > Bno™ \__OTBDPS

Hydridlbertrager

TrocHN
B

Schema 3. 4: Der Mechanismus der regioselektiven Benzylidenacetal6ffnung unter Bildung der primaren bzw. sekun-

daren Benzylether.

Die regioselektive Acetal6ffnung mit der Brgnsted-Saure Trifluormethansulfonséure und Triethylsilan unter

Bildung des an der 4-Position unsubstituierten Glucosamin-Bausteins 9 konnte in einer Ausbeute von 61%

bewerkstelligt werden. Fir die spatere Darstellung an der 6-Position der Glucosamin-Einheit fluorierter

Disaccharid-Derivate (vgl. Kapitel 3.3.2) wurde ausgehend von Verbindung 8 das Benzylidenacetal entfernt

(Schema 3.5). Hierzu wurde Verbindung 8 in 80%-iger Essigséure aufgenommen und das Rohprodukt 10 im

néchsten Reaktionsschritt selektiv in Gegenwart von tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-Chlorid) sowie

Imidazol zum priméren Silylether 11 in einer Ausbeute von 47% Uber zwei Stufen umgesetzt.

OH

Ph—\~O
o) 5 oTBDPS ASOH (80%).80°C  HO 5

0 TrocHN o

TrocHN

8 10

Schema 3. 5: Die Synthese des modifizierten Glucosamin-Bausteins 11.
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3.2.2 Synthese des Galactose-Bausteins und der fluorierten Analoga

Der natiirliche Galactose-Baustein 17 konnte (ber finf Stufen nach einer literaturbekannten Route ausgehend
von D-Galactose (12) aufgebaut werden (Schema 3.6).1* 24 Hierzu wurde D-Galactose (12) zunachst in
einer durch Schwefelsdure katalysierten Umsetzung mit Aceton in Gegenwart von wasserfreiem Kupfer(ll)-

sulfat als Diisopropylidenacetal 13 blockiert.

Ho OH Aceton, konz. H,SO, NaH, BnBr, DMF O OBN  4)80% AcOH, 80 °C
o CuSoO. _ Cuso, >< 0 °C — Raumtemp. >< 2) Ac,0, Pyridin
—_—
H S ; ; \
O. OH 80% 83%

OB OB OB
AcO n CI,CCN, DBU, CH,Cl,  ACO " AcO "
o 0°C — Raumtemp. o Ethylendiamin, AcOH, THF o
AcO. < AcO OH AcO OAc
84% 73%
A A
AcOo NH cO cO

17 16 15
CCly
55% (2 Stufen)

Schema 3. 6: Die Synthese des natiirlichen Galactose-Bausteins 17.

Die primére Hydroxylfunktion konnte anschlieBend mit Natriumhydrid sowie Benzylbromid in den Benzyl-
ether 14 in einer Ausbeute von 83% uberfuhrt werden. Die darauffolgende saure Hydrolyse der Acetalfunk-
tionen fuhrte zur vollstdndigen Deblockierung der eingesetzten Verbindung 14, welche im zweiten Reak-
tionsschritt einer Acetylierung in einer Mischung aus Pyridin und Essigsédureanhydrid (2:1) unterworfen
wurde. Das Produkt 15 wurde als Anomerengemisch mit einer Ausbeute von 55% bezogen auf den eingesetz-
ten Benzylether 14 erhalten. Fir die geplanten Glycosylierungsreaktionen musste die anomere Acetylgruppe
selektiv entfernt werden. Hierzu wurde Verbindung 15 mit Ethylendiamin in Gegenwart von Essigsaure in
den reduzierenden Zucker 16 uberfiihrt, welcher nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute
von 73% als Anomerengemisch erhalten werden konnte. Im letzten Reaktionsschritt dieser Sequenz wurde
die Pyranose 16 durch basenkatalysierte Addition an Trichloracetonitril™" %! ¢-selektiv in das Trichloracet-
imidat 17 in 84% Ausbeute (berfuhrt. Die Bildung des Glycosyldonors 17 konnte hierbei selektiv unter
thermodynamischen Reaktionsbedingungen fiir solche Trichloracetimidate erfolgen. Der natiirliche Galac-
tose-Baustein 17 konnte somit fur die spéteren Galactosylierungen zum Aufbau des Disaccharid-Bausteins 65
(vgl. Kapitel 3.3.1) bzw. fur die Synthese des Disaccharid-Threonin-Konjugats 116 (vgl. Kapitel 3.5.2) ein-
gesetzt werden.

Neben der Synthese des natirlichen Galactose-Bausteins 17 erfolgte weiterhin der Aufbau von unterschied-
lich fluorierten Monosaccharid-Bausteinen, um deren Einfluss auf die immunogenen Eigenschaften des
Kohlenhydratepitops zu untersuchen. Der Aufbau des einfach-fluorierten Galactosyldonors 21 mit Benzyl-
etherschutzgruppen erfolgte tber drei Stufen ausgehend von 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (18) (Kapitel.
3.5.1) nach einer literaturbekannen Syntheseroute, welche von C. Mersch beschrieben wurde (Schema
3.7).%9
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1) NaOMe, MeOH, pH = 10
Ao OAC ) NaOMe, MeOH, p BnO OBn
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Schema 3. 7: Die Synthese des an der 2-Position fluorierten benzyl-geschiitzten Galactose-Bausteins 21.

Zunachst wurde das Galactal 18 durch Behandlung mit einer methanolischen Natriummethanolat-L&sung

n#2 yollstandig deblockiert und im zweiten Schritt in Gegenwart von Natrium-

unter Zemplén-Bedingunge
hydrid sowie Benzylbromid in das Benzylgalactal 19 tiberfiihrt. Dieses wurde anschlieend einer Umsetzung
mit Selectfluor®®? in einer Mischung aus Nitromethan/Wasser (4:1) unterworfen und lieferte das
Fluorierungsprodukt 20 als Anomerengemisch in einer Ausbeute von 80% nach flashchromatographischer

Reinigung (Schema 3.8).[178' 243-244]
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Schema 3. 8: Der Mechanismus der elektrophilen Fluorierung mit Selectfluor® in Anlehnung an Vincent et al. 1999.178!

Die Einfiihrung des Fluorsubstituenten in der 2-Position des Kohlenhydrats konnte hierbei tber eine elektro-
phile Fluorierung des eingesetzten Galactals 19 bewerkstelligt werden. Dem zugrundeliegenden Mechanis-
mus nach kommt es zundchst zur Bildung eines anomeren N-Glycosids C, welches aus der syn-Addition von
Selectfluor® an das Glycal 19 gebildet wird. Dieses Intermediat unterliegt einer Anomerisierung infolge der
héheren Stabilitat des p-anomeren N-Glycosids D, welches in Gegenwart des anwesenden Nucleophils, zum
anomeren Gemisch der Pyranose 20 abgefangen werden kann. Das erhaltene Anomerengemisch 20 konnte
abschlieRend durch basenkatalysierte Addition an Trichloracetonitril™" 2 in einen geeigneten Galactosyl-
donor dberflhrt und als Trichloracetimidat 21 a-selektiv mit einer Gesamtausbeute von 71% tber drei Stufen
erhalten werden. Die Synthese des analogen 2-Fluorgalactosyldonors 25, der nur einen Benzylether an C6
tragt, erforderte einen leicht abgewandelten Reaktionsweg und erfolgte ausgehend von 1,2,3,4-Tetra-O-

acetyl-6-O-benzyl-o/B-D-galactopyranose (15) tiber vier Stufen (Schema 3.9).
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Schema 3. 9: Die Synthese des an der 2-Position fluorierten acetyl-geschiitzten Galactose-Bausteins 25.

Das Bromid 22 konnte hierbei durch Reaktion von Verbindung 15 mit einer Losung von Bromwasserstoff
(33%-ig in Eisessig) in absol. Dichlormethan erhalten werden. Durch die erhfhte Reaktivitat des eingesetzten
Bromids 22 musste die Umsetzung im Zuge des Reaktionsverlaufs streng kontrolliert werden. Um eine sauer-
katalysierte O-Debenzylierung unter Zersetzung der Verbindung zu vermeiden, musste die Reaktion bereits
nach einer Dauer von 30 Minuten abgebrochen werden. Die erhaltene Verbindung 22 konnte im Anschluss in
einer reduktiven Zink-vermittelten Eliminierungsreaktion in Gegenwart von N-Methylimidazol in das Galac-
tal 23 in einer Ausbeute von 54% (bezogen auf Tetraacetat 15) Uberfuhrt werden.

Die bereits zuvor beschriebene Einfilhrung des Fluorsubstituenten in der 2-Position der Galactose konnte
auch hier durch elektrophile Addition in Gegenwart von Selectfluor® sowie Wasser unter Bildung des ge-
winschten Produkts 24 erfolgen. Zum Abschluss der Reaktionssequenz wurde die Galactopyranose 24 in das
entsprechende Trichloracetimidat 25 durch basenkatalysierte Addition an Trichloracetonitril in einer Aus-
beute von 73% unter Bildung des thermodynamisch stabileren a-Anomers tberfuhrt. Die beiden in der 2-
Position fluorierten Monosaccharid-Bausteine 21 und 25 konnten nun fiir den Aufbau des entsprechenden Di-
saccharid-Bausteins (vgl. Kapitel 3.3) bzw. das Disaccharid-Threonin-Konjugat (vgl. Kapitel 3.5.2) einge-
setzt werden.

Daneben wurde ein an der 6-Position fluorierter Galactosyldonor ausgehend von Diisopropylidenacetal-

geschiitzter Galactose 13 als Trichloracetimidat 29 uber vier Stufen hergestellt (Schema 3.10).

o LOH o F 1)80% AcOH, 80°C  AcO F
;< o DAST, 2,4,6-Collidin ;< o  2Ac0, Pyridin o
] O AcO OAc
5 75% 5
o) o)
13 /f 26 /f
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Ao F ClsCCN, DBU, CHycl, A0 F Ethylendiamin, AcOH
o 0°C — Raumtemp. fo) THF
AcO. ~———  A© OH

) o
ACO 82% ACO 74%

29 28
CCly

Schema 3. 10: Die Synthese des an der 6-Position fluorierten acetyl-geschiitzten Galactose-Bausteins 29.



3.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine 39

Zur Einfuhrung von Fluoratomen durch nucleophile Substitution kommen hdufig Reagenzien wie Diethyl-
aminoschwefeltrifluorid (DAST®)?*, dessen Analogon das Bis(2-methoxyethyl)-aminoschwefeltrifluorid
(Deoxofluor™)?*! sowie das entsprechende Tetrafluoroborat ((Diethylamino)-difluorosulfoniumtetrafluoro-
borat, XtalFluor-E®) zum Einsatz (Abb. 3.1).

F | _F F. F o
F\é/F \S/ \S/ BE
\ | Il 4

SN Meo™ " Nome S

DAST Deoxofluor XtalFluor-E

Abb. 3. 1: Nucleophile Fluorierungsmittel DAST®, Deoxofluor™ und XtalFluor-E®.

Beispielsweise wurde Verbindung 13 in einer nucleophilen Fluorierung mit DAST® und in Gegenwart von
2,4,6-Collidin zum Fluorierungsprodukt 26 umgesetzt. Die Fluorierung verlauft zundchst unter nucleophilem
Angriff der freien primdren Hydroxylgruppe an das Schwefelzentrum des Diethylaminoschwefeltrifluorids

unter Freisetzung eines Fluorid-Anions (Schema 3.11).

(
TN — ﬂﬁ\\J

o OH FFZS—N >(O o o
~1La = : a
(e} o (o}
-HY o
26 0 -1 20
K K S K
26

,\
13 30 K

[243]

Schema 3. 11: Der Mechanismus der nucleophilen Fluorierung mit DAST®.

Das so erzeugte Intermediat 30 kann infolge der erhéhten Austrittstendenz der OSF,NEt,-Gruppe in einer
Substitutionsreaktion nach Sy2-Mechanismus durch das Fluoridanion unter Bildung des Produkts 26 rea-
gieren. Zur weiteren Umsetzung wurde die fluorierte Verbindung 26 in 80%-iger Essigséaure aufgenommen
und unter Spaltung der Isopropylidenacetale zunéchst deblockiert, bevor im zweiten Reaktionsschritt die
freien Hydroxylgruppen mit einer Mischung aus Pyridin und Essigsdureanhydrid (2:1) vollstdndig zum
Produkt 27 acetyliert wurden. Fir die Darstellung des Galactosyldonors 29 erfolgte nun noch die selektive
Deblockierung der anomeren Acetylgruppe durch Umsetzung mit Ethylendiamin in Gegenwart von Essig-
séure, bevor die basenkatalysierte Addition an Trichloracetonitril wie zuvor das gewiinschte Trichloracet-
imidat 29 in einer Ausbeute von 82% lieferte. Ausgehend von Verbindung 27 konnten zudem die beiden
difluorierten Bausteine 34 und 37 erhalten werden. Hierzu wurde 27 mit Bromwasserstoff in Eisessig (33%-
ig) in das a-anomere Bromid 31 Uberfiihrt, bevor anschliefend in einer reduktiven Eliminierung mit akti-
viertem Zink und N-Methylimidazol das Galactal 32 hergestellt wurde (Schema 3.12). Letzteres konnte
erneut durch elektrophile Fluorierung mit Selectfluor® in einer Mischung aus Nitromethan und Wasser (4:1)
das Produkt 33 liefern, aus welchem nach Addition an Trichloracetonitril in Gegenwart von DBU der

fluorierte Galactosyldonor 34 resultierte.
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Die Synthese der benzylether-geschutzten Verbindung 37 lie sich durch Deblockierung des Galactals 32
unter Zemplén-Bedingungen bewerkstelligen, bevor unter Verwendung von Natriumhydrid und Benzyl-
bromid das entsprechend benzylierte Produkt 35 in einer Ausbeute von 98% erhalten wurde.

A0 F HBr i Bisessia A0 /F Zn, N-Methylimidazol ~ AcO  F CHaNOy/H,0, 411 A0 F
o 9 o EtOAc, Rickfluss o Selectfluor o
AcO OAc AcO AcO B 74% AcO. OH
o
AcO AcO F
Br
27 31 32 33
72% (2 Stufen)
CI3CCN, DBU, CH,Cl,
0°C — Raumtemp.
84%
CICCN, DBU, CHyCl;  BnO CHsNO,H,0, 41 BnO  F AcO F
0°C — Raumtemp. o Selectfluor o o o
62% BnO OH 75% BnO. B c
F Foo _NH
36 35 34
98% (2 Stufen) CCls
BnO F
o)
BnO.
F
o) NH
37
CCly

Schema 3. 12: Die Synthese der 2,6-difluorierten Galactose-Bausteine 34 und 37.

Die Benzylether-Schutzgruppen ermdglichen hierbei eine erhohte Stereoselektivitdt in den spéteren Glyco-
sylierungsreaktionen zum Aufbau der Disaccharid-Threonin-Konjugate (vgl. Kapitel 3.5.2). Die elektrophile
Fluorierung mit Selectfluor® sowie die Einfilhrung des Trichloracetimidatrests lieferte den benzylether-
geschutzten Galactosyldonor 37 in einer Ausbeute von 62%. Die geringere Ausbeute im Vergleich zum
acetyl-geschitzten Baustein 34 resultierte aus Substanzverlusten bei der séulenchromatographischen Ab-
trennung von Benzylbromidresten. Analog zur Darstellung des Trichloracetimidats 34 wurde auch hier nahe-
zu ausschlieBlich das thermodynamisch stabilere a-anomere Produkt 37 erhalten. Die fluorierten Galactosyl-
donoren 34 und 37 standen somit fur die Glycosylierungen zum Aufbau der entsprechenden Disaccharid-
Bausteine zur Verfiigung.

Die Synthese der in 6-Position difluorierten Bausteine 41 und 43 konnte ausgehend von D-Galactose (12)
bewerkstelligt werden (Schema 3.13). Hierzu wurde zundchst erneut D-Galactose (12) durch sauer-kataly-
sierte Umsetzung mit Aceton und Kupfer(ll)-sulfat in das Diisopropylidenacetal 13 Uberfiihrt, bevor die
verbliebene freie OH-Gruppe an C6 in Gegenwart des milden Oxidationsmittels Dess-Martin-Periodinan
(DMP)*6241 zum Aldehyd 38 oxidiert wurde (92%).

Alternative Umsetzungen so z.B. unter den Bedingungen einer Swern-Oxidation®® oder bei der Verwen-
dung eines DMSO-PhsPxX,-Komplexes?®*® (X = Br, CI) fihren zum Teil zu aufwandigen Reinigungs-

schritten und damit zu Substanzverlusten, weshalb sie hier nicht weiter in Betracht gezogen wurden.
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Schema 3. 13: Die Synthese der 6,6-difluorierten Galactose-Bausteine 41 und 43.

Die doppelte DAST-vermittelte Desoxyfluorierung von Verbindung 38 konnte in Gegenwart von zwei

Aquivalenten des Fluorierungsreagenzes?’!

und mit einer Ausbeute von 73% bewerkstelligt werden. Im
weiteren Verlauf der Synthese wurde Produkt 39 in 80%-iger Essigsdure zunéchst vollstandig deblockiert,
bevor es mit Pyridin und Essigsaureanhydrid®® in das fluorierte Tetraacetat 40 tberfihrt wurde (84%).
AnschlieBende Umsetzung mit Bromwasserstoff (33%-ig in Eisessig) sowie Essigsaureanhydrid lieferte das
oa-anomere Bromid 41,% welches als Donor in einer Helferich-Glycosylierung®® (vgl. Kapitel 3.5.2) ein-
gesetzt werden sollte. Zudem wurde Verbindung 40 in einer zweistufigen Reaktionssequenz zundchst durch
Deblockierung mit Ethylendiamin in Gegenwart von Essigsaure® in den reduzierenden Zucker 42 iiber-
flhrt, welcher durch basenkatalysierte Addition an Trichloracetonitril mit einer Ausbeute von 68% in den

analogen Schmidt-Galactosyldonor 43 Uberfiihrt wurde.
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3.2.3 Synthese der Neuraminsaure-Bausteine

Fir die Darstellung des Neuraminséurexanthogenats 48 wurde eine lineare Syntheseroute in Anlehnung an
Marra und Sinay®%?*) herangezogen, in welcher ausgehend von N-Acetyl-D-neuraminsaure (44) zunachst
die freien Hydroxylgruppen in einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) in quantitativer
Ausbeute peracetyliert wurden.?** 21 Das dabei resultierende Anomerengemisch 45 wurde anschlieRend in
Gegenwart von Césiumcarbonat in das entsprechende Carbonsauresalz tberfiihrt und mit Benzylbromid zum

anomeren Benzylester 4617 umgesetzt (Schema 3.14).

AcQ OAC

COOH
Ac,0, Pyridin AcOrmn,\ BnBr, Cs,CO3;, DMF
B ———— -

AcHN OAc

AcO

44 45 46
85% (2 Stufen)

AcQ OAC AcQ OAc

cl AcCl, H,O

AcOunn,\ KS(CS)OEt, EtOH  AcOm,\ 0 °C — Raumtemp.
-~

S OEt
71% AcHN
AcO AcO

AcHN

92%

48 47

49

Schema 3. 14: Die Synthese des Neuraminsaure-Bausteins 48.

Letzterer reagierte mit Acetylchlorid, dem eine geringe Menge an Wasser zugesetzt wurde, zum Chlorid
47210251 " \elches aufgrund des anomeren Effekts ausschlieRlich als p-Anomer erhalten wurde. Aufgrund
der geringen Stabilitat des Chlorids 47 wurde das Rohprodukt ohne weitere Reinigung in einer Sy2-Reaktion

211, 251 ymgesetzt, wobei der gewiinschte Sialinsauredonor 48 in einer Ausbeute

mit Kaliumethylxanthogenat
von 71% resultierte. Im Zuge dieses letzten Reaktionsschritts kommt es neben der Bildung des Sialinsdure-
xanthogenats 48 auch zur Bildung des entsprechenden Glycals 49, welches sich trotz flashchromato-
graphischer Reinigung nicht vollstdndig abtrennen lieB. Da das Eliminierungsprodukt 49 jedoch auch
wahrend den spéater anstehenden Sialylierungsreaktionen gebildet wird und es keinen negativen Einfluss auf
die Reaktionen ausibt, wurde auf eine vollstandige Abtrennung per HPLC verzichtet. Stattdessen wurde in
den nachfolgenden Glycosylierungsreaktionen ein 2.5-facher Uberschuss an 48 eingesetzt, um dem ver-
minderten Stoffmengenanteil Rechnung zu tragen.

Neben der Synthese dieses natlrlichen Neuraminsaure-Bausteins sollte auch ein Zugang zu fluorierten
Analoga geschaffen werden, wobei eine Fluorierung der Hydroxylgruppen in der Glycerinseitenkette der
Neuraminséure erreicht werden sollte. Als am einfachsten zugéngliche Position bot sich hierzu die priméare
Hydroxylgruppe in der 9-Position an. So wurde in Anlehnung an Arbeiten von Wu et al.”®* und ausgehend
von N-Acetyl-D-neuraminsaure (44) zunédchst die Einflihrung eines Methylesters erreicht, indem 44 in
Gegenwart des sauren lonentauschers Dowex® 40WX-200 mit Methanol reagierte (Schema 3.15).%4 Die

anschlieBende Acetylierung von Verbindung 50 erfolgte in einer Mischung aus Pyridin und Essigséure-
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anhydrid (2:1) und lieferte nach flashchromatographischer Reinigung das vollstandig blockierte Produkt 51
in einer Ausbeute von 85% Uiber zwei Stufen.

HO oH HO, OH AcQ OAc
o COOH o MeOH ot COMe  xo o pyridin Ao co,Me
AcHN L/ von AcHN Q7 “oH AcHN QY “oac
HO HO AcO
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TBDPSO AcO
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- 929
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S _ S
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Schema 3. 15: Die Synthese des modifizierten Neuraminsiure-Bausteins 56.

Die anschlieBende Einflihrung eines Thioglycosids an der anomeren C2-Position der Neuraminséure gelang
durch Umsetzung von Verbindung 51 mit para-Methylthiophenol (PhMeSH) in Gegenwart der Lewis-Saure
Bortrifluorid-Diethyletherat (BF;*OEt,), wobei das thermodynamisch stabilere B-Glycosid resultierte. Nach
flashchromatographischer Reinigung wurde Verbindung 52 in einer Ausbeute von 92% erhalten und einer
Umesterung durch methanolische Natriummethanolat-Ldsung bei einem pH-Wert von 11 unterworfen. Der
vollstdndig deblockierte Baustein konnte dann ohne weitere Reinigung in Gegenwart von tert-Butyldiphenyl-
silylchlorid (TBDPSCI) und Imidazol zum priméaren Silylether 53 umgesetzt werden. Die Einfuhrung der
TBDPS-Gruppe gelang aufgrund des sterischen Anspruchs der Silylschutzgruppe sowie der héheren Reakti-
vitét der primédren Hydroxylfunktion selektiv an der 9-Position, wobei jedoch auf die sonst Ubliche Zugabe
des Steglich-Katalysators 4-DMAP verzichtet werden musste. Die flashchromatographische Reinigung
lieferte Verbindung 53 in einer Ausbeute von 71%. Die sauer-katalysierte Blockierung der sekundéren
Hydroxylgruppen in der 7- und 8-Position der Neuraminsdure erfolgte durch Umsetzung mit 2,2-Dimethoxy-
propan (2,2-DMP) und Camphersulfonsdure (CSA). Das erhaltene Diol 54 konnte anschlielend einer
Acetylierung mit einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) unterworfen werden.

Ein alternatives Schutzgruppenmuster, bei dem anstelle des Isopropylidenacetals ebenfalls Acetylschutz-
gruppen in den Positionen 7 und 8 verwendet werden, wurde nicht berlicksichtigt da Wanderungen von
Acetatgruppen leicht unter physiologischen Bedingungen an vergleichbaren Bausteinen zu beobachten sind
und unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen als wahrscheinlich erachtet werden kénnen.™® Fiir die

angestrebte Einflihrung eines Fluorsubstituenten in der 9-Position der Neuraminsdure wurde Verbindung 55
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in Gegenwart von Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran umgesetzt. Trotz der an sich
starken Triebkraft der Reaktion, die aus der Bildung einer Silizium-Fluorid-Bindung resultiert, erfolgte die
Spaltung des Silylglycosids 55 so langsam, dass die Reaktionszeit auf 24 h ausgedehnt werden musste. Der
deblockierte Baustein 56 konnte nach flashchromatographischer Reinigung schlieflich in einer Ausbeute von
67% erhalten werden.

Die nucleophile Einfiihrung des Fluorsubstituenten sollte zundchst durch das bereits in Kapitel 3.2.2 vorge-
stellte Fluorierungsreagenz DAST® erfolgen. Der Einsatz dieses Reagenzes in Gegenwart der Hilfshase DBU
in absol. Dichlormethan fuhrte aber nur zur Bildung eines Eliminierungsprodukts, welches massenspektros-
kopisch nachgewiesen werden konnte (Schema 3.16). Die fluorierte Verbindung 57 konnte nicht erhalten
werden und auch Edukt 56 konnte nicht zurtickgewonnen werden. Daher wurde versucht, den Fluorsubs-

tituenten Uber ein intermedidres Triflat, gefolgt von einer Sy2-Substitution mit TBAF, einzufihren.

HO O7L A: DAST, DBU, CH,Cl, E O7L
B: 1. Tf,0, Toluol
O S R

2. TBAF, Toluol

AcO

56 57

Schema 3. 16: Versuch der Fluorierung an der 9-Position unter Verwendung von DAST bzw. TBAF.

Leider fuhrten auch diese Reaktionsbedingungen nicht zum gewinschten Produkt 57 obwohl die Einfiihrung
des Triflats zundchst problemlos gelang. Bei der Zugabe von TBAF bei -78 °C wurde jedoch erneut die
Eliminierung beobachtet.

Selbst eine milde Fluorierungsvariante nach Lalic et al.®® bei der eine milde Kupfer-katalysierte
Fluorierung entsprechender Alkyltriflate mit Kaliumfluorid und einem NHC-Liganden verwendet wird,
brachte keinen Erfolg. Lalic et al. konnten unter Verwendung des NHC-Liganden IPrCuOTf, welcher aus
einer Reaktion von IPrCuCl und Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf) hervorgeht, als Phasentransfer-
katalysator eine Kaliumfluorid vermittelte Fluorierung entsprechender Alkyltriflate beschreiben (Schema
3.17). Diese Synthese zeichnet sich durch den Verzicht freier Fluoridionen aus, da diese aus einem Transfer
von unléslichem Kaliumfluorid mit dem IPrCuOTf resultieren. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sich
Alkyltriflate mit einer hohen Eliminierungstendenz in die entsprechende Fluoride Uberfiihren lassen. Das
IPrCuCl wurde hierzu in einer Losung aus absol. Tetrahydrofuran nach einer literaturbekannten Vorschrift in
Gegenwart von AgOTF®" in den NHC-Liganden tiberfihrt, welcher nach Fallung als farbloser Feststoff in
einer Ausbeute von 94% erhalten wurde und fiir die anschlieRende Fluorierung von Verbindung 56 eingesetzt

werden konnte (Schema 3.17).

iPr cl iPr OTf
7 /
Cu iPr, Cu iPr,
N/< AgOTf, THF, 30 min N/<
N _— N
iPr = 94% iIPr =
iPr iPr

Schema 3. 17: Synthese des Phasentransferkatalysators IPrCuOTHf.



3.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine 45

Der an der 9-Position deblockierte Baustein 56 wurde hierfir zundchst in absol. Dichlormethan geldst, bei
-78 °C zunéchst 2,6-Lutidin zugegeben und anschlielend bei dieser Temperatur tropfenweise mit Trifluor-
methansulfonsdaureanhydrid (Tf,0) versetzt. Auf ein nachfolgendes Quenchen des Reaktionsansatzes mit
Base, so z.B. mit Natriumhydrogencarbonat bzw. die Zugabe von wassriger Salzsdure wurde in Anbetracht
moglicher Ausbeuteverluste verzichtet.

So erfolgte die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes lediglich durch Zugabe einer verd. Schwefelsaure (0.5 M)
und anschlielende Extraktion mit Dichlormethan. Das intermediére Triflat 58 wurde fiir die nachfolgende
Substitution einer milden Kupfer-katalysierten Fluorierung in Gegenwart von IPrCuOTf sowie Kaliumfluorid

unterworfen (Schema 3.18).

HQ 07L Q TfQ 07L Q
o) S Tf,0, 2,6-Lutidin, o IS [IPrCuOTf] (2 mol%)
S -78 °C, CH,Cly, 30 min S KF, 1,4-Dioxan, 45 °C, 1 h
_——
AcHN 2/ “come AcHN 2/ “come

AcO AcO
56 58

Schema 3. 18: Versuch der Fluorierung unter Verwendung von IPrCuOTf und Kaliumfluorid.

Hierzu wurde ausgeheiztes Kaliumfluorid sowie der Phasentransferkatalysator in einer Losung aus absol. 1,4-
Dioxan vorgelegt und im Anschluss das Triflat 58 in absol. 1,4-Dioxan zugetropft. Dem von Lalic et al. pos-
tulierten Mechanismus nach kommt es zundchst zu einer in situ Bildung des aktivierten Katalysators iPrCuF
aus einer Reaktion des Liganden IPrCuOTf mit dem unléslichen Kaliumfluorid, gefolgt von der Fluorierung
des Triflats 58 in Gegenwart von IPrCuF. Die Bildung des gewinschten Produkts 57 resultiert in der Rege-
neration des Phasentransferkatalysators, welcher in den ndchsten Zyklus eintreten kann. Die Darstellung des
gewinschten Bausteins 57 konnte auch Uber diesen Ansatz nicht bewerkstelligt werden und fuhrte abermals
zur Bildung des Eliminierungsprodukts 59.

Der Zugang zu einem solchen Baustein scheint damit lediglich tber eine chemoenzymatische Aldolreaktion
unter Verwendung eines fluorierten Mannosamin-Derivats sowie Pyruvat zuganglich zu sein. Derartige
Reaktionen wurden bereits in der Literatur beschrieben.?>® Weiterhin kann unter Einsatz fluorierter Pyruvat-
derivate eine Substitution innerhalb des Sechsrings erfolgen.”®¥ Ausgehend von Baustein 56 sollte weiterhin
in Zusammenarbeit mit Frederik Broszeit im Rahmen seiner Masterarbeit®® der Zugang zu zwei modifi-
zierten Bausteinen geschaffen werden. Zum einen sollte durch Oxidation der primédren Hydroxylgruppe mit
Dess-Martin-Periodinan die Synthese eines difluorierten Derivats 61 bewerkstelligt werden. Hierbei sollte
untersucht werden ob durch Oxidation zum Aldehyd 60 und anschlieBender Fluorierung der Zugang zu
einem difluorierten Derivat 61 mdglich ist. Weiterhin sollte in gleicher die Oxidation von Baustein 62 unter

Darstellung eines difluorierten Neuraminsdure-Bausteins 64 ermdglicht werden (Schema 3.19).
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Schema 3. 19: Angestrebte difluorierte Neuraminsaure-Bausteine 61 und 64.
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Die Darstellung des Bausteins 60 konnte ohne Probleme in Gegenwart von DMP bewerkstelligt werden.

Ebenso fiihrte die Schutzgruppenmanipulation von Verbindung 56 unter Spaltung des Isopropylidenacetals

mit 80%-iger Essigsdure und erneuter Einfilhrung des Acetals tber die 8- und 9-Position zur Darstellung des

Neuraminsédure-Bausteins 62. Abermalige Oxidation von 62 lieferte schlieRlich Verbindung 63 fir eine spa-

tere Fluorierung.

Die beiden Neuraminsaure-Bausteine 61 und 64 konnten im Rahmen der Masterarbeit von Frederik Broszeit

nach mehrfacher Umsetzung unter diversen Reaktionsbedingungen nicht dargestellt werden. Uberraschender-

weise wurden die entsprechenden Carbonylverbindungen 60 bzw. 63 im Zuge der Umsetzung mit dem

Fluorierungsreagenz DAST® nicht angegriffen bzw. das anomere Thioglycosid bei ausgedehnten Reaktions-

zeiten substituiert.
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3.3 Die Synthesen der Disaccharid-Bausteine

Die zugrundeliegende Synthesestrategie zum Aufbau der Disaccharid-Bausteine bzw. im spéteren Verlauf
zur Darstellung der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate sah — wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben wurde —
zunéchst die Galactosylierung des an der 4-Position selektiv deblockierten Glucosamin-Akzeptors 9 mit den
funktionalisierten Galactosyldonoren 17, 25, 29, 34 und 43 zum Aufbau der Disaccharid-Bausteine vor.
Letztere sollten dann nach Schutzgruppenmanipulation in den Glycosylierungsreaktionen zum Aufbau der

regioisomeren (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Bausteine (vgl. Kapitel 3.4) eingesetzt werden.

331 Synthese des natirlichen Lactosamins

Die Galactosylierung zum natirlichen Disaccharid-Bausteins 67 gelang mit dem zuvor beschriebenen

Trichloracetimidatdonor 17 unter Schmidt-Bedingungen!®®'2%2 d. h.

in Gegenwart der Lewis-Saure Tri-
methylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) als Promotor. Das gewl(inschte Disaccharid 67 konnte hierbei in

einer Ausbeute von 79% erhalten werden (Schema 3.20).

AcO OBn OBn TMSOTF, MS 4A, CH,Cl, AcO OBn OBn
(o) + o -78 °C—>Raumtemp. fe) o
AcO HO oBDPS —————————————> A0 %o OTBDPS
5
ACOO NH o TrocHN 9% AcO TrocHN
17 \]/ 9 67
CCly
o) (0]
Ho OBn OBn
NaOMe, MeOH
o) o) pH=85
HO %o OTBDPS
5
HO TrocHN 92%
68
o

73% (2 Stufen)

Schema 3. 20: Die Synthese des naturlichen Disaccharid-Bausteins 68.

Die ausschlieliche Bildung des gewiinschten B-glycosidisch verkniipften Produkts 67 konnte aufgrund des
dirigierenden Einflusses der nachbargruppenaktiven Acetylgruppe in der 2-Position des Glycosyldonors 17
anhand der NMR-spektroskopisch bestimmten grofen Kopplungskostanten 3JH1,H2 von 7.9 Hz fir das ano-
mere Proton des Galactosylrests bestimmt werden. Weiterhin konnte im HMBC-Experiment durch eine ent-
sprechende Kopplung zwischen dem Proton in der 4-Position des Glucosamins (H4-GIcN) und dem Kohlen-
stoffatom-1 der Galactose (C1-Gal) sowie durch einen Kreuzpeak zwischen dem anomeren Proton der Galac-
tose (H1-Gal) und dem Kohlenstoffatom-4 des Glucosamins (C4-GIcN) die gewinschte B-Verknupfung
zweifelsfrei belegt werden.

Um den Disaccharid-Baustein 67 in der nachfolgenden Sialylierungsreaktion (vgl. Kapitel 3.4) einsetzen zu
kénnen, mussten zunachst die Acetylschutzgruppen des Galactosylrests unter den Bedingungen einer Zem-

(2121 gespalten werden, wobei der deblockierte Disaccharid-Baustein 68 in einer Ausbeute

plén-Umesterung
von 92% nach flashchromatographischer Reinigung resultierte. Die Wanderung von Acetylschutzgruppent?®®!
an die reaktivere Hydroxylfunktion in der 6-Position war bei deren Spaltung durch die Blockierung mit

einem Benzylether nicht mdglich. Daher mussten unter Beriicksichtigung der ebenfalls basenlabilen
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Carbamat-Schutzgruppe des Glucosamin-Bausteins 67 geringe Einbuf3en in der Ausbeute durch héhere pH-
Werte in Kauf genommen werden. Der natiirliche Disaccharid-Baustein 68 konnte dennoch in einer Gesamt-

ausheute von 73% uber zwei Stufen bezogen auf den eingesetzten Glucosamin-Akzeptor 9 erhalten werden.

3.3.2 Synthese der fluorierten Lactosamin-Analoga

In Analogie zu der im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Synthese des natiirlichen Disaccharid-Bau-
steins 68 wurden die vier unterschiedlich fluorierten Trichloracetimidate 25, 29, 34 und 43 mit 9 in Gegen-
wart der Lewis-Saure Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) als Promotor zur Reaktion gebracht
(Schema 3.21).

2 2
Aco R OBn TMSOTY, MS 4A, CH,Cl, Aco R OBn
o + o -78 °C—=Raumtemp. 0 o
AcO HO oTRBEDPS ——————————————> AcO 00 o OTBDPS
R o TrocHN R TrocHN
9
ccl,
o o
25 R'=F, R2=0OBn 69 R'=F, R?=0Bn 51%
29 R'=0Ac, R2=F 70 R'=0Ac,R?=F  76%
34 R'=F, R2=F 71 R'=F, R2=F 51%
43 R'=OAc, R2=F, 72 R'=0Ac,R?=F, 70%

Schema 3. 21: Die Galactosylierungen der fluorierten Disaccharid-Bausteine 69, 70, 71 und 72.

Das hdufig verwendete Protokoll fur die Umsetzung der Trichloracetimidate nach Schmidt in einer Losung
aus absol. Dichlormethan wurde fur die Synthese der Disaccharid-Bausteine 25 und 34 dahingehend ange-
passt, so dass die Verwendung eines geeigneten Lésungsmittelgemisches aus Dichlormethan und Acetonitril
(,Nitrileffekt)®*®! den fehlenden Nachbargruppeneffekt der eingesetzten Galactosyldonoren 25 und 34
kompensieren sollte, um eine ausreichende stereoselektive Produktbildung in den Galactosylierungen zu
gewabhrleisten. Hierbei kommt es durch Aktivierung der Trichloracetimidate (A) in Gegenwart der Lewis-
Sdure TMSOTTf zur Bildung der entsprechenden Oxycarbeniumionen, welche unter Koordinierung von
Acetonitril in stabilisierte Nitrilium-Addukte (B/C) uberfuhrt werden und letztendlich unter Kontrolle der

Stereoselektivitat in die gewiinschten p-glycosidischen Produkte (iberfiihrt werden kénnen (Schema 3.22).

OBn
y—20 TMSOTF, MS 4A, MeCN/CH,Cl,, -40 °C
R* "ﬂ e Y2 o Q
k R0 OTBDPS
o NH F O TrocHN
A
CCly b
R
o)
\O/H
TMSOTF o ) o o
N— \ —— N—2 ] 2(:/
i o TN
F ie F
N
Il
C
B | c

Schema 3. 22: Schematische Darstellung des Nitrileffekts bei der Glycosylierung in 2-Position fluorierter Galactosyl-

donoren.
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Die Bildung der intermediér auftretenden Nitrilium-Addukte kann hierbei sowohl axial als auch &quatorial
erfolgen, wobei das Gleichgewicht zwischen den beiden Ubergangszustinden durch eine Anderung der Tem-
peratur verschoben werden kann. Die Bildung eines aquatorial-koordinierten Nitrilium-Addukts (C) erfolgt
vornehmlich bei héheren Reaktionstemperaturen. Hingegen fiihrt die Erniedrigung der Reaktionstemperatur
z.B. auf -40 °C zu einer Verschiebung des Gleichgewichts und liefert das axiale a-Nitrilium-Addukt (B),
welches nach Reaktion mit dem glycosylierenden Alkohol zur favorisierten Bildung des gewiinschten B-Gly-
cosids (D) fihrt. Die alleinige Verwendung von Acetonitril zeigt teils nachteilige Effekte hinsichtlich einer
wesentlich starkeren Stabilisierung der intermedidren Nitrilium-Addukte B und C, wobei diese somit nicht
vom glycosylierenden Alkohol angegriffen werden kénnen und eine mal3gebliche Reduzierung der Ausbeute
zur Folge haben.

Unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen konnten die Disaccharid-Bausteine 69 und 71 jeweils in einer
Ausbeute von 51% nach flashchromatographischer Reinigung erhalten werden. Fir die beiden anderen
Disaccharid-Bausteine 70 und 72 verliefen die Galactosylierungen in zufriedenstellenden Ausbeuten von
76% bzw. 70%.

Im Anschluss an die Darstellung der Disaccharid-Bausteine erfolgte die Abspaltung der Acetylschutzgruppen
wiederum mit Hilfe einer methanolischen Natriummethanolat-Lésung, wobei die vollstandig entschiitzten
Disaccharid-Bausteine 73, 74, 75 und 76 in Ausbeuten von 50% bis 92% nach Flashchromatographie an
Kieselgel erhalten wurden (Schema 3.23). Als mdgliche Ursachen flr die Differenzen der Ausbeuten fur die
fluorierten Disaccharid-Bausteine 73 und 75 kdnnen zum einen in den beschriebenen Reaktivitatsverlusten
solcher Derivate gesehen werden, welche in der Umsetzung mit Natriummethanolat héhere pH-Werte
erfordern und somit die basenlabile Carbamat-Schutzgruppe beeintréachtigen. Entsprechende Beobachtungen
konnten in massenspektrometrischen Proben nachgewiesen werden. Zudem kénnen die Fluorsubstituenten
aufgrund ihres elektronenziehenden Charakters die gewlnschte Umesterung erschweren. Weiterhin kdénnen
maogliche Substanzverluste bei den flashchromatographischen Reinigungsschritten hierfiir von Bedeutung
sein und beispielsweise eine Passivierung des Kieselgels unter Zusatz von Triethylamin auf dieser Stufe

erforderlich machen.

R? R2
AcQ OBn NaOMe, MeOH HO OBn
o) (o) pH=8.5 o) 0o
AcO 075 OTBDPS —— HO 075 OTBDPS
, O , O
R TrocHN R TrocHN
(o] (o]
69 R'=F, R2=0Bn 73 R'=F, R2=0Bn 72%
70 R'=0Ac, R?=F 74 R'=0H, R®’=F 92%
71 R'=F, R°=F 75 R'=F, RZ=F 50%
72 R'"=0Ac, R?=F, 76 R'=0H, R?=F, 81%

Schema 3. 23: Die Zemplén-Verseifung zur Bildung der fluorierten Disaccharide 73 — 76.

Unter Verwendung des modifizierten Glucosamin-Bausteins 11 (vgl. Kapitel 3.2.1) konnte zudem die Syn-
these der Disaccharid-Bausteine 77 und 78 erfolgen, welche die Einfiihrung eines Fluorsubstituenten an der
6-Position des Glucosamins ermdglichen (Schema 3.24). Die Glycosylierung zu den Disaccharid-Bausteinen
erfolgte nach der zuvor vorgestellten Methode nach Schmidt unter VVerwendung der Galactosyltrichloracet-

imidate 17 und 29 in Gegenwart der Lewis-Saure TMSOTT bei einer Temperatur von -78 °C. Die ausschlieR3-
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liche Bildung der gewiinschten B-glycosidisch verknlpften Produkte unter dem dirigierenden Einfluss der

nachbargruppenaktiven Acetylschutzgruppe konnte NMR-spektroskopisch bestatigt werden.

1 1
Aco R OTBS TMSOTY, MS 4A, CH,Cl, Aco R OTBS
(o) + o -78 °C — Raumtemp. (o) o
AcO HOZ oteops — = A®D 90 OTBDPS
AcO o NH o TrocHN AcO TrocHN
11
CCly
o ¢}
17 R'=0Bn 77 R'=0Bn 59%
29 R'=F 78 R'=F  63%

Schema 3. 24: Die Galactosylierungen der modifizierten Disaccharid-Bausteine 77 und 78.

Die darauffolgende Entfernung der temporéren TBS-Schutzgruppe der beiden Disaccharid-Bausteine 77 und
78 konnte durch Behandlung mit Essigsaure (80%) bewerkstelligt werden und lieferte die Bausteine 79 bzw.
80 in Ausheuten von 86% bzw. 97%. Eine nachfolgende Einfuhrung eines Fluorsubstituenten in der 6-Posi-
tion des Glucosamins kann durch nucleophile Fluorierung mit DAST® in Gegenwart von 2,4,6-Collidin
durchgefiihrt werden (Schema 3.25). Um die beiden fluorierten Disaccharid-Bausteine 81 und 82 in spéteren
Sialylierungsreaktionen einsetzen zu kdnnen, missten diese wiederum unter Spaltung der Acetylgruppen der
Galactosylreste unter den Bedingungen einer Zemplén-Umesterung™®? mit einer methanolischen Natrium-
methanolat-Losung bei einem pH-Wert von 8.5 gespalten werden. Die deblockierten Disaccharid-Baustein
83 und 84 sollten sich dann fir eine Sialylierung zu den entsprechenden Trisaccharid-Bausteinen eignen, was
jedoch aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr erfolgte. Erste Resultate von Maximilian Reindl
im Zuge seiner Dissertation zeigen jedoch, dass eine nucleophile DAST-vermittelte Fluorierung solcher
funktionalisierter Lactosaminderivate erfolgreich beschritten werden kann und daher flr die Bausteine 83
und 84 prinzipiell in gleicher Weise mdglich sein sollte.

Aco R’ oTBS AcO R OH
9
AcO o . o AcOH (80%) oo o o
0. O OTBDPS — Oo o) OTBDPS
AcO TrocHN AcO TrocHN
i DAST, Collidin
{ CHJCl
0 o
Y
77 R'=0Bn 79 R'=0Bn 86%
78 R'=F , 80 R'=F 97% )
HO <? F AcO R F
NaOMe, MeOH
0 - \i/o ; &/O _ \X/o
o 52 o _oreops . PNTE0 heo K/%O M//OTBDPS
HO \\\\ TrocHN AO O TrocHN
\
\ 7
{ (
/'\F\'O /< o
83 R'=0Bn 81 R'=0Bn
84 R'=F 82 R'=F

Schema 3. 25: Darstellung der modifizierten Disaccharid-Bausteine 83 und 84.
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34 Die Synthesen der Trisaccharid-Bausteine

Die im Galactosylrest deblockierten Disaccharide-Bausteine 68, 73 — 76, deren Synthesen im Kapitel zuvor
beschrieben wurden, konnten in den Sialylierungsreaktionen zum Aufbau des nattrlichen Trisaccharid-Bau-
steins (vgl. Kapitel 3.4.1) bzw. den Umsetzungen der fluorierten Derivate zum Aufbau der (2,3)-sialylierten

Trisaccharide (vgl. Kapitel 3.4.2) eingesetzt werden.
34.1 Synthese des naturlichen Bausteins

Die Durchfilhrung von Sialylierungsreaktionen unter der Verwendung des in Kapitel 3.2.3 beschriebenen
Neuraminséuredonors 48 geht mit einigen strukturellen Merkmalen von Sialinsdure in den entsprechenden

2642551 einher: Die Benzylesterfunktion des Neuraminsaurexanthogenats 48 fiihrt

Glycosylierungsreaktionen
zum einen aufgrund ihrer GroRe zu einer sterischen Hinderung des anomeren Zentrums, welche den Angriff
der Disaccharid-Akzeptoren mafRgeblich erschwert. Zum anderen fiihren elektronische Effekte der Carboxyl-
funktion zu einer Destabilisierung des infolge der Aktivierung durch das Promotorsystem gebildeten
Glycosylkations 85 (Schema 3.26). Hierdurch kommt es leicht zur Eliminierung des Protons H3.,-Sia in der
3-Stellung des Neuraminséuredonors, wobei als Nebenprodukt das Glycal 49 gebildet wird. Zudem erschwert
der fehlende nachbargruppenaktivierende Substituent in der benachbarten 3-Position der Neuraminséure die
a-stereoselektive Produktbildung. Zur Kompensation dieser nachteiligen Effekte mussen daher spezielle
Reaktionsbedingungen gewahlt werden, um eine stereoselektive Bildung des Trisaccharid-Bausteins zu
erlauben.

Eine vielversprechende Madglichkeit den stereochemischen Verlauf von Sialylierungsreaktionen gezielt
zugunsten des gewunschten Produkts zu beeinflussen, beruht auf der Kontrolle der Reaktionstemperatur
sowie der Wahl eines geeigneten Losungsmittels. Bei der Verwendung eines Gemisches aus Acetonitril und
Dichlormethan in einem Verhaltnis von 2:1 kann unter der Ausnutzung des Nitrileffekts’?*®! die Bildung des
gewinschten a-Glycosids begtinstigt werden. Der Zusatz von Dichlormethan wird hierbei zum einen bendétigt
um ein Einfrieren des Reaktionsansatzes bei einer Temperatur von -65 °C zu verhindern und zum anderen
um einer zu starken Stabilisierung der intermedidren Nitrilium-Addukte entgegenzuwirken (siehe Seite 52).
Die Aktivierung der Sialinsdurexanthogenate erfolgt unter der Einwirkung thiophiler Promotoren, so z.B.
durch Methylsulfenyltrifluormethansulfonat (MeSOTf). Der Promoter ldsst sich hierzu in situ aus Silber-
trifluormethansulfonat (AgOTf) und Methylsulfenylbromid (MeSBr) erzeugen, wobei das bendtigte Methyl-
sulfenylbromid aus einer Umsetzung von Dimethyldisulfid und Brom in 1,2-Dichlorethan resultiert. Bei der
Aktivierung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sialinsdurexanthogenats 48 kommt es zunéchst zu
einer Koordinierung des Methylsulfenyltrifluormethansulfonats (MeSOTf) an das Thiocarbonat unter
Bildung des Disulfids 85. Der anschlieende Austritt der Abgangsgruppe Uberfihrt den Sialinsduredonor in
das eigentliche Reaktionsintermediat 86/87, wobei es zugleich zu einer Koordination durch Acetonitril
kommt.”*®) Die Bildung der intermediar auftretenden Nitrilium-Addukte 88 und 89 kann hierbei sowohl axial
als auch #quatorial erfolgen, wobei sich der Gleichgewichtszustand zwischen diesen Ubergangszustanden
durch eine Anderung der Temperatur beeinflussen lisst. So filhren hohere Reaktionstemperaturen bevorzugt
zur Bildung des thermodynamischen, dquatorial-koordinierten Nitrilium-Addukts 89, so dass der nachfol-

gende Angriff des glycosylierenden Alkohols zur Bildung eines p-Glycosids flihrt. Im Gegensatz dazu liegt
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bei tieferen Temperaturen bevorzugt das kinetisch-kontrollierte axiale B-Nitrilium-Addukt 88 vor, das zur
Bildung des gewiinschten a-Glycosids fuhrt. Zudem besteht die Mdglichkeit die Stereoselektivitat bei der
Produktbildung durch die temporare Einfihrung einer dirigierenden Nachbargruppe in der 3-Position des

n,[2842%1 jedoch erfordert dies die Synthese tiber zusatzliche

eingesetzten Donors positiv zu beeinflusse
Manipulationen zur Einfiihrung eines geeigneten Substituenten bzw. zur spateren Entfernung desselbigen,

weshalb auf diese Methodik hier nicht zurtickgegriffen wurde.

AcO, OAc AcO, OAc
COan)SI\ COan)i

AcO ! AcOlmmm

AcHN MeSOTF AcHN
AcO T AcO
48 MeSBr + AgOTf
e
AcO, OAc _S
CO.Bn S
S ACO %Tf
OEt
)I\ S\ AcHN s @
EtO s CHs Acq
\_% 85
AcO OAc  OTf AcO OAc AcO, OAc
e}
CO,Bn
CO,Bn 2 CO,Bn
ACOI 2 AcOn> ® omr AcOm 2
AcHN AcHN o Ty AcHN
AcO AcO AcO

86 87 49

ROH
niedrige Temperatur hohe T
g p CHSCN ohe Temperatur
R
\

AcO, OAc i

Glycal (Eliminierungsprodukt)

89

kinetische thermodynamische
Kontrolle Kontrolle
a-Glycosid B-Glycosid

Schema 3. 26: Der Nitrileffekt bei Sialylierungsreaktionen mit resultierender Stereoselektivitat und Bildung des Glycals

der Neuraminsaure 49 als Nebenreaktion.

Infolge der Aktivierung kommt es zur Ausbildung eines tertidren, anomeren Kohlenstoffatoms (C2-Sia) der
Neuraminsdure. Das durch Austritt der Abgangsgruppe gebildete sterisch gehinderte Oxocarbenium-lon
86/87 kann in Gegenwart von Acetonitril einerseits das gewiinschte a-Glycosid bilden und andererseits zum
Glycal 49 eliminieren. Letzteres ist aufgrund der destabilisierenden Wirkung der Carboxylfunktion sowie
deren sterische Hinderung beglnstigt. In Folge dieser Gegebenheit musste fir die hier beschriebenen
Sialylierungsreaktionen der Sialinséuredonor 48 in einem groRen Uberschuss (2.5 Aquivalente) eingesetzt

werden und bei einer leicht erhfhten Temperatur von -45 °C in einem Gemisch aus absol. Acetonitril und
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Dichlormethan (2:1) umgesetzt werden. Die Erzeugung des thiophilen Promotors erfolgte nach Zugabe von
Silbertrifluormethansulfonat (AgOTTf) und tropfenweiser Zugabe einer vorgekihlten Methylsulfenylbromid-
Losung (1.6 M in 1,2-Dichlorethan) und fiihrte zur Bildung des gewtinschten (2,3)-sialylierten Trisaccharid-
Baustein 90 (Schema 3.27).

COQBn HO OBn AgOTf, MeSBr in CI(CH,),ClI
MS 4A, CH3CN/CH,Cl, (2:1)
AcOtmn -65°C —>-25°C
AcHN OTBDPS

TrocHN

O
COZACO OBn 1) Hydrazinacetat COZBEO OBn OBn
AcOlim) 2) Pyridin, ACzO AcOln O
AcHN OTBDPS ACHN OTBDPS
TrocHN TrocHN
55% (3 Stufen) o

Schema 3. 27: Die Synthese des natirlichen Sialyl-Trisaccharid-Bausteins 91.

Die bei der Sialylierungsreaktion ausschlieBlich beobachte regioselektive Ankniipfung der Neuraminséure an
der 3-Position des Galactosylrests kann auf die jeweiligen Reaktivitatsunterschiede der sekundaren
Hydroxylgruppen in den Positionen 2, 3 und 4 erklart werden. Wahrend die Blockierung der priméren
Hydroxylgruppe an der 6-Position des Galactosylrests sicherstellte, dass ausschlieBlich die Bildung des
regioisomeren (2,3)-Glycosids 90 erfolgt, ist eine selektive Blockierung der OH-Gruppen an C2-Gal/C4-Gal
nicht vonnéten.

So weist die dquatoriale Hydroxylfunktion in der 3-Position des Galactosylrests nukleophilere Eigenschaften
auf was zusammen mit einer geringeren sterischen Hinderung als die beiden anderen freien Hydroxyl-
funktionen zur ausschliellichen Bildung des angestrebten Regioisomers flhrt. Eindeutig belegen l&sst sich
die Position der Verknlpfung im NMR-Spektrum (HMBC-Experiment) anhand der Kopplung zwischen dem
quartéren Kohlenstoffatom C2-Sia der Neuraminsaure und dem in der 3-Position des Galactosylrests be-
findlichen Protons H3-Gal (Abb. 3.2). Fir das o-Anomer kann zudem entsprechend der Karplus-
Beziehung®"?%8 aufgrund des vorliegenden Winkels von 180° zwischen dem Kohlenstoffatom-1 der Sialin-
sdure (C1-Sia) und dem axial orientierten Proton H3,-Sia eine starke Kopplung erwartet werden, die in Form
eines Kreuzpeaks im HMBC-Spektrum auftritt. Hingegen resultiert bei einem B-Glycosid durch eine axial-
aquatoriale Wechselwirkung zwischen den betreffenden Kernen eine schwache Karplus-Beziehung, welche
sich durch eine schwache Kopplung &ufert und im HMBC-Spektrum nicht zu sehen ist. Da flr den Tri-
saccharid-Baustein 90 ein entsprechender Kreuzpeak zwischen dem H3,-Sia und dem C1-Sia im HMBC-

Spektrum gefunden wird, kann die notwendige a-glycosidische Verkniipfung bestatigt werden.
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Abb. 3. 2: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des Trisaccharid-Bausteins 90.

In der Literatur finden sich zudem einige empirische Regeln!®! die fiir die Zuordnung der anomeren Kon-
figuration peracetylierter Neuraminsdureglycoside herangezogen werden kénnen. So ist bei diesem, da es
sich hierbei um ein quartéres Kohlenstoffatom handelt, die Bestimmung der Konfiguration aufgrund der im
Spektrum fehlenden Kopplungskonstante 3JH1,H2 signifikant erschwert. Allerdings sind die in diesen Regeln

formulierten Werte nur als Orientierungswerte zu betrachten und besitzen keine Allgemeingultigkeit.
1) 81354 (a-Anomer) > Spzsq (B-Anomer)
2)P™ .14 (0-Anomer) < 844 (B-Anomer)
3)#"2213 |5H9, — SH9y| (a-Anomer) < |3H9, — SH9y| (B-Anomer)
4)212281 3 e (a-Anomer) < Juz ps (B-Anomer)

Durch die zuvor angesprochene geringere Reaktivitat der sekunddren OH-Gruppe konnte bei der Umsetzung
des Disaccharid-Bausteins 68 mit dem Neuraminsauredonor 48 trotz verlangerter Reaktionsdauer und einer
Erhéhung der Temperatur von -65 °C auf -45 °C kein vollstdndiger Umsatz (ber analytische RP-HPLC beo-
bachtet werden, so dass stets auch Disaccharid 68 zuriickgewonnen werden konnte. Es gelang leider auch
selbst bei zweimaliger flashchromatographischer Reinigung nicht, das gewiinschte Produkt vollstdndig vom
gebildeten Glycal 49 zu befreien. Fir analytische Zwecke konnte jedoch reines Produkt tiber semipréparative
RP-HPLC isoliert werden. Da fiir die nachfolgende Reaktion eine weitere Reinigung nicht erforderlich war,
wurde das leicht verunreinigte Sialyl-Trisaccharid 90 in Gegenwart von Hydrazinacetat in einem Gemisch
aus Toluol und Ethanol (2:1) unter Spaltung der Lavulinsdure-Schutzgruppe deblockiert. Das erhaltene Roh-

produkt wurde anschlieend einer Acetylierung mit Essigsaureanhydrid in Pyridin in Gegenwart einer
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katalytischen Menge an 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) unterzogen, wodurch nach flashchromato-
graphischer Reinigung die vollstandig acetylierte Verbindung 91 in einer Ausbeute von 55% (ber drei Stufen
erhalten werden konnte.

Die Uberfithrung des natiirlichen Sialyl-Trisaccharid-Bausteins 91 in einen geeigneten Glycosyldonor 93,
welcher anschlielend zur Herstellung des angestrebten Hexasaccharid-Threonin-Konjugats (vgl. Kapitel
3.6.1) eingesetzt wurde, konnte durch Spaltung des Silylglycosids 91 an der anomeren Hydroxylgruppe in
Gegenwart von Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran bewerkstelligt werden. Der
Reaktionsmischung wurden als Puffer &quimolare Mengen an Essigséure zugesetzt (Schema 3.28). Trotz der
an sich starken Triebkraft der Reaktion im Zuge der Bildung einer Silizium-Fluorid-Bindung erfolgte die
Spaltung des Silylglycosids 91 sehr langsam, so dass die Reaktionszeit auf 48 h ausgedehnt werden musste.
Dennoch gelang die Spaltung des Silylglycosids unter Freisetzung des reduzierenden Zuckers 92 in einer
Ausbeute von 87%. Das dabei resultierende Anomerengemisch 92 wurde durch basenkatalysierte Addition
an Trichloracetonitril und unter Zusatz von aktiviertem Molsieb in den Glycosyldonor 93 Uberflhrt, welcher
in einer Ausbeute von 59% nach Flashchromatographie und in einem Anomerenverhéltnis von o:3, 1:1.8
(Uber analytische RP-HPLC bestimmt) erhalten wurde. Es ist hier anzumerken, dass der Verzicht auf Mole-
kularsieb bei diesem Trisaccharid-Baustein zu keiner nennenswerten Produktbildung sowie exzessive

Reaktionszeiten zu einer langsamen Zersetzung des Edukts 92 flihrten.

CO,Bn CO,Bn
ZAcO OBn TBAF, AcOH, THF 2pcO OBn
AcOrnm 0°C »Raumtemp AcOrmm,
AcHN OTBDPS AcHN
87%

TrocHN TrocHN

91

COZACo OBn CCI,CN, DBU, MS 4 A, CH,Cl,
AcOuin 0 °C — Raumtemp.
AcHN NH 59%
AcO TrocHN Y

cal
93 s

(o:p =1:1.8)

Schema 3. 28: Die Synthese des natrlichen Sialyl-Trisaccharid-Donors 93.
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3.4.2 Synthese der fluorierten Bausteine

Die fluorierten Trisaccharid-Bausteine 94 — 97 konnten entsprechend der im vorherigen Abschnitt beschrie-
benen Herstellung des natiirlichen Trisaccharid-Bausteins 90 unter Verwendung der unterschiedlich fluorier-
ten Disaccharide 73 —76 mit dem Xanthogenat 48 der Neuraminséure und Silbertrifluormethansulfonat

(AgOTTf) sowie Methylsulfenylbromid zur Reaktion gebracht werden (Schema 3.29).

CO,Bn HO R2 OBn AgOTf, MeSBr in CI(CH,),ClI
S MS 4A, CH3CN/CH,Cl, (2:1)
ACOm) )k ¥ o o 65°C — -25°C
O O
AHI s~ okt HO 5 OTBDPS

TrocHN

73 R'=F,R?=0Bn
O 74 R'=0Ac,R?=F

75 R'=F,R?=F

76 R'=0Ac, R?=F,

Cozigo R? OBn 1) Hydrazinacetat COZB{—}O R? OBn
oo 2) Pyridin, Ac,0 ACOm
o o o o - O ‘o) Q O
AcHN G0 OTBDPS AcHN oO ° OTEDPS

AcO R’ TrocHN AcO R TrocHN

98 R'=F,R?2=0Bn Spuren
99 R'=O0Ac,RZ=F Spuren
100 R'=F,R2=F Spuren
101 R' = OAc, R? = F, 18% (3 Stufen)

94 R'=F,R2=0Bn

95 R'=0Ac, R2=F o
96 R'=F R2=F

97 R'=0Ac, R2=F,

Schema 3. 29: Die Synthese der Sialyl-Trisaccharid-Bausteine 96 — 99.

Wiederum konnten die so hergestellten Trisaccharide 94 — 97 nach flashchromatographischer Reinigung
nicht vollstdndig vom Glycal 49 abgetrennt werden. Jedoch lieferte die anschliefende Schutzgruppenmani-
pulation unter Spaltung der Lavulinsdure-Schutzgruppe mit Hydrazinacetat, gefolgt von der Acetylierung der
freien Hydroxylgruppen mit Pyridin und Essigsaureanhydrid in Gegenwart von 4-DMAP das Trisaccharid
101 in reiner Form in einer Ausbeute von 18% bezogen auf den eingesetzten Disaccharid-Baustein 76. Der
einfach fluorierte Trisaccharid-Baustein 99 konnte nach der anschliefenden Reinigung (einschlieBlich RP-
HPLC) aufgrund vergleichbarer polarer Eigenschaften nicht vom Eliminierungsprodukt 49 getrennt werden,
wurde jedoch massenspektroskopisch eindeutig nachgewiesen. Die entsprechenden Trisaccharide 98 und 100
konnten ebenfalls massenspektroskopisch nachgewiesen werden, jedoch wurden hier lediglich Spuren er-
halten, die keine weitere Umsetzung zulieen. Eine mdgliche Ursache hierfur kann auf den stark elektronen-
ziehenden Charakter der Substituenten und dem damit verbundenen Reaktivitatsverlust der entsprechenden
Disaccharid-Bausteine 73 und 75 zuriickgeflhrt werden. Dieser starke negativ induktive Effekt der Fluor-
substituenten in der 2-Position konnte bereits im Zuge der Galactosylierungen zu den Lactosamin-Derivaten
(vgl. Abschnitt 3.3.2) beobachtet werden. Allgemein kann festgehalten werden, dass fir die fluorierten
Disaccharid-Akzeptorbausteine 73 — 76 signifikant schlechtere Umsatzraten in den Sialylierungsreaktionen
beobachtet wurden bzw. keine nennenswerte Reaktivitat/Nucleophilie gegeniiber dem eingesetzten Neura-
minséurexanthogenat 48 auftrat. Fiir zukiinftige Arbeiten scheint daher ein angepasstes Schutzgruppenmuster
notwendig zu sein, bei dem zur Kompensation der geringeren Nucleophilie fluorierter Akzeptorbausteine der
Einsatz elektronenschiebender Substituenten im Sialinsduredonor erforderlich sein kann. Zudem kann eine
Maskierung der Carboxylgruppe oder auch die Verwendung entsprechender Neuraminsauremimetika zum

Aufbau dieser fluorierten Trisaccharid-Bausteine notwendig zu sein. Weiterhin kann die Einfiihrung von
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Benzyletherschutzgruppen die Reaktivitdt der hier eingesetzten Bausteine unter Umsténden steigern, jedoch
ist in diesem Zusammenhang anzumerken, dass die Verwendung solcher Bausteine eine eingeschrénkte
Séaurestabilitat wahrend der Festphasenpeptidsynthese nach sich ziehen kann. Aus Zeitgriinden konnten im
Rahmen dieser Arbeit leider keine weiteren Synthesen zum Aufbau der fluorierten Trisaccharid-Bausteine
98 — 100 unter Verwendung eines modifizierten Schutzgruppenmusters durchgefiihrt werden.

Aufgrund der besseren Zugénglichkeit der an der 6-Position fluorierten Derivate sowie deren stabilisierenden
Wirkung auf benachbarte glycosidische Bindungen wurde daher das Augenmerk auf die Synthese des an der
6-Position difluorierten Trisaccharid-Derivats 101 gelegt.

Im weiteren Verlauf der Synthese wurde Verbindung 101 durch Umsetzung mit Tetra-n-butylammonium-
fluorid (TBAF) in einem Gemisch aus Tetrahydrofuran und Essigsaure in das reduzierende Derivat 102 (iber-
fuhrt, wobei letzteres in einer Ausbeute von 69% erhalten werden konnte (Schema 3.30). Die nachfolgende
Uberfithrung in den Trichloracetimidatdonor, welcher zur Herstellung von Hexasaccharid-Threonin-Konju-
gaten (vgl. Kapitel 3.6) eingesetzt werden sollte, wurde erneut durch basenkatalysierte Addition an Trichlor-
acetonitril erzielt und lieferte den Glycosyldonor 103 als reines a-Anomer in einer Ausbeute von 46% nach

flashchromatographischer Reinigung.

CO,Bn CO,Bn
AcO F TBAF, AcOH, THF AcO F
ACOI\ 0°C *Raumtemp AcOum
AcHN OTBDPS 59 % ACHN

T“’CHN TrocHN

101 102

AcQ
Al

CO,B
2 CCI,CN, DBU, MS 4 A, CH,Cl,
COltma) 0 °C — Raumtemp.
AcHN 46%
TrocHN

AcO

CC|3

Schema 3. 30: Die Synthese des fluorierten Sialyl-Trisaccharid-Donors 103.

Mit dem difluorierten Donor-Baustein 103 standen somit neben dem natirlichen Trisaccharid-Baustein 93
zwei unterschiedlich substituierte Trisaccharid-Glycosyldonoren fiir den Aufbau der entsprechenden Hexa-

saccharid-Threonin-Konjugate zur Verfagung.
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35 Die Synthesen der Saccharid-Threonin-Konjugate

Die biomimetische Synthese des zentralen Galactosamin-Threonin-Bausteins, der als Akzeptor in den nach-
folgenden Glycosylierungsreaktionen dienen sollte, orientierte sich — wie bereits in Kapitel 3.1 erwahnt — an
einer literaturbekannten Synthese von Paulsen und Holck.™? 27 2741 Hierzu wurde zunachst ein geeignet
geschiitzter Galactosyldonor mit einem orthogonal blockierten Threonin-Baustein 104 (vgl. Kapitel 3.5.1)
verkniipft, welcher anschlieBend nach Schutzgruppenmanipulationen mit den fluorierten Galactose-Bau-
steinen zu den entsprechenden Disaccharidderivaten (vgl. Kapitel 3.5.2) bzw. den sialylierten Trisaccharid-

Threonin-Konjugaten (vgl. Kapitel 3.5.3) umgesetzt wurde.
351 Synthese des Galactosamin-Bausteins (Ty-Antigen)

Als Glycosylakzeptor fiir die Synthesen zum Aufbau der Oligosaccharid-Threonin-Konjugate fungierte ein
orthogonal blockiertes L-Threonin-Derivat 104, welches als Baustein fir die Festphasenglycopeptidsynthese
zundchst an der Aminofunktion von L-Threonin (105) mit N-(9H-Fluorenylmethoxycarbonyl)-succinimidyl-

carbonat (Fmoc-OSu) unter Bildung des Carbamats 106 umgesetzt wurde (Schema 3.31).%™

HO. o Fmoc-OSu, NaHCO3 HO o . HO o
AcetonH,0 (1:1) = DCC, 'BUOH, CuCl, CH,Cl, =
—_—
OH OH 679 OtBu
HoN 98% FmocHN % FmocHN
o o o
105 106 104

Schema 3. 31: Die Synthese des orthogonal geschitzten Glycosylakzeptors Fmoc-Thr-OtBu 104.

Das in quantitativer Ausbeute erhaltene N-terminal geschiitzte Aminoséurederivat 106 konnte anschlieRend
an dessen freier Carboxylfunktion in einer durch Kupfer(l)-chlorid katalysierten Veresterung mit tert-Butanol
unter dem aktivierenden Einfluss von N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)®® als tert-Butylester umgesetzt
werden.!#% 272781 Der Glycosylakzeptor Fmoc-Thr-OtBu 104 wurde nach flashchromatographischer Reini-
gung in einer Ausbeute von 67% erhalten. Der Verlauf der Veresterung bedarf dabei einer genauen Kon-
trolle, da es bei zu langer Reaktionszeit aufgrund des groRen Uberschusses an tert-Butanol auch zu einer un-
erwinschten Blockierung der Hydroxylfunktion des Threonin als tert-Butylether kommt. Letzteres kann
jedoch bei dunnschichtchromatographischer Kontrolle durch die Vermeidung zu langer Reaktionszeiten
unterbunden werden. Fir die Synthese des Galactosamin-Threonin-Bausteins wurde ein Galactosebaustein
mit einer maskierten Aminofunktion in Form eines Azids benétigt, welcher in mehreren Stufen Uber ein
Halogenid als Galactosyldonor mit dem geschiitzten Aminosaure-Baustein 104 umgesetzt werden konnte.
Hierzu wurde zundchst D-Galactose (12) in einer Mischung aus Essigsaureanhydrid sowie einer katalytischen
Menge an Perchlorséure peracetyliert und in situ durch Behandlung mit einer 33%-igen Lésung von Brom-

wasserstoff in Eisessig zum Galactosylbromid 107 umgesetzt (Schema 3.32).12%
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AcO

Aczo kat. HCIO, OAc Zn, N-Methylimidazol
) HBrin EISeSSIg (33%) o EtOAc, Ruckfluss o
- >
20% AcO AcO >
AcO
Br
58% (2 Stufen)
Ac,0, NaOAc HBr in Eisessig (33%)
140 °C Ac,0,0°C

80% 89%
c

108
Schema 3. 32: Die Synthese des Galactals 18.

In einer alternativen zweistufige Synthese des Galactosylbromids 107 wurde D-Galactose (12) zunéchst in
siedendem Essigsaureanhydrid in Gegenwart von Natriumacetat zu Verbindung 108 in einer Ausbeute von
80% umgesetzt,’®®”! bevor durch Behandlung mit Bromwasserstoff in Eisessig (33%) ebenfalls das Bromid
107 erhalten wurde.® Aufgrund des anomeren Effektes kommt es ausschlieRlich zur Bildung des o-Ano-
mers, welches im Anschluss in einer reduktiven Zink-vermittelten Eliminierungsreaktion in Gegenwart von
N-Methylimidazol in das Galactal 18" {iberfiihrt wurde. Letzteres wurde nach flashchromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 58% bezogen auf D-Galactose (12) erhalten. Fir die selektive Einfiihrung
der bereits erwdhnten Azidfunktion in der 2-Position des Zuckers wurde das Galactal 18 in einer Azido-

nitratisierung nach Lemieux?? mittels Cer(I\V/)-ammoniumnitrat und Natriumazid umgesetzt (Schema 3.33).

AcO OAc AcO OAC
FeCls x 3H,0, NaN3, H,0,
0 CH4CN, -30 °C Q,
_— ACO
AcO
= 65% N,
o]
18 11
AcO  OAc AcO OAc
e} LiBr, CHsCN o
AcO ONO, — AcO
(NHy)2[Ce(NO3)g], NaN3 N N
CH3CN, -25 °C 3 3 L
109 110

41% (2 Stufen)

Schema 3. 33: Die Synthesen der Galactosylhalogenide 110 und 111.

Im Zuge der Reaktion unter Einfihrung einer Nitratgruppe am anomeren Zentrum kommt es zur Bildung
eines Anomerengemisches des Azidonitrats 109. Im weiteren Verlauf der Synthese wurde die Nitratgruppe in
Gegenwart von wasserfreiem Lithiumbromid in das anomere Bromid 110 uberfihrt und nach sdulenchro-
matographischer Reinigung in einer Ausbeute von 41% (ber zwei Stufen, bezogen auf das eingesetzte Galac-
tal 18, erhalten.!”®? Eine alternative Route unter simultaner Einfiihrung der benétigten Azidfunktion in der 2-
Position sowie der notwendigen Abgangsgruppe flr die anschliefende Glycosylierungsreaktion in Form
eines Halogenids konnte durch eine modifizierte Variante, der sogenannten Azidochlorierung,?® unter Ver-
wendung von Eisen(l11)-chlorid-Trihydrat und Natriumazid in Gegenwart von Wasserstoffperoxid bewerk-
stelligt werden. Der Mechanismus fiir die Azidonitratisierung wurde von Lemieux in folgender Weise gedeu-
tet (Schema 3.34):1%¢2
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Ny + Ce* — > Ny + Ce¥
AcQ  Phc AcO  OAc - Ao OAc AcO  OAc
o N3 o Ce o NO; o
— > . @ >
AcO = AcO . ce AcO N AcO ONO,
N
N3 N3 ®
18 109

Schema 3. 34: Der Mechanismus der Azidonitratisierung nach Lemieux.

Zunachst abstrahiert das Cer' als starkes Oxidationsmittel ein Elektron aus dem Azidanion, wobei das ent-
sprechende Azidradikal sowie das reduzierte Cer'"' entstehen. Das Azidradikal koordiniert an die Doppel-
bindung des Galactals 18 unter Bildung eines uber den endocyclischen Sauerstoff stabilisierten Radikals,
bevor unter der Einwirkung eines weiteren Cer'V-lons dieses zum Oxycarbeniumion oxidiert wird und im
Anschluss nukleophil vom Nitratanion am anomeren Zentrum angegriffen wird. Der Angriff an der C1-
Position erfolgt hierbei nicht stereoselektiv und fiihrt zur Bildung einer anomeren Mischung des Azidonitrats
109. Nachfolgende Umsetzung des Azidonitrats 109 zum Glycosyldonor 110 fiihrte in Gegenwart von
Lithiumbromid in absol. Acetonitril zur Bildung des a-anomeren Bromids.

Die Reaktionskaskade fir die Umsetzung des Galactals 18 unter den Bedingungen der Azidochlorierung (vgl.

7y Fein

Schema 3.34) verlduft in analoger Weise: Auch hier kommt es zundchst durch Reduktion von Fe
Folge der Oxidation des Azidanions zur Bildung des Azidradikals. Dieses koordiniert an die Doppelbindung
des Galactals 18 und das stabilisierte Oxycarbeniumion kann im zweiten Schritt durch das Chloridanion
nukleophil an der anomeren Position unter Bildung des a-anomeren Azidochlorids 111 substituiert werden.

Das eingesetzte Wasserstoffperoxid fiihrt in der Reaktion zur Regeneration der notwendigen Fe'

-Spezies.
Die nachfolgende Glycosylierung konnte sowohl unter Verwendung des Azidobromids 110, als auch durch
das Azidochlorid 111 in einer von Paulsen und Holck®" entwickelten Variante der Konigs-Knorr-Glyco-

sylierung bewerkstelligt werden (Schema 3.35).[:4% 207 2841

Al OAc
Ao PAC AgsCO3, AgCIO, AcO
o MS 4A CH,Cly/Toluol (1:1) o
AcO 0 °C —> Raumtemp. AcO
N3 X N3 0. .u““\
HO N
X =Br, 110 - FmocHN ofBu
=ClL, 111 OfBu o
FmocHN
0o 112

104
0 56% flr Br

65% fiir Cl

Schema 3. 35: Die Synthese des Galactosamin-Threonin-Konjugats 112.

Durch Aktivierung mit einer aquimolaren Menge an Silbercarbonat in Gegenwart katalytischer Mengen an
Silberperchlorat konnten die Galactosylhalogenide 110 und 111 mit dem orthogonal geschiitzten Threonin-
Baustein 104 zur Reaktion gebracht werden. Hierbei kommt es durch das Silberperchlorat zu einer schnellen
in situ Anomerisierung der o-Halogenide 110/111 in die entsprechenden B-Halogenide. Diese wiederum
reagieren mit Silbercarbonat zu den Oxycarbeniumionen, welche nachfolgend vom Threonin-Baustein 104
nucleophil angegriffen werden. Infolge des fehlenden Nachbargruppeneffekts der Azidgruppe in der 2-

Position der Galactosyldonoren kommt es zur Bildung des durch den anomeren Effekt begunstigten a-Ano-
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mers des Ty-Azids 112 in Ausbeuten von 56% bzw. 65% bezogen auf die eingesetzten Galactosylhalogenide
110 und 111.

Die weitere Umsetzung des Ty-Azids 112 zum entsprechenden Acetamid 113 erfolgte unter Reduktion der
Azidfunktion und in situ Acetylierung mit aktiviertem Zink in einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Essig-
séureanhydrid und Essigsaure, gefolgt von der Entfernung der Acetylschutzgruppen unter Zemplén-Bedin-
gungent®? (Schema 3.36).1%! Die Einstellung des pH-Wertes bedarf einer sorgfaltigen Kontrolle um den
Verlust der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe bzw. eine baseninduzierte B-Eliminierung der Aminoséure zu

unterbinden.42

AcO OAc AcO OAc HO  OH
1) NaOMe, MeOH (pH = 8.5)
Q Zn, THF/Ac,0/AcOH (3:2:1) Q 2) Fmoc-OSu, DIPEA, CH,Cl, Q
AcO AcO HO
N 60% AcHN 68% AcHN
o O (oA
OtBu OtBu OtBu
FmocHN FmocHN FmocHN
[¢] (@] o
112 113 114
Ph
(0]
o
Q PhCH(OMe),, p-TSOH,CH3CN
HO
AcHN 65%
N
OtBu
FmocHN
(o)

Schema 3. 36: Die Synthese des Galactosamin-Threonin-Konjugats 115.

Da sich die Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe trotz sorgfaltiger Kontrolle des pH-Wertes nicht vollstandig
unterdriicken lasst, wurde in einem zweiten Reaktionsschritt die Fmoc-Schutzgruppe erneut durch Um-
setzung mit Fmoc-OSu eingefuhrt. Im Hinblick auf die geplanten Synthesen der komplexeren Oligo-
saccharid-Threonin-Derivate wurde das Produkt 114 einer durch para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat (p-
TSOH) Katalysierten Umacetalisierung mit Benzaldehyddimethylacetal unterzogen,?®?%®! welche das 4,6-
Benzylidinacetal-geschitzte Galactose-Threonin-Konjugat 115 in einer Ausbeute von 65% nach Flashchro-

matographie lieferte (vgl. Kapitel 3.5.2).
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3.5.2 Synthese der Disaccharid-Threonin-Konjugate

Fir die Darstellung der Disaccharid-Threonin-Konjugate, welche als Glycosylakzeptoren fiir den Aufbau der
sialylierten Trisaccharid-Bausteine (vgl. Kapitel 3.5.3) fungieren sollten, wurden die bereits in Kapitel 3.2.2
diskutierten Glycosylierungsmethoden zum einen tiber den Einsatz der Trichloracetimidate nach Schmidt!?®"
262, 2872881 go\vie zum anderen Gber die von Helferich!?*® 2291 entwickelte Variante der Kénigs-Knorr-Glyco-
sylierung®*! herangezogen. Die Synthesen konnten unter Einsatz des Galactose-Bausteins 17, der unter-
schiedlich fluorierten Trichloracetimidate 21, 37 und dem Bromid 41 bewerkstelligt werden.

Fir die anvisierte Darstellung der Disaccharid-Threonin-Konjugate wurde zunéchst das Trichloracetimidat
17 nach Schmidt!?6:-%2 287-288 nter Aktivierung durch die Lewis-Saure Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
(TMSOTf) mit dem Galactose-Threonin-Konjugat 115 zum Disaccharid-Threonin-Konjugat 116 in einer

Ausbeute von 61% umgesetzt (Schema 3.37).

Ph Ph
(o}
AcO  OBn o AcO  OBn o
TMSOTf, MS 4A, CH,Cl,
Q o] -20 °C — Raumtemp. o) o)
AcO + HO —— >  AcO o
AcO AcHN 61% AcO AcHN
OYNH O O
cCl OtBu 1B
3 FmocHNj\( FmocHN%(o .
o o

17 115 116

1) NaOMe, MeOH (pH = 8.5)

o
2) Fmoc-OSu, DIPEA, Dioxan/H,O
HO  OBn o]
o] o} 92%
HO O
HO AcHN
O
OtBu
FmocHN

117 0

Schema 3. 37: Die Synthese des naturlichen Disaccharid-Threonin-Konjugats 117.

Infolge des Nachbargruppeneffekts der Acetylgruppe in der 2-Position des Glycosyldonors 17 konnte die
gewiinschte B-glycosidische Verkniipfung von Verbindung 116 erreicht werden. Interessanterweise konnte
bei der Umsetzung zum Disaccharid-Threonin-Konjugat 116 die Bildung eines unpolareren Nebenprodukts
in Abhéngigkeit der Reaktionstemperatur beobachtet werden. Es handelt sich hierbei um den entsprechenden

Orthoester 118, der als Konkurrenzprodukt bei der Galactosylierung resultiert (Abb. 3.3).

A h
Q
AcO o

B

cO OBn p
o
o)

Abb. 3. 3: Der Orthoester 118 als ,, Nebenprodukt“ der Galactosylierung.
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Die damit verbundenen EinbuBen hinsichtlich der Ausbeute des gewiinschten Disaccharid-Threonin-Kon-
jugats 116 sind jedoch bei einer Ausbeute von 61% vertretbar. VVon besonderer Bedeutung fir ein Gelingen
dieser Glycosylierung ist, dass durch die reversible Bildung des Orthoesters 118 der Reaktionsansatz
zwingend vor dem Neutralisieren auf Raumtemperatur erwarmt werden muss, um dessen Umwandlung in das
gewiinschte Produkt 116 zu erreichen. Eine vergleichbare Umsetzung mit dem entsprechenden Galactosyl-
bromid 22 unter den Bedingungen einer Helferich-Glycosylierung wurde dagegen aufgrund der geringen
Stabilitat von 22 nicht in Betracht gezogen. Der Nachweis des geforderten B-Glycosids konnte erneut durch
die vorhandene grof’e Kopplungskonstante (7.9 Hz) erbracht werden. Im Hinblick auf die geplante Synthese
eines (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Akzeptors wurde Verbindung 116 unter den Bedingungen
einer Zemplén-Umesterung®? in Gegenwart katalytischer Mengen an methanolischer Natriummethanolat-
Losung zum deblockierten Baustein 117 umgesetzt (Schema 3.37).2** % Die Einstellung des pH-Wertes
bedarf auch hier einer sorgféltigen Kontrolle um den Verlust der ebenfalls basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe
bzw. eine baseninduzierte B-Eliminierung der Glycosylaminosdure mdglichst zu unterbinden.? Zudem
wurden auch hier in einem zweiten Reaktionsschritt potentiell deblockierte Glycosylaminosaureanteile durch
erneute Umsetzung mit Fmoc-OSu blockiert. Das Disaccharid-Threonin-Konjugat 117 konnte nach Flash-
chromatographie an Kieselgel in einer Ausbeute von 92% erhalten werden.

In Anlehnung an eine literaturbekannte Syntheseroute™® 2! wurde der Zugang zu dem einfach-fluorierten
Disaccharid-Threonin-Konjugat 119 ber den Galactosyldonor 21 erreicht. Hierzu wurde das Benzyliden-
acetal-geschiitzte Galactose-Threonin-Konjugat 115 mit dem Trichloracetimidat 21 unter Verwendung des
Promotors TMSOTf wie zuvor zum Disaccharid-Threonin-Konjugat 119 in einer Ausbeute von 63% nach

flashchromatographischer Reinigung umgesetzt (Schema 3.38).
Ph
OBn '

Ph
o
BnO o o OB" D
o o TMSOTf, MS 4A, CH,Cl, 0o o
BnO + HO. -20 °C —Raumtemp. BnO o
F AcHN o F AcHN o

63%

O _NH
Y OtBu wp =1:10 OtBu
CCl3 FmocHN FmocHN

o (¢]
21 115 119

Schema 3. 38: Die Synthese des einfach-fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugats 119.

Die Selektivitdt der Glycosylierung zugunsten des gewiinschten $-Anomers lag bei 10:1 (B:a), aufgrund der
fehlenden nachbargruppenaktivierenden Acetylschutzgruppe in der 2-Position des Glycosyldonors 21.
Selektivitatsverluste bei Glycosylierungsreaktionen von fluorierten Trichloracetimidaten wurden bereits in

h peschrieben und konnen durch die Verwendung von Benzylether-geschiitzten

Arbeiten von C. Mersc
Galactosyldonoren gemildert werden (vgl. Kapitel 3.1). Die Abtrennung des in der Reaktion gebildeten a-
Glycosylierungsprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel sowie flr analytische Zwecke
durch semipréparative RP-HPLC. Die gewinschte B-glycosidische Verknupfung konnte NMR-spektrosko-
pisch anhand der groBen Kopplungskonstante 3JH1,H2 von 7.8 Hz im Vergleich zum o-Anomer (3JH1,H2 von
3.9 Hz) bestatigt werden.

Das Galactose-Threonin-Konjugat 119 wurde anschlieBend zur Umwandlung eines fir die Festphasenglyco-
peptidsynthese geeigneten Bausteins in Gegenwart von Essigsaure®® 2° unter Spaltung des Benzyliden-

acetals an der 4- und 6-Position deblockiert, wobei Baustein 120 in einer Ausbeute von 71% nach flash-
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chromatographischer Reinigung resultierte (Schema 3.39). Nachfolgende Acetylierung von Verbindung 120
in einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1), gefolgt von der Acidolyse des tert-Butylesters
121 in Trifluoressigsaure/Wasser (10:1) lieferte den gewiinschten fluorierten Disaccharid-Threonin-Baustein

122 flr die Festphasensynthese in einer Ausbeute von 99%.

