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ABSTRACT

Prophylaktiche Impfstoffe (Vakzine) auf Basis von pathogen-assoziierten Kohlenhydratantigenen, welche das
adaptive Immunsystem in die Lage versetzen sollen invasive Organismen selektiv zu identifizieren und letztlich
zu bekdmpfen, stellt einen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung bakterieller Infektionskrankheiten dar.
Dabei dient die Glycocalyx dieser Fremdorganismen, bestehend aus artspezifischen extrazelullaren Glycanen, als
primére Zielstruktur einer Antikdrper-vermittelten komplementdren Immunantwort. Allerdings sind solche
(nicht-zwitterionischen) Kohlenhydratantigene 7-Zell-unabhdngige Antigene, weshalb die ndtigen Chemokin
und Cytokin vermittelten Stimuli fehlen, um sowohl ein B-Zell-vermitteltes immunologisches Gedéchtnis, wie
auch einen IgM zu IgG-Antikorper Klassenwechsel (class switch) der humoralen Immunantwort zu induzieren.
In jiingsten Studien zur Entwicklung von modernen vollsynthetischen Impfstoffkandidaten konnten Prinzipien
und essentielle Grundvoraussetzungen fiir eine erfolgreiche Immunisierung identifiziert werden. So werden fiir
das rationale Impfstoffdesign drei zentrale immunologische Untereinheiten, welche das Kohlenhydrat-basierte
B-Zellepitop, das peptidoide Ty-Epitop sowie einen lipidierten TLR-Agonisten umfassen, bendétigt. Diese drei
Schliisselkomponenten miissen zudem kovalent und in einer nicht-linearen Geometrie in einem einzigen
Makromolekiil verkniipft vorliegen, um eine maximale protektive Wirkung zu entfalten. Ferner ist es von
entscheidender Bedeutung, solche hochkomplexen biomimetischen Molekiile moglichst universell, orthogonal
und modular aufbauen zu kdnnen, um den préparativen Aufwand auf ein wirtschaftliches Maf} zu senken, und im
selben Atemzug die anwendungsbezogene Flexibilitdt hinsichtlich mdglicher Zielstrukturen massiv zu erhdhen.
Trotz der Erkenntnis, dass bereits kleine Oligosaccharidfragmente eines hoch-repetitiven kapsuliren
Polysaccharids in der Lage sind protektive Antikdrper zu generieren, ist deren inhdrente unzureichende
Immunogenitdt und eine eingeschrinkte metabolische Stabilitdt als limitierende Faktoren bekannt. Um diese
unerwiinschten Eigenschaften des kohlenhydrat-basierten B-Zellepitops zu kompensieren, riicken Kohlenhydrat-
mimetika in den Fokus der Betrachtung. Eine vielversprechende Strategie stellt hier die chemische Modifikation

dieser Saccharidantigene durch gezielte Einfiihrung von Fluorsubstituenten dar.

Vor diesem Hintergrund befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Synthese zweier zentraler molekularer
Subdoménen eines neuartigen modularen Ansatzes zur Entwicklung vollsynthetischer Impfstoffe am Beispiel

des gram-positiven bakteriellen Pathogens Streptococcus pneumoniae Typ 14 (SPni4).
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Abbildung A Schematische Darstellung der Streptococcus pneumoniae Typ 14 Antigenanaloga.



Im Vordergrund stand dabei die Entwicklung eines préparativen Zugangs, der die chemoselektive Einfiihrung
von strategisch positionierten Fluorsubstituenten ermoglicht, welche als Hydroxylbioisostere und als elegante
Strategie zur Erhohung der intrinischen Immunogenitit, sowie der Erhohung der metabolischen Stabilitit des
betrachteten Epitops, gesehen werden konnen. Zu diesem Zweck wurden geeignete Schutzgruppenstrategien,
literaturbekannte Schmidt-Glycosylierungsreaktionen sowie Desoxyfluorierungsreaktionen bei der Etablierung
eines effizienten Syntheseprotokolls genutzt. Dabei gelang es erstmals sechs strategisch desoxyfluorierte SPn14
Analoga zur Verfiigung zu stellen, welche in zukiinftigen Arbeiten durch entsprechende Funktionalisierung des

Allylankers immunolgische Anwendung finden kénnen.

Ein weiterer Meilenstein stellt die erfolgreiche Synthese eines neuartigen modular konzipierten universellen
Impfstofftragermolekiils dar, welches als zentraler Baustein zum rationalen Aufbau eines vollsynthetischen
Impfstoffkandidaten in Zukunft dient. Im Zuge dieser grundlegenden synthetischen Studien wurde ein
Heptapeptid TLR Ligand entworfen, welcher die grundlegende verzweigte Geometrie durch Staudinger-
Reduktion der artifiziellen Aminosdure e-Azido-Norleucin an der festen Phase gewihrleistet. AnschlieBende
Einfiihrung eines alkin-funktionalisierten Pyranosegeriists ermoglicht eine multivalente Prasentation des
entsprechenden B-Zellepitops mittels bioorthogonaler Kupfer-katalysierter Click-Chemie. Zusétzlich bietet ein
C-terminaler Cysteinrest eine weitere Ankiipfungsposition fiir Ty-Epitope an, welche iiber Sulthydryl-Maleimid
Konjugationsprotokolle angebunden werden kénnen.
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Abbildung B Schematische Darstellung des modular konzipierten universellen Impfstofftragermolekiils.
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Diese Vorarbeiten ebnen so den Weg fiir den nachgelagerten Aufbau einer neuen Klasse von vollsynthetischen,
modularen, multivalenten und universellen Vakzinkandidaten, welche auf ein breites Spektrum von pathogenen

Organismen abzielt, und so neue Wege fiir die antiinfektiose Therapie beschritten werden kdnnten.



ABSTRACT

Prophylactic vaccines based on pathogen-associated carbohydrate antigens, which enable the adaptive immune
system to selectively identify and eradicate invasive intruder organisms, represent a promising approach for
antibacterial therapy. Thereby, the intruder organism‘s glycocalyx, consisting of species-specific extracellular
glycans, serves as primary target structure of an immunoglobine-mediated complementray host’s immune
response. However, those (non-zwitterionic) carbohydrate-based antigens are T-cell independent antigens, thus
leading to a lack of chemokine and cytokine stimuli, which are an essential prerequisite to the induction of a
B-cell mediated immunological memory and additionally fail to induce an IgM to high-affinity IgG antibody
class switch of the respective humoral immune response. However, recent studies dealing with the development
of modern fully-synthetic vaccine candidates, revealed several principles and essential requirements for a
successful immunization, which need to be met. Accordingly, three pivotal immunological subunits, comprising
the carbohydrate-based B-cell epitope, the peptidoic helper-T sequence as well as the lipidated TLR agonist, are
required for rational vaccine design. These three key components further have to be covalently linked in a non-
linear manner within a single macromolecule, to take full protective effect. Moreover, it is of vital importance,
that those extremely sophisticated biomimetic molecules are preferably assembled in an universal, orthogonal
and modular fashion, to cut preparative efforts to an economic reasonable expense, and in the same breath to
massively increase the applied flexibilty regarding potential target structures. Despite the realization that, already
small oligosaccharide fragments of highly-repetitive capsular polysaccharides evoke protective antibodies, they
still suffer from an inherent lack of intrinsic immunogenicity as well as from a limited metabolic stabilty.
Consequently, to compensate and overcome those undesired properties of carbohydrate-based B-cell epitopes,
carbohydrate mimetics increasingly become the focus of attention. In this regard, the chemical modification of

these saccharide antigens by specific incorporation of fluorine substituents represents a promising strategy.

With this in mind, the work in hand deals with the synthesis of two pivotal molecular subdomains of a novel
modular approach for the development of a fully-synthetic vaccine candidate by taking the example of the gram-

positive bacterial pathogen Streptococcus pneumoniae type 14 (SPnl4).
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Figure A Schematic depiction of the Streptococcus pneumoniae type 14 antigen analogs.



Special emphasis was placed on the development of a preparative access, which provided the chemoselective
incorporation of strategically-located fluorine substituents, which could be seen as hydroxylbioisosters, thus
representing an elegant strategy to increase intrinsic immunogenicity, as well as enhancing metabolic stability of
the respective epitope. For that purpose, suitable protecting group patterns, literature-known Schmidt-
glycosylation reactions and deoxyfluorination reaction were applied to establish an efficient synthetic protocol.
In the course of these studies, six novel deoxyfluorinated SPn14 analogs could successfully be provided, which

serve after further functionalization of the allylic handle as probes in downstream immunological evaluations.

Another milestone constitutes the successful synthesis of a novel modular conceptualized universal vaccine
carrier molecule, which embodies the essential building block for the rational assembly of universal and fully
synthetic vaccine candidates in future. In the course of these fundamental synthetic studies, a heptapeptide TLR
ligand was designed, which provides a basically branched geometry by on-resin Staudinger-reduction of the
incorporated artifical aminoacid e-L-azido-norleucin. Subsequent installation of an alkyne bearing pyranose
scaffold, enables a multivalent presentation of the respective B-cell epitopes by means of bioorthogonal
copper-catalyzed click-chemistry. Additionally, a C-terminal cysteine residue further provides an attachment site

for Ty-Epitopes via sulfhydryl-maleimide conjugation protocols.

0 NH, NH,
o
s SH
0 e Lo e
A N N NI OH
o " o = o = 0

Figure B Schematic depiction of the universal vaccine carrier molecule.

These preliminary synthetic studies pave the way for further downstream assembly of a novel class of fully
synthetic modular multivalent universal vaccine candidates, which hold the promise to target a broad array of

different pathogenic organisms, and thus might open new avenues for anti-infective therapy.
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Theoretischer Teil






1 EINLEITUNG

1.1 Grundlagen des Immunsystems

Hoéhere Organismen entwickelten im Laufe der Evolution das Immunsystem, welches ein hocheffizientes System
von mehreren sich ergédnzenden Selbstverteidigungsmechanismen darstellt, um sich vor koérperfremden,
invasiven oder potentiell gefihrlichen Pathogenen zu schiitzen.! Zur Abwehr stehen zum einen das unspezifische
Abwehrsystem, sowie das adaptive Immunsystem zur Verfiigung. Die unspezifische, oder auch nicht-adaptive
Immunantwort schiitzt den Wirt unter anderem durch physikalische und chemische Barrieren wie das Epithel,
welches einen sauren pH-Wert von ca. 4-6 aufweist, wodurch das Wachstum von Mikroorganismen gehemmt
wird. Auch schiitzt das Enzym Lysozym (Muramidase), welches als angeborener Abwehrmechanismus in
Tranenfliissigkeit, Speichel und Sekreten der Schleimhéute anzufinden ist.” Der Wirkmechanismus basiert auf
der hydrolytischen Spaltung von B(1—4) glycosidischen Bindungen zwischen N-Acetylmuraminsdure- (NAM)
und N-Acetylglucosaminresten (NAG), welche sich iiberwiegend in Peptidoglykanschichten mikrobieller
Zelloberflachenstrukturen befinden. Dahingegen basiert die adaptive Immunantwort auf der Féhigkeit des
Immunsystems auf neuartige Bedrohungen zu reagieren, in dem diese erst identifiziert und in einem
nachgelagerten Schritt spezifisch eliminiert werden konnen. Die Wirkungsweise des Immunsystems ist
allgemein gesprochen strikt destruktiver Natur, weshalb es von hochster Notwendigkeit fiir den Wirt ist,
hochgradig selektive Immunreaktionen auszuldsen, welche stets den fremden Organismus, jedoch niemals
Molekiile des eigenen Korpers attackieren diirfen. Daher stellt die Fahigkeit fremde von korpereigenen
Molekiilen zu unterscheiden eine Grundvoraussetzung des Immunsystems dar, welches bei Versagen zu
Auto-Immunerkrankungen,' wie beispielsweise dem Guillain-Barré-Syndrom,” Morbus Basedow,' Morbus
Crohn,” Multipler Sklerose® oder Narkolepsie,” fithren kann. Fast jedes Makromolekiil, sofern es vom Wirt als
korperfremd eingestuft wurde, ist in der Lage eine Immunantwort zu induzieren, weshalb man solche
Makromolekiile definitionsgemdB Antigene (Antikorper-Generatoren) nennt.® Diese von Antigenen ausgeldste
Immunreaktion wird nun in zwei grofle Klassen eingeteilt, welche zum einen durch Ausschiittung ldslicher
Immunglobuline beziehungsweise Antikorper (humorale Immunantwort) oder andererseits als zellvermittelte
Immunantwort gekennzeichnet sind. Bei der humoralen Immunantwort werden die Blutbahn und weitere
Korperflissigkeiten von Antikorpern geflutet, welche nun spezifisch das fremde Antigen binden und dieses
neutralisieren. Durch diese nicht-kovalente Antigen/Antikdrper-Bindung konnen Toxine, wie beispielsweise
Tetanus-Toxin oder Botulinus-Toxin inaktiviert werden,® oder aber Pathogene fiir Fresszellen markiert werden
(Opsonierung),’ die letztlich den Eindringling durch Phagozytoseprozesse abbauen. Jeder Antikorper besteht aus
zwei identischen schweren Ketten (heavy chains, H-Ketten) und zwei identischen leichten Ketten (/ight chains,
L-Ketten), welche durch kovalente Disulfidbriicken zu einer Ypsilon-formigen Struktur miteinander verkniipft
sind."” Die L-Ketten bestehen jeweils aus einer variablen (¥;) und einer konstanten (C;) Domine. Die H-Ketten
hingegen besitzen eine variable (V) und drei konstante (Cyl, Cp2, Ci3) Dominen.'' Man unterscheidet hier fiinf
Klassen von Antikorpern IgA, IgD, IgE, IgG und IgM, die sich jeweils in ihrer strukturgebenden Klasse von
H-Ketten unterscheiden.'® Wihrend die pentameren IgM-Antikorper hauptsichlich in den friihen Stadien der
primédren Immunantwort ins Blut abgegeben werden, kommt es im Zuge der sekunddren Immunantwort zu einer
Massenproduktion von hochaffinen IgG-Antikorpern (class switch)."” Des Weiteren kann durch