Bo OB b Bo B o OH
o o 80% AcOH o o
BnO O > BnO O
719
F AcHN - % F AcHN | -
OtBu OtBu
FmocHN FmocHN
o) o)
119 120

75%

BnO AcO OAc BnO OBn AcO OAc
Q Q . Q o]
BnO O% TFA/HZ0 (10:), 2 Bno&o%
B S —
AcHN
SN 99% F AN &
OH OtBu
FmocHN FmocHN

o o
122 121

\ Pyridin/ Ac,0 (2:1)

Schema 3. 39: Schutzgruppenmanipulation zur Synthese des fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugats 122 fiir die

Festphasenglycopeptidsynthese.

Neben der Herstellung des einfach-fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugats 122 sollte weiterhin die
Synthese mehrfach fluorierter Disaccharid-Bausteine unter Einsatz der Galactosyldonoren 37 und 41 er-
folgen. Hierfur wurde in Analogie zu Verbindung 119 das Disaccharid-Threonin-Konjugat 123 zunéchst in
einer Schmidt-Glycosylierung!?626% 27281 mit dem fluorierten Galactosyldonor 37 in Gegenwart von
TMSOTT in einer Ausbeute von 59% umgesetzt (Schema 3.40). Im Gegensatz zur Glycosylierung mit dem
fluorierten Donor 21 konnte bei der Umsetzung mit dem 2,6-difluorierten Glycosyldonor 37 lediglich eine -
Selektivitat von 5:1 (B:a) beobachtet werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Beobachtungen aus friiheren
Arbeiten.'"™ Trotz dieser beeintrachtigenden Faktoren konnte das Produkt 123 nach Reinigung in einer Aus-
beute von 59% bezogen auf den eingesetzten Glycosylakzeptor 115 erhalten werden. Die anschlieBende
Spaltung des Benzylidenacetals von Verbindung 123 in Gegenwart von Essigsédure lieferte wiederum zum
einen den Akzeptor-Baustein 124 fiir den Aufbau eines sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats in einer

Ausbeute von 84%.
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Schema 3. 40: Die Synthese des 2,6-difluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugats 125.

Des Weiteren konnte durch Acetylierung des Disaccharid-Threonin-Konjugats 124 in einer Mischung aus
Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) die vollstandig blockierte Verbindung 125a erhalten werden, welche
abschlieRend einer Acidolyse des tert-Butylesters in einer Mischung aus Trifluoressigsaure/Wasser (10:1)
unterworfen wurde und den gewinschten fluorierten Disaccharid-Threonin-Baustein 125 fiir die Festphasen-
synthese in einer Ausbeute von 80% uUber zwei Stufen lieferte. Zur Darstellung des an der 6-Position di-
fluorierten Threonin-Konjugats 126 wurde die bereits erwahnte Helferich-Glycosylierung®® % unter Ver-
wendung des fluorierten Galactosylbromids 41 eingesetzt, da sich diese Methode bereits zur Synthese von
Disaccharid-Threonin-Konjugaten in frilheren Experimenten bewéhrt hatte. Die Synthese des difluorierten
Disaccharid-Threonin-Konjugat 126 erfolgte in einer Mischung aus absol. Dichlormethan und Nitromethan
(3:1) unter Mikrowelleneinstrahlung (ber eine Reaktionsdauer von 6 h um eine ausreichende Umsetzung des

eingesetzten Galactosylbromids 41 zu gewahrleisten (Schema 3.41).
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Schema 3. 41: Die Synthese der difluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugate 127 und 128.
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Bei dieser Methode kommt es durch Aktivierung der als Bromide eingesetzten Glycosyldonoren mit Queck-
silbersalzen, insbesondere Quecksilber(ll)-cyanid, zur Bildung des intermediéren Oxycarbeniumions,
welches nachfolgend durch den Alkohol nucleophil angegriffen wird. Aufgrund der in der 2-Position nach-
bargruppenaktivierenden Acetylschutzgruppe des Donors 41 kommt es ausschlieBlich zur Bildung des ge-
winschten p-anomeren Glycosylierungsprodukts 126 (Kopplungskonstante 7.2 Hz). Das Glycosylierungs-
produkt konnte in einer Ausbeute von 85% nach flashchromatographischer Reinigung bezogen auf den ein-
gesetzten Akzeptor-Baustein 115 erhalten werden.

Um das Disaccharid-Threonin-Konjugat 126 schlie8lich in einen geeigneten Glycosylakzeptor fir die nach-
folgenden Umsetzungen zu den sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugaten zu Uberfiihren, wurde einer-
seits das Benzylidenacetal in 80%-iger Essigsaure (Baustein 127, 70%) und andererseits die Acetylschutz-
gruppen in der 2-, 3- und 4-Position durch Zemplén-Umesterung (Baustein 128, 74%) entfernt. Somit standen
fir die angestrebten Sialylierungsreaktionen insgesamt funf unterschiedliche Disaccharid-Threonin-Bau-

steine zur Verfiigung.
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3.5.3 Synthese der sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugate

Die im vorangegangenen Kapitel vorgestellten Synthesen der selektiv deblockierten Disaccharid-Threonin-
Konjugate 117, 120, 124, 127 und 128 ermdglichten nun den Zugang zu entsprechenden (2,6)-sialylierten
Trisacchariden bzw. deren regioisomeren (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugaten.

Die stereoselektive Sialylierung der einzelnen Disaccharid-Threonin-Konjugate 120, 124 und 127 erfolgte
mit einem 2.5-fachen Uberschuss an Neuraminsaurexanthogenat 48 bei einer Temperatur von -65 °C unter
Ausnutzung des Nitrileffekts in einem Gemisch aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1). Hierfiir
wurden der Sialinséuredonor 48 und die Disaccharid-Threonin-Konjugate 120, 124 und 127 mit aktiviertem,
gepulverten Molsieb (4 A) zunéchst unter einer Argonatmosphére vorgeriihrt. Die Erzeugung des thiophilen
Promotors erfolgte nach Zugabe von wasserfreiem Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf) und tropfenweiser
Zugabe einer gekihlten Methylsulfenylbromid-Ldsung (1.6 M in 1,2-Dichlorethan). Die Synthese des einfach
fluorierten Bausteins 129 unter Verwendung von Neuraminsduredonor 48 und Disaccharid-Threonin-Kon-
jugat 120 konnte in einer Ausbeute von 75% nach flashchromatographischer Reinigung erfolgen (Schema
3.42).
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Schema 3. 42: Synthese des einfach-fluorierten sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 128.

Die bei dieser Glycosylierung beobachte regioselektive Ankniipfung der Neuraminsdure an der 6-Position
des Galactosaminrests kann auf die unterschiedlichen Reaktivitdten zwischen der sekundéren Hydroxyl-
gruppe in der 4-Stellung und dem priméren Alkohol in der 6-Position zurtickgefuhrt werden (vgl. Abschnitt
3.4.1) und I&sst sich eindeutig im NMR-Experiment belegen.

Wie schon zuvor bei der Synthese der sialylierten Trisaccharid-Bausteine (vgl. Kapitel 3.4), konnte trotz
zweimaliger flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel das bei der Reaktion gebildete Glycal 49
nicht vollstandig abgetrennt werden. Dies gelang erst nach abschlieBender Acidolyse des tert-Butylesters 129
in einer Mischung aus Trifluoressigsdure und Wasser (10:1), wobei der fiir die Festphasenglycopeptid-
synthese geeignete Baustein 130 in einer Ausbeute von 71% (2 Stufen) nach flashchromatographischer

Reinigung erhalten wurde. Die an der 4-Position vorhandene freie Hydroxylgruppe stellt fiir die Festphasen-
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glycopeptidsynthese aufgrund ihrer abgeschirmten Position sowie der geringen Reaktivitit kein Problem
dart™*!, weshalb auf deren Blockierung verzichtet wurde.

In analoger Weise lieRen sich die beiden Disaccharid-Threonin-Konjugate 124 und 127 mit dem Neuramin-
sdurexanthogenat 48 zu den sialylierten Trisaccharid-Konjugaten umsetzen. Die Reaktion des zweifach-
fluorierten Disaccharid-Akzeptors 124 lieferte dabei das gewiinschte a-Glycosylierungsprodukt 131 in einer
Ausbeute von 65% (Schema 3.43).

F
COzBn Bno ho OH
AcOumn o )k + o) o)
AcHN: S OEt BnO. o]
AcO F AcHN o)
B AgOTf, MeSBr in CI(CHy),Cl
48 124 OBy MS 4A, CH;CN/CH,Cl, (2:1)
FmocHN 65°C —=-25°C
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BnO F HO ~ — Bn
Q o}
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F AcHN | F AcHN |

N =
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132 ¢} 131 (¢]
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Schema 3. 43: Synthese des zweifach-fluorierten sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 132.

Das difluorierte (2,6)-Sialyl-Threonin-Konjugat 131 wurde im n&chsten Schritt am Carboxylterminus
deblockiert und lieferte den Festphasenbaustein 132 nach Flashchromatographie mit einer zufrieden-
stellenden Ausbeute von 43% (2 Stufen). An dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass es im Zuge der flash-
chromatographischen Reinigung des Festphasenbausteins 132 zu einem signifikanten Substanzverlust ge-
kommen ist, wodurch die insgesamt niedrigere Gesamtausbeute erklart werden kann, wohingegen die Reak-
tivitat der beiden fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugate 120 und 124 keine nennenswerten Unter-
schiede in den Sialylierungsreaktionen zeigt.

Fur die Darstellung eines weiteren (2,6)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats konnte der an der 6-
Position difluorierte Baustein 127 ebenfalls in der beschriebenen Sialylierungsreaktion eingesetzt werden
(Schema 3.44). Nach flashchromatographischer Reinigung konnte der 6,6-difluorierte Sialyl-Baustein 133 in
einer Ausbeute von 72% dargestellt werden. Die Acidolyse des tert-Butylesters lieferte wie schon in den
vorangegangenen Umsetzungen das fir die Festphasenglycopeptidsynthese geeignete Trisaccharid-Threonin-

Konjugat 134 in einer Ausbeute von 72% uber zwei Stufen.
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Schema 3. 44: Synthese des zweifach-fluorierten sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 134.

Fur die Synthese der regioisomeren (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugate wurden der natirliche
Disaccharid-Baustein 117 und der difluorierte Disaccharid-Baustein 128 analog zu den oben beschriebenen
Durchfihrungen mit dem Neuraminsiduredonor 48 umgesetzt. Jedoch musste aufgrund der geringeren Reak-
tivitat der sekundaren Hydroxylfunktion in der 3-Position des Galactosylrests im Vergleich zur priméren
Hydroxylgruppe die Reaktionstemperatur von -65 °C auf -45 °C erhéht werden (Schema 3.45).

Leider konnte trotz dieser MalRhahme lediglich eine méaRige Umsetzung beobachtet werden. Das (2,3)-
sialylierte Trisaccharid-Threonin-Konjugat 135 konnte dennoch in einer fir diese Umsetzung tiblichen Aus-
beute von 25% erhalten werden, welche sich zum Teil aus der geringeren Reaktivitét des eingesetzten Akzep-
tors 117 sowie der sterischen Hinderung bei der Sialylierungsreaktion erkléren lassen (vgl. Kapitel 3.4). Um
eine brauchbare Substanzmenge fur die anvisierten Synthesen zur Darstellung der Hexasaccharid-Threonin-
Konjugate (vgl. Kapitel 3.6) vorweisen zu kénnen, wurde nicht umgesetztes Disaccharid-Threonin-Konjugat
117 zurlickgewonnen und erneut umgesetzt.
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Schema 3. 45: Synthese des nattirlichen (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 136.
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Die Regioselektivitdt der Anknipfung unter Bildung des gewinschten a-Glycosylierungsprodukts 135
konnte wie schon mehrfach erwéhnt durch die Aufnahme eines HMBC-Spektrums ermittelt werden. Im
Gegensatz zur Synthese der regioisomeren (2,6)-Sialyl-Bausteine wurde Verbindung 135 im nachsten Schritt
einer Schutzgruppenmanipulation unter Blockierung der beiden freien Hydroxylgruppen in der 2- sowie der
4-Position des Galactosylrests in einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) unterworfen. Die
vollstandig acetylierte Verbindung 136 konnte nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute
von 45% Uber zwei Stufen erhalten werden.

In entsprechenden Vorarbeiten im Rahmen der Dissertation von K. Baumann konnte gezeigt werden, dass es
im Zuge der langsam ablaufenden Glycosylierungsreaktionen von sterisch anspruchsvollen Trichloracet-
imidatdonoren mit einem T-Antigen-Glycosylakzeptor mit deblockierten Hydroxylgruppen in der 4- sowie
der 6-Position zur Bildung eines tber die 4-Position verkniipften Regioisomers kommen kann.**® 24 um die
Bildung dieses falschen Regioisomers zu umgehen, sollte daher versucht werden das Benzylidenacetal regio-
selektiv unter Freisetzung der primdren Hydroxylfunktion zu 6ffnen. Einen vielversprechenden Ansatz hier-
fur stellte die von Sakagami und Hamana vorgestellte Methode unter Verwendung von Dichlorphenylboran

(PhBCI,)™®® als Lewis-Saure in Gegenwart von Triethylsilan dar (Schema 3.46).
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Schema 3. 46: Versuch der regioselektiven Acetal6ffnung des (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 137

mit Dichlorphenylboran und Triethylsilan.

Die Acetaloffnung des komplexen Trisaccharid-Threonin-Konjugats 136 zum gewinschten Produkt 137
konnte unter den angegebenen Bedingungen jedoch nicht beobachtet werden. Ebenso wenig flhrte eine
Erhdhung der Reaktionstemperatur nach Zugabe der Lewis-S&ure zum gewiinschten Erfolg, allerdings konnte
hierbei der Baustein 136 zuriickgewonnen werden. Daher wurde auf weitergehende Versuche verzichtet und
stattdessen sollte daher die Synthese des Glycosylakzeptors 136 unter temporarer Einflhrung einer TBS-
Schutzgruppe in der 6-Position des Galactosamins fortgesetzt werden (Schema 3.47).

Hierflr wurde das Benzylidenacetal von Verbindung 136 zundchst mit Essigséure (80%) gespalten, bevor das
nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 74% erhaltene Produkt 138 im néchsten
Schritt in Gegenwart von tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBS-Chlorid) und Imidazol in den Silylether 139
Uberfahrt werden sollte. Die anschlieBende Umsetzung der freien Hydroxylgruppe in der 4-Position des
Galactosamins, sowie die Spaltung des Silylethers sollte eigentlich zum Glycosylakzeptor 140 fuhren, jedoch
konnte das Produkt 139 trotz zweimaliger Umsetzung nicht isoliert werden. So fiihrten die gewahlten Reak-
tionsbedingungen auch unter Verwendung von schwachen Basen zu einer Zersetzung des Edukts.

In Anbetracht dieser Umstadnde und mit Blick auf die Tatsache, dass unter den anvisierten Schutzgruppen-
manipulationen gegebenenfalls mit der unerwiinschten Migration der Acetylgruppe an C4 gerechnet werden
muss?*M, wurde Verbindung 138 direkt als Glycosylakzeptor in den Glycosylierungsreaktionen zu den kom-

plexen Hexasaccharid-Threonin-Konjugaten (vgl. Kapitel 3.6) eingesetzt.
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Schema 3. 47: Alternative Route zur Darstellung des sialylierten Glycosylakzeptors 140.

Der Aufbau eines weiteren (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugat 141 sollte in gleicher Weise
unter Verwendung des difluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugats 128 sowie des Sialinsaurexanthogenats
48 bewerkstelligt werden (Schema 3.48).
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Schema 3. 48: Die Synthese des difluorierten (2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugats 143.

Die Sialylierung des desaktivierten Akzeptor-Bausteins 128 konnte jedoch das gewiinschte Produkt 141
selbst nach einer Reaktionsdauer von 3 Tagen nicht liefern. Vergleichbare Beobachtungen bzw. Probleme
wurden bereits im Zuge des Aufbaus des entsprechenden difluorierten Trisaccharid-Bausteins 97 gemacht

(vgl. hierzu Abschnitt 3.4.2), weshalb auf weitere Versuche in diese Richtung verzichtet wurde.
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Weiterflhrende Arbeiten sollten daher einen alternativen Ansatz unter Verwendung eines reaktiveren Sialin-
saurebausteins mit elektronenschiebenden Substituenten verfolgen um der eingeschrankten Reaktivitat des
desaktivierten Akzeptors 128 mdglicherweise entgegenwirken zu kénnen. Weiterhin sollte in diesem Kontext
der Aufbau des difluorierten Bausteins 143 in Anlehnung an die Verwendung eines chemoenzymatischen
Ansatzes®*? fir die Synthese (2,3)-sialylierter Trisaccharid-Threonin-Konjugate in weiterfiihrenden Arbeiten
untersucht werden.

Zudem konnte durch Frederik Broszeit im Rahmen seiner Masterarbeit der Aufbau eines weiteren fluorierten
(2,3)-sialylierten Trisaccharid-Threonin-Akzeptorbausteins 144 erfolgen, welcher zum Aufbau der Hexa-
saccharid-Threonin-Konjugate eingesetzt werden konnte (Abb. 3.4).%%% Dieser wurde in analoger Weise zu
der hier bereits beschriebenen Synthese des 6,6-difluorierten (2,3)-ST-Trisaccharid-Akzeptors 143 unter Ver-

wendung des einfach-fluorierten 6-Fluorgalactosylbromids 31 aufgebaut.

CO,Bn
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AcOimn.. AcO HO OH

O
AcHN o A o 0
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o

Abb. 3. 4: Der fluorierte (2,3)-Sialyl-Trisaccharid-Akzeptor 144.

Somit standen flr die Synthesen der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate (vgl. Kapitel 3.6) insgesamt zwei
sialylierte (2,3)-Trisaccharid-Threonin-Konjugate zur Verfugung, welche mit den beiden Trichloracetimidat-

donoren 93 und 103 umgesetzt wurden.
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3.6 Die Synthesen der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate

Fur die Synthese des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 145 wurde der sialylierte Trisaccharid-Threonin-
Baustein 144 mit dem Trichloracetimidat 93 in Gegenwart von Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
(TMSOTT) zum B-konfigurierten Hexasaccharid-Threonin-Konjugat in einer Ausbeute von 45% verkn(pft
(Schema 3.49).
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Schema 3. 49: Die Synthese des fluorierten Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 145.

Hierzu wurde entgegen dem gangigen Glycosylierungsprotokoll der Akzeptorbaustein mit nur einem
geringen Uberschuss (1.2 Aquiv.) eingesetzt. Zudem konnte nicht umgesetzter Glycosylakzeptor 144 nach
flashchromatographischer Reinigung zurlickgewonnen werden. Eine Losung des Trichloracetimidatdonors 93
sowie des Akzeptors 144 wurden hierzu in absol. Dichlormethan mit aktiviertem Molsieb auf -78 °C gekuhlt
und mit einer Losung der Lewis-Sdure TMSOTT in absol. Dichlormethan versetzt. Bei einer Reaktions-
temperatur von -78 °C konnte jedoch keine Umsetzung zum gewinschten Hexasaccharid beobachtet werden,
sodass der Reaktionsansatz langsam erwéarmt werden musste. Interessanterweise konnte bei dem Erwéarmen
des Ansatzes auf -40 °C (iber eine Dauer von zwei Stunden eine Umsetzung beobachtet werden, die zur
Bildung von zwei unterschiedlichen Produkten fiihrte (DC-Reaktionskontrolle). Bei letzteren sollte es sich
allerdings nicht um Anomere handeln, da der partizipierende Einfluss der in der 2-Position der Glucosamin-
Einheit vorhandenen Troc-Schutzgruppe eine stereoselektive B-Verknlpfung garantieren sollte. Die ge-
winschte p-Selektivitat konnte auch tatsdchlich NMR-spektroskopisch anhand der grof’en Kopplungskons-
tanten zwischen dem anomeren H1-GIcN und dem H2-GlcN nachgewiesen werden. Eine direkte Aussage
Uber die regioselektive Anbindung an die 6-Position des Galactosamins konnte leider aber uber die Auf-
nahme eines HMBC-Spektrums in diesem Fall nicht getroffen werden, da weder ein Kreuzpeak zwischen
dem anomeren Zentrum des Glucosamins (C1-GIcN) mit den Protonen H4-GalN bzw. H6a/b-GalN noch eine
Kopplung zwischen dem anomeren H1 des Glucosamins mit dem Kohlenstoffatom an der 6-Position des
Galactosamins (bzw. der 4-Position) detektiert wurde.

Das angestrebte Hexasaccharid-Threonin-Konjugat 145 konnte im Zuge der beschriebenen Glycosylierung

gewonnen werden, jedoch wurde bei der flashchromatographischen Reinigung weiterhin eine unpolarere
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Verbindung isoliert, die das gleiche Molekulargewicht aufwies und die bereits zuvor vermutete Bildung eines
Uber die 4-Position des Galactosamin verknipften Regioisomers 146 bestétigte (Abb. 3.5). Dieses zweite
Produkt konnte nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 55% bezogen auf den ein-
gesetzten Trichloracetimidatdonor 93 erhalten werden.
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o
Abb. 3. 5: Das Hexasaccharid-Threonin-Konjugat 146 als Konkurrenzprodukt der Glycosylierung.

Die Interpretation der zugehérigen zweidimensionalen NMR-Spektren zeigte im Vergleich zu den *H-*C-
korrelierten HSQC-Spektren der Verbindungen 145 bzw. 146 einen signifikanten Unterschied in den Ver-
schiebungen der CH,-Gruppe an der 6-Position der Galactosamin-Einheit. Wéhrend in dem gewiinschten
Regioisomer 145 eine chemische Verschiebung von 70.5 ppm fir das Kohlenstoffatom C6-GalN bestimmt
werden kann (Abb. 3.6), erfahrt die Methylengruppe von Verbindung 146 eine Hochfeldverschiebung zu
59.2 ppm fur das betreffende Kohlenstoffatom-6 als auch fir die Signale der beiden Protonen H6a/b-GalN
(Abb. 3.7). Aufgrund einer Vielzahl von Signallberlappungen in den entscheidenen Bereichen kann die vor-
liegende Struktur von Verbindung 146 nicht zweifelsfrei belegt werden, jedoch sprechen die hier beschrie-
benen relativen Hochfeldverschiebungen der CH,-Gruppe dafiir, dass diese nicht substituiert ist.

Wie bereits oben erwahnt kann durch die Aufnahme eines HMBC-Spektrums auf dieser Stufe weder eine
Kopplung fur das betreffende Proton H1-GIcN mit dem C6-GalN gezeigt, noch ein entsprechender Kreuz-
peak beobachtet werden. Eine Mdglichkeit die postulierte Bildung des Uber die 4-Position verknipften
Regioisomers zu bestédtigen, kann durch eine nachfolgende Acetylierung von Verbindung 146 erreicht
werden, da in diesem Fall die zugehdrigen Kontakte der Methylengruppe mit der Acetylschutzgruppe im
HMBC-Spektrum zu sehen wéren.
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Abb. 3. 6: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum vom Hexasaccharid 145.
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Abb. 3. 7: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum vom Hexasaccharid 146.

Zudem wurde zur Einfihrung der Acetamidfunktion an C2 des Glucosaminbausteins in 145 dessen
Carbamatschutzgruppe in Gegenwart von aktiviertem Zink in Essigsaure®’”! entfernt. Das freie Amin 147
wurde anschliefend ohne weitere Reinigung einer Acetylierung in einer Mischung aus Pyridin und Essig-
séureanhydrid unterzogen (Schema 3.50), was zum vollstandig blockierten Hexasaccharid-Threonin-
Konjugat 148 fihrte, das nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 89% Uber zwei
Stufen erhalten werden konnte. Zur Herstellung eines fur die Festphasensynthese geeigneten Glycosyl-

aminosdure-Bausteins kann in einem weiteren Schritt die Spaltung des tert-Butylesters 148 unter Freisetzung
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der Carbonsdure mit Trifluoressigsdure und Wasser erfolgen, jedoch wurde hierauf in Anbetracht der
geringen Substanzmenge verzichtet.
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Schema 3. 50: Die Synthese des vollstéandig blockierten Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 148.

In Analogie zur Synthese des Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 148 sollten die beiden Trisaccharidtrichlor-
acetimidate 93 und 103 nach dem vorliegenden Glycosylierungsprotokoll mit den Trisaccharid-Threonin-
Konjugaten 138 und 144 in Gegenwart der Lewis-S&ure TMSOTf umgesetzt werden (Schema 3.51).
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Schema 3. 51: Die Synthese der fluorierten Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 149 und 150.

Uberraschenderweise konnte die Darstellung der beiden Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 149 und 150 be-
dingt durch eine fehlende Reaktivitat des eingesetzten Trichloracetimidatdonors 103 in Gegenwart von 0.5

Aquivalenten der Lewis-Saure TMSOTT nicht bewerkstelligt werden. Nach flashchromatographischer Reini-
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gung konnten sowohl die im Uberschuss eingesetzten Trisaccharid-Threonin-Akzeptoren 138 und 144, als
auch der Glycosyldonor 103, zuriickgewonnen werden.
Daher sollte alternativ versucht werden, den difluorierten Donorbaustein 103 in Gegenwart von 2.0 Aquiva-

lenten der Lewis-Saure mit den Akzeptorbausteinen 138 bzw. 144 zur Reaktion zu bringen (Schema 3.52).
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Schema 3. 52: Alternative Darstellung der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 149 und 150 unter Bildung von 151.

Hierzu wurden das Trichloracetimidat 103 und die Trisaccharid-Threonin-Bausteine 138 bzw. 144 in einer
Ldsung aus absol. Dichlormethan mit aktiviertem Molsieb wiederum bei Raumtemperatur gerthrt und nach
dem Abkiihlen der Ansitze auf -40 °C mit 2.0 Aquivalenten einer Losung von TMSOTT in absol. Dichlor-
methan versetzt. Die Reaktionsansétze zeigten jedoch Uber eine Dauer von zwei Stunden keinerlei Umsatz zu
den gewinschten Hexasaccharid-Threonin-Konjugaten 149 und 150, weshalb die Reaktionsmischungen
langsam erwarmt wurden. Nach einer Reaktionsdauer von sechs Stunden wurden die Umsetzungen aufgrund
ausbleibender Reaktion (DC-Kontrolle) abgebrochen.

Die anschliefenden flashchromatographischen Reinigungen lieferten zum einen die beiden Trisaccharid-
Akzeptorbausteine 138 bzw. 144 sowie ein séure-katalysiertes Umlagerungsprodukt 151 des eingesetzten
Glycosyldonors 103. Die Interpretation der zugehérigen NMR-Spektren konnte aufgrund einer Vielzahl von
Signaliiberlappungen nicht zweifelsfrei die Bildung des entsprechenden Amids 151 bestatigen, jedoch
sprechen im Vergleich zum Trichloracetimidat 103 die Verschiebungen der relevanten Signale in den *H-**C-
korrelierten HSQC-Spektren flr das anomere Proton H1-GIcN der Glucosamin-Einheit und das zugehérige
C1-GlcN fur diese Annahme in Form einer relativen Hochfeldverschiebung der betreffenden Kerne. Weiter-
hin weisen die eindimensionalen NMR-Spektren von Verbindung 151 nicht mehr die charakteristischen Sig-
nale eines Trichloracetimidats in Form einer singuldren NH-Bande bei 8.70 ppm wie auch des carbonylana-
logen Kohlenstoffatoms bei 161.0 ppm auf.

Weiterhin sollte unter Verwendung des Trisaccharid-Threonin-Konjugats 138 sowie des natirlichen Trichlor-
acetimidats 93 die Darstellung eines natiirlichen Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 152 bewerkstelligt
werden (Schema 3.53). Wie zuvor bei der versuchten Darstellung der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate

149 bzw. 150 zeigte auch der naturliche Trichloracetimidatdonor 93 leider keinerlei Reaktivitat bei Akti-
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vierung mit TMSOTT (0.5 Aquiv. bzw. 2.0 Aquiv.) gegeniiber dem Akzeptorbaustein 138. Dieses vollig un-
erwartete Resultat stellt insofern einen uberraschenden Befund dar, als sich der Glycosyldonor 93 in Gegen-
wart des entsprechenden fluorierten Akzeptorbausteins 144 problemlos in das gewiinschte Hexasaccharid-
Threonin-Konjugat 145 tberfihren lieR.
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Schema 3. 53: Die Synthese des naturlichen Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 152.

Demzufolge kann eine eingeschrankte bzw. fehlende Reaktivitdt des vorliegenden Trichloracetimidats 93
nicht die einzige Ursache fur die ausbleibende Umsetzung sein. Vielmehr kénnen auch sterische Effekte die
Glycosylierung dem an der 6-Position verknupften Regioisomers erschweren, wodurch nach der séure-
katalysierten Aktivierung des Glycosyldonors dessen Umlagerung begunstigt wird.

Von besonderer Bedeutung im Aufbau solch komplexer Oligosaccharid-Threonin-Konjugate scheinen daher
tatséchlich kleinere strukturelle Unterschiede in den vorliegenden Akzeptorbausteinen 138 und 144 zu sein.
Diese &ulern sich mdglicherweise in unterschiedlichen Vorzugskonformationen der hier betrachteten Bau-
steine und ermdglichen bzw. erschweren die Darstellung héher funktionalisierter Oligosaccharid-Threonin-
Konjugate und zeigen auf eindrucksvolle Weise, dass entsprechende Vorhersagen tber das Reaktionsver-

halten einer vorliegenden Verbindung nicht ohne weiteres erbracht werden kénnen.
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3.7 Synthese der Glycopeptidantigene mit fluorierten Kohlenhydrat-Epitopen

Die synthetisierten Glycosylaminosdure-Bausteine 130, 132, und 134, deren Herstellung im vorangehenden
Kapitel (vgl. Kapitel 3.5.3) beschrieben wurde, standen nun flr die geplanten Festphasenglycopeptid-
synthesen zur Verfligung. Hierbei wurden die entsprechenden Glycopeptide aus der tandem repeat-Einheit

des epithelialen MUC1 aufgebaut.

3.7.1 Grundlagen der Peptidsynthese und das allgemeine Protokoll der automatisierten

Festphasensynthese

Die grundlegenden Prinzipien der Festphasensynthese bilden die bereits im Jahre 1963 veroffentlichen Ar-
beiten von Merrifield unter Einsatz von Tragermaterialien aus Basis von quervernetzten Polystyrolen.[?*2%4
Allgemein geht man fir die Synthese von (Glyco-)Peptiden an der festen Phase von einer N-terminal geeig-
net blockierten Aminoséure aus, welche Uber die Carboxylfunktion an eine Ankergruppe gebunden ist, die
wiederum mit einem polymeren Trager verknlpft ist. Im Gegensatz zur Biosynthese erfolgt der Aufbau syn-
thetischer Peptide an der festen Phase daher ausgehend vom C-Terminus. Fir die temporére Blockierung der
Aminofunktion der am Harz gebundenen und aller folgenden Aminosduren kommt in der Regel die unter
milden Bedingungen spaltbare, basenlabile 9H-Fluorenmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe zum Einsatz.*® zu
Beginn der Synthese erfolgt die selektive Deblockierung der an das funktionalisierte Harz gebundenen Start-
aminoséaure (Schema 3.54), sofern diese in geschitzter Form vorliegt. Bei der Verwendung der Fmoc-Strate-
gie geschieht dies unter der Einwirkung von sekundéren Basen wie Piperidin oder Morpholin. Nach der Spal-
tung des Fmoc-Carbamats steht die resultierende freie Aminofunktion fiir die Anknipfung der zweiten N-
terminal geschitzten Aminosdure zur Verfiigung, welche den Einsatz geeigneter Kupplungsreagenzien

erfordert.

Fmoc—AS () polymerer Trager

1. Fmoc-Abspaltung: 20% Piperidin, DMF

2. AS-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF bzw.
Fmoc-AS-OH, HATU, HOAt, NMM in DMF

3. Capping: Ac,0, DIPEA, HOBt, DMF

Fmoc—(AS)ne1 O

1. Fmoc-Abspaltung: 20% Piperidin, DMF
2. Abspaltung vom polymeren Trager

HoN—(AS)n++—OH
Schema 3. 54: Das allgemeine Protokoll der automatisierten Festphasensynthese nach der Fmoc-Strategie.

Um die Bildung von Fehlsequenzen im Zuge eines unvollstdndigen Umsatzes der anzuknipfenden Amino-
séure zu unterbinden, besteht die Mdglichkeit einen sogenannten Capping-Schritt in die Synthese einzu-
bauen, bei welchem nicht umgesetzte Aminogruppen durch Reaktion mit Essigsaureanhydrid in Gegenwart
von N-Diisopropylethylamin (DIPEA) unter Acetylierung der weiteren Peptidsynthese entzogen werden. Im

weiteren Verlauf kann nun die dreistufige Reaktionssequenz wiederholt werden und liefert das polymer-
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gebundene (Glyco-)Peptid in vollstandig geschitzter Form. Hierbei sind alle funktionellen Seitenketten der
Fmoc-geschiitzten Aminosauren mit saurelabilen Schutzgruppen (tert-Butylether bei L-Serin, L-Threonin und
L-Tyrosin bzw. entsprechende tert-Butylester bei L-Glutaminsdure und L-Asparaginsaure) sowie mit der
2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl(Pmc)-Schutzgruppe®® fir L-Arginin versehen. Um alle Amino-
séureseitenketten-Schutzgruppen gemeinsam abspalten zu kénnen, wird daher auch das sekundare Amin des
Histidins mit der saurelabilen Trityl-Schutzgruppe®” blockiert (Abb. 3.8).

o N
OH OH OH OH OH
FmocHN FmocHN FmocHN FmocHN FmocHN
(e}

Abb. 3. 8: Sekundare Schutzgruppen der Fmoc-geschiitzten Aminoséuren in der Festphasensynthese.

Nach erfolgter Synthese wird das fertige Peptid z.B. durch Behandlung mit einer Mischung aus Trifluor-
essigsdure, Wasser und Triisopropylsilan vom Harz gespalten und nach Uberfiinrung in einen Merrifield-
Reaktor durch Filtration vom polymeren Trager abgetrennt. Je nach Wahl der Reaktionsbedingungen und des
jeweiligen Ankersystems kommt es gleichzeitig zu einer Spaltung der Seitenkettenschutzgruppen der Amino-
séuren. Die verbliebenen Schutzgruppen der Glycosylaminoséure lassen sich schliefflich durch Umsetzung in
Ldsung entfernen. Der Aufbau von Aminosduresequenzen an der festen Phase bietet zudem den Vorteil, dass
die polymer-gebundenen Peptidketten durch einfache Filtration von den eingesetzten Reagenzien und durch
grundliche Waschschritte abgetrennt werden kdnnen. Diese Form der Aufreinigung ermdglicht zum einen die
Automatisierung der Synthese und gewahrleistet im Allgemeinen hohe Umsatzraten bei kurzen Reaktions-
zeiten.

Fur die Festphasensynthese kann neben der bereits beschriebenen konventionellen Methode unter Anwen-
dung eines dreistufigen Synthesezyklus auch ein modifiziertes Verfahren unter Mikrowelleneinstrahlung An-
wendung finden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher die Synthesen der (Glyco-)Peptide in einem zwei-
stufigen Synthesezyklus an einem Libertyl-Mikrowellen-Peptidsynthesizer der Firma CEM durchgefihrt. Im
Gegensatz zur konventionellen Festphasensynthese umfasst dieses Syntheseprotokoll lediglich zwei einzelne
Reaktionsschritte. Wiederum startet der Aufbau des Peptids mit der Deblockierung der N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppe der am Harz gebundenen Startaminosaure unter der Einwirkung von Mikrowellenstrahlung,
gefolgt von der Anknlpfung der folgenden Aminoséure unter geeigneten Kupplungsbedingungen im zweiten
Schritt der Synthese. Durch die Unterstutzung mit Mikrowellenstrahlung kann auf den nachfolgenden
Capping-Schritt in der Regel verzichtet werden.

Im Folgenden soll nun auf die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen der (Glyco-)Peptide und
die zugrundeliegenden einzelnen Reaktionsschritte der Festphasensynthese genauer eingegangen werden.
Wie zuvor schon erwahnt wurden die Synthesen an einem Libertyl-Peptidsynthesizer der Firma CEM unter
Mikrowelleneinstrahlung durchgefiihrt. Als polymere Tréger wurden wegen der guten Quelleigenschaften
kommerziell erhéltliche Wang-TentaGel-Harze der Firma Novabiochem, Merck Millipore verwendet, welche
mit der C-terminalen Startaminoséure L-Alanin beladen sind (Beladung: 0.33 - 0.35 mmol/g). Das gewahlte

séurelabile Ankersystem bot sich dahingehend an, dass die (Glyco-)Peptide mit einer Mischung aus Trifluor-
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essigsaure, Wasser und Triisopropylsilan unter Entfernung der ebenfalls sdurelabilen Seitenkettenschutz-
gruppen der Aminosduren in einem einzigen Schritt ohne nennenswerte Racemisierung vom eingesetzten
polymeren Tragerharz abgespalten werden konnten.

Zu Beginn der automatisierten (Glyco-)Peptidfestphasensynthese erfolgt zunachst die N-terminale Fmoc-Ab-
spaltung der am Harz gebundenen Startaminoséure mit einer 20%-igen Piperidin-Losung in N,N-Dimethyl-
formamid. Dieser Reaktionsschritt wird in der Regel mindestens zweimal wiederholt und infolge der
Deprotonierung des CH-aciden Protons in der 9-Position der Schutzgruppe kommt es zur Freisetzung der
deblockierten Aminosaure (E;cB-Mechanismus). Uber die starke UV-Absorption des entstandenen Abspal-
tungsprodukt der Fmoc-Gruppe, dem Dibenzofulven-Piperidin-Addukt, kann eine Reaktionskontrolle der
Fmoc-Abspaltung erfolgen und indirekt zur Uberpriifung der Effizienz der vorangegangenen Aminoséure-
kupplung genutzt werden.

Fur die Kupplungen der folgenden Aminosduren steht eine Reihe von verschiedenen Mdglichkeiten zur Ver-
flgung. Allgemein erfolgt die Aktivierung der Carboxylfunktion der anzubindenden Aminosaure durch in
situ Aktivierung uber spezielle Kupplungsreagenzien. Die Wahl der Reagenzien richtet sich hierbei neben der
Reaktivitdt auch nach der Racemisierungsneigung der aktivierten Aminosaure. Letztere zeigen dabei nicht
nur wesentlich hdhere Reaktivitaten bei Bildung der Aktivester, sondern bieten im Zusammenhang mit den
Triazoladditiven 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)"?*® oder 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOA)® eine
deutliche Reduzierung der Racemisierung des gebildeten Aktivesters.

Neben dem Einsatz von Carbodiimiden wie z.B. N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC),E? N-Ethyl-N-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC)™ und N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC), kommen heutzutage
vorwiegend Kupplungsreagenzien auf der Basis von Uroniumsalzen wie z.B. O-(1H-Benzotrizol-1-yl)-
N,N,N,N-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)E%%%! sowie das reaktivere O-(7-Azabenzotrizol-
1-y1)-N,N,N,N-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU)%*%! zum Einsatz (Abb. 3.9).
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Abb. 3. 9: Ubersicht iiber verwendete Kupplungsreagenzien sowie die zugehérigen Additive.

Der Mechanismus der Aktivierung fir die Aminosaure in Gegenwart von HBTU und HOBt kann wie folgt
beschrieben werden: Zundchst kommt es durch eine &quimolare Menge an N-Diisopropylethylamin (DIPEA)
zur Deprotonierung der Carbonséure sowie des sauren, nucleophilen Additivs HOBt (Schema 3.55). Darauf-
hin kommt es zu einer Umsetzung des Carboxylats mit dem Uroniumsalz, wobei sich das entsprechende O-
Acyl-Uroniumsalz als Intermediat bildet. Im zweiten Reaktionsschritt kann nun dieses vom deprotonierten
HOBt unter Bildung eines Aktivesters substituiert werden, wodurch schlieBlich unter Angriff der freien
Aminofunktion die gewiinschte Peptidbindung erhalten wird. Die teilweise beobachtete Racemisierung und
weitere unerwiinschte Nebenreaktionen lassen sich durch die Verwendung des Additivs HOBt bzw. HOAt
fiir die Kupplung der komplexen Glycosylaminoséurebausteine herabsetzen. Dies kann in besonderem Malie

auf die hohe Reaktivitdt des mit dem deprotonierten HOBt gebildeten Aktivesters zuriickgefuhrt werden,
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welcher sich sehr schnell mit der Aminkomponente umsetzen lasst. Aus diesem Grund wird die gewUnschte

Amidbindung erhalten, bevor es zu einer Racemisierung der aktiven Intermediats kommen kann.
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Schema 3. 55: Der Mechanismus der Peptidkupplung unter der Verwendung von HBTU und HOBt.

Expliziert fihrt die Verwendung der beiden 7-Azaanaloga von HOBt und HBTU, dem HOAt und HATU, in
der Kombination mit der Base N-Methylmorpholin (NMM) zu einer noch gesteigerten Reaktivitat infolge der
Substitution des Benzotriazolrings in der 7-Position mit einem elektronenziehenden Stickstoffatom (Schema
3.56).

Die erhohte Reaktivitat zeigt sich nicht nur beim eingesetzten Reagenz, sondern auch bei dem gebildeten
Aktivester, der damit eine bessere Abgangsgruppe darstellt. Weiterhin fiihrt der Einsatz von HOAt zur Aus-
bildung einer Wasserstoffbriicke im Zuge der Peptidkupplung, wodurch eine deutliche Minimierung der
Racemisierung erreicht werden kann. Hierdurch kommt es zu einer Vorkoordination, welche den an-
schlieBenden nucleophilen Angriff des polymergebundenen Oligopeptids an die sterisch anspruchsvolle
Glycosylaminosdure erleichtert. Dem Kupplungsschritt schlief3t sich — wie zuvor erwéhnt — der nachste Syn-
thesezyklus durch die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe mit einer 20%-igen Piperidin-
Loésung in N,N-Dimethylformamid an. Nach dem erfolgten Aufbau des (Glyco-)Peptids durch die zweistu-
figen Synthesezyklen kann das Peptid nach finaler Fmoc-Abspaltung vom Harz abgespalten werden. Weitere
Umsetzungen unter Entfernung samtlicher Schutzgruppen konnen durch entsprechende Reaktionen in

Losung bewerkstelligt werden.
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Schema 3. 56: Der Mechanismus der Peptidkupplung unter der Verwendung von HATU und HOAL.
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3.7.2 Synthese der Triethylenglycol-Spacer

Der Aufbau vollsynthetischer VVakzine auf der Basis von tumorassoziierten MUC1-Glycopetiden und deren
spatere Konjugation an geeignete Carrierproteine wie z.B. dem Tetanus-Toxoid (TTox) oder dem
Rinderserumalbumin (BSA) machte die Synthese eines nicht-immunogenen Abstandhalters erforderlich, um
gegenseitige Wechselwirkungen der beiden Teilstrukturen des Glycopeptids sowie des Carrierproteins zu
minimieren.

Fur den Aufbau von Vakzinen haben sich funktionalisierte Ethylenglycolspacer bewahrt, da sie weder
immunogen wirken noch negative Eigenschaften auf die Konformation der Vakzine ausiiben. Die Synthese
des Triethylenglycolspacers erfolgte nach einem literaturbekannten Verfahren®® 3! ausgehend von Tri-
ethylenglycol 153 (Schema 3.57). Dieser wurde in einer Hetero-Michael-Addition mit Acrylsaure-tert-butyl-
ester 154 in Gegenwart katalytischer Mengen an Natrium in Tetrahydrofuran zu Verbindung 155 umgesetzt.
Fur die Einfiihrung einer Azidofunktion an der 12-Position des Spacers wurde die Hydroxylfunktion zu-
néchst durch Reaktion mit Methansulfonylchlorid (Mesylchlorid, MsCI) und Triethylamin in das ent-
sprechende Mesylat Uberfuhrt, bevor dieses in einer Substitutionsreaktion mit Natriumazid zur Verbindung
156 umgesetzt wurde, die nach flashchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 75% erhalten

werden konnte.

OtBu
/\ﬂ/ 1) MsCl, CH,Cly, NEts
’%\/O o 154 ,é\/o OtBu  2) NaN; DMF, 60 °C ,é\/o OtBu
HO > OH ————» HO 3 — N3 3

Na, THF o) 75% ¢
153 76% 155 156

Raney-Ni, Hy
Isopropanol

Fmoc-OSu, NaHCO3

,é\/o on TFAHZ0 (10:1) ,é\/o otBu  Aceton/Hy0 (1:1) /é\/o otBu
FmocHN —~«——— FmocHN 3 ~—— H)N 3
o 0
158 157

3 80%
159

79% (2 Stufen)

Schema 3. 57: Die Synthese des Triethylenglycol-Spacers 159.

Die anschlieBende Umsetzung des Azids 156 konnte durch Reduktion mit Wasserstoff in Gegenwart von
Raney-Nickel als Katalysator in Isopropanol zum freien Amin 157 erreicht werden, welches im Anschluss
nach Reaktion mit Fmoc-OSu als orthogonal-blockierte Verbindung 158 in einer Ausbeute von 79% (uber
zwei Stufen) erhalten werden konnte. Im letzten Schritt der Reaktionssequenz wurde die Spaceraminoséure
158 durch Spaltung des tert-Butylesters mit Trifluoressigsdure und Wasser (10:1) am Carboxylterminus
deblockiert (159).

Ausgehend von Verbindung 156 konnte weiterhin nach einer literaturbekannten Vorschrift’®*®”! die Synthese
eines modifizierten Spacers 160 erfolgen, welcher den Zugang zu Konjugaten ber Kupfer(l)-katalysierte
Alkin-Azid-Cycloaddition (Click-Reaktion)®%2%! ermdglichen sollte. Hierzu wurde der tert-Butylester von
Verbindung 156 in einer Mischung aus Salzséure (4 M) und 1,4-Dioxan mit einer Ausbeute von 91% unter

Freisetzung der Carbonséure umgesetzt (Schema 3.58).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch aufgrund zu geringer Substanzmengen der Hexasaccharid-Threonin-
Konjugate (vgl. Kapitel 3.6) die Synthese der entsprechenden Glycopeptide nicht mehr durchgefiihrt werden,
sodass eine spatere Konjugation dieses funktionalisierten Triethylenglycolspacers 160 in weiterflihrenden

Arbeiten untersucht werden muss.

/€\/o OfBu  wass. HCI/ Dioxan /é\/o OH
Ny 3 _— N3 3
o
156

91% [¢]
160

Schema 3. 58: Synthese des modifizierten Triethylenglycol-Spacer 160.

3.7.3 Festphasensynthese der Glycopeptide des epithelialen Mucins MUC1

Zum Aufbau der fluorierten Glycopeptide wurden zunédchst die Glycosylaminosdure-Bausteine 130, 132 und
134 in die tandem repeat-Sequenz des epithelialen Mucins MUC1 eingebaut. Fur die Synthesen der Glyco-
peptide wurde ein mit Fmoc-Alanin beladenes Wang-TentaGel-Harz (Beladung: 0.33 - 0.35 mmol/g) ent-
sprechend dem zuvor beschriebenen zweistufigen Synthesezyklus eingesetzt (Schema 3.54). Nach erfolgter
Synthese an der festen Phase wurde das Harz in einen Merrifield-Reaktor tiberfiihrt und fiir die Dauer von 3 h
in einer Mischung aus Trifluoressigsaure, Wasser und Triisopropylsilan (10:1:1) stark geschuttelt. Die Roh-
peptide konnten nach Entfernung der Losungsmittel anschlieBend aus kalten Diethylether geféllt werden und
wurden nach Lyophilisation als farblose Feststoffe erhalten (Schema 3.59).

Die Rohpeptide 161, 162 und 163 wurden durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und nach Lyophili-
sation in Ausbeuten von 49% - 60% bezogen auf das eingesetzte Harz erhalten, wobei auf dieser Stufe deren
erfolgreiche Darstellung Uber entsprechende Massenspektrometrie und NMR-Experimente bestatigt werden
konnte. AnschlieBend wurden die Kohlenhydratschutzgruppen der Glycosylaminosdure-Bausteine durch
kontrollierte Methanolyse bzw. Behandlung mit einer wassrigen Natriumhydroxid-Ldsung bei einem pH-
Wert von 11 entfernt (Schema 3.60). Dabei bedarf die Einstellung des pH-Wertes genauer Kontrolle und
muss gegebenenfalls nachjustiert werden, um den Verlust der Kohlenhydratseitenkette infolge einer p-
Eliminierung wirkungsvoll zu unterdriicken.

Bei der Deblockierung der Glycopeptide 161 und 162 unter Spaltung der Benzylether fuhrte die gewahlte
Methode in Gegenwart von Palladium(l1)-acetat unerwartet nicht zum Erfolg, so dass nach semipréparativer
RP-HPLC massenspektroskopisch lediglich unvolistdndig debenzylierte Peptide bzw. solche unter Verlust
der Kohlenhydratepitope isoliert werden konnten. Aus Zeitgriinden sowie zu geringen Substanzmengen der
Festphasenbausteine 130 und 132 konnte die erneute Synthese der Glycopeptide 161 und 162 nicht mehr
durchgefiihrt werden, wobei in weiterflihrenden Arbeiten alternative Reaktionshedingungen fiir die Spaltung
der Benzylether zur vollstandigen Deblockierung dieser herangezogen werden sollten. Dennoch konnten im
Rahmen dieser Arbeit mit den Verbindungen 161, 162 und 163 drei neuartige fluorierte Glycopeptide mit

2,6-(ST)-Antigenbausteinen in vollgeschitzter Form erfolgreich hergestellt werden.
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Schema 3. 59: Festphasenglycopeptidsynthese der fluorierten MUC1-Glycopeptide 161, 162 und 163.

Die erfolgreiche Deacetylierung des Peptids 163 wurde wie zuvor beschrieben mit einer wassriger Natron-
lauge bei pH =11 bewerkstelligt, gefolgt von einer Neutralisation mit Essigsdure (1 M) und anschlielender
Lyophilisation. Semipréparative RP-HPLC lieferte das gereinigte Glycopeptid 164 in einer Ausbeute von
54% bezogen auf 163 (Schema 3.60).

Zur Gewabhrleistung einer effektiven Immunantwort im Zuge der Immunisierung mit MUC1-Glycopeptiden
ist eine Konjugation an geeignete Carrierproteine notwendig, da solche Kohlenhydrathaptene lediglich tiber
eine unzureichende Immunogenitit verfiigen (vgl. Kapitel 1.6). Fiir die Uberwindung der Toleranzmechanis-
men des Immunsystems machte dies die Verknipfung mit Carrierproteinen notwendig, welche ihrerseits
Tw2-Zell-Epitope aufweisen und damit eine Uber MHC-I1-Komplexe prozessierte Immunantwort ausldsen
kénnen. Die hierdurch sichergestellte Erkennung durch CD4"-T-Helferzellen gewahrleistet einerseits eine
effektive Aktivierung von B-Zellen und bietet anderseits die Grundlage fir eine starke Aktivierung des

Immunsystems. Einen Ansatz hierfiir bietet das in zahlreichen Arbeiten% 164 190 310 hareits genutzte Ver-
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fahren zur Konjugation von MUC1-Glycopeptiden, welches nach Tietze®"**4 auf dem Einsatz von Quadrat-
saurediethylester (3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion) unter chemoselektiver Verkniipfung mit dem prima-

ren Amin des Triethylenglycolspacers beruht (Schema 3.60).
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Schema 3. 60: Synthese des Quadratsaure-funktionalisierten Glycopeptids 166.

Hierzu wurde das vollstandig deblockierte Glycopeptid 164 am freien Amin des Triethylenglycolspacers mit
dem Quadratséurediethylester 165 in einer Mischung aus Wasser und Ethanol (1:1) sowie einer ges. Natrium-
carbonat-Ldsung bei einem pH-Wert von 8 zum gewiinschten Monosquarat 166 in einer Ausbeute von 73%
nach semipréparativer RP-HPLC umgesetzt. Somit konnte flr das neuartige 6,6-difluorierte Glycopeptid-
Monosquarat 166 erstmals der synthetische Zugang zu einem vielversprechenden Vakzinkandidaten fir eine
spatere Konjugation an unterschiedliche Carrierproteine wie dem Rinderserumalbumin (BSA), dem Tetanus-

Toxoid (TTox) sowie weiterer Immunstimulationen gelegt werden.
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Die Entwicklung von Antitumorvakzinen auf der Basis mucinartiger Glycopeptide stellt einen vielver-
sprechenden Ansatz zur Behandlung von Krebs sowie einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen dar.
Weiterhin ist ein solcher Therapieansatz fiir eine mégliche Unterdriickung chronisch entziindlicher Krank-
heiten wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, dem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) von groRem Interesse. Die
Grundvoraussetzung fur die gezielte Stimulation des kdrpereigenen Immunsystems liegt in der genauen
Identifikation spezifischer Zelloberflachenstrukturen und deren Funktion in den zugrundeliegenden zellu-
laren Prozessen. In diesem Zusammenhang stellen Modifikationen der Oberflachenproteinstrukturen bei Mu-
cinen, die auf einer verdnderten Expression und Aktivitat verschiedener Glycosyltransferasen in entarteten
Zellen beruhen, wichtige Erkennungsmerkmale und somit Zielstrukturen fur die Entwicklung von selektiven
kohlenhydratbasierten Vakzinen dar.

Die unzureichende Immunogenitit der Glycopeptidkonjugate erfordert jedoch die Konjugation an hoch
immunogene Carrier-Proteine zur Sicherstellung einer aureichenden Immunantwort. Dabei unterliegen
solche Konjugate aufgrund ihrer eingeschrankten metabolischen Stabilitat einer enzymatischen Degradation
im Organismus, was zum vorzeitigen Verlust von wichtigen antigenen Erkennungsstrukturen im Vakzin
fuhren kann. Um dies zu verhindern, werden zunehmend entsprechende Kohlenhydratmimetika, die die
Bioverfligbarkeit der Konjugate erhdhen, eingesetzt. Wie von Hoffmann-Rdder et al. kirzlich gezeigt wurde,
eignen sich hierfir insbesondere fluorierte Kohlenhydratanaloga beziehungsweise daraus aufgebaute Glyco-
peptidanaloga.

Ziel dieser Arbeit war daher, einen synthetischen Zugang zu neuen mucinartigen Glycopeptiden zu schaffen,
die sich durch eine gezielte Substitution von Hydroxylgruppen durch Fluoratome auszeichnen. Von beson-
derem Interesse sind dabei Analoga der sialylierten Kohlenhydratantigene des (2,6)-ST-Antigens und des
Sialophorins, da diese an der Ausbildung einer Vielzahl von Krankheitsgeschehen mafigeblich beteiligt sind.
Der Aufbau der entsprechenden Glycopeptide sollte hierbei an der festen Phase erfolgen und die resultieren-
den Glycopeptide nachfolgend zur Untersuchung ihrer immunologischen Eigenschaften an geeignete Carrier-
Proteine konjugiert werden.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Konzept sah den Aufbau uber eine konvergente Strategie eines
zentralen Galactosamin-Threonin-Konjugats (Ty-Antigen) vor, welches einer biomimetischen Synthese fol-
gend in linearen Routen zu héheren Oligosaccharid-Threonin-Bausteinen umgesetzt werden sollte. Dieses
setzte die Darstellung der funktionalisierten Monosaccharid-Bausteine voraus, welche in entsprechenden
Glycosylierungsreaktionen die Di- und Trisaccharid-Derivate lieferte. Diesem Konzept folgend sollte eine
finale B-1,6-Verknipfung aufgebaut werden, da diese bedingt durch eine im Allgemeinen hohere Reaktivitat
am leichtesten zu bewerkstelligen ist (vgl. Kapitel 3.1).

Fur die Darstellung der komplexen Oligosaccharid-Threonin-Konjugate 130, 132, 134, und 148 musste zu-
néchst ein synthetischer Zugang zu den unterschiedlich fluorierten Kohlenhydrat-Bausteinen geschaffen
werden (Abb. 4.1). Besondere Bedeutung bei der Planung der einzelnen Synthesen kam der Wahl eines
orthogonalen Schutzgruppenmusters sowie die Verwendung gemeinsamer Vorldufermolekiile fir den modu-

laren Aufbau der Verbindungen zu.
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R
148 R = 6F o 128 R = 2F ©
130 R = 2,6F,
132R = 6.6F,

Abb. 4. 1: Die synthetisierten fluorierten Oligosaccharidbausteine 130, 132, 134 und 148.

Einer konvergenten Strategie folgend wurden die Disaccharid-Threonin-Konjugate durch Glycosylierungs-
reaktionen unter Einsatz der fluorierten Galactosyldonoren 21, 37 und 41 sowie des Ty-Antigen-Akzeptors
115 nach literaturbekannten Syntheserouten aufgebaut. Die Synthese des einfach-fluorierten Galactosyltri-
chloracetimidats 21 erfolgte ausgehend von D-Galactose (12) in sechs Stufen und unter Verwendung einer

elektrophilen Fluorierung mit Selectfluor® (Schema 4.1).

Ho O AcO OAc BnO ©OBn
o 3 Stufen 3 Stufen
I — Q @ ——>, Q
HO OH — ™ L0 \ T Bno
HO F

12 18 21
CCly

Schema 4. 1: Die Synthese des einfach-fluorierten Galactosyldonors 21.

Demgegenuber wurden die beiden zweifach-fluorierten Bausteine 37 und 41 ausgehend von D-Galactose (12)
mithilfe nucleophiler Fluorierungsreaktionen unter Verwendung von DAST® aufgebaut, wobei 41 nach ins-

gesamt flnf Stufen und Trichloracetimidat 37 nach insgesamt acht Stufen erhalten wurde (Schema 4.2).
Ho OH o OH o 0 AcO T F
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&W A< § o A< § o 3 Stufen g o
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Schema 4. 2: Die Synthesen der zweifach-fluorierten Galactosyldonoren 37 und 41.

Die nachfolgenden Glycosylierungsreaktionen der Galactosyldonoren 21, 37 und 41 mit dem Ty-Antigen-

Akzeptor 115 konnten in Ausbeuten von 59% - 85% bewerkstelligt werden, so dass nach Deblockierung der
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Benzylidenacetale die entsprechenden Disaccharid-Konjugate 120, 124 und 127 fiir den spéteren Aufbau der

sialylierten (2,6)-ST-Antigen-Bausteine in Gesamtausbeuten von 49% - 59% erhalten wurden (Schema 4.3).

Ph

-

o
Q
HO
AcHN

O

OtBu
FmocHN

(0]
115

2 Stufen

R e
R AcHN |

HO OH

Y

OtBu
FmocHN

120R=2F  45% o

2 Stufen

AcQ OAC

124 R =2,6F, 49%
127 R=6,6F, 59% CO,Bn
ACOmn,\
0
AcHN: O

o2
R AcHN

O

OH
FmocHN
(6]

130R=2F 71%
132R = 2,6F, 43%
134R =6,6F, 72%

Schema 4. 3: Die Synthesen der sialylierten Festphasenbausteine 130, 132 und 134.

Aus den fluorierten Disaccharid-Threonin-Konjugaten lieRen sich im Anschluss die regioisomeren (2,6)-sia-
lylierten ST-Antigenbausteine 129, 131 und 133 unter Einsatz des Xanthogenats 48 der Neuraminsaure her-
stellen. Die nachfolgende Spaltung der tert-Butylester der Glycosylaminosaure lieferte schlieflich die Bau-
steine 130, 132 und 134 in Ausbeuten von 43% - 72% Uber zwei Stufen, die direkt in der Glycopeptidfest-
phasensynthese eingesetzt werden konnten. Die signifikant geringere Ausbeute bei der Herstellung des zwei-
fach-fluorierten (2,6)-ST-Bausteins 132 resultierte aus erheblichen Substanzverlusten im Zuge der flash-
chromatographischen Reinigung. Aus Zeitgriinden wurde im Rahmen dieser Arbeit auf eine Wiederholung
dieser Synthese aber verzichtet.

Bei der Darstellung der angestrebten komplexen Hexasaccharid-Threonin-Konjugate des Sialophorins kam
dem Schutzgruppenmuster des zentralen Glucosamin-Bausteins 9 besondere Bedeutung in der Synthese zu.
So wurde ein tert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-Glycosid als anomere Schutzgruppe gewéhlt, wéahrend die
Aminofunktion durch die Troc-Schutzgruppe in Form eines Carbamats blockiert wurde (Schema 4.4).
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Schema 4. 4: Die Synthese des zentralen Glucosamin-Bausteins 9.
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Ausgehend von D-Glucosamin-Hydrochlorid (1) konnte nach Einfliihrung der TBDPS-Schutzgruppe Baustein
5 erhalten werden, welcher nach vier weiteren Stufen in das vollstdndig blockierte Derivat 8 tberfthrt wurde.
AbschlieBende selektive Offnung des Benzylidenacetals stellte den Glucosamin-Akzeptor 9 zum Aufbau der
modifizierten Lactosamin-Bausteine zur Verfligung.

Zur Synthese von fluorierten Mimetika des Hexasaccharids Sialophorin war neben dem Aufbau eines natir-
lichen Galactosyldonors 17 weiterhin der Aufbau entsprechender fluorierter Galactosyltrichloracetimidate in
Anlehnung an literaturbekannte Syntheserouten erforderlich. Der natirliche Trichloracetimidatdonor 17
konnte nach einer Syntheseroute ausgehend von D-Galactose (12) in fiinf linearen Stufen aufgebaut werden
(Schema 4.5).

HO J©OH o 0OBn AcO ©OBn
Q 2 Stufen : Q 3 Stufen 19}
HO. OH ——> 0] ———— > AcO
HO OO ACOO NH
12 14 /ﬁ 17
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Schema 4. 5: Die Synthese des nattirlichen Galactosyldonors 17.

Da jedoch die zuvor hergestellten Galactosyldonoren aufgrund fehlender Kompatibilitdt zum Schutzgruppen-
muster der Lactosamin-Disaccharide nicht eingesetzt werden konnten, mussten hierfiir neue fluoriete
Galactosylbausteine synthetisiert werden.

Wie bereits bei der Darstellung der Disaccharid-Threonin-Konjugate vorgestellt, gelang die Synthese der
Galactosyldonoren 25, 29, 34 und 43 mithilfe elektrophiler und nucleophiler Fluorierungsmethoden, so dass
die einfach-fluorierten Trichloracetimidate 25 und 29 ausgehend von D-Galactose (12) in fiunf bzw. sieben

linearen Stufen erhalten werden konnten (Schema 4.6).

Ho JOH AcO OBn AcO ©OBn AcO OBn
3 Stufen 2 Stufen 0] 2 Stufen Q
OH ———>= OAc ————>, AcO N ——=, AcO
F
O. NH
H 3 Stufen

23 25
CCly

AcO F AcO F
Q 2 Stufen Q
AcO OAc ——— > AcO
—_—
AcO
c AcO o NH
27 29
CCly

Schema 4. 6: Die Synthesen der einfach-fluorierten Trichloracetimidate 25 und 29.

Analog hierzu wurden die beiden zweifach-fluorierten Bausteine 34 und 43 ausgehend von Verbindung 12
Uber insgesamt funf Stufen hergestellt werden (Schema 4.7). Zum anderen konnte Uber finf Stufen der
fluorierte Baustein 32 erhalten werden, welcher Uber zwei weitere Stufen das Trichloracetimidat 34 fir die

Synthese der Lactosamin-Disaccharide lieferte.
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Ho OH o 9 A F
4 O Lk
O 2 Stufen o) 4 Stufen Q
HO OH ———> o ——>, AcO
HO o)
o)
38 /f

AcO
““o_ _NH
43 \]/

12

CCl3
3 Stufen
AcO F AcO F AcO F
Q 2 Stufen Q 2 Stufen Q
AcO OAc — AcO B — AcO.
—_— e —_—
AcO F
0. NH
27 32 34
CcCly

Schema 4. 7: Die Synthesen der zweifach-fluorierten Galactosyldonoren 34 und 43.

Bei dem entwickelten konvergenten Synthesekonzept sollte zunéchst das Glucosaminderivat 9 galactosyliert
werden (Schema 4.8). Wie aufgrund der geringeren Reaktivititen zu erwarten war, wurden dabei fir die
Lactosamin-Bausteine 69 und 71 deutlich niedrigere Ausbeuten als fir den entsprechenden natlrlichen Bau-
stein 67 und die beiden anderen fluorierten Bausteine 68 und 70 erzielt.

2 2

AcO R OBn TMSOTF, MS 4A, CH,Cl, Aco R OBn
(o) + o -78 °C—>Raumtemp. lo) o

ACO HOZ otBDPS —————————————> A OO o OTBDPS
R! O,

bzw. fir 25, 34 R!
O _NH TrocHN TMSOTF, MS 4A, TrocHN
° MeCN/CH,Cl,
cel -40 °C—>Raumtemp.
3
o)
17 R'=0OAc, R?=0Bn ©
25 R'=F, R?=0Bn 67 R'=0Ac,R2=0Bn 79%
29 R'=0Ac,R?=F 69 R'=F, R?=0Bn 51%
34 R'=F, R2=F 70 R'=O0Ac, R2=F 76%
43 R'=0Ac,R2=F, 71 R'=F, R2=F 51%
72 R'=0Ac,R?=F, 70%
Ho R? OBn
NaOMe, MeOH
Q o) pH=85
HO&/O&/OTBDPS
e
R TrocHN

(0]

68 R'=OAc,R?=0Bn 92%
73 R'=F, R?=0Bn 72%
74 R'=0OAc,R?=F 92%
75 R'=F, R2?=F 50%
76 R'=0OAc,R’=F, 81%

Schema 4. 8: Die Synthesen der Disaccharide 68, 73 — 76.

Nach selektiver Deblockierung mithilfe einer Zemplén-Umesterung lieRen sich die Disaccharide 68, 73 — 76
fir die nachfolgende Sialylierung unter Einsatz des Sialinsdurexanthogenats 48 stereoselektiv in die
regioisomeren (2,3)-verknlipften Trisaccharide tberfiihren (Schema 4.9). Wie zuvor schon beim Aufbau der
fluorierten Lactosamin-Analoga 69 und 71 zeigten die beiden Bausteine 73 und 75 eine signifikant schlech-
tere bzw. keinerlei Reaktivitat in den Sialylierungen gegeniliber dem Xanthogenat 48, sodass die entsprechen-
den Trisaccharid-Bausteine 98 und 100 lediglich massenspektroskopisch nachgewiesen werden konnten.

Erstaunlicherweise konnte zudem fur die in der 6-Position einfach-fluorierte VVerbindung 99 kein reines Pro-
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dukt isoliert werden, da sich das in der Reaktion gebildete Eliminierungsprodukt 49, aufgrund vergleich-
barer polarer Eigenschaften nicht tiber sdulenchromatographische bzw. semipréparative RP-HPLC abtrennen
lieR. Aus diesem Grund musste auf eine weitere Umsetzung dieses Bausteins verzichtet werden. Es wurden
daher im Rahmen dieser Arbeit nur noch die in ausreichenden Ausbeuten erhaltenen Trisaccharide 91 und
101 zu den entsprechenden Trichloracetimidatdonoren umgesetzt, wéahrend auf die weitere Umsetzung der
anderen Bausteine verzichtet wurde.

Ho R 0OBn AgOTF, MeSBr in CI(CH,),Cl
MS 4A, CH3CN/CH,Cl, (2:1)
+ o) o -65 °C —>-25°C
HO. o7 OTBDPS
R? o TrocHN

48

68 R' = OAc, R? = OBn
O 73R'=F, R?=0Bn
74 R'= OAc R2=F
75 R'=F, R2=F
76 R'=0Ac,R2=F,

AcO OAc
CO,Bn ) CO,Bn
2AcO R2 OBn 1) Hydrazinacetat 2 HO R? OBn
AcOm) 2) Pyridin, Ac,0O
o Q Q - o Q o)
AcHN Orco OTBDPS OO o OTBDPS
AcO R! TrocHN R TrocHN
91 R'=0Ac,R2=0Bn 55% (3 Stufen) 90 R'=0OAc, R? = OBn
98 R'=F, R2=0Bn Spuren 94 R'=F, R2=0Bn O
99 R'=OAc,R?=F Spuren 95 R'=0Ac, R2=F
100 R'=F, R2=F Spuren 96 R'=F, R2=F
101 R'=0Ac,R?=F,  18% (3 Stufen) 97 R'=OAc, R2=F,

Schema 4. 9: Die Synthesen der sialylierten Trisaccharide 91, 98 — 101.

Zunéchst wurden die Trisaccharide-Bausteine 91 und 101 zu den als Donoren fungierenden reaktiven Tri-
chloracetimidaten 93 und 103 umgesetzt (Schema 4.10), welche spater mit den Trisaccharid-Threonin-Kon-

jugaten zur Reaktion gebracht werden sollten.

CO,Bn AcQ  OAc o
AcO R TBAF, ACOH, THF Aco R OBn
AcOrmim 0 °C — Raumtemp. AcOtmn\
il o o Q Q
AcHN OTBDPS AcHN S0 OH

TrocHN AcO AcO TrocHN

91 R=0Bn 92 R=O0Bn 87%

101R=F, 102R=F, 69%

COZ?&ZO R OBn CCI;CN, DBU, MS 4 A, CH,Cl,
AcOmm) o o 0 °C — Raumtemp.
O
AcHN o 00 O __NH
AcO AcO TrocHN \]/

CCly

93 R=0Bn 59%
103R=F, 46%

Schema 4. 10: Die Darstellung der Trichloracetimidate 93 und 103.

Nach anomerer Entschiitzung der Silylglucoside in Gegenwart von TBAF und Essigsaure konnten die redu-
zierenden Trisaccharide 92 und 102 in Ausbeuten von 87% bzw. 69% erhalten werden und der nachfolgen-
den basenkatalysierten Umsetzung mit Trichloracetonitril in Gegenwart von DBU zu den Donorbausteinen
93 und 103 unterworfen werden. Die fur den Aufbau der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate notwendigen

trisaccharidischen Threoninakzeptoren konnten zum einen durch eine Galactosylierung des Ty-Antigens 115
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mit dem Trichloracetimidat 17 erhalten werden, wobei nach Schutzgruppenmanipulation und regioselektiver
(2,3)-Sialylierung mit dem Xanthogenat 48 der gewinschte Akzeptorbaustein 138 in einer Gesamtausbeute
von 37% Uber drei Stufen resultierte (Schema 4.11).

Ph

AcO OAc AgOTf, MeSBr in CI(CH,),Cl

COQBn Ho R o MS 4A, CH3CN/CH,Cl, (2:1)
o 40 °C —=-25°C
AcOitn) )k + o) o
HO. O
AcHN
AcO HO AcHN 0. W\
48 117 R = 0Bn OtBu
128R=F, FmocHN
o
Ph
co2 COz
AcOn: 2 Stufen AcOrm.
AcHN ACHN
ACHN AcHN
OtBu OtBu
138 R = 0Bn 37% (3 Stufen) FmocHN 135R = OBn FmocHN
143R=F, kein Umsatz & 141R=F, i

Schema 4. 11: Die Synthesen der Trisaccharid-Threonin-Akzeptoren 138 und 143.

Daneben wurde auch eine Helferich-Glycosylierung des Bromids 41 mit dem Ty-Antigen-Baustein 115 und
nachfolgender Zemplén-Umesterung durchgefiihrt. Das dabei resultierende Disaccharid-Threonin-Konjugat
128 sollte nach regioselektiver (2,3)-Sialylierung und anschliefender Schutzgruppenmanipulation in den
Baustein 143 uberfuhrt werden, was jedoch aufgrund des fehlenden Reaktionsumsatzes bei der Sialylierung
nicht gelang. Dieses Problem der eingeschrénkten/fehlenden Reaktivitdt konnte bereits bei der Darstellung
von Baustein 97 beobachtet werden, allerdings konnten weiterfilhrende Arbeiten aus Zeitgrinden hierzu
nicht mehr durchgefiihrt werden. Die sialylierten Trisaccharid-Akzeptorbausteine 138 und 144 wurden im
Anschluss mit den Trichloracetimidaten 93 und 103 zur Reaktion gebracht (Schema 4.12), wobei hierbei
neben dem gewinschten Hexasaccharid-Baustein 145 auch die Bildung eines entsprechenden Regioisomers
146 beobachtet werden konnte.

CO,Bn CO,Bn
Aco R cO R? Ho OH
AcOtinm. AcOmimn.)
AcHN NH AcHN
AcHN

TrocHN

cm3
2 —
93 R' = OBn 138 R2 0Bn oty
103 R'=F, 144 R?=F FmocHN

o

COBn cogn
R! OBn R OBn
ACOm AcO ACOm AcO
O O o o
ACHNAco o AcHN Al ° Opco O TMSOTY, MS 4A, CH,Cl,
TrocHN AcO TrocHN -40°C —>-30°C
AcO, OAc
CO,Bn cogn
R? R
O, AcO ACOmm AcO
o o]
AcHN AcHN o o
AcHN |

AcO
c AcHN |
F HN OtBu OtBu
moci
146 R'=0Bn, R?=F, 55% 145 R'=0Bn,R?=F, 45% FmocHN
o 149 R'=F, R2=0Bn, kein Umsatz o

150 R'=F, R2?=F, kein Umsatz
152 R' = OBn, R? = OBn, kein Umsatz

Schema 4. 12: Die Synthesen der Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 145, 149, 150 und 152.
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Bemerkenswerterweise wurde letzteres, bei dem die Verknupfung tber die allgemein als unreaktiver ange-
sehene 4-Position der Galactosamin-Einheit erfolgt, in groBem Male erhalten. Die Darstellung der korres-
pondierenden Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 149, 150 und 152 konnte infolge fehlender Reaktivitét des
eingesetzten difluorierten Glycosyldonors 103 und trotz hoher Reagenziiberschiisse von bis zu 2.0 Aquiva-
lenten des Promotors nicht bewerkstelligt werden. So filhrten die hier gewahlten Glycosylierungsbedin-
gungen ausschlieBlich zur Bildung des saure-katalysierten Acetamid-Umlagerungsprodukts 151. Zudem
konnten die beiden Trisaccharid-Threonin-Konjugate 138 und 144 nach der Hydrolyse zuriickgewonnen
werden. Vollig unerwartet fiihrte das nattirliche Trichloracetimidat 93 in der Reaktion mit dem Akzeptor-
baustein 138 ebenfalls zu keiner Umsetzung.

Die nachfolgende Schutzgruppenmanipulation des erhaltenen Hexasaccharid-Threonin-Konjugats 145 unter
Spaltung des Carbamats 145 und die anschlieBende Uberfiihrung in das entsprechende Acetamid lieferte den
vollstandig blockierten Glycosylaminoséure-Baustein 148, welcher nach Deblockierung des tert-Butylesters

in der Festphasensynthese eingesetzt werden kann (Schema 4.13).

AcQ, OAc
CO,Bn
OBn B
ACOmm AcO OBn
Q Q
AcHN 0. o o} o
AcO AcO
AcO AcHN
2 Stufen ACO OAc
I — CO,Bn
—_—
F
ACOHm AcO AcO
% Q
AcHN o} o o}
AcO
AcO
o C AcHNO B
145 OtBu 148 OfBu
FmocHN I
° o

Schema 4. 13: Die Synthese des Glycosylaminosaure-Bausteins 148.

Der Aufbau von fluorierten MUC1-Glycopeptiden konnte unter Verwendung der sialylierten Glycosylamino-
séure-Bausteine 130, 132 und 134 an der festen Phase erfolgen, wobei die hier hergestellten Bausteine
zusammen mit einem N-terminalen Triethylenglycolspacer 159 in die 20 Aminosduren umfassende tandem

repeat-Sequenz des Mucins MUC1 eingebaut wurden (Schema 4.14).
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Schema 4. 14: Die Synthesen der Glycopeptide 161, 162 und 163.

Exemplarisch konnte zudem das fluorierte Glycopeptid 163 mit einer Quadratsaure funktionalisiert werden,
um fir eine spétere Konjugation an die Tréagerproteine BSA bzw. TTox zur Entwicklung potentieller Vakzin-

kandidaten fur Immunisierungsstudien bereit zu stehen (Schema 4.15).
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Schema 4. 15: Sialyliertes 6,6-F,-MUC1-Glycokonjugat 166 fiir den Aufbau von Vakzinen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich vorwiegend mit der Entwicklung biomimetischer Synthesen fur die
Darstellung fluorierter Sialyl-Trisaccharidepitope vom Typ der (2,6)-ST-Antigenbausteine des epithelialen
Mucins MUC1 und deren Einbau in die zugehdrige tandem repeat-Sequenz. Aufbauend auf diesen Ergeb-
nissen konnte zudem in einem weiteren Projekt ein Synthesekonzept zum Aufbau fluorierter Sialophorin-
Derivate mit unterschiedlich fluorierten D-Galactose-Bausteinen fiir den Einbau in die N-terminale Partial-
sequenz des Glycoproteins Sialophorin (CD 43) erarbeitet werden.

Dabei gelangen erstmals der Aufbau von fluorierten sialinsaurehaltigen MUC1-Glycokonjugaten und die
Synthese komplexer Sialophorin-Bausteine fir die Entwicklung von kohlenhydrat-basierten potentiellen
Vakzinen fir Immunisierungsstudien. Im Fall des Sialophorins wurde ein neuer synthetischer Zugang zu
diesem komplexen Hexasaccharid-Epitop erarbeitet, wobei dieser im Vergleich zur Synthese nach Singh et
al. (vgl. Kapitel 1.6) nach einem biomimetischen Konzept erfolgte. Den Defiziten in der bisher bekannten
Synthese sollte dabei durch eine konvergente Strategie begegnet werden, bei der die Neuraminsdure erst zu
einem relativ spéaten Zeitpunkt eingefihrt wird. Interessanterweise wurde bei der Glycosylierung der beiden
Trisaccharid-Bausteine die Bildung eines regioisomeren Derivats, bei dem die Anbindung tber die 4-Position
des zentralen Galactosamins erfolgte beobachtet, weshalb zur Optimierung dieser Synthese ein etwas anderer

Weg eingeschlagen werden muss (siehe Anhang).
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5.1 Messgerate und allgemeine Arbeitsweisen

5.1.1 Allgemeines

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionen unter Standardbedingungen bei Raumtemperatur und
unter Ruhren durchgefiihrt. Luft- und feuchtigkeitsempfindliche Versuche wurden unter Argonatmosphére
und der Verwendung der Septentechnik durchgefiihrt. Im Anschluss an flashchromatographische Reini-
gungen wurden die erhaltenen Reinsubstanzen stets einmal mit Dichlormethan kodestilliert und im Hoch-
vakuum getrocknet.

Die Durchfiihrung von Versuchen unter Mikrowelleneinstrahlung erfolgten mithilfe eines Discover-Gerates
der Firma CEM, Matthews, NC (USA). Die spezifischen Bedingungen der Reaktionsfiihrung sind den jewei-
ligen Versuchsbeschreibungen zu entnehmen. Der angegebene Leistungswert bezieht sich hierbei auf die

maximale Leistung mit welcher die Reaktion auf die gewiinschte Temperatur aufgeheizt wurde.

5.1.2 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden fir jede Reaktion Losungsmittel des Reinheitsgrads pro analysi (p.a.)
eingesetzt.

Absolutes N,N-Dimethylformamid wurde in durch Septen verschlossenen Flaschen tiber Molekularsieb MS
4 A aufbewahrt.

Absolute Losungsmittel wie Acetonitril, Dichlormethan, 1,2-Dichlorethan, Nitromethan und Triethylamin
wurden — soweit erforderlich — tiber Calciumhydrid getrocknet und direkt vor dem Gebrauch frisch destilliert.
Absolutes Ethanol wurde durch Destillation Uber Natrium/Phthalsdurediethylester gewonnen, absoluter
Diethylether, absolutes 1,4-Dioxan, absolutes Toluol und absolutes Tetrahydrofuran wurden durch Trock-

nung Uber Natrium/Benzophenon erhalten und ebenfalls vor Verwendung frisch destilliert.**!
5.1.3 Molekularsieb

Bei allen Reaktionen, welche in Gegenwart von Molekularsieb durchgefihrt wurden, wurde — soweit nicht
anders angegeben — pulverférmiges Molekularsieb mit einer KorngréRe von 1-2 mm und einer Porengréfie
von 4 A der Firma VWR, Darmstadt (Deutschland) verwendet. Dieses wurde direkt vor dem Einsatz im Reak-

tionskolben einige Stunden im Hochvakuum mit Hilfe eines Quarzstrahlers ausgeheizt.

5.14 Chromatographische Methoden

Dunnschichtchromatographie: Fir die Reaktionskontrolle {iber Dlnnschichtchromatographie wurden Alu-

miniumfertigplatten der Firma Merck KG, Darmstadt (Deutschland), beschichtet mit Kieselgel 60g,s4, Ver-
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wendet. Die Visualisierung erfolgte durch Detektion mit UV-Licht der Wellenlange A = 254 nm und mittels

folgender Férbereagenzien:

e ,Seebach-Reagenz®“ (2.5 g Molybdatophosphorsdure, 1.0 g Cer(IV)-sulfat-Tetrahydrat in einer
Mischung aus 6 mL konzentrierter Schwefelsaure und 94 mL entionisiertem Wasser).

e ,Zucker-Reagenz“ (1:1-Mischung 0.2%-iger ethanolischer 4-Methoxyphenol-Lésung und 1M
ethanolischer Schwefelséure).

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

Die Dunnschichtchromatogramme wurden in die jeweiligen Losungen getaucht und unter Warmeeinwirkung

mittels eines Heil3luftfons entwickelt.

Saulenchromatographie: Zur Flashchromatographie wurde Kieselgel der Firma Acros Organics, Nidderau
(Deutschland), mit der KorngréRe 35-70 um und einer PorengréRe von 60 A eingesetzt. Die Durchfiihrung

der Flashchromatographie erfolgte in der Regel bei leicht erhéhtem Druck (0.2 — 0.3 bar).

5.15 Spezifische Drehwerte

Die spezifischen Drehwerte der einzelnen Verbindungen wurden mit einem Polarimeter Kriiss P800-P8100-T
der Firma Kriss, Hamburg (Deutschland) aufgenommen und auf die Natrium-D-Linie bei 589 nm extrapo-
liert. Hierzu wurde eine Extrapolation nach Lippke und Thaler herangezogen.®*! Die Konzentration der ver-
messenen Losung in mg/1l mL sowie die Messtemperatur sind den einzelnen Versuchsvorschriften zu ent-

nehmen.

5.1.6 Massenspektrometrie (MS)

Fur die Messung von Elektronenspray-Massenspektren (ESI) wurde ein Thermo Finnigan LTQ FT Gerat der
Firma Conquer Scientific, San Diego, CA (USA) verwendet. Die in den Summenformeln in runden Klam-
mern angegebenen Molmassen berticksichtigen die natlrliche Isotopenverteilung, die bei den Massenspek-
tren angegebenen Molekiilmassen beziehen sich hingegen auf die reinen Isotope 'H, **C, N, *°0, *F, %Na,
%gj, 31p, 325, %5Cl, *K und “Br. Zur Vereinfachung wird bei samtlichen aufgefiihrten Verbindungen lediglich
ein — in der Regel jeweils der erste — Isotopenpeak bei der Interpretation der Massenspektren aufgefiihrt. Es

ist jedoch anzumerken, dass das zu erwartende Isotopenmuster zu beobachten ist.
5.1.7 Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte an einer Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli der Firma

Bichi, Flawil (Schweiz) und sind unkorrigiert aufgenommen.
5.1.8 Analytische RP-HPLC

Die analytische RP-HPLC wurde mit einer Jasco-HPLC-Pumpe (PU-2080 Plus), einem Jasco-3-Wege-Ent-
gaser (DG-2080-53), einer terndren Jasco-Gradienteneinheit (LG-2080-02) sowie einem Jasco-Diodenarray-
detektor (MD-2010 Plus) durchgefuhrt. Als S&ulen wurden eine Jupiter-Saule (C18, 5 pum, 300A, 250 x
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4.6 mm) und eine Luna-Sdule (C18, 5 um, 300A, 250 x 4.6 mm) der Firma Phenomenex, Torrance, CA
(USA) verwendet. Hierbei wurde mit Flussraten von 1 mL/min gearbeitet. Die verwendeten Gradienten sind

bei den jeweiligen Versuchsvorschriften vermerkt.
5.1.9 Semipréaparative RP-HPLC

Fur die semipraparative RP-HPLC wurden zwei Jasco-Gradientenpumpen (PU-2087 Plus) sowie ein Jasco-
UV-Detektor mit variabler Wellenldngenauswahl genutzt. Als Sdulen wurde eine Jupiter-Séule (C18, 10 um,
300A, 250 x 30.0 mm) beziehungsweise eine Luna-Séule (C18, 5 um, 300A, 250 x 20.0 mm) bei einer Fluss-
rate von 20.0 mL/min verwendet. Als Eluenten fur die analytische und die semipraparative RP-HPLC dienten
Gemische aus Acetonitril und Wasser bzw. Methanol und Wasser (ggf. unter dem Zusatz von Trifluoressig-
séure). Die entsprechenden Gradienten sowie die Detektion bei jeweiliger Wellenlange sind den Angaben der
Verbindungen zu entnehmen. Acetonitril und Methanol wurden in der Qualitdt HPLC-grade erworben, das
HPLC-Wasser wurde mit Hilfe einer Arium® ProUV Reinstwasser-Anlage der Firma Sartorius Stedim Bio-

tech S.A., Géttingen (Deutschland) entnommen.
5.1.10 (Glyco-)Peptidfestphasensynthese

Die Synthesen der (Glyco-)Peptide an der festen Phase wurden mit einem Liberty 1 Mikrowellen-Peptidsyn-
thesizer der Firma CEM, Matthews, NC (USA) durchgefiihrt. Zur Verfolgung der Fmoc-Abspaltung kam ein
UV/VIS-Detektor der Firma CEM, Matthews, NC (USA) zum Einsatz. Es wurden polymere Wang-Trager-
harze fir die Peptidsynthesen von der Firma Merck Novabiochem KGaA, Darmstadt (Deutschland) einge-
setzt. Samtliche verwendeten Fmoc-geschiitzten Aminosauren wurden von der Firma Orpegen Pharma,

Heidelberg (Deutschland), bezogen.
5.1.11 Kernresonanzspektroskopie (*H-, °C- und *F-NMR)

Die Kernresonanzspektren wurden an den Spektrometern ARX 200, AC 300, WH 400 und AMX 600 mit
Cryo-Kopf der Firma Varian, Darmstadt (Deutschland) bzw. an den Spektrometern Avance Il HD 400 und
Avance Il HD mit Cryo-Kopf 800 der Firma Bruker, Billerica, MA (USA) bei Raumtemperatur gemessen.
Die angegebenen Werte fiir die chemischen Verschiebungen & (in ppm) beziehen sich bei den *H- und **C-
Spektren auf das Signal des deuterierten Ldsungsmittels in Bezug auf Tetramethylsilan (TMS) =0 als in-
ternen Standard. Die Kopplungskonstanten J der entsprechenden Signale werden in Hertz (Hz) angegeben.
Einzelne Kopplungspartner werden durch die Schreibweise J,, gekennzeichnet.