Antikdrperbindung iiber die Cy2-Domaéne zusétzlich das sogenannte Komplementsystem (Komplementkaskade)
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aktiviert werden, welches unterstiitzend bei der Abwehr von Mikroorganismen wirkt und aus einer Reihe
loslicher lytischer Proteine besteht.'* Man unterscheidet dabei den Lektin-vermittelten, den alternativen und den
klassischen Weg der Aktivierung. Um all diese komplexen Erkennungs- und Verteidigungsmechanismen zu
steuern und aufrechtzuerhalten, umfasst das Immunsystem Milliarden von spezialisierten Immunzellen, die sich
wie alle Zellen des Blutes (Erythrocyten, Leukocyten) aus pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen
entwickeln. Als Beispicle sollen hier eosinophile, basophile, neutrophile Leukozyten und Mastzellen, sowie
Makrophagen und dendritische Zellen (dendritic cell/ DC) als Bestandteile der angeborenen Immunabwehr

genannt werden (Abbildung 1.1)."*"

Das Riickgrat der adaptiven Immunabwehr jedoch wird von den
sogenannten Lymphozyten gebildet. Aufgrund deren Abstammung von lymphatischen Stammzellen bezeichnet
man folglich den Thymus, wie auch das Knochenmark als primére (zentrale) lymphoide Organe, da beide in der
Lage sind diese gewebespezifischen Lymphozyten zu bilden.'® Von diesen primiren Organen wandern die
jeweiligen naiven Lymphozyten schlieBlich in die sekundaren (peripheren) Lymphorgane, wie beispielsweise die
Milz oder die Lymphknoten, wo sie schlieBlich durch Kontakt mit fremden Antigenen gepriigt werden.'”

Inmate immunity i ==l Adapliva immunity
(rapid responsas) eeam T (show responsa)

Dcndntlc oel Mazt col —

/.

|
2\ |
A
,.' Antibedes (/
cell i

%, Matural
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T ||:.e||-

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Zellen des angeborenen (links) und des adaptiven Immunsystems (rechts)
nach Dranoff."*

Gemid3 der Klon-Selektionstheorie geschieht die Festlegung der Spezifitdit der naiven oder auch
immunkompetenten Lymphozyten bereits vor dem Erstkontakt mit eben jenem Antigen, welches spezifisch
deren Maturierung zu Effektorzellen stimuliert."®*' Entsprechend des Bildungsortes im Korper werden zwei
grundsitzlich unterschiedliche Leukozytentypen unterschieden. Zum einen B-Zellen, welche im Knochenmark
(bone marrow) produziert werden und zum anderen T-Zellen, welche im Thymus gebildet werden und sich
weiter in zwei Subklassen, den cytotoxischen T-Zellen (CTL, CD8")? und den Helfer-T-Zellen (T, CD4"),>
aufteilen.”” Beide Zelltypen unterscheiden sich ferner in grundsitzlichen Aspekten ihrer Wirkungsweise und
Funktion. B-Zellen konnen tiber grofle Entfernungen im Korper wirken, denn sie sind auf die Sekretion von
Antikdrpern spezialisiert. Dahingegen iiben T-Zellen allgemein nur Einfluss auf ihre direkte Umgebung aus und
sind strikt auf Zell-Zell-Kontakte angewiesen, welche die direkte Vernichtung infizierter Zellen (CTL) umfasst
und in der Regulation beziehungsweise Unterstiitzung von Effektorzellen (7}) besteht. Wahrend 7y1-Zellen
durch Ausschiittung von Chemokinen und Cytokinen Makrophagen (Fresszellen) rekrutieren und aktivieren
konnen, stimulieren Ty2-Zellen indes durch direkten Kontakt die Proliferation von B-Zellen und deren

23-24

Sezernierung von Antikdrpern. Bevor allerdings Ty-Zellen andere Zellen im Zuge einer Immunantwort
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kostimulieren kdnnen, miissen sie zunéchst selbst selektiv rekrutiert und aktiviert werden. Diese Aktivierung
wird jedoch erst dann gewéhrleistet, sobald ein fremdartiges Antigen auf der Zelloberfliche einer spezialisierten
Antigen-prisentierenden Zelle (4APC) iiber ein sogenanntes MHC-Molekiil (major histocompatibility complex)
prisentiert wird (MHC-Restriktion).*® Solche Antigen-prisentierende Zellen, die stets Zielzellen der Ty-Zellen
sind, stammen wie auch B-Zellen aus dem Knochenmark und umfassen eine heterogene Auswahl an
unterschiedlichen Zelltypen, wie beispielsweise die oben genannten dendritischen Zellen der lymphoiden
Organe, die Langerhans-Zellen der Haut, aber auch B-Zellen oder im Organismus zirkulierende Makrophagen."”
Diese Antigenprisentation wird durch exogene Stimuli (,,Gefahrensignale®), wie beispielsweise durch Alum,”’
Freunds Adjuvanz® oder Monophosphoryl Lipid A%, die in der gingigen Routinevakzinierung Verwendung
finden, initiiert. Letzteres représentiert einen wichtigen Vertreter der sogenannten toll-like-Agonisten.
Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind eine Familie von konservierten Transmembranproteinen (Mustererkennungs-
rezeptoren/pattern recognition receptors/PRR),*® die pathogen-assoziierte Muster (pathogen-associated
molecular pattern/PAMP) erkennen konnen und das angeborene Immunsystem durch Induktion spezifischer
Effektormechanismen mobilisieren, weshalb Stimuli dieses Arms des Immunsystems das angeborene und das
adaptive Immunsystem verbindet.’’ Das menschliche Genom codiert fiir 10 TLRs, die hochkonservierte

3233 wie beispielsweise Lipopolysaccharide (7LR4),” ***° Lipopeptide

mikrobielle Zellfragmentmolekiile,
(TLR2/TLRI-, TLR2/TLR6-Heterodimere),"'*" Flagellin (TLR5),"* einzelstringige RNA (7LR7 und TLRS)*'
oder doppelstringige RNA (TLR3),”" erkennen konnen.”* TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 reagieren auf
extrazellulire Stimuli, wihrend TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 auf intrazytoplasmatische PAMPs reagieren.’*™>’

Mit dieser kurzen Einfiilhrung in die Prinzipien des Immunsystems kann nun die erfolgreich eingeleitete
Immunantwort als Ganzes wie folgt verstanden werden (Abbildung 1.2): Ein PAMP wird von einer im
Wirtskorper zirkulierenden naiven APC (immature DC) iiber ihre PRRs erkannt und durch Endocytose und
proteolytischen Abbau prozessiert,'” bevor es schlieBlich auf der Zelloberfliche ausschlieBlich iiber ein Klasse I
MHC-Molekiil prasentiert wird.”*>> Weiterhin wird durch die Konfrontation mit dem fremdartigen Antigen ein
Reifungsprozess der naiven APC (immature DC) induziert und es liegt nun eine gereifte APC (mature DC) vor,
die nun, wie bereits oben erwéhnt, zu den sekunddren Lymphorganen wandert und durch die Ausschiittung von
kostimulierenden Cytokinen und Chemokinen nun zusitzlich naive T-Zellen rekrutiert.' ** Bindet eine passende
spezifisch komplementire naive T-Zelle mit ihrem T-Zell-Rezeptor (7-cell receptor/TCR) den
MHCII/Antigen-Komplex der APC, kommt es simultan zu einer gleichgeschalteten Co-Rezeptorbindung
zwischen dem CD4-Protein (cluster of differentiation) der T-Zelle und einer invarianten konservierten Doméne
des MHCII Molekiils, der die Festigkeit der Zell-Zell-Adhédsion verstirkt, und die Ausschiittung von
stimulierenden Interleukinen (IL-1, IL-2) bewirkt. Das kombinierte Einwirken induziert nun die Proliferation
und die Bildung einer Vielzahl identischer CD4"-T-Zellklone, die ihrerseits nun in der Lage sind spezifisch
komplementiire naive B-Zellen zu rekrutieren. Die CD4"-Zellen aktivieren jedoch nur solche B-Zellen, die
dasselbe Antigen erkennen wie sie selbst. Dariiber hinaus exprimiert die aktivierte CD4 -Helfer-T-Zelle den
CD40-Liganden, ein membrangebundenes Signalmolekiil, auf ihrer Zelloberfliche, der in Folge den
B-Lymphozyten iiber eine spezifische Bindung des CDA40-Transmembranproteins aktiviert. Ohne dieses
Zusammenspiel von CD40-Ligand und CD40 kénnen Helfer-T-Zellen keine B-Zellen aktivieren.® Anders
gesprochen wird so die Proliferation und die Reifung von B-Zellen in Gedéchtnis-B-Zellen und in Antikdrper
sezernierende Plasma-B-Zellen initiiert und ferner die weitere Ausschiittung co-stimulierender Mediatoren, wie

IL-4, IL-5 und IL-6 induziert, und so die volle antigen-spezifische adaptive Immunantwort letztlich eingeleitet.”
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Immunantwort nach Morelli et a

Die Umwandlung von der B-Lymphozyten in Plasmazellen befdhigt diese nun spezifisch gegen das Antigen
gerichtete Immunoglobuline beziehungsweise Antikérper massenhaft zu sezernieren und in die Blutbahn
abzugeben, um die Infektion so lange zu bekdmpfen, wie die Infektionsherde bestehen.”® AnschlieBend gehen
Plasmazellen den programmierten Zelltod (Apoptose) ein, wahrend Gedachtniszellen sehr lange Zeit im Korper
tiberleben. Diese Gedachtnis-B-Zellen stellen das Riickgrat der sekundédren Immunantwort dar, da sie bei einer
zweiten Konfrontation des Wirts mit demselben Antigen schnell, effizient und massiv eine addquate
Immunantwort generieren konnen, was die Grundlage der erworbenen Immunitit bildet.>®

An dieser Stelle muss letztlich die prominente Rolle der MHC-Molekiile, welche die Antigene den jeweiligen
T-Zellen prisentieren, als zentrale Schnittstelle der adaptiven Immunantwort spezifiziert werden. Man
unterscheidet MHC-I und MHC-I1,** welche ausschlieBlich zwitterionische, meist peptidoide, Strukturen binden
und préasentieren konnen. Wahrend MHC-I-Molekiile spezifisch ,,Selbst-Antigene® aus dem Zellinneren der
jeweiligen Wirtszelle présentieren, binden MHC-II-Molekiile, wie bereits oben geschildert, stets prozessierte
exogene Strukturen. Die MHC-I Présentation spielt daher vor allem bei intrazelluldren Pathogenen eine wichtige
Rolle. Diese von der infizierten Zelle intrazelluldr gebildeten fremdartigen pathogen-assoziierten
Proteinfragmente werden kontinuierlich auf der Wirtszelloberflache iber MHC-I prisentiert und kénnen so von
cytotoxischen CD8"-Zellen als potentiell pathogen erkannt und vernichtet werden, was prinzipiell den Arm der
zellvermittelten Immunantwort erginzt.”> Weiterhin gilt, dass reine Kohlenhydratantigene, wie sie weit verbreitet
auf vielen Zelloberflachenstrukturen pathogener Organismen vorkommen, zwar durch Bindung an
membranstindige B-Zell-Rezeptoren die komplementire B-Zelle aktivieren konnen, jedoch aufgrund der
fehlenden zwitterionischen Struktur der meisten Sacchridantigene, nicht in der Lage sind, MHC-II vermittelte
T-Zell-Hilfe zu generieren, weshalb die ndtigen Chemokin- und Cytokin-vermittelten Stimuli fehlen, um sowohl
ein immunologisches Gedéchtnis, als auch einen IgM zu IgG Antikorper-Klassenwechsel (class-switch) zu

induzieren. Da jedoch Kohlenhydratantigene als Hauptbestandteil der duBeren Zellwand von Pathogenen eine
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zentrale immunologische Zielstruktur einnehmen, stellt dies groBe Herausforderungen fiir die Impfstoff-
entwicklung dar. Ansitze zur Uberwindung dieser intrinsischen Einschrinkung der adaptiven Immunantwort im

Bezug auf reine Kohlenhydratantigene werden in den folgenden Kapiteln dieser Arbeit présentiert.



1.2 Struktur, Biosynthese und biologische Funktion der bakteriellen Glycokalyx

Um mit den im vorigen Kapitel erarbeiteten Grundlagen und Prinzipien des Immunsystems in der Lage sein zu
konnen, geeignete prophylaktische oder therapeutische Behandlungsstrategien zu entwickeln, ist es weiterhin
notwendig, sich ein vertieftes Wissen iiber die Struktur und Funktion potentieller exogener Zielstrukturen zu den
jeweiligen Krankheitsbildern anzueignen. Prinzipiell ist das Immunsystem in der Lage, gegen nahezu jedes
Makromolekiil durch entsprechenden Stimulus spezifisch zu reagieren. Bei der Frage nach den Zielstrukturen,
welche das Immunsystem ,.erlernen® beziehungsweise bekdmpfen soll, riicken Zelloberflichenstrukturen als
primédre Ziele in den Fokus der Betrachtung. Dabei ist es prinzipiell unerheblich, ob es sich um pathogene
Organismen, wie beispielsweise Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten oder aber um kdrpereigene entartete Zellen im
Krebsfall handelt. Sofern sich die Zelloberflachenzielstruktur, auch bekannt als antigene Determinante oder
sogenanntes B-Zellepitop, der invasiven oder malignen Zelle klar und definiert von gesunden Zellverbanden des
Wirtsorganismus unterscheidet, kann das Immunsystem schiitzend eingreifen.”®

Nahezu alle lebenden Zellen prisentieren auf ihrer dufleren Membran Glycane, welche eine spezifische

Glycokalyx bilden.””®'

Diese dient als spezifititgebendes Merkmal, welches das Immunsystem selektiv
erkennen, und gezielt angreifen sollte. So soll im Folgenden auf die spezifischen Charakteristika des bakteriellen
Organismus und deren &uflerer Zellmembran eingegangen werden. Allgemein handelt es sich bei Bakterien um
prokaryotische Zellen, die auf zelluldrer Ebene keinen abgegrenzten Zellkern besitzen (Abbildung 1.3).% Die
DNA dieser Organismen ist als ein dicht strukturiertes ringformiges doppelstrangiges Molekiil (Bakterien-
chromosom, Kerndquivalent, Nukleoid) organisiert und liegt frei im Zytoplasma ohne Membranbegrenzung

64
vor.®¢

a Gram positive b Gram negative

Abbildung 1.3 Strukturelle Charakteristika von gram-positiven und gram-negativen Bakterien nach Lolis und Bucala.”