Die jeweils durchgefihrten NMR-Experimente sowie die verwendeten Losungsmittel sind bei den ent-
sprechenden Verbindungen genannt.

Die Multiplizitaten der Signale wurden mit folgenden Abkiirzungen angegeben:

s — Singulett; bs — breites Singulett; ps — Pseudosingulett; d — Dublett; dd — Dublett vom Dublett; ddd —
Dublett vom Dublett vom Dublett; dg — Dublett vom Quartett; dt — Dublett vom Triplett; t — Triplett; td —
Triplett vom Dublett; pt — Pseudotriplett; q — Quartett; m — Multiplett; m, — zentriertes Multiplett.

Bei ,,Pseudotripletts sowie ,,Pseudoquartetts”, welche durch Kopplungen vergleichbarer Grél3e eines Pro-
tons zu zwei bzw. drei magnetisch sowie chemisch nicht dquivalenten Kernen zustande kommen, kann die

Kopplungskonstante nur als ungefdhrer Wert angesehen werden und wird durch das Symbol (=) angegeben.
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Der Vergleich der Kopplungskonstante mit der des zugehorigen Kerns kann hierbei zu Abweichungen
fuhren. Diese Differenzen lassen sich auf die nicht immer symmetrische Form eines Peaks zurtickfuhren. Ins-
besondere bei (berlagerten oder zusammenfallenden Signalen kénnen solche Abweichungen der Kopplungs-
konstanten in Erscheinung treten. Lasst sich die Lage eines Signals fir ein bestimmtes Proton innerhalb eines
Multipletts anhand der vorliegenden 2D-NMR-Spektren oder bereits aufgrund des Aufspaltungsmusters
genauer ermitteln, so ist die jeweilige chemische Verschiebung fiir den zugehérigen Kern in geschweiften
Klammern { } hinter der Zuordnung angegeben. Dort werden weiterhin — sofern méglich — die Multiplizitét
des Signals sowie die Kopplungskonstante(n) aufgefthrt.

Bei der Zuordnung der *H- und **C-Signale in den NMR-Spektren werden folgende Abkiirzungen zur Kenn-

zeichnung der verschiedenen Bausteine genutzt:

e GlcN p-Glucosamin

o Gal p-Galactose (an p-Glucosamin geknuipft)

e Sia Sialinsdure; N-Acetyl-p-neuraminsaure

e GalN p-Galactosamin

e Gal p-Galactose (an p-Galactosamin gekniipft)
e Sia Sialinsdure (an p-Galactose Gal’ gekniipft)
e Thr L-Threonin

Die Benennung der Gbrigen Aminosaure-Bausteine erfolgt nach der IUPAC-Empfehlung von 1983.5! Tritt
die gleiche Aminosdure innerhalb der Peptidsequenz mehrfach auf, so erfolgt eine willkirliche Nummerie-
rung. Diese dient nur der Kennzeichnung der Zugehérigkeit der einzelnen Signale zu einem Aminosaurerest,
hieraus kann aber kein Riickschluss auf dessen genaue Position im Glycopeptid gezogen werden. Diese l&sst

sich anhand der aufgenommenen Spektren nur bedingt ermitteln.
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5.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine

5.2.1 Synthese der Glucosamin-Bausteine

2-Desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a/g-b-glucopyranose (2)?*"
OH

(a/B-GIcNTroc-OH) o
HOMo OH

TrocHN

Unter kraftigem Rihren wurden 30.0 g (139 mmol) a-D-Glucosamin-Hydrochlorid (1) in 400 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung geltst und innerhalb von 30 Minuten tropfenweise mit 35.4 g (23.0 mL,
167 mmol, 1.2 Aquiv.) Chlorameisensdure-2,2,2-trichlorethylester (TrocCl) versetzt. Es wurden weitere
100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde an-
schlieBend 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene farblose Feststoff wurde abfiltriert und mit
100 mL Wasser gewaschen. Das Filtrat wurde mit verdinnter Salzsaure (1 M) neutralisiert und i. Vak einge-
engt, der ausgefallene Feststoff wurde erneut abfiltriert. Das Produkt wurde anschlieBend lyophilisiert und

ohne weitere Reinigung der nachfolgenden Reaktion unterworfen.
Ausbeute: 39.4 g (0.11 mol, 80%); farbloser Feststoff.

R¢ =0.37/0.49 (EtOAC/EtOH, 10:1).

CoH14CIsNO; (M = 354.57 g/mol) [352.98].

ESI-MS (positiv) m/z: 375.97 ([M+Na]*, ber.: 375.97).

ESI-MS (negativ) m/z: 351.97 ([M-H], ber.: 351.97).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 375.9734 ([M+Na]", ber.: 375.9734).
HR-ESI-MS (negativ) m/z: 351.9757 ([M-H], ber.: 351.9763).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%
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1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a/p-D-glucopyranose (3)%

(a/B-Ac3GIcNTroc-OAC) OAc
o)

AC%CO OAc
Es wurden 30.0 g (84.6 mmol) a/B-GIcNTroc-OH 2 in 150 mL Pyridin geldst und TrocHN

unter Eiskiihlung langsam mit 75 mL Essigsaureanhydrid bei 0 °C versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
unter Erwarmen auf Raumtemperatur 20 h geriihrt, bevor Pyridin und tberschissiges Essigsaureanhydrid im
Hochvakuum entfernt wurden. Der erhaltene Riickstand wurde dreimal mit je 80 mL Toluol und zweimal mit

je 60 mL Dichlormethan kodestilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 40.2 g (76.8 mmol, 91%); farbloser amorpher Feststoff.

R = 0.62 ("Hex/EtOAC, 1:1).

C17H2,CI3NOy; (M = 522.72 g/mol) [521.03].

ESI-MS (positiv) m/z: 544.01 ([M+Na]", ber.: 544.02).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 539.0599 ([M+NH,]", ber.: 539.0597).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a/g-D-glucopyranose (4)

(a/B-Ac3GIcNTroc-OH) OAc
Q

AC(?ACO OH
Entsprechend Referenz?*! wurden 31.0 g (59.0 mmol) a/B-AcsGlcNTroc-OAc 3 in TrocHN

150 mL Tetrahydrofuran gel6st und unter Eiskiihlung mit 4.73 mL (70.8 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin
sowie 4.73 mL (82.6 mmol, 1.4 Aquiv.) Essigsdure versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor 150 mL Wasser zugegeben wurden. Es wurde dreimal mit je 100 mL Di-
chlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden mit verdiinnter Salzsgure (1 M), einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-L&sung und Wasser (2 x 80 mL) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde zweimal mit je 30 mL Toluol und Dichlor-
methan kodestilliert, flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt und das Produkt

wurde als Anomerengemisch erhalten.
Ausbeute: 25.8 g (53.7 mmol, 91%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.50/0.62 (“Hex/EtOAc, 1:1).

C15H20C|3N010 (M =480.67 g/mOI) [47901]
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ESI-MS (positiv) m/z: 497.05 ([M+NH,]", ber.: 497.04), 502.00 ([M+Na]", ber.: 502.00).
Charakteristische NMR-Signale:

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 5 (ppm): 6.22 (d, 1H, Jyy 12 = 3.7 Hz, H1-GIcN®), 5.71 (d, 1H, Ju1 112 = 8.8 Hz,
H1-GlcNP).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[?** 2

tert-Butyldiphenylsilyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-

glucopyranosid (5)36 2143161

OAc

(B-AcsGIcNTroc-OTBDPS) ACO 0
AcO OTBDPS

TrocHN

Eine Losung von 25.8 g (53.7 mmol) o/B-Ac3GIcNTroc-OH 4 in 200 mL N,N-Dimethylformamid wurde mit
5.48 g (80.6 mmol, 1.5 Aquiv.) Imidazol, 656 mg (5.37 mmol, 0.1 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP)
und 18.2 mL (19.2 g, 80.6 mmol, 1.3 Aquiv.) tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-Chlorid) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur zwei Tage geriihrt, erneut mit einer Spatelspitze 4-DMAP ver-
setzt und einen weiteren Tag gertihrt. Das Lésungsmittel wurde im Hochvakuum entfernt und der Riickstand
wurde zweimal mit je 50 mL Toluol und 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1). Im Anschluss wurde erneut zweimal
mit je 20 mL Toluol und 20 mL Dichlormethan kodestilliert und das Produkt wurde als amorpher Feststoff

erhalten.

Ausbeute: 29.7 g (41.3 mmol, 77%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.44 ("Hex/EtOAC, 2:1).

C31H3CI3NO3,Si (M = 719.08 g/mol) [717.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 740.12 ((M+Na]", ber.: 740.12).

ESI-MS (negativ) m/z: 716.12 ([M-H], ber.: 716.12).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 735.1673 ([M+NH,]", ber.: 735.1669).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7.74 - 7.60 (m, 4H, Ha-Ph), 7.48 - 7.33 (m, 6H, Ha-Ph), 5.08 - 4.94
(m, 2H, H4-GIcN {5.03, t, Jua s = Jra s = 9.1 Hz}, H3-GIcN {4.95, t, Jua o = Jug e = 9.1 Hz}), 4.90 (d, 1H,
Inmrz = 9.7 Hz, NH-GIcN), 4.74 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CHa,-Troc), 4.59 - 4.48 (m, 2H, CHy,-Troc, Hi-
GIcN {4.52, d, Jy1 1 = 8.2 Hz}), 4.08 (dd, 1H, Jugarisr = 12.0 HZ, Jugars = 5.5 Hz, H6a-GIcN), 3.95 (dd, 1H,
Juebea= 12.1 HZ, Jpep s = 2.4 Hz, HBb-GIcN), 3.92 - 3.87 (m, 1H, H2-GIcN), 3.40 - 3.34 (m, 1H, H5-GIcN),
1.99, 1.99, 1.96 (3 x s, 9H, CH3-OAC), 1.05 (s, 9H, CHy-tBu-Si).
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BC-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.9, 170.7, 169.6 (C=0-Ac), 154.2 (C=O-Troc), 136.1, 135.9,
135.3, 134.9 (Ca-Ph), 132.7, 132.6 (C4-Ph), 130.2, 130.1, 129.7, 128.0, 127.8, 127.6 (10 x Ca-Ph), 96.1
(C1-GlcN), 95.4 (CCly), 74.7 (CH,-Troc), 72.5 (C3-GlcN), 71.7 (C5-GlcN), 68.9 (C4-GIcN), 62.3 (C6-
GlcN), 58.0 (C2-GlcN), 26.8 (CHa-tBu-Si), 20.8, 20.7, 20.7 (CH5-OAc), 19.3 (C,-tBu-Si).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[*3¢ 243161

tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (6)1**%
214, 316]
OH
Q
(B-GIcNTroc-OTBDPS) HoHO OTBDPS
TrocHN

Zu einer Lésung von 29.7 g (41.3 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-tri-
chlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (5) in 90 mL Methanol (HPLC-grade) wurde tropfenweise
eine frisch hergestellte Natriummethanolat-Lésung (0.5 M) in Methanol gegeben bis ein pH-Wert von 8.5
erreicht wurde. Unter standiger pH-Kontrolle wurde die Reaktionslésung bei Raumtemperatur 6 h geriihrt
und anschlieRend durch Zugabe von Amberlyst® 15 neutralisiert. Der lonentauscher wurde abfiltriert, mit
100 mL Methanol gewaschen und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde zweimal
mit je 40 mL Dichlormethan kodestilliert und das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der néchsten

Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 24.3 g (41.0 mmol, quant.); farbloser amorpher Feststoff.
CsH3,CIsNOSi (M = 592.97 g/mol) [591.10].

ESI-MS (positiv) m/z: 614.09 ([M+Na]", ber.: 614.09).

ESI-MS (negativ) m/z: 590.09 ([M-HT, ber.: 590.09).

'H-NMR (400 MHz, CDCl5), & (ppm): 7.75 - 7.61 (m, 4H, Ha--Ph), 7.47 - 7.30 (m, 6H, Ha-Ph), 5.76 (d, 1H,
Inmnz = 9.1 Hz, NH-GIcN), 4.77 (d, 1H, Jcp.cn = 12.0 Hz, CHy,-Troc), 4.58 (d, 1H, Jchcn = 12.0 Hz, CHyy-
Troc), 4.52 (d, 1H, Jy1n2 = 7.9 Hz, H1-GIcN), 3.65 - 3.08 (m, 6H, H2-GIcN, H3-GIcN, H4-GlcN, H5-GIcN,
H6a/b-GlIcN), 1.05 (s, 9H, CH;-tBu-Si).

B3C-NMR (100 MHz, CDCl3), § (ppm): 155.6 (C=O-Troc), 136.0, 135.9, 135.6, 134.9 (Ca-Ph), 133.6, 133.4
(C4-Ph), 132.9, 130.2, 130.1, 128.7, 127.9, 127.8 (10 x Ca-Ph), 96.2 (C1-GIcN), 95.4 (CCl;), 74.5 (CH,-
Troc), 75.3 (C3-GIcN), 75.0 (C5-GIcN), 70.4 (C4-GlcN), 61.7 (C6-GIcN), 59.8 (C2-GIcN), 26.9 (CH4-tBu-
Si), 19.2 (C,-tBU-Si).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-gluco-

pyranosid (7)[136, 214, 316]

O
(o]
(B-4,6Bzn-GIcNTroc-OTBDPS) @ﬁ&/mwps

TrocHN

Es wurden 24.3 g (41.0 mmol) B-GIcNTroc-OTBDPS 6 in 150 mL absol. Acetonitril geldst und mit 12.2 mL
(82.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal versetzt. Der pH-Wert der Reaktionsmischung wurde
durch Zugabe von para-Toluolsulfonsdure-Monohydrat auf pH = 4.0 eingestellt und das Gemisch wurde 3 h
bei 40 °C und 200 mbar am Rotationsverdampfer geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde durch Zugabe von
N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) neutralisiert und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung
des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel ("Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 25.1 g (36.8 mmol, 89%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.57 ("Hex/EtOAC, 2:1).

Ca,H36C1NO;Si (M = 681.08 g/mol) [679.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 697.17 ((M+NH,]", ber.: 697.17), 702.12 ((M+Na]", ber.: 702.12).
ESI-MS (negativ) m/z: 678.12 ([M-H], ber.: 678.12).

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 678.1253 ([M-H], ber.: 678.1254).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), & (ppm): 7.78 - 7.58 (m, 5H, Ha-Ph, -Bzn), 7.49 - 7.19 (m,
10H, Har-Ph, -Bzn), 5.48 (s, 1H, CH-Bzn), 4.91 (d, 1H, Junue = 7.9 Hz, NH-GIcN), 4.71 (d, 1H, Jeucn =
12.0 Hz, CH,,-Troc), 4.64 (d, 1H, Jepcn = 11.9 Hz, CHa,-Troc), 4.56 (d, 1H, Jyy 1o = 6.9 Hz, H1-GIcN), 4.05
(dd, 1H, Jugarsp = 10.5 Hz, Jgars = 5.0 Hz, H6a-GIcN), 3.73 - 3.47 (m, 4H, H6b-GIcN {3.68}, H3-GIcN
{3.67}, H2-GIcN {3.66}, H4-GIcN {3.53}), 3.14 - 3.08 (m, 1H, H5-GIcN), 3.00 (bs, 1H, 3-OH-GIcN), 1.06
(s, 9H, CHy-tBu-Si).

*C-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), 8 (ppm): 154.6 (C=0-Troc), 137.1 (C,-Bzn), 136.1, 136.0,
135.9, 135.6, 134.9, 134.6 (Ca-Ph, Ca-Bzn), 132.9, 132.7 (C,-Ph), 130.2, 129.9, 129.7, 128.5, 127.6, 126.8,
1265 (9 x Ca-Ph, Ca-Bzn), 103.3 (CCly), 102.0 (CH-Bzn), 96.4 (C1-GIcN), 81.4 (C4-GIcN), 74.9 (CH,-
Troc), 71.6 (C3-GIcN), 68.4 (C6-GIcN), 66.0 (C5-GIcN), 60.3 (C2-GIcN), 26.9 (CH4-tBu-Si), 19.3 (C,-tBu-
Si).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, 6 243161
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tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonyl-

amino)-p-D-glucopyranosid (8)

0
(B-3Lev-4,6Bzn-GIcNTroc-OTBDPS) O/E&/OTBDPS

TrocHN

Entsprechend Referenz®"! wurden zu einer Lésung von 25.1 g (36.8 mmol) p-4,6Bzn-GIcNTroc-OTBDPS 7
in 250 mL absol. Dichlormethan bei Raumtemperatur 11.4 g (55.2 mmol, 1.5 Aquiv.) Dicyclohexylcarbo-
diimid (DCC), 450 mg (3.68 mmol, 0.1 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 7.28 g (62.7 mmol,
1.7 Aquiv.) Lavulinsdure gegeben. Die Reaktionsmischung wurde unter Argonatmosphére 2.5 h bei Raum-
temperatur gerithrt und durch Hyflo® filtriert. Der Riickstand wurde zweimal mit je 100 mL Dichlormethan
nachgewaschen und das Losungsmittel wurde i. Vak entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 20.6 g (26.4 mmol, 78%); farbloser amorpher Feststoff.
Rf = 0.74 (CHex/EtOAc, 2:1), 0.48 (CHex/EtOAc, 3:1).
C37H42CIsNOGSi (M = 779.18 g/mol) [777.17].

ESI-MS (positiv) m/z: 795.20 ([M+NH,]", ber.: 795.20).

ESI-MS (negativ) m/z: 776.16 ([M-H], ber.: 776.16).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 795.2033 ([M+NH,]", ber.: 795.2033).
HR-ESI-MS (negativ) m/z: 776.1620 ([M-HJ, ber.: 776.1622).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.91 - 7.89 (m, 1H, Ha-Ph), 7.73 - 7.61 (M, 4H, H-
Ph, -Bzn), 7.48 - 7.29 (m, 10H, Ha-Ph, -Bzn), 5.46 (s, 1H, CH-Bzn), 5.07 (t, 1H, Juz 12 = Jnz e = 9.6 Hz, H3-
GlcN), 5.01 (d, 1H, Innnz = 9.8 Hz, NH-GIcN), 4.75 - 4.69 (m, 2H, CHa,-Troc {4.73, d, Jcycn = 12.1 Hz},
CHay,-Troc {4.70, d, Jopcy = 11.4 Hz}), 4.61 (d, 1H, Juune = 7.8 Hz, H1-GIcN), 4.09 (dd, 1H, Jneanes =
10.5 Hz, Jygans = 4.9 Hz, H6a-GlcN), 3.91 (dd, 1H, Jyp 3 = 10.0 Hz, Jyo 1y = 8.0 Hz, H2-GIcN), 3.72 - 3.65
(M, 2H, HBb-GIcN {3.68}, H4-GIcN {3.65}), 3.13 (M, 1H, H5-GIcN), 2.74 (d, 2H, Jeycn = 6.7 Hz, CH,-
Lev), 2.57 (d, 2H, Jchch = 6.6 Hz, CH,-Lev), 2.19 (s, 3H, CH3-Lev), 1.08 (s, 9H, CH3-tBu-Si).

BC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.8 (C=0-Lev), 172.9 (C=0-Lev), 154.4 (C=0-
Troc), 137.0 (Cy-Bzn), 136.1, 136.0, 134.9, 134.6 (Ca-Ph, Ca-Bzn), 132.9, 1325 (C,-Ph), 130.2, 130.1,
129.9, 128.3, 127.8, 127.6, 126.8, 126.3 (11 x Ca-Ph, Ca-Bzn), 101.5 (CH-Bzn), 96.9 (C1-GIcN), 95.5
(CCly), 78.7 (C4-GIcN), 74.9 (CH,-Troc), 71.8 (C3-GlcN), 68.5 (C6-GIcN), 66.4 (C5-GlcN), 58.8 (C2-
GIcN), 38.0 (CH,-Lev), 29.8 (CHs-Lev), 28.1 (CH,-Lev), 27.0 (CHa-tBu-Si), 19.2 (C,-tBu-Si).



5.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine 109

tert-Butyldiphenylsilyl-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-
D-glucopyranosid (9)

OBn
-3Lev-6Bn- - Q
(B-3Lev-6Bn-GIcNTroc-OTBDPS) HIE)evO OTBDPS
TrocHN
Entsprechend Referenz®® wurde eine Mischung aus 14.0 g (18.0 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4,6-O-

benzyliden-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid  (8) und
15.0 g Molsieb (4 A) in 250 mL absol. Dichlormethan unter Argonatmosphéare 1 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Abkiihlen des Ansatzes auf -78 °C wurden zunachst 4.31 mL (27.0 mmol, 1.5 Aquiv.) Triethyl-
silan zugesetzt, bevor tropfenweise eine gekiihlte Lésung aus 2.37 mL (27.0 mmol, 1.5 Aquiv.) Trifluor-
methansulfonséure (TfOH) in 10 mL absol. Dichlormethan innerhalb von 15 Minuten zugegeben wurde. Die
Reaktionsmischung wurde bei -78 °C unter Argonatmosphére 4 h geriihrt, wobei nach 2 h noch einmal zur
Vervollstandigung des Umsatzes 1.5 Aquiv. TfOH in 10 mL absol. Dichlormethan zugetropft wurden. Fiir
den Abbruch der Reaktion wurden 15 mL Methanol zugefiigt und der Ansatz wurde bei -78 °C durch Zugabe
von DIPEA in Dichlormethan unter standiger Kontrolle des pH-Werts neutralisiert. Das Molsieb wurde ab-
filtriert und dreimal mit je 100 mL Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer
ges. Natriumhydrogencarbonat- sowie einer Natriumchlorid-Ldsung gewaschen und die wassrige Phase
wurde zweimal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit Magnesium-
sulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde flashchromato-

graphisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 8.29 g (10.6 mmol, 59%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.30 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R,= 7.05 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0) in

40 min.

[a]3! = - 5.9 (c = 1.00, CHCIs).

Cs7H44CIsNOgSi (M = 781.19 g/mol) [779.18].

ESI-MS (positiv) m/z: 797.21 ((M+NH,]", ber.: 797.21).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 797.2188 ([M+NH,]", ber.: 797.2189), 818.1493 ([M+K]", ber.: 818.1482).

'H-NMR (600 MHz, CDCl,, COSY, HSQC), § (ppm): 7.71 (d, 2H, Jepcn = 7.3 Hz, Ha-Ph, -Bn), 7.64 (d,
2H, Jercn = 7.4 Hz, Ha-Ph, -Bn), 7.44 - 7.36 (m, 1H, Ha-Ph), 7.35 - 7.22 (m, 10H, Ha-Ph, -Bn), 4.86 (d,
1H, Jnpe = 9.9 Hz, NH-GICN), 4.79 (t, 1H, Jnaps = Juaps = 9.5 Hz, H4-GIcN), 4.75 (d, 1H, Jopcn =
12.1 Hz, CH,,-Troc), 4.62 (d, 1H, Jeuen = 11.9 Hz, CHyy-Troc), 4.52 - 4.43 (m, 3H, CH,-Bn {4.48, 4.44,
2 xd, Jopon = 12.1 Hz, Jopon = 11.8 Hz}, H1-GIcN {4.46, d, Juy 1o = 8.1 Hz}), 3.85 (dd, 1H, oy = 9.8 Hz,
Jiapa = 9.5 Hz, H2-GIcN), 3.75 (t, 1H, Jys 2= Jugua = 9.5 Hz, H3-GIcN), 3.64 - 3.57 (m, 2H, H6a-GlcN {dd,
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JHGa,HGb =10.6 Hz, JHGa,HS =50 HZ}, H6b-GIcN {dd, JHGb,H6a = 10.5 Hz, JHGb,HS =41 HZ}), 3.18 (mc, 1H, H5-
GIcN), 2.75 (t, 2H, Jancn = 6.4 Hz, CHy-Lev), 2.53 (d, 2H, Jonen = 6.3 Hz, CHy-Lev), 2.15 (s, 3H, CHy-
Lev), 1.07 (s, 9H, CHs-tBu-Si).

BBC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), § (ppm): 207.4 (C=0-Lev), 173.4 (C=0-Lev), 154.4 (C=0O-
Troc), 138.0 (C4-Bn), 136.1, 136.0 (Ca-Ph, Ca-Bn), 133.1, 132.7 (C¢-Ph), 130.2, 130.0, 128.5, 127.8, 127.6
(13 x Ca-Ph, Ca-Bn), 96.5 (C1-GIcN), 95.6 (CCly), 75.9 (C4-GIcN), 74.8 (CH,-Troc), 74.4 (C5-GIcN), 73.8
(CH,-Bn), 70.4 (C3-GIcN), 69.8 (C6-GIcN), 57.7 (C2-GIcN), 38.4 (CH,-Lev), 29.9 (CHa-Lev), 28.3 (CH,-
Lev), 26.9 (CH5-tBu-Si), 19.3 (C,-tBu-Si).

tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-gluco-

ranosid (10
py (10) o

(B-3Lev-GIcNTroc-OTBDPS) HO
LevO
TrocHN

OTBDPS

Es wurden 5.00 g (6.42 mmol) p-3Lev-4,6Bzn-GIcNTroc-OTBDPS 8 in 50 mL Essigséure (80%) geltst und
16 h bei 80 °C erhitzt. Es wurde mit 50 mL Toluol verdiinnt, die Lésungsmittel i. Vak. entfernt und der
Rickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol und zweimal mit je 30 mL Dichlormethan kodestilliert. Das

Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nachsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 4.40 g (6.37 mmol, 99%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.05 ("Hex/EtOAc, 2:1).

C30H3sCIsNOGSi (M = 691.07 g/mol) [689.14].

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 688.1311 ([M-H], ber.: 688.1309).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.76 - 7.59 (m, 4H, Ha-Ph), 7.50 - 7.31 (m, 6H, Ha-
Ph), 5.05 (d, 1H, Jnpnz = 9.7 Hz, NH-GIcN), 4.83 (dd, 1H, Jysns = 11.0 Hz, Jysps = 9.0 Hz, H4-GIcN), 4.74
(d, 1H, Jchch = 12.2 Hz, CHy,-Troc), 4.63 (d, 1H, Jcpch = 12.2 Hz, CHy,-Troc), 4.62 (d, 1H, Jyy 12 = 8.6 Hz,
H1-GlcN), 3.82 (t, 1H, Jyon1 = Jnzns = 8.7 Hz, H2-GIcN), 3.69 - 3.53 (m, 3H, H6a-GlcN {3.64}, H3-GIcN
{3.61}, H6b-GIcN {3.58}), 3.08 (m,, 1H, H5-GIcN), 2.83 - 2.69 (m, 2H, CH,-Lev), 2.63 - 2.44 (m, 2H, CH,-
Lev), 2.16 (s, 3H, CHs-Lev), 1.06 (s, 9H, CH3-tBu-Si).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 208.1 (C=O-Lev), 173.5 (C=O-Lev), 154.5 (C=O-
Troc), 136.0, 135.9 (Ca-Ph), 133.5, 132.7 (C,-Ph), 130.3, 130.2, 128.4, 127.9, 127.8, 127.7 (8 x Ca-Ph),
96.4 (C1-GIcN), 95.5 (CCly), 75.9 (C4-GlcN), 75.3 (C5-GIcN), 74.7 (CH,-Troc), 69.5 (C3-GlcN), 62.2 (C6-
GlcN), 57.7 (C2-GlcN), 38.0 (CH,-Lev), 29.8 (CHy-Lev), 28.2 (CHp-Lev), 26.7 (CHa-tBu-Si), 19.2 (C,-tBu-
Si).
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tert-Butyldiphenylsilyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxy-

carbonylamino)-p-D-glucopyranosid (11)
OTBS

(B-3Lev-6TBS-GIcNTroc-OTBDPS) HO Q
LevO OTBDPS

TrocHN

Zu einer Lésung von 4.40 g (6.37 mmol) B-3Lev-GIcNTroc-OTBDPS 10 in 50 mL trockenem N,N-Di-
methylformamid wurden 960 mg (6.37 mmol, 1.0 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBS-Chlorid) und
867 mg (12.7 mmol, 2.0 Aquiv.) Imidazol unter Argonatmosphare und Eiskiihlung gegeben. Die Reaktions-
I6sung wurde unter Erwdrmen auf Raumtemperatur 24 h gerihrt, erneut mit 216 mg (3.18 mmol, 0.5 Aquiv.)
Imidazol und 191 mg (1.27 mmol, 0.2 Aquiv.) TBS-Chlorid zur Vervollstandigung versetzt und einen weite-
ren Tag gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde zweimal mit
je 50 mL Toluol und 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch
Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 2.92 g (3.63 mmol, 57%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.32 ("Hex/EtOAc, 2:1).

[a]! = - 7.2 (c = 1.00, CHCIs).

C36Hs,CI3NOgSi, (M = 805.33 g/mol) [803.22].

ESI-MS (positiv) m/z: 1624.48 ([2M+NH,]", ber.: 1624.48).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 821.2587 ([M+NH,]", ber.: 821.2584).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), & (ppm): 7.69 (d, 2H, Jeycr = 7.9 Hz, Ha-Ph), 7.63 (d, 2H,
JcHcn = 7.3 Hz, Ha-Ph), 7.47 - 7.38 (m, 2H, Ha,-Ph), 7.35 (m¢, 4H, Ha-Ph), 4.85 (d, 1H, Jyum = 9.8 Hz,
NH-GIcN), 4.80 (dd, 1H, Juans = 10.9 Hz, Juaps = 9.0 Hz, H4-GIcN), 4.73 (d, 1H, Jchcn = 12.0 Hz, CHpe-
Troc), 4.64 (d, 1H, Jcy.ch = 12.0 Hz, CHy,-Troc), 4.48 (d, 1H, Jpy 2 = 8.0 Hz, H1-GIcN), 3.81 (dd, 1H, Jhphs
= 8.0 Hz, Jypn3 = 10.2 Hz, H2-GIcN), 3.76 - 3.63 (m, 3H, H3-GlcN {3.73}, H6a/b-GlcN {3.69}), 3.32 (d,
1H, Jon s = 2.3 Hz, 4-OH-GIcN), 3.05 (dt, 1H, Jyspa = 9.2 Hz, Jus pea = Jnsmen = 5.0 Hz, H5-GIcN), 2.77 -
2.71 (m, 2H, CHy-Lev), 2.60 - 2.51 (m, 2H, CHy,-Lev), 2.15 (s, 3H, CHs-Lev), 1.06 (s, 9H, CH3-tBu-Si,
TBDPS), 0.86 (s, 9H, CHs-tBu-Si, TBS), 0.04, 0.01 (2 x s, 6H, CH3-Me-Si, TBS).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 207.0 (C=0-Lev), 173.3 (C=0-Lev), 154.4 (C=0-
Troc), 136.1, 135.9 (Ca-Ph), 133.1, 132.8 (C,-Ph), 130.1, 130.0, 127.8, 127.6 (8 x C,-Ph), 96.4 (C1-GIcN),
95.6 (CCly), 75.7 (C4-GIcN), 74.8 (CH,-Troc), 74.4 (C5-GlcN), 71.3 (C3-GlcN), 64.1 (C6-GIcN), 57.7 (C2-
GIcN), 38.3 (CH,-Lev), 29.9 (CHy-Lev), 28.2 (CH,-Lev), 26.9 (CHy-tBu-Si, TBDPS), 26.0 (CH-tBu-Si,
TBS), 19.3 (C4-tBu-Si, TBDPS), 18.4 (C,-tBu-Si, TBS), -5.41, -5.46 (CHs-Me-Si, TBS).
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522 Synthese des Galactose-Bausteins und der fluorierten Analoga

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (13)2 3181 o A
0
0
P
Es wurden 15.0 g (83.0 mmol) D-Galactose (12) in 300 mL Aceton aufgeschlammt und /K

mit 33.5 g (0.21 mol, 2.5 Aquiv.) wasserfreiem Kupfersulfat versetzt. Zu dieser Suspen-

sion wurden unter Rilhren 2.0 mL konzentrierte Schwefelséure gegeben, bevor weitere 20 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde das Kupfersulfat durch Hyflo® filtriert, es wurde mit
Triethylamin neutralisiert und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 17.3 g (66.4 mmol, 80%); gelbes Ol.

R; = 0.45 (‘Hex/EtOAC, 1:1).

CaoH200s (M = 260.28 g/mol) [260.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 283.12 ([M+Na]", ber.: 283.12).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 5.57 (d, 1H, Jupp = 5.0 Hz, H1-Gal), 4.61 (dd, 1H, Jyspa = 7.9 Hz,
a2 = 2.4 Hz, H3-Gal), 4.33 (dd, 1H, Jupn3 = 5.0 Hz, Jyp 3 = 2.4 Hz, H2-Gal), 4.27 (dd, 1H, Jyans = 7.9 Hz,
Jhams = 1.6 Hz, H4-Gal), 3.90 - 3.82 (m, 2H, H6a/b-Gal), 3.75 (pt, 1H, Jys Hean = 7.3 Hz, H5-Gal), 2.21 (bs,
1H, 6-OH-Gal), 1.53, 1.45, 1.33, 1.33 (4 x s, 12H, CHs-Acetal).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 109.8, 109.0 (2 x C,-Acetal), 96.6 (C1-Gal), 71.9 (C4-Gal), 71.1
(C3-Gal), 70.9 (C2-Gal), 68.4 (C5-Gal), 62.7 (C6-Gal), 26.3, 26.2, 25.2, 24.6 (CH-Acetal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**%)
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6-0-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (14)! o ©OBn
< 0
0

Es wurden 10.0 g (38.4 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (13) in Oo

100 mL N,N-Dimethylformamid aufgenommen. Unter Eiskiihlung und Argonatmos-

phare wurden zunichst portionsweise 3.07 g (128 mmol, 2.0 Aquiv.) Natriumhydrid

(60% in Mineraldl) zugegeben. Nach 30 Minuten Riihren bei 0 °C wurden 6.84 mL (57.6 mmol, 1.5 Aquiv.)
Benzylbromid langsam zugetropft und die Reaktionsldsung wurde unter Erwérmen auf Raumtemperatur 16 h
gertihrt. Nach beendeter Reaktion wurden langsam 5 mL Methanol zugesetzt, bevor die Lésungsmittel i. Vak.
entfernt wurden. Der Rickstand wurde in 100 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit je 50 mL
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 60 mL einer ges. Natrium-
chlorid-Ldsung ausgeschiittelt, bevor mit Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Das Ldsungsmittel wurde
i. Vak. entfernt, der Rickstand wurde anschlieBend viermal mit je 20 mL Toluol kodestilliert und flash-
chromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 8:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.5 g (35.7 mmol, 83%); blassgelbes Ol.

Rs = 0.40 (‘Hex/EtOAc, 5:1).

C19H2606 (M = 350.41 g/mol) [350.17].

ESI-MS (positiv) m/z: 368.21 ([M+NH,]", ber.: 368.21), 373.16 ([M+Na]", ber.: 373.16).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;), § (ppm): 7.36 - 7.25 (m, 5H, Ha-Bn), 5.55 (d, 1H, Jy1 42 = 5.0 Hz, H1-Gal),
4.65 - 452 (m, 3H, H3-Gal, CH,-Bn {4.59, d, Jepcn = 11.0 Hz}), 4.31 (dd, 1H, Jup = 5.0 Hz, Juppis =
2.4 Hz, H2-Gal), 4.27 (dd, 1H, s = 8.0 Hz, Jpaps = 1.7 Hz, H4-Gal), 4.02 (pt, 1H, Jus psan = 6.7 Hz, H5-
Gal), 3.73 - 3.60 (m, 2H, H6a/b-Gal), 1.54, 1.43, 1.33 (4 x s, 12H, CHz-Acetal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[2%® 24
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1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-o/p-D-galactopyranose (15)7%%%

AcO OBn
(0/B-6BnAc;Gal-OAc) o)
AcO OAc

AcO

Es wurden 11.2 g (31.9 mmol) 6-O-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (14) in 100 mL
Essigsdure (80%) aufgenommen und 20 h bei 80 °C erhitzt. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und
der Riickstand wurde dreimal mit je 60 mL Toluol sowie zweimal mit je 50 mL Dichlormethan kodestilliert.
Die deblockierte 6-O-Benzyl-o/B-D-galactose wurde in 75 mL einer Mischung aus Pyridin und Essigsdure-
anhydrid (2:1) aufgenommen und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurden die
Ldésungsmittel im Hochvakuum entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert.

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 9.20 g (20.9 mmol, 55%); blassgelbes Ol, Anomerengemisch.

Rf = 0.68 ("Hex/EtOAc, 1:1).

Cy1H26010 (M = 438.43 g/mol) [438.15].

ESI-MS (positiv) m/z: 461.14 ([M+Na]", ber.: 461.14).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a/p-D-galactopyranose (16)22

AcO OBnN
(a/B-6BnAc;Gal-OH) o
AcO OH

Eine Losung von 18.0 g (41.1 mmol) o/B-6BnAczGal-OAc 15 in 150 mL Tetrahydrofuran wurde langsam mit
3.30 mL (57.5 mmol, 1.4 Aquiv.) Essigsaure und 3.30 mL (49.3 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt, bevor 100 mL Wasser zugegeben
wurden. Im Anschluss wurde zweimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen wurden mit verdiinnter Salzséure (1 m), einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser (je
2 x 50 mL) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der
Ruckstand wurde zweimal mit je 30 mL Toluol und 20 mL Dichlormethan kodestilliert und flashchromato-

graphisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 11.8 g (29.8 mmol, 73%); farbloser amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
Rt = 0.24 (*Hex/EtOAc, 2:1).
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ESI-MS (positiv) m/z: 414.17 ([M+NH,]", ber.: 414.17), 419.13 ([M+Na]", ber.: 419.13).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, 2 3]

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (17)M" 24

(a-6BnAc;Gal-OC(NH)CCly) AcO OBn
o]
AcO
AcO
NH
Zu einer Losung von 11.8 g (29.8 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a/p-D-galac-
CClz

topyranose (16) in 120 mL absol. Dichlormethan wurden unter Eiskihlung und

Argonatmosphére langsam 5.98 mL (59.6 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenige Tropfen DBU
gegeben. Die Reaktionslésung wurde 20 h unter Erwérmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor die Losungs-
mittel i. Vak. entfernt wurden. Das Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/

EtOAc, 2:1) gereinigt und als Anomerengemisch erhalten (a:f, 1:1.5, Uber NMR-Spektroskopie bestimmt).
Ausbeute: 13.6 g (25.1 mmol, 84%); farbloser amorpher Feststoff, Anomerengemisch.

R = 0.39/0.30 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

[a]3! = +22.6 (c = 1.00, CHCls3, a-Anomer).

C,1H24CIsNOg (M = 540.77 g/mol) [539.05].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 562.0411 ([M+Na]", ber.: 562.0414).

'H-NMR (400 MHz, CDCl5), & (ppm): charakteristische Signale: 8.71 (s, 1H, NH"), 8.63 (s, 1H, NH%), 7.32 -
7.21 (m, 5H, HAr-Ph), 6.57 (d, lH, ‘]Hl,HZ =3.6 HZ, Hl-GaIa), 5.82 (d, 1H, JHl,H2: 8.3 HZ, Hl-GaIB)

BC-NMR (100 MHz, CDCl;), & (ppm): a-Anomer: 170.2, 170.2, 170.0 (C=0-Ac), 161.1 (C=NH(CCls)),
137.5 (C4-Bn), 128.0, 128.0, 127.9 (5 x Ca~Bn), 93.8 (C1-Gal), 90.7 (CCly), 73.2 (CH,-Bn), 70.2 (C5-Gal),
67.9, 67.8 (C3-Gal, C4-Gal), 67.2, 67.2 (C2-Gal, C6-Gal), 20.8, 20.7, 20.7 (CH;-OAc); p-Anomer: 170.2,
170.2, 169.2 (C=0-Ac), 161.2 (C=NH(CCly)), 137.5 (C,-Bn), 128.5, 128.5, 128.1, 128.0 (5 x Ca-Bn), 96.3
(C1-Gal), 90.6 (CCls), 73.5 (CH,-Bn), 71.0 (C5-Gal), 68.0, 67.9 (C3-Gal, C4-Gal), 67.3, 66.8 (C2-Gal, C6-
Gal), 20.8, 20.8, 20.7 (CH3-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,M" 2%
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3,4,6-Tri-O-benzyl-D-galactal (19)*

OBn
BnO
(BnsGal) o]
BnO D

Es wurden 5.00 g (18.4 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (18, siehe S. 183) in 80 mL Methanol (HPLC-
grade) gel6st und durch Zugabe einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Ldsung (0.5 M) in Methanol
wurde ein pH-Wert von 9.5 - 10 eingestellt. Die Reaktionslésung wurde 20 h bei Raumtemperatur geriihrt,
mit 50 mL Toluol verdunnt und die Lésungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde zweimal
mit je 50 mL Toluol kodestilliert, in 60 mL N,N-Dimethylformamid aufgenommen und unter Eiskiihlung und
Argonatmosphare mit 3.70 g (91.9 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydrid (60% in Mineralol) versetzt. Nach 30
Minuten Riihren wurden langsam 7.96 mL (67.0 mmol, 3.6 Aquiv.) Benzylbromid zugetropft und die Reak-
tionslosung wurde bei Raumtemperatur 20 h gerthrt. Im Anschluss wurde zur Hydrolyse auf 200 mL einer
Mischung aus Toluol und Eiswasser (1:2) gegossen, die wassrige Phase wurde dreimal mit je 60 mL Toluol
extrahiert und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Riickstand

wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.
Ausbeute: 6.51 g (15.6 mmol, 85%); farbloser kristalliner Feststoff.

Rs = 0.56 (‘Hex/EtOAc, 4:1).

C27H2604 (M = 416.51 g/mol) [416.20].

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7.48 - 7.28 (m, 15H, Ha-Bn), 6.45 (dd, 1H, Juy i = 6.2 Hz, Juy s =
1.5 Hz, H1-Gal), 4.96 (d, 1H, Jeycn = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.94 - 4.91 (m, 1H, H2-Gal), 4.76 - 4.47 (m, 5H,
CH,-Bn), 4.30 - 4.23 (m, 2H, H3-Gal, H5-Gal), 4.04 - 4.00 (m, 1H, H4-Gal), 3.87 (dd, 1H, Juao = 10.1 Hz,
Jugars = 7.1 Hz, H6a-Gal), 3.73 (dd, 1H, Jugapies = 10.1 Hz, Jugp s = 5.2 Hz, H6b-Gal).

BC-NMR (100 MHz, CDCIl5), & (ppm): 144.4 (C1-Gal), 138.8, 138.6, 137.9 (C4-Bn), 128.6, 128.5, 128.4,
128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 127.7 (15 x Ca-Bn), 100.2 (C2-Gal), 75.9 (C3-Gal), 73.6, 73.5, 71.5, 71.1, 70.9
(3 x CH,-Bn, C4-Gal, C5-Gal), 68.7 (C6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.%’)
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3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-a/p-D-galactopyranose (20)F%

OBn
(o/p-Bns2FGal-OH) BnO
(0]
BnO OH
F

Es wurden 1.45¢g (3.48 mmol) 3,4,6-Tri-O-benzyl-D-galactal (19) in 100 mL einer Mischung aus Nitro-
methan und Wasser (4:1) gelést und 2.47 g (6.96 mmol, 2.0 Aquiv.) Selectfluor® zugegeben. Die Mischung
wurde bei Raumtemperatur 22 h gertihrt und im Anschluss 30 Minuten unter Rickfluss erhitzt, bevor 100 mL
Wasser zugegeben wurden und dreimal mit je 100 mL Essigsdureethylester extrahiert wurde. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 80 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen, mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchro-
matographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.26 g (2.78 mmol, 80%); farbloses Ol.
R = 0.23 (‘Hex/EtOAc, 4:1).
C,7H29FOs (M = 452,51 g/mol) [452.20].

YE.NMR (376 MHz, CDCl;), § (ppm): a-Anomer: -207.2 (ddd, Jranz = 50.3 Hz, Jep 1 = 10.6 Hz, Jep 3=
4.1 Hz, F2-Gal), p-Anomer: -205.1 (dd, Jgnp = 54.7 Hz, Je iy = 14.2 Hz, F2-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*® 2%

3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (21)% 21

(0-Bn;2FGal-OC(NH)CCls) Bno OF"
O
BnO
F (@) NH

Zu einer Losung von 1.26 g (2.78 mmol) 3,4,6-Tri-O-benzyl-2-fluor-o/B-D-galacto-

pyranose (20) in 80 mL absol. Dichlormethan wurden unter Eiskiihlung und Argon- CCls
atmosphare 560 uL (5.56 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenige Tropfen DBU gegeben. Die
Reaktionslésung wurde 20 h unter Erwarmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor nach beendeter Reaktion
das Losungsmittel i. Vak. entfernt wurde und das Produkt durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/

EtOAc, 3:1) gereinigt werden konnte.
Ausbeute: 1.50 g (2.51 mmol, 90%); farbloses Ol.
R = 0.62 ("Hex/EtOAc, 4:1).

[a]23 =+ 40.5 (c = 1.00, CHCI), Lit.:* [«]2® = + 33.0 (c = 1.00, CHCL,).
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Co9H29CI3FNOs (M = 596.90 g/mol) [595.11].
ESI-MS (positiv) m/z: 618.10 ([M+Na]", ber.: 618.10), 636.08 ([M+K]", ber.: 636.07).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), § (ppm): 8.63 (s, 1H, NH), 7.38 - 7.28 (m, 15H, Ha-Bn), 6.56 (d, 1H, Jy1 4 =
3.5 Hz, H1-Gal), 5.16 (ddd, 1H, Jyor = 49.4 Hz, Jup s = 9.5 Hz, Jpopt = 3.8 Hz, H2-Gal), 4.96 (d, 1H, Jop e
=11.2 Hz, CH,-Bn), 4.81 (d, 1H, Jcys cn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.72 (d, 1H, Jey.c = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.59 (d,
1H, Jencn = 11.2 Hz, CHp-Bn), 4.47 (d, 1H, Jopy.c = 11.7 Hz, CH,-Bn), 4.41 (d, 1H, Jepcn = 11.7 Hz, CH,-
Bn), 4.18 - 4.05 (m, 3H, H3-Gal, H4-Gal, H5-Gal), 3.67 - 3.55 (m, 2H, H6a/b-Gal).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), § (ppm): 160.6 (C=NH(CCls)), 138.3, 138.0, 137.9 (C,-Bn), 128.6, 128.5,
128.3, 128.0, 128.0, 127.9, 127.9 (15 x Ca-Bn), 94.3 (d, Jevr = 23.1 Hz, C1-Gal), 91.1 (CCly), 88.5 (d, Jeor
= 189.4 Hz, C2-Gal), 76.3 (d, Jesr = 16.0 Hz, C3-Gal), 75.3 (CH,-Bn), 75.0 (d, Joar = 8.5 Hz, C4-Gal), 73.7
(CH,-Bn), 72.4 (C5-Gal), 68.0 (C6-Gal).

E_NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): -209.1 (ddd, Jr 11 = 49.3 Hz, Jr 1 = 9.4 Hz, J 3= 4.7 H2).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.}® 2

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a-D-galactopyranosylbromid (22)5#

AcO OBn
(a-6BnAcsGalBr) Q
AcO
AcO
Br

Zu einer auf 0 °C gekihlten Ldsung von 17.0 g (38.7 mmol) o/B-6BnAczGal-OAc 15 in 200 mL absol.
Dichlormethan wurden langsam 100 mL Bromwasserstoff in Eisessig (33%-ig) zugetropft. Die Ldsung
wurde bei 0°C 30 Minuten gerihrt, anschliefend auf 500 mL Eiswasser gegossen und mit 100 mL
Dichlormethan verdiinnt. Es wurde zweimal mit je 100 mL dest. Wasser sowie einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Ldsung neutral gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Anschluss mit 100 mL
einer 10%-igen Natriumthiosulfat-Lésung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1
+ 1% NEt;) gereinigt.

Ausbeute: 7.20 g (15.7 mmol, 41%); gelbliches Ol.

R = 0.35 (‘Hex/EtOAc, 3:1 + 1% NEts).

CigH23BrOg (M = 459.29 g/mol) [458.06].

ESI-MS (positiv) m/z: 476.09 ((M+NH,]", ber.: 476.09).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,, COSY), & (ppm): 7.39 - 7.25 (M, 5H, Ha-Bn), 6.70 (d, 1H, Ju1r = 3.9 Hz, H1-
Gal), 5.57 (dd, 1H, \]H4,H3 = 3.3 Hz, JH4,H5 = 1.4 Hz, H4'Ga|), 5.40 (dd, 1H, JHS,HZ = 10.3 Hz, \]HS,H4 = 3.3 Hz,
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H3-Gal), 5.03 (dd, 1H, Jup e = 10.6 Hz, Jup i = 4.0 Hz, H2-Gal), 4.58 - 4.38 (m, 3H, CH,-Bn {4.54, d, Jep.cn
= 11.8 Hz}, H5-Gal {4.45, d, Jusus = 1.4 Hz}, CH,-Bn {4.40, d, Jeycn = 11.9 Hz}), 3.60 - 3.42 (m, 2H,
H6a/b-Gal), 2.15, 2.12, 2.01 (3 x s, 9H, CH3-OAC).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC), § (ppm): 170.2, 169.9, 169.8 (3 x s, C=0-Ac), 137.4 (C,-Bn), 128.6,
128.0, 127.9 (5 x Ca-Bn), 88.8 (C1-Gal), 73.4 (CH,-Bn), 72.2 (C5-Gal), 68.1 (C3-Gal), 67.9 (C2-Gal), 67.4
(C4-Gal), 66.7 (C6-Gal), 20.8, 20.7, 20.6 (CH4-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*%

3,4-Di-O-acetyl-6-0-benzyl-D-galactal (23)

AcO OBn
(6BnAc,Gal) o]
AcO
/

Es wurden 9.80 g (0.15 mol, 10.0 Aquiv.) Zinkpulver mit 50 mL verdiinnter Salzsaure (1 M) aktiviert, drei-
mal mit je 80 mL dest. Wasser gewaschen und mit je 50 mL Methanol sowie Diethylether getrocknet. Das
aktivierte Zinkpulver wurde in 150 mL Essigsaureethylester aufgeschlammt und mit 1.21 mL (15.2 mmol,
1.0 Aquiv.) N-Methylimidazol versetzt. Die Mischung wurde unter Riickfluss auf 80 °C erhitzt, bevor 7.00 g
(15.2 mmol) a-6BnAcz;GalBr 22, geldst in 80 mL Essigsdureethylester, innerhalb von 1 h zugetropft wurden.
Es wurde 1 h bei dieser Temperatur geriihrt, bevor die Lésung auf Raumtemperatur abgekihlt und durch
Hyflo® filtriert wurde. Die organische Phase wurde zweimal mit je 80 mL verdiinnter Salzsaure (1 M) ge-
waschen und zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung neutralisiert. Es wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde flash-

chromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.20 g (10.0 mmol, 66%); gelbliches Ol.

R = 0.41 ("Hex/EtOAc, 2:1).

C17H200¢ (M = 320.34 g/mol) [320.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 338.16 ([M+NH,]", ber.: 338.16), 343.11 ([M+Na]", ber.: 343.11).
ESI-MS (negativ) m/z: 319.12 ([M-H], ber.: 319.12).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 7.35 - 7.15 (m, 5H, Ha-Bn), 6.43 (dd, 1H, Ju12 = 6.3 Hz,
Jhwms = 1.9 Hz, H1-Gal), 4.63 - 4.58 (m, 1H, H2-Gal), 4.53 (d, 1H, Jeycn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.42 (d, 1H,
Jenen = 12.0 Hz, CH,-Bn), 5.52 - 5.49 (m, 1H, H3-Gal), 5.44 - 5.41 (m, 1H, H4-Gal), 4.26 - 4.17 (m, 1H,
H5-Gal), 3.59 (dd, 1H, Jyearies = 10.0 Hz, Jpeans = 6.8 Hz, H6a-Gal), 3.48 (dd, 1H, Juep rea = 10.0 Hz, Jien s
= 5.8 Hz, H6b-Gal), 2.00, 1.95 (2 x s, 6H, CH3-OAC).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC), & (ppm): 170.2 (2 x C=0-Ac), 145.5 (C1-Gal), 137.6 (C,-Bn), 128.5,
127.9, 127.7 (5 x Ca-Bn), 98.9 (C2-Gal), 74.3 (C5-Gal), 73.6 (CH,-Bn), 68.0 (C6-Gal), 64.5 (C3-Gal), 63.7
(C4-Gal), 20.8, 20.7 (CH4-OAGC).

3,4-Di-O-acetyl-6-0-benzyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (25)

(a-6BnAC,2FGal-OC(NH)CCls) AcO OBn
(0]
AcO
F
(0] NH

Eine Losung von 3.00 g (9.36 mmol) 3,4-Di-O-acetyl-6-O-benzyl-D-galactal (23) in
100 mL einer Mischung aus Nitromethan und Wasser (4:1) wurde mit 6.62 g CCls

(18.7 mmol, 2.0 Aquiv.) Selectfluor® versetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 22 h ge-
rihrt und im Anschluss 30 Minuten unter Rickfluss erhitzt. Nach vollstdndiger Reaktion wurden 100 mL
Wasser zugegeben und es wurde dreimal mit je 80 mL Essigséureethylester extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L&sung sowie einer ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt. Das

Produkt 24 konnte als Anomerengemisch erhalten werden (a:p, 1.3:1, iiber NMR-Spektroskopie bestimmt).
Ausbeute: 3.27 g (9.18 mmol, 98%); gelbliches OI, Anomerengemisch.

Rs = 0.80 (‘Hex/EtOAc, 1:1), 0.41 (“Hex/EtOAc, 2:1).

Cy7H2FO7 (M = 356.35 g/mol) [356.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 374.16 ((M+NH,]", ber.: 374.16), 379.12 ((M+Na]", ber.: 379.12).

ESI-MS (negativ) m/z: 355.12 ([M-H], ber.: 355.12).

Charakteristische NMR-Signale zur Bestimmung des Anomerenverhéltnisses:

lgF'NMR (376 MHZ, CDCIg), 1) (ppm) a-Anomer: -207.1 (ddd, ‘]FZ,HZ =50.9 HZ, ‘JFZ,Hl =10.2 HZ, ‘]FZ,HS:
3.4 HZ, FZ'GaI), B'Anomer: -206.5 (ddd, ‘]FZ,H2: 51.4 HZ, ‘]FZ,Hl: 13.0 HZ, ‘]FZ,H3: 3.0 HZ, FZ'GaI)

Eine Losung von 3.24 g (9.10 mmol) 3,4-Di-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-a/p-D-galactopyranose
(24) in 100 mL absol. Dichlormethan wurde mit 1.83 mL (18.3 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und
wenigen Tropfen DBU unter Eiskihlung und Argonatmosphére versetzt. Die Reaktionslésung wurde Uber
Nacht unter Erwdarmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel i. Vak. entfernt wurde. Das
Rohprodukt konnte durch Flashchromatographie an Kieselgel ("Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 3.30 g (6.60 mmol, 73%); gelbes Ol.

Rt = 0.71 ("Hex/EtOAc, 2:1).
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[a]3! = + 78.7 (c = 1.00, CHCIs).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 522.0258 ([M+Na]", ber.: 522.0265).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 8.76 (s, 1H, NH(CCls)), 7.39 - 7.22 (m, 5H, Ha-Bn), 6.65 (d,
1H, 12 = 3.8 Hz, H1-Gal), 5.67 (pd, 1H, Juaps = 3.3 Hz, H4-Gal), 5.49 (td, 1H, s = 10.6 HZ, Jug s =
3.3 Hz, H3-Gal), 4.96 (ddd, 1H, Jyr = 48.9 Hz, Jipps = 10.2 Hz, Jupp1 = 3.8 Hz, H2-Gal), 4.53 (d, 1H, ey e
= 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.42 (d, 1H, Juspeas = 6.1 Hz, H5-Gal), 4.39 (d, 1H, Jeycn = 12.1 Hz, CH,-Bn), 3.54
(dd, 1H, Jueanen = 9.7 Hz, Jgarss = 5.8 Hz, H6a-Gal), 3.46 (dd, 1H, Juepea = 9.7 Hz, Jugos = 6.8 Hz, HBb-
Gal), 2.06, 2.05 (2 x 5, 6H, CH3-OAC).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC), § (ppm): 169.9, 169.9 (C=0-Ac), 160.9 (C=NH(CCls)), 137.5 (C;-Bn),
128.5, 128.1, 128.0 (5 x Ca-Bn), 93.4 (d, Jerr» = 22.5 Hz, C1-Gal), 90.8 (CCls), 84.7 (d, Jeoro = 192.3 Hz,
C2-Gal), 73.4 (CH,-Bn), 70.2 (C5-Gal), 68.5 (d, Jcar = 17.4 Hz, C3-Gal), 68.4 (C4-Gal), 67.0 (C6-Gal),
20.8, 20.6 (CH3-OAC).

E-NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): a-Anomer: -209.1 (ddd, Jezp = 48.8 Hz, Jrpp = 11.0 Hz, Jro s =
3.6 HZ, FZ-GaI), B-Anomer: -207.6 (ddd, ‘]FZ,H2: 51.6 HZ, ‘JFZ,H1: 13.2 HZ, ‘]FZ,H3: 4.0 HZ, FZ-GaI)
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6-Desoxy-6-fluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (26) o F

Variante A:F% >§ Q
%6

Eine Losung von 10.0 g (38.4 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose )«

(13) in 150 mL absol. Dichlormethan wurde mit 6.10 mL (46.1 mmol, 1.2 Aquiv.) 2,4,6-

Collidin versetzt und unter Eiskiihlung und Argonatmosphéare wurden 6.0 mL (46.1 mmol, 1.2 Aquiv.)
DAST® zugegeben. Es wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reaktionsmischung 1 h auf
80 °C erhitzt wurde und nach dem Abkihlen mit 150 mL Essigsaureethylester verdinnt wurde. Es wurde im
Anschluss zweimal mit je 100 mL einer 10%-igen Natriumhydrogencarbonat-Ldsung sowie mit 50 mL ver-
dunnter Salzsdure (1 M) ausgeschittelt und zweimal mit je 50 mL dest. Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt

konnte flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt werden.
Ausbeute: 7.55 g (28.8 mmol, 75%); gelbes Ol.
Variante B:

Zu einer Losung von 17.4 g (66.9 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (13) in 150 mL
absol. Dichlormethan und 21.0 mL (80.2 mmol, 1.2 Aquiv.) 2,4,6-Collidin wurden unter Argonatmosphére
18.4 g (80.2 mmol, 1.2 Aquiv.) Xtal-Fluor-E® zugegeben und es wurde 45 Minuten bei Raumtemperatur ge-
rihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung 1 h auf 80 °C erhitzt, nach dem Abkiihlen wurde zweimal
mit je 100 mL einer 10%-igen Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie mit 50 mL verdlnnter Salzsdure
(1 M) extrahiert und zweimal mit 50 mL dest. Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchro-

matographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 13.8 g (52.8 mmol, 79%); gelbes Ol.

Rs = 0.70 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

[a]33 = - 48.1 (c = 1.00, CHCIs), Lit.:B?! [a]23 = - 51.4 (c = 3.18, CHCI,).
C1,H15FOs (M = 262.27 g/mol) [262.12].

ESI-MS (positiv) m/z: 787.35 ([3M+H]", ber.: 787.37).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 5.55 (d, 1H, Juipe = 5.0 Hz, H1-Gal), 4.68 - 4.58 (m, 2H, H3-Gal,
H6a-Gal), 4.53 - 4.41 (m, 1H, H6b-Gal), 4.34 (dd, 1H, Jy 11 = 5.0 Hz, Jypns = 2.5 Hz, H2-Gal), 4.26 (dd, 1H,
Jhans = 7.9 Hz, Juaps = 2.0 Hz, H4-Gal), 4.12 - 4.03 (m, 1H, H5-Gal), 1.54, 1.45, 1.34 (4 x s, 12H, CH3-
Acetal).

BC-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 109.9, 109.0 (2 x C,-Acetal), 96.4 (C1-Gal), 82.3 (d, Jrcs =
168.0 Hz, C6-Gal), 70.8, 70.7, 70.6 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal), 66.8 (d, Jrcs = 22.6 Hz, C5-Gal), 26.3, 26.1,
25.1, 24.6 (CHs-Acetal).
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E_NMR (376 MHz, CDCly), & (ppm): -231.5 (dt, Jr pieun = 47.0 Hz, Jr 115 = 13.2 Hz, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, 2% 323324

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a/p-D-galactopyranose (27)1")

(0/B-Acs6FGal-OAc) AcO
(o]
AcO OAc

AcO

Es wurden 6.90 g (26.3 mmol) 6-Desoxy-6-fluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (26) mit
100 mL 80%-iger Essigséure versetzt und 18 h unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das Ldsungs-
mittel i. Vak. entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol sowie zweimal mit je 30 mL
Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in einer Ldsung aus 120 mL
Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) aufgenommen und 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach vollstén-
diger Reaktion wurden die Ldsungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand viermal mit je 60 mL Toluol

kodestilliert. Die Reinigung erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel ("Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 9.03 g (25.8 mmol, 98%); farbloses Ol, Anomerengemisch.

R¢ = 0.65 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

Cy4H19FOg (M = 350.29 g/mol) [350.10].

ESI-MS (positiv) m/z: 373.09 ([M+Na]", ber.: 373.09).

YF-NMR (376 MHz, CDCls), & (ppm): -231.9 — -232.3 (m, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.}" 2°]
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2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a/p-D-galactopyranose (28)=*!
Ao F
/B-Ac;6FGal-OH o}
(a/B-Ac36FGal-OH) Aco&w o

Eine Lésung von 4.90 g (14.0 mmol) a/B-Acs6FGal-OAc 27 in 100 mL Tetrahydrofuran wurde mit 1.12 mL
(19.6 mmol, 1.4 Aquiv.) Essigsaure und 1.12 mL (16.8 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin versetzt. Das Reak-
tionsgemisch wurde 20 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor 100 mL Wasser zugegeben wurden. Es wurde
dreimal mit je 60 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden mit verdiinnter
Salzséure (1 M), einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser (je 2 x 50 mL) gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde flashchro-
matographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.18 g (10.3 mmol, 74%); farbloser amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
Rf = 0.50 ("Hex/EtOAc, 1:1).

C1,H17FOg (M = 308.26 g/mol) [308.09].

ESI-MS (positiv) m/z: 291.08 ([M-OH]", ber.: 291.08), 331.10 ([M+Na]", ber.: 331.09).
BF-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -231.7 — -232.2 (m, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?]

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (29)*!

(a-Ac;6FGal-OC(NH)CCls) A0 F

AcO

AcO
(@) NH

Zu einer Losung von 3.10 g (10.0 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o/p-

D-galactopyranose (28) in 100 mL absol. Dichlormethan wurden unter Eiskiihlung CCls
und Argonatmosphare 2.00 mL (20.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenige Tropfen DBU ge-
geben. Die Lésung wurde 18 h unter Erwarmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor nach beendeter Reaktion
das Losungsmittel i. Vak. entfernt wurde. Das Rohprodukt konnte durch Flashchromatographie an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 3.73 g (8.24 mmol, 82%); gelblicher amorpher Feststoff.
R = 0.74 ("Hex/EtOAc, 1:1), 0.52 (“Hex/EtOAcC, 2:1).

[a]3! =+ 94.9 (c = 1.00, CHCI,), Lit.:*? [«]23 = + 97.4 (c = 1.00, CHCL,).
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C14H17CIsFNOg (M = 452.64 g/mol) [451.00].
ESI-MS (positiv) m/z: 473.99 ([M+Na]", ber.: 473.99).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 473.9897 ([M+Na]", ber.: 473.9901).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY), 8 (ppm): 8.67 (s, 1H, NH(CCl5)), 6.60 (d, 1H, Ju1 o = 3.3 Hz, H1-Gal),
5.61 (d, 1H, Jyspe = 3.2 Hz, H3-Gal), 5.46 - 5.34 (m, 2H, H2-Gal {5.35}, H4-Gal {5.27}), 4.56 - 4.29 (m,
3H, H6a-Gal {4.43}, H5-Gal {4.42}, H6b-Gal {4.28}), 2.16, 2.02, 2.01 (CH5-OAC).

B3C-NMR (100 MHz, CDCl3, HSQC), & (ppm): 170.4, 170.1 (3 x C=0-Ac), 161.0 (C=NH(CCl)), 93.6 (C1-
Gal), 90.9 (CCls), 80.8 (d, Jes s = 172.4 Hz, C6-Gal), 69.8 (d, Jcs e = 23.7 Hz, C5-Gal), 67.6 (C3-Gal), 67.5
(C2-Gal), 67.0 (C4-Gal), 20.8, 20.7, 20.7 (CH3-OAc).

®F_NMR (376 MHz, CDCls), 5 (ppm): -231.8 (m, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?!

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-galactopyranosylbromid (31)FE26-3%71

AcO

. o}
(a-Ac36FGalBr) ACO

AcO
Br

Es wurden 9.03 g (25.8 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a/B-D-galactopyranose (27) in 40 mL
Dichlormethan geldst und unter Eiskihlung innerhalb von 1 h mit 25 mL Bromwasserstoff (33%-ig in Eis-
essig) versetzt. Unter Erwdrmen auf Raumtemperatur wurde die Mischung 2 h geruhrt. Die Losung wurde
anschliefend mit 50 mL Dichlormethan verdinnt und zur Hydrolyse auf 150 mL Eiswasser gegossen. Die
organische Phase wurde abgetrennt und zweimal mit je 100 mL dest. Wasser gewaschen. Die wéssrige Phase
wurde dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert, bevor die vereinigten organischen Phasen zweimal
mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie 50 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung
gewaschen wurden. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Lésungs-
mittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) ge-

reinigt.

Ausbeute: 6.10 g (16.5 mmol, 64%); gelblicher Feststoff.
Rt = 0.56 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

C1,H1BrFO; (M = 370.15 g/mol) [370.01].

ESI-MS (positiv) m/z: 291.08 ([M-Br]", ber.: 291.08), 371.10 ([M+H]", ber.: 371.01).
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IH-NMR (400 MHz, CDCly), 8 (ppm): 6.71 (d, 1H, Juzs = 3.9 Hz, HL-Gal), 5.57 (d, 1H, Jusrs= 7.9 Hz,
H4'Gal), 5.41 (dd, 1H, JH3,H2 = 10.6 Hz, ‘]H3,H4 = 3.3 Hz, H3'Gal), 5.06 (dd, 1H, ‘]HZ,HB = 10.6 Hz, JH2,H1
4.0 Hz, H2-Gal), 4.57 - 4.33 (m, 3H, H5-Gal, H6a/b-Gal), 2.15, 2.11, 2.01 (3 x s, 9H, CH3-OAC).

BC.NMR (100 MHz, CDCly), § (ppm): 170.3, 170.1, 170.0 (C=0-Ac), 88.2 (C1-Gal), 80.5 (d, Jesr
173.3 Hz, C6-Gal), 71.8 (d, Jcsr = 23.5 Hz, C5-Gal), 68.1 (C2-Gal), 67.9 (C3-Gal), 67.2 (d, Jear = 5.3 Hz,
C4-Gal), 21.0, 20.8, 20.8 (CH4-OAC).

E_NMR (376 MHz, CDCly), & (ppm): -231.2 (dt, Jr pieus = 46.8 Hz, Jr 115 = 17.0 Hz, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur. % 326-327]

3,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-D-galactal (32)1"%17

AcO

(Ac,6FGal) 0
AcO

Es wurden 9.35g (0.14 mol, 10 Aquiv.) Zinkpulver mit 75 mL verdiinnter Salzsaure (1 M) aktiviert und
zweimal mit je 50 mL destilliertem Wasser sowie Methanol, Diethylether und Essigséureethylester ge-
waschen. Das aktivierte Zinkpulver wurde in 100 mL Essigsdureethylester aufgeschlammt und mit 1.14 mL
(14.3 mmol, 1.0 Aquiv.) N-Methylimidazol versetzt. Die Mischung wurde unter Riickfluss erhitzt und mit
einer Losung von 5.30 g (14.3 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-galactopyranosylbromid (31),
geldst in 60 mL Essigsdureethylester, versetzt. Es wurde 1 h unter Rickfluss erhitzt, bevor die Reaktions-
mischung nach dem Abkiihlen durch Hyflo® filtriert wurde. Es wurde mit 100 mL Essigsaureethylester nach-
gewaschen und das Filtrat wurde zweimal mit je 100 mL verdinnter Salzsédure (1 M) und mit 100 mL einer
ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde durch Flashchromatographie an
Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.66 g (11.4 mmol, 80%); farbloses Ol.
Rt = 0.51 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
CiyoH13FO5 (M = 232.21 g/mol) [232.07].

EI-MS (positiv) m/z: 231.21 ([M1], ber.: 232.07), 97.06 ([M-C4H,FO,], ber.: 97.06), 73.06 ([M-CsHsFO,],
ber.: 73.06).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), 3 (ppm): 6.48 (dd, 1H, Juy o = 6.3 Hz, Jy1 143 = 1.6 Hz, H1-Gal), 5.55 - 5.51 (m,
1H, H3-Gal), 5.47 - 5.43 (m, 1H, H4-Gal), 4.78 - 4.73 (m, 1H, H2-Gal), 4.61 (ddd, 1H, Juear = 47.9 Hz,
Jugarer = 10.1 Hz, Jpeans = 7.4 Hz, H6a-Gal), 4.51 (ddd, 1H, Jugor = 46.1 HZ, Jneprisa = 10.1 HZ, Jnep s =
4.1 Hz, H6b-Gal), 4.42 - 4.34 (m, 1H, H5-Gal), 2.10, 2.02 (2 x 5, 6H, CHz-OAC).
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B3C-NMR (100 MHz, CDCly), 8 (ppm): 170.5, 170.3 (C=0-Ac), 145.8 (C1-Gal), 99.1 (C2-Gal), 81.4 (d, Jos
= 170.7 Hz, C6-Gal), 73.9 (d, Jesr = 22.1 Hz, C5-Gal), 64.1 (d, Jesr = 7.0 Hz, C4-Gal), 64.0 (C3-Gal), 21.1,
20.9 (CH5-OAC).

E_NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): -230.2 (dd, Jr piean = 41.0 Hz, Jr 145 = 31.0 Hz, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur, 217l

3,4-Di-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (34)

(a-Ac,2,6F,Gal-OC(NH)CCl,) Aco F

AcO.

o) NH
Eine Losung von 4.38 g (18.9 mmol) 3,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-D-galactal

(32) in 100 mL einer Mischung aus Nitromethan und Wasser (4:1) wurde mit 13.4 g CCly

(37.8 mmol, 2.0 Aquiv.) Selectfluor® versetzt und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde 30 Minuten
unter Ruckfluss erhitzt, nach vollstandiger Reaktion wurden 100 mL Wasser zugegeben und es wurde drei-
mal mit je 100 mL Essigséureethylester extrahiert. Die organische Phase wurde mit 100 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel
wurde i. Vak. entfernt, das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) ge-
reinigt und das Produkt 33 konnte als Anomerengemisch erhalten werden (a:B, 2.5:1, iiber NMR-Spektros-

kopie bestimmt).

Ausbeute: 4.11 g (15.3 mmol, 81%); farbloses Ol.

Rf = 0.29 ("Hex/EtOAc, 3:1).

CioH14F205 (M = 268.21 g/mol) [268.08].

ESI-MS (negativ) m/z: 267.07 ([M-H], ber.: 267.07).

YF-NMR (376 MHz, CDCly), 8 (ppm): a-Anomer: -207.4 (ddd, 1F, g2 = 50.0 Hz, Jgp 1 = 11.0 Hz, Jpp s =
3.3 Hz, F2-Gal), -231.5 (td, 1F, Jgg peap = 46.3 Hz, Jps s = 11.0 Hz, F6-Gal), p-Anomer: -206.7 —-207.1 (m,
lF, F2-Gal), -230.8 (td, lF, \]FG,HGa/b: 46.7 HZ, ‘]FG,HS: 12.4 HZ, FG-GaI)

Eine Losung von 4.11 g (15.3 mmol) 3,4-Di-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-o/B-D-galactopyranose (33) in
80 mL absol. Dichlormethan wurde unter Eiskiuhlung und Argonatmosphére mit 3.10 mL (30.6 mmol,
2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenigen Tropfen DBU versetzt. Die Reaktionslésung wurde 20 h unter
Erwédrmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor nach beendeter Reaktion die Lésungsmittel i. Vak. entfernt

wurden und das Produkt durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt wurde.

Ausbeute: 5.28 g (12.8 mmol, 84%); farbloser amorpher Feststoff.
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R¢ = 0.32 (‘Hex/EtOAc, 3:1).

[o]3! = + 126.5 (c = 1.00, CHCI,).

C1oH1,Cl3F,NOg (M = 412.59 g/mol) [410.99].

HR-EI-MS (positiv) m/z: 267.15 ([M-C,HCIsN], ber.: 267.20), 251.15 ([M-C,HCIsN], ber.: 251.20).

'H-NMR (600 MHz, CDCl;, COSY), 8 (ppm): 8.79 (s, 1H, NH(CCly)), 6.70 (d, 1H, June = 3.8 Hz, H1-Gal),
5.65 (td, 1H, Jus s = 3.4 Hz, Juaps = 1.2 Hz, H4-Gal), 5.50 (td, 1H, Juz 12 = 10.5 Hz, Jyg s = 3.4 Hz, H3-Gal),
5.00 (ddd, 1H, Jpor = 48.8 Hz, Jpops = 10.2 Hz, Jppn = 3.9 Hz, H2-Gal), 4.47 (ddd, 1H, Jyear = 47.0 Hz,
Jnearisr = 10.1 HZ, Juearss = 8.4 Hz, H6a-Gal), 4.38 (ddd, 1H, Juesr = 45.2 Hz, Jneppiea = 10.1 HZ, Jnepps =
6.5 Hz, H6b-Gal), 4.45 (dd, 1H, Juis piean = 8.5 HZ, Jus ua = 5.2 Hz, H5-Gal), 2.16, 2.07 (2 x s, 6H, CH3-OAC).

B3C-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC),  (ppm): 170.0, 169.9 (C=0-Ac), 160.9 (C=NH(CCls)), 93.1 (d, Jc1
= 22.5 Hz, C1-Gal), 90.7 (CCl3), 84.5 (d, Jeo.ro = 192.7 Hz, C2-Gal), 80.7 (d, Jog 6 = 173.2 Hz, C6-Gal), 69.8
(d, Jes s = 23.4 Hz, C5-Gal), 68.2 (d, Jes o = 25.2 Hz, C3-Gal), 68.1 (dd, Jears = 7.6 Hz, Joars = 4.6 Hz, C4-
Gal), 20.8, 20.6 (CHz-OAC).

SE-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -209.2 (ddd, 1F, Jez 1z = 48.9 Hz, Jga i = 10.9 Hz, ez s = 3.3 Hz, F2-
Gal), -231.8 (ddd, 1F, JFG,HGa: 47.6 HZ, ‘-]F6,H6b: 45.5 HZ, ‘-]F6,H5: 12.6 HZ, F6-Ga|)
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3,4-Di-O-benzyl-6-desoxy-6-fluor-p-galactal (35)2*

BnO
(Bn,6FGal)

BnO

In 40 mL Methanol (HPLC-grade) wurden 2.00 g (8.61 mmol) 3,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-D-galactal
(32) geldst, bevor durch Zugabe einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Lésung (0.5 M) in Methanol
ein pH-Wert von 10 eingestellt wurde. Die Reaktionslésung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, im
Anschluss mit 60 mL Toluol verdiinnt und die Lésungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde
zweimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert und anschlieBend in 35 mL Dimethylformamid aufgenommen.
Unter Eiskihlung und Argonatmosphare wurden portionsweise 1.20 g (30.3 mmol, 2.1 Aquiv.) Natrium-
hydrid (60% in Mineraldl) zugegeben und die Mischung wurde 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. Es wurden
3.06 mL (25.8 mmol, 3.0 Aquiv.) Benzylbromid zugetropft und die Reaktionsldsung wurde unter Erwarmen
auf Raumtemperatur 16 h gerihrt, zur Hydrolyse auf 200 mL einer Mischung aus Toluol und Eiswasser (1:1)
gegossen und die wassrige Phase wurde dreimal mit je 60 mL Toluol extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden zweimal mit je 80 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung ausgeschuttelt, bevor mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet wurde. Das Losungsmittel wurde i. Vak. abdestilliert und der Rickstand konnte

flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt werden.
Ausbeute: 2.79 g (8.49 mmol, 98%); blassgelbes Ol.

R = 0.54 ("Hex/EtOAC, 4:1).

Ca0H21FO; (M = 328.38 g/mol) [328.15].

'H-NMR (400 MHz, CDCly), 8 (ppm): 7.42 - 7.27 (m, 10H, Ha-Bn), 6.37 (dd, 1H, Jy1 2 = 6.2 Hz, Juyps =
1.0 Hz, H1-Gal), 4.96 - 4.90 (m, 1H, H2-Gal), 4.83 (ddd, 1H, Jyear = 48.7 HZ, Jeanien = 10.5 HZ, Jugars =
8.4 Hz, H6a-Gal), 4.82 (d, 1H, Jcycn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.73 (ddd, 1H, Jyepr = 48.6 Hz, Jugpnea = 10.4 Hz,
Jnens = 3.1 Hz, HBb-Gal), 4.71 (d, 1H, Jencn = 12.1 Hz, CH,-Bn), 4.70 (d, 1H, Jepcn = 11.5 Hz, CH,-Bn),
4.64 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.48 - 4.35 (m, 1H, H5-Gal), 4.13 - 4.07 (m, 1H, H3-Gal), 3.96 (dt,
1H, Juaps = 3.9 Hz, Ja s = 2.0 Hz, H4-Gal).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 144.3 (C1-Gal), 138.7, 138.6 (C,-Bn), 128.8, 128.7, 128.3, 128.3,
128.1, 128.0, 127.8, 127.8 (10 x Ca-Bn), 99.8 (C2-Gal), 81.9 (d, Jesr = 165.6 Hz, C6-Gal), 75.3 (d, Jesr =
20.8 Hz, C5-Gal), 72.9 (CH,-Bn), 72.7 (d, Jcar = 9.0 Hz, C4-Gal), 71.4 (CH,-Bn), 68.5 (C3-Gal).

F-NMR (376 MHz, CDCl3), § (ppm): -225.0 — -226.0 (m, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?’)
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3,4-Di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-a/p-D-galactopyranose (36)%
F

(0/B-Bn,2,6F,Gal-OH) BnQ
()]
BnO OH

F

Es wurden 2.03 g (6.18 mmol) 3,4-Di-O-benzyl-6-desoxy-6-fluor-D-galactal (35) in 100 mL einer Mischung
aus Nitromethan und Wasser (4:1) geldst und mit 4.32 g (12.2 mmol, 2.0 Aquiv.) Selectfluor® versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 18 h geriihrt und anschlielend 30 Minuten unter Rickfluss
erhitzt. Nach vollstdndiger Reaktion wurden 100 mL Wasser zugegeben und es wurde dreimal mit je 100 mL
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 80 mL einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.66 g (4.57 mmol, 75%); farbloses Ol.
R = 0.33 ("Hex/EtOAc, 3:1).
CaoH2F204 (M = 364.38 g/mol) [364.15].

'H-NMR (400 MHz, CDCl5), 5 (ppm): charakteristische Signale: 5.47 (d, 1H, Juy 12 = 3.7 Hz, H1o-Gal), 4.98
(d, 1H, ‘]CH,CH =113 HZ, CHz-Bn), 490 (ddd, lH, ‘-]HZ,F =51.8 HZ, ‘]HZ,HS =6.9 HZ, ‘JHZ,Hl =35 HZ, H2-Ga|),
4.72 (d, 1H, Jchch = 12.0 Hz, CH,-Bn). Eine detaillierte Zuordnung der Signale war aufgrund des vorhan-

denen Anomerengemisches nicht moglich.

F-NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): a-Anomer: -207.4 (ddd, 1F, J, 11 = 50.1 Hz, Jpop1 = 10.5 Hz, Jrp e =
4.0 Hz, F2-Gal), -229.9 - -230.3 (m, 1F, F6-Gal), p-Anomer: -204.9 — -205.2 (m, 1F, F2-Gal), -229.9 -
-230.3 (m, 1F, F6-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.%%
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3,4-Di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-a-p-galactopyranosyltrichloracetimidat (37)*" 2%

(0-Bny2,6F,Gal-OC(NH)CCIs) F
BnO
0
BnO
o NH
Eine Ldsung von 1.10 g (3.02 mmol) 3,4-Di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-
a/p-D-galactopyranose (36) in 80 mL absol. Dichlormethan wurde unter Eiskih- CCls

lung und Argonatmosphare mit 600 uL (6.00 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenigen Tropfen
DBU versetzt. Die Reaktionslésung wurde 20 h unter Erwérmen auf Raumtemperatur gerihrt, bevor nach
beendeter Reaktion das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt wurde. Das Produkt konnte durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 951 mg (1.87 mmol, 62%); blassgelbes Ol.

Rf = 0.70 ("Hex/EtOAc, 3:1).

[a]33 = +81.2 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:?* [a]23 = + 77.9 (c = 1.00, CHCIy).
C22H2,ClsF,NO, (M = 508.77 g/mol) [507.06].

ESI-MS (positiv) m/z: 530.09 ([M+Na]*, ber.: 530.05), 546.07 ([M+K]", ber.: 546.02).

'H-NMR (400 MHz, CDCLy), & (ppm): 8.69 (s, 1H, NH(CCly)), 7.43 - 7.29 (m, 10H, Ha-Bn), 6.60 (d, 1H,
Juire = 3.9 Hz, H1-Gal), 5.19 (ddd, 1H, Jupr = 49.2 Hz, Jup s = 9.9 Hz, Juo e = 3.7 Hz, H2-Gal), 5.01 (d,
1H, Jchcn = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.88 (d, 1H, Jcycn = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.75 (d, 1H, Jcpcn = 11.9 Hz, CH,-
Bn), 4.65 (d, 1H, Jepcn = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.47 (ddd, 1H, Juear = 45.9 Hz, Jugaren = 10.2 HZ, Jugars =
6.3 Hz, H6a-Gal), 4.39 (ddd, 1H, Juenr = 46.1 HZ, Juepea = 8.2 HZ, Jugops = 6.1 Hz, HEb-Gal), 4.24 - 4.19
(m, 1H, H3-Gal), 4.12 (dd, 1H, Jus Hean = 9.9 Hz, Jus e = 2.9 Hz, H5-Gal), 3.96 (pt, 1H, Jy s = 3.3 Hz, H4-
Gal).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), § (ppm): 160.7 (C=NH(CCls)), 137.7, 137.6 (C,-Bn), 128.9, 128.8, 128.7,
128.4,128.3, 128.2, 127.8, 127.8 (10 x Ca-Bn), 94.2 (d, Jo1r» = 23.3 Hz, C1-Gal), 89.9 (CCls), 88.6 (d, Jeo.r2
= 189.7 Hz, C2-Gal), 81.5 (d, Jcsrs = 167.9 Hz, C6-Gal), 76.3 (d, Jes 6 = 16.4 Hz, C5-Gal), 75.4 (CH,-Bn),
74.8 (dd, Jcaro= 8.6 Hz, Jcare= 4.5 Hz, C4-Gal), 73.5 (CH,-Bn), 71.9 (d, Jca o = 25.1 Hz, C3-Gal).

YF-NMR (376 MHz, CDCl3), 5 (ppm): -209.3 (ddd, 1F, Jep 1o = 49.2 Hz, Iy = 9.9 Hz, Jep 143 = 4.2 Hz, F2-
Gal), -230.8 (td, 1F, JFG,HGa/b: 46.5 HZ, ‘]F6,H5: 10.8 HZ, F6'Ga|)

Weitere analytische Daten siehe Literatur. 2]
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1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galacto-hexodialdo-1,5-pyranose (38)[2%% 326329

o 7
0
0
Zu einer Lésung aus 4.20 g (16.1 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyra- Oo
nose (13) in 100 mL absol. Dichlormethan wurden portionsweise 10.2 g (24.2 mmol, /K

1.5 Aquiv.) Dess-Martin-Periodinan®*® **% zugegeben und die Suspension wurde 2 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Der Lésung wurden 100 mL Wasser zugesetzt und anschlieBend wurde dreimal mit je 50 mL Di-
chlormethan extrahiert. Die organischen Phasen wurden zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Lésung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. VVak. entfernt
und das Rohprodukt konnte nach flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) als
farbloses Ol erhalten werden.

Ausbeute: 3.82 g (14.8 mmol, 92%); farbloses Ol.
R = 0.36 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
C1,H1506 (M = 258.26 g/mol) [258.11].

'H-NMR (600 MHz, CDCly), 8 (ppm): 9.57 (s, 1H, H6-Gal), 5.63 (d, 1H, Ju o = 5.0 Hz, H1-Gal), 4.65 (dd,
lH, ‘JH3,H4 =77 HZ, ‘JH3,H2 =26 HZ, H3-Ga|), 4.60 (mc, 1H, H4-Ga|), 4.36 (dd, 1H, ‘]HZ,Hl =51 HZ, ‘JHZ,HS =
2.6 Hz, H2-Gal), 4.16 (d, 1H, Jusue = 2.3 Hz, H5-Gal), 1.47, 1.40, 1.31, 1.28 (4 x 5, 12H, CHa-Acetal).

BC-NMR (150 MHz, CDCl), & (ppm): 200.3 (C6-Gal), 110.2, 109.3 (2 x C,-Acetal), 96.4 (C1-Gal), 73.3
(C5-Gal), 71.8, 71.7 (C3-Gal, C4-Gal), 70.2 (C2-Gal), 26.3, 26.2, 25.2, 24.6 (CH,-Acetal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?’)
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6-Desoxy-6,6-difluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-p-galactopyranose (39)5%

Es wurden 3.82 g (14.8 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-o-D-galacto-hexodialdo-1,5-

pyranose (38) in 150 mL absol. Dichlormethan gelést und unter Eiskiihlung und Argon-
atmosphare mit 4.0 mL (29.6 mmol, 2.0 Aquiv.) DAST® versetzt und unter Erwarmen auf Raumtemperatur
20 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 8 mL Methanol abgebrochen, die organische Phase
wurde zweimal mit je 70 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 2.95 g (10.5 mmol, 71%); gelbliches Ol.

R = 0.73 (CHex/EtOAC, 2:1), 0.61 (‘Hex/EtOAC, 3:1).
C1,H15F,05 (M = 280.26 g/mol) [280.11].