Des Weiteren finden sich fundamentale strukturelle Unterschiede im Aufbau der Zelle im Vergleich zu
eukaryotischen Zellen. So besitzen Prokaryoten keine abgegrenzten Zellorganellen, wie die Mifochondrien, das
Endoplasmatische Reticulum (ER) oder den Golgi-Apparat, sondern es liegt ausschlielich das Cytoplasma vor,

das in der Summe 75-95% der Zellmasse ausmacht, und alle fiir die Translation bendtigten Komponenten
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(Plasmid, RNA, Ribosomen) enthilt.> > Es wird von der Cytoplasmamembran eingeschlossen, die aus einer
Doppelschicht von amphiphilen Phospholipiden besteht, deren hydrophobe Anteile sich zusammenlagern,
wiahrend die hydrophilen Kopfgruppen in den periplasmatischen beziehungsweise in den cytoplasmatischen
Bereich ragen.’” Diese Zellmembran ist von einer weiteren Struktur, der sogenannten Zellwand umschlossen, die
hauptsiachlich aus mehreren Lagen eines netzartigen Makromolekiils, dem sogenannten Murein (Lat. murus =
Mauer) oder auch Peptidoglycan (PGN) besteht, das der prokaryotischen Zelle ihre Rigiditdt verleiht und Schutz

bietet.5 7

Das PGN besteht aus vielen Wiederholungseinheiten des P(1—4)-verkniipften Disaccharids aus
N-Acetylglucosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsiure (MurNAc),” die das lineare Riickgrat bilden
(Abbildung 1.4 links). Von jeder Lactylgruppe einer MurNAc-Einheit aus vernetzt nun eine variable

art-spezifische Oligopeptidkette schlielich zwei benachbarte Zuckerstrange quer.
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Abbildung 1.4  Schematische Darstellung der Peptidoglykanschicht der bakteriellen Zellwand (links),”" Lipid A von
gram-negativen Bakterien (rechts).”

Man unterscheidet ab diesem Punkt zwei Hauptklassen von Bakterien, die strukturell differenzierte Zellwand-
architekturen aufweisen und sich durch ein Farbeverfahren nach Gram taxonomisch klassifizieren lassen.”””> So
unterscheidet man je nach Farbeverhalten gram-positive und gram-negative Bakterienstimme. Letztere besitzen
eine vergleichsweise diinne PGN-Zellwand, die allerdings von einer weiteren &ufBleren, unsymmetrischen
Doppelmembran umgeben ist.”> Auf der periplasmatischen Seite besteht sie aus Phospholipiden, wihrend die
extrazellulidre Seite aus Lipopolysacchariden (LPS) aufgebaut ist.”” Bei LPS Strukturen handelt es sich um
amphiphile Makromolekiile, welche unverzichtbar fiir die Funktionsfihigkeit und das Uberleben von
gram-negativen Bakterien sind, da sie massiv zur strukturellen Integritit der Zelloberfliche beitragen.”® Diese
LPS bestehen wiederum aus drei Doménen, die sich aus dem Lipid A, der Kernstruktur (Core) und der O-Kette
zusammensetzen. Das Lipid A fungiert als lipophiler Membrananker, der die Kernstruktur in der Zellmembran
fixiert (Abbildung 1.4 rechts). Dabei interkaliert die hochgeordnete Lipid A Struktur iiber hydrophobe Wechsel-
wirkungen in die Phospholipiddoppelmembran dieser Bakterien.”” Dariiber hinaus stabilisieren elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen divalenten Kationen, wie beispielsweise Ca®" und Mg”", und den negativ geladenen
Phosphat-Gruppen auf dem LPS Molekiil die &ulere Zellmembran, so dass gram-negative Bakterien sich robust
gegen externe Stressfaktoren schiitzen konnen.”® Das Lipid A gehort selbst zur Gruppe der Endotoxine,™
welche aufgrund ihrer potenten immunstimulierenden Wirkung als Adjuvanzien in den Fokus der gegenwértigen
Impfstoffentwicklung geriickt sind, jedoch bei zu starker Exposition einen anaphylaktischen Schock (Toxisches

Schocksyndrom/toxic shock syndrome) auslosen konnen.”* "™ Der Term Endotoxin leitet sich vom griechischen
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,endo®, zu Deutsch, ,,innen* ab, was die Fahigkeit andeuten soll, von ,,innen heraus® eine starke Immunantwort
auslosen zu konnen und das konkrete Beispiel Lipid A gehort weiterhin zur Gruppe der sogenannten toll-like
Rezeptoragonisten (TLR4).** ** > 7 Daneben reprisentiert die Kernstruktur ein Polysaccharid, welches den
mittleren Teil der LPS bildet und wichtige Funktionen fiir die Struktur der &u3eren Zellmembran {ibernimmt. Die
O-Kette, auch O-Antigen genannt, ist eine je nach Bakterienart spezifische repetitive Polysaccharidstruktur und
definiert die, fiir das Immunsystem zugingliche, antigene Determinante.’® In der bakteriologischen Diagnostik
dient das O-Antigen zudem als Unterscheidungs-merkmal der jeweiligen Bakterienstimme (Serotypen) und
bildet so die chemisch-strukturelle Grundlage ihrer serologischen Klassifikation. Im Folgenden werden
ausgewdhlte Beispiele von gram-negativen O-Antigenen kurz skizziert. Ein prominentes Beispiel stellt das
Bakterium Neisseria meningitidis (Men) dar, welches ein intrazelluldr-lebendes, fakultativ anaerob wachsendes
Bakterium ist und durch Tropfcheninfektion von Mensch zu Mensch tibertragen wird.”” ***¢ Mehr als 90% der
Menigokokken-Infektionen werden durch die Serotypen MenA, MenB, MenC, MenW135 und MenY, die unter

anderem Hirnhautentziindungen (Meningitis) und Blutvergiftungen (Sepsis) ausldsen, hervorgerufen.®*’
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Abbildung 1.5 Exemplarische Darstellung ausgewihlter gram-negativer Neisseriae meningitidis Serotypen.®®

Gram-positive Bakterien hingegen besitzen eine 15-80 nm dicke Zellwand, die bis zu 40 Lagen der oben
beschriebenen PGN-Schicht aufweisen.’” Diese Zellwand wird zusitzlich von Lipoteichonsiuren durchzogen,®”
°l die in der AuBenseite der Cytoplasmamembran verankert sind, und aus der Bakterienzellwand hinausragen
und in bakteriellen Adhérenzprozessen eine wichtige Rolle spielen.”” Daneben sind gram-positive Bakterien
zusdtzlich mit einer sogenannten Kapselpolysaccharidstruktur (capsular polysaccharide/CPS) umgeben.””
Dabei handelt es sich um eine kovalent mit der PGN-Schicht verbundene hochviskose Polymerkapsel auf
Kohlenhydratbasis, die Bakterien vor Fresszellen schiitzen und so das Uberleben im Blutstrom sichern soll.®’
Analog zu den zuvor besprochenen O-Antigenen, ist die CPS serotyp-spezifisch fiir den jeweiligen
Bakterienstamm. In der folgenden Abbildung werden exemplarisch einige prominente CPS-Strukturen des
gram-positiven Bakteriums Streptococcus pneumoniae (SPn) gezeigt (Abbildung 1.6), welches schwere
Infektionen, wie Lungen-entziindung (Prneumonie), Hirnhautentziindung (Meningitis), sowie Mittelohr-
entziindungen (Otitis media) auslésen kann.”**> Pneumokokken kénnen ebenfalls durch Tropfchen-Infektion
iibertragen werden und besiedeln klassischerweise die Schleimhédute des Nasenrachenraums (Nasopharynx). Bei
einem Ubergang in die Blutbahn jedoch droht eine Sepsis (Blutvergifiung). Bis zum heutigen Tag wurden mehr

als 90 verschiedene Serotypen identifiziert,” von denen jedoch nur 23 als akut invasiv gelten und 85-90% aller

invasiven Infektionen bedingen.”
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Abbildung 1.6 Exemplarische Darstellung ausgewéhlter gram-positiver Streptococcus pneumoniae Serotypen.

Im Allgemeinen gilt, dass alle Kohlenhydratstrukturen genetisch nicht codiert sind, das heifit sie sind
Metaboliten deren Biosynthese ausschlielich durch die Aktivitit von Glycosyltransferasen gesteuert wird, was
sich phénotypisch in einem hohen Grad an Diversitit und Heterogenitit duBert.”> °° Es bestehen also in
biologischen Systemen hochkomplexe Glycoformen eines bestimmten Organismus. Im Falle gemeinsamer
struktureller Ahnlichkeit in Bezug auf die entsprechende CPS-Struktur werden solche Serotypen in
iibergeordnete Serogruppen klassifiziert. So bilden beispielsweise die Serotypen SPn9A, SPn9L, SPn9N und
SPn9V eine Serogruppe, da sie zwar unterschiedliche Auspragungen ihrer Polysaccharidhiille aufweisen und so
einen serologisch differenzierbaren Organismus bilden, aber dennoch strukturelle Ahnlichkeiten besitzen
(Abbildung 1.7). So weisen SPn9A und SPn9V dieselbe Wiederholungseinheit auf, welche sich lediglich in einer
an 6-Position lokalisierten Modifikation des N-Acetyl-Mannosaminfragments unterscheiden.”” Auch die
Serotypen SPn9L und SPn9N sind sehr dhnlich zueinander und unterscheiden sich lediglich in der Sequenzfolge

eines Zuckers der Wiederholungseinheit (Glc—Gal).
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Abbildung 1.7 Schematische Darstellung der CPS-Wiederholungseinheiten der Serogruppe 9 des Bakteriums
Streptococcus pneumoniae.”®’

In der vorliegenden Arbeit soll an dieser Stelle die Biosynthese einer prokaryotischen gram-positiven
bakteriellen CPS am Beispiel des Bakteriums Streptococcus pnemoniae Typ 9A (SPn9A4) exemplarisch skizziert
werden (Abbildung 1.8).”® Dieser allgemeine Biosyntheseweg ist fiir nahezu alle Pneumokokken-CPS-
Strukturen reprédsentativ. Zunédchst werden alle nicht-organisatorischen (non-housekeeping) Nukleotidzucker-

Donorbausteine in vorgelagerten Biosynthesepfaden vom Bakterium bereitgestellt und in ausreichender Menge
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im Cytosol angereichert (1). So wird UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GlcNAc) in UDP-N-Acetylmannosamin
(UDP-ManNAc) durch das Isomeraseenzym MnaA und UDP-Glucose (UDP-Glc) entsprechend durch das
Enzym Ugd in das entsprechende UDP-Glucuronséurederivat (UDP-GlcA) iiberfithrt. AnschlieBend wird in
einem initialen Schritt von der Glycosyltransferase WchA der erste UDP-Glc Zuckerbaustein auf das
membrangebundene Undecaprenylphosphat iibertragen (2). Die Zuckerkette wird durch Glycosyltransferasen
(WchO, WcjA, WciB, WcjC) nun sukzessive mit den entsprechenden Substraten UDP-ManNAc, UDP-Gal und
UDP-GIcA um jeweils ein Saccharidfragment, bis zur Tetrasaccharid-CPS-Wiederholungseinheit verliangert (3).
Anschliefend transportiert das Wzx-Flippase-Enzym die vollstindige, vier Zuckereinheiten umfassende,
cytoplasmatische Wiederholungseinheit iiber die Grenzen der Cytoplasmamembran in den extrazelluldren Raum
(4), wo die jeweiligen Wiederholungseinheiten durch die Wzy-Polymerase blockweise aneinander gereiht
werden und so ein lipidgebundenes unreifes CPS-Molekiil (5) bilden. Letztlich transferiert der Wzd/Wze
Enzymkomplex die reife CPS auf die Zelloberfliche und bindet sie kovalent an die PGN-Schicht (6).

®
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Abbildung 1.8 Darstellung des Wzx/Wzy-abhingigen Biosyntheseweges der CPS von SPn9A nach Bentley.”®



1.3 Das kleinste protektive Streptococcus pneumoniae Typ 14 spezifische Epitop

Streptococcus pneumoniae (SPn) ist ein pathogenes gram-positives Bakterium, das immer noch einen
signifikanten Beitrag zur weltweiten Morbiditit und Mortalitit beitrigt.”® Infektionen mit SPn resultieren meist
in schweren Lungenentziindungen (Pnreumonie), Mittelohrentziindungen (Oftitis media) oder Hirnhaut-
entziindungen (Meningitis), welche vor allem fiir Hochrisikogruppen, wie (Kleinst-) Kinder und die altere
Bevolkerung sowie immunkompromittierten Patienten (Chemotherapie, HIV-Infektion), zu geféhrlichen bis
lebensbedrohenden Krankheitsverliufen fiihren kann.”**> 1'% Der erfolgreiche routinemiBige Einsatz von
Antibiotika ist jedoch im Hinblick auf die in den letzten Jahrezehnten wachsenden Antibiotikaresistenzen als

kritisch zu beurteilen.'!

Aufgrund der epidemiologischen Relevanz und um ein besseres Verstdndnis iiber die
immunologischen Zusammenhidnge zwischen der formalen Zelloberflichenwiederholungs-einheit und dem
kleinsten protektiven Epitop zu gewinnen, wurde die Streptococcus pneumoniae Typ 14-Wiederholungseinheit
in den letzten Jahrzehnten intensiver Gegenstand der Forschung.