'H-NMR (600 MHz, CDCls), & (ppm): 5.82 (ddd, 1H, Jusra= 57.9 Hz, Jue s = 53.9 Hz, e 15 = 6.6 Hz, H6-
Gal), 5.54 (dd, 1H, Jurne = 4.9 Hz, Jypps = 2.1 Hz, H1-Gal), 4.63 (ddd, 1H, Jys o = 7.9 Hz, Jyg e = 2.6 Hz,
Juar = 2.5 Hz, H3-Gal), 4.38 - 4.32 (m, 2H, H2-Gal, H4-Gal), 3.94 - 3.87 (m, 1H, H5-Gal), 1.53, 1.45, 1.34,
1.33 (4 x s, 12H, CH3-Acetal).

B¥C-NMR (150 MHz, CDCly), 6 (ppm): 114.6 (dd, Jgsce = 245.0 Hz, Jpy s = 237.0 Hz, C6-Gal), 110.0, 109.2
(2 x C4-Acetal), 96.1 (C1-Gal), 70.5, 70.4 (C2-Gal, C3-Gal), 69.9 (d, Jrapcs = 6.8 Hz, C4-Gal), 68.1 (dd,
Jracs = 31.8 Hz, Jpy 5= 23.6 Hz, C5-Gal), 26.3, 26.2, 25.2, 24.6 (CH;-Acetal).

E_NMR (376 MHz, CDCly), 3 (ppm): -128.6 (ddd, 1F, Jrarp = 297.9 Hz, Jrapss = 57.9 Hz, Jraps = 11.5 Hz,
F6a-Gal), -130.5 (ddd, 1F, Jep ra = 299.7 Hz, Jgp s = 54.4 Hz, Jp s = 4.2 Hz, F6b-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[2% 331
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1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-a/p-D-galactopyranose (40)°%

F
AcO F

0]
AcO OAc

AcO

(a/B-Ac36,6F,Gal-OAc)

Es wurden 2.95 g (10.5 mmol) 6-Desoxy-6,6-difluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (39)
mit 100 mL 80%-iger Essigsaure versetzt und 22 h unter Rickfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wurde im An-
schluss i. Vak. entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol und Dichlormethan ko-
destilliert. Der vollstandig deblockierte Fluorgalactose-Baustein wurde ohne weitere Reinigung in 40 mL
Pyridin aufgenommen und mit 20 mL Essigsaureanhydrid versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die Losungsmittel wurden i. Vak. entfernt, bevor der Riickstand viermal mit je 60 mL Toluol ko-
destilliert wurde. Die Reinigung des Produkts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/
EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 3.24 g (8.79 mmol, 84%); gelbes Ol.

R; = 0.43 ("Hex/EtOAcC, 2:1).

C1aH1sF20, (M = 368.28 g/mol) [368.09].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 391.0816 ([M+Na]", ber.: 391.0919).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%?!

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-a-D-galactopyranosylbromid (41)2% F
AcO F
(a-Ac36,6F,GalBr) Q
AcO
AcO

Br

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von 2.52 g (6.81 mmol) o/B-Ac36,6F,Gal-OAc 40 in 5 mL Essigséurean-
hydrid wurden langsam 25 mL einer 33%-igen L&sung von Bromwasserstoff in Eisessig zugetropft. Die
Losung wurde unter Erwarmen auf Raumtemperatur 20 h geriihrt und anschlieBend auf 100 mL Eiswasser
gegossen. Es wurde weitere zweimal mit je 50 mL dest. Wasser gewaschen sowie mit 100 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung neutralisiert. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert, bevor die vereinigten organischen Phasen mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Lésung und zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumchlorid-L&sung gewaschen wurden. Nach
Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt konnte nach

flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) als Feststoff erhalten werden.
Ausbeute: 1.84 g (4.72 mmol, 70%); gelblicher Feststoff.

R¢ = 0.53 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
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[a]23 = + 157.3 (c = 1.00, CHCly), Lit.:® [a]23 = + 185.0 (c = 1.00, CHCI,).
C12H15BrF207 (M =389.14 g/mOI) [38799]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 309.0781 ([M-Br]", ber.: 309.0780).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 6.71 (d, 1H, 112 = 4.0 Hz, H1-Gal), 5.79 (ddd, 1H, Jurs = 55.8 Hz,
Juerp = 54.1 Hz, Jyeps = 5.6 Hz, H6-Gal), 5.70 - 5.66 (m, 1H, H4-Gal), 5.38 (dd, 1H, Jug sz = 10.7 HZ, Jus s
= 3.3 Hz, H3-Gal), 5.07 (dd, 1H, Jypps = 10.6 Hz, Jypp 1 = 4.0 Hz, H2-Gal), 4.38 (ddd, 1H, Jysr = 10.7 Hz,
Juspe = 7.5 Hz, Jyspa = 2.6 Hz, H5-Gal), 2.15, 2.12, 2.01 (3 x 5, 9H, CHz-OAC).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5), § (ppm): 170.1, 169.8, 169.4 (C=0-Ac), 112.4 (dd, Jrscs = 246.7 Hz, Jpp.co =
241.4 Hz, C6-Gal), 87.1 (C1-Gal), 72.4 (dd, 1H, Jracs = 30.7 Hz, Jpycs = 26.4 Hz, C5-Gal), 67.6 (C3-Gal),
67.5 (C2-Gal), 66.0 (dd, Jaca= 5.6 Hz, Jncs = 2.6 Hz, C4-Gal), 20.8, 20.7, 20.6 (3 x 5, CHz-OAC).

E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -128.5 (ddd, 1F, Jear, = 301.9 Hz, Jraps = 55.6 Hz, Jraps = 10.5 Hz,
F6a-Gal), -130.1 (ddd, 1F, Jeppa = 302.0 Hz, Jep 6 = 54.3 Hz, Jp s = 5.6 Hz, F6b-Gal).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%!

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-a/p-D-galactopyranose (42) F e
AcO

0
(a/B-Acs6,6F,Gal-OH) AcO OH
AcO

Eine Losung von 6.00 g (16.2 mmol) o/B-Acs6,6F,Gal-OAc 40 in 100 mL Tetrahydrofuran wurde mit
1.29 mL (22.5 mmol, 1.4 Aquiv.) Essigsaure und 1.29 mL (19.3 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin versetzt.
Das Reak-tionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und mit 100 mL Wasser versetzt. Im
Anschluss wurde dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
verdiinnter Salzséure (1 M), einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (je 2 x50 mL)
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromato-graphisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.11 g (12.6 mmol, 78%); gelbliches Ol, Anomerengemisch.
R¢ = 0.26/0.35 ("Hex/EtOAc, 2:1).

Ci2H16F20g (M = 326.25 g/mol) [326.08].

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 325.0741 ([M-H], ber.: 325.0740).

F-NMR (376 MHz, CDCl3), § (ppm): -128.6 —-130.0 (m, 2F, F6a/b-Gal).
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2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (43)

(a-Ac36,6F,Gal-OC(NH)CCly) aco F F
o)
AcO
A0 NH
Eine Losung von 4.10 g (12.6 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-o/B-D-
galactopyranose (42) in 80 mL absol. Dichlormethan wurde unter Eiskiihlung und CClg

Argonatmosphéare mit 2.53 mL (25.2 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und wenigen Tropfen DBU ver-
setzt. Die Reaktionsldsung wurde 18 h unter Erwdrmen auf Raumtemperatur gerihrt, bevor nach beendeter
Reaktion das Losungsmittel i. Vak. entfernt wurde. Das Rohprodukt konnte durch Flashchromatographie an

Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 4.62 g (9.82 mmol, 78%); farbloser amorpher Feststoff.

R = 0.54 ("Hex/EtOAC, 2:1).

RP-HPLC: R;=5.12 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]3! =+ 87.9 (c = 1.00, CHCly).

C1aH16C15F,NOg (M = 470.63 g/mol) [468.99].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 309.0781 ([M-TCI]", ber.: 309.0780).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,, COSY), & (ppm): 8.73 (s, 1H, NH(CCl3)), 6.67 (d, 1H, Ju1 1o = 3.2 Hz, H1-Gal),
5.75 (ddd, 1H, Jusra = 56.0 Hz, Jusrp = 54.3 Hz, Jyeps = 5.8 Hz, H6-Gal), 5.73 - 5.71 (m, 1H, H4-Gal), 5.42
(dd, 1H, a2 = 10.9 Hz, Jyape = 2.8 Hz, H3-Gal), 5.37 (dd, 1H, Jup s = 10.9 Hz, Jyop = 3.2 Hz, H2-Gal),
4.32 (dt, 1H, Jusr = 11.5 Hz, Jus 6 = 5.1 Hz, Jus e = 5.1 Hz, H5-Gal), 2.17, 2.03, 2.02 (3 x s, 9H, CH3-OAC).

B3C-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC), § (ppm): 170.2, 170.0, 169.6 (C=0-Ac), 160.9 (C=NH(CCl5)), 112.9
(dd, Jraco = 246.7 Hz, Jrp e = 240.8 Hz, C6-Gal), 93.3 (C1-Gal), 90.7 (CCly), 70.9 (dd, 1H, Jracs = 30.6 Hz,
Jencs = 26.0 Hz, C5-Gal), 67.1 (C3-Gal), 66.7 (C2-Gal), 66.6 (dd, Jraca = 6.1 Hz, Jppcq = 2.5 Hz, C4-Gal),
20.8, 20.7, 20.7 (3 x 5, CH3-OAC).

¥F-NMR (376 MHz, CDCls), & (ppm): -128.3 (ddd, 1F, Jgarp = 301.3 HZ, Jeaps = 56.9 Hz, Jeaps = 11.5 Hz,
FGa'GaI), -130.2 (ddd, lF, JFb,Fa: 299.5 HZ, \]Fb,H6: 54.1 HZ, JFb,HS: 49 HZ, F6b-Ga|)
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523 Synthese der Neuraminsaure-Bausteine

5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/B-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosat - (45)2'*

211, 251]
AcO OAcC

(a/B-AcsSiaCOOH) COOH

ACO”UH:.,

AcHN OAc

AcO

Es wurden 10.0 g (32.3 mmol) N-Acetyl-D-neuraminsdure (44) in 150 mL Pyridin gelést und unter
Eiskthlung mit 75 mL Essigsaureanhydrid versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 4 h bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde viermal mit je 40 mL Toluol
sowie dreimal mit je 40 mL Dichlormethan kodestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere

Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 16.7 g (32.3 mmol, quant.); gelblicher amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
Rf = 0.41 (EtOAC/CH,Cl,, 5:1).

Cy1HNO14 (M = 519.45 g/mol) [519.16].

ESI-MS (positiv) m/z: 537.19 ([M+NH,]", ber.: 537.19), 542.15 ([M+Na]", ber.: 542.15), 558.12 ([M+K]",
ber.: 542.15).

ESI-MS (negativ) m/z: 518.15 ([M-H], ber.: 518.15).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 5.56 (d, 1H, Jnius = 9.4 Hz, NH-Sia), 5.40 (dd, 1H, Jy7us = 5.3 Hz,
Jh7me = 2.1 Hz, H7-Sia), 5.33 - 5.24 (m, 1H, H4-Sia), 5.13 - 5.09 (m, 1H, H8-Sia), 4.53 (dd, 1H, Jyoanep =
5.3 Hz, Jugrea = 2.1 Hz, H9a-Sia), 4.21 - 4.11 (m, 3H, H5-Sia, H6-Sia, H9b-Sia), 2.58 (dd, 1H, JnzagHsax =
13.4 Hz, Jyzaqna = 5.0 Hz, H344-Sia), 2.22 (m,, 1H, H3,-Sia), 2.14, 2.08, 2.06, 2.04, 2.03, 1.90 (6 x s, 18H,
CH;-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[?% 5
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Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/B-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosat

(46) [210, 251]
AcO OAC

(a/B-Ac,SiaCO,Bn-OAC) AcO COOBn

AcHN OAc

AcO

Zu einer Losung von 16.7 g (32.2 mmol) a/pB-AcsSiaCOOH 45 in 60 mL Ethanol wurden 5.26 g (16.2 mmol,
0.5 Aquiv.) Casiumcarbonat, gelost in 12 mL Wasser, gegeben. Es wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur
gertihrt und anschlieBend das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Der gelbe Rickstand wurde viermal mit je
40 mL Toluol kodestilliert und im Anschluss in 90 mL N,N-Dimethylformamid aufgenommen. Zur Ldsung
wurden 34.5 mL (291 mmol, 9.0 Aquiv.) Benzylbromid innerhalb von 30 Minuten getropft und das Gemisch
wurde 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. Ausgefallenes Césiumbromid wurde abfiltriert, das Rohprodukt
wurde im Hochvakuum vom Lésungsmittel befreit und in 100 mL Essigséureethylester aufgenommen. Aus-
gefallenes Céasiumbromid wurde erneut abfiltriert, bevor das Lésungsmittel i. Vak. entfernt wurde. Das gelbe
Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc) gereinigt und das 6lige Produkt wurde ein-

mal mit 30 mL Toluol und dreimal mit je 30 mL Dichlormethan kodestilliert.
Ausbeute: 16.7 g (27.4 mmol, 85%); farbloser amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
Rs = 0.45/0.51 (EtOAC).

CosH3sNOy4 (M = 609.58 g/mol) [609.21].

ESI-MS (positiv) m/z: 627.24 ([M+NH,]", ber.: 627.24), 632.19 ([M+Na]", ber.: 632.20), 648.17 ([M+K]",
ber.: 648.17).

'H-NMR (400 MHz, CDCl), & (ppm): 7.37 - 7.30 (m, 5H, Ha-Bn), 5.34 (d, 1H, Jyuus = 9.0 Hz, NH-Sia),
5.32-5.05 (M, 6H, H4-Sia, H6-Sia, H7-Sia, H8-Sia, CH,-Bn), 4.44 (dd, 1H, Jueares = 12.4 Hz, Jgars =
2.6 Hz, H9a-Sia), 4.15 - 4.09 (m, 2H, H5-Sia, HOb-Sia), 2.54 (dd, 1H, Jyasqrzax = 13.5 HZ, Jhsaque = 5.0 Hz,
H3,,-Sia), 2.12, 2.11, 2.02 (6 x s, 16H, CH3-OAc, H3,.-Sia), 1.88 (s, 3H, CHa-NHAC).

BC.NMR (100 MHz, CDCly), § (ppm): 170.6, 170.5, 170.5, 170.1, 170.1, 170.0 (5 x C=0-Ac, -NHAG),
165.6 (C1-Sia), 135.1 (C-Bn), 129.1, 128.9, 128.3 (5 x Ca-Bn), 97.6 (C2-Sia), 72.9 (C6-Sia), 71.2 (C8-Sia),
68.4 (C4-Sia), 68.1 (C7-Sia), 67.4 (CH,-Bn), 61.9 (C9-Sia), 49.5 (C5-Sia), 37.4 (C3-Sia), 23.3 (CHz-NHAG),
20.8, 20.8, 20.7 (5 x CH4-OAGC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[?% %



5.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine 139

Benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy-B-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyra-
[210, 251]
nosyl)onat (47) ACO oA

Cl
(B-Ac,SiaCO,BnCl) AcOum,)

AcHN

AcO

Eine auf 0 °C gekiihlte Mischung aus 48.7 mL (0.68 mol, 25.0 Aquiv.) Acetylchlorid sowie 0.5 mL Wasser
wurde unter Eiskihlung zu 16.7 g (27.4 mmol) o/B-AcsSiaCO,Bn 46 gegeben und das Reaktionsgemisch
wurde drei Tage bei Raumtemperatur geriithrt. Uberschiissiges Acetylchlorid wurde i. Vak. entfernt und der
Rickstand wurde viermal mit je 50 mL Toluol und Dichlormethan kodestilliert. Das erhaltene Rohprodukt

wurde ohne weitere Aufreinigung in der néchsten Stufe umgesetzt.
Ausbeute: 14.7 g (25.1 mmol, 92%); farbloser amorpher Feststoff.
Rf = 0.48 (EtOAC).

C,6H3,CINO;, (M = 585.98 g/mol) [585.16].

ESI-MS (positiv) m/z: 608.19 ([M+Na]", ber.: 608.15).

'H-NMR (400 MHz, CDCly),  (ppm): 7.41 - 7.34 (m, 5H, Ha-Bn), 5.49 - 5.34 (m, 5H, NH-Sia, H4-Sia, H6-
Sia, H7-Sia, H8-Sia), 5.25 - 5.15 (m, 2H, CH,-Bn), 4.41 (dd, 1H, Juapes = 11.9 Hz, Jygans = 2.0 Hz, H9a-
Sia), 4.27 - 4.05 (m, 2H, H5-Sia, H9b-Sia), 2.78 (dd, 1H, Jyasqraa = 13.9 HZ, Jaiqrs = 4.8 Hz, H3-Sia),
2.11,2.04, 2.02 (4 x 5, 13H, CH3-OAC, H3,-Sia), 1.90 (s, 3H, CHz-NHAC).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls), § (ppm): 171.0, 170.5, 170.2, 170.1, 170.0 (5 x C=0-Ac, -NHAC), 165.6 (C1-
Sia), 135.1 (C4-Bn), 129.1, 128.9, 128.3 (5 x Ca-Bn), 97.6 (C2-Sia), 72.8 (C6-Sia), 71.2 (C8-Sia), 68.4 (C4-
Sia), 68.1 (C7-Sia), 67.4 (CH,-Bn), 61.9 (C9-Sia), 49.5 (C5-Sia), 37.4 (C3-Sia), 23.3 (CHs-NHAGC), 20.8,
20.8, 20.7 (4 x CH3-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur. 2% %
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O-Ethyl-S-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosyl)onat]dithiocarbonat (48)%'% %%

AcO OAC

(a-Ac,SiaCO,BnXan) COOBn S

ACOIum.,,
AcHN

AcO

Eine Losung von 14.7 g (25.1 mmol) B-Ac,SiaCO,BnCl 47 in 200 mL absol. Ethanol wurde mit 8.05 g
(50.2 mmol, 2.0 Aquiv.) Kaliumethylxanthogenat versetzt und 24 h bei Raumtemperatur unter Argonatmos-
phére und Lichtausschuss gerihrt. AnschlieBend wurde mit 250 mL Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit
je 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Ldsung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde im Anschluss
flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:3) gereinigt.

Ausbeute: 12.0 g (17.9 mmol, 71%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.45 (EtOAC), 0.20 (CHex/EtOAc, 1:3).

[a]33 = +29.9 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:®" [a]23 = + 34.1 (c = 1.00, CHCIy).
CaoH37NO13S, (M = 671.73 g/mol) [671.17].

ESI-MS (positiv) m/z: 689.20 ([M+NH,]*, ber.: 689.20), 694.15 ([M+Na]", ber.: 694.16).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 689.2045 ([M+NH,]", ber.: 689.2045).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 7.38 - 7.41 (m, 5H, Ha-Bn), 5.31 (dd, 1H, Jy7pe = 6.3 Hz, Juz 6 =
2.0 Hz, H7-Sia), 5.26 (td, 1H, Jugpzisan = 6.4 Hz, Jugpes = 2.0 Hz, H8-Sia), 5.22 - 5.19 (m, 3H, CH,-Bn,
NH-Sia), 4.84 (td, 1H, Jya psmzax = 11.6 Hz, Jnapasg = 4.6 Hz, H4-Sia), 4.56 (dd, 1H, Jus s = 10.8 Hz, Jyg 7 =
2.0 Hz, H6-Sia), 4.41 - 4.37 (m, 2H, CH,-OEt), 4.33 (dd, 1H, Jyea oo = 12.4 HZ, Jpgans = 2.8 Hz, H9a-Sia),
4.20 (dd, 1H, Jusbpea = 12.4 Hz, Jugors = 5.8 Hz, HOb-Sia), 4.15 - 4.02 (m, 1H, H5-Sia), 2.66 (dd, 1H,
Jnsaqraax = 12.9 HZ, Jypaaq s = 4.6 Hz, H3,4-Sia), 2.13, 2.11, 2.08, 2.01 (4 x 5, 12H, CH3-OAC), 2.03 - 2.01 (m,
1H, H3,.-Sia), 1.88 (s, 3H, CHy-NHAC), 1.22 (t, 3H, Jcps.che = 6.4 Hz, CH3-OE).

BBC-NMR (100 MHz, CDCly), 8 (ppm): 207.4 (C=S-Xan), 171.0, 170.8, 170.6, 170.5, 170.4 (4 x C=0-Ac,
-NHAC), 168.1 (C1-Sia), 135.1 (C4-Bn), 129.1, 128.9, 128.3 (5 x Ca-Bn), 86.8 (C2-Sia), 75.5 (C6-Sia), 70.7
(C8-Sia), 69.1 (C4-Sia), 68.1 (C7-Sia), 67.9 (CH,-Bn), 67.3 (CH,-OEt), 62.3 (C9-Sia), 49.5 (C5-Sia), 37.4
(C3-Sia), 23.5 (CH3-NHAC), 21.4, 21.2, 21.1 (4 x CH3-OAC), 13.4 (CH4-OE).

Weitere analytische Daten siehe Literatur. %2
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254, 332]

Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a/p-D-glycero-p-galacto-2-nonulopyranosat (50)!

(a/p-SiaCO,Me)

Es wurden 10.0 g (32.3 mmol) N-Acetyl-D-neuraminsaure (44) in 400 mL Metha-

nol (HPLC-grade) aufgeschlammt und mit 10.0 g Dowex® 40WX-200 lonentauscher (zuvor dreimal mit
Methanol gewaschen) versetzt. Nach 20 h Riihren bei Raumtemperatur unter Argonatmosphére wurde der
lonentauscher abfiltriert und dreimal mit je 50 mL Methanol gewaschen. Das Losungsmittel wurde i. Vak.

entfernt und der Ruckstand wurde ohne weitere Aufarbeitung in der néchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 9.50 g (29.4 mmol, 91%); farbloser Feststoff, Anomerengemisch.

ESI-MS (positiv) m/z: 346.11 ([M+Na]", ber.: 346.11).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**%]

Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/B-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosat

(5 1) [254]
AcO OAC

(a/p-Ac,SiaCO,Me-OAc)

Es wurden 20.0 g (61.8 mmol) o/B-SiaCO,Me 50 in 120 mL Pyridin aufgenommen und auf 0 °C gekuhlt,
bevor 60 mL Essigsdureanhydrid zur Lésung getropft wurden. Es wurde unter Erwarmen auf Raumtempera-
tur Uber Nacht geriihrt und anschlieend die Losungsmittel im Hochvakuum entfernt. Der Riickstand wurde
viermal mit je 100 mL Toluol und zweimal mit je 100 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt

wurde ohne weitere Reinigung in der néchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 32.8 g (61.5 mmol, quant.); gelblicher amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
R¢ = 0.76 (CH,Cl,/MeCOH, 20:1).

C2H3:NOy4 (M = 533.48 g/mol) [533.17].

ESI-MS (positiv) m/z: 551.20 ([M+NH,]", ber.: 551.20), 556.16 ([M+Na]", ber.: 556.16).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*4]
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4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-2-thio-p-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyransid)onat (52)F!

(B-Ac,SiaCO,Me-SPhMe) AcO OAc

AcOum,,\
AcHN

AcO

Zu einer Loésung von 32.8 g (61.5 mmol) o/B-Ac,SiaCO,Me-OAc 51 in

150 mL absol. Dichlormethan wurden 9.17 g (73.8 mmol, 1.2 Agiuv.) 4-Methylthiophenol (p-Thiokresol) ge-
geben und die Losung wurde unter Eiskiihlung langsam mit 15.2 mL (0.12 mol, 2.0 Agiuv.) Bortrifluorid-
Etherat versetzt. Unter Erwarmen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung 24 h gerlhrt. Es wurde
mit 100 mL Dichlormethan verdinnt, dreimal mit je 150 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L&dsung
sowie mit je 100 mL dest. Wasser und einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAC) gereinigt.

Ausbeute: 20.0 g (33.5 mmol, 54%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.60 (EtOAC).

C27H3sNO1,S (M = 597.63 g/mol) [597.19].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 598.1954 ([M+H]", ber.: 598.1953), 615.2219 ([M+NH,]", ber.: 615.2218).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY), § (ppm): 7.26 (d, 2H, Jencn = 8.1 Hz, Ha-Ph), 7.09 (d, 2H, Jepcn =
7.2 Hz, Ha-Ph), 5.94 (d, 1H, Junus = 10.3 Hz, NH-Sia), 5.44 (t, 1H, Ju7ps = Jprpe = 2.4 Hz, H7-Sia), 5.35
(ddd, 1H, Jnaps = 11.7 HZ, Jngpaac = 10.5 HZ, Jugpasg = 4.8 Hz, H4-Sia), 4.94 (dt, 1H, Jygpisa = Jriaoo =
8.7 Hz, Jys i = 2.2 Hz, H8-Sia), 4.60 (dd, 1H, Jusms = 10.5 Hz, Jye 7 = 2.6 Hz, H6-Sia), 4.47 (d, 1H, Jygp roa
= 12.2 Hz, Jugo s = 2.2 Hz, HOb-Sia), 4.09 (ddd, 1H, Jus s = 11.7 Hz, Jus = Jus s = 10.3 Hz, H5-Sia), 3.99
(dd, 1H, Jngares = 12.3 Hz, Jneaps = 8.9 Hz, H9a-Sia), 3.55 (s, 3H, CH3-CO,Me), 2.61 (dd, 1H, Jpisaqraex =
13.8 Hz, Jysaqrs = 4.8 Hz, H3,-Sia), 2.29 (s, 3H, CHa-Ph), 2.06, 2.05, 1.99, 1.90, (4 x s, 12H, CHz-OAc),
2.05 - 2.00 (m, 1H, H3,-Sia), 1.84 (s, 3H, CHy-NHAC).

B3C-NMR (150 MHz, CDCl, HSQC), & (ppm): 171.2, 171.0, 170.4, 170.3 (5 x C=0-Ac, -NHACc), 168.3 (C1-
Sia), 140.2 (C,-Ph), 136.6, 136.2, 129.9, 129.7, 125.3 (Ca-Ph), 89.0 (C2-Sia), 73.2 (C8-Sia), 73.1 (C6-Sia),
69.2 (C4-Sia), 68.9 (C7-Sia), 62.8 (C9-Sia), 52.6 (CH3-CO,Me), 49.3 (C5-Sia), 37.5 (C3-Sia), 23.2 (CHy-
NHAC), 21.4, 21.2, 20.9, 20.8 (CH3-OAC), 21.3 (CHy-Ph).



5.2 Die Synthesen der Monosaccharid-Bausteine 143

4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-9-O-tert-butyldiphenylsilyl-3,5-didesoxy-2-thio-B-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyransid)onat (53)

(B-9TBDPS-SiaCO,Me-SPhMe)

Entsprechend Referenz®® wurden 15.0 g (25.1 mmol) B-Ac,SiaCO,Me-

SPhMe 52 in 100 mL Methanol (HPLC-grade) geldst und mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-
Losung (0.5 M) in Methanol versetzt bis ein pH-Wert von 11.0 erreicht wurde. Nach vollstandiger De-
blockierung des Zuckers wurde mit saurem lonentauscher Amberlyst 15° neutralisiert, dieser abfiltriert und

anschlieBend zweimal mit je 50 mL Methanol gewaschen. Das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entfernt.
R =0.26 (EtOAc/MeOH, 5:1).
C19H27NOgS (M = 429.48 g/mol) [429.14].

ESI-MS (positiv) m/z: 430.15 ([M+H]", ber.: 430.15), 447.18 ([M+NH,]", ber.: 447.18), 452.13 ([M+Na]",
ber.: 452.13).

ESI-MS (negativ) m/z: 428.15 ([M-H]’, ber.: 430.15).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 430.1532 ([M+H]", ber.: 430.1536), 452.1349 ([M+Na]*, ber.: 452.1355),
468.1089 ([M+K]", ber.: 468.1094).

Es wurden 3.20 g (7.49 mmol) des deblockierten Rohprodukts in 40 mL trockenem N,N-Dimethylformamid
aufgenommen und unter Argonatmosphéare mit 1.02 g (15.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Imidazol sowie 92 mg
(0.75 mmol, 0.1 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) versetzt. Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C
gekiihlt und anschlieRend wurden 2.34 mL (8.99 mmol, 1.2 Aquiv.) tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-
Chlorid) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Erwérmen auf Raumtemperatur 48 h geruhrt, bevor
das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt wurde. Der Rickstand wurde in 100 mL Essigsdureethylester
aufgenommen und zweimal mit je 50 mL verd. Salzséure (1 M), einer ges. Natriumhydrogencarbonat- sowie
einer Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel

wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAC) gereinigt.
Ausbeute: 4.30 g (6.44 mmol, 86%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.34 (EtOAC).

CasHaNOgSSi (M = 667.89 g/mol) [667.26].

ESI-MS (positiv) m/z: 668.27 ([M+H]", ber.: 668.27), 685.29 ([M+NH,4]", ber.: 685.29.

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 668.2710 ([M+H]", ber.: 668.2713), 685.2975 ([M+NH,]*, ber.: 685.2973),
690.2632 ([M+Na]", ber.: 690.2533).



144 5 EXPERIMENTELLER TEIL

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 666.2561 ([M-H], ber.: 666.2561).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 7.72 - 7.64 (m, 10H, Ha-Ph), 7.26 (d, 2H, Jeyc = 8.1 Hz,
Har-Ph), 7.09 (d, 2H, Jepcn = 7.2 Hz, Ha-Ph), 6.46 (d, 1H, Iy s = 8.4 Hz, NH-Sia), 4.43 (dd, 1H, Ju s =
10.5 Hz, Jy 7 = 2.6 Hz, H6-Sia), 4.12 - 4.07 (m, 1H, H4-Sia), 4.00 (d, 1H, Jou 7 = 7.1 Hz, 7-OH-Sia), 3.94
(dd, 1H, Jnganen = 12.3 HZ, Jugans = 8.9 Hz, H9a-Sia), 3.94 - 3.85 (m, 3H, H5-Sia {3.92}, H8-Sia {3.91},
H9b-Sia {3.86}), 3.64 (dt, 1H, Ju7.on = 7.4 HZ, Juzs = Juzpe = 2.4 Hz, H7-Sia), 3.59 (s, 3H, CH3-CO,Me),
3.40 - 3.34 (m, 1H, 4-OH-Sia), 2.76 (d, 1H, Jopp = 5.7 Hz, 8-OH-Sia), 2.61 (dd, 1H, Jusaqraa = 13.8 Hz,
Jhsaqua = 4.8 Hz, H3,4-Sia), 2.29 (s, 3H, CHy-Ph), 1.97 - 1.91 (m, 1H, H3,-Sia), 1.84 (s, 3H, CHs-NHAG),
1.09 - 1.02 (m, 9H, CH4-tBu-Si).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC), & (ppm): 172.8 (C=0O-NHAC), 168.3 (C1-Sia), 140.2 (C,-Ph), 136.6,
136.2, 135.8, 135.7, 135.7, 135.6, 133.6, 133.2, 129.9, 129.7, 128.0, 126.4, 125.3 (2 x C4-Ph, 15 x Ca-Ph),
90.2 (C2-Sia), 72.3 (C6-Sia), 69.8 (C8-Sia), 69.2 (C7-Sia), 67.5 (C4-Sia), 65.4 (C9-Sia), 53.4 (C5-Sia), 52.6
(CHs-CO,Me), 41.1 (C3-Sia), 27.1 (CH4-tBU-Si), 23.2 (CHs-NHAC), 21.3 (CH5-Ph), 19.5 (C;-tBu-Si).

4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-9-O-tert-butyldiphenylsilyl-3,5-didesoxy-7,8-O-isopropyliden-2-

thio-g-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyransid)onat (54)

(B-9TBDPS-7,81sopropyl-SiaCO,Me-SPhMe)

Entsprechend Referenz®® wurde eine Lésung von 4.30 g (6.44 mmol)
B-9TBDPS-SiaCO,Me-SPhMe 53 in 50 mL 2,2-Dimethoxypropan mit 1.49 g (6.44 mmol, 1.0 Aquiv.)
Camphersulfonsdure versetzt und die Mischung wurde 16 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphare ge-
riihrt. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 1.34 mL (9.66 mmol, 1.5 Aquiv.) Triethylamin
abgebrochen, das Loésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:2 — EtOAc) gereinigt.

Ausbeute: 3.31 g (4.66 mmol, 72%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.14 ("Hex/EtOAc, 1:2).

Ca3gH49NOgSSi (M = 707.95 g/mol) [707.29].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 708.3019 ([M+H]", ber.: 708.3026), 730.2839 ([M+Na]", ber.: 730.2846).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 7.69 (d, 2H, Je,chi = 8.1 Hz, Har-Ph), 7.64 - 7.58 (m, 2H, Har-
Ph), 7.51 - 7.46 (m, 2H, Ha-Ph), 7.40 - 7.23 (M, 6H, Ha-Ph), 7.10 - 7.01 (M, 2H, Ha-Ph), 6.90 (d, 1H, Jnripis
= 8.2 Hz, NH-Sia), 4.91 (dd, 1H, Ju7us = 10.2 Hz, Ju7 46 = 6.2 Hz, H7-Sia), 4.37 - 4.33 (m, 1H, H8-Sia),
4.08-3.99 (M, 2H, H4-Sia {4.07}, H9a-Sia {4.01}), 3.91 - 3.88 (m, 1H, H5-Sia), 3.78 (dd, 1H, Juga s =
10.4 Hz, Jpears = 3.9 Hz, HOb-Sia), 3.68 - 3.63 (M, 1H, H6-Sia), 3.50 (s, 3H, CHs-CO,Me), 2.73 (dd, 1H,
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Jrsaqraax = 14.0 HZ, Jugaqua = 4.9 Hz, H34-Sia), 2.31 (s, 3H, CHa-Ph), 2.06 - 2.03 (m, 1H, H3,,-Sia), 1.83 (s,
3H, CHs-NHAC), 1.70, 1.34 (2 x s, 6H, CHa-Acetal), 1.11 (s, 9H, CHz-tBu-Si).

BC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.2 (C=O-NHAc), 168.2 (C-Sia), 139.8 (C,-Ph),
137.0, 136.6, 135.9, 135.8, 134.8 (7 x Ca-Ph), 133.2, 132.9 (C,-Ph), 130.7, 130.6, 130.0, 129.9, 129.8,
1285, 128.4, 127.9 (Ca-Ph), 109.2 (C,-Acetal), 89.9 (C2-Sia), 7.8 (C8-Sia), 75.6 (C4-Sia), 74.6 (C6-Sia),
69.6 (C7-Sia), 63.9 (C9-Sia), 53.9 (C5-Sia), 52.8 (CHs-CO,Me), 41.4 (C3-Sia), 27.1 (CH4-tBu-Si), 27.0, 25.9
(CHs-Acetal), 23.3 (CH3-NHAG), 21.8 (CHz-Ph), 19.3 (C,-tBu-Si).

4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-4-O-acetyl-9-O-tert-butyldiphenylsilyl-3,5-didesoxy-7,8-O-

isopropyliden-2-thio-p-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyransid)onat (55)

(B-9TBDPS-7,81sopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe)

Es wurden 3.31g (4.66 mmol) B-9TBDPS-7,8lsopropyl-SiaCO,Me-

SPhMe 54 in 60 mL Pyridin gel6st und mit 30 mL Essigsdureanhydrid versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde bei Raumtemperatur 18 h gertihrt, mit 30 mL Toluol versetzt und die Lésungsmittel wurden i. Vak
entfernt. Das Rohprodukt wurde dreimal mit je 50 mL Toluol sowie Dichlormethan kodestilliert und durch

Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:2) gereinigt.
Ausbeute: 3.29 g (4.38 mmol, 94%); farbloser amorpher Feststoff.
Rs = 0.39 (‘Hex/EtOAc, 1:2).

CaoHs:NOGSSi (M = 749.99 g/mol) [749.30].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 750.3134 ([M+H]", ber.: 750.3127).

'H-NMR (400 MHz, CDCly, COSY), & (ppm): 7.69 (d, 2H, Jep.cti = 8.1 Hz, Har-Ph), 7.64 - 7.58 (M, 2H, Har-
Ph), 7.51 - 7.46 (m, 2H, Ha-Ph), 7.40 - 7.23 (M, 6H, Ha-Ph), 7.10 - 7.01 (M, 2H, Ha-Ph), 5.95 (d, 1H, I
= 9.3 Hz, NH-Sia), 5.44 - 5.38 (m, 1H, H4-Sia), 4.62 (dd, 1H, Ju7 s = 10.3 Hz, Ju7 6 = 3.0 Hz, H7-Sia),
4.33 - 4.27 (m, 1H, H8-Sia), 4.15 - 4.05 (m, 3H, H5-Sia {4.11}, H6-Sia {4.09}, H9a-Sia {4.02}), 3.93 (dd,
1H, Jngaron = 12.5 HZ, Juoaps = 4.9 Hz, HOb-Sia), 3.43 (s, 3H, CH3-CO,Me), 2.54 (dd, 1H, Jussqrizax =
12.8 Hz, Jussqra = 4.9 Hz, H3,4-Sia), 2.32 (s, 3H, CHa-Ph), 2.04 (s, 3H, CHs-OAC), 1.98 (dd, 1H, Jyaariasg =
12.8 Hz, Jusax s = 11.9 Hz, H3,-Sia), 1.91 (s, 3H, CHy-NHAGC), 1.70, 1.34 (2 x 5, 6H, CHg-Acetal), 1.05 (s,
9H, CH4-tBU-Si).

B3C.NMR (100 MHz, CDCl;, HMBC, HSQC), & (ppm): 171.4, 171.2 (C=0-Ac, -NHAG), 168.3 (C1-Sia),
140.0 (C,-Ph), 133.2, 132.9 (C,-Ph), 136.7, 135.7, 135.6, 135.6, 135.6, 135.5, 133.2, 132.9, 129.8, 128.0,
127.9,127.7, 127.6, 126.7 (15 x Ca,-Ph), 109.3 (C,-Acetal), 89.0 (C2-Sia), 75.6 (C8-Sia), 74.9 (C6-Sia), 71.1
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(C7-Sia), 69.7 (C4-Sia), 63.2 (C9-Sia), 52.2 (CH3-CO,Me), 51.4 (C5-Sia), 36.7 (C3-Sia), 26.9 (CH5-tBu-Si),
26.6, 25.9 (CHs-Acetal), 23.2 (CHs-NHAG), 21.7 (CH3-Ph), 20.7 (CH5-OAc), 19.3 (C4-tBu-Si).

4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-4-O-acetyl-3,5-didesoxy-7,8-O-isopropyliden-2-thio-p-D-glycero-

D-galacto-2-nonulopyransid)onat (56)

(B-7,81sopropyl-4AcSiaCO,Me-SPhMe)

AcO
Es wurden 2.50 g (3.33 mmol) B-9TBDPS-7,8lsopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe 55 in 40 mL Tetrahydro-
furan geldst und bei 0 °C mit 5.0 mL einer Lésung aus 1.31 g (5.00 mmol, 1.5 Aquiv.) Tetra-n-butylammo-

niumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran (ca. 0.1 M) versetzt. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und an-
schlieBend weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt und ein-
mal mit je 25 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L&sung sowie einer ges. Natriumchlorid-Ldsung ge-
waschen. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit je 25 mL Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen
wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und die Ldsungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Der Riickstand

wurde flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc/EtOH, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.19 g (2.33 mmol, 67%); farbloser amorpher Feststoff.

R = 0.33 (EtOAC/EtOH, 10:1).

C24H33NOgS (M = 511.59 g/mol) [511.19].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 512.1952 ([M+H]", ber.: 512.1954), 534.1775 ([M+Na]", ber.: 534.1774).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.38 (d, 2H, Jencn = 8.1 Hz, Ha-Ph), 7.12 (d, 2H,
Jencn = 7.8 Hz, Ha-Ph), 5.89 (d, 1H, Jynps = 9.1 Hz, NH-Sia), 5.50 (ddd, 1H, Jusns = 11.3 HZ, Juapzax =
10.1 Hz, Juanzaq = 4.9 Hz, H4-Sia), 4.47 (dd, 1H, Jy7ns = 10.3 Hz, Jy7 e = 2.5 Hz, H7-Sia), 4.31 (dd, 1H,
Jnems = 6.2 Hz, Jye 7 = 2.5 Hz, H6-Sia), 4.21 (d, 1H, Jys g = 9.4 Hz, H5-Sia), 4.13 (m,, 1H, H8-Sia), 3.65 (s,
3H, CH3-CO,Me), 3.63 - 3.57 (m, 2H, H9a/b-Sia), 2.93 (bs, 9-OH-Sia), 2.56 (dd, 1H, Jnssqmsax = 13.9 Hz,
Jzaq s = 5.0 Hz, H344-Sia), 2.34 (s, 3H, CHy-Ph), 2.12 (dd, 1H, Jzaxmzag = 13.7 HZ, Jugaxa = 10.1 Hz, H34-
Sia), 1.98 (s, 3H, CH3-NHAC), 1.46, 1.35 (2 x s, 6H, CHs-Acetal).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.0 (C=0-Ac), 170.2 (C=O-NHAc), 168.4 (C1-
Sia), 140.4 (C,-Ph), 136.6, 129.9, 128.5, 125.7 (5 x Ca-Ph), 108.7 (C;-Acetal), 89.9 (C2-Sia), 77.5 (C8-Sia),
74.6 (C7-Sia), 70.8 (C6-Sia), 68.9 (C4-Sia), 61.7 (C9-Sia), 52.6 (CHs-CO,Me), 51.8 (C5-Sia), 36.6 (C3-Sia),
26.7, 25.6 (CHy-Acetal), 23.3 (CHs-NHAC), 21.3 (CH;-Ph), 21.0 (CH4-OAG).
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Versuch zur Herstellung von

4-Methylphenyl-(methyl-5-acetamido-4-O-acetyl-3,5,9-tridesoxy-9-fluor-7,8-O-isopropyliden-2-thio-§-

D-glycero-D-galacto-2-nonulopyransid)onat (57)

(B-9F-7,81sopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe)

Variante A:

Eine Losung von 500 mg (0.98 mmol) B-7,8Isopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe

56 in 100 mL absol. Dichlormethan wurde unter Argonatmosphare bei -20 °C mit 0.22 mL (1.47 mmol,
1.5 Aquiv.) DBU versetzt, bevor nach 10 Minuten bei dieser Temperatur 0.15 mL (1.17 mmol, 1.2 Aquiv.)
DAST® zugetropft wurden. Es wurde 30 Minuten bei -20 °C geriihrt und die Reaktionsmischung durch
Zugabe einer 5%-igen Natriumhydrogencarbonat-Lésung abgebrochen. Es wurde mit 100 mL einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen und die wassrige Phase wurde zweimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 100 mL einer ges. Natriumchlorid-L&sung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand

wurde flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc/EtOH, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: Es konnte lediglich Eliminierungsprodukt 59 erhalten werden.

Variante B:

Es wurden 246 mg (0.48 mmol) B-7,8Isopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe 56 in 50 mL absol. Dichlormethan
und 10 mL absol. Pyridin gel6st und bei 0 °C mit 96 uL (0.57 mmol, 1.2 Aquiv.) Trifluormethansulfon-
saureanhydrid (Tf,0) versetzt. AnschlieBend wurde 2 h unter Erwarmen auf Raumtemperatur gerihrt, bevor
mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt wurde. Die organische Phase wurde zweimal mit je 50 mL verdilnnter
Salzséure (1 M), 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie 50 mL Wasser gewaschen und
mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak unter Kihlung entfernt und das Triflat
wurde ohne weitere Reinigungsschritte umgesetzt.

Hierzu wurden 162 mg (0.62 mmol, 1.3 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) dreimal mit je
20 mL absol. Toluol und einmal mit 20 mL absol. Tetrahydrofuran kodestilliert, bevor es in 1.0 g aktivier-
tem, gepulvertem Molsieb (4 A), suspendiert in 20 mL absol. THF, gegeben und 2 h bei 0 °C geriihrt wurde.
Das Triflat 58 wurde anschlieRend in 30 mL absol. THF geldst und dieser Reaktionsmischung tropfenweise
bei -78 °C zugesetzt. Es wurde 3 h unter Erwdrmen auf Raumtemperatur geriihrt, durch Hyflo® filtriert und
das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand konnte durch Flashchromatographie an Kieselgel
(EtOAC/EtOH, 10:1) gereinigt werden.

Ausbeute: Es konnte lediglich Eliminierungsprodukt 59 erhalten werden.
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Variante C: iPrOTf
Cu iPr,
N7\
Herstellung des Katalysators IPrCuOT#:*" Es wurden 250 mg (0.51 mmol, | |\/‘N
iPr =

1.0 Aquiv.) des N-Heterocyclischen Carben-Komplexes IPrCuCl und 131 mg o
(0.51 mmol, 1.0 Aquiv.) Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf) in 25 mL absol. Tetrahydrofuran gelst und
bei Raumtemperatur 30 Minuten geriihrt. Die lilafarbene Reaktionslésung wurde tiber Hyflo® filtriert, i. Vak
eingeengt und zur Fallung mit 10 mL Hexan versetzt. Das IPrCuOTf wurde nach Filtration und Trocknung

als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 290 mg (0.48 mmol, 94%); farbloser Feststoff.
CagH36CUF3N,03S (M = 601.21 g/mol) [600.17].

'H-NMR (800 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 7.52 (t, 2H, Jopicn = 7.8 Hz, Hyaa-Ph), 7.32 (d, 4H, Joycn =
7.8 Hz, Hueu-Ph), 7.21 (5, 2H, H3-, H4-Imidazol), 2.51 (me, 4H, H-iPr), 1.26, 1.23 (d, 24H, Ju = 7.5 Hz,
CHa-iP).

BC-NMR (200 MHz, CDCls, HSQC), & (ppm): 145.6, 134.1 (2 x C-Ph, 4 X Cqqpo-Ph), 130.8 (2 X Cpara-Ph),
124.3 (4 X Cewa-Ph), 123.6 (C3-, C4-Imidazol), 28.7 (4 x C-iPr), 24.6, 24.0 (8 x CHq-iPr).

YE.NMR (376 MHz, CDCl3), 8 (ppm): -77.9 (s, 3F, CF5-OTf).

Entsprechend Referenz®®! wurden 200 mg (0.39 mmol) B-7,8Isopropyl-4Ac-SiaCO,Me-SPhMe 56 in 20 mL
absol. Dichlormethan gelést und auf -78 °C gekiihlt, bevor 91 pL (0.78 mmol, 2.0 Aquiv.) 2,6-Lutidin (2,6-
Dimethylpyridin) zugegeben wurden. Bei -78 °C wurden im Anschluss 78 uL (0.47 mmol, 1.2 Aquiv.)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tf,O) Uber eine Dauer von 5 Minuten zugetropft und das Gemisch
wurde 3 h unter Erwéarmen auf -40 °C gerihrt. Danach wurde die Reaktionslésung mit 100 mL Wasser neu-
tral gewaschen, funfmal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde i. Vak entfernt und das Triflat 58 wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt. Hierzu
wurden in einem Schlenkrohr 40 mg (0.68 mmol, 2.0 Aquiv.) ausgeheiztes Kaliumfluorid® sowie 4.1 mg
(6.8 x 10 mmol, 0.02 Aquiv.) IPrCuOTf in 2.0 mL absol. 1,4-Dioxan gel6st und mit 5.0 mL einer Lésung
aus 220 mg (0.34 mmol) des Triflats 58 in absol. 1,4-Dioxan versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei
45 °C geriihrt und im Anschluss durch Hyflo® filtriert. Es wurde mit 50 mL Diethylether gewaschen und das
Filtrat wurde i. Vak vom Ldsungsmittel befreit. Die Reinigung des Ruckstands erfolgte flashchromatogra-
phisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:9).

Ausbeute: Es konnte lediglich Eliminierungsprodukt 59 erhalten werden.

# Kaliumfluorid wurde hierzu in einem Schlenkrohr im Hochvakuum mit einem HeiRluftfon ausgeheizt.
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5.3 Die Synthesen der Disaccharid-Bausteine

5.3.1 Synthese des natirlichen Lactosamins

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-
3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-D-glucopyranosid (67)

(B-4-(B-6BnAc;Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) Aco OBn OBn

Q 0
AcO SN OTBDPS
o
AcO TrocHN

Es wurden 2.00 g (2.56 mmol) Glucosamin-Akzeptor 9 und 2.08 g

(3.84 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a-D-galac- o)
topyranosyltrichloracetimidat (17) in 100 mL absol. Dichlormethan geldst und unter Argonatmosphére mit
5.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Mischung wurde anschlieRend 1 h bei Raum-
temperatur gerlhrt, bevor sie auf -78 °C gekihlt wurde. Zu dieser gekiihlten Reaktionslésung wurden 69 puL
(0.38 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 17) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) in 1.0 mL absol.
Dichlormethan gegeben, bevor die Mischung unter Erwérmen auf Raumtemperatur 2.5 h geruhrt wurde. Es
wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und mit 100 mL Dichlormethan nachge-
waschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und zweimal
mit je 50 mL einer ges. Natriumchlorid-Ldsung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromato-
graphie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 2.33 g (2.01 mmol, 79%); farbloser amorpher Feststoff.
Rs = 0.33 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R; =10.5 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[a]3° =- 7.5 (¢ =1.00, CHCly).

CssHgsCI3NO17Si (M = 1159.57 g/mol) [1157.32].

ESI-MS (positiv) m/z: 1175.35 ([M+NH,4]", ber.: 1175.35).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1175.3493 ([M+NH,]", ber.: 1175.3504).

'H-NMR (600 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), & (ppm): 7.74 - 7.70 (m, 2H, Ha~Ph, -Bn), 7.65 - 7.60 (m, 2H,
Har-Ph, -Bn), 7.43 - 7.39 (M, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.37 - 7.24 (m, 14H, Ha-Ph, -Bn), 5.38 (dd, 1H, Jysps =
3.5 Hz, Juaps = 1.2 Hz, H4-Gal), 4.93 (dd, 1H, Jupis = 10.4 Hz, Jyppp1 = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.85 (dd, 1H, Jus 2
= 10.2 Hz, Jus = 3.5 Hz, H3-Gal), 4.82 (dd, 1H, Juspe = 10.2 Hz, Jyspa = 9.5 Hz, H3-GIcN), 4.60 (d, 1H,
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Jonen = 12.2 Hz, CHy,-Troc), 4.53 (d, 2H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.44 (d, 1H, Jyt 4 = 7.9 Hz, H1-Gal),
441 (d, 1H, Jype = 10.1 Hz, H1-GIcN), 4.41 (d, 2H, Jecn = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.37 (d, 1H, Jepcn
12.2 Hz, CHyy-Troc), 3.94 (t, 1H, Juars = Juans = 9.4 Hz, HA-GIcN), 3.87 (dd, 1H, Jupis = 10.2 Hz, Jypopns
10.1 Hz, H2-GIcN), 3.68 (ddd, Jyspea = 7.5 HZ, Jusmes = 5.7 Hz, Juspe = 1.3 Hz, H5-Gal), 3.56 (dd, 1H,
Jusares = 11.1 Hz, Jugapss = 3.3 Hz, H6a-GIcN), 3.51 (dd, 1H, Jyeanes = 9.3 Hz, Jugarss = 5.6 Hz, H6a-Gal),
3.41-3.36 (m, 2H, H6b-Gal, H6b-GIcN), 3.04 (ddd, 1H, Jus s = 9.8 Hz, Juspea = 3.3 HZ, Jus e = 1.8 Hz,
H5-GICcN), 2.65 - 2.57 (m, 2H, CH,-Lev), 2.51 - 2.46 (m, 2H, CH,-Lev), 2.11 (s, 3H, CHa-Lev), 2.01, 1.94,
1.88 (3 x 5, 9H, CH;-OAC), 1.07 (s, 9H, CH3-tBu-Si).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.0 (C=0O-Lev), 172.5, 170.2, 170.1 (C=0-Ac),
169.1 (C=0-Lev), 154.3 (C=0-Troc), 138.0, 137.6 (2 x C-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 133.1, 132.6, 130.2,
130.0, 128.6, 128.0, 128.0, 127.8, 127.6 (20 x Ca-Bn, -Ph), 100.5 (C1-Gal), 96.5 (C1-GIcN), 95.6 (CCls),
74.9 (C5-GIcN), 74.8 (C4-GlcN), 73.9 (CH,-Troc), 73.5, 73.4 (CH,-Bn), 73.0 (C3-GIcN), 71.8 (C5-Gal),
71.5 (C3-Gal), 69.6 (C2-Gal), 67.4 (C4-Gal), 67.2 (C6-Gal), 67.2 (C6-GIcN), 58.1 (C2-GIcN), 38.0 (CH,-
Lev), 29.8 (CHs-Lev), 28.1 (CHy-Lev), 26.7 (CHs-tBu-Si), 20.7, 20.7, 20.6 (CH5-OAc), 19.3 (C,-tBu-Si).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-

Ho ©OBn OBn
Q Q
HO 5 S OTBDPS

2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)- 0

(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (68)

(B-4-(B-6BnGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS)

Eine Losung aus 2.33 g (2.01 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-
(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-

B-D-glucopyranosid (67) in 25 mL Methanol (HPLC-grade) wurde tropfenweise mit einer frisch hergestellten
Natriummethanolat-Losung (0.5 M) in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Unter
standiger pH-Kontrolle wurde die Reaktionslésung bei Raumtemperatur 4 h geriihrt und anschlieend durch
Zugabe von Amberlyst® 15 neutralisiert. Der lonentauscher wurde abfiltriert, mit 50 mL Methanol ge-
waschen und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde zweimal mit je 10 mL Dichlor-

methan kodestilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:4) gereinigt.
Ausbeute: 1.91 g (1.85 mmol, 92%); farbloser amorpher Feststoff.
Rt = 0.17 ("Hex/EtOAc, 1:2), 0.49 (“Hex/EtOAC, 1:4).

RP-HPLC: R; =8.63 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)
in 40 min.

[a]22 = - 1.1 (c = 1.00, CHCL,).
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ESI-MS (positiv) m/z: 1049.32 ([M+NH,4]", ber.: 1049.32).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1049.3183 ([M+NH,]", ber.: 1049.3187), 1054.2728 ([M+Na]", ber.: 1054.2746).

5.3.2 Synthese der fluorierten Lactosamin-Analoga

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0O-(3,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-p-D-galactopyranosyl)-6-O-
benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (69)

(B-4-(B-6BnAc,2FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) AcO OBn OBn

Q Q
o)
AcO 5 0 OTBDPS
F TrocHN

Es wurden 1.60 g (2.04 mmol) Glucosamin-Akzeptor 9 und 1.53 g

(3.06 mmol, 1.5 Aquiv.) 3,4-Di-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2- o)
fluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (25) in 80 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Di-
chlormethan (1:1) gelést und unter Argonatmosphére mit 2.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) ver-
setzt. Die Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur gertihrt, bevor sie auf -40 °C gekihlt wurde. Zu dieser
gekiihlten Reaktionslésung wurden 56 pL (0.30 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 25) TMSOTf in 1.0 mL absol.
Dichlormethan gegeben und die Mischung wurde unter Erwérmen auf Raumtemperatur 15 h gertihrt. Nach
vollstandiger Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und mit 100 mL Di-
chlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde mit Magnesium-
sulfat getrocknet und das Loésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte
durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ausbeute: 1.17 g (1.05 mmol, 51%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.49 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R; =11.1 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[a]2° = + 25.2 (c = 1.00, CHCIy).

Cs4He3ClsFNO;15Si (M = 1119.52 g/mol) [1117.30].
ESI-MS (positiv) m/z: 1135.33 ([M+NH,4]", ber.: 1135.33).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1135.3347 ([M+NH,]*, ber.: 1135.3355).
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'H-NMR (600 MHz, CDCl,, COSY, HSQC), 5 (ppm): 7.74 - 7.58 (m, 4H, Ha-Ph, -Bn), 7.42 - 7.18 (m, 16H,
Ha-Ph, -Bn), 5.58 (pd, 1H, Jua s = 3.2 Hz, H4-Gal), 5.43 (td, 1H, Juapp = 10.3 Hz, Jug e = 3.2 Hz, H3-Gal),
4.80 (dd, 1H, Jys iz = 10.1 Hz, Jyapa = 9.3 Hz, H3-GIcN), 4.77 (ddd, 1H, i = 46.4 Hz, Jup s = 10.3 Hz,
Jiop1 = 8.1 Hz, H2-Gal), 4.69 (d, 1H, Jepcn = 12.3 Hz, CHy,-Troc), 4.68 (d, 1H, i = 8.2 Hz, H1-Gal),
4.60 (d, 1H, Jencn = 12.4 Hz, CH,-Bn), 4.57 (d, 1H, Jocn = 12.3 Hz, CHy,-Troc), 4.51 (d, 1H, Jepen =
12.3 Hz, CH,-Bn), 4.49 (d, 1H, 112 = 10.1 Hz, H1-GIcN), 4.46 (d, 1H, Jeycn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.40 (d,
1H, Jus e = 6.2 Hz, H5-Gal), 4.36 (d, 1H, Jepen = 11.9 Hz, CH,-Bn), 3.96 (t, 1H, Juaps = Juaps = 9.2 Hz,
H4-GIcN), 3.83 (dd, 1H, Jup s = 10.1 Hz, Jup i = 9.8 Hz, H2-GICN), 3.66 (dd, 1H, Jusa e = 10.8 HZ, Jnsars
= 3.4 Hz, H6a-GIcN), 3.49 - 3.40 (m, 2H, H6b-GIcN {3.43}, H6a-Gal {3.42}), 3.34 (dd, 1H, Juepea =
9.8 Hz, Jugops = 5.6 Hz, H6b-Gal), 3.18 - 3.09 (m, 2H, CH,-Lev), 3.14 (dd, 1H, Jyspe = 9.7 Hz, Jspis =
4.9 Hz, H5-GIcN), 2.54 - 2.33 (m, 2H, CH,-Lev), 2.08 (s, 3H, CHa-Lev), 2.00, 1.98 (2 x s, 6H, CH3-OAc),
1.06 (s, 9H, CHa-tBu-Si).

BBC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), § (ppm): 205.9 (C=0-Lev), 170.2, 169.6 (C=0-Ac), 169.1
(C=0-Lev), 154.4 (C=0-Troc), 138.5, 138.2, 137.6 (2 x C,-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 133.2, 132.6,
130.1, 129.9, 128.5, 128.4, 128.2, 128.0, 127.8, 127.6, 127.6 (20 x Ca-Bn, -Ph), 102.6 (d, Jerr» = 22.5 Hz,
C1-Gal), 96.3 (C1-GIcN), 95.4 (CCl), 85.4 (d, Jeor» = 191.3 Hz, C2-Gal), 75.8 (C4-GIcN), 74.7 (CH,-Troc),
74.6 (C5-GIcN), 73.5, 73.4 (CH,-Bn), 73.0 (C3-GIcN), 69.0 (C4-Gal), 68.5 (d, Jes s = 17.3 Hz, C3-Gal),
68.4 (C6-GIcN), 68.3 (C5-Gal), 67.5 (C6-Gal), 58.1 (C2-GIcN), 30.6 (CH,-Lev), 29.8 (CHs-Lev), 29.7,
(CH,-Lev), 26.8 (CH4-tBU-Si), 20.9, 20.7 (CH3-OAc), 19.3 (Cy-tBu-Si).

F-NMR (376 MHz, CDCls), 8 (ppm): -205.6 (dd, Jrz 1o = 51.5 Hz, Jep 1 = 13.5 Hz, F2-Gal).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-
3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (73)

(B-4-(B-6Bn2FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) Ho OBn OBn
Q 0
HO&/O/O&/OTBDPS
o
F TrocHN

Eine Ldsung von 1.10 g (0.98 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-
(3,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-galactopyrano- o]
syl)-6-0-benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid (69)
in 20 mL Methanol (HPLC-grade) wurde tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-
Loésung (0.5 M) in Methanol versetzt bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Unter stdndiger pH-Kontrolle
wurde die Reaktionslésung bei Raumtemperatur 2.5 h geriihrt und durch Zugabe von Amberlyst® 15 neutra-
lisiert. Der lonentauscher wurde abfiltriert, mit 50 mL Methanol gewaschen und das Lésungsmittel wurde
i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde zweimal mit je 10 mL Dichlormethan kodestilliert und flashchromato-

graphisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 730 mg (0.71 mmol, 72%); farbloser amorpher Feststoff.
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R¢ = 0.47 (‘Hex/EtOAC).

RP-HPLC: R; =6.58 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)
in 40 min.

[«]2% = + 18.7 (¢ = 1.00, CHCly).
CsoHsoClsNO13Si (M = 1035.45 g/mol) [1033.28].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1051.3136 ([M+NH,]*, ber.: 1051.3144).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor--D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-
desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (70)

(B-4-(p-Acs6FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) AcO

F OBn
A &/0 2
cO 5 o OTBDPS

TrocHN

Es wurden 1.50 g (1.92 mmol) Glucosamin-Akzeptor 9 und 1.30 g

(2.88 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o-D- 0
galactopyranosyltrichloracetimidat (29) in 80 mL absol. Dichlormethan geldst und unter Argonatmosphére
mit 2.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur
gerthrt, bevor sie auf -78 °C gekiihlt wurde. Zu dieser gekiihlten Reaktionslésung wurden 52 pL (0.29 mmol,
0.1 Aquiv. bezogen auf 29) TMSOTf in 1.0 mL absol. Dichlormethan gegeben und es wurde unter Erwarmen
auf Raumtemperatur 1.5 h gertihrt. Nach vollstandiger Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt,
durch Hyflo® filtriert und mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je
60 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt.

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 1.55 g (1.45 mmol, 76%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.43 ("Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R; =8.38 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[«]32 =- 0.7 (c = 1.00, CHCly).

C4oH5oCI3FNO46Si (M = 1071.44 g/mol) [1069.27].
ESI-MS (positiv) m/z: 1087.30 ([M+NH,4]", ber.: 1087.30).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1087.2970 ([M+NH,]*, ber.: 1087.2990).
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HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1068.2577 ([M-H], ber.: 1068.2580).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), § (ppm): 7.72 (d, 2H, Jcyicn = 6.8 Hz, Ha-Ph, -Bn), 7.66 - 7.60
(M, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.43 - 7.24 (m, 11H, Ha-Ph, -Bn), 5.33 (dd, 1H, Jpaps = 3.5 Hz, Jpaps = 1.1 Hz, H4-
Gal), 5.01 - 4.84 (m, 3H, H2-Gal {4.98, dd, Jy45 = 10.3 Hz, Jyop1 = 8.0 Hz}, H3-GIcN {4.89, dd, Jug o =
10.3 Hz, Jyspa = 9.7 Hz}, H3-Gal {4.88, dd, Jus o= 10.1 Hz, Jus s = 3.4 Hz}), 4.72 (d, 2H, Jepycn = 12.2 Hz,
CH,-Troc), 4.62 (d, 1H, Jencn = 12.2 Hz, CH,-Bn), 4.52 - 4.40 (m, 3H, H1-Gal {4.50, d, Jy. s = 8.1 Hz},
H1-GIcN {4.48, d, Juipe = 10.1 Hz}, H6a-Gal {4.44, ddd, Jr s = 45.9 Hz, Jgariey = 10.1 Hz, Jugarss =
5.5 Hz}), 4.39 - 4-29 (m, 2H, CH,-Bn {4.36, d, Jeyc = 12.2 Hz}, H6b-Gal {4.30, ddd, J e = 46.1 Hz,
Jneosa = 9.7 HZ, Jgos = 4.8 HzY), 3.97 (t, 1H, Jnars = Jnaps = 9.4 Hz, H4-GIcN), 3.86 (dd, 1H, Jypps =
10.3 Hz, Jup = 10.2 Hz, H2-GIcN), 3.78 - 3.71 (m, 1H, H5-Gal), 3.59 (dd, 1H, Jyeanes = 11.3 HZ, Jugarss =
3.1 Hz, H6a-GlcN), 3.42 - 3.35 (m, 1H, H6b-GIcN), 3.05 (ddd, 1H, Jus s = 9.8 HZ, Jus rea = 3.2 Hz, Jus ien =
1.7 Hz, H5-GIcN), 2.71 (t, 2H, Jeucn= 6.4 Hz, CH,-Lev), 2.55 (dd, 2H, Jencn = 7.4 Hz, Jopcn = 6.4 Hz,
CHy-Lev), 2.15 (s, 3H, CHy-Lev), 2.10, 1.93, 1.89 (3 x s, 9H, CH3-OAC), 1.07 (s, 9H, CH,-tBu-Si).

BBC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.3 (C=0-Lev), 172.5, 170.3, 170.1 (C=0-Ac),
169.0 (C=0O-Lev), 154.4 (C=0O-Troc), 138.0 (C4-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 133.2, 132.6, 130.1, 129.9,
128.6, 128.0, 128.0, 127.8, 127.5 (15 x Ca-Bn, -Ph), 100.6 (C1-Gal), 96.4 (C1-GIcN), 95.6 (CCls), 80.9 (d,
Jecs = 172.7 Hz, C6-Gal), 75.1 (C4-GIcN), 74.8 (C5-GIcN), 74.8 (CH,-Troc), 73.9 (CH,-Bn), 73.0 (C3-
GIcN), 71.5 (d, Jr cs = 22.8 Hz, C5-Gal), 71.1 (C3-Gal), 69.2 (C2-Gal), 67.2 (C4-Gal), 67.2 (C6-GIcN), 58.2
(C2-GlcN), 37.9 (CHa-Lev), 29.8 (CHy-Lev), 28.1 (CH,-Lev), 26.8 (CHs-tBu-Si), 20.8, 20.6, 20.6 (CHa-
OAC), 19.2 (Cy-tBu-Si).

E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -230.7 (td, Jr piean = 46.5 Hz, Jr 115 = 13.0 Hz, F6-Gal).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-levu-
linoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-p-glucopyranosid (74)

Ho F OBn
Q ° o
HO 5 o OTBDPS

(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O- o

(B-4-(B-6FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS)

Eine Loésung von 1.50 g (1.41 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-

benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (70) in 20 mL
Methanol (HPLC-grade) wurde tropfenweise mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-L&sung
(0.5 M) in Methanol versetzt bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Unter stdndiger pH-Kontrolle wurde die
Reaktionsldsung bei Raumtemperatur 4 h geriihrt und durch Zugabe von Amberlyst® 15 neutralisiert. Der
lonentauscher wurde abfiltriert, mit 50 mL Methanol gewaschen und das Ldsungsmittel wurde i. Vak. ent-
fernt. Der Rickstand wurde zweimal mit je 10 mL Dichlormethan kodestilliert und flashchromatographisch
an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 1.23 g (1.30 mmol, 92%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.13 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

RP-HPLC: R; =6.50 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
[«]3? =+ 0.0 (c = 1.00, CHCly).
Ca3Hs3CIsFNO45Si (M = 945.32 g/mol) [943.23].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 961.2662 ([M+NH,]*, ber.: 961.2674).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(3,4-di-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-p-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-
2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (71)

(B-4-(B-Ac,2,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) Ao F 0Bn
Q Q

ACO‘%/OO/O%/OTBDPS
F TrocHN

Es wurden 1.67 g (2.13 mmol) Glucosamin-Akzeptor 9 und

1.32 g (3.20 mmol, 1.5 Aquiv.) 3,4-Di-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6- ©
difluor-a-D-galactopyranosyltrichloracetimidat (34) in 60 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Di-
chlormethan (2:1) geldst und unter Argonatmosphére mit 4.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) ver-
setzt. Die Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor sie auf -40 °C gekihlt wurde. Zu dieser
gekiihlten Reaktionslésung wurden 38 uL (0.21 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 34) TMSOTf in 1.0 mL absol.
Dichlormethan gegeben und es wurde unter Erwarmen auf Raumtemperatur 1.5 h geriihrt. Nach vollstandiger
Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und mit 100 mL Dichlormethan
nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und
zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1). Zusatzlich zum gewtiinschten Produkt konnten der einge-
setzte Glucosamin-Akzeptor 9, sowie Mischfraktionen aus Akzeptor und Disaccharid-Baustein 71 zuriickge-

wonnen werden, welche erneut umgesetzt wurden.
Ausbeute: 1.13 g (1.10 mmol, 52%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.41 ("Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R, = 9.03 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[«]3° =+ 14.6 (c = 1.00, CHCly).

C47Hs56Cl3F,NO,4Si (M = 1031.39 g/mol) [1029.25].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1047.2859 ([M+NH,]", ber.: 1047.2842), 1052.2402 ([M+Na]", ber.: 1052.2401).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.74 - 7.60 (m, 4H, Ha-Ph, -Bn), 7.42 - 7.22 (m, 11H,
Har-Ph, -Bn), 5.57 - 5.53 (m, 1H, H4-Gal), 5.51 - 5.47 (m, 1H, H3-Gal), 4.94 (dd, 1H, Jys 2 = 10.1 Hz, Juz s
= 9.5 Hz, H3-GIcN), 4.76 - 4.64 (m, 3H, H2-Gal {4.76}, CHy-Troc {4.74, d, Jchcn = 12.1 Hz}, CHy,-Troc
{4.71, d, Jchch = 12.0 Hz}), 4.55 - 4.40 (m, 4H, H1-Gal {4.55}, H5-Gal {4.55}, H1-GIcN {4.49}, CH»-Bn
{4.46}), 4.41 - 4.28 (m, 3H, H6a-Gal {4.39}, CH,-Bn {4.39}, H6b-Gal {4.21}), 3.96 (t, 1H, Jugns = Jnapms =
9.2 Hz, H4-GIcN), 3.89 - 3.81 (m, 1H, H2-GIcN), 3.65 (dd, 1H, Jpeansr = 11.5 Hz, Jyeaps = 4.5 Hz, Héa-
GlcN), 3.39 (d, 1H, Juep Hea = 11.6 Hz, H6b-GIcN), 3.17 (ddd, 1H, Jus s = 9.6 Hz, Jus nea = 3.9 Hz, Jps wep =
1.8 Hz, H5-GIcN), 2.75 - 2.60 (m, 2H, CH,-Lev), 2.57 - 2.46 (m, 2H, CH,-Lev), 2.15 (s, 3H, CHs-Lev), 2.15,
2.08 (2 x s, 6H, CH3-OAC), 1.07 (s, 9H, CH3-tBu-Si).
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BBC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 206.5 (C=0O-Lev), 172.8 (C=0O-Lev), 171.1, 170.2
(C=0-Ac), 154.4 (C=0-Troc), 138.3, 138.1 (C,-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 133.1, 132.6, 130.2, 130.0,
128.6, 128.4, 128.0, 127.8, 127.7, 127.6 (15 x Ca-Bn, -Ph), 100.5 (d, Jc1r, = 22.1 Hz, C1-Gal), 96.3 (C1-
GIcN), 95.6 (CCly), 84.8 (d, Jeor, = 189.4 Hz, C2-Gal), 81.5 (d, Jeg s = 171.9 Hz, C6-Gal), 76.7 (C4-GIcN),
74.9 (CH,-Troc), 74.4 (C5-GIcN), 73.5 (CH,-Bn), 73.0 (C3-GIcN), 68.7 (d, Jcar, = 21.8 Hz, C3-Gal), 67.8
(d, Jears = 8.7 Hz, C4-Gall), 67.2 (d, Jesrs = 22.2 Hz, C5-Gal), 67.1 (C6-GlcN), 58.3 (C2-GIcN), 37.9 (CH,-
Lev), 29.8 (CHy-Lev), 28.0 (CH-Lev), 26.8 (CH3-tBu-Si), 20.8, 20.6 (CH3-OAc), 19.3 (C,-tBu-Si).

E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -207.2 (ddd, 1F, Jea 2 = 50.1 Hz, Iz 11 = 10.8 HZ, Jep s = 3.4 Hz, F2-
Gal), -231.3 (td, 1F, JFG,HGa/b: 46.5 HZ, ‘]FG,HSZ 154 HZ, FG-GaI)

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(2,6-didesoxy-2,6-difluor-p-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-
levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-D-glucopyranosid (75)

(B-4-(B-2,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) Ho F OBn
Q Q

HO OO o OTBDPS
F TrocHN

Eine Ldsung von 1.00 g (0.97 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-
(3,4-di-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-B-D-galactopyranosyl)- o
6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid  (71) in
30 mL Methanol (HPLC-grade) wurde mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Lésung (0.5 M) in
Methanol versetzt bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht wurde. Unter standiger pH-Kontrolle wurde die Reak-
tionslésung bei Raumtemperatur 12 h geriihrt und durch Zugabe von Amberlyst® 15 neutralisiert. Der lonen-
tauscher wurde abfiltriert, mit 50 mL Methanol gewaschen und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der
Riickstand wurde zweimal mit je 40 mL Dichlormethan kodestilliert und flashchromatographisch an Kiesel-
gel (CH,CIy/MeQOH, 25:1) gereinigt.

Ausbeute: 710 mg (0.75 mmol, 77%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.38 (CH,Cl,/MeCQH, 25:1).

[a]Z® = +9.2 (c = 1.00, CHCI5).

Ca3Hs,Cl3F,NO.,Si (M = 947.32 g/mol) [945.23].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 963.2630 ([M+NH,]", ber.: 963.2631).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-g-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-
2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (72)

F
AcO LF OBn
o] o o
AcO 5 o OTBDPS

AcO TrocHN

(B-4-(B-Ac36,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS)

Es wurden 1.44 g (1.84 mmol) Glucosamin-Akzeptor 9 und 1.30 g
(2.76 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-
a-D-galactopyranosyltrichloracetmidat (43) in 80 mL absol. Di-
chlormethan geldst und unter Argonatmosphare mit 2.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt.
Die Mischung wurde anschliefend 1 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor sie auf -78 °C gekihlt wurde. Zu
dieser gekiihlten Reaktionsldsung wurden 51 pL (0.28 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 43) TMSOTf in 1.0 mL
absol. Dichlormethan gegeben und es wurde unter Erwarmen auf Raumtemperatur 1.5 h gertihrt. Nach voll-
standiger Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und anschlieRend mit
100 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumhydro-
gencarbonat-Ldsung und zweimal mit je 60 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts

erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 1.40 g (1.29 mmol, 70%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.33 ("Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R; =9.04 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)
in 40 min.

[a]2° =- 6.7 (c = 1.00, CHCl5).

CoHsgCl3F,NO46Si (M = 1089.43 g/mol) [1087.26].

ESI-MS (positiv) m/z: 1105.29 ([M+NH,4]", ber.: 1105.29).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1105.2887 ([M+NH,]", ber.: 1105.2897).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), 5 (ppm): 7.73 - 7.70 (m, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.65 - 7.61 (m, 2H,
Ha-Ph, -Bn), 7.45 - 7.22 (m, 11H, Ha-Ph, -Bn), 5.73 (td, 1H, Jusra = 57.1 Hz, Jusso = 56.3 Hz, Jusps =
5.4 Hz, H6-Gal), 5.43 (d, 1H, Jusns = 3.5 Hz, H4-Gal), 4.98 (dd, 1H, i3 = 10.3 Hz, Jup = 8.1 Hz, H2-
Gal), 4.88 (dd, 1H, Jugp = 10.1 Hz, Jus s = 9.2 Hz, H3-GIcN), 4.82 (dd, 1H, Jugpe = 10.4 Hz, g =
3.5 Hz, H3-Gal), 4.73 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CHy-Troc), 4.68 (d, 1H, Jepcn = 12.2 Hz, CHyy-Troc), 4.65
(d, 1H, Jepicn = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.50 (d, 1H, Juine = 8.0 Hz, H1-Gal), 4.46 (d, 1H, Jyrp = 8.1 Hz, H1-
GIcN), 4.35 (d, 1H, Jepcn = 12.2 Hz, CH,-Bn), 3.99 (t, 1H, Jpaps = Juaps = 9.5 Hz, H4-GIcN), 3.86 (dd, 1H,
Jizra = 10.1 Hz, Jipzp1 = 10.1 Hz, H2-GlcN), 3.61 - 3.53 (m, 2H, H6a-GIcN {3.58}, H5-Gal {3.57}), 3.42 -
3.35 (m, 1H, HBb-GIcN {3.39}), 3.04 (d, 1H, Jusus = 9.7 Hz, H5-GIcN), 2.78 - 2.65 (m, 2H, CHy-Lev),
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2.60 - 2.49 (M, 2H, CH,-Lev), 2.15 (s, 3H, CHy-Lev), 2.06, 1.93, 1.89 (3 x s, 9H, CH5-OAC), 1.06 (s, 9H,
CH-tBu-Si).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.4 (C=O-Lev), 172.6, 170.0, 169.9 (C=0-Ac),
168.9 (C=0-Lev), 154.3 (C=0-Troc), 138.0, 137.9 (C,-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 133.1, 132.6, 130.2,
130.0, 129.2, 128.7, 128.4, 128.0, 127.8, 127.6, 125.4 (15 x Ca-Bn, -Ph), 112.9 (dd, Jcsra= 245.6 Hz,
Jos o = 245.6 Hz, C6-Gal), 100.4 (C1-Gal), 96.2 (C1-GIcN), 95.5 (CCls), 75.1 (C4-GIcN), 74.8 (CH,-Troc),
74.6 (C5-GIcN), 73.7 (CH,-Bn), 72.7 (C3-GIcN), 72.5 (dd, Jesra = 37.5 Hz, Jes s = 31.5 Hz, C5-Gal), 70.5
(C3-Gal), 68.7 (C2-Gal), 66.9 (C6-GIcN), 65.9 (C4-Gal), 58.1 (C2-GIcN), 37.7 (CH,-Lev), 29.8 (CHy-Lev),
27.9 (CHy-Lev), 26.8 (CH5-tBu-Si), 20.9, 20.8, 20.8 (CH5-OAC), 19.3 (C,-tBu-Si).

YE.NMR (376 MHz, CDCl3), & (ppm): -128.2 —-129.7 (m, 2F, F6a/b-Gal).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-desoxy-6,6-difluor-g-D-galactopyranosyl)-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-
levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (76)

(B-4-(B-6,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS) .

HO [ F OBn
HO 5 o OTBDPS
HO TrocHN

Eine Losung von 1.40 g (1.29 mmol) tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-
(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl)-6- o
O-benzyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxy-
carbonylamino)-B-D-glucopyranosid (72) in 60 mL Methanol (HPLC-grade) wurde tropfenweise mit einer
frisch hergestellten Natriummethanolat-Losung (0.5 M) in Methanol versetzt bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht
wurde. Unter stdndiger pH-Kontrolle wurde die Reaktionsldsung bei Raumtemperatur 4 h geriihrt und durch
Zugabe von Amberlyst® 15 neutralisiert. Der lonentauscher wurde abfiltriert, mit 100 mL Methanol ge-

waschen und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde zweimal mit je 20 mL Dichlor-

methan kodestilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc) gereinigt.
Ausbeute: 1.14 g (1.18 mmol, 91%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.37 (EtOAC).

RP-HPLC: R; =6.91 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
[a]2® = - 4.1 (c = 1.00, CHCly).
C43H52C|3F2N013S| (M =963.31 g/mOI) [96122]

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 979.2575 ([M+NH,]", ber.: 979.2580), 984.2132 ([M+Na]", ber.: 984.2139).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldi-
methylsilyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (77)

(B-4-(B-6BnAc;Gal)-3Lev-6TBSGICcNTroc-OTBDPS) Ao OBn oTBS
&/O/&/
AcO 5 o OTBDPS
AcO TrocHN

Es wurden 854 mg (1.06 mmol) des Glucosamin-Akzeptor 11 und

860 mg (1.59 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a- o
D-galactopyranosyltrichloracetimidat (17) in 70 mL absol. Dichlormethan gelést und unter Argonatmos-
phédre mit 2.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Mischung wurde anschlieBend 1 h bei
Raumtemperatur gerihrt, bevor sie auf -78 °C gekihlt wurde. Zu dieser gekihlten Reaktionslésung wurden
30 uL (0.16 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 17) TMSOTf in 1.0 mL absol. Dichlormethan gegeben und es
wurde unter Erwdrmen auf Raumtemperatur 1.5 h geriihrt. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan verdinnt,
durch Hyflo® filtriert und mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je
50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des

Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 870 mg (0.73 mmol, 69%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.26 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R, = 19.7 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[«]3? =-5.3 (¢ =1.00, CHCly).

CssH74CI3NO;;Si; (M = 1183.71 g/mol) [1181.36].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1199.3897 ([M+NH,]", ber.: 1199.3899).

'H-NMR (600 MHz, CDClz, COSY, HSQC), & (ppm): 7.71 - 7.69 (m, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.64 - 7.59 (m, 2H,
Har-Ph, -Bn), 7.38-7.31 (m, 6H, Ha-Ph, -Bn), 7.31-7.26 (m, 5H, Ha-Ph, -Bn), 5.43 (dd, 1H, Jyspns =
3.5 Hz, Juans = 1.1 Hz, H4-Gal), 4.97 (dd, 1H, Jyn3 = 10.3 Hz, Jyo e = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.88 (dd, 1H, Jis o
= 10.3 Hz, Jy3 e = 3.5 Hz, H3-Gal), 4.81 (dd, 1H, Jyspp = 10.8 Hz, Jyz s = 9.3 Hz H3-GIcN), 4.73 (d, 1H,
Innm2 = 9.9 Hz, NH-GIcN), 4.70 (d, 2H, Jcycq = 12.0 Hz, CH,-Troc), 4.63 (d, 1H, Ju 1o = 7.9 Hz, H1-Gal),
4.53 (d, 1H, Jchcq = 11.7 Hz, CH,-Bn), 4.46 - 4.37 (m, 2H, CH,-Bn {4.43, d, Jcycn = 11.8 Hz}, H1-GlcN
{4.41, d, Jyr o = 7.9 Hz}), 3.93 (1, 1H, Jyanz = Jnaps = 9.4 Hz, H4-GIcN), 3.81 (ddd, 1H, Jyyp s = 10.5 Hz,
Jrann = 9.8 Hz, Jyp 1 = 7.9 Hz, H2-GIcN), 3.74 (ddd, Jusnea = 7.6 HZ, Jns pen = 5.6 HZ, Jys s = 1.2 Hz, H5-
Gal), 3.68 (dd, 1H, Jneaner = 11.5 Hz, Jpeans = 2.7 Hz, H6a-GlcN), 3.59 - 3.52 (m, 2H, H6b-GIcN {3.58},
H6a-Gal {3.55}), 3.42 (m,, H6b-Gal), 2.92 (dt, 1H, Jus s = 9.6 HZ, Jys e, = 2.8 Hz, H5-GIcN), 2.74 - 2.41
(m, 4H, CH,-Lev), 2.10 (s, 3H, CHs-Lev), 2.02, 1.95, 1.94 (3 x s, 9H, CH5-OAc), 1.06 (s, 9H, CH;-tBu-Si,
TBDPS), 0.91 (s, 9H, CH3-tBu-Si, TBS), 0.06, 0.01 (2 x s, 6H, CH;-Me-Si, TBS).
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BC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.0 (C=0-Lev), 172.7 (C=0-Lev), 170.2, 170.1,
169.0 (C=0-Ac), 154.3 (C=0-Troc), 137.7 (C4-Bn), 136.1, 135.9 (Ca-Bn, -Ph), 133.0, 132.8 (C,-Ph), 130.2,
130.0, 128.6, 128.2, 128.0, 127.8, 127.7 (13 x Ca-Bn, -Ph), 100.3 (C1-Gal), 96.3 (C1-GIcN), 95.6 (CCl,),
75.4 (C5-GIcN), 74.8 (CH,-Troc), 73.9 (C4-GlcN), 73.5 (CH,-Bn), 73.0 (C3-GIcN), 71.8 (C5-Gal), 71.5 (C3-
Gal), 69.7 (C2-Gal), 67.4 (C4-Gal), 67.0 (C6-Gal), 60.7 (C6-GIcN), 58.1 (C2-GIcN), 38.1 (CH,-Lev), 29.8
(CHs-Lev), 28.2 (CH,-Lev), 26.8 (CH4-tBu-Si, TBDPS), 26.0 (CHs-tBu-Si, TBS), 20.9, 20.8, 20.7 (CH-
OAC) 19.3 (C,-tBu-Si, TBDPS), 18.4 (C4-tBu-Si, TBS), -4.94, -5.33 (CHz-Me-Si, TBS).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-3-O-levu-
linoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-p-glucopyranosid (79)

AcO OBn OH
Q Q
AcO 5 7% OTBDPS

AcO TrocHN

(B-4-(p-6BnAc;Gal)-3Lev-GIcNTroc-OTBDPS)

Es wurden 850 mg (0.79 mmol) B-4-(B-6BnAc;Gal)-3Lev-6TBS-

GIcNTroc-OTBDPS 77 in 20 mL Essigsdure (80%) aufgenommen o

und 20 h bei Raumtemperatur gertihrt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt, der Ruckstand
wurde dreimal mit je 60 mL Toluol und mit 50 mL Dichlormethan kodestilliert und das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 730 mg (0.68 mmol, 86%); farbloser amorpher Feststoff.
Rf = 0.66 (CHex/EtOAc, 1:1).

CaoHeoClsNO;5Si (M = 1069.44 g/mol) [1067.27].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1085.3038 ([M+NH,]", ber.: 1085.3034).

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1066.2619 ([M-H], ber.: 1066.2623).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-0O-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyl-
dimethylsilyl-2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-D-glucopyranosid
(78)

Aco F OTBS
0
_4-(B- - - - o
(B-4-(B-Acs6FGal)-3Lev-6 TBSGIcNTroc-OTBDPS) ACO&{O/O%/OTBDPS

Es wurden 1.00g (1.24 mmol) Glucosamin-Akzeptor 11 und
842mg (1.86 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o-D-galactopyranosyltrichloracet-
imidat (29) in 80 mL absol. Dichlormethan gelést und unter Argonatmosphare mit 2.0 g aktiviertem, gepul-
vertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor auf sie -78 °C
gekiihlt wurde. Zu dieser gekiihlten Reaktionslosung wurden 38 pL (0.19 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 29)
TMSOTTf in 1.0 mL absol. Dichlormethan gegeben und es wurde unter Erwdrmen auf Raumtemperatur 1.5 h
geriihrt. Nach vollstandiger Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und
mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 60 mL einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und mit 60 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts er-

folgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1).
Ausbeute: 850 mg (0.78 mmol, 63%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.28 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

RP-HPLC: R; =14.9 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)
in 40 min.

[a]32 =+ 1.7 (c = 1.00, CHCly).
CagHe7ClFNO16Si, (M = 1095.57 g/mol) [1093.30].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1111.3385 ([M+NH,]", ber.: 1111.3386).