Als Beispiel ist die von Sinay und Mitarbeitern im Jahr 1986 beschriebene Totalsynthese der SPn14-spezifischen
verzweigten Tetrasaccharid Wiederholungseinheit, deren Schliisselschritte im folgenden kurz skizziert werden,

102

zu nennen (Schema 1.1)."~ Threr Synthesestrategie zufolge wurde das o/p-Lactosyltrichloracetimidat A1 mit

einem 4,6-deblockierten-Acetamidyldonor A2 regioselektiv zum Trisaccharid B in einer Ausbeute von 51%
glycosyliert. AnschlieBend wurde Galactosylbaustein C an die verbleibende freie Hydroxylgruppe von
Trisaccharid B glycosyliert und schlieBlich Tetrasaccharid D in 61% Ausbeute erhalten.
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Schema 1.1 Totalsynthese des SPn14 Tetrasaccharidgrundgeriistes nach Sinay und Mitarbeitern.'”

Nachfolgende Arbeiten von Koeman et al. im Jahr 1994 erweiterten die oben genannte Syntheseroute, um ein
Hexasaccharidfragment der SPnl4-Wiederholungseinheit (Schema 1.2).'” Auch hier wurde in einem ersten
Schritt eine regio- und stereoselektive P(1—6)-Glycosylierung von Al und dem orthogonal geschiitzten

N-Phthaloylallylglycosid A2 zu Trisaccharid B in 61% Ausbeute durchgefiihrt. In einem nachgelagerten Schritt
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wurde, in Anlehnung an die Vorarbeiten von Sinay und Mitarbeiternm, die verbleibende nicht-reduzierende
Hydoxylgruppe des Trisaccharids mit dem Galactosyldonor C in 66% Ausbeute verkniipft. AnschlieBende
Deblockierung des anomeren Zentrums und Trichloracetimidateinfithrung lieferte schlielich Baustein E in 73%,
der zusammen mit dem passend funktionalisierten Methylglycosidakzeptor F in 53% Ausbeute zum

Hexasaccharid G umgesetzt wurde.
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Schema 1.2 Totalsynthese eines SPn14 spezifischen Hexasaccharidfragments nach Koeman et al.'®

Weiterhin wurde von Viiegenthart, Kamerling und Mitarbeiten die chemoenzymatische Synthese von Tetra-,
Penta-, Hexa- und Octasaccharid-Fragmenten der SPn14-CPS beschrieben.”® '*'% Deren Ansatz beruhte auf der
Strategie, synthetische Akzeptorsubstrate fiir das Enzym [-1,4-Galactosyltransferase bereitzustellen und in
Gegenwart geeigneter UDP-Galactosylbausteine zu inkubieren. Somit werden von der Transferase jeweils
Galactosylfragmente an das nicht-reduzierende Ende des jeweiligen Oligosaccharidakzeptorsubstrats
angebunden (Schema 1.3). Durch die enzymatische Synthese ist die Darstellung von komplexen Oligo-
sacchariden stereo- und regioselektiv gewihrleistet, jedoch kann vielfach nur der Zugang zu geringen
Substanzmengen ermoglicht werden, da sowohl Enzymaktivitét, Substratspezifitit, aber auch die Darstellung der
Substrate A1 und A2, die einer reguldren vielstufigen chemischen Synthese bediirfen, als limitierende Faktoren

gelten.
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Schema 1.3 Ausgewihlte Beispiele der chemo-enzymatischen Synthese von Pentasaccharidfragmenten der SPn14-
98, 104

CPS nach Viiegenthardt, Kamerling und Mitarbeitern.

In einer weiteren Studie wurde von Snippe und Mitarbeitern die Frage untersucht, wie klein die minimale
Struktur der SPn14-Wiederholungseinheit sein darf, um dennoch spezifische Antikdrperantworten in vivo zu
generieren.'” Dafiir wurden 16 synthetisch sich iiberlappende Oligosaccharidfragmente®™ '®'%7 der CPS des
Bakteriums SPn14 jeweils an die Tragerproteine CRM,¢; und BSA konjugiert und als immunogene Einheiten im

Mausmodell evaluiert (Abbildung 1.9).'%
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Abbildung 1.9 Ausgewihlte Beispiele der Immunisierungsstudien zur Evaluierung der kritischen antigenen

Determinante des Bakteriums Streptococcus pneumoniae Typ 14 nach Snippe und Mitarbeitern.'%

Die resultierenden Antikdrper wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Spezifitit und ihrer Fahigkeit die
Phagozytose der Bakterien zu initiieren untersucht. Nicht alle in der Studie eingesetzten Oligosaccharid-
fragmente waren in der Lage, SPn14-spezifische Antikorper zu induzieren. So generierten beispielsweise A und
B Antikorper, welche nicht in der Lage waren das Bakterium zu opsonieren beziehungsweise spezifisch zu
binden. Das Tetrasaccharidfragment D und Octasaccharidfragment C hingegen induzierten hochaffine
Antikdrper gegen das Pathogen, und wurden somit als aussichtsreiche Kandidaten identifiziert. Es konnten
weder qualitativ noch quantitativ signifikante Unterschiede zwischen den Konjugaten mit Fragmenten D, C oder
sogar einer drei Wiederholungseinheiten (Docesaccharid) umfassenden Oligosaccharidstruktur beobachtet
werden. Folglich wurde Struktur D als das kleinste protektive Epitop identifiziert. Weiterhin zeigt die Studie,

dass das in D liegende verzweigte Trisaccharidfragment essentiell fiir die Induktion von SPnl4-spezifischen
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Antikorpern ist, wihrend die benachbarte, am nicht-reduzierenden Ende des Fragments lokalisierte, Galactose-

einheit ausschlieBlich zur erhhten Immunogenitét des Epitops beitrdgt (Abbildung 1.10).
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Abbildung 1.10  Schematische Darstellung des kleinsten protektiven Epitops der Kapselpolysaccharidstruktur des
Bakterium Streptococcus pneumoniae Typ 14 nach Snippe und Mitarbeitern.'®

Somit stellt diese Tetrasaccharidstruktur ein attraktives und klar definiertes Ziel fiir neue potentielle

Therapieansitze zur Bekdmpfung von Infektionen mit dem Bakterium Streptococcus pneumoniae Typ 14 dar.