'H-NMR (600 MHz, CDCl,, COSY, HSQC), & (ppm): 7.71 - 7.66 (m, 2H, Ha-Ph), 7.64 - 7.58 (M, 2H, Ha-
Ph), 7.44 - 7.40 (m, 2H, Ha-Ph), 7.39 - 7.32 (m, 4H, Ha-Ph), 5.38 (dd, 1H, Jua s = 3.6 Hz, Jusps = 1.1 Hz,
H4-Gal), 5.03 (dd, 1H, Jups = 10.3 Hz, oy = 8.0 Hz, H2-Gal), 4.89 (dd, 1H, Jug sz = 10.4 Hz, g s =
3.4 Hz, H3-Gal), 4.85 (dd, 1H, Jus iz = 10.8 Hz, Jya e = 9.3 Hz, H3-GIcN), 4.77 (d, 1H, I = 9.8 Hz, NH-
GIcN), 4.70 (d, 2H, Jenen = 12.1 Hz, CH,-Troc), 4.68 (d, 1H, Juyn = 7.9 Hz, H1-Gal), 4.51 - 4.34 (m, 3H,
H6a-Gal {4.48, ddd, Jrpea = 46.0 Hz, Jugaries = 10.4 HZ, Jpears = 6.8 Hz}, H1-GICN {4.43, d, Jyppp =
7.8 Hz}, H6b-Gal {4.38, ddd, Jr e = 45.8 Hz, Jugniea = 9.7 HZ, Jnoris = 5.2 Hz}), 3.96 (t, 1H, Jua s = Jnarss
= 9.4 Hz, H4-GIcN), 3.83 - 3.77 (m, 2H, H5-Gal {3.80}, H2-GIcN {3.79}), 3.70 (dd, 1H, Jyea e = 11.4 Hz,
Jneans = 2.6 Hz, H6a-GIcN), 3.58 (dd, 1H, Jeppiea = 11.5 HZ, Jnep s = 1.6 Hz, HBb-GICN), 2.92 (dt, 1H, Jys s
= 9.8 Hz, Jus e = 2.0 Hz, H5-GIcN), 2.72 (t, 2H, Jepicn = 6.7 Hz, CHy-Lev), 2.55 (t, 2H, Jeycn = 6.8 Hz,
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CHy-Lev), 2.15 (s, 3H, CHa-Lev), 2.12, 1.96, 1.94 (3 x s, 9H, CH3-OAc), 1.05 (s, 9H, CH-tBu-Si, TBDPS),
0.92 (s, 9H, CH4-tBu-Si, TBS), 0.06, 0.01 (2 x s, 6H, CH3-Me-Si, TBS).

BBC-NMR (150 MHz, CDCl,, HSQC, HMBC), & (ppm): 206.3 (C=0-Lev), 172.7 (C=0-Lev), 170.3, 170.1,
168.9 (C=0-Ac), 154.3 (C=0-Troc), 136.1, 135.9 (Ca-Ph), 133.0, 132.8 (C,-Ph), 130.2, 130.0, 127.8, 127.7
(8 x Ca-Ph), 100.4 (C1-Gal), 96.3 (C1-GIcN), 95.6 (CCly), 80.8 (d, Jr.cs = 173.0 Hz, C6-Gal), 75.2 (C5-
GIcN), 74.7 (CH,-Troc), 74.1 (C4-GIcN), 73.1 (C3-GIcN), 71.6 (d, Jr.cs = 23.0 Hz, C5-Gal), 71.1 (C3-Gal),
69.2 (C2-Gal), 67.0 (C4-Gal), 60.6 (C6-GIcN), 58.0 (C2-GIcN), 38.0 (CH,-Lev), 29.9 (CHy-Lev), 28.2 (CH,-
Lev), 26.8 (CHa-tBu-Si, TBDPS), 26.0 (CHa-tBu-Si, TBS), 20.9, 20.7, 20.7 (CHs-OAc) 19.3 (C4-tBu-Si,
TBDPS), 18.4 (C,-tBu-Si, TBS), -4.91, -5.35 (CH3-Me-Si, TBS).

E_NMR (376 MHz, CDCls), 3 (ppm): -230.9 (td, Jr pi6un = 46.7 Hz, Jg s = 12.9 Hz, F6-Gal).

tert-Butyldiphenylsilyl-4-0O-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyranosyl)-2-desoxy-3-O-
levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-D-glucopyranosid (80)

(B-4-(p-Acs6FGal)-3Lev-GIcNTroc-OTBDPS) Aco F OH
Q o)

AcO 5 7% OTBDPS
AcO TrocHN

Es wurden 850 mg (0.78 mmol) B-4-(B-Acs6FGal)-3Lev-6TBS-

GIcNTroc-OTBDPS 78 in 20 mL Essigsdure (80%) aufgenommen o

und 20 h bei Raumtemperatur erhitzt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Rick-
stand wurde dreimal mit je 60 mL Toluol und 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 750 mg (0.76 mmol, 97%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.45 ("Hex/EtOAc, 1:1).

C42H53CI3NO3,Si (M = 981.31 g/mol) [979.22].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 997.2524 ([M+NH,]", ber.: 997.2521).

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 978.2114 ([M-H], ber.: 978.2110).
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5.4 Die Synthesen der Trisaccharid-Bausteine

54.1 Synthese des naturlichen Bausteins

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-O-benzyl-B-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-levu-
linoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (90)

(B-4-(B-BnGal[e-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev- AcO  Phe coen o .
6BNnGIcNTroc-OTBDPS) ACOmn o o o
AchN © 52 o OTBDPS

AcO HO TrocHN

Methylsulfenylbromid-L6sung (1.6 M) in 1,2-Dichlorethan: 0

Zu einer Lésung von 709 uL (4.99 mmol) Dimethyldisulfid in 10 mL absol. 1,2-Dichlorethan wurden 410 pL
(4.99 mmol) Brom getropft und es wurde 20 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphdre und Lichtaus-

schluss geruhrt.

Sialylierungsreaktion:

Es wurden 3.11 g (4.63 mmol, 2.5 Aquiv.) a-Ac,SiaCOOBnXan 48 in 30 mL einer Mischung aus absol.
Acetonitril und Dichlormethan (2:1) gelést, mit 6.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und
24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur geriihrt. Eine Ldsung von 1.91 g (1.85 mmol) B-4-(B-
BnGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 68 in 30 mL einer Mischung absol. Acetonitril und Dichlormethan
(2:1) wurde anschlieBend zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Reaktions-
mischung auf -45 °C gekiihlt, bevor unter Lichtausschluss 1.19 g (4.63 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 48)
wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, geldst in 12 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Di-
chlormethan (2:1), zugegeben wurden. AnschlieBend wurden 2.89 mL (4.63 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf
48) einer auf 0 °C vorgekuhlten Methylsulfenylbromid-L&sung (1.6 M) zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde 24 h bei -45 °C gerlhrt, bevor mit DIPEA neutralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei
-45 °C geriihrt und auf Raumtemperatur erwdrmt. Es wurde durch Hyflo® filtriert, mit 100 mL Dichlor-
methan nachgewaschen und die Ldsungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Riickstands er-
folgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1 — EtOAc). Eine vollstandige Ab-
trennung des Glycals 49 war hierbei allerdings nicht moglich. Dies konnte jedoch firr die weitere Umsetzung
vernachldssigt werden. Fir analytische Zwecke konnte durch semipraparative RP-HPLC (Luna C18, A=
214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0) in 40 min) reines Produkt erhalten werden.
Zusatzlich zum gewuinschten Produkt 90 wurde eingesetztes Disaccharid 68 zuriickgewonnen, welches erneut

umgesetzt wurde.

Ausbeute: 3.73 g (noch mit ca. 15% Glycal 49 verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.



5.4 Die Synthesen der Trisaccharid-Bausteine 165

Analytische Daten des Reinprodukts:

R¢ = 0.46 (EtOAc), 0.23 (CH,CI,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R, =9.54 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)
in 40 min.

[a]3? = - 1.3 (c = 1.00, CHClI5).

C76Ho1ClI3N,046Si (M = 1582.99 g/mol) [1580.47].

ESI-MS (positiv) m/z: 1598.50 ([M+NH,]", ber.: 1598.50).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1598.5030 ([M+NH,]", ber.: 1598.5033).

'H-NMR (600 MHz, CDCl;z, COSY, HSQC), & (ppm): 7.73 - 7.67 (m, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.65 - 7.59 (m, 2H,
Har-Ph, -Bn), 7.40 - 7.21 (m, 21H, Ha~Ph, -Bn), 5.40 - 5.35 (m, 2H, H8-Sia {5.36}, NH-GIcN), 5.30 (dd,
1H, Ju7ns = 8.6 Hz, Jy7 6 = 1.6 Hz, H7-Sia), 5.19 - 5.15 (m, 1H, NH-Sia), 4.91 (td, 1H, Jus nsmzax = 10.2 Hz,
Jnapzag = 4.3 Hz, H4-Sia), 4.86 (dd, 1H, Jyz . = 10.2 Hz, Jugpa = 9.6 Hz, H3-GIcN), 4.74 (d, 1H, Jeuch =
12.0 Hz, CHa,-Troc), 4.65 (d, 1H, Jencn = 12.0 Hz, CH,,-Troc), 4.54 - 4.50 (m, 2H, CH,-Bn {d, JcpcH =
11.9 Hz}), 4.49 (d, 2H, Jcpcn = 12.3 Hz, CH,-Bn), 4.45 (d, 2H, Jchcn = 12.4 Hz, CH,-Bn), 4.42 (d, 1H,
JHime = 7.7 Hz, H1-Gal), 4.39 (d, 1H, Jy 42 = 8.1 Hz, H1-GIcN), 4.22 (dd, 1H, Jneane = 12.4 HZ, Jyoans =
2.5 Hz, H9a-Sia), 4.07 (dd, 1H, Jyens = 10.8 Hz, Jyen7 = 1.8 Hz, H6-Sia), 4.04 - 4.00 (m, 2H, H9b-Sia
{4.00}, H4-GIcN {4.00}), 3.99-3.95 (m, 1H, H5-Sia), 3.92-3.86 (m, 2H, H3-Gal {3.89}, H2-GIcN
{3.87}), 3.75 (dd, 1H, Jpsarep = 11.4 Hz, Jyeans = 3.7 Hz, H6a-GIcN), 3.57 - 3.52 (m, 3H, H6b-GIcN {3.53},
Hé6a-Gal {3.53}, H6b-Gal {3.52}), 3.51 - 3.47 (m, 1H, H2-Gal), 3.44 (d, 1H, Ju4ns = 3.3 Hz, H4-Gal), 3.42
(t, 1H, Jus pean = 6.1 Hz, H5-Gal), 3.20 - 3.15 (m, 1H, H5-GIcN), 2.75 (dd, 1H, Jnasqrzax = 13.0 Hz, Jngsgna =
4.6 Hz, H3;-Sia), 2.63 - 2.36 (M, 4H, CHx-Lev), 2.15 (s, 3H, CHs-Lev), 2.09, 2.04, 2.00, 1.93 (4 x s, 12H,
CHs-OAc), 2.03 - 1.99 (m, 1H, H3,-Sia), 1.87 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.05 (s, 9H, CHs-tBu-Si).

13C-NMR (150 MHz, CDCl3, HSQC, HMBC), & (ppm): 207.0 (C=0-Lev), 172.9 (C=0-Lev), 170.9, 170.6,
170.5, 170.0 (5 x C=0-Ac, -NHACc), 167.6 (C1-Sia), 154.4 (C=O-Troc), 138.6, 138.1 (3 x C4-Bn), 136.1,
136.0 (C4-Ph), 134.4, 133.2, 132.7, 130.1, 129.9, 129.1, 128.9, 128.8, 128.6, 1285, 128.3, 127.9, 127.7,
127.5, 127.4 (25 x Ca-Bn, -Ph), 102.3 (C1-Gal), 97.9 (C2-Sia), 96.6 (C1-GIcN), 95.6 (CCl,), 77.4 (C3-Gal),
75.1 (C5-GIcN), 74.8 (CH,-Troc), 74.0 (C4-GIcN), 73.4 (CH,-Bn), 73.2 (C3-GIcN), 73.1, 73.1 (CH»-Bn),
72.8 (C5-Gal), 72.8 (C6-Sia), 69.7 (C2-Gal), 69.3 (C6-Gal), 68.6 (C4-Sia), 68.5 (C8-Sia), 68.4 (CH,-Bn),
68.4 (C4-Gal), 67.7 (C6-GIcN), 66.9 (C7-Sia), 62.2 (C9-Sia), 57.9 (C2-GlcN), 49.6 (C5-Sia), 37.9 (C3-Sia),
37.8 (CHy-Lev), 29.9 (CHz-Lev), 28.1 (CH,-Lev), 26.9 (CHs-tBu-Si), 23.3 (CHs;-NHAC), 21.3, 20.9, 20.8,
20.7 (CH5-OAc), 19.2 (C4-tBu-Si).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acet-
amido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-acetyl-6-
O-benzyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid (91)

(B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-

AcO OAc co.B
6BNGIcNTroc-OTBDPS) L% ~o OBn 0Bn
AcOnmmn
2 O%O/é&/
AcHN ACO OTBDPS
AcO AcO TrocHN

Spaltung der Lev-Schutzgruppe:©??®

Eine Losung von 3.73 g (max. 1.85 mmol) verunreinigtem B-4-(3-BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev-6Bn-
GIcNTroc-OTBDPS 90 in 60 mL einer Mischung aus Toluol/Ethanol (2:1) wurde mit 204 mg (2.22 mmol,
1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 10 mL Aceton und
50 mL Wasser zugegeben und dreimal mit 80 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase
wurde abgetrennt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rick-
stand wurde mit 30 mL Dichlormethan kodestilliert und ohne weitere Reinigung in der nachsten Stufe einge-

setzt.

RP-HPLC: R; =8.66 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
C71H85C|3N2024Si (M =1484.89 g/mol) [148243]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1500.4659 ([M+NH,]", ber.: 1500.4665).

Acetylierung: Der Rickstand wurde in 40 mL Pyridin aufgenommen, mit 20 mL Essigsdureanhydrid sowie
226 mg (1.85 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt und 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losungsmittel wurden im Anschluss im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je
50 mL Toluol sowie 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt konnte durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1) unter vollstdndiger Abtrennung des Glycals 49 gereinigt werden.
Ausbeute: 1.63 g (1.01 mmol, 55% bezogen auf 68); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.39 (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R; = 11.7 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[0]2? = + 5.2 (c = 1.00, CHCI5).

Cy7Hg1ClsN,0,Si (M = 1610.99 g/mol) [1608.46].
ESI-MS (positiv) m/z: 1626.50 ([M+NH,]", ber.: 1626.50).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1626.4985 ([M+NH,]", ber.: 1626.4982).
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'H-NMR (800 MHz, CDCls, COSY, HSQC), § (ppm): 7.71 - 7.67 (m, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.63 - 7.59 (m, 2H,
Ha--Ph, -Bn), 7.43 - 7.23 (M, 21H, Ha-Ph, -Bn), 5.47 (dd, 1H, Jye 7 = 7.5 Hz, Jugpo = 2.9 Hz, H8-Sia), 5.43 -
5.34 (m, 2H, NH-GIcN {5.42}, H7-Sia {5.36}), 5.19 - 5.13 (m, 1H, NH-Sia {5.14}), 5.12 (d, 1H, Jyas =
3.3 Hz, H4-Gal), 4.92 - 4.82 (m, 2H, H2-Gal {4.87}, H4-Sia {4.82}), 4.81 (d, 1H, Jeycn = 12.0 Hz, CHay-
Troc), 4.74 (d, 1H, Ju e = 8.2 Hz, H1-Gal), 4.54 (dd, 1H, Juzr = 12.3 Hz, Juz s = 3.3 Hz, H3-Gal), 4.53 (d,
1H, Jenen = 12.0 Hz, CHyp-Troc), 452 (d, 2H, Jeycy = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.46 - 4.41 (m, 4H, CH,-Bn
{4.44, 4.41}), 4.38 - 4.35 (m, 1H, H1-GIcN {4.36}), 4.29 (dd, 1H, Jpgarop = 12.5 HZ, Jugare = 2.9 Hz, HOa-
Sia), 4.12 - 4.06 (m, 3H, H6-Sia {4.09}, HOb-Sia {4.08}, H5-Sia {4.07}), 4.04 - 3.85 (m, 3H, H3-GIcN
{4.03}, H4-GIcN {3.96}, H2-GIcN {3.87}), 3.77 (M., 1H, H5-Gal), 3.58 (dd, 1H, Jueaep = 11.2 HZ, Jugapis =
4.3 Hz, H6a-GIcN), 3.49 - 3.42 (m, 2H, H6b-GIcN {3.46}, H6a-Gal {3.54}), 3.33 (dd, 1H, Juepa = 9.7 Hz,
Juopis = 7.6 Hz, HBb-Gal), 3.14 - 3.11 (m, 1H, H5-GIcN), 2.62 (dd, 1H, Jusaqrae = 12.7 HZ, Jyaaq s = 4.6 Hz,
H3,,-Sia), 2.12, 2.11, 2.10, 2.06, 2.02, 1.97, 1.89 (7 x s, 21H, CHs-OAC), 1.95 - 1.91 (m, 1H, H3,.-Sia), 1.86
(s, 3H, CHs-NHAGC), 1.05 (s, 9H, CH-tBu-Si).

BBC-NMR (200 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.8, 170.6, 170.3, 170.2, 170.2, 170.1 (8 x C=0-
NHAG, -OAc), 168.1 (C1-Sia), 154.2 (C=0-Troc), 138.6, 137.9 (3 x C,-Bn, 2 x C,-Ph), 136.1, 136.0, 135.2,
135.1, 134.9, 129.0, 128.8, 128.8, 128.7, 128.7, 128.7, 128.6, 128.4, 128.3, 127.9, 127.8, 127.6, 127.4
(25 x Ca-Bn, -Ph), 100.7 (C1-Gal), 98.9 (C2-Sia), 97.2 (C1-GIcN), 95.5 (CCly), 75.0 (C4-GIcN), 74.9 (C5-
GIcN), 74.6 (CH,-Troc), 73.9 (C2-Gal), 73.7 (C3-GlcN), 73.5, 73.4, 73.3 (CH,-Bn), 72.5 (C6-Sia), 71.8 (C3-
Gal), 71.6 (C5-Gal), 69.2 (C4-Sia), 68.4 (CH,-Bn), 67.9 (C6-GIcN), 67.7 (C4-Gal), 67.7 (C8-Sia), 67.6 (C6-
Gal), 67.4 (C7-Sia), 62.4 (C9-Sia), 58.1 (C2-GIcN), 49.4 (C5-Sia), 38.3 (C3-Sia), 26.8 (CH,-tBu-Si), 23.3
(CHs-NHAC), 21.2, 21.0, 21.0, 20.9, 20.9, 20.8, 20.7 (CH5-OAc), 19.2 (Co-tBu-Si).

4-0-(2,4-Di-O-acetyl-6-0O-benzyl-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-
(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a/B-D-glucopyranose (92)

(o/B-4-(B-Ac,BnGalle-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac- ACO oA

CO,Bn
6BnGIcNTroc-OH) AcO OBn OBn
AcOinmu
¢ O o Q o}
AcHN Orco OH
AcO AcO TrocHN

Zu einer Losung von 1.63 g (1.01 mmol) B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-6BnGIcNTroc-OTBDPS
91 in 100 mL Tetrahydrofuran wurden bei 0 °C gleichzeitig 15.2 mL (397 mg, 1.52 mmol, 1.5 Aquiv.) einer
Ldsung von Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran (0.1 M) und 15.0 mL (3.03 mmol,
3.0 Aquiv.) einer Mischung aus 0.17 mL Essigsaure und 14.8 mL Tetrahydrofuran innerhalb von 15 Minuten
zugetropft. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und anschliefend 48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es
wurde mit 100 mL Dichlormethan verdinnt und die Losung wurde mit je 50 mL einer ges. Natriumhydro-
gencarbonat-Lésung und einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die wéssrige Phase wurde dreimal

mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und
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die Losungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Der Riickstand konnte durch Flashchromatographie an Kieselgel
(CH,CI,/MeOH, 25:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 1.21 g (0.88 mmol, 87%); farbloser amorpher Feststoff.
Rf = 0.22/0.29 (CH,CIl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: Ry = 3.83 min/4.12 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min,
(100:0) in 40 min.

C61H73C|3N2027 (M =1372.59 g/mol) [137035]
ESI-MS (positiv) m/z: 1388.38 ([M+NH,]", ber.: 1388.38).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1388.3795 ([M+NH,]", ber.: 1388.3805).

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1415.3438 ([M+HCO,]’, ber.: 1415.3448).

4-0-(2,4-Di-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-

(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-ae/p-D-glucopyranosyltrichloracetimidat (93)

(0/B-4-(B-Ac,BnGal[e-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-  AcO OAc

COBN gy o8
6BNGIcNTroc-OC(NH)CCIy) ACOMmY o o
AHN-L= © Orco OYNH

AcO AcO TrocHN
CCl

Eine Ldsung von 700 mg (0.51 mmol) a/B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-6BnGIcNTroc-OH 92 in
60 mL absol. Dichlormethan wurde zu 1.0 g aktiviertem Molsieb (4 A) unter Argonatmosphére gegeben und
30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsmischung wurden anschlielend unter Eiskihlung
511 pL (5.10 mmol, 10.0 Aquiv.) Trichloracetonitril und vier Tropfen DBU zugegeben. Der Ansatz wurde
unter Erwérmen auf Raumtemperatur 6 h gerthrt, wobei nach 3 h ein weiterer Tropfen DBU zur Vervoll-
stdndigung der Reaktion zugegeben wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 20 mL Dichlormethan ver-
dinnt, das Molsieb abfiltriert und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flash-
chromatographisch an Kieselgel ("Hex/EtOAc, 1:9) gereinigt und konnte als Anomerengemisch (o:p, 1:1.8,

Uber analytische RP-HPLC bestimmt) erhalten werden.
Ausbeute: 460 mg (0.30 mmol, 59%); farbloser amorpher Feststoff, Anomerengemisch.
Rt = 0.45/0.47 (CH,Cl,/MeOH, 25:1), 0.41/0.52 (“Hex/EtOACc, 1:9).

RP-HPLC: a: R; =4.97 min, p: Ry =5.70 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0O (90:10) — (100:0)
in 20 min, (100:0) in 40 min.
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a-Anomer: [a]3? = + 34.4 (c = 0.50, CHCl5).
CesH73ClsN30,7 (M = 1516.97 g/mol) [1513.26].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1531.2885 ([M+NH,]", ber.: 1531.2901).

'H-NMR (800 MHz, CDCl;, COSY), & (ppm): a-Anomer: 8.70 (s, 1H, NH-TCI), 7.44 - 7.41 (m, 2H, Har
Bn), 7.40 - 7.35 (M, 3H, Ha-Bn), 7.35 - 7.30 (M, 10H, Ha-Bn), 6.41 (d, 1H, J1 42 = 3.7 Hz, H1-GIcN), 5.49
(ddd, 1H, Jug 7 = 8.8 HZ, Jug e = 6.0 HZ, Jyig pea = 2.8 Hz, H8-Sia), 5.43 (d, 1H, Jeycn = 12.0 Hz, CH,-Bn),
5.37 (dd, 1H, Jug iz = 11.0 Hz, g e = 9.2 Hz, H3-GlcN), 5.30 (dd, 1H, Ju7pe = 8.7 Hz, Jur e = 2.8 Hz, H7-
Sia), 5.26 (d, 1H, June = 9.2 Hz, NH-GIcN), 5.15 (dd, 1H, Jya i = 3.4 Hz, Juaps = 1.1 Hz, H4-Gal), 5.09 (d,
1H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.96 (dd, 1H, Juo s = 9.8 Hz, Juo e = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.94 (d, 1H, s =
9.5 Hz, NH-Sia), 4.87 (d, 1H, Juin = 7.9 Hz, H1-Gal), 4.84 (ddd, 1H, Juspaax = 12.1 Hz, Juaps = 10.3 Hz,
Jarissq = 4.6 Hz, H4-Sia), 4.71 (d, 1H, Jenen = 12.0 Hz, CHy,-Troc), 4.69 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CHy-
Troc), 4.64 (d, 1H, Jepcn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.61 (dd, 1H, sz = 10.0 Hz, Jyspe = 3.4 Hz, H3-Gal), 4.56
(d, 1H, Jepcn = 11.8 Hz, CHp-Bn), 4.53 (d, 1H, Jepcn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.44 (d, 1H, Joycn = 11.8 Hz,
CH,-Bn), 4.29 (dd, 1H, Jueares = 12.4 HZ, Jugars = 2.8 Hz, H9a-Sia), 4.18 (t, 1H, Jua s = Juapss = 9.6 Hz, H4-
GIcN), 4.14 (ddd, 1H, Juops = 11.0 Hz, Jyone = 9.2 Hz, o1 = 3.7 Hz, H2-GIcN), 4.04 - 3.99 (m, 2H, H5-
Sia {4.03}, H5-GIcN {4.02}), 3.90 (dd, 1H, Jugprea = 12.4 Hz, Jpen s = 6.0 Hz, HOb-Sia), 3.84 (ddd, 1H,
Jsrea = 6.9 HZ, Jus e = 5.5 Hz, Juspa = 1.1 Hz, H5-Gal), 3.81 (dd, 1H, Jusaries = 11.5 Hz, Jeans = 3.8 Hz,
H6a-GIcN), 3.72 (dd, 1H, Juepea = 11.6 Hz, Jyepns = 1.8 Hz, H6b-GIcN), 3.50 (dd, 1H, Jusapes = 9.6 Hz,
Jneans = 5.4 Hz, H6a-Gal), 3.46 (dd, 1H, Jueps = 10.8 Hz, Jue7 = 2.7 Hz, H6-Sia), 3.39 (dd, Jugsmes =
9.6 Hz, Jyens = 7.3 Hz, HBb-Gal), 2.61 (dd, 1H, Juaaqrsex = 12.6 HZ, Jugsqua = 4.7 Hz, H3,-Sia), 2.11, 2.11,
2.03,2.02, 1.99, 1.98, 1.97 (7 x 5, 21H, CHs-OAc), 1.84 (5, 3H, CH3-NHAC), 1.67 (t, 1H, Jusaxaaq = Jaaca
= 12.4 Hz, H3,,-Sia).

BC-NMR (200 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.1, 170.7, 170.5, 170.4, 170.2, 169.8, 169.7 (8 x
C=0-NHAc, -OAc), 167.4 (C1-Sia), 161.0 (C=NH-TCI), 154.4 (C=O-Troc), 138.4, 137.9 (3 x C4-Bn),
135.0, 129.1, 128.8, 128.5, 128.4, 127.9, 127.9, 127.6, 127.6 (15 x Ca~-Bn), 100.5 (C1-Gal), 97.1 (C2-Sia),
95.5 (CCls3), 94.8 (C1-GlcN), 91.0 (CClIs-TCl), 74.5 (CH,-Troc), 74.2 (C4-GIcN), 73.5, 73.4 (CH,-Bn), 73.2
(C5-GlIcN), 72.2 (C6-Sia), 71.9 (C3-Gal), 71.7 (C5-Gal), 71.3 (C3-GlcN), 70.7 (C2-Gal), 69.2 (C4-Sia), 68.5
(CH,-Bn), 67.9 (C8-Sia), 67.8 (C4-Gal), 67.7 (C6-Gal), 67.6 (C6-GIcN), 67.1 (C7-Sia), 62.2 (C9-Sia), 54.3
(C2-GlIcN), 48.9 (C5-Sia), 37.5 (C3-Sia), 23.2 (CHs;-NHAC), 21.6, 21.3, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7 (CHs-
OAC).
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54.2 Synthese der fluorierten Bausteine

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acet-
amido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-6-O-benzyl-
2-desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (94)

(B-4-(B-Bn2FGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev- AcO, OAc CO,Bn

Ho OBn OBn
6BnGIcNTroc-OTBDPS) ACOum. o o
AcHN 2 o S OTBDPS
. O

TrocHN

Es wurden 1.14 g (1.69 mmol, 2.5 Aquiv.) o-Ac,- o

SiaCO,BnXan 48 in 24 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) geldst, mit 2.0 g
aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Eine Ldsung von 700 mg (0.68 mmol) B-4-(B-Bn2FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 73 in 16 mL
absol. Acetonitril und 8 mL Dichlormethan wurde anschlieend zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die Reaktionsmischung wurde im Anschluss auf -45 °C gekihlt, bevor unter Lichtausschluss 434 mg
(1.69 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 48) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelost in 9 mL einer
Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Danach wurden 1.06 mL
(1.69 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf 48) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Lésung (1.6 M,
siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h unter Erwérmen auf -20 °C gerihrt, bevor mit
DIPEA neutralisiert wurde. Es wurden weitere 30 Minuten bei -20 °C geriihrt und anschlieend auf Raum-
temperatur erwarmt. Es wurde durch Hyflo® filtriert, mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen und die
Losungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rickstands erfolgte durch zweimalige Flash-
chromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1 — EtOAc) bzw. (“Hex/EtOAc, 1:4 — EtOAc). Eine
vollstdndige Abtrennung des Glycals 49 war hierbei allerdings nicht moglich. Dies konnte jedoch fur die wei-
tere Umsetzung vernachléssigt werden. Zusatzlich zum gewiinschten Produkt 94 konnte eingesetztes Di-

saccharid 71 zuriickgewonnen werden, welches erneut umgesetzt wurde.
Ausbeute: 930 mg (noch mit ca. 30% Glycal 49 verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.21 (‘Hex/EtOAc, 1:4), 0.44 (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R; = 10.5 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
C76H90C|3FN2025SI (M =1584.98 g/mol) [158247]

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1600.5033 ([M+NH,]", ber.: 1600.4990).
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Versuch zur Herstellung von

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(4-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-p-D-galactopyranosyl)-3-O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)
onat]-3-0-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-b-glucopyranosid
(98)

RO Phe CO,Bn
“Aco_OBn OBn
(B-4-(B-AcBn2FGal[o-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-  AcOm &/ /é&/
o
6BNGIcNTroc-OTBDPS) AcHN-= Oaco OTBDPS
F TrocHN

Entsprechend Referenz!?®! wurde eine Lésung von 930 mg (0.58 mmol) verunreinigtem B-4-(B-Bn2FGal[a-

2,3-Ac,SiaC0O,Bn])-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 94 in 30 mL einer Mischung aus Toluol/Ethanol (2:1) mit
65 mg (0.70 mmol, 1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden
10 mL Aceton und 30 mL Wasser zugegeben und zweimal mit je 50 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die
organische Phase wurde abgetrennt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak.
entfernt. Der Ruckstand wurde mit 10 mL Dichlormethan kodestilliert, anschlieBend in 20 mL Pyridin auf-
genommen und mit 10 mL Essigsdureanhydrid sowie 71 mg (0.58 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Dimethylamino-
pyridin versetzt und 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésungsmittel wurden im Anschluss im Hoch-
vakuum entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je 50 mL Toluol sowie 50 mL Dichlormethan ko-
destilliert. Die Reinigung erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

Ausbeute: Das gewiinschte Produkt 98 konnte nicht erhalten werden.
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-6-O-benzyl-2-desoxy-3-O-
levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-f-D-glucopyranosid (95)

(B-4-(p-6FGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev- AcO OAG COLBn
F OB
6BNGIcNTroc-OTBDPS) Ao "o . :)
AcHN 2 0 OO o OTBDPS
AcO HO TrocHN
Es wurden 1.75 g (2.60 mmol, 2.0 Aquiv.) a-Acs- o

SiaCO,BnXan 48 in 24 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) geldst, mit 3.5 g
aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Eine Losung von 1.23 g (1.30 mmol) B-4-(B-6FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 74 in 16 mL absol.
Acetonitril und 8 mL Dichlormethan wurde zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktions-
mischung wurde auf -45 °C gekiihlt, bevor unter Lichtausschluss 688 mg (2.60 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen
auf 48) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, geldst in 9 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und
Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden 1.63 mL (2.60 mmol, 1.0 Aquiv. bezogen auf
48) einer auf 0 °C vorgekihlten Methylsulfenylbromid-Ldsung (1.6 M, siehe S. 164) zugetropft. Die Reak-
tionsmischung wurde 24 h bei -45 °C gerihrt, bevor mit DIPEA neutralisiert wurde. Es wurde weitere 30
Minuten bei -45 °C geriihrt und anschlieRend auf Raumtemperatur erwarmt. Es wurde durch Hyflo® filtriert,
mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen und die Ldsungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung
des Riickstands erfolgte durch zweimalige Flashchromatographie an Kieselgel (CH,CI,/MeOH, 25:1 —
EtOACc). Eine Abtrennung des Glycals 49 war allerdings nicht mdglich. Dies konnte jedoch fur die weitere
Umsetzung vernachlassigt werden. Zusatzlich zum gewunschten Produkt 95 konnte eingesetztes Disaccharid

74 zuriickgewonnen werden, welches erneut umgesetzt wurde.
Ausbeute: 2.85 g (noch mit ca. 30% Glycal 49 verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.
Rs = 0.44 (EtOAC), 0.21 (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R; =7.53 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[0]33 =+ 3.5 (c = 1.00, CHCIy).

CeoHgsCl3FN,025Si (M = 1494.85 g/mol) [1492.42].
ESI-MS (positiv) m/z: 1510.45 ([M+NH,4]", ber.: 1520.45).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1510.4521 ([M+NH,]*, ber.: 1520.4520).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-p-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-
acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (99)

(B-4-(B-Ac,6FGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-

CO,Bn
6BNGICNTroc-OTBDPS) “Aco F 0OBn
AcOmimm.
1 HN 2 O&/C‘/&/OTBDPS
.[225] C AcO
Spaltung der Lev-Schutzgruppe: AcO AcO TrocHN

Eine Ldsung von 2.85 g (max. 1.30 mmol) verunreinigtem B-4-(B-6FGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev-6Bn-
GIcNTroc-OTBDPS 95 in 30 mL einer Mischung aus Toluol/Ethanol (2:1) wurde mit 144 mg (1.56 mmol,
1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 10 mL Aceton und
30 mL Wasser zugegeben und zweimal mit je 50 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase
wurde abgetrennt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde anschlieBend i. Vak. ent-
fernt. Der Rickstand wurde einmal mit 10 mL Dichlormethan kodestilliert und ohne weitere Reinigung in der

néchsten Stufe eingesetzt.

RP-HPLC: R; =6.86 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
C64H78C|3FN2023S| (M =1396.75 g/mol) [139438]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1412.4155 ([M+NH,]", ber.: 1412.4153).

Acetylierung: Der Rickstand wurde in 20 mL Pyridin aufgenommen, mit 10 mL Essigsdureanhydrid sowie
159 mg (1.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losungsmittel wurden im Anschluss im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je
50 mL Toluol sowie 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde durch zweimalige Flash-
chromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1) bzw. (‘Hex/EtOAc, 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 1.16 g (ca. 40% Glycal 49); Das gewunschte Produkt 99 konnte aufgrund vergleichbarer polarer

Eigenschaften des Glycals 49 nicht isoliert werden.
Rf = 0.19 (‘Hex/EtOAc, 1:4), 0.41 (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R; =8.90 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
C0Hg4CIsFN,02Si (M = 1522.86 g/mol) [1520.41].
ESI-MS (positiv) m/z: 1538.45 ([M+NH,4]", ber.: 1538.45).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1538.4475 ([M+NH,]*, ber.: 1538.4469).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(6-desoxy-6,6-difluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-6-O-benzyl-2-
desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (97)

(B-4-(B-6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,BN])-3Lev- A0 Ao oo .
F OB
6BNGIcNTroc-OTBDPS) Ao " . :)
AcHN < o OO o OTBDPS
AcO HO TrocHN
Es wurden 1.98 g (2.95 mmol, 2.5 Aquiv.) o-Ac,- o

SiaCO,BnXan 48 in 24 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) geldst, mit 3.5 g
aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Eine Lésung von 1.14 g (1.18 mmol) B-4-(B-6,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 76 in 16 mL
absol. Acetonitril und 8 mL Dichlormethan wurde zugegeben und 1h bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Reaktionsmischung wurde auf -45 °C gekiihlt, bevor unter Lichtausschluss 758 mg (2.95 mmol, 1.0 Aquiv.
bezogen auf 48) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelést in 9 mL einer Mischung aus absol. Aceto-
nitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden langsam 1.84 mL (2.95 mmol,
1.0 Aquiv. bezogen auf 48) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M, siehe S. 164)
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei -45 °C gerihrt, bevor mit DIPEA neutralisiert wurde.
Danach wurde weitere 30 Minuten bei -45 °C geriihrt und anschlieRend auf Raumtemperatur erwérmt. Es
wurde durch Hyflo® filtriert, mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen und die Lésungsmittel wurden
i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Ruckstands erfolgte durch zweimalige Flashchromatographie an Kiesel-
gel (EtOAC). Eine vollstandige Abtrennung des Glycals 49 war hierbei allerdings nicht mdglich. Zusétzlich
zum gewunschten Produkt 97 konnte eingesetztes Disaccharid 76 zurtickgewonnen werden, welches erneut

umgesetzt wurde.
Ausbeute: 1.96 g (noch mit ca. 15% Glycal 49 verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.

Analytische Daten des Reinprodukts:

R; = 0.56 (EtOAC).

RP-HPLC: R; = 7.84 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[0]33 =+ 6.1 (c = 1.00, CHCIy).

CeoHgsCl3F,N,045Si (M = 1512.84 g/mol) [1510.41].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1528.4408 ([M+NH,]", ber.: 1528.4426).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), 5 (ppm): 7.71 - 7.67 (m, 2H, Ha~Ph, -Bn), 7.63 - 7.60 (m, 2H,
Har-Ph, -Bn), 7.40 - 7.22 (m, 16H, Ha-Ph, -Bn), 5.82 (td, 1H, Jusra = 55.9 Hz, Jyerp = 55.9 Hz, Jyeps =
6.3 Hz, H6-Gal), 5.36 - 5.26 (m, 3H, H8-Sia {5.33}, H7-Sia {5.30}, NH-GIcN {5.27, d, Jxus2 = 9.8 Hz}),
5.21 - 5.19 (m, 2H, CH,-Bn), 4.96 - 4.88 (m, 3H, NH-Sia {4.93}, H4-Sia {4.92}, H3-GIcN {4.89}), 4.72 (d,
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1H, Jepcn = 11.9 Hz, CHy,-Troc), 4.66 (d, 1H, Jepcn = 11.9 Hz, CHy,-Troc), 4.51 - 4.47 (m, 2H, CH,-Bn),
4.46 (d, 1H, Iy, o = 7.8 Hz, H1-Gal), 4.42 (d, 1H, Jyy 1o = 8.3 Hz, H1-GIcN), 4.24 (dd, 1H, Jpeaner = 12.5 Hz,
Jsare = 2.7 Hz, H9a-Sia), 4.14 - 3.94 (m, 5H, H6-Sia {4.07, dd, Jus s = 10.8 Hz, Jus 7 = 1.9 Hz}, H4-GIcN
{4.02}, H9b-Sia {3.99}, H5-Sia {3.98}, H3-Gal {3.95, dd, Juz > = 9.5 Hz, Juzpe = 3.3 Hz}), 3.87 (td, 1H,
Jvont = dos = 10.1 Hz, Jpn = 8.1 Hz, H2-GIeN), 3.77 (dd, 1H, Juearier = 11.3 Hz, Jyeanss = 3.5 Hz, Hba-
GIcN), 3.65 - 3.62 (m, 1H, H4-Gal), 3.53 - 3.48 (m, 2H, H6b-GIcN {3.49}, H2-Gal {3.48}), 3.42 - 3.37 (m,
1H, H5-Gal), 3.16 - 3.12 (m, 1H, H5-GIcN), 2.83 (d, 1H, Jopu= 5.2 Hz, 4-OH-Gal), 2.80 - 2.74 (m, 1H,
CHa-Lev), 2.71 (dd, 1H, Jussqrsax = 13.0 HZ, Jusqra = 4.6 Hz, H3,-Sia), 2.64 - 2.56 (m, 2H, CHy-Lev),
2.50 - 2.42 (m, 1H, CHy-Lev), 2.13 (s, 3H, CHa-Lev), 2.09, 2.07, 2.02, 1.94 (4 x s, 12H, CH3-OAc), 2.01 -
1.98 (M, 1H, H3,-Sia), 1.87 (s, 3H, CHz-NHAC), 1.05 (s, 9H, CH3-tBu-Si).

BC-NMR (150 MHz, CDCls, HMBC, HSQC), § (ppm): 207.3 (C=0O-Lev), 172.8 (C=0-Lev), 171.3, 170.8,
170.6, 170.4, 170.0 (5 x C=0-Ac, -NHAC), 167.6 (C1-Sia), 154.3 (C=O-Troc), 138.5 (2 x C-Bn), 136.1,
136.0 (2 x C4-Ph), 134.2, 133.2, 132.6, 130.1, 129.9, 129.2, 129.0, 128.8, 128.4, 127.7, 127.5 (20 x Ca-Bn, -
Ph), 113.7 (t, Jracs = Jrncs = 242.1 Hz, C6-Gal), 102.5 (C1-Gal), 98.0 (C2-Sia), 96.6 (C1-GIcN), 95.6 (CCls),
76.4 (C3-Gal), 75.0 (C5-GIcN), 74.9 (CH,-Troc), 74.6 (C4-GIcN), 73.3 (CH,-Bn), 73.3 (dd, Jracs = 27.3 Hz,
Jencs = 22.4 Hz, C5-Gal), 73.2 (C3-GlcN), 73.1 (C6-Sia), 69.4 (C2-Gal), 68.6 (C4-Sia), 68.6 (C8-Sia), 68.6
(CH,-Bn), 67.6 (C6-GIcN), 67.1 (C7-Sia), 66.8 (C4-Gal), 62.3 (C9-Sia), 58.0 (C2-GIcN), 49.6 (C5-Sia), 37.9
(C3-Sia), 37.6 (CH,-Lev), 30.0 (CHy-Lev), 28.1 (CH,-Lev), 26.9 (CHs-tBu-Si), 23.3 (CHs-NHAC), 21.3,
21.2,20.9, 20.8, 20.7 (CH3-OAc), 19.2 (Cy-tBu-Si).

YE.NMR (376 MHz, CDCl3), & (ppm): -129.1 — -129.6 (m, 2F, F6a/b-Gal).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-
acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (101)

co LF OBn
Q o}
Orco OTBDPS

AcO TrocHN

(B-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-  aco OAc
6BNGIcNTroc-OTBDPS)

Spaltung der Lev-Schutzgruppe:?**!

Eine Losung von 1.96g (1.29 mmol) verunreinigtem pB-4-(B-6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev-6Bn-
GIcNTroc-OTBDPS 97 in 30 mL einer Mischung aus Toluol/Ethanol (2:1) wurde mit 144 mg (1.56 mmol,
1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 10 mL Aceton und
30 mL Wasser zugegeben und zweimal mit je 50 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase
wurde abgetrennt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rick-
stand wurde einmal mit 10 mL Dichlormethan kodestilliert und ohne weitere Reinigung in der néchsten Stufe

eingesetzt.

RP-HPLC: R; = 7.00 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
CesaH77CI3F,N,0,3Si (M = 1414.74 g/mol) [1412.37].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1430.4058 ([M+NH,]", ber.: 1430.4058).

Acetylierung: Der Rickstand wurde in 20 mL Pyridin aufgenommen, mit 10 mL Essigsdureanhydrid sowie
158 mg (1.29 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Dimethylaminopyridin versetzt und 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losungsmittel wurden im Anschluss im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je
50 mL Toluol sowie mit 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde durch Flashchromato-

graphie an Kieselgel unter vollstandiger Abtrennung von Nebenprodukten (“Hex/EtOAc, 1:2) gereinigt.
Ausbeute: 580 mg (0.38 mmol, 18% bezogen auf 76); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.33 ("Hex/EtOAc, 1:2), 0.71 (EtOAC).

RP-HPLC: R; =8.93 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.

[0]23 =+ 9.5 (c = 1.00, CHCIy).

C7oHg3Cl3F,N,046Si (M = 1540.85 g/mol) [1538.40].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1556.4377 ([M+NH,]", ber.: 1556.4375).

IH-NMR (600 MHz, CDCls, COSY), 8 (ppm): 7.72 - 7.67 (m, 2H, Ha-Ph, -Bn), 7.63 - 7.60 (m, 2H, Ha-Ph,
-Bn), 7.46-7.18 (m, 16H, HAr'Ph, 'Bn), 5.62 (td, 1H, JHG,Fa: 55.2 Hz, JHG,Fb =55.2 Hz, JH6,H5 = 5.3 Hz, H6-
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Gal), 5.46 - 5.41 (m, 2H, H8-Sia {5.45, dd, Jug = 8.3 Hz, Jugrea = 2.7 Hz}, CH,-Bn {5.44, d, Jepicn =
12.0 Hz}), 5.30 (dd, 1H, Ju7.1 = 8.3 Hz, Iy 6 = 2.8 Hz, H7-Sia), 5.20 (d, 1H, Jua s = 3.4 Hz, H4-Gal), 5.09
(d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.96 (d, 1H, Jyuus = 10.3 Hz, NH-Sia), 4.91 - 4.81 (m, 4H, NH-GIcN
{4.90}, H3-GlIcN {4.88}, H2-Gal {4.88}, H4-Sia {4.86}), 4.83-4.78 (m, 2H, H1-Gal {4.81, d, Jui .=
7.8 Hz}, CHye-Troc {4.80, d, Joncn = 11.8 Hz}), 4.68 (dd, 1H, Jysp = 10.1 Hz, Jyape = 3.3 Hz, H3-Gal),
454 (d, 1H, Jeycn = 11.9 Hz, CHy,-Troc), 4.45 (s, 2H, CH,-Bn), 4.38 (d, 1H, Juie = 8.1 Hz, H1-GIcN),
4.33 (dd, 1H, Jusapiop = 12.4 Hz, Jpigare = 2.8 Hz, H9a-Sia), 4.03 - 3.97 (m, 3H, H5-Sia {3.99}, H3-Gal {3.98}
H4-GIcN {3.98}), 3.94 - 3.85 (m, 2H, H9b-Sia {3.89}, H2-GIcN {3.88}), 3.77 (dd, 1H, Jusr = 10.8 Hz,
Juspe = 5.6 Hz, H5-Gal), 3.59 (dd, 1H, Jyeanen = 11.4 Hz, Jyeans = 4.1 Hz, H6a-GlcN), 3.48 (dd, 1H, Jyepea
= 11.4 Hz, Jugops = 1.7 Hz, HBD-GICN), 3.43 (dd, 1H, Jyeps = 10.7 Hz, Jugpy = 2.8 Hz, H6-Sia), 3.14 - 3.09
(m, 1H, H5-GIcN {3.11}), 2.58 (dd, 1H, Juaiqrsax = 12.4 HZ, Jugsqria = 4.6 Hz, H3,4-Sia), 2.14, 2.08, 2.04,
2.03, 2.00, 1.97 (7 x s, 21H, CH3-OAC), 1.62 (t, 1H, Jusaxpraaqns = 12.4 Hz, H3,-Sia), 1.81 (s, 3H, CHy-
NHAC), 1.05 (s, 9H, CH;-tBu-Si).

BBC-.NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.9, 170.7, 170.6, 170.5, 169.8, 169.6, 169.5,
169.4 (8 x C=0-Ac, -NHAC), 167.4 (C1-Sia), 154.4 (C=0-Troc), 138.5 (2 x C,-Bn), 136.1, 136.0 (2 x Cy-
Ph), 134.8, 133.1, 132.5, 130.2, 130.0, 129.1, 128.8, 128.4, 127.8, 127.6, 127.5 (20 x Ca-Bn, -Ph), 113.4 (t,
Jrace = Jencs = 242.8 Hz, C6-Gal), 100.8 (C1-Gal), 97.0 (C2-Sia), 96.5 (C1-GlcN), 95.5 (CCls), 75.6 (C4-
GIcN), 75.1 (C5-GIcN), 74.7 (CH,-Troc), 73.6 (CH,-Bn), 73.5 (C3-GIcN), 72.4 (C6-Sia), 72.3 (dd, Jracs =
275 Hz, Jpycs = 22.9 Hz, C5-Gal), 71.2 (C3-Gal), 70.3 (C2-Gal), 69.4 (C4-Sia), 68.7 (CH,-Bn), 68.3 (C8-
Sia), 67.6 (C6-GIcN), 67.2 (C7-Sia), 66.3 (C4-Gal), 62.3 (C9-Sia), 58.2 (C2-GIcN), 49.0 (C5-Sia), 37.5 (C3-
Sia), 26.8 (CH5-tBu-Si), 23.3 (CHs-NHAG), 21.6, 21.1, 20.9, 20.8, 20.5 (7 x CH-OAc), 19.2 (C,-tBU-Si).

°E_NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -127.9 (ddd, 1F, Jraro = 297.3 Hz, Jrare = 55.6 Hz, Jraps = 10.3 Hz,
FGa'GaI), -129.1 (ddd, 1F, JFb,Fa: 297.3 HZ, ‘-]Fb,HG: 54.8 HZ, ‘]Fb,H5: 6.9 HZ, F6b-GaI)
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4-0-(2,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-b-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-
desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a/g-D-glucopyranose (102)

(0/B-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac- AcO
6BNnGIcNTroc-OH)

OH

Zu einer Lésung von 580 mg (0.38 mmol) B-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6BnGIcNTroc-
OTBDPS 101 in 30 mL Tetrahydrofuran wurden bei 0 °C gleichzeitig 6 mL (0.57 mmol, 1.5 Aquiv.) einer
Ldsung von Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran (ca. 0.1 M) und 6 mL (1.14 mmol,
3.0 Aquiv.) einer Mischung aus 65 pL Essigsaure und 6 mL Tetrahydrofuran innerhalb von 15 Minuten zu-
getropft. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und weitere 48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde mit
50 mL Dichlormethan verdinnt und die Lésung wurde nacheinander mit 25 mL einer ges. Natriumhydro-
gencarbonat-Losung und 25 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wassrigen
Phasen wurden dreimal mit je 25 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden
mit Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde durch

Flashchromatographie an Kieselgel (EtOAc) gereinigt.
Ausbeute: 340 mg (0.26 mmol, 69%); gelblicher amorpher Feststoff.
Rs = 0.11 (“Hex/EtOAc, 1:2), 0.51 (EtOAC).

RP-HPLC: R; =6.68 min/7.98 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30) — (100:0) in 30 min,
(100:0) in 40 min.

CsaHesClsF>N,Os6 (M = 1302.45 g/mol) [1300.29].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1318.3183 ([M+NH,]*, ber.: 1318.3197).
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4-0-(2,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-b-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-
desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-a-D-glucopyranosyltrichloracetimidat (103)

(a-4-(B-Ac6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn-  AQ_  oac oo .

7 Aco [F OBn
GlcNTroc-OC(NH)CCls) AcOm. o o
AcHN 2 o Orco

O NH

CCl,
Eine L&sung von 340 mg (0.26 mmol) o/B-4-(B-Ac,-

6,6F,Gal[a-2,3-Ac,;SiaCO,Bn])-3Ac-6BnGIcNTroc-OH 102 in 30 mL absol. Dichlormethan wurde zu
500 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) unter Argonatmosphére gegeben und 30 Minuten bei Raum-
temperatur geriihrt. Der Reaktionsmischung wurden unter Eiskiihlung 261 uL (2.60 mmol, 10.0 Aquiv.) Tri-
chloracetonitril und vier Tropfen DBU zugegeben. Der Ansatz wurde unter Erwarmen auf Raumtemperatur
4 h geruihrt, wobei nach 2 h ein weiterer Tropfen DBU zur Vervollstandigung der Reaktion zugegeben wurde.
Nach beendeter Reaktion wurde mit 20 mL Dichlormethan verdiinnt, das Molsieb wurde abfiltriert und das
Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt konnte flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/

EtOAc, 1:3) gereinigt werden.
Ausbeute: 173 mg (0.12 mmol, 46%); gelber amorpher Feststoff.
Rf = 0.70 ("Hex/EtOAc, 1:9), 0.54 (“Hex/EtOAC, 1:4).

RP-HPLC: R; =5.81 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min, (100:0)
in 40 min.

[0]2! = + 28.0 (c = 0.10, CHCl,).
CssHesClsF2N3026 (M = 1446.83 g/mol) [1443.19].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1463.2269 ([M+NH,]", ber.: 1463.2265).

'H-NMR (800 MHz, CDCls, COSY), & (ppm): 8.70 (s, 1H, NH-TCI), 7.46 - 7.42 (m, 3H, Ha-Bn), 7.41 -
7.30 (M, 7H, Ha-BN), 6.40 (d, 1H, Juy1 42 = 3.7 Hz, H1-GIcN), 5.67 (td, 1H, Jus ra = 56.7 Hz, Jue.rp = 56.7 Hz,
Jueps = 6.2 Hz, H6-Gal), 5.49 (ddd, 1H, g7 = 8.8 HZ, Jug e = 6.0 Hz, Jugpea = 3.0 Hz, H8-Sia), 5.45 (d,
1H, Jencn = 12.0 Hz, CHp-Bn), 5.36 (dd, 1H, Jus e = 11.0 Hz, Jugme = 9.2 Hz, H3-GIcN), 5.30 (dd, 1H,
Jupe = 8.7 Hz, Juzps = 2.8 Hz, H7-Sia), 5.28 (d, 1H, Juupe = 9.2 Hz, NH-GIcN), 5.23 (dd, 1H, s =
3.4 Hz, H4-Gal), 5.10 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 5.01 (d, 1H, Jyups = 9.5 Hz, NH-Sia), 4.98 (dd,
1H, Jup s = 10.3 Hz, Jpops = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.91 (d, 1H, s = 7.9 Hz, H1-Gal), 4.87 (ddd, 1H, Jna am =
12.5 Hz, Jusps = 8.5 HZ, Jpapissg = 4.5 Hz, H4-Sia), 4.72 - 4.68 (m, 3H, H3-Gal {4.72, dd, Jys, = 10.2 Hz,
Juapa = 3.4 Hz}, CHp-Troc {4.713), 4.66 (d, 1H, Jeycn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.55 (d, 1H, Jeycn = 11.9 Hz,
CH,-Bn), 4.27 (dd, 1H, Juga e = 12.4 Hz, Jugaris = 2.8 Hz, H9a-Sia), 4.20 (t, 1H, Jnaps = Juaps = 9.6 Hz, H4-
GIcN), 4.15 (ddd, 1H, i s = 10.9 Hz, Jupn = 9.1 Hz, Juppn = 3.6 Hz, H2-GIcN), 4.04 - 3.97 (m, 2H, H5-
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Sia {4.03}, H5-GIcN {4.00}), 3.90 (dd, 1H, Jygpea = 12.5 HZ, Jun e = 6.2 Hz, HOb-Sia), 3.84 - 3.79 (m, 2H,
H6a-GIcN {3.83, dd, Jyeares = 11.6 HZ, Jgars = 3.5 Hz}, H5-Gal {3.823), 3.75 (dd, 1H, Jueppea = 11.6 Hz,
Jusois = 1.8 Hz, HBb-GICN), 3.4 (dd, 1H, Jys s = 10.8 Hz, Jyepy = 2.8 Hz, H6-Sia), 2.60 (dd, 1H, Jusaqrisax =
12.7 Hz, Jnssqra = 4.6 Hz, H3,-Sia), 2.14, 2.13, 2.09, 2.07, 1.99, 1.97, 1.95 (7 x 5, 21H, CHz-OAc), 1.81 (s,
3H, CHy-NHAC), 1.64 (t, TH, Jugax paaq = Jrams = 12.6 Hz, H3,-Sia).

BBC-NMR (200 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 171.2, 170.8, 170.7, 170.6, 170.5, 169.8, 169.6,
169.5 (8 x C=0-Ac, -NHAC), 167.4 (C1-Sia), 161.0 (C=NH-TCI), 154.4 (C=0-Troc), 138.2 (2 x C,-Bn),
134.8, 129.1, 128.9, 128.8, 128.5, 127.7, 127.6 (10 x Ca-Bn), 113.2 (t, Jracs = Jrncs = 244.3 Hz, C6-Gal),
100.7 (C1-Gal), 97.0 (C2-Sia), 95.4 (CCly), 94.9 (C1-GIcN), 90.9 (CCls-TCl), 74.5 (CH,-Troc), 74.6 (C4-
GIcN), 73.4 (CH,-Bn), 73.3 (C5-GIcN), 72.4 (dd, Jracs = 27.1 Hz, Jpcs = 22.6 Hz, C5-Gal), 72.3 (C6-Sia),
71.1 (C3-Gal), 70.8 (C3-GIcN), 70.2 (C2-Gal), 69.2 (C4-Sia), 68.6 (CH,-Bn), 67.9 (C8-Sia), 67.4 (C6-GIcN),
67.1 (C7-Sia), 66.2 (C4-Gal), 62.2 (C9-Sia), 54.3 (C2-GIcN), 48.9 (C5-Sia), 37.4 (C3-Sia), 23.2 (CHy-
NHAC), 21.6, 21.2, 20.9, 20.9, 20.8, 20.8 (7 x CH3-OAC).

YF-NMR (376 MHz, CDCl3), 8 (ppm): -127.9 — -129.6 (m, 2F, F6a/b-Gal).
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tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(2,6-didesoxy-2,6-difluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-6-O-benzyl-2-
desoxy-3-O-levulinoyl-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-b-glucopyranosid (96)

(B-4-(B-2.6F,Gal[a-23-Ac,SilaCOBn)-3Lev- A oAc oo o
F
6BnGIcNTroc-OTBDPS) Ao "e . o8
o]
AcHN 2 0 OO o OTBDPS
AcO F TrocHN
Es wurden 920 mg (1.37 mmol, 2.5 Aquiv.) a-Acs- o

SiaCOOBnNXan 48 in 30 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) geldst, mit 2.0 g
aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Eine Lésung von 520 mg (0.55 mmol) B-4-(B-2,6F,Gal)-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 75 in 16 mL
absol. Acetonitril und 8 mL Dichlormethan wurde zugegeben und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde auf -45 °C gekiihlt, bevor unter Lichtausschluss 352 mg (1.37 mmol, 1.0 Aquiv.
bezogen auf 48) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelést in 9 mL einer Mischung aus absol. Aceto-
nitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden langsam 0.86 mL (1.37 mmol,
1.0 Aquiv. bezogen auf 48) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M, siehe S. 164)
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h unter Erwarmen auf -20 °C geruhrt, bevor mit DIPEA neu-
tralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei -20 °C geriihrt und anschliefend auf Raumtem-
peratur erwarmt. Es wurde durch Hyflo® filtriert, mit 100 mL Dichlormethan nachgewaschen und die
Losungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rickstands erfolgte durch zweimalige Flashchro-
matographie an Kieselgel (CH,CI,/MeOH, 25:1 — EtOAc). Eine vollstdndige Abtrennung des Glycals 49

war hierbei allerdings nicht mdoglich.
Ausbeute: 1.56 g (noch mit ca. 30% Glycal 49 verunreinigt); farbloser amorpher Feststoff.
Rs = 0.24 (CH,Cl,/MeOH, 25:1).

RP-HPLC: R; =7.95 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (90:10) — (100:0) in 20 min, (100:0)

in 40 min.
CeoHg3ClsF,N,0,,Si (M = 1496.84 g/mol) [1494.41].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1512.4473 ([M+NH,]*, ber.: 1512.4477).
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Versuch zur Herstellung von

tert-Butyldiphenylsilyl-4-O-(4-O-acetyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-3-O-

acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-(N-2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-p-D-glucopyranosid (100)

(B-4-(B-Ac2,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-

6BNGIcNTroc-OTBDPS) OBn

Q
OTBDPS

TrocHN

Entsprechend Referenz?®! wurde eine Lésung von 1.56 g (1.04 mmol) verunreinigtem p-4-(B-2,6F,Gal[o-
2,3-Ac,SiaCO,Bn])-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS 97 in 60 mL einer Mischung aus Toluol/Ethanol (2:1) mit
115 mg (1.25 mmol, 1.2 Aquiv.) Hydrazinacetat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden
10 mL Aceton und 30 mL Wasser zugegeben und zweimal mit je 50 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die
organische Phase wurde abgetrennt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde i. Vak.
entfernt. Der Riickstand wurde einmal mit 10 mL Dichlormethan kodestilliert, anschliefend in 20 mL Pyridin
aufgenommen, mit 10 mL Essigsaureanhydrid sowie 126 mg (1.04 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Dimethylamino-
pyridin versetzt und 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Lésungsmittel wurden im Anschluss im Hoch-
vakuum entfernt und der Ruckstand wurde mit 50 mL Toluol sowie 50 mL Dichlormethan kodestilliert. Das
Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 25:1) gereinigt.

Ausbeute: Das gewinschte Produkt 100 konnte nicht erhalten werden.
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55 Die Synthesen der Saccharid-Threonin-Konjugate

55.1 Synthese des Galactosamin-Bausteins (Ty-Antigen)

1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-B-D-galactopyranose (108)122"
AcO OAc

o)
(BAc,GalOAc) Aco&/o/\c

AcO

Es wurden 25.0 g (278 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriumacetat in 300 mL Essigsdureanhydrid aufgenommen, unter
Ruckfluss erhitzt und portionsweise mit 50.0 g (278 mmol) D-Galactose (12) in der Siedehitze versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde 1 h erhitzt, auf 1.0 L Eiswasser gegossen und tber Nacht unter Erwérmen auf
Raumtemperatur geriihrt. Das Produkt wurde nach Filtration als farbloser Feststoff erhalten, viermal mit je
100 mL dest. Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung
in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 86.5 g (222 mmol, 80%); farbloser Feststoff.
R = 0.45 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

Ci6H2,01; (M =390.34 g/mol) [390.12].

Smp.: 140 - 141 °C, Lit.:® 140 °C.

ESI-MS (positiv) m/z: 413.11 ((M+Na]", ber.: 413.11).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3), § (ppm): 5.69 (d, 1H, Jy1 4 = 8.3 Hz, H1-Gal), 5.42 (d, 1H, Juaps = 3.5 Hz,
H4-Gal), 5.33 (dd, 1H, Jyops = 10.3 Hz, Juop = 8.3 Hz, H2-Gal), 5.07 (dd, 1H, Jya s = 10.3 Hz, Jugpe =
3.4 Hz, H3-Gal), 4.20 - 4.12 (m, 2H, H6a/b-Gal), 4.05 (dd, 1H, Juspeus = 6.7 Hz, H5-Gal), 2.16, 2.12, 2.09,
2.03,1.99 (5 x s, 15H, CH4-OAC).

13C-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.6, 170.3, 170.2, 169.5, 169.1 (5 x C=0-Ac), 92.3 (C1-Gal), 71.9
(C4-Gal), 71.0 (C2-Gal), 68.0 (C3-Gal), 66.9 (C6-Gal), 61.5 (C5-Gal), 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (5 x CH3-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**!
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid (107)

AcO JOAc
(aAc,GalBr) o
AcO
AcO Br

Variante A:?™

In eine Losung aus 210 mL Essigsdureanhydrid und 1.25 mL Perchlorsdure wurden portionsweise 50.0 g
(278 mmol) D-Galactose (12) so zugegeben, dass die Temperatur 35 °C nicht tberstieg. Nach 75 Minuten
Ruhren bei Raumtemperatur wurden 230 mL einer Bromwasserstoff-Losung (33%-ig in Eisessig) zugegeben
und das Gemisch wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslésung
mit 150 mL Dichlormethan verdiinnt und auf 500 mL Eiswasser gegossen. Es wurde zweimal mit je 200 mL
dest. Wasser gewaschen und dreimal mit je 200 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung neutrali-
siert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit.

Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.
Ausbeute: 102.8 g (250 mmol, 90%); farbloses Ol.
Variante B:*%

Eine Losung aus 75 mL Bromwasserstoff (33%-ig in Eisessig) und 15 mL Essigsdureanhydrid wurde 15
Minuten bei 0 °C geriihrt, bevor portionsweise 27.7 g (71.0 mmol, 1.0 Agiuv.) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-p-D-
galactopyranose (108) zugegeben wurden. Die Reaktionsmischung wurde bei dieser Temperatur 45 Minuten
geruhrt, mit 200 mL Dichlormethan verdinnt und auf 300 mL Eiswasser gegossen. Die wéssrige Phase
wurde dreimal mit je 80 mL Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden im
Anschluss zweimal mit je 50 mL Wasser gewaschen. Anschliefend wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel
(‘Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 26.0 g (63.2 mmol, 89%); farbloses Ol.

Rs = 0.70 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

C14H19BrOg (M = 411.20 g/mol) [410.02].

ESI-MS (positiv) m/z: 428.05 ([M+NH,]", ber.: 428.05).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 6.57 (d, 1H, Ju12 = 4.3 Hz, H1-Gal), 5.51 (d, 1H, Jusps = 1.5 Hz,
H4-Gal), 5.34 (dd, 1H, Juspe = 4.5 Hz, Jygus = 3.2 Hz, H3-Gal), 4.48 (t, 1H, Jusean = 5.2 Hz, H5-Gal),
4.21 - 4.07 (M, 2H, H6a/b-Gal), 4.00 (dd, 1H, Jup 1 = 5.0 Hz, a3 = 4.5 Hz, H2-Gal), 2.16, 2.06, 2.05, 2.04
(4 x s, 12H, CH3-OAC).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 170.5, 170.3, 169.9, 168.6 (4 x C=0-Ac), 88.4 (C1-Gal), 71.2 (C4-
Gal), 68.1 (C2-Gal), 67.7 (C3-Gal), 66.8 (C6-Gal), 60.9 (C5-Gal), 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (CH5-OAc).
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3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (18)%" Aco OAC
0
(AcsGal) AcO
/

Es wurden 164 g (2.51 mol, 13 Aquiv.) Zinkpulver mit 80 mL verd. Salzsaure (1 m) aktiviert und dreimal mit
je 200 mL dest. Wasser, Methanol, Essigsaureethylester und Diethylether gewaschen und getrocknet. Das
aktivierte Zink wurde in 400 mL Essigsaureethylester aufgeschlammt und mit 20 mL (0.25 mol, 1.4 Aquiv.)
N-Methylimidazol versetzt. Die Mischung wurde unter Riickfluss auf 80 °C erhitzt, bevor 74.8 g (0.18 mol)
aAc,GalBr 107, geldst in 300 mL Essigséureethylester, innerhalb von 1 h zugetropft wurden. Es wurde 1 h
bei dieser Temperatur geriihrt, bevor die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und durch Hyflo® filtriert
wurde. Die organische Phase wurde zweimal mit je 100 mL verd. Salzsdure (1 M) gewaschen und dreimal
mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung neutralisiert. Es wurde mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde flashchromatographisch an
Kieselgel ("Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 31.7 g (116 mmol, 64%); farbloser amorpher Feststoff.
Rs = 0.37 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

C1,H1607 (M = 272.25 g/mol) [272.09].

ESI-MS (positiv) m/z: 295.06 ([M+Na]", ber.: 295.08).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), 8 (ppm): 6.46 (dd, 1H, Jy1 2 = 6.3 Hz, Jips = 1.7 Hz, H1-Gal), 5.55 (d, 1H,
Jura = 2.7 Hz, H3-Gal), 5.43 - 5.41 (m, 1H, H4-Gal), 4.74 - 4.71 (m, 1H, H2-Gal), 4.31 - 4.29 (m, 1H, H5-
Gal), 4.26 - 4.18 (m, 2H, H6a/b-Gal), 2.13, 2.09, 2.03 (3 x s, 9H, CH4-OAC).

BBC-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.6, 170.3, 170.2 (3 x C=0-Ac), 145.5 (C1-Gal), 98.9 (C2-Gal),
72.7 (C5-Gal), 63.9, 63.8 (C3-Gal, C4-Gal), 62.0 (C6-Gal), 20.9, 20.8, 20.7 (CH3-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*!
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3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/p-D-galactopyranosylnitrat (109)2

AcO OAc
(a/BAcsN;GalONO,) 0
AcO ONO,
N3

Es wurden 122 g (222 mmol, 3.0 Aquiv.) Cer-(1V)-ammoniumnitrat in 300 mL absol. Acetonitril gelést und
mit 9.62 g (148 mmol, 2.0 Aquiv.) Natriumazid unter Argonatmosphére versetzt. Die Suspension wurde auf
-30 °C gekihlt und mit 20.0 g (74.0 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (18), gel6st in 90 mL absol. Aceto-
nitril, innerhalb von 40 Minuten tropfenweise versetzt. AnschlieBend wurde die Suspension 16 h bei -18 °C
(Tiefkuhltruhe) gertihrt. Die gelbe Reaktionslésung wurde mit 400 mL kaltem Essigsdureethylester verdinnt
und auf 400 mL Eiswasser gegossen. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde zweimal mit
je 80 mL Essigséaureethylester extrahiert. Es wurde dreimal mit je 100 mL dest. Wasser gewaschen, mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde flashchro-

matographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 15.4 g (41.0 mmol, 55%); farbloser amorpher Feststoff.
Rf = 0.32 ("Hex/EtOAc, 3:1).

C12H16N4O1 (M = 376.28 g/mol) [376.09].

ESI-MS (positiv) m/z: 399.14 ([M+Na]", ber.: 399.10).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 6.32 (d, 1H, Jyjq110 = 4.1 Hz, Hla-Gal), 5.55 (d, 1H, Jiipop =
8.8 Hz, H1B-Gal), 5.47 (d, 1H, Jjyiqins0 = 1.9 Hz, H4a-Gal), 5.37 (d, 1H, Jypusp = 2.0 Hz, H4B-Gal), 5.22 (dd,
1H, Jisariza = 11.3 HZ, Jipsq s = 3.2 Hz, H3a-Gal), 4.93 (dd, 1H, Jyspanp = 10.6 HZ, Jypspssp = 3.3 Hz, H3B-
Gal), 4.34 (pt, 1H, H50-Gal), 4.17 - 3.98 (m, 4H, H20-Gal, H5B-Gal, H6a/b-Gal), 3.80 (dd, 1H, Jyppsss =
10.7 Hz, Jypsp115 = 8.8 Hz, H2B-Gal), 2.14, 2.05, 2.00 (3 x 5, 9H, CH-OAC).

BC-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.4, 169.8, 169.6 (3 x C=0-Ac), 88.9 (C1-Gal), 71.5 (C2-Gal),
69.9 (C5-Gal), 66.9, 66.6 (C3-Gal, C4-Gal), 59.7 (C6-Gal), 20.7, 20.6, 20.6 (CH3-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?®%
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3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid (110)#%4

AcO OAc
O
(aAc3N3z;GalBr) AcO
N3
Br

Zu einer Suspension aus 20.2 g (223 mmol, 8.4 Aquiv.) Lithiumbromid in 200 mL absol. Acetonitril wurden
10.0 g (26.6 mmol) o/BAczN3GalONO, 109, geldst in 100 mL absol. Acetonitril, getropft. Die Reaktions-
mischung wurde 17 h bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend mit 200 mL Dichlormethan verdiinnt.
Es wurde zweimal mit je 250 mL einer ges. Natriumchlorid-Ldsung ausgeschittelt und die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der erhaltene Ruck-
stand flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 7.06 g (17.9 mmol, 68%); hellgelber, kristalliner Feststoff.
R = 0.68 (‘Hex/EtOAc, 1:1).
C1oH16BrN;O; (M = 394.18 g/mol) [394.02].

H-NMR (400 MHz, CDCl), & (ppm): 6.47 (d, 1H, J o = 3.8 Hz, H1-Gal), 5.50 (m,,1H, H4-Gal), 5.34 (dd,
1H, Juape = 10.7 Hz, Jugpe = 3.2 Hz, H3-Gal), 4.48 (pt, 1H, H5-Gal), 4.20 - 4.07 (m, 2H, H6a/b-Gal), 3.98
(dd, 1H, ‘]HZ,HS: 10.7 HZ, ‘]HZ,Hl: 41 HZ, HZ-GaI), 216, 206, 2.05 (3 XS, 9H, CH3'OAC).

BBC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 170.3, 169.7, 169.5 (3 x C=0-Ac), 88.8 (C1-Gal), 71.4 (C4-Gal),
69.7 (C2-Gal), 66.4 (C3-Gal), 60.7 (C6-Gal), 58.6 (C5-Gal), 20.6, 20.6, 20.5 (CH3-OAC).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?®”

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylchlorid (111)2

AcO OAc
aAczN;GalCl Q
( 3N3 ) ACO
N3
Cl

Es wurden 28.7 g (105 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal (18) in 200 mL Acetonitril (HPLC-grade) geldst,
auf -30 °C gekdhlt und mit 28.5 g (105 mmol, 1.0 Aquiv.) fein gemérsertem Eisen(I11)-chlorid und 8.23 g
(127 mmol, 1.2 Aquiv.) Natriumazid versetzt. Der Reaktionsmischung wurden anschlieBend 11.9 mL
(385 mmol, 1.2 Aquiv.) Wasserstoffperoxid (33%-ige Losung) zugesetzt und es wurde 22 h unter Erwarmen
auf Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rickstand wurde in 300 mL
Essigsaureethylester aufgenommen und zweimal mit je 200 mL dest. Wasser gewaschen. Die wassrige Phase
wurde zweimal mit je 100 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Lésung gewaschen und
mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt wurde flash-
chromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) gereinigt.
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Ausbeute: 23.9 g (68.3 mmol, 65%); farbloses Ol.

R = 0.44 ("Hex/EtOAc, 2:1).

C12H16CIN3O; (M = 349.72 g/mol) [349.07].

ESI-MS (positiv) m/z: 367.10 ([M+NH,]*, ber.: 367.10), 372.06 ([M+Na]", ber.: 372.06).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), § (ppm): 6.15 (d, 1H, Jupo = 3.8 Hz, H1-Gal), 5.49 - 5.47 (m, 1H, H4-Gal),
5.34 (dd, 1H, Juspe = 10.8 Hz, Jug e = 3.2 Hz, H3-Gal), 4.51 - 4.46 (m, 1H, H5-Gal), 4.12 - 4.04 (m, 2H,
H6a/b-Gal), 3.98 (dd, 1H, Jup e = 10.6 Hz, Jupy = 4.0 Hz, H2-Gal), 2.14, 2.04, 2.03 (3 x 5, 9H, CH3-OAC).

BC.NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.5, 170.0, 169.7 (3 x C=0-Ac), 92.8 (C1-Gal), 69.9 (C4-Gal),
68.9 (C2-Gal), 66.9 (C3-Gal), 60.1 (C6-Gal), 58.7 (C5-Gal), 21.1, 20.8, 20.8 (CH5-OAG).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?®

[275, 278]

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin (106) HO

(Fmoc-Thr-OH) S

Es wurden 17.7 g (0.15 mol) L-Threonin (105) und 12.5 g (0.15 mol, 1.0 Aquiv.) Natriumhydrogencarbonat
in 800 mL eines Aceton/Wasser-Gemischs (1:1) geldst und portionsweise mit 50.0 g (0.15 mol, 1.0 Aquiv.)
N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccinimid (Fmoc-OSu) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 20 h
bei Raumtemperatur geriihrt und anschlielend mit konz. Salzsdure auf pH = 2 angeséuert. Das Aceton wurde
i. Vak. entfernt und die wassrige Phase wurde dreimal mit je 200 mL Dichlormethan extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 200 mL verd. Salzsaure (1 M) sowie mit 250 mL ges.
Natriumchlorid-L&sung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und der Riickstand wurde viermal mit je 50 mL Toluol und dreimal mit je 30 mL Dichlormethan ko-

destilliert. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.
Ausbeute: 50.0 g (146 mmol, 98%); farbloser amorpher Feststoff.
Rt = 0.64 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

Ci1gH19NOs (M = 341.36 g/mol) [341.13].

ESI-MS (positiv) m/z: 342.13 ([M+H]", ber.: 342.13).

IH-NMR (400 MHz, CDCly), § (ppm): 7.70 (d, 2H, Juans = Jusps = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.56 - 7.52 (m,
2H, H1-, H8-Fmoc), 7.33 (t, 2H, Jusama = Jus sy = 7.4 Hz, H3-, H6-Fmoc), 7.19 - 7.16 (m, 2H, H2-, H7-
Fmoc), 6.07 (d, 1H, Jura = 9.1 Hz, NH-Fmoc), 4.44 - 4.33 (m, 4H, T T*, CH,-Fmoc), 4.17 (t, 1H, Jepcn =
6.9 Hz, H9-Fmoc), 1.21 (d, 3H, Jp, 15 = 6.3 Hz, T"), 1.03 (bs, 1H, OH).
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BC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 174.4 (C=0-COOH), 157.1 (C=0-Urethan), 143.7, 143.5 (Cla-, C8a-
Fmoc), 141.2, 141.2 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.1, 128.1 (C3-, C6-Fmoc), 127.0, 127.0 (C2-, C7-Fmoc), 125.0,
125.0 (C1-, C8-Fmoc), 119.9, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 67.8 (CH,-Fmoc), 67.4 (T"), 59.9 (T, 46.9 (C9-
Fmoc), 19.3 (T).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?®

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-threonin-tert-butylester (104)* 278! ol

(Fmoc-Thr-OtBu) oiu

FmocHN
o}
Eine Mischung aus 54.5 g (264 mmol, 3.0 Aquiv.) N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 26.1 g (352 mmol,
4.0 Aquiv.) tert-Butanol und 1.22 g (12.3 mmol, 0.14 Aquiv.) wasserfreiem Kupfer(l)-chlorid wurde fiinf
Tage lang unter Argonatmosphére und Lichtausschluss gerlhrt. Die Reaktionslosung wurde daraufhin mit
100 mL absol. Dichlormethan verdiinnt, auf 0 °C gekihlt und innerhalb von 1 h mit 30.0 g (88.0 mmol)
Fmoc-Thr-OH 106, gel6st in 100 mL absol. Dichlormethan, versetzt. Die Reaktionslésung wurde zundchst
1.5 h unter Eiskuhlung und anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde mit 100 mL kaltem
Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und mit 250 mL kaltem Dichlormethan nachgewaschen. Das
Filtrat wurde dreimal mit je 200 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie dreimal mit je
200 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung zlgig ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit Magnesiumsulfat getrocknet, i. Vak. deutlich eingeengt, abgekihlt und ausgefallener N,N-Dicyclohexyl-
harnstoff wurde abfiltriert. Es wurde erneut mit 200 mL kaltem Dichlormethan gewaschen und das Filtrat
wurde i. Vak. komplett vom Losungsmittel befreit. Der Rlckstand wurde in ca. 30 mL Essigsaureethylester
geldst, wieder gekihlt und erneut wurde ausgefallener Harnstoff abfiltriert. Das restliche Ldsungsmittel
wurde i. Vak. entfernt und das erhaltene Rohprodukt konnte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/

EtOAc, 4:1 — 2:1) gereinigt werden.

Ausbeute: 23.6 g (59.0 mmol, 67%); farbloser amorpher Feststoff.

Rs = 0.59 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

Ca3H27NOs (M = 397.46 g/mol) [397.19].

ESI-MS (positiv) m/z: 415.22 ([IM+NH,]", ber.: 415.22), 420.18 ([M+Na]", ber.: 420.18).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), § (ppm): 7.77 (d, 2H, Jpaps = Jus s = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H,
Juirz = Jugr = 7.4 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Js amia = Jus s = 7.6 Hz, H3-, H6-Fmoc), 7.34 (¢, 2H,
Iz = Juzeme = 1.1 Hz, H2-, H7-Fmoc), 5.60 (d, 1H, Jyu1a = 8.8 Hz, NH-Fmoc), 4.42 (d, 2H, Jep.cp =
7.2 Hz, CH,-Fmoc), 4.31 - 4.29 (m, 2H, T T7), 4.23 (t, 1H, Jencn = 7.3 Hz, H9-Fmoc), 1.92 (bs, 1H, OH),
1.50 (s, 9H, CHy-tBuU), 1.25 (d, 3H, Jp, 15 = 6.3 Hz, T").
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B3C-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 174.4 (C=O-Ester), 157.1 (C=0O-Urethan), 143.7, 143.5 (Cla-, C8a-
Fmoc), 141.2, 141.2 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.1, 128.1 (C3-, C6-Fmoc), 127.0, 127.0 (C2-, C7-Fmoc), 125.0,
124.9 (C1-, C8-Fmoc), 119.9, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 83.0 (C,-tBu), 67.8 (CH,-Fmoc), 67.4 (T), 59.9 (T%),
46.9 (C9-Fmoc), 28.1 (CHa-tBu), 19.3 (T7).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,* 278

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonin-tert-butylester (112)!*42 27433l

ACO OAc
(Fmoc-Thr-(aAcsNsGal)-OtBu) AcO R
N3

0]

,\\‘\\\\
Variante A: OtBu
Variante A: FmocHNj\”/

Eine Losung aus 7.05 g (17.7 mmol) Fmoc-Thr-OtBu 104 in 100 mL eines Ge- °
misches aus absol. Dichlormethan/Toluol (1:1) wurde 1 h mit 16.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A)
bei Raumtemperatur und unter Argonatmosphare geriihrt. Der Suspension wurden bei 0 °C und unter Licht-
ausschluss 5.53 g (20.1 mmol, 1.1 Aquiv.) festes Silbercarbonat® sowie 810 mg (3.60 mmol, 0.2 Aquiv.)
Silberperchlorat®, gelost in 10 mL absol. Toluol, zugesetzt. Es wurde weitere 30 Minuten bei 0 °C gerthrt,
bevor bei dieser Temperatur innerhalb von 1.5 h eine Losung aus 7.06 g (17.9 mmol, 1.0 Aquiv.) aAcsNs-
GalBr 110 in einem Gemisch aus 160 mL absol. Dichlormethan und Toluol (1:1) zugetropft wurde. Die
Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 24 h geriihrt. Es wurde mit 200 mL Di-
chlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und das Filtrat wurde zweimal mit je 150 mL einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Losung sowie mit 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (CH,CI,/EtOAc, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 7.02 g (9.88 mmol, 56%); farbloser amorpher Feststoff.
Variante B:

Eine Losung aus 13.1 g (32.9 mmol) Fmoc-Thr-OtBu 104 in 120 mL eines Gemisches aus absol. Dichlor-
methan/Toluol (1:1) wurde 1 h mit 20.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) bei Raumtemperatur und
unter Argonatmosphdre geruhrt. Der Suspension wurden bei 0 °C und Lichtausschluss 10.9 g (39.5 mmol,
1.2 Aquiv.) festes Silbercarbonat” sowie 1.50 g (6.60 mmol, 0.2 Aquiv.) Silberperchlorat® geldst in 12 mL
absol. Toluol, zugesetzt. Es wurde weitere 30 Minuten bei 0 °C gerihrt, bevor bei dieser Temperatur inner-
halb von 1 h eine Losung aus 11.5 g (32.9 mmol, 1.0 Aquiv.) aAcsNsGalCl 111 in einem Gemisch aus

100 mL absol. Dichlormethan/Toluol (1:1) zugetropft wurde. Die Reaktionsmischung wurde unter Erwérmen

® Wurde einige Stunden im Vakuum getrocknet
¢ Silberperchlorat Monohydrat wurde mehrfach mit absol. Toluol kodestilliert
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auf Raumtemperatur 24 h geriihrt. Es wurde mit 200 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und
das Filtrat wurde zweimal mit je 150 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung sowie zweimal mit je
100 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromato-
graphisch an Kieselgel (CH,CI,/EtOAc, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 15.2 g (21.4 mmol, 65%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.59 (CH,CI,/EtOAc, 10:1).

[a]33 = + 64.6 (c = 1.00, CHCIs), Lit.:[% ¥ [¢]23 = + 69.3 (c = 1.00, CHCIs).
CasH42N4O1, (M = 710.73 g/mol) [710.28].

ESI-MS (positiv) m/z: 728.31 ((M+NH,]", ber.: 728.31), 733.27 ((M+Na]", ber.: 733.27).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 728.3136 ([M+NH,]", ber.: 728.3138).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Jpaps = Jus s = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.63 (d, 2H,
Juipe = Jugrr = 7.4 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.42 - 7.31 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 5.65 (d, 1H, Jy1a =
9.5 Hz, NH-Fmoc), 5.47 (d, 1H, Juans = 2.5 Hz, H4-GalN), 5.34 (dd, 1H, Jugpe = 11.3 Hz, Jug e = 3.2 Hz,
H3-GalN), 5.11 (d, 1H, Juy o = 3.7 Hz, H1-GalN), 4.46 - 4.42 (m, 1H, TP), 4.42 - 4.33 (m, 2H, H6a/b-GalN),
4.32 - 4.26 (m, 3H, T% H5-GalN, H9-Fmoc), 4.10 (d, 2H, Jench = 2.4 Hz, CH,-Fmoc), 3.64 (dd, 1H, Jup s =
11.2 Hz, Juip = 3.8 Hz, H2-GaIN), 2.15, 2.08, 2.05 (3 x 5, 9H, CH;-OAc), 1.50 (s, 9H, CH,-tBu), 1.36 (d,
3H, Jp,1p= 6.5 Hz, T).

BC-NMR (100 MHz, CDCls), & (ppm): 170.3, 170.0, 169.8, 169.2 (4 x C=0-Ac, -Ester), 156.8 (C=0-
Urethan), 143.8, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.3, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.7, 127.7 (C3-, C6-Fmoc),
127.1, 127.1 (C2-, C7-Fmoc), 125.3, 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 119.9, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 99.2 (C1-GalIN),
82.9 (C,-tBu), 76.4 (T%), 68.0 (C3-GaIN), 67.5 (C4-GalN, CH,-Fmoc), 67.0 (C5-GalN), 61.8 (C6-GalN),
59.2 (T%), 57.7 (C2-GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 28.0 (CH4-tBu), 20.7, 20.6, 20.6 (CH3-OAc), 18.9 (TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,* 201
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-threonin-tert-butylester (113)%%!

ACO OAc
(Fmoc-Thr-(aAc;GalNAC)-OtBU) ACO Q
AcHN
(@) ‘\\\\\\\
L i . OtBu
Es wurden 20.4 g (312 mmol, 15.0 Aquiv.) Zinkpulver durch Aufschlammen in FmocHN)\n/

verd. Kupfersulfat-Losung (15.6 g, 62.4 mmol, 0.2 Aquiv. CuSO, x 5 H,0, gelost ©

in 200 mL Wasser) aktiviert, dreimal mit je 100 mL Wasser gewaschen und zweimal mit je 100 mL
Methanol sowie Diethylether getrocknet. In 400 mL einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Essigsaure-
anhydrid und Essigsdure (3:2:1) wurden 14.8 g (20.8 mmol) Fmoc-Thr-(aAc3N3Gal)-OtBu 112 geldst. Zu
dieser Losung wurde das aktivierte Zink gegeben und das Reaktionsgemisch wurde 3 h geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde mit 300 mL Tetrahydrofuran verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und mit 200 mL
Tetrahydrofuran gewaschen. Die Ldsungsmittel wurden i. Vak. entfernt. Um verbliebene Reste der Essig-
saure zu entfernen, wurde im Anschluss noch viermal mit je 30 mL Toluol kodestilliert. Der Riickstand
wurde in 250 mL Dichlormethan gel6st, dreimal mit je 150 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung
ausgeschattelt und mit 200 mL einer ges. Natriumchlorid-L&sung neutral gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit. Das Produkt wurde durch

Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:2) gereinigt.
Ausbeute: 9.00 g (12.5 mmol, 60%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.26 ("Hex/EtOAc, 1:2).

[a]33 = +50.1 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:B%® [«] 23 = + 61.3 (c = 1.00, CHCIy).
Ca7H4sN,013 (M = 726.77 g/mol) [726.30].

ESI-MS (positiv) m/z: 671.28 ([M-tBu+H]", ber.: 671.25), 727.34 ([M+H]", ber.: 727.31), 749.33 ([M+Na]",
ber.: 749.29).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 727.3078 ([M+H]", ber.: 727.3078), 744.3345 ([M+NH,]", ber.: 744.3338).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 7.78 (d, 2H, Jpaps = Jns e = 6.9 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H,
Jhzrz = Jugpr = 7.0 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.43 - 7.33 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.07 (d, 1H, Jy1a =
10.2 Hz, NH-Fmoc), 5.68 (d, 1H, Jyune = 9.4 Hz, NH-GalN), 5.38 (d, 1H, Jysps = 3.2 Hz, H4-GalN), 5.11
(dd, 1H, Jus o = 11.4 Hz, Jyape = 3.2 Hz, H3-GalN), 4.89 (d, 1H, Jy 1o = 3.7 Hz, H1-GalN), 4.66 - 4.58 (m,
1H, H2-GalN), 4.48 - 4.43 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.29 - 4.13 (m, 6H, H9-Fmoc, H5-GalN, H6a/b-GalN, T
TP), 2.17 (s, 3H, CH3-OAc), 2.04 (s, 3H, CH3-NHAC), 2.00 (2 x s, 6H, CH3-OAc), 1.46 (s, 9H, CH;-tBu),
1.33(d, 3H, Jpy1p= 6.4 Hz, T).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 170.6, 170.4, 170.4, 170.4, 170.1 (5 x C=0-Ac, -NHAc, -Ester),
156.6 (C=0-Urethan), 143.8, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.3, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.8, 127.6 (C3-,
C6-Fmoc), 127.1, 127.1 (C2-, C7-Fmoc), 125.1, 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.0, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 99.9
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(C1-GalN), 83.3 (Cy-tBu), 77.2 (T), 68.7 (C3-GalN), 67.7 (C4-GalN), 67.4 (C5-GalN), 67.3 (CH,-Fmoc),
62.1 (C6-GalN), 59.0 (T*), 47.3, 47.2 (C2-, C9-Fmoc), 28.1 (CHs-tBu), 23.1 (CHs-NHAC), 20.8, 20.7, 20.6
(CH3-OAc), 18.6 (T").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*%

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-
tert-butylester (114)4!

ho OH
(Fmoc-Thr-(aGalNAc)-OtBu) Ho X2
AcHN
(0] ‘\‘\\\\\
OtBu
In 100 mL Methanol (HPLC-grade) wurden 9.00g (12.5 mmol) Fmoc-Thr- FmocHN

0
(aAczNAcGal)-OtBu 112 geldst und so lange mit einer frisch hergestellten Na-

triummethanolat-Losung (0.5 M) in Methanol versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde. Der pH-Wert
wurde jede halbe Stunde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zugabe von weiterer methanolischer Natrium-
methanolat-Loésung nachreguliert. Nach 16 h wurde die Reaktionslésung durch Zusatz von Essigsdure (1 M)
neutralisiert. Das Lodsungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rlckstand wurde dreimal mit je 30 mL
Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt wurde in 120 mL absol. Di-
chlormethan gelést und mit 5.06 g (15.0 mmol, 1.2 Aquiv.) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccin-
imid versetzt. Der pH-Wert der Losung wurde mit DIPEA auf 9.5 eingestellt und die Mischung wurde 20 h
bei Raumtemperatur gerlihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit saurem lonentauscher Amberlyst IR 120 neu-
tralisiert und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flash-
chromatographie an Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1).

Ausbeute: 5.11 g (8.51 mmol, 68%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.23 (EtOAC/EtOH, 10:1).

[a]3? = +39.5 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:4 [«] 23 = + 40.2 (c = 1.00, CHCly).
Ca1H40N,040 (M = 600.66 g/mol) [600.27].

ESI-MS (positiv) m/z: 601.27 ((M+H]", ber.: 601.28), 623.25 ([M+Na]", ber.: 623.26).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 7.76 (d, 2H, Juans = Jus e = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.61 (d, 2H,
Jhine = Jugn7 = 7.3 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.42 - 7.30 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.92 (d, 1H, Jyn e =
8.3 Hz, NH-GalN), 5.84 (d, 1H, Jx1a = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 4.87 (d, 1H, Juypz = 2.9 Hz, H1-GalN), 4.53 -
4.37 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.32 - 4.23 (m, 2H, H2-GalN, H9-Fmoc), 4.19 - 4.07 (m, 3H, H4-GalIN, T% TP),
3.93-3.82 (m, 4H, H3-GalN, H5-GalN, H6a/b-GalN), 2.08 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.45 (s, 9H, CH,-tBu), 1.25
(d, 3H, Jp,15= 1.7 Hz, T).
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B3C-NMR (100 MHz, CDCl), & (ppm): 176.2, 174.2 (2 x C=O-NHAc, -Ester), 156.9 (C=O-Urethan), 144.1,
144.0 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.7, 141.7 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.1, 128.1 (C3-, C6-Fmoc), 127.4, 127.4 (C2-,
C7-Fmoc), 125.4, 125.4 (C1-, C8-Fmoc), 120.4, 120.4 (C4-, C5-Fmoc), 99.9 (C1-GalN), 83.7 (C,-tBu), 76.9
(T%), 70.3, 70.0 (C3-GaIN, C5-GalN), 67.5 (C4-GalN), 62.9 (CH,-Fmoc), 60.7 (C6-GalN), 59.3 (T%), 51.1
(C2-GalN), 47.5 (C9-Fmoc), 28.4 (CHa-tBu), 23.2 (CHs-NHAC), 19.2 (TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?*")

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-threonin-tert-butylester (115)"!

(Fmoc-Thr-(a4,6-BznGalNAc)-OtBu)

Oo
Zu einer Loésung von 5.11 g (8.51 mmol) Fmoc-Thr-(aGalNAc)-OtBu 114 in  HoO 2
100 mL absol. Acetonitril wurden 2.55 mL (17.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Benzalde- ACHNO ©
hyddimethylacetal zugegeben und es wurde mit para-Toluolsulfonsdure der pH- j;n/OtBu
Wert auf 4 eingestellt. Die Reaktionslésung wurde anschlieend 4 h bei 40 °C und FmocHN

o]
200 mbar am Rotationsverdampfer gerthrt und durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Das Lésungs-

mittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1)

gereinigt.

Ausbeute: 4.22 g (6.13 mmol, 72%); farbloser amorpher Feststoff.

Rs = 0.30 (‘Hex/EtOAc, 1:2).

[a]2® = + 61.9 (c = 1.00, CHCly), Lit.:™™4 [q]23 = + 64.4 (c = 1.00, CHCl,).
CasH4N,040 (M = 688.76 g/mol) [688.33].

ESI-MS (positiv) m/z: 689.31 ([M+H]", ber.: 689.31), 711.29 ([M+Na]", ber.: 711.29).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7.78 (d, 2H, Jpaps = Jusps = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.63 (d, 2H,
Juipe = dperr = 7.4 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.54 - 7.50 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.44 - 7.31 (m, TH, H2-, H7-
Fmoc, Ha-Bzn), 6.53 (d, 1H, Jxppz = 8.5 Hz, NH-GalN), 5.54 (s, 1H, CH-Bzn), 5.50 (d, 1H, Jyu 1o = 9.6 Hz,
NH-Fmoc), 4.96 (d, 1H, Ju: 4 = 3.4 Hz, H1-GalN), 4.55 - 4.43 (m, 3H, H2-GalN, H6a/b-GalN), 4.28 - 4.26
(m, 2H, T H9-Fmoc), 4.23 - 4.15 (m, 4H, H4-GalN, T?, CH,-Fmoc), 3.88 (d, 1H, Juspe = 11.0 Hz, H3-
GalN), 3.72 (s, 1H, H5-GalN), 2.04 (s, 3H, CH;-NHAC), 1.47 (s, 9H, CH;-tBu), 1.24 (d, 3H, Jp, 1= 2.7 Hz,
).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5), & (ppm): 172.9, 171.5 (2 x C=0-NHAc, -Ester), 156.8 (C=0-Urethan), 144.0,
143.9 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.7, 141.6 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.8 (C4-Bzn), 129.4, 128.5 (3 x Ca-Bzn), 128.2,
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128.1 (C3-, C6-Fmoc), 127.4, 127.4 (C2-, C7-Fmoc), 126.7 (2 x Ca-Bzn), 125.4, 125.4 (C1-, C8-Fmoc),
120.3, 120.3 (C4-, C5-Fmoc), 101.3 (CH-Bzn), 100.7 (C1-GalN), 83.6 (C,-tBu), 76.9 (T*), 75.8 (C4-GalN),
70.0 (C3-GalN), 69.5 (CH,-Fmoc), 67.5 (C6-GalN), 64.0 (C5-GalN), 59.2 (T%), 50.7 (C2-GalN), 47.5 (C9-
Fmoc), 28.4 (CHa-tBu), 23.3 (CHa3-NHAC), 19.3 (T7).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?"

5.5.2 Synthese der Disaccharid-Threonin-Konjugate

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-0O-benzyliden-3-0-[2,3,4-tri-O-

acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (116)!44

(Fmoc-Thr-(B-AcsBnGal-(1—3)-0-4,6-BznGalNAc)-OtBu)

AcO OBn o9
Es wurden 2419 (3.49 mmol) Ty-Akzeptor 115 und 2.83¢g o o
(5.24 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-benzyl-a-D-galac- heo AcD © AcHN
topyranosyltrichloracetimidat (17) in 120 mL absol. Dichlormethan oo
geldst und unter Argonatmosphare mit 6.20 g aktiviertem, gepul- FmocHNj\n/OfBU
vertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Suspension wurde 1h bei O

Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend auf -78 °C gekuhlt. Zu dieser gekihlten Reaktionslésung wurden
95 uL (0.52 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 17) TMSOTf gegeben und es wurde unter Erwérmen auf Raum-
temperatur 18 h geruihrt. Es wurde mit 60 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Zugabe von DIPEA neutrali-
siert und dreimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung sowie zweimal mit je 50 mL
einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungs-
mittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kie-
selgel ("Hex/EtOAc, 1:1).

Ausbeute: 2.27 g (2.13 mmol, 61%); farbloser amorpher Feststoff.

Rt = 0.25 ("Hex/EtOAc, 1:1).

[a]3? = + 61.8 (c = 1.00, CHCIy), Lit.: [a]28 = + 62.9 (c = 1.00, CHCIy).
Cs7HesN,0;5 (M = 1067.15 g/mol) [1066.43].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1067.4374 ([M+H]", ber.: 1067.4389), 1084.4635 ([M+NH,]", ber.: 1084.4649),
1089.4197 ([M+Na]*, ber.: 1089.4203).
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'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), 5 (ppm): 7.78 (d, 2H, Jya s = Jusps = 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, Jupe = Jurpe = 7.6 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.58 - 7.51 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.46 - 7.22 (m,
12H, Ha-Bn, -Bzn, H2-, H7-Fmoc), 6.44 (d, 1H, Jyue = 9.1 Hz, NH-GalN), 6.17 (d, 1H, Jyn1a = 9.7 Hz,
NH-Fmoc), 5.52 (s, 1H, CH-Bzn), 5.43 (d, 1H, Jusns = 3.5 Hz, H4-Gal’), 5.20 (dd, 1H, Jupns = 10.5 Hz,
Jrari= 7.9 Hz, H2-Gal’), 5.02 - 4.92 (m, 2H, H3-Gal’ {5.00}, H1-GalN {4.94}), 4.73 - 4.62 (m, 2H, H1-Gal’
{4.70}, H2-GalN {4.68}), 4.57 - 4.39 (m, 4H, CH,-Fmoc {4.48}, CH,-Bn {4.38}), 4.36 - 4.15 (m, 5H, H4-
GalN {4.28}, H9-Fmoc {4.25}, T* {4.21}, T* {4.19}, H6a-GalN {4.18}), 3.95-3.88 (m, 3H, H6b-GaIN
{3.91}, H5-Gal’ {3.88}, H3-GalN {3.85}), 3.64 - 3.48 (m, 3H, H5-GalN {3.62}, H6a-Gal’ {3.57} H6b-Gal’
{3.50}), 2.06, 2.03, 1.97 (3 x s, 9H, CH3-OAC), 2.02 (5, 3H, CHs-NHAC), 1.45 (s, 9H, CHa-tBu), 1.25 (d, 3H,
Jr,1p= 6.5 Hz, TY).

BC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 175.9, 171.3, 170.5, 170.3, 169.6 (5 x C=O-NHAc, -
OAc, -Ester), 156.6 (C=0-Urethan), 144.0, 143.9 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.5, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.0,
137.6 (2 x C¢-Bn, -Bzn), 128.9, 128.7, 128.6, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9 (10 x Car-Bn, -Bzn, C2-, C7-Fmoc),
126.4, 126.1 (C3-, C6-Fmoc), 125.3, 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 101.7 (C1-Gal’),
100.6 (CH-Bzn), 100.5 (C1-GalN), 83.3 (C,-tBu), 76.2 (T"), 75.6 (C4-GalIN), 67.7 (C4-Gal’), 74.8 (C3-
GalN), 73.7 (CH,-Bn), 71.3 (C3-Gal’), 72.3 (C5-Gal’), 69.1 (C6-GalN), 69.0 (C2-Gal’), 68.1 (C6-Gal’), 67.0
(CH,-Fmoc), 63.8 (C5-GalN), 59.1 (T%), 48.0 (C2-GalN), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 (CHs-tBu), 23.2 (CH;,-
NHAC), 21.2, 20.8, 20.7 (CH3-OAc), 19.1 (TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,* %0

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-[6-O-benzyl-§-

D-galactopyranosyl]-e-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (117)"44

(Fmoc-Thr-(g-BnGal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu)

HO OBn o ©
In 60 mL Methanol (HPLC-grade) wurden 2.27 g (2.13 mmol) o o
Fmoc-Thr-(B-AcsBnGal-(1—3)-a-4,6-Bzn-GalNAc)-OtBu 116 ge- HO%/O AcHN
16st und unter Argonatmosphére so lange mit einer frisch hergestell- O
ten Natriummethanolat-Ldsung (0.5 M) in Methanol versetzt bis ein FmocHNj\n/OfBu
pH-Wert von 8.5 eingestellt wurde. Der pH-Wert wurde jede halbe o]

Stunde kontrolliert und durch Zugabe von weiterer Natriummethanolat-Lésung nachreguliert. Nach 18 h
wurde die Reaktionslésung durch Zusatz von Essigséure (1 M) neutralisiert. Das Losungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und der Riickstand wurde dreimal mit je 40 mL Toluol und zweimal mit je 25 mL Dichlormethan ko-
destilliert. Das Rohprodukt wurde anschlieBend in 100 mL einer Mischung aus absol. 1,4-Dioxan/Wasser
(1:1) gelést und mit 863 mg (2.56 mmol, 1.2 Aquiv.) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccinimid
(Fmoc-OSu) versetzt. Der pH-Wert der Lésung wurde durch Zugabe von N-Methylmorpholin (NMM) auf

9.5 eingestellt und die Mischung 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde mit verd.
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Salzsdure (1 M) auf pH =6 angesduert und das Dioxan wurde i. Vak. entfernt. Die wéssrige Phase wurde
dreimal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert, zweimal mit je 100 mL verd. Salzsaure (1 M) und Wasser
gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rick-
stand durch Flashchromatographie an Kieselgel (EtOAc/EtOH, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.85 g (1.97 mmol, 92%); farbloser amorpher Feststoff.

Ry = 0.43 (Toluol/EtOH, 4:1), 0.08 (EtOAC), 0.53 (EtOAC/EtOH, 10:1).

[a]2! = + 74.9 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:?! [«]28 = + 67.1 (c = 1.00, CHCI,).

Cs1HeoN,0;5 (M = 941.04 g/mol) [940.40].

ESI-MS (positiv) m/z: 941.41 ([M+H]", ber.: 941.41), 958.43 ([M+NH,]", ber.: 958.43).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 941.4057 ([M+H]", ber.: 941.4072), 958.4320 ([M+NH,]", ber.: 958.4332).

'H-NMR (600 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), § (ppm): 7.78 - 7.73 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc), 7.63 (d, 2H,
Jhirz = Jurps = 7.3 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.51 - 7.47 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.39 (t, 2H, Juzm = Juzme =
7.2 Hz, H2-, H7-Fmoc), 7.33 - 7.22 (m, 10H, Ha-Bn, -Bzn), 6.69 (d, 1H, Jup e = 9.6 Hz, NH-GalN), 6.14 (d,
1H, Iy 1o = 10.0 Hz, NH-Fmoc), 5.43 (s, 1H, CH-Bzn), 4.91 (d, 1H, Jyy o = 3.6 Hz, H1-GalN), 4.59 (td, 1H,
Jhora = Jnznnt = 10.6 Hz, Iy o = 3.6 Hz, H2-GalN), 4.55 - 4.43 (m, 4H, CH,-Bn {4.51, 4.49}, CH,-Fmoc
{4.46}), 4.36 (d, 1H, Juaps = 3.2 Hz, H4-GaIN), 4.29 - 4.18 (m, 4H, H1-Gal’ {4.26}, H9-Fmoc {4.24}, T*
{4.23}, T* {4.20}), 4.11 - 4.06 (m, 1H, H6a-GalN), 3.89 - 3.79 (m, 2H, H3-GalIN {3.86}, H6b-GalN {3.81}),
3.75-3.70 (m, 1H, H6a-Gal’), 3.63 - 3.52 (m, 5H, H5-GaIN {3.60}, H4-Gal’ {3.60}, H6b-Gal’ {3.59}, H2-
Gal’ {3.59}, H5-Gal’ {3.54}), 3.33 (dt, Jusz = 9.7 Hz, Jyapa = 2.4 Hz, H3-Gal’), 2.90 (bs, 3H, OH-Gal’),
2.00 (s, 3H, CHz-NHAC), 1.42 (s, 9H, CH4-tBU), 1.25 (d, 3H, Jp,15= 6.5 Hz, T7).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), § (ppm): 172.5, 170.4 (2 x C=O-NHAc, -Ester), 156.9 (C=0-
Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.2, 137.7 (2 x C4-Bn, -Bzn),
129.1, 129.0 (C2-, C7-Fmoc), 128.5, 128.3, 127.9, 127.8, 126.8 (10 x Ca-Bn, -Bzn, C3-, C6-Fmoc), 125.2,
125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 105.4 (C1-Gal’), 101.2 (CH-Bzn), 100.7 (C1-GalN),
83.2 (C,tBu), 76.8 (C3-GalN), 76.2 (T"), 75.9 (C4-GalIN), 73.8 (C5-Gal’), 73.6 (CH,-Bn), 73.4 (C3-Gal’),
70.7 (C2-Gal’), 70.2 (C6-Gal’), 69.1 (C4-Gal’), 69.1 (C6-GalN), 67.1 (CH,-Fmoc), 63.6 (C5-GalN), 59.3
(T%), 48.2 (C2-GalN), 47.3 (C9-Fmoc), 28.1 (CH4-tBu), 23.3 (CHa-NHAC), 19.3 (TY).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-0-[3,4,6-tri-O-
benzyl-2-desoxy-2-fluor-a/p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester
(119)[173, 209]

(Fmoc-Thr-(a/p-Bns2FGal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu)

BnO ©OBn o O
0 o
BnO o)
AcHN
Es wurden 400 mg (0.58 mmol) Ty-Akzeptor 115 und 450 mg F ¢ o
(0.75 mmol) 3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-galactopyra- j'\n/OtBu
nosyltrichloracetimidat (21) in 40 mL absol. Dichlormethan gelost FmoctN

und unter Argonatmosphére mit 680 mg aktiviertem, gepulvertem

Molsieb (4 A) versetzt. Die Suspension wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend auf -20 °C
gekiihlt. Zu dieser Reaktionslésung wurden 17 uL (0.09 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 21) Trimethylsilyl-
trifluormethansulfonat (TMSOTT) gegeben und es wurde unter Erwarmen auf Raumtemperatur 28 h gerdiihrt.
Nach beendeter Reaktion wurde mit 60 mL Dichlormethan verdunnt und die organische Phase wurde dreimal
mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je 80 mL einer ges. Natrium-
chlorid-Ldsung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak
entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc,
1:1). Durch analytische RP-HPLC konnte ein Anomerenverhdltnis von o:3 = 1:10 bestimmt werden.

Ausbeute: 416 mg (0.37 mmol, 63%); farbloser amorpher Feststoff.
a: Ry = 0.67, B: Ry = 0.60 (“Hex/EtOAc, 1:1).

RP-HPLC: a: Ry = 23.5min, B: Ry =21.1 min, Jupiter C18, A =214 nm, Grad.: MeOH:H,O (70:30) —
(100:0) in 30 min.

a-Anomer: [a]23 =+ 94.1 (c = 1.00, CHCI;), B-Anomer: + 39.8 (c = 1.00, CHCIs).
CesH71FN,O14 (M = 1123.26 g/mol) [1122.49].
ESI-MS (positiv) m/z: 1145.48 ([M+Na]", ber.: 1145.48), 1161.45 ([M+K]", ber.: 1161.45).

'H-NMR (600 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), § (ppm): a-Anomer: 7.79 (d, 2H, Juans = Jus e = 8.3 Hz, H4-,
H5-Fmoc), 7.76 (d, 2H, Jyyh2 = Jngnr = 7.6 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.65 - 7.58 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.54 (t,
2H, Juorn = Jnz e = 7.7 Hz, H2-, H7-Fmoc), 7.44 - 7.21 (m, 20H, Ha-Bn, -Bzn), 6.23 (d, 1H, Jyuz = 9.7 Hz,
NH-GalN), 5.59 (s, 1H, CH-Bzn), 5.54 (d, 1H, .1, = 9.5 Hz, NH-Fmoc), 5.17 (d, 1H, Jyyn2 = 3.9 Hz, H1-
Gal’), 4.99 (d, 1H, Jyp = 3.2 Hz, H1-GalN), 4.96 (ddd, 1H, Juor = 51.0 Hz, Jypps = 10.5 Hz, Jyops =
3.6 Hz, H2-Gal”), 4.88 (d, 1H, Jcycn = 12.5 Hz, CHy-Bn), 4.77 (d, 1H, Jcycn = 12.2 Hz, CH,-Bn), 4.70 (d,
1H, Jchcn = 11.5 Hz, CH,-Bn), 4.63 (d, 1H, Jchcy = 11.6 Hz, CH,-Bn), 4.62 (td, 1H, Juops = Jpann =
10.0 Hz, Jyp 1 = 3.4 Hz, H2-GalN), 4.52 - 4.50 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.51 (d, 1H, Jcpcn = 11.5 Hz, CH,-Bn),
4.35 (d, 1H, Joncn = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.30 - 4.17 (m, 5H, H3-Gal’ {4.29}, H4-GalN {4.28}, H6a-Gal’
{4.25}, T {4.22}, H9-Fmoc {4.19}), 4.11 - 4.00 (m, 4H, H6b-Gal’ {4.11}, T® {4.07}, H5-Gal’ {4.06}, H4-
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Gal’ {4.04}), 3.80 (dd, 1H, Juspp = 115 Hz, Jysps = 4.5 Hz, H3-Gal), 3.69 (s, 1H, H5-Gal), 3.51 (dd, LH,
JHGa,HGb = 9.4 Hz, JHGa,HS = 6.5 Hz, H6a'GaIN), 3.35 (dd, 1H, JH6b,H6a = 9.8 Hz, JHGb'HS = 5.2 Hz, H6b-GalN),
1.99 (s, 3H, CHy"NHAG), 1.46 (5, 9H, CH-tBu), 1.29 (d, 3H, Jr, 1 = 6.4 Hz, T).

B-Anomer: 7.89 (d, 2H, Jua s = Jus s = 6.7 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.80 - 7.77 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.67 -
7.61 (M, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.54 (t, 2H, Jup.iums = Juzmems = 7.7 Hz, H2-, H7-Fmoc), 7.43 - 7.25 (m, 20H,
Ha-Bn, -Bzn), 5.58 - 5.47 (m, 2H, NH-Fmoc, CH-Bzn), 5.03 (d, 1H, Jyyp2 = 3.3 Hz, H1-GaIN), 4.89 (d, 1H,
Jonen = 11.9 Hz, CH,-Bn), 4.80 - 4.69 (m, 3H, H2-Gal> {4.82}, CH,-Bn {4.81}, H2-GalN {4.78}), 4.76 (d,
1H, Jepcn = 12.4 Hz, CH,-Bn), 4.66 (d, 1H, Jopcn = 12.2 Hz, CH,-Bn), 4.55 (d, 1H, Jcpcn = 11.5 Hz, CH,-
Bn), 4.62 - 4.52 (M, 2H, CH,-Bn {4.60}, H1-Gal’ {4.57}), 4.55 - 450 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.44 - 4.37 (m,
2H, CH,-Bn), 4.31 - 4.08 (m, 5H, H4-GalIN {4.27}, T* {4.22}, T* {4.20}, H9-Fmoc {4.17}, H6a-Gal’ {4.15,
d, Jneanier = 12.9 Hz}), 3.95 - 3.85 (m, 3H, H6b-Gal’ {3.94, d, Jyep e = 13.1 Hz}, H4-Gal’ {3.90}, H4-GalN
{3.87}), 3.72 (dd, 1H, Jusr = 11.5 Hz, Juspe = 4.1 Hz, H3-GalN), 3.63 - 3.45 (m, 5H, H5-Gal’ {3.62},
H6a/b-GaIN {3.57, 3.50}, H5-GaIN {3.60}, H3-Gal’ {3.49}), 2.05 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.45 (s, 9H, CH,-
tBU), 1.28 (d, 3H, Jr,1p= 6.3 Hz, TY).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): a-Anomer: 170.3, 170.2 (2 x C=O-NHAc, -Ester),
156.6 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.2 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.4, 138.1, 137.7,
137.3 (4 x C4-Bn, -Bzn), 129.9, 129.1 (C2-, C7-Fmoc), 128.7, 128.6, 128.5, 128.3, 128.2, 128.2, 128.0,
127.8, 127.7, 127.2 (20 x Ca-Bn, -Bzn), 126.2, 126.0 (C3-, C6-Fmoc), 125.2, 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.1,
120.1 (C4-, C5-Fmoc), 100.8 (CH-Bzn), 100.3 (C1-GalN), 94.8 (d, Jc1r= 21.8 Hz, C1-Gal’), 88.3 (d, Jcar =
186.0 Hz, C2-Gal’), 83.2 (Cy-tBu), 76.6 (T"), 75.3 (Jcar = 8.9 Hz, C4-Gal’), 75.0 (C3-GalN), 74.9, 73.8, 73.7
(CH,-Bn), 73.5 (d, Jesr = 22.7 Hz, C3-Gal’), 73.3 (C4-GalN), 70.7 (C5-Gal’), 67.5 (C6-Gal’), 67.4 (CHy-
Fmoc), 67.3 (C6-GalN), 63.6 (C5-GalN), 59.1 (T*), 47.9 (C2-GalN), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 (CH-tBu), 23.3
(CH;s-NHAC), 19.2 (T).

B-Anomer: 170.2 (2 x C=0-NHAc, -Ester), 156.6 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4,
141.3 (C4a-, Cha-Fmoc), 138.0, 137.9, 137.7, 136.5 (4 x C4-Bn, -Bzn), 129.8, 129.1 (C2-, C7-Fmoc), 128.6,
128.5, 128.4, 128.4, 128.1, 127.9, 127.9, 127.8 (20 x Ca-Bn, -Bzn), 126.5, 126.5 (C3-, C6-Fmoc), 125.2,
125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 102.5 (d, Jc1 = 22.6 Hz, C1-Gal’), 100.3 (CH-Bzn),
100.2 (C1-GalN), 91.4 (d, Jcor = 184.2 Hz, C2-Gal’), 83.2 (C4-tBu), 80.0 (Jcsr = 15.8 Hz, C3-Gal’), 76.7
(C3-GalN), 76.6 (T"), 74.9 (CH,-Bn), 74.0 (d, Josr = 15.0 Hz, C4-Gal’), 73.7 (C5-GalN), 69.8 (C5-Gal’),
68.7 (C6-Gal’), 67.1 (CH,-Fmoc), 67.1 (C6-GalN), 59.2 (T%), 47.8 (C2-GalN), 47.3 (C9-Fmoc), 28.2 (CH;-
tBu), 23.2 (CHs-NHAC), 19.0 (T7).

YF-NMR (376 MHz, CDCl5), & (ppm): a-Anomer: -207.7 (ddd, Jgp, = 50.5 Hz, Jeps = 9.7 Hz, Jepy =
4.2 Hz, F2-Gal’), p-Anomer: -204.4 (dd, Jg 1, = 48.9 Hz, Je i3 = 12.4 Hz, F2-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.[*"® 2%
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-

fluor-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (120)

(Fmoc-Thr-(pBnz2FGal-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu) Bno B ho OH
g/;o 0
BnO O
F AcHN
(@) B
Entsprechend Referenz®®” wurden 320 mg (0.28 mmol) Fmoc-Thr- o
tBu
(BBn32FGal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu 119 in 20 mL 80%- FmocHN

. _ - o
iger Essigséure aufgenommen und 1 h bei einer Temperatur von

80 °C geriihrt. Der Reaktionsmischung wurden 20 mL Toluol zugefiigt und die Lésungsmittel wurden i. Vak.
entfernt. Der Ruckstand wurde weitere dreimal mit je 20 mL Toluol sowie 30 mL Dichlormethan kodestilliert
und flashchromatographisch an Kieselgel ("Hex/EtOAc, 1:10) gereinigt.

Ausbeute: 220 mg (0.21 mmol, 71%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.50 ("Hex/EtOAc, 1:10).

RP-HPLC: R; = 18.4 min, Jupiter C18, A = 214 nm, Grad.: MeOH:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]2® = + 40.7 (c = 1.00, CHCly), Lit.:? [¢]2? = + 33.4 (c = 1.00, CHCI5).

CsgHe7FN,014 (M = 1035.16 g/mol) [1034.46].

ESI-MS (positiv) m/z: 1035.46 ([M+H]", ber.: 1035.46), 1057.46 ([M+Na]®, ber.: 1057.45), 1073.44
([IM+K]", ber.: 1073.42).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.89 (d, 2H, Jnsns = Jusre = 6.8 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.78 - 7.75 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.67 - 7.62 (m, 2H, H3-, H6-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Juonyms = Jn7.Hems =
7.6 Hz, H2-, H7-Fmoc), 7.36 - 7.27 (m, 15H, Ha-Bn), 5.55 - 5.50 (m, 1H, NH-Fmoc), 4.90 (d, 1H, i =
4.0 Hz, H1-GalN), 4.90 (d, 1H, Jcn.ch = 11.5 Hz, CH,-Bn), 4.82 - 4.71 (m, 1H, H2-Gal’), 4.77 (d, 1H, Jch.cH
= 12.3 Hz, CH»-Bn), 4.67 (d, 1H, Jcycn = 12.1 Hz, CH,-Bn), 4.63 - 4.58 (m, 1H, H2-GalN), 4.55 (d, 1H,
Jencn = 11.5 Hz, CHy-Bn), 4.50 - 4.44 (m, 3H, H1-Gal’ {4.50}, CH,-Fmoc {4.47}), 4.41 (s, 2H, CH,-Bn),
4.27 (t, 1H, Jopcn = 6.9 Hz, H9-Fmoc), 4.25 - 4.09 (m, 3H, H4-GalN {4.24}, T* {4.22}, T" {4.15}), 3.92 -
3.85 (m, 1H, H4-Gal’ {3.90}), 3.85 - 3.77 (m, 1H, H5-GalN), 3.74 - 3.65 (m, 2H, H6a/b-GalN {3.74, 3.70}),
3.72 (dd, 1H, Jugpe = 11.7 Hz, Jyz e = 4.5 Hz, H3-GalN), 3.61 - 3.54 (m, 3H, H3-Gal’ {3.59}, H5-Gal’
{3.57}, H6a-Gal’ {3.56}), 3.50 - 3.46 (m, 1H, H6b-Gal’ {3.48}), 2.03 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.45 (s, 9H, CH;-
tBu), 1.28 (d, 3H, Jr,13=6.4 Hz, T").

BC-NMR (150 MHz, CDCl,, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.0 (2 x C=O-NHAc, -Ester), 156.4 (C=0-Ure-
than), 143.7, 143.6 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.2, 141.2 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.8, 137.7, 137.4 (3 x C4-Bn),
128.4, 128.3, 128.2, 127.9, 127.7, 127.6, 127.4, 127.8, 127.0 (15 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.0,
124.9 (C1-, C8-Fmoc), 119.9, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 102.3 (d, Jo1r = 24.1 Hz, C1-Gal’), 100.1 (C1-GalN),
91.2 (d, Jeaor = 183.9 Hz, C2-Gal’), 83.0 (Cy-tBU), 79.8 (C5-Gal’), 79.7 (d, Jear = 14.2 Hz, C3-Gal’), 73.7
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(C3-GalIN), 76.5 (T"), 74.7 (CH,-Bn), 73.9 (d, Jcar = 9.0 Hz, C4-Gal’), 73.5, 72.6 (CH,-Bn), 69.7 (C5-GalN),
69.6 (C4-GalN), 68.7 (C6-Gal’), 66.9 (CH,-Fmoc), 63.0 (C6-GalN), 59.0 (T¢), 47.5 (C2-GalN), 47.1 (C9-
Fmoc), 28.0 (CHa-tBu), 23.0 (CHs-NHAC), 18.8 (T7).

E_NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): -205.1 (dd, Jr 41> = 51.9 Hz, J i3 = 13.0 Hz, F2-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.}"® 2

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[3,4,6-tri-O-
benzyl-2-desoxy-2-fluor-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester
(121)[173, 209]

Bno /OB" Aco OAC
(Fmoc-Thr-(pBn;2FGal-(1—3)-a-Ac,GalNAc)-OtBu) BhO g(’: o 0
F AcHN
(@) B
j\n/OtBu
FmocHN
In 15 mL einer Mischung aus Pyridin und Essigsdaureanhydrid (2:1) o)

wurden 220 mg (0.21 mmol) Fmoc-Thr-(BBns2FGal-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu 120 gel6st und 24 h bei Raum-
temperatur gerihrt, bevor das Losungsmittel i. Vak. entfernt wurde. AnschlieBend wurde der Riickstand vier-
mal mit je 20 mL Toluol sowie zweimal mit je 10 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt konnte

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:3) gereinigt werden.

Ausbeute: 175 mg (0.16 mmol, 75%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.54 (‘Hex/EtOAc, 1:3).

RP-HPLC: R; = 29.6 min, Jupiter C18, A = 214 nm, Grad.: MeOH:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]23 = +51.8 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:?*? [¢]Z3 = + 50.9 (c = 1.00, CHCI5).

CeH71FN,016 (M = 1119.22 g/mol) [1118.48].

ESI-MS (positiv) m/z: 1119.53 ([M+H]", ber.: 1119.49), 1141.52 ([M+Na]", ber.: 1141.47).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), § (ppm): 7.76 (d, 2H, Jua s = Jys s = 6.8 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, J1 2 = Jgi7 = 7.4 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Jugpa = Juspus = 7.4 Hz, H3-, H6-Fmoc),
7.35 - 7.21 (m, 17H, H2-, H7-Fmoc, Ha-Bn), 5.90 - 5.85 (m, 1H, NH-GalN), 5.57 - 5.51 (m, 1H, NH-Fmoc),
4.89 (d, 1H, Ju1p, = 4.0 Hz, H1-GalN), 4.86 (d, 1H, Jeycn = 11.6 Hz, CH,-Bn), 4.83 - 4.70 (m, 1H, H2-
Gal’), 4.71 (d, 1H, Jepen = 12.6 Hz, CHp-Bn), 4.63 (d, 1H, Jepcn = 12.1 Hz, CH,-Bn), 4.66 - 4.56 (m, 1H,
H2-GalN), 4.53 (d, 1H, Jepcn = 11.6 Hz, CH,-Bn), 4.51 - 4.38 (m, 3H, H1-Gal’ {4.51}, CH,-Fmoc {4.43}),
4.46 (s, 2H, CH,-Bn), 4.26 (t, 1H, Jencn = 6.8 Hz, H9-Fmoc), 4.24 - 4.12 (m, 4H, H4-GalN {4.24}, H6a-
GalN {4.22}, T* {4.19}, T {4.13}), 4.12 - 4.04 (m, 1H, H5-GalN), 3.97 - 3.86 (m, 2H, H4-Gal’ {3.91},
H6b-GaIN {3.88}), 3.82 - 3.74 (m, 1H, H3-GaIN), 3.60 - 3.47 (m, 4H, H5-Gal’ {3.58}, H3-Gal’ {3.56},
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H6a/b-Gal’ {3.54}), 2.09, 2.03 (2 x 3, 6H, CH3-OAC), 2.02 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.44 (s, 9H, CHy-tBU), 1.29
(d, 3H, JTy,TB: 63 HZ, TY)

B3C-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.5, 170.4, 170.3 (4 x C=O-NHAc, -OAc, -Ester),
156.6 (C=0O-Urethan), 143.8, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.5, 138.0, 137.9
(3 x C4-Bn), 128.5, 128.5, 128.3, 128.0, 127.9, 127.8, 127.6, 127.2 (15 x C-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc),
125.1, 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.0, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 102.3 (d, Jeir = 23.8 Hz, C1-Gal’), 100.2 (C1-
GalN), 91.6 (d, Jepr = 183.1 Hz, C2-Gal’), 83.2 (C4-tBu), 79.9 (d, Jesr = 15.8 Hz, C3-Gal’), 76.3 (TF), 74.7
(C3-GalIN), 73.8 (C5-Gal’), 74.7 (CH,-Bn), 74.0 (d, Josr = 8.8 Hz, C4-Gal’), 73.6, 72.5 (CH,-Bn), 69.5 (C4-
GalN), 68.3 (C6-Gal’), 68.2 (C5-GalN), 67.2 (CH,-Fmoc), 63.5 (C6-GalN), 59.2 (T°), 48.5 (C2-GalN), 47.3
(C9-Fmoc), 28.2 (CHa-tBu), 23.2 (CHz-NHAC), 21.0, 20.8 (CH4-OAc), 18.8 (T").

E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -205.0 (dd, Jg 11 = 52.1 Hz, Jg 3= 12.4 Hz, F2-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[* 2°]

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-di-O-acetyl-3-0-[3,4,6-tri-O-

benzyl-2-desoxy-2-fluor--p-galactopyranosyl]-a-p-galactopyranosyl-L-threonin (122)17 2!

Fmoc-Thr-(p-Bn;2FGal-(1—3)-a-Ac,GalNAc)-OH
( (B-Bng (1-3)-a-Ac; )-OH) 80 OB Ao OAC
g,:‘o 0
BnO O
F AcHN
(O
Es wurden 160 mg (0.14 mmol) Fmoc-Thr-(BBns2FGal-(1—3)-a- |
OH
Ac,GalNAC)-OtBu 121 in 6.6 mL Trifluoressigsaure/Wasser (10:1) FmocHN

geldst und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung ©

wurde mit 50 mL Toluol verdiinnt und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde fiinf-
mal mit je 30 mL Toluol und zweimal mit je 10 mL Dichlormethan kodestilliert und durch Flashchromato-
graphie an Kieselgel (EtOAc — EtOAc/MeOH/AcOH, 2:1:0.01) gereinigt.

Ausbeute: 150 mg (0.14 mmol, 99%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.52 (EtOAc/MeOH, 2:1).

RP-HPLC: R, =25.3 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O + 0.1 % TFA (50:50) — (100:0) in

30 min.

[a]33 = + 43.6 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:?*! [a]23 = + 64.1 (c = 1.00, CHCI,).

CsgHeaFN,Os6 (M = 1063.12 g/mol) [1062.42].

ESI-MS (positiv) m/z: 1085.40 ([M+Na]", ber.: 1085.41), 1101.37 ([M+K]", ber.: 1101.38).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1063.4221 ([M+H]", ber.: 1063.4240).
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HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1061.4079 ([M-H], ber.: 1061.4089).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, COSY, HSQC), & (ppm): 12.46 (s, 1H, COOH), 7.93 (d, 2H, Jya 1z = Jse =
7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.77 (d, 2H, Juipz = Jug s = 7.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.47 - 7.41 (m, 3H, H3-, H6-
Fmoc, NH-Fmoc {7.40}), 7.40 - 7.29 (m, 18H, H2-, H7-Fmoc, NH-GalN, Ha-Bn), 5.35 (d, 1H, Jusns =
3.3 Hz, H4-GalN), 4.83 - 4.74 (m, 3H, CH,-Bn {4.78, d, Jcu cn = 11.0 Hz}, H1-GaIN {4.72}, CH,-Bn {4.71,
d, Jemcn = 12.4 Hz}), 4.70 - 4.64 (m, 2H, H1-Gal® {4.64}, CH,-Bn {4.63, d, Jcycn = 12.6 Hz}), 4.59 - 4.45
(m, 5H, CH,-Bn {4.53}, CH,-Fmoc {4.50}, CH,-Bn {4.49, 4.45, d, Jey i = 11.8 Hz}), 4.37 - 4.27 (m, 3H,
TP £4.31}, H2-Gal’ {4.30}, H9-Fmoc {4.27}), 4.26 - 4.14 (m, 2H, H2-GaIN {4.18}, T* {4.13}), 4.11 - 4.03
(m, 3H, H5-GalN {4.06}, H4-Gal’ {4.05}, H6a-GalN {4.03}), 3.94 - 3.81 (m, 2H, H3-GalN {3.88}, H6b-
GalN {3.81}), 3.79 - 3.71 (m, 2H, H5-Gal’ {3.73}, H3-Gal’ {3.71}), 3.60 - 3.50 (m, 2H, H6a/b-Gal’ {3.53},
2.06, 2.01 (2 x 5, 6H, CHs-OAC), 1.95 (s, 3H, CHy-NHAC), 1.16 (d, 3H, Jy, 15 = 6.3 Hz, T?).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.6, 170.9, 170.7, 170.1 (4 x C=O-NHAc, -
OAc, -Carbonsaure), 156.8 (C=0-Urethan), 143.8, 143.6 (Cla-, C8a-Fmoc), 140.7, 140.5 (C4a-, C5a-Fmoc),
138.5, 138.2, 138.1 (3 x C4-Bn), 128.2, 128.1, 127.6, 127.6, 127.5, 127.4, 127.4, 127.0 (15 x Ca-Bn, C2-,
C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.1, 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 101.0 (d, Jc1r = 22.6 Hz,
C1-Gal’), 99.3 (C1-GalN), 90.7 (d, Jcor = 184.0 Hz, C2-Gal’), 79.1 (d, Jesr = 16.0 Hz, C3-Gal’), 75.1 (TP),
74.9 (C3-GalN), 74.2 (C5-GalN), 74.0 (CH,-Bn), 72.6 (C5-Gal’), 72.5, 70.9 (CH,-Bn), 70.3 (C4-GalN), 67.9
(C6-Gal’), 67.8 (C4-Gal’), 65.4 (CH,-Fmoc), 63.5 (C6-GalN), 58.6 (T°), 47.7 (C2-GaIN), 46.8 (C9-Fmoc),
22.6 (CHs-NHAC), 20.7, 20.4 (CH3-OAc), 18.4 (TY).

E-NMR (376 MHz, DMSO-dg), & (ppm): -204.6 (dd, Jg o= 52.4 Hz, J s = 12.3 Hz, F2-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*"® 2%
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-benzyliden-3-0O-[3,4-di-O-
benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-a/p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butyl-
ester (123)187 204

(Fmoc-Thr-(a/p-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu)

BnO e} o
&g ;o o)
BnO o}
Es wurden 420 mg (0.61 mmol) Ty-Akzeptor 115 und 403 mg . ACHN
(0.79 mmol) 3,4-Di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-a-D-galac- O
topyranosyltrichloracetimidat (37) in 50 mL absol. Dichlormethan FmocHNj\”/OtBu
geldst und unter Argonatmosphére mit 620 mg aktiviertem, gepul- o]

vertem Molsieb (4 A) versetzt. Die Mischung wurde anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor auf
-20 °C gekiihlt wurde. Zu dieser Reaktionslésung wurden 16 pL (0.07 mmol, 0.1 Aquiv. bezogen auf 37) Tri-
methylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) gegeben, bevor die Mischung unter Erwérmen auf Raumtem-
peratur 24 h gerihrt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdinnt und die
organische Phase wurde dreimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung und zweimal
mit je 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wurde i. Vak entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatogra-
phie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:1). Durch analytische RP-HPLC konnte ein Anomerenverhéltnis von o:p =
1:5 bestimmt werden.

Ausbeute: 372 mg (0.36 mmol, 59%); farbloser amorpher Feststoff.
a: Ry =0.51, B: Ry = 0.47 (“Hex/EtOAc, 1:1).

RP-HPLC: a: Ry = 21.5min, B: Ry=18.3 min, Jupiter C18, X =214 nm, Grad.: MeOH:H,0O (70:30) —
(100:0) in 30 min.

a-Anomer: [0]33 =+ 90.1 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:?* [a]23 = + 99.4 (c = 1.00, CHClI,).
B-Anomer: [a]23 = + 71.7 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:® [¢]23 = + 67.5 (c = 1.00, CHCl5).
CsgHesF2N,013 (M = 1035.13 g/mol) [1034.44].

ESI-MS (positiv) m/z: 1057.43 ([M+Na]", ber.: 1057.43), 1073.41 ([M+K]", ber.: 1073.40).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,, COSY, HSQC), § (ppm): a-Anomer: 7.78 (d, 2H, Jua s = Jus s = 7.6 Hz, Hd-,
H5-Fmoc), 7.64 (d, 2H, Ju1 4> = Jugrr = 7.3 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.56 (d, 2H, Jugpa = s = 6.6 Hz, H3-,
H6-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Jupp1 = Jyr s = 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc), 7.37 - 7.27 (m, 15H, Ha-Bn, -Bzn), 6.01 (d,
1H, Jnupe = 9.7 Hz, NH-GalIN), 5.59 (s, 1H, CH-Bzn), 5.48 (d, 1H, Jusre = 9.6 Hz, NH-Fmoc), 5.19 (d, 1H,
Juire = 3.3 Hz, H1-Gal’), 4.96 (d, 1H, 1 = 3.5 Hz, H1-GalN), 4.92 (d, 1H, Jepcn = 11.4 Hz, CH,-Bn),
4.91 (ddd, 1H, Jipr = 50.8 Hz, Juops = 10.6 Hz, Jupp = 3.7 Hz, H2-Gal’), 4.81 (d, 1H, Jepcn = 11.7 Hz,
CH,-Bn), 4.72 (t, 1H, Jpops = Juza = 10.6 Hz, H2-GaIN), 4.61 (d, 1H, Jepcn = 11.7 Hz, CH,-Bn), 4.58 - 4.18
(m, 2H, H6a/b-Gal’), 4.54 (d, 1H, Jepcn = 11.4 Hz, CH,-Bn), 4.46 - 4.42 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.29 - 4.08 (m,
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8H, H4-GaIN {4.29}, H6a-GaIN {4.26}, H9-Fmoc {4.24}, T* {4.21}, T® {4.19}, H5-Gal’ {4.11}, H3-Gal’
{4.09}, H6b-GalIN {4.08}), 3.89 (dd, 1H, Jyzpp = 11.0 Hz, Jyg e = 2.7 Hz, H3-GaIN), 3.84 (s, 1H, H4-GalN),
3.79 (s, 1H, H4-Gal), 3.71 (s, 1H, H5-GalN), 1.99 (s, 3H, CHz;-NHAC), 1.45 (s, 9H, CHa-tBu), 1.28 (d, 3H,
Jr,1p= 6.3 Hz, TY).

B-Anomer: 7.79 (d, 2H, Juas = Jus s = 6.9 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.65 (d, 2H, Jurme = Jugir = 7.3 Hz, H1-,
H8-Fmoc), 7.54 (d, 2H, Jus e = Jneps = 6.4 Hz, H3-, H6-Fmoc), 7.39 - 7.27 (m, 17H, H2-, H7-Fmoc, Ha-Bn,
-Bzn), 5.79 (d, 1H, Jyu2 = 8.9 Hz, NH-GalN), 5.57 - 5.55 (m, 2H, NH-Fmoc, CH-Bzn), 5.02 (d, 1H, Ju 2=
3.3 Hz, H1-GaIN), 4.93-4.58 (m, 8H, CH,-Bn {4.91, d, Jccy = 11.6 Hz}, CH,-Bn {4.82, d, Jepcen =
12.2 Hz}, H2-GalN {4.86}, H2-Gal’ {4.72}, CH,-Bn {4.66, d, Jey.c = 12.2 Hz}, CH,-Bn {4.59, d, Jepcn =
11.6 Hz}, H1-Gal’ {4.64}, CH,-Bn {4.62}), 4.64 - 452 (m, 1H, H6a-Gal’), 4.52 - 4.24 (m, 1H, H6b-Gal’),
454 - 4.44 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.36 - 4.19 (m, 5H, H4-GaIN {4.36}, H9-Fmoc {4.28}, T {4.23}, T
{4.22}, H6a-GaIN {4.20}), 4.06 - 3.98 (m, 1H, H6b-GaIN), 3.91 (dd, 1H, Juspo = 11.1 Hz, Jugua = 2.6 Hz,
H3-GalN), 3.82 (s, 1H, H4-Gal’), 3.74 - 3.64 (m, 2H, H5-GalN {3.70}, H5-Gal’ {3.69}), 3.60 (t, 1H, Juz 1=
10.4 Hz, H3-Gal’), 2.02 (s, 3H, CHs-NHAC), 1.46 (s, 9H, CH-tBu), 1.28 (d, 3H, Jr,.15= 6.2 Hz, T).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): a-Anomer: 170.4, 170.2 (2 x C=0-NHAc, -Ester),
156.5 (C=0-Urethan), 143.8, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.1, 137.7 (3 x Cq4-
Bn, -Bzn), 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.2, 127.9, 127.8, 127.2, 127.2 (15 x Cx-Bn, -Bzn, C2-, C3-
Fmoc), 126.5, 126.5 (C6-, C7-Fmoc), 125.2, 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 119.9, 119.8 (C4-, C5-Fmoc), 101.4
(CH-Bzn), 101.0 (C1-GalN), 96.5 (d, Jeyr2 = 22.5 Hz, C1-Gal’), 88.4 (d, Jcoro = 188.8 Hz, C2-Gal’), 83.4 (d,
Jeors = 166.7 Hz, C6-Gal’), 83.0 (Cy-tBu), 79.2 (d, Jear, = 16.5 Hz, C3-Gal’), 76.8 (TF), 76.6 (C3-GalN),
75.9 (C4-Gal’), 74.6, 73.8 (CH,-Bn), 73.4 (C4-GalIN), 70.3 (d, Jesrs = 20.4 Hz, C5-Gal’), 69.4 (C6-GalN),
67.3 (CH,-Fmoc), 63.7 (C5-GalN), 59.0 (T*), 47.8 (C2-GalN), 47.4 (C9-Fmoc), 28.3 (CH;-tBu), 23.3 (CH3-
NHAC), 19.1 (T7).

B-Anomer: 170.6, 170.2 (2 x C=0-NHAc, -Ester), 156.5 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc),
1415, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.9, 137.7 (3 x C4-Bn, -Bzn), 128.9, 128.6, 128.5, 128.5, 128.2, 128.2,
127.9, 127.8, 127.2, 126.5, 126.5, 126.4 (15 x Ca-Bn, -Bzn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.2, 125.1 (C1-,
C8-Fmoc), 120.1, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 102.5 (d, Jci g = 24.7 Hz, C1-Gal’), 101.0 (CH-Bzn), 100.8 (C1-
GalN), 91.1 (d, Jeor, = 183.7 Hz, C2-Gal’), 83.2 (Cy-tBu), 82.0 (d, Jeors = 165.4 Hz, C6-Gal’), 79.6 (d, Jears
= 16.7 Hz, C3-Gal’), 76.9 (T"), 76.7 (C3-GalIN), 75.9 (C4-GaIN), 74.5 (CH,-Bn), 73.6 (C4-Gal’), 73.3 (d,
Jesre = 20.2 Hz, C5-Gal’), 73.1 (CH2-Bn), 69.3 (C6-GalN), 67.1 (CH,-Fmoc), 63.9 (C5-GalN), 59.3 (T,
48.2 (C2-GalN), 47.4 (C9-Fmoc), 28.3 (CHs-tBu), 23.5 (CHs-NHAC), 19.3 (T7).

E_NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): a-Anomer: -208.0 (dd, 1F, Je 4, = 43.2 Hz, Jrp s = 7.9 Hz, F2-Gal’),
-227.9 (dt, 1F, Jes s = 47.9 Hz, Jeg s = 14.4 Hz, F6-Gal’), p-Anomer: -204.1 (d, 1F, Jes o = 49.5 Hz, F2-
Gal’), -229.2 (m, 1F, F6-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,[*8" 2]
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2,6-didesoxy-

2,6-difluor-p-p-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (124)2*

(Fmoc-Thr-(g-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu) BnO F Ho OH
&Q ;o o]
BnO o]
= AcHN
O
Herstellung des NaHSO,-Kieselgel-Katalysators: ¥ .
FmocHN
Zu einer Loésung von 2.00 g (14.5 mmol) Natriumhydrogensulfat- 0O

Monohydrat in 10.0 mL Wasser wurden 5.0 g Kieselgel (PorengroRe 60 A) gegeben. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand wurde 10 h bei 100 °C im Trocken-

schrank aktiviert.
Variante A:

Entsprechend Referenz®®! wurden 200 mg (0.19 mmol) Fmoc-Thr-(BBn,2,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGal-
NAC)-OtBu 123 in 50 mL einer Mischung aus Dichlormethan und Methanol (4:1) geldst und mit 400 mg
aktiviertem Natriumhydrogensulfat-Kieselgel-Katalysator versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde mit 100 mL Dichlormethan verdinnt, bevor der Kieselgel-
Katalysator abfiltriert und das Filtrat dreimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-L&sung und
zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen wurde. Es wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde durch Flashchromatographie
an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:10) gereinigt.

Ausbeute: 124 mg (0.13 mmol, 71%); farbloser amorpher Feststoff.
Variante B:

Entsprechend Referenz®® wurden 256 mg (0.25 mmol) Fmoc-Thr-(BBn,2,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGal-
NACc)-OtBu 123 in 20 mL 80%-iger Essigséure aufgenommen und 1 h bei einer Temperatur von 80 °C ge-
rihrt. Der Reaktionsmischung wurden 20 mL Toluol zugeflgt, bevor die Ldsungsmittel i. Vak. entfernt
wurden. Der Riickstand wurde dreimal mit je 20 mL Toluol und Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung

des Rickstands erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc, 1:10).

Ausbeute: 198 mg (0.21 mmol, 84%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.54 (‘Hex/EtOAc, 1:10).

RP-HPLC: R; = 14.5 min, Jupiter C18, A = 214 nm, Grad.: MeOH:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]23 = + 41.4 (c = 1.00, CHCly), Lit.:? [¢]2? = + 42.8 (c = 1.00, CHCI,).

CsiHeoF2N2O15 (M = 947.02 g/mol) [946.41].
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ESI-MS (positiv) m/z: 947.41 ([M+H]", ber.: 947.41), 969.41 ([M+Na]", ber.: 969.40), 985.38 ([M+K]", ber.:
985.37).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.78 (d, 2H, Juans = Jus s = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, Jyr2 = Jug 7 = 6.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.55 - 7.49 (m, 4H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 7.41 -
7.27 (M, 10H, Ha-Bn), 6.34 (d, 1H, Juype = 9.7 Hz, NH-GalN), 5.69 (d, 1H, Ju1e = 9.6 Hz, NH-Fmoc),
4.92 (d, 1H, Jeucn = 11.5 Hz, CH,-Bn), 4.90 (d, 1H, Juine = 4.0 Hz, H1-GalN), 4.86 - 4.76 (m, 1H, H2-
Gal’), 4.80 (d, 1H, Jepcn = 12.7 Hz, CH,-Bn), 4.67 (d, 1H, Jencn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 4.62 (dd, 1H, Jypps=
10.4 Hz, Jupp = 3.4 Hz, H2-GaIN), 4.58 (d, 1H, Jey . = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.55 - 451 (m, 1H, H1-Gal),
4.49 - 4.46 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.48 - 4.42 (m, 1H, H6a-Gal’), 4.39 - 4.32 (m, 1H, H6b-Gal’), 4.31 - 4.10
(m, 4H, H4-GalN {4.29}, H9-Fmoc {4.26}, T* {4.22}, T* {4.18}), 3.96 - 3.90 (m, 1H, H6a-GalN), 3.86 -
3.74 (m, 3H, H4-Gal’ {3.83}, H5-Gal’ {3.79}, H6b-GaIN {3.81}), 3.70 - 3.55 (m, 2H, H3-GalN {3.70}, H5-
GalN {3.66}), 3.52 (M., 1H, H3-Gal’), 2.83 (bs, 1H, OH), 2.34 (s, 1H, OH), 2.04 (s, 3H, CH;-NHAC), 1.44
(s, 9H, CH3-tBu), 1.20 (d, 3H, Jr, 4= 6.3 Hz, T).

BC-NMR (150 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 171.3, 170.6 (2 x C=O-NHAc, -Ester), 156.7 (C=0-
Urethan), 143.9, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.7, 137.6 (2 x C4-Bn), 129.8,
129.1, 128.6, 128.5, 128.4, 128.1, 128.1, 127.8, 127.7, 127.1, 127.0, 126.9 (10 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-
Fmoc), 125.1, 124.9 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 102.6 (d, Jcir, = 24.4 Hz, C1-Gal’),
100.4 (C1-GalN), 91.3 (d, Jcor2 = 183.7 Hz, C2-Gal’), 83.4 (Cy-tBu), 81.8 (d, Jcers = 168.9 Hz, C6-Gal’),
79.8 (C3-GalN), 79.4 (d, Jesr, = 16.2 Hz, C3-Gal’), 76.8 (T?), 74.8 (CH,-Bn), 73.3 (C5-GalN), 73.1 (CH,-
Bn), 72.9 (d, Jcsrs = 24.6 Hz, C5-Gal’), 69.9, 69.8 (C4-GalN, C4-Gal’), 67.1 (CH,-Fmoc), 63.0 (C6-GalN),
59.3 (T%), 47.3 (C2-GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 28.1 (CHz-tBu), 22.9 (CHs-NHAC), 19.1 (T).

E_NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -204.6 (dd, 1F, Jep 2 = 51.8 Hz, Jeaps = 12.6 Hz, F2-Gal’), -229.8 (dl,
lF, ‘JF6,H63: 47.0 HZ, ‘JF6,H6b =46.5 HZ, ‘-]F6,H5 =11.2 HZ, F6-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?’)



208 5 EXPERIMENTELLER TEIL

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-
2,6-didesoxy-2,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester

(125a)[187, 209]
BnO F Ao OAc

o 0
(Fmoc-Thr-(B-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-a-Ac,GalNAc)-OtBu) Bno&/o
AcHN

F
O \\\\\\\
OtBu
FmocHN

In 15 mL einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid o)

(2:1) wurden 505 mg (0.53 mmol) Fmoc-Thr-(BBn,2,6F,Gal-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu 124 geldst und 24 h
bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel i. Vak. entfernt wurde. AnschlieBend wurde der Riick-
stand viermal mit je 20 mL Toluol sowie zweimal mit je 10 mL Dichlormethan kodestilliert. Das Rohprodukt
konnte flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:3) gereinigt werden.

Ausbeute: 413 mg (0.40 mmol, 75%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.67 ("Hex/EtOAc, 1:3).

[a]2% = + 65.8 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:?*J [¢]23 = + 67.1 (c = 1.00, CHCl5).
CssHeaF2N,015 (M = 1031.10 g/mol) [1030.43].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1031.4355 ([M+H]", ber.: 1031.4353).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Juaps = Jus e = 7.2 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, Juwpz = Jug i = 7.2 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Jua s = e = 6.6 Hz, H3-, HB6-Fmoc),
7.38-7.22 (m, 12H, H2-, H7-Fmoc, Ha-Bn), 5.78 (d, 1H, June = 9.4 Hz, NH-GaIN), 5.45 (d, 1H, Jui1a =
10.3 Hz, NH-Fmoc), 4.95 - 4.82 (m, 2H, H1-GaIN {4.91}, CH,-Bn {4.88, d, Jcycn = 12.1 Hz}), 4.80 - 4.70
(M, 2H, H2-Gal> {4.79}, CH,-Bn {4.77, d, Jpcn = 12.1 Hz}), 4.70 - 4.46 (m, 7H, CH,-Bn {4.67}, H2-GalN
{4.62, dd, Jyo s = 10.4 Hz, Jup s = 3.4 Hz}, CHp-Bn {4.58, d, Jopcn = 11.5 Hz}, H1-Gal’ {4.65}, H6a-Gal’
{4.57}, CH,-Fmoc {4.50}), 4.45 - 4.36 (m, 2H, H4-GalIN, H6b-Gal’), 4.31 - 4.07 (m, 5H, T* {4.28}, H6a-
GalN {4.26}, H9-Fmoc {4.25}, T* {4.16}, H5-GaIN {4.13}), 3.95 (dd, 1H, Jueprea = 11.5 Hz, Jugoms =
7.7 Hz, H6b-GalIN), 3.87 - 3.75 (m, 4H, H5-Gal’, H4-Gal’, H3-GalN, H3-Gal’), 2.07, 2.03 (2 x 5, 6H, CHa-
OAc), 2.00 (s, 3H, CHa-NHAC), 1.46 (s, 9H, CHy-tBu), 1.30 (d, 3H, Jp,15= 6.1 Hz, T").

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.9, 170.6, 170.4, 170.2 (4 x C=0O-NHAc, -OAc, -
Ester), 156.4 (C=0-Urethan), 143.7, 143.6 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.3, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.0, 137.9
(2 x C4-Bn), 128.5, 128.3, 128.0, 127.8, 127.8, 127.7, 127.6, 127.2 (10 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc),
125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 101.8 (d, Jcir = 23.3 Hz, C1-Gal’), 100.2 (C1-GalN), 91.3
(d, Jcop2 = 183.2 Hz, C2-Gal’), 83.2 (C¢-tBu), 81.1 (d, Jcers = 167.7 Hz, C6-Gal’), 79.5 (d, Jczr. = 16.4 Hz,
C3-Gal’), 76.3 (T"), 76.2 (C3-GalN), 74.5 (CH,-Bn), 73.4 (d, Jcsrs = 5.8 Hz, C4-Gal’), 72.9 (d, Jeszs =
25.1 Hz, C5-Gal’), 72.7 (CH»-Bn), 69.2 (C4-GalN), 68.1 (C5-GalN), 67.1 (CH,-Fmoc), 63.2 (C6-GalN), 59.1
(T%), 48.4 (C2-GalN), 47.2 (C9-Fmoc), 28.1 (CH;-tBu), 23.3 (CHs-NHAC), 21.0, 20.8 (CH3-OAc), 18.7 (T").
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E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -204.8 (dd, 1F, Jo 12 = 48.8 Hz, Jpa 15 = 10.6 Hz, F2-Gal’), -230.0 (d,
lF, JFB,HGaIb: 46.6 HZ, JFB,HS =99 HZ, FG-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,*8" 21

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-
2,6-didesoxy-2,6-difluor-g-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin (125)

(Fmoc-Thr-(B-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-a-Ac,GalNACc)-OH) BnO F Aco OAc
&g ;o o)
BnO. o
. AcHN
O. ‘\\\\\\\\
Es wurden 480 mg (0.46 mmol) Fmoc-Thr-(BBn2,6F,Gal-(1—3)- j\n/OH
o-Ac,GalNAC)-OtBu 125a in einem Gemisch aus 9.9 mL Trifluor- FmocHN

o]
essigsaure/Wasser (10:1) gelost und 2 h bei Raumtemperatur ge-

ruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 mL Toluol verdinnt und das Ldsungsmittel wurde i. Vak. ent-
fernt. Der Rickstand wurde finfmal mit je 30 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan ko-
destilliert. Der Festphasenbaustein konnte ohne weitere Reinigung in der Festphasensynthese eingesetzt

werden.

Ausbeute: 420 mg (0.43 mmol, 93%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.42 (EtOAc/MeOH, 2:1).

Cs1Hs7F,N,015 (M = 974.99 g/mol) [974.37].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 975.3733 ([M+H]", ber.: 975.3727).

E-NMR (376 MHz, DMSO-ds), § (ppm): -205.0 (dd, 1F, Jep4> = 49.1 Hz, Jans = 10.8 Hz, F2-Gal’), -230.0
(dt, 1F, JFG,HGa/b: 47.1 HZ, ‘]FG,H5: 10.2 HZ, F6-Gal’).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-
acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester
(126)108]

(Fmoc-Thr-(B-Acs6,6F,Gal-(1—3)-0-4,6-BznGalNAc)-OtBu)
F o)

Aco&/ o]

o] o]

AcO o}

Eine Ldsung aus 800 mg (1.18 mmol) Fmoc-Thr-(a-4,6-BznGal- AO ACHNO
NAC)-OtBu 115 und 1.5 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) HOtBu
in 12 mL absol. Dichlormethan/Nitromethan (3:1) wurde 1 h unter FmockN

o]
Argonatmosphére bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlielend

wurden 596 mg (2.36 mmol, 2.0 Aquiv.) Quecksilber(I1)-cyanid zugegeben und 30 Minuten geriihrt, bevor
1.20 g (3.09 mmol, 2.6 Aquiv.) einer Lésung von Acs6,6F,GalBr 41 in 12 mL absol. Dichlormethan/Nitro-
methan (3:1) zugetropft wurde. Der Reaktionsansatz wurde 6 h in der Mikrowelle bei 80 °C und 100 W
(10 min Aufheizphase, pma= 5.0 bar) erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde durch Hyflo® filtriert und mit
40 mL Dichlormethan nachgewaschen. Es wurde zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Lésung gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit 50 mL Dichlormethan extrahiert und die orga-
nischen Phasen wurden mit 60 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde mit Magnesium-
sulfat getrocknet und das L&sungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte

durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:2).

Ausbeute: 1.00 g (1.00 mmol, 85%); farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.45 ("Hex/EtOAc, 1:2).

RP-HPLC: R; = 11.6 min, Jupiter C18, A = 214 nm, Grad.: MeOH:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]23 = + 49.9 (c = 1.00, CHCly), Lit.:?% [¢]Z3 = + 55.8 (c = 1.00, CHCI5).

CsoHssF2N,017 (M = 996.996 g/mol) [996.37].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 997.3780 ([M+H]", ber.: 997.3782), 1014.4039 ([M+NH,]", ber.: 1014.4042),
1019.3597 ([M+Na]", ber.: 1019.3601).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,, COSY, HSQC), & (ppm): 7.78 (d, 2H, Jpaps = Juse = 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, Ju1 2 = Jngn7 = 6.8 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.52 (dd, 2H, Jchcn= 7.9 Hz, Jch cn= 1.9 Hz, Ha-Bzn),
7.44 -7.30 (m, 7TH, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha,-Bzn), 5.89 (d, 1H, Jynn2 = 9.3 Hz, NH-GalN), 5.82 (ddd,
1H, Juera = 55.4 Hz, Jpern = 55.2 Hz, Jpens = 5.8 Hz, H6-Gal’), 5.55 - 5.51 (m, 2H, H4-Gal’, CH-Bzn), 5.44
(d, IH, Jxgre = 9.4 Hz, NH-Urethan), 5.19 (dd, 1H, Jyons = 10.2 Hz, Jyp 1 = 7.2 Hz, H2-Gal’), 5.00 - 4.93
(m, 2H, H3-Gal’ {4.95}, H1-GaIN {4.92}), 4.77 - 4.66 (m, 2H, H1-Gal’ {4.74}, H2-GalN {4.68}), 4.52 (d,
1H, Jecn = 6.6 Hz, CH,-Fmoc), 4.33 -4.15 (m, 5H, H9-Fmoc {4.27}, T* {4.23}, H6a-GaIN {4.22}, T
{4.20}, H4-GalN {4.19}), 4.04 (d, 1H, JnepHea = 13.1 Hz, H6b-GalN), 3.92 - 3.80 (m, 2H, H5-Gal’ {3.86},
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H3-GalN {3.84}), 3.74 - 3.67 (m, 1H, H5-GalN), 2.12, 2.06, 2.01, 1.96 (4 x 5, 12H, CH3-OAc, -NHACc), 1.45
(s, 9H, CHy-tBuU), 1.25 (d, 3H, Jy, 15 = 6.6 Hz, T").

BC-NMR (100 MHz, CDCl,, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.2, 169.9, 169.6, 169.2 (5 x C=O-NHAc, -OAc, -
Ester), 156.5 (C=0O-Urethan), 143.8, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.5 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.7 (C4-Bzn),
129.9, 129.0 (C2-, C7-Fmoc), 128.3, 128.3, 127.9 (3 x Ca-Bzn), 127.2 (C3-, C6-Fmoc), 126.4, 126.2
(2 x Ca-Bzn), 125.1, 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 113.2 (dd, Jesra= 243.9 Hz,
Jeopn= 243.9 Hz, C6-Gal’), 102.0 (C1-Gal’), 100.9 (CH-Bzn), 100.5 (C1-GalN), 83.3 (C,-tBu), 76.4 (TF),
76.1 (C4-GalN), 75.4 (C3-GalN), 72.7 (dd, Jes ra = 27.5 Hz, Jes = 27.5 Hz, C5-Gal’), 70.3 (C3-Gal’), 69.2
(C6-GalN), 68.6 (C2-Gal’), 66.8 (CH,-Fmoc), 65.7 (C4-Gal’), 63.7 (C5-GalN), 59.1 (T¢), 47.9 (C2-GalIN),
47.4 (C9-Fmoc), 28.2 (CHa-tBu), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (4 x CHs-OAc, -NHAC), 19.0 (TY).

E_NMR (376 MHz, CDCl;), § (ppm): -128.6 (ddd, 1F, Ja s = 301.9 Hz, Jrap = 55.6 Hz, Jpaps = 10.5 Hz,
F6a-Gal’), -129.5 (ddd, 1F, Jrpra = 301.3 Hz, Jep 16 = 55.9 Hz, Jpp s = 10.9 Hz, F6b-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?%¢]

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-

difluor-B-p-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (127)2%!

(Fmoc-Thr-(B-Acs6,6F,Gal-(1—3)-a-GalNAc)-OtBu) Ao F e o OH
o] o]
AcO. (0]

[290] AcO AcHN
Entsprechend Referenz wurden 1.00 g (1.00 mmol) Fmoc-Thr- O
(BAC36,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGalNACc)-OtBu 126 in 20 mL jWOtBU

FmocHN

80%-iger Essigsaure aufgenommen und 1 h bei einer Temperatur

o}
von 80 °C gerihrt. Der Reaktionsmischung wurden 20 mL Toluol zugefiigt und die Lésungsmittel wurden

anschlieBend i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde dreimal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL

Dichlormethan kodestilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:10) gereinigt.
Ausbeute: 640 mg (0.70 mmol, 70%); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.26 (‘Hex/EtOAc, 1:10).

RP-HPLC: R; = 8.04 min, Jupiter C18, A = 214 nm, Grad.: MeOH:H,0 (70:30) — (100:0) in 30 min.
[a]23 = + 31.8 (c = 1.00, CHCIy), Lit.:?% [¢]Z3 = + 27.8 (c = 1.00, CHCI5).

CasHsaF2N,0;7 (M = 908.88 g/mol) [908.33].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 909.3469 ([M+H]", ber.: 909.3469), 931.3289 ([M+Na]", ber.: 931.3288).



212 5 EXPERIMENTELLER TEIL

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC),  (ppm): 7.78 (d, 2H, Jua s = Jus s = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.62 (d, 2H, Juwpz = Jug i = 6.7 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Jug s = Jeps = 7.6 Hz, H3-, HB-Fmoc),
7.35-7.29 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc), 6.04 (d, 1H, Juuue = 8.7 Hz, NH-GalN), 5.75 (td, 1H, Jyers = 55.3 Hz,
Juerp = 55.3 Hz, Jeps = 5.8 Hz, H6-Gal’), 5.53 (dd, 1H, Jpaps = 3.4 Hz, Jyaps = 1.3 Hz, H4-Gal’), 5.49 (d,
1H, Jnire = 9.3 Hz, NH-Urethan), 5.20 (dd, 1H, Jup s = 10.5 Hz, Jypps = 7.9 Hz, H2-Gal’), 5.00 - 4.94 (m,
1H, H3-Gal’), 4.86 - 4.82 (m, 1H, H1-GalN), 4.66 (d, 1H, Ju1 2 = 8.0 Hz, H1-Gal’), 4.60 - 4.50 (m, 3H, H2-
GalN {4.57}, CH,-Fmoc {4.52, d, Jeyc = 6.6 Hz}), 4.27 - 4.04 (m, 4H, H9-Fmoc {4.24}, T* {4.22}, T
{4.16}, H4-GalN {4.13}), 3.95 - 3.77 (m, 4H, H6a/b-GalN {3.90, 3.82, dd, Juep.rea = Jreares = 12.4 Hz}, H5-
GalN {3.85}, H5-Gal’ {3.83}), 3.69 (d, 1H, Juap = 7.8 Hz, H3-GaIN), 2.15, 2.04, 2.00, 1.97 (4 x s, 12H,
CH3-OAc, -NHAC), 1.45 (5, 9H, CH;-tBu), 1.23 (d, 3H, Jy, 13 = 6.4 Hz, T).

B3C-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.3, 170.1, 169.8, 169.7 (5 x C=0-NHAc, -OAc, -
Ester), 156.5 (C=0-Urethan), 143.8, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.5, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 128.0, 127.9
(C2-, C7-Fmoc), 127.2, 127.1 (C3-, C6-Fmoc), 125.0, 124.9 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.1 (C4-, C5-Fmaoc),
112.9 (t, Jegra= 243.6 Hz, g, = 243.6 Hz, C6-Gal’), 102.0 (C1-Gal’), 100.1 (C1-GalN), 83.4 (C,-tBu),
78.1 (C3-GalN), 76.4 (T), 72.9 (t, Jcs,ra = Jcs = 27.9 Hz, C5-Gal’), 70.3 (C3-Gal’), 70.0 (C5-GalN), 69.9
(C4-GalN), 68.2 (C2-Gal’), 67.0 (CH,-Fmoc), 66.2 (C4-Gal’), 62.9 (C6-GalN), 59.1 (T%), 47.7 (C2-GalN),
47.4 (C9-Fmoc), 28.2 (CHs-tBu), 21.1, 20.8, 20.7, 20.6 (4 x CH3-OAc, -NHAC), 18.5 (TY).

F_NMR (376 MHz, CDCls), 3 (ppm): -128.9 (dd, 2F, J 46 = 55.2 Hz, Jg. s = 9.0 Hz, F6a/b-Gal’)

Weitere analytische Daten siehe Literatur.?®
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-O-[6-desoxy-6,6-

difluor-p-D-galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (128)

(Fmoc-Thr-(-6,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu)

HO L F oO
In 40 mL Methanol (HPLC-grade) wurden 1.59g (1.59 mmol) o o
Fmoc-Thr-(B-Acs6,6F,Gal-(1—3)-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu 126 Ho HO © AcHN
gelést und unter Argonatmosphédre mit einer frisch hergestellten O
Natriummethanolat-Losung (0.5 M) in Methanol versetzt, bis ein FmocHNj\(OtB“
pH-Wert von 8.5 eingestellt wurde. Der pH-Wert wurde jede halbe ¢

Stunde kontrolliert und durch Zugabe von weiterer Natriummethanolat-Lésung nachreguliert. Nach 18 h
wurde die Reaktionslésung durch Zusatz von Essigséure (1 M) neutralisiert. Das Losungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und der Rickstand wurde dreimal mit je 40 mL Toluol und zweimal mit je 25 mL Dichlormethan
kodestilliert. Das Rohprodukt wurde anschlieend in 100 mL absol. Dichlormethan geldst und mit 805 mg
(2.39 mmol, 1.5 Aquiv.) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccinimid (Fmoc-OSu) versetzt. Der pH-
Wert der Lésung wurde durch Zugabe von N-Diisopropylethylamin (DIPEA) auf 9.5 eingestellt und die
Mischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerlhrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit saurem
lonentauscher Amberlyst IR 120 neutralisiert und das Lsungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung
des Rohprodukts erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:4).

Ausbeute: 1.02 g (1.17 mmol, 74%); gelblicher amorpher Feststoff.
Rt = 0.12 ("Hex/EtOAc, 1:4).

RP-HPLC: R; = 26.8 min, Luna C18, A = 256 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1% TFA (30:70), 5 min (30:70) —
(77:23) in 30 min, (100:0) in 60 min.

[@]3! = + 67.4 (c = 1.00, CHCIy).
CusHsoF,N,014 (M = 870.89 g/mol) [870.34].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 871.3461 ([M+H]", ber.: 871.3459), 888.3724 ([M+NH,]", ber.: 888.3725).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, COSY, HSQC), 5 (ppm): 7.79 - 7.73 (m, 2H, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H,
Juipe = Jugrr = 7.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.53 - 7.50 (M, 2H, Ha-Bzn), 7.43 - 7.23 (m, 7H, H2-, H3-, H6-,
H7-Fmoc, Ha--Bzn), 6.47 (d, 1H, Jui e = 9.5 Hz, NH-GalN), 6.06 - 5.74 (m, 2H, H6-Gal’ {5.87, ddd, Jys .=
56.7 Hz, Juero = 55.9 Hz, Jugps = 5.9 Hz}, NH-Urethan {5.80, d, Juite = 9.2 Hz}), 5.46 (s, 1H, CH-Bzn),
4.96 (d, 1H, Jyopp = 3.7 Hz, H1-GalN), 4.63 - 4.31 (m, 4H, H2-GalN {4.62}, CH,-Fmoc {4.46}, H4-GalN
{4.38}), 4.30 - 4.12 (m, 5H, H1-Gal’ {4.25}, T {4.25}, H9-Fmoc {4.23}, T" {4.17}, H6a-GaIN {4.14}),
4.06 -3.97 (m, 1H, H6b-GaIN), 3.79 (d, 1H, Juspz = 10.0 Hz, H3-GalN), 3.74 - 3.56 (m, 3H, H5-GalN
{3.69}, H2-Gal’ {3.62}, H4-Gal’ {3.58}), 3.41 - 3.31 (m, 1H, H5-Gal’), 3.24 (d, 1H, Jus o = 9.6 Hz, H3-
Gal’), 2.04 (s, 3H, CHa-NHAC), 1.45 (s, 9H, CH4-tBu), 1.25 (d, 3H, J7,15= 7.2 Hz, T").
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BC-.NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.3 (C=O-NHAc) 168.7 (C=O-Ester), 156.5
(C=0-Urethan), 143.8, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.5, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 136.6 (C,-Bzn), 128.9,
128.3, 128.0, 127.9, 127.5, 127.2 (C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc, 5 x Ca-Bzn), 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 120.3,
120.2 (C4-, C5-Fmoc), 113.3 (dd, Jesra= 242.7 Hz, Jco o = 242.7 Hz, C6-Gal’), 105.1 (C1-Gal’), 101.7 (CH-
Bzn), 100.5 (C1-GalIN), 83.4 (C,-tBu), 77.8 (C3-GalN), 76.9 (T*), 75.6 (C4-GaIN), 73.5 (dd, Jesra = 26.7 Hz,
Joss = 26.7 Hz, C5-Gal’), 72.8 (C3-Gal’), 70.3 (C4-Gal’), 69.1 (C6-GalN), 67.2 (C2-Gal’), 67.1 (CH,-
Fmoc), 63.6 (C5-GalN), 59.1 (T%), 48.0 (C2-GaIN), 47.2 (C9-Fmoc), 28.2 (CHa-tBu), 21.0 (CHy-NHAC),
19.1 ().

E_NMR (376 MHz, CDCl,), & (ppm): -129.4 — -130.3 (m, 2F, F6a/b-Gal’).

55.3 Synthese der sialylierten Trisaccharid-Threonin-Konjugate

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-
fluor-p-p-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (129)%*!

(Fmoc-Thr-(B-Bnz2FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-
GalNACc)-OtBu)

Es wurden 1.14 g (1.71 mmol, 2.5 Aquiv.) aAc,SiaCO,BnXan 48 é&/ o)
BnO o

in 24 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan F AcHN

(2:1) geldst, mit 2.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) ver- N

setzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur geruhrt. FmocHNjw‘/OtBu
Es wurden 700 mg (0.68 mmol) Fmoc-Thr-(BBn;2FGal-(1—3)-a- ©

GalNACc)-OtBu 120, geldst in 24 mL absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben und 1 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde die Reaktionsmischung auf -45 °C gekihlt, bevor unter Lichtaus-
schluss 437 mg (1.71 mmol, 2.5 Aquiv.) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelost in 9 mL einer
Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden langsam
1.06 mL (1.71 mmol, 2.5 Aquiv.) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in absol.
1,2-Dichlorethan, siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei -45 °C gerhrt, bevor mit
DIPEA neutralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei -45 °C gerthrt und es wurde auf Raum-
temperatur erwarmt. Es wurde mit 30 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und die Lésungs-
mittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Riickstands erfolgte durch Flashchromatographie an Kie-
selgel ("Hex/EtOAc, 4:1 — EtOAc). Zur vollstindigen Abtrennung des Glycals 49 wurde eine zweite saulen-
chromatographische Reinigung an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:4) durchgefihrt.

Ausbeute: 810 mg (0.51 mmol, 75%); farbloser amorpher Feststoff.
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R¢ = 0.27 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

RP-HPLC: R; =21.4 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30), 5 min, (70:30) — (100:0) in
30 min.

[a]2® =+ 19.5 (c = 1.00, CHCly), Lit.:?* [¢]Z? = + 19.2 (c = 1.00, CHCI5).
CasHosFN3O26 (M = 1584.67 g/mol) [1583.64].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1601.6767 ([M+NH,]", ber.: 1601.6761).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.76 (d, 2H, Jua s = Jus s = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.63 (d, 2H, Jnipe = Jusrr = 7.4 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.53 (t, 2H, Juana = Jneps =7.4 Hz, H3-, H6-Fmoc),
7.39-7.19 (M, 22H, H2-, H7-Fmoc, Ha-Bn), 5.88 (d, 1H, Juye = 9.6 Hz, NH-GaIN), 5.48 (d, 1H, Jui1a =
9.5 Hz, NH-Fmoc), 5.51 - 5.46 (m, 1H, H7-Sia) 5.41 - 5.30 (m, 1H, H8-Sia {5.34, dd, Js s = 5.5 Hz, Jug 7
= 2.3 Hz}), 5.27 (d, 1H, Jep.cn = 12.3 Hz, CH,-Bn), 5.22 (d, 1H, Jupus = 9.3 Hz, NH-Sia), 5.13 (d, 1H, Jercn
= 12.3 Hz, CH,-Bn), 4.89 (d, 1H, Jepcn = 11.4 Hz, CH,-Bn), 4.85 - 4.69 (m, 4H, H4-Sia {4.82}, H1-GaIN
{4.79}, CH,-Bn {4.75, d, Jepcn = 12.6 Hz}, H2-Gal> {4.71}), 4.68 (d, 1H, Jepcn = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.58 -
4.43 (m, 5H, H2-GalN {4.55}, CH,-Bn {4.52, d, Joncn = 11.4 Hz}, H1-Gal’ {4.49}, CH,-Fmoc {4.47}), 4.36
(d, 2H, Jecn = 10.4 Hz, CH,-Bn), 4.34-4.25 (m, 2H, H9a-Sia {4.30, dd, Jugapss = 12.7 HZ, Jgars =
2.5 Hz}, H9-Fmoc {4.26}), 4.22 - 4.04 (m, 5H, T* {4.18}, T° {4.14}, H9b-Sia {4.09}, H5-Sia {4.07}, H6-Sia
{4.07}), 3.98 (bs, 1H, H4-GalN), 3.91 - 3.86 (m, 2H, H6a-Gal’ {3.90}, H4-Gal’ {3.88, d, Juans = 3.2 Hz}),
3.82 (t, 1H, Jusmean = 5.9 Hz, H5-Gal’), 3.64 - 3.47 (m, 6H, H3-GalN {3.64}, H5-GalN {3.56}, H3-Gal’
{3.54}, H6b-Gal’ {3.54}, H6a-GalN {3.54}, H6b-GalN {3.49}), 2.58 (dd, 1H, Jyaiqrzax = 12.9 HZ, Jyyasq s =
4.7 Hz, H3,,-Sia), 2.12, 2.08, 2.02, 2.00 (4 x s, 12H, CH3-OAc), 1.96 - 1.82 (m, 1H, H3,-Sia), 1.97, 1.85
(2 x s, 6H, CH3-NHAC), 1.44 (s, 9H, CH,-tBu), 1.27 (d, 3H, Jr, 75 = 6.0 Hz, T?).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.0, 170.8, 170.8, 170.4, 170.3, 170.3, 170.1
(7 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.5 (C1-Sia), 156.7 (C=0-Urethan), 144.0, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc),
141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.2, 138.0, 137.7, 134.9 (4 x C,-Bn), 129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 128.6,
128.4, 128.2, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7 (20 x Ca-Bn, C2-, C7-Fmoc), 127.2, 127.1 (C3-, C6-Fmoc), 125.2,
125.2 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 102.8 (d, Jcir = 24.5 Hz, C1-Gal’), 100.6 (C1-GalN),
98.9 (C2-Sia), 91.5 (d, Jeor = 182.9 Hz, C2-Gal’), 83.0 (C4-tBu), 80.1 (d, Jesf = 15.7 Hz, C3-Gal’), 79.7 (C3-
GalN), 76.8 (TP), 75.0 (CH,-Bn), 74.1 (C4-Gal’), 73.8 (C5-GalIN), 73.6 (CH,-Bn), 73.0 (C6-Sia), 72.7 (CH,-
Bn), 69.5 (C8-Sia), 69.2, 69.1 (C5-Gal’, C4-Sia), 68.1 (C6-GalN), 68.0 (C4-GalN), 67.8 (CH,-Bn), 67.4 (C7-
Sia), 67.1 (CH,-Fmoc), 63.8 (C6-Gal’), 62.5 (C9-Sia), 59.5 (T*), 49.3 (C5-Sia), 47.7 (C2-GalN), 47.4 (C9-
Fmoc), 37.6 (C3-Sia), 28.2 (CH4-tBU), 23.4, 23.2 (CHs-NHAC), 21.1, 21.1, 21.0, 20.9 (CH4-OAc), 19.0 (TY).

F_NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): -204.4 (dd, Jr 41 = 51.9 Hz, Jg s = 12.1 Hz, F2-Gal’).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.%)
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
fluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin (130)

(Fmoc-Thr-(g-Bns2FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-
GalNAc)-OH)

Es wurden 810 mg (0.51 mmol) Fmoc-Thr-(fBns2FGal-(1—3)- &/ Q
BnO (e]

[aAcsSiaCO,BNn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu 129 in 11 mL einer F AcHN
O o
Mischung aus Trifluoressigsaure und Wasser (10:1) geldst und 3 h
OH
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde darauf- FmocHN

hin mit 50 mL Toluol verdiinnt und das Lésungsmittel wurde i. Vak.
entfernt. Der Riickstand wurde fiinfmal mit je 30 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan ko-
destilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc — EtOAc/MeOH/AcOH, 2:1:0.01) gereinigt.

Ausbeute: 740 mg (0.48 mmol, 94%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.45 (EtOAc/MeOH/ACOH, 2:1:0.01).

RP-HPLC: R, =3.48 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O + 0.1 % TFA (67:33) — (50:50) in
10 min, — (100:0) in 30 min.

[a]2® =+ 20.3 (c = 1.00, CHCly).

CaoHgoFN3Oy6 (M = 1528.57 g/mol) [1527.58].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1545.6157 ([M+NH,]", ber.: 1545.6135).
HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1526.5706 ([M—H]", ber.: 1526.5718).

'H-NMR (600 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Juaps = Jus s = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.61 (d, 2H, 112 = Jug iy = 7.2 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.39 - 7.18 (m, 24H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha-Bn),
5.83 (d, 1H, Juipz = 9.4 Hz, NH-GalN), 5.49 (d, 1H, Jusira = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 5.38 - 5.35 (m, 1H, H7-Sia)
5.35 - 5.33 (M, 1H, H8-Sia {5.34, dd, Jug 6. = 5.5 Hz, Jpgsr = 1.9 Hz}), 5.27 (d, 1H, Jepcn = 12.2 Hz, CH,-
Bn), 5.24 - 5.11 (m, 2H, NH-Sia {5.22, d, 1H, Jupus = 9.5 Hz}, CH,-Bn {5.13, d, Jepcn = 11.9 Hz}), 4.95 -
4.78 (m, 3H, CH,-Bn {4.85, d, Jcyscn = 11.6 Hz}, H4-Sia {4.81}, H1-GalN {4.78}), 4.67 - 4.44 (m, 4H, CH,-
Bn {4.67, d, Jeucn = 11.4 Hz}, H2-Gal’ {4.59}, CH,-Bn {4.55, d, Jep.cn = 12.6 Hz}, H1-Gal’ {4.50}), 4.45 -
4.28 (m, 5H, CH,-Fmoc {4.43}, CH,-Bn {4.41, d, Jopcn = 11.6 Hz}, H2-GaIN {4.37}, H9a-Sia {4.34, dd,
Jsarior = 12.6 HZ, Jgare = 2.6 Hz}), 4.24-4.16 (m, 2H, H9-Fmoc {4.22}, CH,-Bn {4.19, d, Jepcn =
10.6 Hz}), 4.16 - 3.97 (m, 5H, T® {4.16}, T* {4.10}, H9b-Sia {4.09}, H6-Sia {4.05}, H5-Sia {4.04}), 3.95 -
3.84 (M, 2H, H4-GaIN {3.91}, H6a-Gal’ {3.89}), 3.83 - 3.73 (m, 1H, H4-Gal’ {3.87}), 3.63 - 3.43 (m, H,
H3-GaIN {3.58}, H5-GaIN {3.57}, H3-Gal’ {3.53}, H6a-GalN {3.52}, H6b-GalN {3.48}, H5-Gal’ {3.49},
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HBb-Gal® {3.46}), 2.57 (dd, 1H, Jnssqrsa= 12.9 Hz, Jsaqua = 4.7 Hz, H3;-Sia), 2.12, 2.06, 2.02, 2.00 (4 x s,
12H, CH3-OAc), 1.95 - 1.84 (m, 1H, H3,-Sia), 1.98, 1.88 (2 x s, 6H, CHy-NHAC), 1.24 (d, 3H, Jp,1p =
5.8 Hz, T7).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.2, 171.0, 171.0, 170.9, 170.7, 170.6, 170.3,
(7 x C=0-NHAc, -OAc, -Carbonsaure), 168.6 (C1-Sia), 161.1 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-
Fmoc), 141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.2, 138.1, 137.8, 134.8 (4 x C4-Bn), 128.9, 128.9, 128.7, 128.7,
128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.4, 128.4, 128.3, 128.0, 128.0, 127.9, 127.7 (20 x Ca-Bn, C2-, C7-Fmoc),
127.2, 127.2 (C3-, C6-Fmoc), 125.1, 125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.0, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 102.6 (d, Jeir =
24.8 Hz, C1-Gal’), 100.5 (C1-GalN), 98.9 (C2-Sia), 91.5 (d, Jeor = 183.4 Hz, C2-Gal’), 80.2 (d, Jesr =
15.5 Hz, C3-Gal’), 79.8 (C3-GalN), 76.7 (TF), 74.9 (CH,-Bn), 74.0 (C4-Gal’), 73.8 (C5-GalN), 73.6 (CH,-
Bn), 73.0 (C6-Sia), 72.7 (CH,-Bn), 69.5 (C8-Sia), 69.5, 68.9 (C5-Gal’, C4-Sia), 68.3 (C6-GalN), 68.5 (C4-
GalN), 67.8 (CH,-Bn), 67.5 (C7-Sia), 67.2 (CH,-Fmoc), 64.0 (C6-Gal’), 62.6 (C9-Sia), 60.4 (T%), 49.4 (C5-
Sia), 46.7 (C2-GalN), 47.2 (C9-Fmoc), 37.6 (C3-Sia), 23.3, 23.2 (CHs-NHAC), 21.2, 21.1, 21.0, 20.9 (CHs-
OAc), 19.0 (T7).

YF_NMR (376 MHz, CDCls), § (ppm): -204.6 (dd, Jr 41 = 52.1 Hz, Jg 13 = 12.0 Hz, F2-Gal’).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2,6-didesoxy-
2,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-

glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (131)!

(Fmoc-Thr-(p-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a- AcO OAc
GalNAC)-OtBu)

BnO HO

Es wurden 895 mg (1.33 mmol, 2.5 Aquiv.) aAc,SiaCO,BnXan 48 Bnoé&/o o]

in 18 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan F AcHN

(2:1) geldst, mit 1.5 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) ver- o

setzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur geruhrt. FmocHNj\“/OtBu
Danach wurden 500 mg (0.53 mmol) Fmoc-Thr-(BBn,2,6F,Gal- ©

(1-3)-0-GalNAC)-OtBu 124, geldst in 12 mL absol. Acetonitril und 6 mL Dichlormethan, zugegeben und
1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde die Reaktionsmischung auf -45 °C gekihlt, bevor unter
Lichtausschluss 342 mg (1.33 mmol, 2.5 Aquiv.) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelost in 9 mL
einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden
832 pL (1.33 mmol, 2.5 Aquiv.) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenylbromid-Lésung (1.6 M in absol.
1,2-Dichlorethan, siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei -45 °C gerlhrt, bevor mit
DIPEA neutralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei -45 °C gerthrt und es wurde auf Raum-
temperatur erwarmt. Es wurde mit 30 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und die Losungs-

mittel wurden i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Riickstands erfolgte durch Flashchromatographie an Kie-
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selgel (‘Hex/EtOAc, 4:1 — EtOAc). Zur vollstindigen Abtrennung des Glycals 49 wurde eine zweite saulen-

chromatographische Reinigung an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:4) durchgefihrt.
Ausbeute: 475 mg (0.32 mmol, 60%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.26 (‘Hex/EtOAc, 1:4).

RP-HPLC: R; =15.6 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30), 5 min (70:30) — (100:0) in
30 min.

[a]Z® = + 18.3 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:®%®! [¢]2? = + 17.9 (c = 1.00, CHClI,).

C77Hg1F2N30,5 (M = 1496.55 g/mol) [1495.59].

ESI-MS (positiv) m/z: 1497.60 ([M+H]", ber.: 1497.61), 1518.67 ([M+Na]", ber.: 1518.58).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1513.6388 ([M+NH,]", ber.: 1513.6253).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.74 (d, 2H, Juaps = Jus e = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.65 (d, 2H, 112 = Jus iy = 7.6 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.41 - 7.28 (m, 19H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha-Bn),
5.79 (d, 1H, Iy = 8.9 Hz, NH-GalN), 5.51 (d, 1H, Jysrre = 9.3 Hz, NH-Fmoc), 5.40 - 5.29 (m, 3H, H4-Gal’
{5.39}, H8-Sia {5.33}, H7-Sia {5.31}), 5.27 -5.17 (m, 3H, H2-Gal’ {5.22}, CH,-Bn {5.19, d, Jepch =
11.5 Hz}), 5.14 (d, 1H, Jupus = 9.4 Hz, NH-Sia), 4.92 (d, 1H, Jepcn = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.84 - 4.76 (m, 3H,
H4-Sia {4.81}, H1-GalN {4.78}, CH,-Bn {4.80, d, Jcycn = 11.8 Hz}), 4.70 - 4.63 (m, 1H, H1-Gal’ {4.65}),
4.67 (d, 1H, Jenen = 12.2 Hz, CH,-Bn), 4.57 (d, 2H, Jeucn = 11.4 Hz, CH,-Bn), 4.54 - 4.44 (m, 3H, CH,-
Fmoc {4.52}, H2-GalN {4.50}), 4.44 - 4.41 (m, 1H, H6a-Gal’), 4.40 - 4.25 (m, 3H, H6b-Gal’ {4.34}, HOb-
Sia {4.31, dd, Jnoarss = 12.5 Hz, Jugaps = 2.3 Hz}, HO-Fmoc {4.26}), 4.21 - 4.03 (m, 5H, T* {4.21}, T®
{4.18}, H9a-Sia {4.12}, H5-Sia {4.07}, H6-Sia {4.03}), 3.99 - 3.87 (m, 3H, H5-Gal’ {3.96}, H4-GalIN
{3.94}, H6a-GalN {3.91}), 3.82 (bs, 1H, H5-GalN), 3.73 - 3.61 (m, 2H, H3-GalN {3.71}, H3-Gal’ {3.64}),
3.54 (dd, 1H, Jnenea = 9.8 HZ, Jygnps = 5.2 Hz, H6b-GalN), 2.61 (dd, 1H, Jussqraac = 12.8 HZ, Jpaaqra =
4.6 Hz, H3,,-Sia), 2.11, 2.10, 2.02, 2.01 (4 x 5, 12H, CH3-OAc), 1.96 - 1.86 (m, 1H, H3,-Sia), 1.92, 1.86
(2 x s, 6H, CH3-NHAC), 1.4 (s, 9H, CHy-tBuU), 1.25 (d, 3H, Jp, 15 = 6.3 Hz, T?).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 171.2, 170.9, 170.8, 170.6, 170.3, 170.2, 170.0 (7 x
C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.4 (C1-Sia), 156.8 (C=0-Urethan), 144.0, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4,
141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.9, 137.8, 137.7 (3 x C4-Bn), 128.8, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.3, 128.1,
128.0, 127.8, 127.7 (15 x Ca-Bn, C2-, C7-Fmoc), 127.2, 127.2 (C3-, C6-Fmoc), 125.1, 124.9 (C1-, C8-
Fmoc), 120.1, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 102.5 (d, Jcir = 26.2 Hz, C1-Gal’), 100.3 (C1-GalN), 98.9 (C2-Sia),
91.3 (d, Jcore = 185.2 Hz, C2-Gal’), 83.1 (Cq-tBu), 81.8 (d, Jegrs = 165.6 Hz, C6-Gal’), 79.8 (d, Jesr =
16.1 Hz, C3-Gal’), 79.7 (C3-GalN), 77.0 (T?), 74.9, 74.8 (CH,-Bn), 73.6 (C4-Gal’), 73.1 (C6-Sia), 73.2 (d,
Jesre = 19.6 Hz, C5-Gal’), 69.4 (C8-Sia), 69.1, 69.0 (C5-GalN, C4-Sia), 68.2 (C4-GalN), 67.9 (CH,-Bn),
67.5 (C7-Sia), 67.2 (CH,-Fmoc), 63.9 (C6-GalN), 62.2 (C9-Sia), 59.2 (T%), 49.3 (C5-Sia), 47.6 (C2-GalN),
46.6 (C9-Fmoc), 37.5 (C3-Sia), 28.2 (CH;-tBu), 23.2, 23.1 (CH5;-NHAC), 21.1, 20.9, 20.9, 20.8 (CH3-OAC),
18.9 (T").
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E-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -204.6 (dd, 1F, Jpa 12 = 52.1 Hz, Jpa s = 12.4 Hz, F2-Gal’), -229.7 (dlt,
lF, JF6,H6a: 46.5 HZ, JFB,HGb =46.5 HZ, ‘]F6,H5 =116 HZ, F6-Gal’).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2,6-didesoxy-
2,6-difluor-g-p-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-

glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-e-D-galactopyranosyl-L-threonin (132)2%

(Fmoc-Thr-(g-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-
GalNAc)-OH)

BnO H
Es wurden 250 mg (0.17 mmol) Fmoc-Thr-(BBn,2,6F,Gal-(1—3)- é&/ 1 o]
[a-Ac,SiaCO,BnN-(2,6)]-0-GalNAC)-OtBu 131 in 11 mL einer oo F ° AcHN
Mischung aus Trifluoressigsdure und Wasser (10:1) geldst und 3 h N
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde darauf- FmocHNj\’(OH

hin mit 50 mL Toluol verdiinnt und das Lésungsmittel wurde i. Vak.
entfernt. Der Rickstand wurde fiinfmal mit je 30 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan ko-
destilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc — EtOAc/MeOH/AcOH, 2:1:0.01) gereinigt.

Ausbeute: 171 mg (0.12 mmol, 71%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.51 (EtOAc/MeOH/AcOH, 2:1:0.01).

RP-HPLC: R; =3.48 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0O + 0.1 % TFA (67:33) — (50:50) in
10 min, — (100:0) in 30 min.

[a]3! = + 26.8 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:**¥ [¢]Z3 = + 27.1 (c = 1.00, CHCI5).
Cr3Hg3F2N30,5 (M = 1440.44 g/mol) [1439.53].
ESI-MS (positiv) m/z: 1440.53 ([M+H]", ber.: 1440.53), 1462.53 ([M+Na]", ber.: 1462.52).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1440.5367 ([M+H]", ber.: 1440.5362), 1457.5638 ([M+NH,]", ber.: 1457.5622),
1462.5188 ([M+Na]", ber.: 1462.5181).

HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1438.5146 ([M-H], ber.: 1438.5205).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.75 (d, 2H, Juaps = Jus s = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.66 - 7.60 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.41 - 7.27 (m, 19H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha-Bn), 5.69 (d, 1H,
Inmr = 8.9 Hz, NH-GalN), 5.48 (m,, 1H, NH-Fmoc), 5.42 - 5.31 (m, 3H, H4-Gal’ {5.40}, H8-Sia {5.35},
H7-Sia {5.32}), 5.25 - 5.14 (m, 3H, H2-Gal’ {5.21}, CH,-Bn {5.17, d, Jep cn = 11.4 Hz}), 5.12 (d, 1H, Inpips
= 9.2 Hz, NH-Sia), 4.94 (d, 1H, Jgcn = 11.5 Hz, CH,-Bn), 4.83 - 4.74 (m, 3H, H4-Sia {4.81}, H1-GaIN
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{4.79}, CH,Bn {4.77, d, Jocn = 11.6 Hz}), 4.72 - 4.65 (m, 1H, H1-Gal’ {4.68}), 4.64 (d, 1H, Jepcn =
12.0 Hz, CH,-Bn), 4.56 (d, 2H, Jcpicn = 11.3 Hz, CH,-Bn), 4.52 - 4.43 (m, 3H, CH,-Fmoc {4.50}, H2-GaIN
{4.49}), 4.42 - 4.38 (m, 1H, H6a-Gal’), 4.39 - 4.24 (m, 3H, H6b-Gal’ {4.32}, HOb-Sia {4.28, dd, Jua o =
11.9 HZ, Juga s = 2.1 Hz}, H9-Fmoc {4.27}), 4.21 - 4.05 (m, 5H, T* {4.21}, T® {4.17}, H9a-Sia {4.14}, H5-
Sia {4.08}, H6-Sia {4.05}), 4.01 - 3.89 (m, 3H, H5-Gal’ {3.98}, H4-GalN {3.95}, H6a-GalN {3.89}), 3.85
(bs, 1H, H5-GalN), 3.75 - 3.61 (m, 2H, H3-GaIN {3.71}, H3-Gal’ {3.64}), 3.52 (dd, 1H, Jugsnea = 9.7 Hz,
s = 5.0 Hz, HBb-GaIN), 2.59 (dd, 1H, Jyasqrsax = 12.7 HZ, Jnssqra = 4.4 Hz, H3,4-Sia), 2.10, 2.09, 2.04,
2.01 (4 x 5, 12H, CH3-OAC), 1.97 - 1.89 (m, 1H, H3,-Sia), 1.92, 1.86 (2 x s, 6H, CH;-NHAC), 1.26 (d, 3H,
Jr,1= 6.3 Hz, T).

BC-NMR (100 MHz, CDCl; HSQC, HMBC), & (ppm): 171.4, 171.3, 171.1, 170.8, 170.7, 170.5, 170.1,
(7 x C=0-NHAc, -OAc, -Carbonséure), 167.7 (C1-Sia), 156.4 (C=0O-Urethan), 144.2, 143.9 (Cla-, C8a-
Fmoc), 141.1, 140.9 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.0, 137.8, 137.6 (3 x C-Bn), 128.8, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5,
128.3, 128.2, 128.1, 127.8, 127.7, 127.7, 127.6 (15 x Ca-Bn, C2-, C7-Fmoc), 127.4, 127.3 (C3-, C6-Fmoc),
124.9, 124.9 (C1-, C8-Fmoc), 120.4, 120.3 (C4-, C5-Fmoc), 102.6 (d, Jc1r» = 25.9 Hz, C1-Gal’), 100.1 (C1-
GalN), 98.7 (C2-Sia), 91.4 (d, Joo.r» = 184.9 Hz, C2-Gal’), 81.6 (d, Jesrs = 165.3 Hz, C6-Gal’), 79.6 (d, Jcs 2
= 15.8 Hz, C3-Gal’), 79.6 (C3-GalN), 77.2 (T?), 74.8 (CH,-Bn), 74.7 (CH,-Bn), 73.4 (C4-Gal’), 73.2 (C6-
Sia), 73.1 (d, Jos s = 19.2 Hz, C5-Gal’), 69.4 (C8-Sia), 69.0, 68.9 (C5-GalN, C4-Sia), 68.2 (C4-GalN), 67.7
(CH,-Bn), 67.4 (C7-Sia), 67.2 (CH,-Fmoc), 63.7 (C6-GalN), 62.3 (C9-Sia), 59.1 (T¢), 49.4 (C5-Sia), 47.4
(C2-GalN), 46.7 (C9-Fmoc), 37.4 (C3-Sia), 23.3, 23.0 (CHs-NHAC), 21.2, 20.9, 20.8, 20.6 (CH;-OAc), 18.5
(.

YE-NMR (376 MHz, CDCly), § (ppm): -205.1 (dd, 1F, Jropo = 52.1 Hz, Jeppie = 12.7 Hz, F2-Gal’), -229.8
(Mg, 1F, F6-Gal’).



5.5 Die Synthesen der Saccharid-Threonin-Konjugate 221

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-
difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-

glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (133)

(Fmoc-Thr-(B-Acs6,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a- AcO OAc

GalNAc)-OtBu) AcOm ¢OOBn
AcHN
AcO 0
FF
AcO HO
Es wurden 1.11 g (1.65 mmol, 2.5 Aquiv.) aAc,SiaCO,BnXan 48 Q o)
AcO o
in 18 mL einer Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan AcO AcHN
0L
(2:1) gelost, mit 1.6 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) ver-
setzt und 24 h unter Argonatmosphdre bei Raumtemperatur gerihrt. FmocHN OBy
Es wurden 600 mg (0.66 mmol) Fmoc-Thr-(BAcs6,6F,Gal-(1—3)- o

a-GalNAC)-OtBu 127, geldst in 12 mL absol. Acetonitril und 6 mL Dichlormethan, zugegeben und 1 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschliefend wurde die Reaktionsmischung auf -45 °C gekuhlt, bevor unter Licht-
ausschluss 424 mg (1.65 mmol, 2.5 Aquiv.) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, geldst in 9 mL einer
Mischung aus absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden langsam
1.03 mL (1.65 mmol, 2.5 Aquiv.) einer auf 0 °C vorgekiihlten Methylsulfenyloromid-Lésung (1.6 M in absol.
1,2-Dichlorethan, siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei -45 °C geruhrt, bevor mit
DIPEA neutralisiert wurde. Es wurde weitere 30 Minuten bei -45 °C gerlihrt und auf Raumtemperatur er-
warmt. Es wurde mit 30 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und die Lésungsmittel wurden
i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Riickstands erfolgte flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc,
1:4 — EtOAc).

Ausbeute: 700 mg (0.48 mmol, 72%); farbloser amorpher Feststoff.
R = 0.18 (EtOAC).

RP-HPLC: R; =10.6 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30), 5 min (70:30) — (100:0) in

30 min.

[«]3® =+ 17.7 (c = 1.00, CHCl5).

CeoHgsF2N3O59 (M = 1458.41 g/mol) [1457.52].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1475.5566 ([M+NH,]", ber.: 1475.5575), 1496.4868 ([M+K]", ber.: 1496.4874).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), § (ppm): 7.78 (d, 2H, Jya s = Jusps = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.62-7.58 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.43 - 7.30 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha-Bn), 6.04 (d, 1H,
Inmrz = 9.5 Hz, NH-GalN), 5.74 (td, 1H, Jusra = 55.4 Hz, Jusrp = 55.4 Hz, Jye s = 5.8 Hz, H6-Gal’), 5.55 -
5.51 (m, 1H, H4-Gal’), 5.49 (d, 1H, Jxp 1o = 9.5 Hz, NH-Fmoc), 5.38 - 5.30 (m, 2H, H8-Sia {5.33}, H7-Sia
{5.30}), 5.26 - 5.17 (M, 4H, H2-Gal’ {5.22}, CH,-Bn {5.20, d, Jonc = 12.2 Hz}, NH-Sia {5.17, d, Jnpipis =
9.4 Hz}), 5.00 - 4.94 (m, 1H, H3-Gal’), 4.88 - 4.83 (m, 1H, H4-Sia), 4.77 - 4.65 (m, 2H, H1-GalN {4.72},
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H1-Gal® {4.65, d, Jy1 1 = 7.7 Hz}), 4.55 - 4.49 (m, 3H, CH,-Fmoc {4.52}, H2-GalN {4.50}), 4.46 - 4.26 (m,
2H, H9b-Sia {4.30, dd, Jugarier = 12.5 Hz, Juearis = 2.6 Hz}, HO-Fmoc {4.26}), 4.19 - 4.05 (m, 5H, T {4.14},
TP {4.09}, H9a-Sia {4.07}, H5-Sia {4.04}, H6-Sia {4.03}), 4.02 - 3.89 (m, 3H, H5-Gal’ {3.94}, H4-GaIN
{3.93}, H6a-GaIN {3.90}), 3.81 (bs, 1H, H5-GalIN), 3.69 - 3.64 (m, 1H, H3-GaIN), 3.54 (dd, 1H, Jyepea =
10.1 Hz, Jygops = 5.2 Hz, H6b-GalN), 2.55 (dd, 1H, Jyaiquae = 13.5 HZ, Jssqus = 5.0 Hz, H3,-Sia), 2.15,
2.12, 2.11, 2.10, 2.08, 2.06, 2.01, 2.00, 1.98 (9 x s, 27H, CH3-OAC, -NHAC), 1.94 - 1.86 (m, 1H, H3,-Sia),
1.44 (s, 9H, CHa-tBu), 1.24 (m,, 3H, T").

BC-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.0, 170.7, 170.5, 170.2, 170.0, 169.9, 169.6 (10 x
C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.3 (C1-Sia), 156.4 (C=0-Urethan), 143.8, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.3,
141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.8 (C4-Bn), 129.0, 128.7, 128.6, 128.4, 128.2, 128.1, 127.8 (5 x Ca-Bn, C2-,
C7-Fmoc), 127.1, 127.0 (C3-, C6-Fmoc), 125.3, 124.9 (C1-, C8-Fmoc), 120.1, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 112.8
(t, Jeora= 243.6 Hz, Jogrp = 243.6 Hz, C6-Gal’), 102.0 (C1-Gal’), 100.3 (C1-GalN), 98.7 (C2-Sia), 83.0 (C,-
tBu), 78.2 (C3-GalIN), 76.8 (T*), 72.9 (C6-Sia), 72.7 (t, Josra = Jcsr = 27.9 Hz, C5-Gal’), 71.1 (C3-Gal’),
69.4 (C8-Sia), 69.2 (C5-GalN), 69.1 (C4-Sia), 68.2 (C2-Gal’), 68.4 (C4-GalN), 67.9 (CH,-Bn), 67.5 (C7-
Sia), 66.9 (CH,-Fmoc), 66.1 (C4-Gal’), 63.9 (C6-GalN), 62.4 (C9-Sia), 59.2 (T%), 49.3 (C5-Sia), 47.6 (C2-
GalN), 47.2 (C9-Fmoc), 37.3 (C3-Sia), 28.0 (CH,-tBu), 23.3, 23.1 (CHs-NHAC), 21.4, 21.0, 20.8, 20.7, 20.5,
20.5 (CH;-OAc), 18.6 (T7).

YE.NMR (376 MHz, CDCl3), & (ppm): -128.8 (m,, 2F, F6a/b-Gal’).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-didesoxy-
6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl-L-threonin (134)

(Fmoc-Thr-(B-Acs6,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-
GalNAc)-OH)

F
Es wurden 700 mg (0.48 mmol) Fmoc-Thr-(BAcs6,6F,Gal-(1—3)-[a- é&/ o)
AcO o

Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu 133 in 11 mL einer Mischung AcO AcHN

aus Trifluoressigsaure und Wasser (10:1) gelést und 3 h bei Raum- O
temperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde daraufhin mit FmocHNj\“/OH
50 mL Toluol verdiinnt und das Lésungsmittel wurde i. Vak. ent- 0

fernt. Der Riickstand wurde finfmal mit je 30 mL Toluol sowie zweimal mit je 20 mL Dichlormethan ko-

destilliert und ohne weitere Reinigungsschritte in der Festphasensynthese eingesetzt.
Ausbeute: 670 mg (0.48 mmol, quant.); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.41 (EtOAc/MeOH/AcOH, 2:1:0.01).

RP-HPLC: R; =3.93 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0O + 0.1 % TFA (67:33) — (50:50) in
10 min, — (100:0) in 30 min.

[0]33 =+ 27.2 (c = 1.00, CHClIy).

CesH77F2N3O5e (M = 1402.31 g/mol) [1401.46].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1424.4509 ([M+Na]", ber.: 1424.4508).
HR-ESI-MS (negativ) m/z: 1400.4471 ([M-H], ber.: 1400.4538).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.75 (d, 2H, Jua s = Jus s = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.62 (d, 2H, Juone = Jnerr = 7.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.40 - 7.14 (m, 9H, H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc, Ha--Bn),
6.15 (d, 1H, Jnupz = 9.7 Hz, NH-GalN), 5.71 (td, 1H, Jusra = 55.3 Hz, Juerp = 55.3 Hz, Jyeps = 5.7 Hz, H6-
Gal’), 5.52 -5.41 (m, 1H, H4-Gal’), 5.41 (d, 1H, Juute = 9.6 Hz, NH-Fmoc), 5.40 - 5.07 (m, 6H, H8-Sia
{5.34}, H7-Sia {5.30}, H2-Gal’ {5.22}, NH-Sia {5.19}, CH,-Bn {5.15, d, Jey,c = 12.2 Hz}), 5.02 - 4.80 (m,
3H, H3-Gal’ {5.01}, H1-GaIN {4.84}, H4-Sia {4.81}), 4.77 - 4.67 (m, 1H, H1-Gal’ {4.67, d, Jyrsp» =
7.5 Hz}), 4.57 - 4.20 (m, 7H, CH,-Fmoc {4.46}, H2-GalN {4.38}, T* {4.30}, H9b-Sia {4.29, dd, Jiga s =
12.5 Hz, Jnoaps = 2.4 Hz}, TP {4.263}, HO-Fmoc {4.22}), 4.19 - 3.99 (m, 4H, H6-Sia {4.13}, H5-Sia {4.06},
H5-Gal’ {4.05}, H9a-Sia {4.03}), 3.96 - 3.77 (m, 3H, H4-GalN {3.94}, H6a-GalN {3.86}, H5-GalIN {3.83}),
3.76 - 3.69 (m, 1H, H3-GaIN), 3.48 (dd, 1H, Jugsmes = 9.9 HZ, Jugors = 5.4 Hz, H6b-GalN), 2.54 (dd, 1H,
Jnaaqraax = 13.5 HZ, Jyasqra = 5.0 Hz, H3,-Sia), 2.12, 2.10, 2.09, 2.05, 2.01, 2.00, 1.99, 1.97, 1.95 (9 x s,
27H, CHz-OAc, -NHAC), 1.91 - 1.86 (M, 1H, H3,-Sia), 1.25 (m, 3H, T").
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BBC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.4, 171.2, 171.2, 170.8, 170.7, 170.6, 170.2,
170.1, 169.8, 169.7 (10 x C=0O-NHAc, -OAc, -Carbonsaure), 167.4 (C1-Sia), 156.6 (C=0-Urethan), 143.9,
143.6 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.0 (C,-Bn), 129.1, 128.9, 128.7, 128.6, 128.4,
128.3,127.9 (5 x Ca-Bn, C2-, C7-Fmoc), 127.2, 127.1 (C3-, C6-Fmoc), 125.4, 125.2 (C1-, C8-Fmoc), 120.1,
120.0 (C4-, C5-Fmoc), 112.9 (t, Jesra= Jesrn = 243.1 Hz, C6-Gal’), 101.8 (C1-Gal’), 99.8 (C1-GalN), 97.7
(C2-Sia), 77.8 (C3-GalIN), 76.8 (T"), 72.6 (C6-Sia), 72.7 (t, Josra = Jos o = 26.2 Hz, C5-Gal’), 71.1 (C3-Gal’),
69.4 (C8-Sia), 69.1 (C4-Sia), 69.0 (C5-GalN), 68.3 (C2-Gal’), 68.5 (C4-GaIN), 68.0 (CH,-Bn), 67.5 (C7-
Sia), 67.1 (CH,-Fmoc), 66.0 (C4-Gal’), 64.0 (C6-GaIN), 62.5 (C9-Sia), 58.9 (T*), 49.3 (C5-Sia), 48.2 (C2-
GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 37.3 (C3-Sia), 23.1, 22.9 (CHs-NHAC), 21.6, 21.2, 20.9, 20.8, 20.6, 20.5 (CHa-
OAc), 18.3 (TY).

¥F.NMR (376 MHz, CDCls), 8 (ppm): -129.0 (m,, 2F, F6a/b-Gal’).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-0-{6-O-benzyI-p-
D-galactopyranosyl}-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-b-galac-

to-2-nonulopyranosyl)onat])-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (135)!44

(Fmoc-Thr-(g-BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-

(2,3)]-0-4,6-BznGalNAC)-OtBu) a0 o

Es wurden 3.31 g (4.93 mmol, 2.5 Aquiv.) aAc,- o

SiaCO,BnXan 48 in 60 mL einer Mischung aus ji“/OtBu
absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) ge- Fmoci d

I6st, mit 6.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raum-
temperatur gerihrt. AnschlieBend wurden 1.85g (1.97 mmol) Fmoc-Thr-(3-BnGal-(1—3)-a-4,6-BznGal-
NAC)-OtBu 117, geldst in 40 mL absol. Acetonitril und 20 mL Dichlormethan, zugegeben und 1 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wurde die Reaktionsmischung auf -45 °C gekuhlt, bevor unter Lichtausschluss
1.27 g (4.93 mmol, 2.5 Aquiv.) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelést in 15 mL einer Mischung
aus absol. Acetonitril/Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden 3.08 mL (4.93 mmol,
2.5 Aquiv.) einer auf 0 °C vorgekihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in absol. 1,2-Dichlorethan,
siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 72 h bei -45 °C bis -35 °C geriihrt, bevor mit DIPEA
neutralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei -35 °C geriihrt und es wurde auf Raumtemperatur
erwarmt. Es wurde mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und die Lésungsmittel wurden
i. Vak. entfernt. Die Reinigung erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (EtOAc — CH,Cl,/MeOH,
10:1). Zur vollstdndigen Abtrennung des Glycals 49 wurde eine weitere sdulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (EtOAc — EtOACc/EtOH, 30:1) durchgefihrt. Neben dem gewiinschten Produkt 135
konnten nicht umgesetztes Edukt 117 bzw. Mischfraktionen zurlickgewonnen werden, welche erneut um-

gesetzt wurden.
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Ausbeute: 1.52 g (1.02 mmol, 52%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.37 (EtOAC/EtOH, 20:1), 0.28 (EtOAC/EtOH, 30:1), 0.56 (CH,CIl,/MeOH, 10:1).

RP-HPLC: R, = 14.2 min, Luna C18, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30), 5 min, (70:30) — (100:0) in

30 min.

[a]22 = +30.5 (¢ = 1.00, CHCly), Lit.:?! [«]37 = + 32.0 (c = 1.00, CHCl,).

C77Ho1N3O57 (M = 1490.57 g/mol) [1489.58].

ESI-MS (positiv) m/z: 1507.62 ([M+NH,4]", ber.: 1507.62).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1490.5890 ([M+H]", ber.: 1490.5918), 1507.6144 ([M+NH,]", ber.: 1507.6178).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.76 (d, 2H, Jnsns = Juspe = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.62 (d, 1H, Jyy 2 = 7.5 Hz, H1-Fmoc), 7.58 (d, 1H, Jyg vz = 7.5 Hz, H8-Fmoc), 7.53 - 7.49 (m, 2H, H3-, H6-
Fmoc), 7.43 - 7.27 (m, 17H, Ha-Bn, -Bzn, H2-, H7-Fmoc), 6.53 (d, 1H, Iy e = 9.5 Hz, NH-GalN), 6.11 (d,
1H, Inp1e = 9.9 Hz, NH-Fmoc), 5.47 (s, 1H, CH-Bzn), 5.41 (ddd, 1H, Jyg poa = 8.6 HZ, Jugron = 6.5 Hz, Jng 7
= 2.3 Hz, H8-Sia), 5.25 - 5.16 (m, 4H, H7-Sia {5.19}, NH-Sia {5.17}, CH,-Bn {5.13}), 5.01 (d, 1H, Jy1 1> =
3.9 Hz, H1-GalIN), 4.87 (td, 1H, Juanzax = Jnaps = 11.6 HZ, Jyanssg = 4.7 Hz, H4-Sia), 4.71 (td, 1H, Jpops =
Jhznn = 10.3 Hz, Jyy e = 3.8 Hz, H2-GalN), 4.51 (d, 1H, Jcycn = 11.8 Hz, CH,-Bn), 4.47 - 4.41 (m, 2H,
CHy-Bn {4.45}, H9a-Sia {4.42}), 4.40 - 4.33 (m, 1H, CH,-Fmoc), 4.31 - 4.26 (m, 1H, CH,-Fmoc), 4.30 -
4.04 (m, 7TH, H4-GaIN {4.27}, T* {4.22}, T? {4.21}, H9-Fmoc {4.15}, H1-Gal’ {4.10}, H6a-GaIN {4.08},
H5-Sia {4.05}), 4.01-3.81 (m, 4H, H9b-Sia {3.90}, H3-Gal’ {3.88}, H6-Sia {3.87}, H6b-GalN {3.83}),
3.72-3.59 (m, 2H, H3-GaIN {3.67}, H2-Gal’ {3.57}), 3.56 - 3.38 (m, 4H, H6a-Gal’ {3.56}, H5-GalN
{3.53}, H6b-Gal’ {3.46}, H5-Gal’ {3.38}), 3.31 (m¢, 1H, H4-Gal’), 2.80 (bs, 1H, 2-OH-Gal’), 2.72 (dd, 1H,
Jnzagrzax = 12.9 HZ, Juasqna = 4.7 Hz, H34-Sia), 2.27 (d, 1H, Jonns = 4.1 Hz, 4-OH-Gal’), 2.04, 2.01, 1.94,
1.87 (4 x s, 12H, CH;-OAc), 2.03, 1.82 (2 x s, 6H, CH3-NHAC), 2.02 - 1.98 (m, 1H, H3,-Sia), 1.44 (s, 9H,
CH,;-tBu), 1.26 (d, 3H, Jr, 1= 6.9 Hz, T").

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.9, 171.4, 171.0, 170.9, 170.6, 170.4, 169.9
(7 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.9 (C1-Sia), 157.0 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc),
141.4, 143.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.3, 137.7 (C¢-Bn, -Bzn), 134.4 (C-Bn), 129.1, 129.0, 129.0, 128.9,
128.7, 128.6, 128.4, 128.2, 127.9, 127.9, 127.7, 127.2, 127.1, 126.6 (15 x Ca-Bn, -Bzn, C2-, C3-, C6-, C7-
Fmoc), 125.3, 125.1 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.1 (C4-, C5-Fmoc), 106.7 (C1-Gal’), 101.0 (CH-Bzn), 100.5
(C1-GalN), 97.7 (C2-Sia), 83.3 (C,-tBu), 78.3 (C3-GalIN), 75.9 (T, C4-GalN, C3-Gal’), 73.6 (CH,-Bn), 73.5
(C6-Sia), 73.5 (C5-Gal’), 69.8 (C8-Sia), 69.7 (C6-Gal’), 69.1 (C6-GalN), 68.7 C4-Sia), 68.5 (CH,-Bn), 68.4
(C2-Gal’), 68.2 (C4-Gal’, C7-Sia), 67.3 (CH,-Fmoc), 63.8 (C5-GalN), 63.6 (C9-Sia), 59.3 (T%), 49.3 (C5-
Sia), 47.8 (C2-GalN), 47.2 (C9-Fmoc), 37.5 (C3-Sia), 28.1 (CHs-tBu), 23.3, 23.1 (CH3-NHAC), 21.0, 21.0,
20.8, 20.7 (CH3-OAc), 19.5 (T7).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,** 2
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-0-{2,4-di-O-
acetyl-6-O-benzyl-p-D-galactopyranosyl}-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-
a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat])-e-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester
(136)[144]

(Fmoc-Thr-(g-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,Sia- AcQ OAC
CO,Bn-(2,3)]-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu) o0
S;o
O
AcHN
0. )
Es wurden 1.37 g (0.92 mmol) Fmoc-Thr-(B-Bn- FmocHNjw‘/OfBU
Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-a-4,6-Bzn- @

GalNAC)-OtBu 135 in 60 mL einer Mischung aus Pyridin und Essigsaureanhydrid (2:1) gelést und 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losungsmittel wurden im Hochvakuum entfernt und der Rickstand wurde
dreimal mit je 50 mL Toluol und mit 30 mL Dichlormethan kodestilliert. Die Reinigung des Rohprodukts er-
folgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 50:3).

Ausbeute: 1.39 g (0.88 mmol, 96%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.44 (CH,CI,/MeQOH, 50:3).

RP-HPLC: R; =18.8 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O0 (70:30), 5 min, (70:30) — (100:0) in

30 min.

[a]2® =+ 37.2 (c = 1.00, CHCl5).

Cg1HesN3Oy9 (M = 1574.63 g/mol) [1573.61].

ESI-MS (positiv) m/z: 1591.64 ([M+NH,]", ber.: 1591.64).

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1574.6101 ([M+H]", ber.: 1574.6129), 1591.6371 ([M+NH,]", ber.: 1591.6389).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Ja s = Jus s = 7.6 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.65 - 7.51 (M, 4H, H1-, H3-, H6-, H8-Fmoc), 7.43 - 7.23 (m, 17H, Ha-Bn, -Bzn, H2-, H7-Fmoc), 6.46 (d,
1H, Junpe = 9.2 Hz, NH-GalN), 5.98 (d, 1H, Jun1e = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 5.51 (s, 1H, CH-Bzn), 5.49 - 5.41
(m, 2H, H8-Sia {5.48}, CH,-Bn {5.42}), 5.26 - 5.17 (m, 1H, H7-Sia), 5.12 - 5.05 (m, 3H, H2-Gal’ {5.09},
H4-GalIN {5.08}, CH,-Bn {5.07}), 5.00 (d, 1H, Ju 2= 3.2 Hz, H1-GaIN), 4.99 - 4.96 (m, 1H, NH-Sia), 4.84
(td, TH, Jusaa = Inapss = 11.4 HZ, Jpapssq = 4.5 Hz, HA-Sia), 4.69 (ddd, 1H, Jyppe = 10.4 Hz, Jp = 9.3 Hz,
Jhire = 3.4 Hz, H2-GalN), 4.57 (d, 1H, Juine = 8.2 Hz, H1-Gal’), 4.52 - 4.37 (m, 5H, CH,-Bn {4.48}, H3-
Gal’ {4.44}, CH,-Fmoc {4.42}, H9a-Sia {4.39}), 4.36 - 4.29 (m, 2H, CH,-Fmoc {4.35}, T* {4.30}), 4.28 -
4.11 (m, 4H, T* {4.24}, HO-Fmoc {4.22}, H6a-GalIN {4.15}, H4-Gal’ {4.13}), 4.07 - 4.00 (m, 1H, H5-Sia),
3.96 (dd, 1H, Jugp poa = 12.2 Hz, Juop s = 4.2 Hz, HOb-Sia), 3.92 - 3.86 (m, 1H, H6b-GalN), 3.83 - 3.75 (m,
2H, H5-Gal’ {3.78}, H3-GaIN {3.78}), 3.61 (M., 1H, H5-GalN), 3.57 - 3.43 (m, 3H, H6a-Gal’ {3.53}, H6-
Sia {3.52}, H6b-Gal’ {3.47}), 2.62 (dd, 1H, Jnssqrsax = 12.7 HZ, Jpsaquia = 4.7 Hz, H3,-Sia), 2.35, 2.25, 2.17,
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2.12,2.02,1.92 (6 x 5, 18H, CH3-OAC), 2.12, 1.80 (2 x 5, 6H, CH3-NHAC), 1.66 (t, 1H, Jnax taiq = Iz s =
12.4 Hz, H3,,-Sia), 1.45 (s, 9H, CH4-tBU), 1.29 (d, 3H, Jy,15= 6.3 Hz, T").

BBC-NMR (100 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 171.9, 171.3, 171.1, 170.8, 170.7, 170.5, 170.3,
169.8, 168.4 (9 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.4 (C1-Sia), 156.9 (C=O-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-,
C8a-Fmoc), 141.4, 143.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 138.0, 137.8 (C,-Bn, -Bzn), 134.8 (C,-Bn), 129.2, 129.1, 128.9,
128.8, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.0, 127.7, 127.2, 126.5 (15 x Ca-Bn, -Bzn, C2-,
C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.4, 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 102.9 (C1-Gal’), 100.7
(CH-Bzn), 100.1 (C1-GalN), 97.8 (C2-Sia), 83.2 (C,-tBu), 75.9 (C3-GalN), 75.6 (T"), 73.5 (CH,-Bn), 72.8
(C4-Gal’), 72.8 (C6-Sia), 72.4 (C5-Gal’), 71.9 (C3-Gal’), 71.2 (C4-GalN), 69.1 (C4-Sia), 69.1 (C6-GalN),
69.1 (C2-Gal’), 69.0 (C8-Sia), 68.7 (C6-Gal’), 68.5 (CH,-Bn), 67.9 (C7-Sia), 67.3 (CH,-Fmoc), 63.6 (C5-
GalN), 63.4 (C9-Sia), 59.2 (T°), 48.9 (C5-Sia), 47.8 (C2-GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 37.4 (C3-Sia), 28.0 (CHa-
tBu), 23.3, 23.0 (CH3-NHAC), 21.4, 21.3, 21.0, 20.8, 20.7, 20.7 (CH3-OAC), 19.6 (T").

Versuch zur Herstellung von

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4-O-benzyl-2-desoxy-3-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-
benzyl-B-D-galactopyranosyl}-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-

glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat])-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (137)

(Fmoc-Thr-(p-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,- AcO OAc
SiaC0,Bn-(2,3)]-0-BnGalNAc)-OtBu) Ao [0 0B oo on
AcHN O&/o%
AcO ACO AcHN
(@) W
Entsprechend  Referenz®  wurden 100 mg FmocHNj\“/OtBu
(0.06 mmol) Fmoc-Thr-(B-BnGal-(1—3)-[a-Ac,- 0

SiaCO,Bn-(2,3)]-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu 136 in 50 mL absol. Dichlormethan geldst, mit 100 mg aktivier-
tem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 1 h unter Argonatmosphére bei Raumtemperatur geriihrt, bevor
der Reaktionsansatz auf -78 °C gekiihlt wurde. AnschlieRend wurden 30 pL (0.19 mmol, 3.0 Aquiv.) Tri-
ethylsilan sowie 26 uL (0.20 mmol, 3.4 Aquiv.) Dichlorphenylboran (PhBCl,) zugegeben und 1 h -78 °C ge-
rihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2.0 mL Methanol abgebrochen. Es wurde zweimal mit je 20 mL
einer verd. Salzsdure (1 M), mit 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung sowie 30 mL einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 30 mL Dichlormethan extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel

wurde i. Vak. entfernt.

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden, jedoch wurde Verbindung 136 zuriickgewonnen.
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-
galactopyranosyl}-3-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosyl)onat])-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (138)

(Fmoc-Thr-(g-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,-
SiaCO,Bn-(2,3)]-a-GalNAc)-OtBu)

Eine L6sung von 680 mg (0.43 mmol) des Trisac- FmocHNj\“/OfBu
charid-Threonin-Konjugats 136 in 20 mL 80%-iger 0

Essigsdaure wurde 2 h bei 80 °C geriihrt, mit 20 mL Toluol verdiinnt und die Lésungsmittel wurden i. Vak.
entfernt. Der Rickstand wurde dreimal mit je 20 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan ko-
destilliert und flashchromatographisch an Kieselgel (EtOAc/EtOH, 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 480 mg (0.32 mmol, 74%); farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.26 (EtOAC/EtOH, 10:1).

RP-HPLC: R; =7.64 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O (70:30), 5 min, (70:30) — (100:0) in

30 min.

[0]2° = + 24.6 (c = 1.00, CHCI,).

C14He1N30,0 (M = 1486.53 g/mol) [1485.57].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1486.5776 ([M+H]", ber.: 1486.5816), 1503.6048 ([M+NH,]", ber.: 1503.6076).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, COSY, HSQC), & (ppm): 7.76 (d, 2H, Jnans = Juspe = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc),
7.65-7.53 (m, 4H, H1-, H3-, H6-, H8-Fmoc), 7.41 - 7.23 (m, 12H, Ha-Bn, H2-, H7-Fmoc), 6.47 (d, 1H,
Inkme = 9.3 Hz, NH-GalN), 5.98 (d, 1H, Jyn 1o = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 5.51 - 5.41 (m, 2H, H8-Sia {5.47}, CH,-
Bn {5.43}), 5.26 - 5.17 (m, 1H, H7-Sia), 5.12 - 5.03 (m, 3H, H2-Gal’ {5.09}, H4-GalN {5.08}, CH,-Bn
{5.073}), 4.99 (d, 1H, Jpyn2 = 3.2 Hz, H1-GalIN), 4.98 - 4.94 (m, 1H, NH-Sia), 4.84 (td, 1H, Jus Hzax = Jnaps =
11.4 Hz, Juapzag = 4.5 Hz, H4-Sia), 4.69 (ddd, 1H, Jupps = 10.3 Hz, Juonn = 9.2 HZ, Juymp = 3.4 Hz, H2-
GalN), 4.55 (d, 1H, Jyy 2 = 8.2 Hz, H1-Gal’), 4.54 - 4.37 (m, 5H, CH,-Bn {4.49}, H3-Gal’ {4.44}, CH,-
Fmoc {4.41}, H9a-Sia {4.38}), 4.36 - 4.29 (m, 2H, CH,-Fmoc {4.34}, T? {4.29}), 4.26 - 4.11 (m, 4H, T*
{4.22}, H9-Fmoc {4.22}, H6a-GalN {4.15}, H4-Gal’ {4.13}), 4.07 - 4.00 (m, 1H, H5-Sia), 3.96 (dd, 1H,
Jhob Hoa = 12.2 Hz, Jpepns = 4.2 Hz, H9b-Sia), 3.92 - 3.86 (m, 1H, H6b-GalN), 3.83 - 3.75 (m, 2H, H5-Gal’
{3.78}, H3-GaIN {3.78}), 3.61 (m, 1H, H5-GaIN), 3.57 - 3.43 (m, 3H, H6a-Gal’ {3.53}, H6-Sia {3.52},
H6b-Gal’ {3.47}), 2.62 (dd, 1H, Jnasgrzax = 12.7 HZ, Jpzaqna = 4.7 Hz, H3,4-Sia), 2.35, 2.25, 2.17, 2.12, 2.02,
1.92 (6 x s, 18H, CH;-OACc), 2.12, 1.80 (2 x s, 6H, CH3-NHAC), 1.66 (t, 1H, Jnzaxrziqg = Jnzaxra = 12.4 Hz,
H3.-Sia), 1.45 (s, 9H, CHs-tBu), 1.29 (d, 3H, Jr, 3= 6.3 Hz, T").

13C-NMR (100 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.9, 171.3, 171.1, 170.8, 170.7, 170.5, 170.3,
169.8, 168.4 (9 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.4 (C1-Sia), 156.9 (C=0-Urethan), 143.9, 143.8 (Cla-,
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C8a-Fmoc), 141.4, 1433 (Cda-, C5a-Fmoc), 138.0, 134.8 (2 x C;-Bn), 129.2, 129.1, 128.9, 128.8, 128.8,
128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.0, 127.7, 127.2, 126.5 (10 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc),
125.4, 125.3 (C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 102.9 (C1-Gal’), 100.1 (C1-GalN), 97.8 (C2-
Sia), 83.2 (C,tBu), 75.9 (C3-GalN), 75.6 (T*), 73.5 (CH,-Bn), 72.8 (C4-Gal’), 72.8 (C6-Sia), 72.4 (C5-
Gal’), 71.9 (C3-Gal’), 71.2 (C4-GalN), 69.1 (C4-Sia), 69.1 (C6-GaIN), 69.1 (C2-Gal’), 69.0 (C8-Sia), 68.7
(C6-Gal’), 68.5 (CH,-Bn), 67.9 (C7-Sia), 67.3 (CH,-Fmoc), 63.6 (C5-GalN), 63.4 (C9-Sia), 59.2 (T%), 48.9
(C5-Sia), 47.8 (C2-GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 37.4 (C3-Sia), 28.0 (CH4-tBu), 23.3, 23.0 (CH3-NHAC), 21.4,
21.3,21.0, 20.8, 20.7, 20.7 (CH3-OAc), 19.6 (T7).

Versuch zur Herstellung von

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-O-{6-desoxy-6,6-
difluor-p-D-galactopyranosyl}-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-

glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat])-a-D-galactopyranosyl-L-threonin-tert-butylester (141)

(Fmoc-Thr-(p-6,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,Sia-

CO,Bn-(2,3)]-a-4,6-BznGalNAc)-OtBu) ACO on
C

Es wurden 1.26 g (1.87 mmol, 2.5 Aquiv.) aAcs- o
SiaCO,BnXan 48 in 60 mL einer Mischung aus ofBu
absol. Acetonitril und Dichlormethan (2:1) gel6st, FmOCHij‘D/

mit 3.0 g aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und 24 h unter Argonatmosphére bei Raumtem-
peratur gerdhrt. Anschlielend wurden 650 mg (0.75 mmol) Fmoc-Thr-(3-6,6F,Gal-(1—3)-0a-4,6-BznGal-
NAC)-OtBu 128, geldst in 10 mL absol. Acetonitril und 5 mL Dichlormethan, zugegeben und 1 h bei Raum-
temperatur gertihrt. Danach wurde die Reaktionsmischung auf -45 °C gekihlt, bevor unter Lichtausschluss
480 mg (1.87 mmol, 2.5 Aquiv.) wasserfreies Silbertrifluormethansulfonat, gelést in 15 mL einer Mischung
aus absol. Acetonitril/Dichlormethan (2:1), zugegeben wurden. Im Anschluss wurden 1.20 mL (1.87 mmol,
2.5 Aquiv.) einer auf 0 °C vorgekihlten Methylsulfenylbromid-Losung (1.6 M in absol. 1,2-Dichlorethan,
siehe S. 164) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 72 h bei -45 °C bis -35 °C geruhrt, bevor mit DIPEA
neutralisiert wurde. Danach wurde weitere 30 Minuten bei -35 °C geriihrt und es wurde auf Raumtemperatur
erwarmt. Es wurde mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und die Losungsmittel wurden
i. Vak. entfernt. Die Reinigung erfolgte durch zweimalige Flashchromatographie an Kieselgel (“Hex/EtOAc,
1:4 — “Hex/EtOAc, 1:2). Nicht umgesetztes Edukt 128 wurden zurlickgewonnen und einer erneuten Um-

setzung unterworfen.

Ausbeute: Das gewiinschte Produkt 141 konnte nicht isoliert werden, jedoch wurde Verbindung 128 zuriick-

gewonnen.
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-6-0-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-f-D-
galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-{N-2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonylamino}-g-D-glucopyranosyl)-3-0O-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyra-
nosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl])-2- AQ  OAc o

AcO OBn OBn
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-tert- A% é@/ /éé/

¢} o
butylester (145) Ao g A way’d

AcO OAc
. CO,Bn

(Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,Sia- ACO ACO HO

CO,Bn])-GlIcNTroc)-3-(B-Ac,6FGal-(1—3)-[o- A= o
Ac,SiaCO,Bn-(2,3)])-aGalNAc]-OtBu) AcO O
OtBu
i A FmocHNj\“/
Eine Ldsung von 91 mg (0.060 mmol) o/B-4-(B- 1

Ac,BnGal[o-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc-OC(NH)CCl; 93 und 100 mg (0.072 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-
Thr-(B-Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGalNAc)-OtBu 144 in 20 mL absol. Dichlormethan
wurde mit 250 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt und unter Argonatmosphédre 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde auf -50 °C gekiihlt und mit (0.030 mmol, 0.5 Aquiv.
bezogen auf 93) einer vorgekiihlten Mischung aus 5 pl. Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 500 pL
absol. Dichlormethan innerhalb von 5 Minuten versetzt. Der Reaktionsansatz wurde unter Erwarmen auf
-40 °C 4 h geriihrt, wobei nach 2 h weitere 250 pL (0.015 mmol, 0.25 Aquiv.) der Mischung aus TMSOTf
und absol. Dichlormethan zur Vervollstdndigung der Umsetzung zugetropft wurden. Die Reaktionsmischung
wurde bei -40 °C durch tropfenweise Zugabe einer Lésung von DIPEA in Dichlormethan unter Kontrolle des
pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit
je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und 50 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die vereinigten wass-
rigen Phasen wurden dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert und die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und die Reinigung des Riickstands
erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (EtOAc/EtOH, 10:1). Dabei konnte neben dem Produkt

145 auch der im Uberschuss eingesetze Akzeptor 144 zurlickgewonnen werden.
Ausbeute: 75 mg (0.027 mmol, 45%); farbloser amorpher Feststoff.
Rt = 0.08 (‘Hex/EtOAc, 1:9), 0.62 (EtOAC/EtOH, 10:1).

RP-HPLC: R; =23.1min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 (50:50) — (90:10) in 20 min —
(100:0), 40 min.

9 Der fluorierte Akzeptor-Baustein 144 wurde von Frederik Broszeit im Rahmen seiner Masterarbeit zur Verfiigung ge-
stellt.
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[«]2° = + 5.2 (¢ = 0.10, CHCIy).
C128H155C1sFNsOss (M = 2752.98 g/mol) [2749.86].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1384.4498 ([M+H+NH,]?*, ber.: 1384.4498).

'H-NMR (800 MHz, CDCls, COSY, TOCSY, NOESY, HSQC), & (ppm): 7.78 - 7.74 (m, 2H, H4-, H5-
Fmoc), 7.62 - 7.58 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.44 - 7.27 (m, 22H, Ha-Bn, H3-, H6-Fmoc), 7.28 - 7.23 (m,
2H, H2-, H7-Fmoc), 6.54 (d, 1H, Jnupe = 9.7 Hz, NH-GIcN), 6.47 (d, 1H, Iy = 9.5 Hz, NH-GaIN), 5.84
(d, 1H, Jnpira = 9.9 Hz, NH-Fmoc), 5.57 (td, 1H, Jug 7 = Jua e = 8.1 Hz, Juges = 2.8 Hz, H8-Sia’), 5.48
(ddd, 1H, g7 = 8.8 Hz, Jug b = 6.3 HZ, Jugiea = 2.8 Hz, H8-Sia), 5.45 (d, 1H, Jep o = 12.0 Hz, CH,-Bn),
5.42 (d, 1H, Jopcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 5.29 (dd, 1H, Ju7 e = 8.4 Hz, Jyr e = 2.7 Hz, H7-Sia), 5.21 (dd, 1H,
Juzpe = 8.5 Hz, Ju7 e = 2.7 Hz, H7-Sia’), 5.14 (dd, 1H, Juaps = 3.2 Hz, Juaps = 1.1 Hz, H4-Gal), 5.10 - 5.00
(m, 7H, H3-GIcN {5.08}, CH,-Bn {5.08, 5.06, d, Jeycn = 12.2 Hz}, H2-Gal’ {5.07}, NH-Sia {5.02}, NH-
Sia’ {5.01}, H4-Gal’ {5.00}), 4.91 (dd, 1H, Juops = 10.1 Hz, Jups = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.86 - 4.81 (m, 3H,
H4-Sia, H4-Sia> {4.84}, H1-GaIN {4.82}), 4.77 - 4.69 (m, 4H, CHy,-Troc {4.74, d, Jency = 12.1 Hz}, H1-
Gal {4.74}, CHy,-Troc {4.71, d, Jeycn = 12.1 Hz}, H1-GIcN {4.69}), 4.67 - 4.62 (m, 2H, H1-Gal’ {4.65, d,
Joncn = 8.6 Hz}, CH,-Bn {4.64, d, Jepcn = 12.2 Hz}), 4.60 - 4.56 (m, 3H, H3-Gal {4.58}, CH,-Bn {4.58},
H2-GalN {4.57}), 4.54 - 4.49 (m, 2H, H3-Gal’ {4.52}, CH,-Bn {4.51}), 4.48 - 4.39 (m, 3H, CH,-Fmoc
{4.47, 4.40}, CH,-Bn {4.42}), 4.39 - 4.28 (m, 4H, H9a-Sia’ {4.37}, H6a-Gal’ {4.37}, H9a-Sia {4.33}, H6b-
Gal’ {4.31}), 4.27 - 4.20 (m, 3H, T® {4.25}, T* {4.23}, H9-Fmoc {4.23}), 4.11 (m,, 1H, H4-GalN), 4.06 -
4.00 (m, 2H, H5-Sia’ {4.03}, H5-Sia {4.01}), 3.94 - 3.89 (m, 2H, H9b-Sia {3.91}, H4-GlcN {3.90}), 3.89 -
3.64 (M, 9H, H5-Gal’ {3.87}, H5-GalN {3.85}, H6a-GIcN {3.81}, H9b-Sia’ {3.81}, H5-Gal {3.79}, H2-
GlcN {3.74}, H3-GalN {3.73}, H6b-GIcN {3.71}, H6a-GalN {3.70}), 3.63 - 3.56 (m, 2H, H6b-GalN {3.59},
H5-GIcN {3.58}), 3.53 - 3.48 (M, 2H, H6-Sia’ {3.51}, H6a-Gal {3.49}), 3.46 (dd, 1H, Jus s = 10.7 Hz, Jye 17
= 2.7 Hz, H6-Sia), 3.39 - 3.35 (m, 1H, H6b-Gal), 2.60 (dd, 2H, Jusaqram = 12.6 HZ, Jugsqria = 4.9 Hz, H3q-
Sia, H3,-Sia’), 2.12, 2.10, 2.10, 2.07, 2.05, 2.03, 2.00, 1.98, 1.97 (13 x 5, 39H, CH3-OAc), 2.05 (s, 3H, CHy-
NHAc-GalN), 1.81 (2 x s, 6H, CHy-NHAC-Sia, -Sia’), 1.66 (M, 2H, H3,-Sia, H34,-Sia’), 1.44 (s, 9H, CHa-
tBu), 1.34 (d, 3H, Jr, 15 = 6.4 Hz, T).

B3C-NMR (200 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 170.9, 170.8, 170.8, 170.6, 170.5, 170.5, 170.4,
170.4, 170.2, 170.2, 169.8, 169.7 (17 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.5, 167.4 (C1-Sia, C1-Sia’), 156.8
(C=0-Urethan), 155.1 (C=0-Troc), 143.9, 143.8 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.4 (C4da-, C5a-Fmoc), 138.5,
137.9, 137.9 (4 x C4-Bn), 135.0, 134.7, 129.1, 129.1, 128.9, 128.8, 128.8, 128.5, 128.5, 128.4, 127.9, 127.9,
127.9, 127.9, 127.6, 127.6, 127.2, 127.1 (20 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.2, 125.1 (C1-, C8-
Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 102.3 (C1-Gal’), 102.0 (C1-GIcN), 100.5 (C1-Gal), 100.2 (C1-GalN),
97.1 (C2-Sia, C2-Sia’), 96.9 (CCly), 83.2 (C4-tBu), 81.4 (d, Jecs = 172.1 Hz, C6-Gal’), 78.8 (C3-GalN), 76.2
(T%), 75.5 (C4-GIcN), 74.9 (C5-GIcN), 74.6 (CH,-Troc), 74.5 (C3-GIcN), 73.5, 73.5 (CH,-Bn), 72.4, 72.4
(Cé6-Sia’, C6-Sia), 71.9 (C3-Gal), 71.9 (d, Jr cs = 21.9 Hz, C5-Gal’), 71.6 (C5-Gal), 71.3 (C3-Gal’), 70.9 (C2-
Gal), 70.5 (C6-GalN), 69.4 (C4-Sia, C4-Sia’), 69.1 (C2-Gal’), 68.7 (C6-GIcN), 68.6, 68.6 (CH,-Bn), 68.8
(C5-GalN), 68.3 (C4-GalN), 68.2 (C8-Sia), 68.0 (C8-Sia’), 67.9 (C4-Gal), 67.7 (C4-Gal’), 67.7 (C6-Gal),
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67.6 (C7-Sia’), 67.4 (C7-Sia), 67.4 (CH,-Fmoc), 63.3 (C9-Sia’), 62.4 (C9-Sia), 59.4 (T°), 56.4 (C2-GIcN),
49.0 (C5-Sia, C5-Sia’), 47.9 (C2-GalN), 47.3 (C9-Fmoc), 37.6 (C3-Sia, C3-Sia’), 28.2 (CHa-tBu), 23.4 (CH;-
NHAc-GalN), 23.2 (CHa-NHAC-Sia, -Sia’), 21.5, 21.5, 21.2, 21.2, 21.1, 20.9, 20.9, 20.9, 20.9, 20.8, 20.8,
20.7 (13 x CH3-OAC), 19.4 (T").

E_NMR (376 MHz, CDCls), 3 (ppm): -230.2 (dlt, Jr pieun = 46.9 Hz, Jg s = 13.6 Hz, F6-Gal’).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-4-O-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-
galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-{N-2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonylamino}-g-D-glucopyranosyl)-3-O-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyra-
nosyl)-3-0O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl])-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-tert-butylester
(146)

CO,Bn
AcO 0OBn
AcOtiim
(Fmoc-Thr-[a-4-(B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3- Aatn

Ac,SiaCO,Bn])-GIcNTroc)-3-(B-Ac,6FGal-

CO,Bn
(1—3)-[a-Ac,SiaCO,BNn-(2,3)])-aGalNAc]- ACOMm A0 F OH
OtBu) AHN - O&/O 2

AcO AcHN

TrocHN

O

Analytische Daten des uber die 4-Position ver- j\“/o,su
FmocHN
kniipften Regioisomers: 0

Ausbeute: 90 mg (0.033 mmol, 55%); gelblicher amorpher Feststoff.
R = 0.17 ("Hex/EtOAc, 1:9), 0.76 (EtOAC/EtOH, 10:1).

RP-HPLC: R; =23.0 min, Luna C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O (50:50) — (90:10) in 20 min —
(100:0), 40 min.

Clng155CI3FN5055 (M =2752.98 g/mol) [274986]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1384.4498 ([M+H+NH,]**, ber.: 1384.4498).

'H-NMR (800 MHz, CDCls, COSY, TOCSY, NOESY, HSQC), & (ppm): 7.78 - 7.74 (m, 2H, H4-, H5-
Fmoc), 7.62 - 7.58 (m, 2H, H1-, H8-Fmoc), 7.44 - 7.27 (m, 22H, Ha-Bn, H3-, H6-Fmoc), 7.28 - 7.23 (m,
2H, H2-, H7-Fmoc), 6.54 (d, 1H, Jxup = 9.7 Hz, NH-GICN), 6.47 (d, 1H, Iy = 9.5 Hz, NH-GalN), 5.84
(d, 1H, Inpira = 9.9 Hz, NH-Fmoc), 5.54 (td, 1H, Jug a7 = Juser = 8.1 Hz, Juges = 2.8 Hz, H8-Sia’), 5.51
(ddd, 1H, g7 = 8.8 HZ, Jugen = 6.3 HZ, Jugiea = 2.8 Hz, H8-Sia), 5.45 (d, 1H, Jep i = 12.0 Hz, CH,-Bn),
5.43 (d, 1H, Jepcn = 12.0 Hz, CH,-Bn), 5.30 (dd, 1H, Ju7e = 8.4 Hz, Jyrpe = 2.7 Hz, H7-Sia), 5.20 (dd, 1H,
Juzpe = 8.5 Hz, Ju7 e = 2.7 Hz, H7-Sia’), 5.16 (dd, 1H, Juaps = 3.2 Hz, Japs = 1.1 Hz, H4-Gal), 5.10 - 5.00
(m, 7H, H3-GIcN {5.08}, CH,-Bn {5.09, 5.07, d, Jepcn = 12.2 Hz}, H2-Gal’ {5.07}, NH-Sia {5.02}, NH-
Sia’ {5.01}, H4-Gal’ {5.00}), 4.92 (dd, 1H, Juops = 10.1 Hz, Jup = 7.9 Hz, H2-Gal), 4.88 - 4.82 (m, 3H,
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H4-Sia, H4-Sia> {4.86}, H1-GaIN {4.79}), 4.77 - 4.69 (m, 4H, CHy,-Troc {4.73, d, Jencn = 12.1 Hz}, H1-
Gal {4.74}, CHy,-Troc {4.69, d, Jeycn = 12.1 Hz}, H1-GIcN {4.69}), 4.67 - 4.62 (m, 2H, H1-Gal’ {4.67, d,
Juipe = 8.6 Hz}, CH,-Bn {4.64, d, Jopcn = 12.2 Hz}), 4.62 - 4.49 (m, 7TH, CH,-Bn {4.62}, H3-Gal {4.61},
H6a-Gal’ {4.58}, H2-GalN {4.57}, H3-Gal’ {4.57}, CH,-Bn {4.53}, H6b-Gal’ {4.52}), 4.48 - 4.41 (m, 4H,
CH,-Fmoc {4.47, 4.43}, H9a-Sia’ {4.45}, CH,-Bn {4.44}), 4.39 - 4.28 (m, 1H, H9a-Sia), 4.27 - 4.21 (m, 3H,
TP {4.25}, T* {4.23}, H9-Fmoc {4.23}), 4.11 (m,, 1H, H4-GalN), 4.06 - 4.00 (m, 2H, H5-Sia’ {4.03}, H5-
Sia {4.01}), 3.99 - 3.89 (m, 3H, H6a-GalN {3.97}, HOb-Sia {3.93}, H4-GIcN {3.90}), 3.89 - 3.64 (m, 8H,
H5-Gal’ {3.87}, H9b-Sia’ {3.85}, H5-GaIN {3.83}, H6a-GIcN {3.81}, H5-Gal {3.80}, H2-GIcN {3.74}, H3-
GalN {3.73}, H6b-GIcN {3.71}), 3.59 - 3.51 (m, 5H, H6b-GalN {3.59}, H5-GIcN {3.58}, H6-Sia> {3.52},
H6b-GalN {3.51}, H6a-Gal {3.51}), 3.50 (dd, 1H, Jue s = 10.7 Hz, Jyep7 = 2.7 Hz, H6-Sia), 3.39 - 3.35 (m,
1H, H6b-Gal), 2.63 - 2.56 (M, 2H, H3,,-Sia, H3,-Sia’), 2.12, 2.10, 2.10, 2.07, 2.05, 2.03, 2.00, 1.98, 1.97
(13 x s, 39H, CH3-OAc), 2.05 (s, 3H, CHy-NHAC-GalN), 1.83, 1.81 (2 x s, 6H, CH3-NHAC-Sia, -Sia’), 1.68-
1.62 (M, 2H, H3,,-Sia, H3,-Sia’), 1.45 (s, 9H, CHa-tBu), 1.29 (d, 3H, Jy, 15 = 6.4 Hz, T).

BC-NMR (200 MHz, CDCl;, HSQC, HMBC), & (ppm): 171.3, 171.2, 170.8, 170.8, 170.8, 170.7, 170.6,
170.5, 170.5, 170.4, 170.1, 169.9, 169.8, 169.7 (17 x C=0-NHAc, -OAc, -Ester), 167.2 (C1-Sia, C1-Sia’),
156.8 (C=0-Urethan), 143.9, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 141.4, 141.4 (C4a-, C5a-Fmoc), 137.9, 137.3, 134.9,
134.8 (4 x C-Bn), 129.1, 129.0, 128.9, 128.8, 128.8, 128.7, 128.5, 128.5, 128.5, 128.4, 128.4, 128.1, 128.0,
128.0, 127.9, 127.9, 127.9, 127.9, 127.8, 127.6, 127.2 (20 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.3, 125.0
(C1-, C8-Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 102.1 (C1-Gal’), 101.9 (C1-GlcN), 100.5 (C1-Gal), 100.2
(C1-GalN), 97.1 (C2-Sia, C2-Sia’), 96.9 (CCly), 83.2 (C,4-tBu), 80.8 (d, Jrcs= 172.1 Hz, C6-Gal’), 78.8 (C3-
GalN), 76.2 (T"), 75.5 (C4-GIcN), 74.9 (C5-GIcN), 74.5 (CH,-Troc), 74.5 (C3-GlcN), 73.5, 73.4 (CH,-Bn),
72.2 (C6-Sia, C6-Sia’), 71.8 (C3-Gal), 71.8 (C3-Gal’), 71.8 (d, Jg cs = 22.0 Hz, C5-Gal’), 71.6 (C5-Gal), 70.7
(C2-Gal), 69.8 (C5-GalN), 69.6 (C2-Gal’), 69.2 (C4-Sia, C4-Sia’), 68.8 (C5-GalN), 68.7 (C6-GIcN), 68.5,
68.5 (CH,-Bn), 68.3 (C4-GalN), 68.1, 68.1 (C8-Sia, C8-Sia’), 67.7 (C4-Gal), 67.7 (C4-Gal’), 67.6 (C6-Gal),
67.5 (C7-Sia, C7-Sia’), 67.3 (CH,-Fmoc), 62.7 (C9-Sia’), 62.3 (C9-Sia), 59.3 (T%), 58.8 (C6-GalN), 56.4
(C2-GlIcN), 48.8 (C5-Sia, C5-Sia’), 48.0 (C2-GalN), 47.1 (C9-Fmoc), 37.4 (C3-Sia, C3-Sia’), 28.1 (CHs-
tBu), 23.3 (CHs-NHAc-GalIN), 23.1, 23.1 (CHs;-NHACc-Sia, -Sia’), 21.5, 21.4, 21.4, 21.0, 20.8, 20.8, 20.7,
20.6 (13 x CH3-OAc), 19.3 (T7).

YF_NMR (376 MHz, CDCls), 8 (ppm): -230.1 (dt, Je pieun = 47.1 Hz, Jg s = 13.4 Hz, F6-Gal’).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-6-O-(2-acetamido-4-O-{2,4-di-O-acetyl-6-O-
benzyl-B-D-galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-p-D-gluco-
pyranosyl)-3-0-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-g-D-galactopyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero- AQ  OAc  og
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galacto- AMOA&/O /éz/
pyranosyl])-4-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto- Aeri AcO a

AcO AcO AcHN
. AcO,
pyranosyl]-L-threonin-tert-butylester (148) C i

AcOrtim..\ AcO  F AcO

(Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-Ac,BnGala-2,3-Ac,Sia- ACHNACo )

AcHN
CO,BN])-GIcNAC)-3-(B-Ac,6FGal-(1—3)-[0-Ac,- AcO o
SiaCO,Bn-(2,3)])-GalNAc]-OtBu) FmocHN)W/OtBu

Spaltung der Troc-Schutzgruppe: In 20 mL Essigsdure wurden 75 mg (0.027 mmol) Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-
Ac,6FGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc)-3-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)])-GalNAc]-OtBu

145 geldst und mit etwa 1.0 g Zink versetzt, welches zuvor durch Aufschldmmen in 30 mL verd. Salzséure

(1 m) aktiviert sowie mit je 50 mL Wasser und Methanol gewaschen und mit 50 mL Diethylether getrocknet
wurde. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 20 h geriihrt, tiber Hyflo® filtriert und griindlich
mit 100 mL Essigsaure nachgewaschen. Das Filtrat wurde im Hochvakuum vom L&sungsmittel befreit und

der Ruckstand dreimal mit je 50 mL Toluol kodestilliert.
R¢ = 0.27 (EtOAC/EtOH, 10:1).

RP-HPLC: R, =2.93min, Luna C18, A =214 nm, Grad.. MeCN:H,0 (50:50) — (90:10) in 20 min —
(100:0), 40 min.

C125H154FN5052 (M =2577.59 g/mol) [257595]

Acetylierung: Zu einer Losung des Rohprodukts 147 in 20 mL Pyridin wurden 10 mL Essigsaureanhydrid
zugegeben und die Mischung 2 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurden Pyridin und Uber-
schissiges Essigsaureanhydrid im Hochvakuum entfernt, der Riickstand viermal mit je 50 mL Toluol ko-
destilliert, anschlieend in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und viermal mit je 50 mL Wasser sowie
zweimal mit je 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen
wurden mit 50 mL Dichlormethan extrahiert und die organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt schlieBlich durch Flashchromato-
graphie an Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1) gereinigt. Das Produkt 148 wurde anschlieflend tber semiprépara-
tive RP-HPLC (R; =21.8 min, Jupiter C18, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,O + 0.1 % TFA (50:50) — (90:10)

20 min, — (100:0) in 40 min gereinigt und nach Lyophilisation als farbloser amorpher Feststoff erhalten.
Ausbeute: 63 mg (0.024 mmol, 89% uber 2 Stufen bezogen auf 145); farbloser amorpher Feststoff.

R¢ = 0.63 (EtOAC/EtOH, 10:1).
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RP-HPLC: R; =15.7 min, Luna C18, X =214 nm, Grad.: MeCN:H,O (50:50) — (90:10) in 20 min —
(100:0), 40 min.

[]2! = +20.0 (¢ = 0.10, CHCly).
C129H158FN5O0s4 (M = 2661.66 g/mOl) [265997]

'H-NMR (800 MHz, CDCl;, COSY, TOCSY, NOESY, HSQC), & (ppm): 7.77 (d, 2H, Juans = Jusis =
7.9 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.60 (d, 2H, Jy1 e = Jugir = 7.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.45 - 7.26 (m, 24H, Ha-Bn,
H2-, H3-, H6-, H7-Fmoc), 6.68 (d, 1H, Jui e = 9.1 Hz, NH-GalN), 5.81 (d, 1H, Iy e = 9.7 Hz, NH-Fmoc),
5.61 (td, 1H, Jugrr = e = 7.5 HZ, Jugpisa = 2.8 Hz, H8-Sia’), 5.53 (td, 1H, Jngr = Jns e = 7.6 HZ, Juig pion
= 2.7 Hz, H8-Sia), 5.45 (d, 2H, Jeucn = 12.2 Hz, CH,-Bn), 5.31 - 5.23 (m, 2H, H4-GaIN {5.25}, H7-Sia
{5.243), 5.24 (dd, 1H, Ju7 s = 8.3 Hz, Ju7 6 = 2.6 Hz, H7-Sia’), 5.14 (d, 1H, Jus s = 3.2 Hz, H4-Gal), 5.09 -
5.04 (M, 4H, NH-Sia, NH-Sia’ {5.09, 5.08, d, Jxups = 9.7 Hz}, CH,-Bn {5.06, d, Jeyycn = 12.1 Hz}), 5.01 -
4.97 (M, 2H, H4-Gal’ {5.00}, H2-Gal’ {4.99}), 4.93 - 4.90 (m, 2H, H2-Gal {4.92}, H1-GaIN {4.91, d, Ju1
= 3.5 Hz}), 4.84 (td, 2H, Jpapisax = Japs = 11.1 HZ, Jpapisag = 4.7 Hz, H4-Sia, H4-Sia’), 4.81 - 4.75 (m, 2H,
H1-Gal {4.80}, H1-GIcN {4.76, d, Jy1 o = 7.7 Hz}), 4.65 - 4.60 (M, 2H, CH,-Bn {4.64}, H1-Gal’ {4.62, d,
Jhire = 7.9 Hz}), 4.57 - 4.45 (m, 6H, CH,-Bn {4.59}, H3-Gal {4.58}, H2-GalN {4.54}, CH,-Bn {4.52}, H3-
Gal’ {4.51}, CHy-Fmoc {4.49}), 4.44 - 4.38 (m, 4H, H6a-Gal’ {4.43}, CH,-Bn {4.43}, CH,-Fmoc {4.41},
H9a-Sia’ {4.37}), 4.38 - 4.33 (m, 1H, H6b-Gal’), 4.30-4.21 (m, 3H, T® {4.25}, H9-Fmoc {4.24}, T*
{4.243), 4.21 - 4.13 (m, 2H, H9%-Sia {4.19}, H5-GalIN {4.18}), 4.06 - 3.95 (m, 4H, H5-Sia, H5-Sia’ {4.03},
H9b-Sia {3.99}, H3-GIcN {3.97}), 3.92 (dd, 1H, a2 = 11.1 Hz, Jug s = 3.2 Hz, H3-GalN), 3.91 - 3.83 (m,
4H, H4-GIcN {3.91}, H9b-Sia’ {3.86}, H2-GIcN {3.84}, H5-Gal’ {3.84}), 3.80 - 3.59 (m, 6H, H6a-GIcN
{3.80}, H5-Gal {3.79}, H6b-GIcN {3.71}, H6a-GalN {3.67}, H6b-GaIN {3.61}, H5-GIcN {3.60}), 3.50 (dd,
2H, Juopis = 10.6 Hz, Jpepr = 2.7 Hz, H6-Sia, H6-Sia”), 3.47 (dd, 1H, Jneane = 10.7 Hz, Jueas = 2.7 Hz, H6a-
Gal), 3.38 - 3.35 (m, 1H, H6b-Gal), 2.60 (dd, 2H, Jussqranc= 12.6 HZ, Jpasqra = 4.6 Hz, H344-Sia, H34-Sia”),
2.27, 2.19, 2.13, 2.10, 2.07, 2.05, 1.98 (7 x s, 42H, CHs-OAc), 2.13 (s, 6H, CHs-NHAc-GalN, -GIcN), 1.83
(s, 6H, CHz-NHAC-Sia, -Sia’), 1.65 (t, 2H, Jusaxriazg = Jnsaxrie = 12.1 Hz, H3,-Sia, H3,-Sia’), 1.45 (s, 9H,
CHa-tBuU), 1.33 (d, 3H, Jry15= 6.3 Hz, T).

BC.NMR (200 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), § (ppm): 171.7, 171.4, 170.9, 170.9, 170.8, 170.7, 170.5,
170.4, 170.1, 170.0, 169.9 (19 x C=O-NHAc, -OAc, -Ester), 167.5 (C1-Sia, C1-Sia’), 156.8 (C=0O-Urethan),
143.9, 143.7 (Cla-, C8a-Fmoc), 1415, 141.4 (Cda-, C5a-Fmoc), 138.2, 137.7 (4 x C-Bn), 134.7, 129.1,
128.9, 128.8, 128.0, 127.9, 127.2, 127.2 (20 x Ca-Bn, C2-, C3-, C6-, C7-Fmoc), 125.2, 125.1 (C1-, C8-
Fmoc), 120.2, 120.2 (C4-, C5-Fmoc), 101.1 (C1-Gal’), 100.7 (C1-GIcN), 100.1 (C1-Gal), 99.8 (C1-GalN),
96.9 (C2-Sia, C2-Sia’), 83.3 (C,-tBu), 81.3 (d, Jr.cs = 172.1 Hz, C6-Gal’), 76.5 (T*), 73.7 (C3-GlcN), 73.6
(C3-GalN), 73.6 (C4-GIcN), 73.5, 73.4 (CH,-Bn), 72.4 (C5-GIcN), 72.3 (C6-Sia, C6-Sia’), 71.8 (d, Jr.cs =
23.1 Hz, C5-Gal’), 71.8 (C3-Gal), 71.7 (C5-Gal), 71.4 (C3-Gal’), 70.8 (C2-Gal), 70.5 (C6-GalN), 69.9 (C4-
GalN), 69.2 (C4-Sia, C4-Sia’), 69.0 (C2-Gal’), 69.0 (C4-Gal’), 68.7, 68.7 (CH,-Bn), 68.7 (C6-GIcN), 68.1
(C5-GalN), 68.0 (C8-Sia, C8-Sia’), 67.7 (C6-Gal), 67.7 (C4-Gal), 67.6 (C7-Sia, C7-Sia’), 67.5 (CH,-Fmoc),
63.1 (C9-Sia, C9-Sia’), 59.8 (C2-GlcN), 59.2 (T*), 49.0 (C5-Sia, C5-Sia’), 48.9 (C2-GalN), 47.2 (C9-Fmoc),
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37.5 (C3-Sia, C3-Sia’), 28.2 (CH;-tBu), 23.2 (CH3-NHACc-Sia, -NHAc-Sia’), 23.1 (CHs-NHAc-GalN, -
NHAc-GIcN), 21.6, 21.5, 21.1, 20.9, 20.8, 20.8, 20.8 (14 x CH;-OAc), 19.2 (TY).

E_NMR (376 MHz, CDCls), 3 (ppm): -230.3 (dlt, ¢ pieun = 46.8 Hz, Jg s = 13.7 Hz, F6-Gal’).

Versuch zur Herstellung von

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-6-O-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-
B-D-galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-{N-2,2,2-
trichlorethoxycarbonylamino}-g-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D-galactopyra-
nosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosyl)onat]-g-D-galactopyranosyl])-2- AcO_  OAc oBn F

¢ F OBn
AcO
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-tert- AMO&/ o
butylester (149) Aeri Onco a
AcO AcO AcO TrocHN
C OAc

(Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3- ACOmIm. AcO  ©Bn
Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc)-3-(B-Ac,BnGal- AHI-= O\%é/o
(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)])-aGalNACc]-OtBu) Ao O

FmocHNl[(OtBu
Variante A:

Eine L6sung von 81.0 mg (0.056 mmol) a-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc-OC(NH)CCl;
103 und 100 mg (0.067 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGal-
NAC)-OtBu 138 in 20 mL absol. Dichlormethan wurde mit 300 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A)
versetzt und anschlieend unter Argonatmosphére 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsldsung
wurde auf -40 °C gekihlt und mit 500 puL (0.028 mmol, 0.5 Aquiv. bezogen auf 103) einer vorgekiihlten
Mischung aus 5 uL Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 495 pL absol. Dichlormethan innerhalb von 2
Minuten versetzt. Der Reaktionsansatz wurde unter Erwarmen auf -10 °C 4 h gerihrt, wobei nach 2 h weitere
500 pL (0.028 mmol, 0.5 Aquiv.) der Mischung aus TMSOTf und absol. Dichlormethan zugetropft wurden.
AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung bei -10 °C durch tropfenweise Zugabe einer Lésung von DIPEA
in Dichlormethan unter standiger Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan
verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde
zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je 50 mL einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden dreimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rickstandes erfolgte durch Flashchromatographie
an Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 138 konnte zuriickgewonnen

werden.
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Variante B:

Eine Lésung von 81.0 mg (0.056 mmol) a-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc-OC(NH)CCl;
103 und 100 mg (0.067 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGal-
NAC)-OtBu 138 in 20 mL absol. Dichlormethan wurde mit 300 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A)
versetzt und unter Argonatmosphare 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wurde auf -40 °C
gekihlt und mit 1.0 mL (0.11 mmol, 2.0 Aquiv. bezogen auf 103) einer vorgekiihlten Mischung aus 20 pL
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 980 pL absol. Dichlormethan innerhalb von 2 Minuten versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde unter Erwérmen auf -10 °C 4 h geriihrt, wobei nach 2 h weitere 500 pL
(0.028 mmol, 0.5 Aquiv.) der Mischung aus TMSOTf und absol. Dichlormethan zugetropft wurden. An-
schliefend wurde die Reaktionsmischung bei -10 °C durch tropfenweise Zugabe einer Ldsung von DIPEA in
Dichlormethan unter stdndiger Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan
verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde
zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und zweimal mit je 50 mL einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden dreimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Loésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rickstands erfolgte durch Flashchromatographie an
Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 138 wurde hierbei zuriickge-

wonnen. Zudem konnte ein Umlagerungsprodukt 151 isoliert werden.
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Versuch zur Herstellung von

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-6-O-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-
B-D-galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-{N-2,2,2-
trichlorethoxycarbonylamino}-p-D-glucopyranosyl)-3-0O-(2,4-di-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-p-D-galac-
topyranosyl)-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosyl)onat]-g-D-galactopyranosyl])-2- A oA o5 ¢
. Aco | F OBn
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-tert- ACO o ¢ o o
AcHN o O%co 0
butylester (150) el o .
AcO, OAc

(Fmoc-Thr-[a-6-(p-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3- ACOMm

AcO ©

Ac,SiaCO,Bn])-GlcNTroc)-3-(B-Ac,6FGal- AchN
(1—-3)-[0-Ac,-SiaCO,Bn-(2,3)])-aGaINAc]-OtBu) A0 O e
Variante A: FmOCHN)ﬁ‘/OtBU

Eine Losung von 87.0 mg (0.06 mmol) a-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GIcNTroc-OC(NH)CCl,
103 und 100 mg (0.072 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGal-
NAC)-OtBu 144° in 20 mL absol. Dichlormethan wurde mit 350 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A)
versetzt und unter Argonatmosphdre 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionslésung wurde auf -40 °C
gekiihlt und mit 500 pL (0.03 mmol, 0.5 Aquiv. bezogen auf 103) einer vorgekiihlten Mischung aus 5.4 pL
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 495 uL absol. Dichlormethan innerhalb von 2 Minuten versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde unter Erwérmen auf -10 °C 4 h geriihrt, wobei nach 2 h weitere 500 pL
(0.03 mmol, 0.5 Aquiv.) der Mischung aus TMSOTf und absol. Dichlormethan zugetropft wurden. An-
schlieRend wurde die Reaktionsmischung bei -10 °C durch tropfenweise Zugabe einer Lésung von DIPEA in
Dichlormethan unter stdndiger Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan
verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde
zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je 50 mL einer ges.
Natriumchlorid-L&sung gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden dreimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Loésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Ruckstandes erfolgte durch Flashchromatographie
an Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 144 konnte zuriickgewonnen

werden.

¢ Der fluorierte Akzeptor-Baustein 144 wurde von Frederik Broszeit im Rahmen seiner Masterarbeit zur Verfligung ge-
stellt.
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Variante B:

Eine Loésung von 87.0 mg (0.06 mmol) a-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-GIcNTroc-OC(NH)CCl,
103 und 100 mg (0.072 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGal-
NAC)-OtBu 144 in 20 mL absol. Dichlormethan wurde mit 330 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A)
versetzt und unter Argonatmosphare 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wurde auf -40 °C
gekihlt und mit 1.0 mL (0.12 mmol, 2.0 Aquiv. bezogen auf 103) einer vorgekiihlten Mischung aus 22 pL
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat und 978 uL absol. Dichlormethan innerhalb von 2 Minuten versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde unter Erwérmen auf -10 °C 4 h geriihrt, wobei nach 2 h weitere 500 pL
(0.028 mmol, 0.5 Aquiv.) der Mischung aus TMSOTf und absol. Dichlormethan zugetropft wurden. An-
schliefend wurde die Reaktionsmischung bei -10 °C durch tropfenweise Zugabe einer Ldsung von DIPEA in
Dichlormethan unter stdndiger Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Dichlormethan
verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde
zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und zweimal mit je 50 mL einer ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden dreimal mit je 50 mL Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Ldosungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Ruckstandes erfolgte durch Flashchromatographie
an Kieselgel (EtOAC/EtOH, 10:1).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 144 wurde hierbei zuriickge-

wonnen. Zudem konnte ein Umlagerungsprodukt 151 isoliert werden.

Versuch zur Herstellung von

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-[2-acetamido-6-O-(4-0-{2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-p-D-
galactopyranosyl-3-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosyl)onat]-p-D-galactopyranosyl}-3-O-acetyl-6-O-benzyl-2-desoxy-2-{N-2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonylamino}-g-D-glucopyranosyl)-3-0-(2,4-di-O-acetyl-6-O-benzyl-g-D-galactopyranosyl)-3-

O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl- AcO.  OAc coB
BN
3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2- AM A&/ OBn
O o]
nonulopyranosyl)onat]-g-D-galactopyranosyl])-2- AcHN ° Oaco °
AcO AcO TrocHN
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-L-threonin-tert- AcO Phc con
butylester (152) ACOMI. AcO  ©Bn
AcHN O&OW o
AcO
(Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-Ac,BnGal[e-2,3-Ac,Sia- AcO o
CO,Bn])-GleNTroc)-3-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a- jﬁ(omu
FmocHN
Ac,SiaCO,Bn-(2,3)])-aGalNAc]-OtBu) 0
Variante A:

Eine Ldsung von 85 mg (0.056 mmol) o/B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,Bn])GIcNTroc-OC(NH)CClI; 93
und 100 mg (0.067 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGalNAc)-
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OtBu 138 in 25 mL absol. Dichlormethan wurde mit 300 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt
und unter Argonatmosphére 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionslésung wurde auf -78 °C gekihlt
und mit 1 mL (0.028 mmol, 0.5 Aquiv. bezogen auf 93) einer vorgekiihlten Mischung aus 5 uL Trimethyl-
silyltrifluormethansulfonat und 1 mL absol. Dichlormethan innerhalb von 5 Minuten versetzt. Der Reaktions-
ansatz wurde unter Erwarmen auf -40 °C 4 h geriihrt und anschlieend durch tropfenweise Zugabe einer
Losung von DIPEA in Dichlormethan unter Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL Di-
chlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das
Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und zweimal mit je 50 mL
einer ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden dreimal mit je
50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrock-
net und das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Riickstands erfolgte durch Flashchro-

matographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:9).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 138 konnte zuriickgewonnen

werden.
Variante B:

Eine Ldsung von 85 mg (0.056 mmol) o/B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-Ac,SiaCO,BNn])GIcNTroc-OC(NH)CCl; 93
und 100 mg (0.067 mmol, 1.2 Aquiv.) Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-aGalNAc)-
OtBu 138 in 25 mL absol. Dichlormethan wurde mit 320 mg aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A) versetzt
und unter Argonatmosphare 1 h bei Raumtemperatur gertiihrt. Die Reaktionsldsung wurde auf -40 °C gekihlt
und mit 1 mL (0.11 mmol, 2.0 Aquiv. bezogen auf 93) einer vorgekiihlten Mischung aus 20 pL Trimethyl-
silyltrifluormethansulfonat und 1 mL absol. Dichlormethan innerhalb von 5 Minuten versetzt. Der Reaktions-
ansatz wurde unter Erwdrmen auf -10 °C 4 h gerthrt und anschliefend durch tropfenweise Zugabe einer
Ldosung von DIPEA in Dichlormethan unter Kontrolle des pH-Wertes neutralisiert. Es wurde mit 50 mL
Dichlormethan verdiinnt, durch Hyflo® filtriert und viermal mit je 80 mL Dichlormethan nachgewaschen.
Das Filtrat wurde zweimal mit je 50 mL einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit je
50 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden dreimal mit
je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Lésungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rickstands erfolgte durch Flash-

chromatographie an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 1:9).

Ausbeute: Es konnte kein Umsatz beobachtet werden. Der Akzeptorbaustein 138 konnte zuriickgewonnen

werden.
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5.7 Die Synthesen der Glycokonjugate des epithelialen Mucin MUC1

Die Synthesen der funktionalisierten Glycopeptide sowie ihrer fluorierten Analoga erfolgte unter Verwen-
dung der in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Synthesen der Oligosaccharid-Threonin-Konju-
gate an der festen Phase mit einem modifizierten Triethylenglycolspacer fiir die spatere Konjugation an funk-

tionelle Carrierproteine.

5.7.1 Das allgemeine Protokoll der automatisierten Festphasenpeptidsynthese

Die Peptidfestphasensynthesen wurden an einem Libertyl-Peptidsynthesizer der Firma CEM, Matthews
(USA) unter Mikrowelleneinstrahlung nach der Fmoc-Strategie durchgefihrt.

Als polymere Tréger kamen Wang-TentaGel-Harze der Firma Novabiochem, Merck Millipore zum Einsatz,
welche mit der C-terminalen Startaminosdure L-Alanin beladen waren (Beladung: 0.33 - 0.35 mmol/g). Samt-
liche fur die Synthesen der Peptide vorhandenen funktionellen Schutzgruppen in den Seitenketten der zum
Einsatz kommenden kommerziell erhéltlichen N-Fmoc-Aminoséuren wurden in Form séurelabiler tert-Butyl-
reste (tert-Butylether bei L-Serin, L-Tyrosin und L-Threonin bzw. tert-Butylester bei L-Glutaminséure und L-
Asparaginsaure) verwendet.

Fur die jeweiligen Kupplungsschritte der Aminosauren wurde der gleiche zweitstufige Synthesezyklus ver-
wendet. Zunéchst erfolgte nach dem Quellen des mit der Startaminosédure beladenen Wang-Harzes die drei-
malige Behandlung (von jeweils 2.0 min) mit einer 20%-igen Lésung von Piperidin in N,N-Dimethylform-
amid unter der Einwirkung von Mikrowellenstrahlung. Zur Gewahrleistung einer ausreichenden Durch-
mischung der Reaktionslésung wurde wahrend der Synthese stetig Stickstoff durch den Reaktor hindurch-
geblasen. Nach jedem Abspaltungsvorgang wurde die Effizienz der N-terminalen Deblockierung durch
Messung der UV-Absorption des freigesetzten Dibenzofulven-Piperidin-Addukts ermittelt. Nach den an-
schliefenden Waschschritten mit N,N-Dimethylformamid erfolgte der jeweilige Kupplungsschritt der Amino-
sauren. Hierzu wurde jeweils eine Losung der Fmoc-geschiitzten Aminoséuren (10 Aquivalente), 10 Aqui-
valenten HBTU, 10 Aquivalenten HOBt und 20 Aquivalenten N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in N,N-
Dimethylformamid in den Reaktor Uberfihrt und innerhalb einer Reaktionszeit von acht Minuten bei einer
maximalen Temperatur von 80 °C und 23 W umgesetzt. Auf einen nachfolgenden Capping-Schritt wurde in
der mikrowellenunterstiitzten Peptidsynthese verzichtet. Bei problematischen Kupplungen wurden zur Stei-
gerung des Umsatzes Doppelkupplungen durchgefiihrt. Fir die Anknipfung der Glycosylaminosaure-Bau-
steine wurde auf die reaktiveren Kupplungsreagenzien HATU und HOAt zurlickgegriffen. Ebenso wurde N-
Methylmorpholin (NMM) anstelle von N-Diisopropylethylamin (DIPEA) sowie N-Methylpyrrolidin-2-on
(NMP) statt N,N-Dimethylformamid verwendet. Weiterhin wurde die Reaktionszeit fur die Kupplung der ste-
risch anspruchsvollen Glycosylaminosdure-Bausteine auf eine Reaktionszeit von 8 h erhdht. Die Ankniipfung
der auf den Glycosylaminosdure-Baustein folgenden beiden Aminoséuren erfolgte zusatzlich unter Verwen-
dung einer Doppelkupplung. Die Reaktionsbedingungen bzw. die Substanzmengen sind den jeweiligen Syn-
thesen und den dazugehdrigen Versuchsbeschreibungen zu entnehmen.

Nach dem erfolgten Aufbau der Glycopeptide durch die Wiederholung des bereits beschriebenen Synthese-
zyklus wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe der terminalen Aminosdure bzw. des Triethylenglycol-

spacers durch erneute Deblockierung freigesetzt. Nach jedem einzelnen Reaktionsschritt wurde das polymer-
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gebundene Peptid durch grundliches Waschen und Filtration mit N,N-Dimethylformamid von den einge-
setzten Reagenzien befreit. Zur Abspaltung der Glycopeptide vom polymeren Tréger wurden diese in einen
Merrifield-Reaktor Gberfihrt und in einer Mischung aus Trifluoressigsaure, Wasser und Triisopropylsilan

stark geschuttelt und anschlieRend filtriert.

5.7.2 Synthese der Triethylenglycol-Spacer

12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (155)%"!

HO(CH,CH,0);CH,CH,CO,tBu
( ( 2 2 )3 2 2 2 ) HO/%\/O\E/\'(OBU

(o}

Zu einer Losung von 25.6 mL (188.0 mmol, 2.8 Aquiv.) wasserfreiem Triethylenglycol 153 in 100 mL absol.
Tetrahydrofuran wurden unter Argonatmosphdre 40.0 mg (0.90 mmol) Natrium gegeben. Nach vollstin-
digem Auflésen des Natriums wurden 9.6 mL (8.50 g, 66.0 mmol) Acrylséure-tert-butylester (154) zur klaren
Losung gegeben und 20 h bei Raumtemperatur gerithrt. Die Reaktionslésung wurde durch Zugabe von
1.5 mL verdinnter Salzsdure (1 M) neutralisiert und i. Vak. vom Lésungsmittel befreit. Der Ruckstand wurde
mit 100 mL einer ges. Natriumchlorid-Losung versetzt und dreimal mit je 60 mL Essigsaureethylester extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 40 mL einer ges. Natriumchlorid-Lésung ge-
waschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt

ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 14.0 g (50.3 mmol, 76%); farblose Flissigkeit.

Ry = 0.32 (EtOAC).

C13H2605 (M = 278.34 g/mol) [278.17].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 301.1626 ([M+Na]", ber.: 301.1627).

'H-NMR (600 MHz, CDCls), & (ppm): 3.60 - 3.41 (m, 14H, CH,-OH), 3.01 (bs, 1H, OH), 2.36 (t, 2H, Jcy.cH
=7.1 Hz, CH,-CO,tBu), 1.31 (s, 9H, CHs-tBu).

BC-NMR (150 MHz, CDCls), & (ppm): 170.7 (C=O-Ester), 80.3 (C,-tBu), 72.4, 70.4, 70.3, 70.2 (5 x
CH,OH), 66.7 (3-CH,), 61.4 (12-CH,), 36.0 (2-CH,), 27.9 (CH4-tBuU).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**)
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12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (156)2*!

N;(CH,CH,0);CH,CH,CO,tBu
(N3(CH,CH,0);CH,CH,CO,tBU) N3/€\/O\>3/\”/0t8u

(0]

Eine Losung von 14.0 g (50.3 mmol) 12-Hydroxy-4,7,10-trioxadodecanséaure-tert-butylester (155) in 100 mL
absol. Dichlormethan wurde mit 17.3 mL (125 mmol, 2.5 Aquiv.) Triethylamin versetzt. In die auf 0 °C ge-
kithlte Losung wurden langsam 7.7 mL (100 mmol, 2.0 Aquiv.) Methansulfonsdurechlorid (Mesylchlorid)
getropft und das Gemisch wurde 4 h bei 0 °C geriihrt. Das entstandene Triethylamin-Hydrochlorid wurde
tiber Hyflo® abfiltriert und zweimal mit je 50 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wurde dreimal
mit je 50 mL Eiswasser und zweimal mit je 30 mL einer ges. Natriumchlorid-L&sung gewaschen. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde i. Vak.
entfernt und der Rickstand wurde in 30 mL trockenem N,N-Dimethylformamid aufgenommen. Es wurden
19.5 g (300 mmol, 6.0 Aquiv.) Natriumazid zugegeben und 15 h bei 60 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion
wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in 50 mL Wasser aufgenommen und viermal mit je 50 mL
Diethylether extrahiert. Nach Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde das Ldsungsmittel i. VVak. entfernt und

das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 11.4 g (37.6 mmol, 75%); farbloses Ol.

R = 0.22 ("Hex/EtOAc, 3:1).

C13H25N305 (M = 303.35 g/mol) [303.18].

'H-NMR (600 MHz, CDCly), 5 (ppm): 3.68 - 3.54 (m, 12H, CH,-OH), 3.33 (t, 2H, Jcyicn = 5.3 Hz, CH,-N3),
2.45 (t, 2H, Jopcn = 6.6 Hz, CH,-CO,tBu), 1.39 (s, 9H, CH3-tBu).

BC-NMR (150 MHz, CDCls), 8 (ppm): 170.9 (C=0O-Ester), 80.4 (Cq4-tBu), 70.7, 70.7, 70.6, 70.4, 70.0 (5 %
CH,0H), 66.9 (3-CH,), 50.7 (CH,-Nj3), 36.3 (2-CH,), 28.1 (CH;-tBu).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**%
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12-Amino-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (157)%%

(H2N(CHzCH,0)3:CH,CH,CO,tBU) ", (,\/owomu
3

O

Zu einer Losung von 11.4g (37.6 mmol) 12-Azido-4,7,10-trioxadodecanséure-tert-butylester (156) in
100 mL Isopropanol wurden 0.5 mL aktivierte Raney-Nickel-Suspension (50%-ig in Wasser) gegeben. Durch
mehrmaliges Evakuieren und Beluften mit Argon wurde der Kolben von Sauerstoff befreit und mit einer
Wasserstoffatmosphére (iberschichtet. Die Suspension wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, durch Hyflo®
filtriert und zweimal mit je 50 mL Isopropanol nachgewaschen. Das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entfernt

und das Rohprodukt ohne weitere Reinigung in der ndchsten Stufe eingesetzt.
Ausbeute: 10.3 g (37.6 mmol, quant.); gelbliches Ol.

C13H27NOs (M = 277.36 g/mol) [277.19].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 278.1966 ([M+H]", ber.: 278.1967).

'H-NMR (300 MHz, CDCly), & (ppm): 3.64 - 3.44 (m, 12H, CH,-OH), 3.25 (t, 2H, Jomch = 5.6 Hz, CHa-
NHz), 2.36 (t, ZH, ‘JCH,CH =6.7 HZ, CHz-COZtBU), 1.32 (S, gH, CHg'tBU).

BC-NMR (75 MHz, CDCls), & (ppm): 170.9 (C=0O-Ester), 80.2 (C,-tBu), 70.5, 70.5, 70.4, 70.2, 69.8 (5 x
CH,OH), 66.7 (3-CH,), 50.5 (CH,-NH,), 36.1 (2-CH,), 27.9 (CHa-tBu).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*%)
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (158)?*"

,é\/o otBu
FmocHN 3

o

(FmOC'HN(CH2CH20)3CH2C HzCOztBU)

Zu einer Loésung von 10.3 g (37.6 mmol) des Amins 157 in 200 mL einer Aceton/Wasser-Mischung (1:1)
wurden 3.16 g (37.6 mmol, 1.0 Aquiv.) festes Natriumhydrogencarbonat und 12.7 g (37.6 mmol, 1.0 Aquiv.)
N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylsuccinimid (Fmoc-OSu) unter starkem Rihren zugegeben und die
Suspension wurde drei Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Nach dem Ansduern mit 10 mL halbkonzentrierter
Salzsdure auf pH = 6 wurde das Lésungsmittel i. Vak. entfernt und der wéssrige Riickstand viermal mit je
50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 200 mL verdiinnter
Salzsdure (1 M) und 200 mL Wasser gewaschen. Nach Trocknen mit Magnesiumsulfat und Entfernen des
Losungsmittels i. Vak. wurde das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc, 2:1) ge-

reinigt

Ausbeute: 14.8 g (29.7 mmol, 79%); farbloses Ol.

R¢= 0.23 ("Hex/EtOAC, 2:1).

CasH37NO; (M = 499.60 g/mol) [499.26].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 522.2468 ([M+Na]", ber.: 522.2468).

'H-NMR (600 MHz, CDCly), & (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juarz = Jnsme = 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.62 (d, 2H,
e = Jugrr = 7.5 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.43 (t, 2H, Jus e = Jnens = 7.5 Hz, H3-, H6-Fmoc), 7.34 - 7.29 (m,
2H, H2-, H7-Fmoc), 5.41 (bs, 1H, NH-Urethan), 4.56 (d, 2H, Jcy cy = 7.8 Hz, CH,-Fmoc), 4.34 (t, 1H, Jygch
= 7.3 Hz, H9-Fmoc), 3.71 (t, 2H, Jug 7 = 6.6 Hz, 11-CH,), 3.67 - 3.53 (m, 10H, CH,-OH), 3.41 - 3.36 (m,
2H, CH,-NH-Fmoc), 2.50 (t, 2H, Jch cn = 6.6 Hz, CH,-CO,tBuU), 1.45 (s, 9H, CH;-tBu)

B3C-NMR (150 MHz, CDCly), & (ppm): 171.0 (C=O-Ester), 158.7 (C=0-Urethan), 144.0, 139.9 (Cla-, C8a-
Fmoc), 141.3, 141.3 (Cda-, C5a-Fmoc), 127.4, 127.3 (C3-, C6-Fmoc), 127.0, 126.9 (C2-, C7-Fmoc), 125.1,
125.0 (C1-, C8-Fmoc), 120.0, 119.9 (C4-, C5-Fmoc), 80.4 (Co-tBu), 70.0 (FmocHN-CH,CH,), 70.5, 70.4,
70.3, 70.3 (5 x CH,0H), 66.9 (3-CH,), 47.7 (FmocHN-CH.,), 28.1 (CH4-tBu).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*%
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10-trioxadodecansaure (159)%!

(Fmoc-HN(CH,CH,0);CH,CH,COQH)
FmocHN’é\/OWOH

o

Es wurden 14.8 g (29.7 mmol) N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonylamido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-
butylester (158) in einer Mischung aus 60 mL Trifluoressigsaure und 6 mL Wasser (ber einen Zeitraum von
3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wurde die Reaktionslésung mit 50 mL Toluol verdinnt,
i. Vak. eingeengt und der Rickstand dreimal mit je 50 mL Toluol und zweimal mit je 40 mL Dichlormethan
kodestilliert.

Ausbeute: 10.5 g (23.8 mmol, 80%); gelbliches Ol.

R¢= 0.34 (CH,CIl,/MeOH/EtOAc, 19:1:0.5).

C4H2NO; (M = 443.49 g/mol) [443.19].

HR-ESI-MS (positiv) m/z: 466.1841 ([M+Na]", ber.: 466.1842).

'H-NMR (600 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juspz = Jus e = 7.5 Hz, H4-, H5-Fmoc), 7.60 (d, 2H,
JhiHe = Jngrr = 7.2 Hz, H1-, H8-Fmoc), 7.43 (t, 2H, Jus e = Jnens = 7.5 Hz, H3-, H6-Fmoc), 7.34 - 7.29 (m,
2H, H2-, H7-Fmoc), 5.41 (bs, 1H, NH-Urethan), 4.42 (d, 2H, Jcp ey = 7.8 Hz, CH,-Fmoc), 4.24 (t, 1H, Jygch
= 7.3 Hz, H9-Fmoc), 3.69 (t, 2H, Jug 7 = 6.6 Hz, 11-CH,), 3.65 - 3.51 (m, 10H, CH,-OH), 3.41 - 3.36 (m,
2H, CHy-Fmoc), 2.51 (t, 2H, Jcy ch = 6.6 Hz, CH,-COOH).

B3C-NMR (150 MHz, CDCls), 5 (ppm): 174.1 (C=0-Saure), 162.5 (C=0-Urethan), 144.0 (Cla-, C8a-Fmoc),
141.3, 141.3 (C4a-, C5a-Fmoc), 127.6, 127.5 (C3-, C6-Fmoc), 127.0, 126.9 (C2-, C7-Fmoc), 125.1, 125.0
(C1-, C8-Fmoc), 120.0, 120.0 (C4-, C5-Fmoc), 76.9 (FmocHN-CH,CH,), 70.5, 70.4, 70.2, 70.1 (5 x
CH,OH), 66.6 (3-CH,), 47.7 (FmocHN-CH.,), 34.5 (CH,-COOH).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*%
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12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure (160):7

NmL\/Ov\/\[(O“
(N3(CH,CH,0):CH,CH,COOH) 3

o

Es wurden 9.80 g (32.6 mmol) 12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester (156) in einer Mischung
aus 50 mL verd. Salzsaure (4 M) und 50 mL 1,4-Dioxan Uber einen Zeitraum von 12 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Im Anschluss wurde die Reaktionsldsung mit 50 mL Toluol verdiinnt und die Lésungsmittel wurden
i. Vak. entfernt. Das gelbliche Rohprodukt wurde zweimal mit je 20 mL Toluol kodestilliert und flashchro-

matographisch an Kieselgel (EtOAc) gereinigt.

Ausbeute: 7.29 g (29.5 mmol, 90%); farbloses Ol.

R¢= 0.36 (EtOAC).

CoH17N3Os (M = 247.25 g/mol) [247.12].

ESI-MS (positiv) m/z: 270.1060 ([M+Na]", ber.: 270.1066).
ESI-MS (negativ) m/z: 246.1094 ([M-HJ’, ber.: 246.1095).

'H-NMR (400 MHz, CDCly), § (ppm): 11.0 (bs, 1H, COOH), 3.72 (t, 2H, Jcpcr = 6.4 Hz, CH,-OH), 3.67 -
3.57 (M, 10H, CH,-OH), 3.34 (t, 2H, Jey.chi= 5.6 Hz, CH-Ny), 2.59 (t, 2H, Jop.cn = 6.4 Hz, CH,-COOH).

BBC-NMR (100 MHz, CDCly), & (ppm): 176.8 (COOH), 70.6, 70.6, 70.5, 70.4, 70.0 (5 x CH,OH), 66.3 (3-
CHy), 50.6 (CH,-N3), 34.8 (2-CHy).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.®"]
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5.7.3 Synthese der Glycopeptide mit einer Partialsequenz aus der tandem repeat-Einheit
des MUC1

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acet-
amido-3-0-[3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-g-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,
9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
seryl-L-threonyl-L-alalin (161)

AcO  OAc

AcO CO,Bn
AN
AcO o}
BnO ~OBnHo
0 0
Bnogﬁ/o
F AcHN
o o o w o " 0© RTRe) W gle O o e OHH o
o~ A B R R R R AR R R R R A R R R o
H K/"HO:\/H\NO/:\HO:\OHHO oico%Hovao o) HoHo/i\Ho

o HN—/

1 HN
HzN’gNH

o

NH,

Die Synthese des Glycopeptids erfolgte automatisiert, ausgehend von 286 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-
Ala-OH vorbeladenen Wang-Harzes (Beladung 0.35 mmol/g). Nach dem Standardprotokoll (Kapitel 5.7.1)
wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminoséauren am Peptidsynthesizer gekoppelt. Zunéchst wurde
die Fmoc-Schutzgruppe der am Harz gebundenen Peptidsequenz mit einer 20%-igen Piperidin-Lésung in
N,N-Dimethylformamid entfernt.

Im Anschluss wurden 230 mg (0.11 mmol) der Glycosylaminosdure 130 zusammen mit 57 mg (0.15 mmol,
1.0 Aquiv.) HATU und 20 mg (0.15 mmol, 1.0 Aquiv.) HOAL, gel6st in 3 mL N,N-Dimethylformamid, sowie
mit 60 uL (50 mg, 0.5 mmol) N-Methylmorpholin (NMM) versetzt. Die Losung wurde anschlieBend in das
Reaktionsgefal? des Mikrowellen-Synthesizers (berfilhrt. Die Kupplung der Glycosylaminosaure erfolgte
Uber eine Dauer von 8 h (10 W, 30 °C). Die beiden Aminosduren Valin und Glycin wurden anschlielend
einer Doppelkupplung unterzogen. Die Kupplung der restlichen Aminosduren sowie des Triethylenglycol-
spacers 159 erfolgte nach dem Standardprotokoll. AnschlieBend wurde die terminale Fmoc-Schutzgruppe
durch Behandlung mit 20% Piperidin in DMF entfernt. Zur Abspaltung des Glycopeptids wurde das Wang-
Harz in einem Merrifield-Reaktor dberfihrt, mit Dichlormethan nachgewaschen und 3 h in 12 mL einer
Mischung aus Trifluoressigséure, Wasser und Triisopropylsilan (10:1:1) geschittelt. Es wurde filtriert und
das Harz zweimal mit 10 mL TFA gewaschen. Die Filtrate wurden i. Vak. eingeengt, mit 10 mL Wasser ver-
setzt und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde in 2 mL Methanol gelést und durch Eintropfen in 15 mL kalten
Diethylether zur Fé&llung gebracht. Nach der Zentrifugation wurde die Fallung des Peptids wiederholt, erneut
mit 10 mL Wasser versetzt und lyophilisiert. Das Rohprodukt (200 mg, 0.06 mmol, 60%) wurde durch semi-
praparative RP-HPLC (Luna, Grad.: MeCN:H,O + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, — (100:0) in

80 min gereinigt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 160 mg (0.049 mmol, 49%); farbloses Lyophilisat.



5.7 Die Synthesen der Glycokonjugate des epithelialen Mucin MUC1 249

RP-HPLC: R; = 14.2 min, Luna, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, —
(100:0) in 80 min.

[]Z® = - 102.7 (c = 1.00, H,0).
Cis0H215FN2gOs3 (M =3277.47 g/mOI) [327550]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1092.8403 ([M+3H]*", ber.: 1092.8389).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, COSY, TOCSY, HSQC), & (ppm): 8.59 (bs, 1H, H), 8.41 (bs, 1H, H"), 7.36
(bs, 1H, H%), 7.35 - 7.10 (m, 20H, Ha-Bn), 5.20 - 5.13 (m, 4H, CH,-Bn {5.19, d, Jopcn = 11.2 Hz}, H4-Gal’
{5.21}, H8-Sia {5.19}, NH-Sia {5.16}), 5.11-5.00 (m, 2H, H7-Sia {5.09}, CH,-Bn {5.03, d, Joycn=
11.1 Hz}), 4.90 - 4.83 (m, 2H, H1-GalN {4.84}, H4-Sia {4.83}), 4.77 - 450 (m, 13H, D" {4.73}, H1-Gal’
{4.70}, CH,-Bn {4.67}, CH,-Bn {4.64, d, Jopycn = 12.2 Hz}, T {4.64}, R* {4.62}, H" {4.61}, H6a-Gal’
{4.60}, H6b-Gal’ {4.54}, A," {4.59}, A" {4.54}, CH,-Bn {4.51, d, Joncn = 11.1 HZ}), 4.48 - 4.17 (m, 18H,
S, {4.51}, A" {4.48}, S,* {4.46}, P,.s* {4.42, 4.39, 4.38, 4.36}, V* {4.35}, H6a-GalN {4.35}, H6b-GalN
{4.18}, TV {4.34}, T1,* {4.33, 4.31}, A" {4.25}, H2-Gal’ {4.24}, T.,," {4.21, 4.19}), 4.10 - 3.99 (m, 8H,
H9a-Sia {4.10}, H2-GalIN {4.08}, H5-Sia {4.07}, H3-GalIN {4.06}, H5-Gal’ {4.02}, H6-Sia {4.02}, H3-Gal’
{4.01}, H9b-Sia {4.00}), 3.93 - 3.55 (m, 15H, G;," {3.90, 3.83}, S;,” {3.78, 3.75}, H4-GaIN {3.69}, P;,’
{3.69, 3.64}, CH,0O-Spacer {3.63, 3.60}), 3.54 - 3.42 (m, 12H, P5¢’ {3.53, 3.49, 3.42}, H5-GalN {3.53},
CH,0-Spacer {3.54, 3.53, 3.51, 3.43}), 3.25 (dd, 1H, Jupapia = 5.6 HZ, Juga npo = 15.8 Hz, H™), 3.11 -3.03 (m,
5H, R® {3.07}, R™ {3.06}, CH,NH,-Spacer {3.06}, H® {2.99}), 2.84 (dd, 1H, Jppape = 5.9 Hz, Jpp. ppo =
16.8 Hz, D™), 2.76 (dd, 1H, Jpgspe = 6.8 Hz, Jpp, ppa = 16.6 Hz, D), 2.62 - 2.37 (m, 3H, H3,,-Sia {2.55},
CH,Amid-Spacer {2.52}), 2.20 - 2.08 (m, 6H, P,." {2.18, 2.16, 2.12}), 2.01 - 1.67 (m, 27H, CH;-OAc {2.00,
1.98, 1.91, 1.89}, V¥ {1.99}, P,.5" {1.97, 1.95, 1.88, 1.81, 1.76}, CHs-NHAC {1.83, 1.76}, P, 5" {1.82, 1.75},
H3..-Sia {1.78}), 1.56 - 1.48 (m, 3H, R™ {1.54}, R {1.52}), 1.32-1.22 (m, 9H, A,.s" {1.29, 1.25, 1.22}),
1.17 (d, 3H, Japaa= 7.5 Hz, AP), 1.11 (d, 3H, Jpye 14+ = 6.5 Hz, T'"), 1.08 (d, 3H, Jri, 115 = 6.6 Hz, Ty"), 1.04
(d, 3H, Jr2,12p= 6.4 Hz, T5"), 0.83 (d, 3H, Jy,.vs= 6.4 Hz, V), 0.81 (d, 3H, Jy,.vs= 6.2 Hz, V).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds, HSQC, HMBC), & (ppm): 176.0, 175.9, 174.7, 174.6, 174.2, 174.1, 174.0,
173.9,173.8,173.8, 173.4, 173.4, 173.2, 172.8, 172.8, 172.5, 172.3, 172.3, 172.1, 171.6, 171.4, 171.2, 171.1,
170.5, 170.3 (26 x C=0-Amid, -NHAc, -OAc, C1-Sia, 2 x Carbonsaure), 156.6 (C=NH (Arg)), 137.0, 136.8,
136.6, 136.6 (4 x C4-Bn), 132.7 (HY), 127.9 (H"), 129.1, 129.0, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 1285,
128.4, 128.3, 128.2, 128.2, 128.1, 127.8, 127.7, 127.7, 127.6 (20 x Ca-Bn), 116.7 (H%), 103.3 (d, Jcir2 =
25.1 Hz, C1-Gal’), 99.4 (C1-GalIN), 97.4 (C2-Sia), 90.9 (d, Jezr, = 181.9 Hz, C2-Gal’), 80.1 (d, Jcar, =
15.8 Hz, C3-Gal’), 77.3 (T*), 75.0, 74.9, 74.8 (CH,-Bn), 73.6 (C4-Gal’), 73.5 (C3-GalN), 73.2 (C6-Sia),
69.4, 69.3, 68.9, 68.0 (CH,O-Spacer), 69.2 (C8-Sia), 69.2 (C5-Gal’), 69.1 (C5-GalN), 69.0 (C4-Sia), 68.4
(C7-Sia), 68.5 (C4-GalN), 68.1 (CH,-Bn), 67.0 (T,"), 66.8 (T,"), 66.2, 66.0 (CH,-Spacer), 63.8 (C6-Gal’),
62.3 (C9-Sia), 61.5, 61.1 (S.2), 60.8, 60.5, 60.1, 60.0 (P15, 60.7 (C6-GalN), 59.4 (V*), 59.2, 58.9 (T1,%,
57.0 (T*), 56.0, 55.7 (S1"), 52.7 (H%), 50.9 (R%), 50.1 (D), 49.9 (C5-Sia), 49.6, (A,"), 48.1, 47.9, 47.8, (P..
5), 48.0, 47.8 (A,.4"), 47.6 (C2-GalN), 47.6, 47.5 (P,5"), 42.4, 42.3 (G1,"), 40.5 (CH,NH,-Spacer), 38.9 (R%),
36.3 (C3-Sia), 34.2 (D), 33.8 (CH,Amid-Spacer), 30.5 (VP), 29.5, 29.2, 29.2, 28.8 (P1s"), 26.5 (R"), 26.2
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(HP), 24.6, 24,5, 24.4, 24.3, 24.2 (P15"), 23.9 (R"), 22.1, 21.6 (CH5-NHAC), 20.5, 20.1, 20.1, 20.0 (CH3-OAc),
18.9, 18.7 (T,"), 18.2 (V), 17.9 (V™), 17.4 (T, 16.0, 15.8, 15.2, 15.1 (A../").

E_NMR (376 MHz, DMSO-de), & (ppm): -204.4 (dd, Jr 11, = 51.8 Hz, J g = 12.2 Hz, F2-Gal’).

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acet-
amido-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-e-D-galactopyrano-
syl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-

glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin (162)

AcO  OAc
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Die Synthese des Glycopeptids erfolgte automatisiert, ausgehend von 303 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-
Ala-OH vorbeladenen Wang-Harzes (Beladung 0.33 mmol/g). Nach dem Standardprotokoll (Kapitel 5.7.1)
wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminoséuren am Peptidsynthesizer gekoppelt. Zunachst wurde
die Fmoc-Schutzgruppe der am Harz gebundenen Peptidsequenz mit einer 20%-igen Piperidin-Ldsung in
N,N-Dimethylformamid entfernt.

Im Anschluss wurden 216 mg (0.15 mmol) der Glycosylaminosdure 132 zusammen mit 57 mg (0.15 mmol,
1.0 Aquiv.) HATU und 20 mg (0.15 mmol, 1.0 Aquiv.) HOA, gelést in 3 mL N,N-Dimethylformamid, sowie
mit 60 pL (50 mg, 0.5 mmol) N-Methylmorpholin (NMM) versetzt. Die Lésung wurde anschlieBend in das
Reaktionsgefall des Mikrowellen-Synthesizers Uberfiihrt. Die Kupplung der Glycosylaminoséure erfolgte
Uber eine Dauer von 8 h (10 W, 30 °C). Die beiden Aminosauren Valin und Glycin wurden anschlieend
einer Doppelkupplung unterzogen. Die Kupplung der restlichen Aminosduren sowie des Triethylenglycol-
spacers 159 erfolgte nach dem Standardprotokoll. AnschlieBend wurde die terminale Fmoc-Schutzgruppe
durch Behandlung mit einer 20%-igen Piperidin-L&sung in DMF entfernt. Zur Abspaltung des Glycopeptids
wurde das Wang-Harz in einem Merrifield-Reaktor iberfuhrt, mit Dichlormethan nachgewaschen und 3 h in
15 mL einer Mischung aus Trifluoressigsaure, Wasser und Triisopropylsilan (10:1:1) geschittelt. An-
schlieBend wurde filtriert und das Harz zweimal mit je 10 mL TFA gewaschen. Die Filtrate wurden i. Vak.
eingeengt, mit 10 mL Wasser versetzt und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde in 2 mL Methanol gelést und
durch Eintropfen in 15 mL kalten Diethylether zur Fallung gebracht. Nach der Zentrifugation wurde die

Féallung des Peptids wiederholt, erneut mit 10 mL Wasser versetzt und anschlieBend lyophilisiert. Das
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Rohprodukt (240 mg) wurde durch semipréparative RP-HPLC (Luna, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95)
20 min, — (40:60) 40 min, — (100:0) in 60 min gereinigt und anschlieBend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 180 mg (0.056 mmol, 56%), farbloses Lyophilisat.

RP-HPLC: R, =13.0 min, Luna, A =214 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) 20 min, — (40:60)
40 min, — (100:0) in 60 min.

[«]2? = - 110.8 (¢ = 1.00, H,0).

CrasHa0sF2N2sOs, (M = 3189.33 g/mol) [3187.45].

ESI-MS (positiv) m/z: 1063.49 ([M+3H]**, ber.: 1063.49).
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1063.4900 ([M+3H]*", ber.: 1063.4893).

'H-NMR (400 MHz, D,0, COSY, HSQC), & (ppm): 8.62 (bs, 1H, H®), 8.44 (bs, 1H, H"), 7.35 (bs, 1H, H?),
7.32-7.14 (M, 15H, Hp-Bn), 5.22 - 5.12 (m, 4H, CH,-Bn {5.21, d, Joyicy = 11.0 Hz}, H4-Gal’ {5.20}, HS-
Sia {5.19}, NH-Sia {5.14}), 5.09 - 5.03 (m, 2H, H7-Sia {5.08}, CH,-Bn {5.06, d, Joycn =10.8 Hz}), 4.84 -
4.80 (m, 2H, H1-GalN {4.82}, H4-Sia {4.80}), 4.76 - 455 (m, 11H, D" {4.68}, H1-Gal’ {4.69}, CH,-Bn
{4.64, d, Jepcn = 12.2 Hz}, H® {4.67}, H6a-Gal’ {4.66}, H6b-Gal’ {4.53}, T* {4.64}, R* {4.63}, A"
{459}, CH,-Bn {4.56, d, Jcicn = 11.5 Hz}, A" {4.54}), 4.54 - 417 (m, 18H, S, {4.51}, A" {4.48}, S,*
{4.46}, P.s" {4.42, 4.39, 4.38, 4.36}, V" {4.35}, H6a-GalN {4.35}, H6b-GaIN {4.18}, T¥" {4.34}, T..,"
{4.33, 4.31}, A" {4.25}, H2-Gal’ {4.24}, T,.," {4.21, 4.19}), 4.15 - 3.99 (m, 8H, H9a-Sia {4.11}, H2-GalN
{4.10}, H5-Sia {4.07}, H3-GalN {4.05}, H5-Gal’ {4.04}, H6-Sia {4.03}, H3-Gal’ {4.03}, H9b-Sia {4.02}),
3.91-3.59 (m, 15H, G;," {3.90, 3.83}, S, ,” {3.78, 3.75}, H4-GalIN {3.69}, P, ,° {3.69, 3.64}, CH,0O-Spacer
{3.63, 3.61}), 3.58 - 3.42 (m, 12H, P55 {3.54, 3.48, 3.44}, H5-GalIN {3.53}, CH,O-Spacer {3.54, 3.53, 3.51,
3.46}), 3.25 (dd, 1H, Jupapia = 5.7 HZ, Jupa, ups = 15.7 Hz, H™), 3.11 - 3.03 (m, 5H, R® {3.07}, R™ {3.06},
CHNH,-Spacer {3.06}, H” {2.99}), 2.84 (dd, 1H, Jpgape = 5.9 Hz, Ipga gy = 16.8 Hz, D™), 2.76 (dd, 1H,
Jogo.pa = 6.8 HZ, Jpgy, ppa = 16.6 Hz, D), 2.62 - 2.37 (m, 3H, H3,-Sia {2.55}, CH,Amid-Spacer {2.52}),
2.20-2.08 (m, 6H, P.3" {2.18, 2.16, 2.12}), 2.01 - 1.67 (m, 27H, CH5;-OAc {2.00, 1.98, 1.91, 1.89}, V"
{1.99}, P,s" {1.97, 1.95, 1.88, 1.81, 1.76}, CHs-NHAC {1.83, 1.76}, P,s* {1.82, 1.75}, H3,,-Sia {1.78}),
1.56 - 1.48 (m, 3H, R™ {1.54}, R" {1.52}), 1.32 - 1.22 (m, 9H, A" {1.29, 1.25, 1.22}), 1.17 (d, 3H, Japac =
7.5 Hz, A"), 1.11 (d, 3H, Jrps1p-= 6.5 Hz, T7), 1.08 (d, 3H, Jryy1ip= 6.6 Hz, T"), 1.04 (d, 3H, 1z, 1=
6.4 Hz, T,"), 0.83 (d, 3H, Jy,.vs= 6.4 Hz, V), 0.81 (d, 3H, Jy,vs= 6.2 Hz, VV").

BC-NMR (100 MHz, D,0, HSQC, HMBC), 5 (ppm): 176.1, 176.1, 174.7, 174.7, 174.1, 174.0, 174.0, 173.9,
173.9, 173.8,173.4,173.4, 173.3, 172.8, 172.8, 172.5, 172.4, 172.3, 172.1, 171.6, 171.4,171.2,171.1, 170.5,
170.4 (26 x C=0-Amid, -NHAc, -OAc, C1-Sia, 2 x Carbonsaure), 156.6 (C=NH (Arg)), 137.0, 136.8, 136.6
(3 x Cy-Bn), 132.7 (H%), 127.9 (H"), 129.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.2, 128.1,
127.8, 127.7, 127.7, 127.6 (15 x Ca-Bn), 116.6 (H%), 103.3 (d, Jc > = 25.8 Hz, C1-Gal’), 99.2 (C1-GalN),
97.4 (C2-Sia), 90.7 (d, Jco.r = 182.6 Hz, C2-Gal’), 80.4 (d, Jogrs = 164.2 Hz, C6-Gal’), 77.3 (T™), 75.0, 74.8
(CH2-Bn), 73.6 (C4-Gal’), 73.5 (C3-GalN), 73.3 (d, Jes s = 20.2 Hz, C5-Gal’), 73.2 (C6-Sia), 71.8 (C3-Gal’),
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69.4, 69.3, 68.9, 68.0 (CH,0O-Spacer), 69.2 (C8-Sia), 69.1 (C5-GalN), 69.0 (C4-Sia), 68.4 (C7-Sia), 68.5 (C4-
GalN), 68.1 (CH,-Bn), 67.0 (T,"), 66.8 (T,"), 66.2, 66.0 (CH,-Spacer), 62.3 (C9-Sia), 61.5, 61.1 (S;,"), 60.8,
60.5, 60.1, 60.0 (P1.s"), 60.7 (C6-GalN), 59.4 (V*), 59.2, 58.9 (T1,"), 57.0 (T*), 56.0, 55.7 (S1,"), 52.7 (H%),
50.9 (R%), 50.1 (D%), 49.9 (C5-Sia), 49.6, (A,%), 48.1, 47.9, 47.8, (P..5"), 48.0, 47.8 (A,.,"), 47.6 (C2-GalN),
47.6, 47.5 (P,5), 42.4, 42.3 (G.,"), 40.5 (CH,NH,-Spacer), 38.9 (R%), 36.3 (C3-Sia), 34.2 (D), 33.8
(CH,Amid-Spacer), 30.5 (V), 29.5, 29.2, 29.2, 28.8 (P15"), 26.5 (R"), 26.2 (H"), 24.6, 24.5, 24.4, 24.3, 24.2
(P1s"), 23.9 (R), 22.1, 21.6 (CH3-NHAC), 20.5, 20.1, 20.1, 20.0 (CHz-OAc), 18.9, 18.7 (Ty,"), 18.2 (V*),
17.9 (V™), 17.4 (T"), 16.0, 15.8, 15.2, 15.1 (A;.4").

YE-NMR (376 MHz, D,0): & (ppm): -204.4 (dd, 1F, Jep11 = 51.9 Hz, Jep i = 12.3 Hz, F2-Gal’), -229.7 (dt,
1F, Jeg pea = 46.6 HZ, Jpg e = 46.6 Hz, Jps s = 11.4 Hz, F6-Gal’).

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acet-
amido-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyra-
nosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-

glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin (163)
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Die Synthese des Glycopeptids erfolgte automatisiert, ausgehend von 294 mg (0.10 mmol) eines mit Fmoc-
Ala-OH vorbeladenen Wang-Harzes (Beladung 0.34 mmol/g). Nach dem Standardprotokoll (Kapitel 5.7.1)
wurden jeweils zehn Aquivalente der Fmoc-Aminosduren am Peptidsynthesizer gekoppelt. Zunéchst wurde
die Fmoc-Schutzgruppe der am Harz gebundenen Peptidsequenz mit einer 20%-igen Piperidin-Lésung in
N,N-Dimethylformamid entfernt.

Im Anschluss wurden 210 mg (0.15 mmol) der Glycosylaminosaure 134 zusammen mit 57 mg (0.15 mmol,
1.0 Aquiv.) HATU und 20 mg (0.15 mmol, 1.0 Aquiv.) HOAL, gelést in 3 mL N,N-Dimethylformamid, sowie
mit 60 uL (50 mg, 0.50 mmol) N-Methylmorpholin (NMM) versetzt. Die Lésung wurde anschlieend in das
Reaktionsgefal? des Mikrowellen-Synthesizers (berfihrt. Die Kupplung der Glycosylaminosédure erfolgte
Uber eine Dauer von 8 h (10 W, 30 °C). Die beiden Aminosduren Valin und Glycin wurden anschlieend
einer Doppelkupplung unterzogen. Die Kupplung der restlichen Aminosduren sowie des Triethylenglycol-
spacers 159 erfolgte nach dem Standardprotokoll. AnschlieBend wurde die terminale Fmoc-Schutzgruppe

durch Behandlung mit einer 20%-igen Piperidin-Lésung in DMF entfernt. Zur Abspaltung des Glycopeptids
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wurde das Wang-Harz in einem Merrifield-Reaktor uberfuhrt, mit Dichlormethan nachgewaschen und 3 h in
12 mL einer Mischung aus Trifluoressigsaure, Wasser und Triisopropylsilan (10:1:1) geschittelt. Es wurde
filtriert und das Harz zweimal mit je 10 mL TFA gewaschen. Die Filtrate wurden i. Vak. eingeengt, dreimal
mit je 30 mL Toluol kodestilliert, mit 10 mL Wasser versetzt und lyophilisiert. Das Rohpeptid wurde in 5 mL
Methanol geldst und durch Eintropfen in 15 mL kalten Diethylether zur Féallung gebracht. Nach der Zentri-
fugation wurde die Féllung des Peptids wiederholt, erneut in 10 mL Wasser aufgenommen und anschlieRend
lyophilisiert. Das Rohprodukt (240 mg) wurde durch semipréparative RP-HPLC (Luna, Grad.: MeCN:H,0 +
0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, — (100:0) in 80 min) gereinigt und anschlielend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 190 mg (0.060 mmol, 60%); farbloses Lyophilisat.

RP-HPLC: R; =18.1 min, Luna, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, —
(100:0) in 80 min.

[]2® = - 61.4 (c = 1.00, H,0).
C135H202F2N2gOs6 (M =3151.20 g/m0|) [314938]
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1051.1341 ([M+3H]*", ber.: 1051.1351).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm): 8.93 (bs, 1H, HF), 8.65 - 7.68 (m, 14H,
s"M £8.60}, AN {8.34, 8.20}, D" {8.20}, VM {8.19}, T"" {8.07}, G {8.03}, R™" {7.94}, TV {7.91},
S1," {7.78}, 7.44 - 7.14 (m, 6H, Ha-Bn, H® {7.34}), 6.05 - 5.95 (m, 1H, H6-Gal’ {5.99, t, Juera= e =
55.3 Hz}), 5.39 - 5.13 (m, 6H, H4-Gal’ {5.32}, H8-Sia {5.32}, CH,-Bn {5.26, d, Jcycn = 12.5 Hz}, CH,Bn
{5.17, d, Jecn = 11.9 Hz}, H7-Sia {5.17}, H3-Gal’{5.14}), 4.93 - 4.24 (m, 22H, H2-Gal’ {4.98}, H1-Gal’
{4.80}, H1-GalN {4.71}, H4-Sia {4.71}, H" {4.55}, D" {4.51}, R {4.51}, V" {4.50}, T* {4.50}, T, ," {4.47,
4.43}, A" {4.44}, Pos" {4.43, 4.36, 4.32, 4.28, 4.24}, H5-Sia {4.40}, H5-GalIN {4.35}, S," {4.35}, H5-Gal’
{4.27}, S,* {4.27}), 4.23-4.10 (m, 6H, A" {4.16}, A," {4.15}, H4-GaIN {4.15}, A" {4.13}, H9a-Sia
{4.12}, T%" {4.10}), 4.08 - 4.00 (m, 3H, H3-GalN {4.03}, T, {4.03}, H6-Sia {4.00}), 3.99 - 3.35 (m, 27H,
H9b-Sia {3.99}, T,*{3.92}, S, ,” {3.87, 3.75}, H2-GalN {3.85}, G," {3.83}, H6a-GalN {3.63, dd, Jysaner =
10.8 Hz, Jueaps = 5.8 Hz}, G,* {3.68}, P1,° {3.59, 3.46}, H6b-GaIN {3.55, dd, Juepnea = 10.5 HZ, Jngprs =
4.4 Hz}, CH,O-Spacer {3.72, 3.61, 3.58, 3.56, 3.56, 3.52}), 3.33 - 2.84 (m, 12H, P3.5° {3.32, 3.20, 3.14}, H™
{3.10}, R® {3.06}, H™ {2.95}, CH,NH,-Spacer {2.94}), 2.77 - 2.39 (m, 5H, D™ {2.71}, H3;,-Sia {2.55},
CH,Amid-Spacer {2.52, 2.45}, D {2.49}), 2.17 - 1.62 (m, 42H, CH;-OAc {2.08, 2.01, 1.95, 1.93, 1.93,
1.90, 1.87}, P1¢* {2.00, 1.80, 1.73}, VP {1.96}, P, ,” {1.85, 1.81}, CHs-NHAc {1.82, 1.64}), P,* {1.67}, R™
{1.67}, H3,-Sia {1.63}), 1.57 - 1.35 (m, 11H, Py5" {1.49, 1.43, 1.36}, Ps" {1.49}, R" {1.52, 1.48}, R®
{1.49}), 1.31- 1.16 (m, 9H, A, 3" {1.30, 1.26, 1.16, d, Jaga, = 6.8 Hz}), 1.15 (d, 3H, Japas = 7.5 Hz, ASP),
1.09 (d, 3H, Jpye1p+ = 6.3 Hz, ), 1.02 (d, 3H, Jr1y.115= 6.8 Hz, T1"), 0.97 (d, 3H, Iz, 1= 6.4 Hz, T,"), 0.89
(d, 3H, Jyyavp= 6.7 Hz, V'), 0.82 (d, 3H, Jy,pvp= 6.4 Hz, V™).

BBC-NMR (150 MHz, DMSO-ds, HSQC, HMBC), 5 (ppm): 174.4, 174.4, 174.3, 174.3, 174.3, 174.3, 173.6,
173.6, 173.4, 172.9, 172.9, 172.9, 172.6, 172.5, 172.4, 171.3, 171.3, 171.1, 171.1, 170.8, 170.8, 170.5, 170.2,
170.1, 169.7, 169.4, 169.3, 169.1 (29 x C=0-Amid, -NHAc, -OAc, 2 x Carbonséure), 167.4 (C1-Sia), 157.9
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(C=NH (Arg)), 135.7 (C4-Bn), 134.2 (H%), 129.5 (H"), 129.2, 129.0, 128.7, 128.2, 127.6 (5 x Ca-Bn), 117.5
(H%), 113.9 (t, Jcsra = Josrs = 243.5 Hz, C6-Gal’), 101.9 (C1-Gal’), 99.3 (C1-GalN), 98.7 (C2-Sia), 75.8
(TP, 72.4 (C6-Sia), 71.7 (t, Jesra = Josep = 27.6 Hz, C5-Gal’), 70.5 (C3-Gal’), 70.2, 70.1, 69.7 (CH,O-
Spacer), 69.5 (C4-Sia), 68.6 (C2-Gal’), 67.7 (C7-Sia), 67.6 (CH,-Bn), 67.3 (T "), 66.7 (C3-GalN), 66.7 (T,"),
66.7 (CH,O-Spacer), 66.5 (C8-Sia), 66.5 (C4-Gal’), 65.9, 65.9 (CH,-Spacer), 62.3 (C9-Sia), 62.3 (C6-GalN),
61.3, 61.0 (S;."), 60.2, 59.8, 59.6, 58.8, 58.6 (P1.5"), 58.8 (T."), 58.2 (T %), 57.6 (V*), 57.5 (T*"), 55.4 (C5-
GalN), 55.4, 55.1 (S1,%), 51.9 (H%), 50.5 (C5-Sia), 50.0 (R, 50.0 (D%, 49.0, (A."), 48.3 (C2-GalN), 48.1
(C4-GalN), 48.1, 47.7, 46.7 (A,.1%), 47.2, 47,2 46.9, 46.3, 46.3 (P..5"), 42.5, 42.5 (G,"), 41.0 (RY), 39.1
(CH,NH,-Spacer), 38.0 (C3-Sia), 36.0 (D"), 34.7 (CH,Amid-Spacer), 31.6 (VF), 29.6, 29.5, 29.5, 28.9, 28.5
(P1s"), 28.5 (RP), 27.4 (HP), 25.8, 25.2, 25.0, 25.0, 24.1 (P1.5"), 24.5 (R"), 23.4, 23.1 (CHs-NHAC), 21.3, 21.1,
21.0, 21.0, 20.9, 20.8, 20.6 (CH3-OAc), 20.2, 20.0 (T1,7), 19.6 (V™), 18.6 (V™), 17.7 (T"), 18.0, 17.4, 17.1,
16.4 (ALP).

YE-NMR (376 MHz, DMSO-dg), § (ppm): -124.1 (d, 2F, Jg 46 = 55.2 Hz, F6a/b-Gal’)

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-acet-
amido-3-O-[6-desoxy-6,6-difluor-p-D-galactopyranosyl]-6-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-

aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin (164)
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Es wurden 100 mg (0.032 mmol) des Glycopeptids 163 in 30 mL wassriger NaOH-Lésung (pH = 11) gelost
und drei Tage lang unter standiger pH-Kontrolle geriihrt. Es wurde mit verd. Essigsdure (1 M) neutralisiert
und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde durch semipraparative RP-HPLC (Phenomenex-LUNA, Grad.:
MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, — (100:0) in 80 min) gereinigt.

Ausbeute: 47 mg (0.017 mmol, 54%); farbloses Lyophilisat.

RP-HPLC: R; = 14.8 min, Luna, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, —
(100:0) in 80 min.

[0]2® = - 72.3 (¢ = 1.00, H,0).
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C114H185F2N2g049 (M = 2766.82 g/mol) [2765.26].
HR-ESI-MS (positiv) m/z: 1383.6353 ([M+2H]*", ber.: 1383.6368).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg, COSY, TOCSY, HSQC), & (ppm): 8.95 (bs, 1H, HF), 8.40 - 7.68 (m, 11H,
AN 1835}, G {8.27, 8.23}, D" {8.22}, H"" {8.14}, T"" {8.08}, T""" {8.07}, R"" {7.96}, S, " {7.78},
7.40-7.32 (m, 1H, H® {7.35}), 5.98 (td, 1H, Jugra= 55.3 Hz, Jugep = 55.3 Hz, Jye s = 6.2 Hz, H6-Gal’),
4.92 -3.81 (m, 29H, H1-GalN {4.79}, H" {4.55}, D“ {4.51}, R {4.48}, V" {4.48}, T,," {4.48, 4.43}, A"
{4.42}, P.s" {4.42, 4.37, 4.27, 4.24}, H5-Sia {4.40}, S,* {4.35}, T {4.33}, H5-GalN {4.32}, S,* {4.27},
H1-Gal’ {4.25}, A" {4.15}, H4-GaIN {4.15}, A,,* {4.15}, T% {4.14}, H2-GaIN {4.13}, T," {4.03}, T,®
{3.91}, G,“ {3.85}, H7-Sia {3.84}), 3.81-3.29 (m, 38H, H8-Sia {3.80}, CH,O-Spacer {3.73}, H9a-Sia
{3.69}, H3-GalN {3.69}, G," {3.68}, H6a-GalN {3.61, dd, Jyea +ep = 10.6 Hz, Jyeans = 5.9 Hz}, CH,0O-Spacer
{3.61, 3.58}, H5-Gal’ {3.59}, H6-Sia {3.59}, S.” {3.58}, CH,O-Spacer {3.57, 3.53, 3.47}, P1,"{3.55, 3.47},
H4-Sia {3.54}, H6b-GaIN {3.52, dd, Juephea = 10.5 Hz, Jugo s = 4.6 Hz}, H3-Gal’{3.47}, HOb-Sia {3.42},
S,? {3.36}, H2-Gal’ {3.35}, P35 {3.33, 3.21, 3.14}, H4-Gal’ {3.32}), 3.21 - 2.80 (m, 5H, H" {3.09}, R™®
{3.06}, H"™ {2.96}, CH,NH,-Spacer {3.06, 2.45}), 2.73 (dd, 1H, Jpp.pp = 16.9 Hz, Jpp.pa = 6.2 Hz, D),
2.61 - 2.32 (m, 6H, H34-Sia {2.59}, CH,Amid-Spacer {2.53, 2.45}, D" {2.49}, R® {2.45}, R™ {2.39}),
2.06-1.72 (m, 23H, P,.;» {1.99, 1.81, 1.73}, VP {1.94}, P,," {1.87, 1.83}, CH;-NHAc {1.85, 1.80}, P/’
{1.78}, R™ {1.78}, R" {1.73}, H3,-Sia {1.73}), 1.69 - 1.16 (m, 16H, Ps" {1.65}, Py5" {1.49, 1.43}, A,/
{1.30, 1.26, 1.16, 1.16}), 1.15 (d, 3H, Jpye 14+ = 6.7 Hz, T'), 1.02 (d, 3H, Jriy11p= 6.4 Hz, Ty"), 0.96 (d, 3H,
Jray1ap= 6.1 Hz, T,7), 0.90 (d, 3H, Jyyevp = 6.7 Hz, V™), 0.86 (d, 3H, Jy,p.vs= 6.6 Hz, V™).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds, HSQC, HMBC), & (ppm): 173.9, 172.1, 172.1, 171.9, 171.9, 171.6, 171.3,
171.0, 170.9, 170.9, 170.8, 170.3, 170.3, 170.1, 170.0, 169.7, 169.5, 168.9, 168.7 (22 x C=0-Amid, -NHAc,
2 x Carbonséure), 166.5 (C1-Sia), 158.0 (C=NH (Arg)), 133.4 (H°), 129.1 (H"), 117.5 (H°), 114.7 (t, Jogra =
Jos,ro = 243.5 Hz, C6-Gal’), 105.4 (C1-Gal’), 99.2 (C1-GalN), 98.1 (C2-Sia), 76.0 (TF"), 73.9 (t, Jesra = Jes o
= 25.6 Hz, C5-Gal’), 72.4 (C4-Gal’), 71.8 (C6-Sia), 70.5 (C2-Gal’), 70.2, 70.1, 70.1 (CH,O-Spacer), 70.1
(C4-Sia), 70.1 (C3-Gal’), 69.9 (C7-Sia), 68.4 (C8-Sia), 67.6 (C3-GalN), 67.2 (T."), 67.1, 66.6 (CH,O-
Spacer), 66.7 (T.*), 65.9, 65.8 (CH,O-Spacer), 63.5 (C9-Sia), 63.4, 63.4 (S;,"), 62.2 (C6-GalN), 60.2, 59.8,
59.6, 58.9 (P1.5"), 58.4 (T,"), 58.2 (T,%), 57.6 (V*), 57.0 (T*"), 55.8 (C5-GalN), 55.4, 55.3 (S;,"), 51.9 (H%,
50.6 (C5-Sia), 50.5 (D), 50.0 (R%), 48.9 (A."), 48.4 (C2-GalN), 48.1 (C4-GalIN), 48.1, 46.7 (A,.."), 47.2,
47.2,46.9, 46.3, 46.3 (P15"), 42.5, 42.5 (G.,"), 41.0 (R%), 40.5 (CH,NH,-Spacer), 39.1 (C3-Sia), 36.0 (D),
34.7 (CH,Amid-Spacer), 31.7 (VF), 29.6, 29.5, 29.5, 28.9, 28.4 (P.s), 28.4 (RP), 27.5 (H"), 25.2, 25.0, 25.0,
24.1 (P15"), 24.0 (R"), 23.5, 23.2 (CH3-NHAC), 20.3, 20.1 (T1,"), 19.6 (V°), 18.7 (V™), 17.5 (T"), 18.0, 17.4,
17.1,16.6 (ALP).

YF-NMR (376 MHz, DMSO-dg), & (ppm): -124.2 (d, 2F, Jg 16 = 54.8 Hz, F6a/b-Gal’).
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1-(Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-O-(2-
acetamido-3-0-[6-desoxy-6,6-difluor-B-D-galactopyranosyl]-6-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-
L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin)-2-ethoxy-
3-cyclobuten-3,4-dion (166)
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Zu einer Losung von 28 mg (0.010 mmol) Glycopeptid 164 in 5 mL einer Mischung aus Ethanol und Wasser
(1:1) wurden mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette 1.63 pL (0.011 mmol, 1.1 Aquiv.) 3,4-Diethoxy-3-cyclo-
buten-1,2-dion 165 pipettiert. In jeweils 5 pL Schritten wurde eine ges. Natriumcarbonat-Lésung in Ab-
stdnden von zwei Minuten (insgesamt ca. 25 uL) zugegeben und auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die
Reaktionslosung wurde 2 h bei Raumtemperatur gerithrt (Reaktionskontrolle (iber analytische RP-HPLC),
mit zwei Tropfen verd. Essigsdure (1 M) neutralisiert und lyophilisiert. Die Reinigung des mit dem Quadrat-
sauremonoester-funktionalisierten Glycopeptids 166 erfolgte durch semipréparative RP-HPLC (Luna, Grad.:
MeCN: H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min, — (100:0) in 80 min) gereinigt.

Ausbeute: 21 mg (0.007 mmol, 73%); farbloses Lyophilisat.

RP-HPLC: R; =15.9 min, Luna, A = 214 nm, Grad.: MeCN:H,0 + 0.1 % TFA (5:95) — (70:30) 30 min,—
(100:0) in 80 min.

[a]2? = - 79.5 (c = 1.00, H,0).
CraoH185F2N50s (M = 2890.91 g/mol) [2889.27].

MALDI-TOF-MS (a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure, positiv) m/z: 2974.724 ([M+Na+H,COs]", ber. 2974.264),
2990.610 ([M+K+H,COs]", ber. 2990.238).
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7 ANHANG

7.1 NMR-Spektren

B-3Lev-6BnGIcNTroc-OTBDPS (9)

a-4-(B-Ac,BnGal[e-2,3-Ac,SiaCO,Bn])-6BnGIcNTroc-OC(NH)CCl; (93)

TH, B3C, COSY, HSQC, HMBC ..ottt ettt ere s IX
a-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-Ac,;SiaCO,Bn])-6BnGIcNTroc-OC(NH)CClI; (103)

H, B3C, F, COSY, HSQUC, HMBC........ciiiiiiiiiiaiiiiee ittt Xl
Fmoc-Thr-(B-Bn;2FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu (129)

H, BC, F, COSY, HSQC, HMBC ...ttt ee et XV
Fmoc-Thr-(B-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu (131)

YH, BC, °F, COSY, HSQC, HMBC .. ..ol XVIII
Fmoc-Thr-(B-Ac36,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu (133)

T, BC, °F, COSY, HSQC, HMBC ..., XXI
Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,3)]-a-GalNAc)-OtBu (138)

TH, BC, COSY, HSQC, HMBC ... oo, XXIV
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Fmoc-Thr-(B-Bns2FGal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu (129)
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Fmoc-Thr-(B-Bn,2,6F,Gal-(1—3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-OtBu (131)
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Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(B-Acs6,6 F,Gal-(1—3)-[a-Ac,Sia-
CO,Bn-(2,6)]-a-GalNAc)-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala (163)

AcO  OAc

CO,Bn
AcO'
AcHN—/#L

AcO [e)

9 o 0 w © " 0 Oy w © " gioye w © 0 Q e OHH o
oA A A A A R AL R IR L A LR L o
s IR R R : S W M E
~,
oo 0 _AL 0 o © ) o * )
S PN

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

'H-Spektrum (600 MHz, DMSO-dg)
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A2 23 124 125 26 127
f1 (ppm)
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Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-(B-6,6 F,Gal-(1—3)-[a-Ac,;SiaCO,Bn-
(2,6)]-a-GalNAc)-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala (164)

HO  OH

COLH
Ho
ACHN—7L

HO o)

F
Ho LF  HO
o )
HO o
HO  AcHN
HO.

o o o hw o b oY, o W Oy 4 o o woo oo
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\ (5 O NA AT 0 R 0 0 gy OJ/ % g o SN O

o. HN—
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o
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7.2 Ubersicht tiber erstmalig synthetisierte Verbindungen

Struktur Verbindung Seite

O
o Q
LevO OTBDPS

TrocHN B-3Lev-4,6Bzn-GIcNTroc-OTBDPS 108

®)

OBn
HO 2 OTBDPS
LevO B-3Lev-6Bn-GIcNTroc-OTBDPS (9) 109

TrocHN

OH
HO Q
LevO OTBDPS B-3Lev-GIcNTroc-OTBDPS (10) 110

TrocHN

OTBS

o B-3Lev-6TBS-GIcNTroc-OTBDPS m
F:_O o OTBDPS
ev (11)

TrocHN

O

AcO ©OBn
AcO 6BnAc,Gal (23) 119
C =

AcO
&WOH a/B-6BnAC,2FGal-OH (24) 120

=

S M 0-6BnAC,2FGal-OC(NH)CCl; (25) 120

Y

CCly

AcO

AcO

AcO

AcO

Q

ACQ&WOH a/B-Ac,2,6F,Gal-OH (33) 127
AcO

Aco‘%

OBn
o
F
OBn
Q
F
F
F
F
O
F
O.

" a-Ac,2,6F,Gal-OC(NH)CCl, (34) 127

CCly




7.2 Ubersicht (iber erstmalig synthetisierte Verbindungen

XLIN

Struktur Verbindung Seite
Aco | F
Q
AcO OH a/B-Acs6F,Gal-OH (42) 135
AcO
AcO i
o}
AcO 0-Acs6,6F,Gal-OC(NH)CCl, (43) 136
AOL N
CCls
B-9TBDPS-SiaCO,Me-SPhMe (53) 143
B-9TBDPS-7,8Isopropyl-SiaCO,Me- 144
SPhMe (54)
B-9TBDPS-7,8Isopropyl-4Ac- 145
SiaCO,Me-SPhMe (55)
B-7,81sopropyl-4Ac-SiaCO,Me- 146
SPhMe (56)
Aco OBn OBn
Q
AcO 5 S 2 OTBDPS B-4-(B-6BnAcsGal)-3Lev- 149
hed TrocHN 6BnGIcNTroc-OTBDPS (67)
(©]
Ho ©OBn OBn
O Q
HO 5 Sl OTBDPS
HO TrocHN B-4-(B-6BnGal)-3Lev-6BnGIcNTroc- 150

OTBDPS (68)
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Struktur Verbindung Seite

AcO OBn OBn
é"w 3
AcO e %% OTBDPS B-4-(B-6BnAc,-2FGal)-3Lev- 151

TrocHN
6BnGIcNTroc-OTBDPS (69)
(0]

Hoé&fo/oé&/omps B-4-(B-6Bn-2FGal)-3Lev- 152

F TrocHN 6BnGIcNTroc-OTBDPS (73)
o

aco F OBn
é@v 2
AcO o OTBDPS B-4-(B-Acs6FGal)-3Lev- 153

AcO TrocHN
6BNnGIcNTroc-OTBDPS (70)
(o]

Ho F OBn
&/0/&/
HO 0P OTBDPS B-4-(B-6FGal)-3Lev-6BnGIcNTroc- 155

HO TrocHN
OTBDPS (74)
o

Aco F OBn
AcO oo OTBDPS B-4-(B-Ac,2,6F,Gal)-3Lev- 156

F TrocHN
6BNnGIcNTroc-OTBDPS (71)
(o]

Ho F OBn
Ho % OTBDPS B-4-(B-2,6F,Gal)-3Lev- 157

F TrocHN
6BnGIcNTroc-OTBDPS (75)
(¢]

.
Aco | F OBn
Q fo}
AcO ° o OTBDPS B-4-(B-Acs6,6F,Gal)-3Lev- 158
AcO
TrocHN 6BNGIcNTroc-OTBDPS (72)
(0]
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XLV

Struktur Verbindung Seite
F
HO LF OBn
oTBOPS B-4-(B-6,6F,Gal)-3Lev- 159
TrocHN
Z * 6BNGIcNTroc-OTBDPS (76)
AcO OBn OTBS
OTBDPS B-4-(B-6BnAc;Gal)-3Lev- 160
TrocHN
z * 6TBSGIcNTroc-OTBDPS (77)
AcO OBn OH
OTBDPS B-4-(B-6BnAc,;Gal)-3Lev- 161
TrocHN
z GIcNTroc-OTBDPS (79)
AcO OTBS
OTBDPS B-4-(B-Acs6FGal)-3Lev- 162
TrocHN
z 6TBSGIcNTroc-OTBDPS (78)
Aco F OH
Q
AcO %o OTBDPS B-4-(B-Acs6FGal)-3Lev- 163
AcO TrocHN
GIcNTroc-OTBDPS (80)
(¢]
AcO, coen -
HO n .
AcOwm, &/ /évu p-4-(B-BnGal[a-2,3-Ac,Sia-
A e M= —OTEFS CO,Bn)-3Lev-6BnGIcNTroc- 164
OTBDPS (90)
CO,Bn oBn OB
AM AcO n B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-
AcHN OTBDPS Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 166

TrocHN

GIcNTroc-OTBDPS (91)
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Struktur Verbindung Seite
CO,Bn
- co o8n oBn a/B-4-(B-Ac,BnGal[o-2,3-
COlinn.
o o ° oH Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 167
TrocHiN GlcNTroc-OH (92)
CO,Bn o8n
A\O\w\ AoQ OB” a/B-4-(B-Ac,BnGal[a-2,3-
AcHN AcO O\]/NH Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 168
TrocHN
CCly GlcNTroc-OC(NH)CCI; (93)
COan
OBn OB
AcOmu .
et~ omops B-4-(B-Bn2FGal[a-2,3-Ac,Sia-
T‘°°HN CO,Bn])-3Lev-6BnGIcNTroc- 170
OTBDPS (94)
(o]
CO.Bn
HO
AcOrm R
M &/ OTBDPS B-4-(B-6FGalla-2,3-Ac,Sia-
TrocHN CO,Bn])-3Lev-6BnGIcNTroc- 172
OTBDPS (95)
o
CO,Bn
AMA&/ B-4-(B-Ac,6FGal[a-2,3-
AcHN OTBDPS Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 173
TrocHN
GIcNTroc-OTBDPS (99)
CO,Bn
Ho LF
AcOuimn
:N%\%\ &/ OTBDPS B-4-(B-6,6F,Gall0-2,3-
Troehn Ac,SiaCO,Bn])-3Lev- 174
6BnGIcNTroc-OTBDPS (97)
(]
GOBn F_
oo AcO B-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-
AcHN OTBDPS Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 176
TrocHN

GIcNTroc-OTBDPS (101)
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XLVII

Struktur Verbindung Seite
CO,Bn
AMA&/ a/p-4-(B-Ac,6,6F,Gal[a-2,3-
AcHN OH Ac,SiaCO,Bn])-3Ac- 178
TrocHN
6BnGIcNTroc-OH (102)
CO,B
AcO
AM &/ /éﬁ a-4-(B-Ac,6F,Gal[e-2,3-
TrocHN Ac,SiaCO,Bn])-3Ac-6Bn- 179
CCI3 GIcNTroc-OC(NH)CCl; (103)
CO,Bn
HO
AcOim.
M &/ OTBDPS '3'4'('3'2,6F2Ga|[a'273'
TrocHN Ac,SiaCO,Bn])-3-Lev-6-Bn- 181
GIcNTroc-OTBDPS (96)
0
F (]
Ho | F o]
o A . o Fmoc-Thr-(p-6,6F,Gal-(1—3)-
HO AoNL a-4,6-Bzn-GalNAc)-OtBu (128) 213
jw‘/OtBu
FmocHN
(o]
AcO OAc
COOBn
AcOum,,
AcO o
go OB o Fmoc-Thr-(8-Bn;2FGal-(1—3)-
8o 2 6 0 [a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]-a- 216
’ N GalNAC)-OH (130)
lﬂ
FmocHN
[e]
AcO OAc
COOBn
AcOum,\
AcO o
8o F Ho Fmoc-Thr-(g-Bn,2,6F,Gal-
BN o o (1-3)-[o-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]- 217
F AcHN

0.

W
OtBu
FmocHN

(e}

a-GalNAc)-OtBu (131)
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XLVi
Struktur Verbindung Seite
AcO OAc
COOBn
AcOun,
AcO o
ano F Ho Fmoc-Thr-(B-Bn,2,6F,Gal-
Bnoéowo ° (1—-3)-[e-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]- 219
i R R a-GalNAC)-OH (132)
jw‘/OH
FmocHN
o
AcO OAC
COOBn
AcOm,)
AcO be)
aco F o Fmoc-Thr-(B-Ac36,6F,Gal-
Aco&/o 0 (1-3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]- 221
Ao N 0-GalNAC)-OtBu (133)
j\'(OtBu
FmocHN
o
AcO OAc
COOBn
AcOumu.\
AcO o
aco | F o Fmoc-Thr-(B-Ac,6,6F,Gal-
Aw&Vo 0 (1-3)-[a-Ac,SiaCO,Bn-(2,6)]- 223
heo N a-GalNAc)-OH (134)
T o
FmocHN
(o]
AcO, OAc
CO,Bn
AM AcO  ©OBn Ho °oH
O
AcHN-= O\%é/og% Fmoc-Thr-(B-Ac,BnGal-
o AcHN .
heo O (1—3)-[a-Ac,-SiaCO,Bn- 228
FmocHNjw/OfBu (2,3)]-0-GalNAC)-OtBu (138)
o]
AcO_ phc CO,Bn
AcO OBn OBn
AcOmim,) o o °
AcHN o e Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-
AcO c )
AcO OAc heo Ac,BnGal[a-2,3-Ac,Sia-
AMBLO - CO,Bn])-GIcNTroc)-3-(p- 230
O
Aot 2 O\%é/o Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac,Sia-

AcO
O. N

o
OtBu
FmocHN

o

CO,Bn-(2,3)])-aGalNAc]-
OtBu (145)
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Struktur

Verbindung Seite

CO,Bn
AcOmn.\ AcO
AcHN

TrocHN

AcHN

Y

OtBu
FmocHN

o

Fmoc-Thr-[a-4-(B-4-(B-
Ac,BnGal[a-2,3-Ac,Sia-
CO,Bn])-GIcNTroc)-3-(B- 232
Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac,Sia-
CO,Bn-(2,3)])-aGalNAc]-OtBu
(146)

AcO, OAc

Ci
O
cHN:
AcO
cO, OAc

AcO

0,Bn
AcO OBn
AcOttnn.
cOlm o o
AcH e
AcO
A
CO,Bn
AcOlmm.\ AcO  F
O
AcHN- O. o}

OBn

Q

0. O

AcHN

AcO

Q
O
AcHN

O. N

Fmoc-Thr-[a-6-(B-4-(B-
Ac,BnGal[a-2,3-Ac,Sia-
CO,Bn])-GlcNAC)-3-(B- 234
Ac,6FGal-(1—3)-[a-Ac4-
SiaCO,Bn-(2,3)])-GalNAc]-

OtBu (148)

=
OtBu
FmocHN

o

AcO  OAc

CO,Bn
AcO?
AcHN /7L

AcO o)
BnO ~OBnHo
0, 0
BnO o
F  AcHN

K/ ScooH © v i 0
S

1 HZNANH

X R MEVETY s AR
ol

OH
H Q H 9
N N N H
Ay ¢HJYO
o) o = o
PN

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-

valyl-O-(2-acetamido-3-O-[3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-fluor-p-p-galactopyranosyl]-

6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-

aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-
alalin (161)

248
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Struktur Verbindung Seite

AcO OAc

CO,Bn
AcO'"
AcHN—/2L

AcO 0]

BnO ~F  HO
0 0
BnO o
F AcHN

A&wwwaﬁw%w%wﬁa%w%w%w

“cooH

\k HN
HQNANH

(o]

\

o

NH,

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-
valyl-O-(2-acetamido-3-0-[3,4-di-O-benzyl-2,6-didesoxy-2,6-difluor-p-p-galacto-
pyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero- 250
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
seryl-L-threonyl-L-alalin (162)

AcO OAc

CO,Bn
AcO"
AcHN—L7L

AcO e}

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-
valyl-O-(2-acetamido-3-O-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6,6-difluor-p-p-galacto-
pyranosyl]-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero- 252
D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-pD-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-
seryl-L-threonyl-L-alalin (163)
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Struktur Verbindung Seite

HO  OH

coH
HO!
AcHN— 7L

HO e}

E
Ho [ F  HO
0 0
HO o
HO  AcHN

ﬁ&%w¢wﬁwﬁﬁwﬁﬂw%ﬁw¢wﬁ

“CcooH

1 HN
HZN/&NH

o

\

0.

NH,

Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-
L-valyl-O-(2-acetamido-3-O-[6-desoxy-6,6-difluor-g-p-galactopyranosyl]-6-O-[(5-
acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-b-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-p-galacto- 254
pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin (164)

HO  OH

COOH
HO™
AcHN—/7L

HO 0

1-(Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-
glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-3-O-[6-desoxy-6,6-difluor-p-p-galactopyranosyl]-6-O-
[(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-a-D- 256
galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alalin)-2-ethoxy-3-
cyclobuten-3,4-dion (166)
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7.3 Alternative Synthesevorschlage

Die nachfolgenden retrosynthetischen Betrachtungen sollen firr zukiinftige Arbeiten zwei alternative Zugéange
zum komplexen Hexasaccharid-Epitop Sialophorin aufzeigen.
Die erste hier vorgestellte retrosynthetische Betrachtung schlie3t wie auch das in der vorliegenden Arbeit

herangezogene Konzept eine finale -1,6-Verkntpfung ein (Schema 7.1).

B-1,6-Verkniipfung

p-1,3-Verkniipfung

R R RO, OR
: GOR / OH
; R /
Q o Q RO y RO , RO
RO AN o 0
RO Y AcHN AcHN o} (0]
‘ O N RO
/ RO L AcHN L .
a-2,3-Verkniipfung B-1,4-Verkniipfung  Ccl, / =
a-2,3-Verkniipfung OtBu
FmocHN
/ H \ / ﬂ \ o
RO R R
o RO R R RO OR RO R ro ©
- CO,R o o CO,R o
T RO\ Q
. 0/ R RO HO g OTBDPS 0/ R RO. HO
cl AcHN AcHN
RO ROO _nH TrocHN RG ROG_ _NH O
R = Phosphat R=0R Y R = Phosphat R=0R Y
R = Xanthogenat R=F CCly R = Xanthogenat R=F CCly FrnocHN OfBu

o
Schema 7. 1: Retrosynthetische Betrachtung eines modifizierten Zugangs zum Hexasaccharid-Epitop Sialophorin tber

eine finale Glycosylierung von zwei Trisaccharidbausteinen.

Der Aufbau der sialylierten Trisaccharid-Donoren kann uber einen zentralen Glucosamin-Baustein bewerk-
stelligt werden, welcher zunéchst eine Galactosylierung unter Darstellung der B-1,4-Verknlipfung vorsieht,
wobei anschliefend die Sialylierung unter Aufbau der (2,3)-sialylierten Bausteine erfolgt. Fir die Synthese
dieser Epitope kdnnen neben dem hier eingesetzten Sialinsaurexanthogenat unter Beriicksichtigung der Reak-
tivitat der vorliegenden Verbindungen auch Phosphatdonoren zum Einsatz kommen. Der limitierende Faktor
im Aufbau sialylierten Oligosaccharide stellt ein zentrales Anliegen weiterfiihrender Arbeiten dar. Die Syn-
these der Trisaccharid-Threonin-Konjugate kann in analoger Weise beschritten werden, jedoch ist in dieser
modifizierten Synthese der Aufbau eines Ty-Bausteins mit orthogonalen Schutzgruppen fiir die Hydroxyl-
gruppen in der 3-, 4- und 6-Position erforderlich. Hierbei erfolgt zunéchst der Aufbau der B-1,3-Verkniipfung
zu den Disaccharid-Threonin-Konjugaten. Im weiteren Verlauf der Synthese wird die stereoselektive a-2,3-
Verknipfung zwischen der Neuraminsaure und dem Disaccharid-Baustein aufgebaut. Von entscheidender
Bedeutung fur den Erfolg dieses Synthesekonzeptes ist im Folgenden die selektive Deblockierung der

Hydroxylgruppe in der 6-Position des Galactosamins. Diese kann unter Umstanden eine Acetal6ffnung des
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Tn-Bausteins zu einem friheren Zeitpunkt der Synthese erforderlich machen, da erste Versuche zur Acetal-
6ffnung bzw. von Schutzgruppenmanipulation auf der Stufe der entsprechenden sialylierten Trisaccharid-
Threonin-Konjugate im Rahmen dieser Arbeit nicht zum gewiinschten Resultat fiihrten. Zudem ist Uber ein
angepasstes Schutzgruppenmuster dieses Bausteins nachzudenken um eine stereo- sowie regioselektive
Glycosylierung dieser beiden Trisaccharid-Bausteine sicherzustellen.

Im Gegensatz hierzu soll die nachfolgende Synthesestrategie eine alternative Darstellung des Hexasaccharid-

Epitops iiber einen zentralen -1,6-verknlpften Akzeptorbaustein aufzeigen (Schema 7.2).
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Schema 7. 2: Retrosynthetische Betrachtung eines modifizierten Zugangs zum Hexasaccharid-Epitop Sialophorin Uber

die Glycosylierung von drei Disaccharidbausteinen.

Hierbei soll der Zugang zum Sialophorin-Epitop unter Verwendung von sialylierten Disacchariddonoren er-
folgen, welche in den Glycosylierungen unter Aufbau der B-1,3- bzw. -1,4-Verknupfung eingesetzt werden
sollen. Die Synthese sialylierten Disacchariddonoren kann wie zuvor angesprochen in gleicher Weise be-
werkstelligt werden. Zunéchst ist die Darstellung entsprechender Galactose-Akzeptorbausteine erforderlich,
welche wiederum mit einem Neuraminsdurexanthogenat bzw. Phosphat umgesetzt werden. In diesem Fall
wird wiederum auf Silylglycoside zuriickgegriffen, da sich diese im Gegensatz zu Thio- bzw. Allylglyco-
siden im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Sialylierungen bewahrt haben. Die Dar-
stellung des Akzeptorbausteins kann Uber ein Glucosamintrichloracetimidat mit dirigierender Carbamat-

schutzgruppe und einem Ty-Baustein mit freier 6-Position erfolgen. In diesem Fall kann eine stereo- sowie
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regioselektive B-1,6-Verknupfung der beiden Monosaccharide sichergestellt werden. Die weitere Synthese zu
den komplexeren Tetra- und Hexasaccharidbausteinen schlieSt nun die Umsetzung der sterisch anspruchs-
vollen sialylierten Disacchariddonoren ein. Der Aufbau solcher Oligosaccharide sollte prinzipiell moglich
sein, scheint jedoch wenig praktikabel, da zum einen der wertvolle Sialinsdurebaustein zu Beginn der Syn-
these eingesetzt werden muss und zum anderen diese an die unreaktiven sowie sterisch gehinderten sekun-
daren Hydroxylgruppen der Glucosamin- bzw. Galactoseeinheit gekniipft werden miissen. Zur Kompensation
dieser nachteiligen Effekte sollte durchaus die Verwendung reaktiverer Glycosyldonoren mit elektronen-
schiebenen Substituenten in Betracht gezogen werden. Zudem gilt es die Frage zu klaren inwieweit eine
simultane Einflihrung von beiden sialylierten Epitopen bewerkstelligt werden kann oder ob ein sukzessiver
Aufbau der Epitope einen erfolgversprechenderen Ansatz bietet. Es kann jedoch aufgrund fehlender Ver-
gleiche mit der Literatur keine genaue Aussage uber den Erfolg des hier postulierten Synthesekonzepts sowie
das mdgliche Auftreten von schwer zu charakterisierenden Produktgemischen erbracht werden. Als Vorteil
dieses Synthesekonzepts ist der Aufbau der entsprechenden Bausteine Uber eine geringere Anzahl linearer
Stufen zu sehen, welche moglicherweise die eingeschrankte Umsetzung der sialylierten Disaccharid-Donoren
in den Glycosylierungsreaktionen kompensieren kann und weiterhin einen modularen Zugang zu einer
Vielzahl von Derivaten ermdoglicht.

Die beiden vorgestellten Synthesekonzepte konnten hierbei grundlegende Vor- sowie Nachteile im Aufbau
der entsprechenden Oligosaccharide aufzeigen. Zum einen kdnnen aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit diverse Riickschliisse Uber einen erfolgversprechenden Zugang zu den komplexen Hexasaccharid-
Bausteinen Uber die Synthese von zwei Trisaccharid-Fragmenten gelegt werden. Die Synthese eines modi-
fizierten Galactosamin-Bausteins (Ty-Antigen) sollte prinzipiell leicht zu bewerkstelligen sein und sich zu-
dem mit dem hier ausgearbeiteten Synthesekonzept unter Berlicksichtigung eines angepassten Schutz-
gruppenmusters in Einklang bringen lassen. Zudem erfolgt der Aufbau der sterisch anspruchsvollen p-1,3-
bzw. B-1,4-Verknupfung zu einem friihen Zeitpunkt der Synthese und minimiert somit den Verlust wertvoller
Oligosaccharid-Bausteine. Nachteilig wirkt sich auch in diesem Fall die eingeschrankte Reaktivitat des ver-
wendeten Neuraminséurexanthogenats gegeniber den vorliegenden Disaccharid-Akzeptoren aus, welche

stark limitierend fur den Aufbau der entsprechenden sialylierten Epitope sind.