Basierend auf den Vorarbeiten zur Evaluierung des kleinsten protektiven Epitops berichteten Savage und

Mitarbeiter von der Entwicklung eines Liposom-basierten, selbst-adjuvierenden Impfstoffs, welcher in vivo

robuste IgM—Antikérperantworten generieren kann (Abbildung 1.11).'%
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Abbildung 1.11  Strukturen der einzelnen Komponenten des Liposom-basierten SPn14 Vakzinkandidaten nach Savage und
Mitarbeitern."®

Dafiir wurden die drei Komponenten, welche das lipidgebundene PBS-150, das Galactosylceramid PBS-57
sowie das Glucosyldiacylglycerol Glc-DAG-s2 umfassen, in einem stabilen immunogenen Liposom
zusammengefiihrt (Schema 1.4). Die beiden letzteren Komponenten stellen zudem potente Aktivatoren von
natlirlichen Killerzellen (NKT-Zellen) dar, wodurch Immunantworten induziert werden, die aber {iberwiegend

nur zur Produktion von spezifischen IgM-Antikorpern fiihrten.'®
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Schema 1.4 Synthese des lipidgebundenen SPn14-Antigens nach Savage und Mitarbeitern.'®
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So wurde das Lactosyltrichloracetimidat A mit Akzeptor B in 89% Ausbeute zu Tetrasaccharidstruktur C unter

Verwendung eines Standardprotokolls nach Schmid'®  glycosyliert. AnschlieBende Schutzgruppen-

manipulationen lieferten Baustein D, welcher unter Staudinger-Bedingungen reduziert, und unter
Zemplén-Bedingungen''® global entschiitzt wurde, bevor die Lipiddomine E mittels N-Hydroxysuccinimid
Konjugation installiert wurde. Das lipidgebundene SPn14-Antigen PBS-150 konnte auf diese Weise in 36% iiber
drei Stufen zur Verfiigung gestellt werden.

Ein weiteres Beispiel fiir die Bereitstellung von synthetischen SPnl4-Antigenstrukturen fiir immunologisch-
therapeutische Anwendungen, stellt die von Snippe und Mitarbeitern berichtete Konjugation auf
Goldnanopartikel als Impfstoffirdger dar.''’ Metallische Nanopartikel (5-10 nm) sind in der Lage Makrophagen
in vitro zu aktivieren und bieten eine Méglichkeit, zellvermittelte Immunantworten zu modulieren.''’ So wurden
in dieser Studie Goldglyconanopartikel (gold glyconanoparticlessfGNP) mit verschiedenen molaren
Verhiltnissen des verzweigten SPnl14-Tetrasaccharids und einem zusétzlichen OV Aj3p;.339 Ty-Epitop, biologisch

evaluiert.
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Abbildung 1.12  Schematische Darstellung eines SPn14 Konjugatvakzins auf Gold-Nanopartikel-Basis nach Snippe und

Mitarbeitern."!

Es stellte sich heraus, dass ein molares Verhiltnis von 9:1 zwischen dem SPnl4-Tetrasaccharid und der
OVA-Peptiddoméne kritisch fiir die optimale Immunogenitét ist. Obwohl durch den Einsatz dieser GNP-Trager-
plattformen SPnl14-spezifische Antikdrperantworten generiert werden konnten, bedarf dieser Ansatz aufgrunf der
geringen generierten Antikorpertiter einer weiteren Optimierung, da diese weit unter denjenigen liegen, welche

mit klassischen semisynthetischen Trigerprotein-basierten SPn14-CRM ,; Konjugaten erreicht werden.'"'



1.4 Prinzipien und Aufbau von Impfstoffen und deren moderne Entwicklungen

Wie bereits in Kapitel 1.2 skizziert wurde, sind sowohl eukaryotische, als auch prokaryotische Zellen von der
Glycokalyx, einer dicken Schicht von komplexen Kohlenhydraten, umhiillt. Diese auf der Zelloberfliche
préasentierten Strukturen (antigene Determinanten) stellen zentrale und attraktive Angriffspunkte fiir die
Entwicklung von Impfstoffen (Vakzine) dar. Man verabreicht also diese spezifischen Kohlenhydratstrukturen,
um Immunantworten gegen das Pathogen, und damit eine Immunitét in Menschen, zu induzieren. Bereits 1983
wurde der erste, aus natiirlichen Quellen isolierte Pneumokokken-Polysaccharidimpfstoff PrneumoVax® (Merck
& Co.) entwickelt und zugelassen.”” "> Er umfasste in der Summe 14 von mehr als 90 bekannten Serotypen des
Bakteriums Streptococcus pneumoniae. Weitere Beispiele sind der Vi-Polysaccharidimpfstoff gegen Salmonella
typhi,® den Erreger von Typhus, und auch der Vier-Komponenten-Menigokokken-Impfstoff, welcher die

Serogruppen A, C, Y und W135 des Bakteriums Neisseria menigitidis beinhaltet.”” *®

In gesunden Menschen
bieten solche Impfstoffe einen guten Schutz, jedoch sind sie in der dlteren Bevolkerung, Kindern und
immunkompromittierten Menschen nahezu unwirksam.''>""* Limitierend fiir die klinische Praxis ist zudem, dass
selbst in immunkompetenten Menschen lediglich kurzzeitiger Schutz besteht, da bakterielle CPS-Strukturen
T-Zell-unabhdngige Antigene darstellen und deshalb Immunantworten ohne Beteiligung von Ty-Zellen ablaufen,
da sie nicht in der Lage sind an das zentrale MHCII-Molekiil zu binden (vide supra)."'*'"* Folglich werden
weder ein B-Zell-vermitteltes immunologisches Gedachtnis, noch hochaffine IgG-Antikdrperantworten generiert,
was zum einen die Effizienz des Impfschutzes massiv einschrankt, und zum Anderen auch eine regelméfige
Auffrischung der Impfung notwendig macht. Im Hinblick auf die Produktion eines solchen ,klassischen®
Impfstoffs stellen sich dariiber hinaus einige verfahrenstechnische Probleme, da diese Kohlenhydratantigene aus
natiirlichen Quellen, das heifit mit Hilfe von Bakterienkulturen gewonnen werden.”’ Insbesondere sind hier die
aufwindige Isolierung und Reinigung, die heterogene Zusammensetzung isolierten Partialstrukturen sowie
gegebenenfalls potentielle biologische Kontaminationen, wie beispielsweise toxische Lipopolysaccharide (LPS)
problematisch.”” Zudem konnen auf diesem Weg nicht beliebig groBe Mengen von Antigenen zur Verfiigung
gestellt werden, was sich in den Produktionskosten und der Verfiigbarkeit von Impfstoffen dieser ersten
Generation niederschldgt. Die geringe intrinsische Immunogenitdt von isolierten Polysacchridstrukturen kann
durch die kovalente Konjugation an sogenannte Tragerproteine (Carrierproteine) enorm gesteigert werden und
stellt die Grundlage der zweiten Generation von Impfstoffen, den sogennanten Konjugatimpfstoffen, dar.''®"'"”
Als Carrierproteine dienen beispielsweise Rinderserumalbumin (bovine serum albumin/BSA), das Schlitz-
schnecken-Hédmocyanin (keyhole limpet cyanin/KLH), das inaktivierte Diphteria-Toxin (CRM;¢;) oder das
Tetanus-Toxoid (T7Tox), um nur einige zu nennen.'”” Diese Glycokonjugatantigene sind in der Lage durch die
zwitterionische Struktur der Peptidkomponente iiber das MHCII-Molekiil der APCs gebunden und présentiert zu
werden, so dass komplementidre T-Zellen spezifisch rekrutiert werden konnen. Auf diese Weise wird eine
T-Zell-abhdngige Immunantwort eingeleitet, an deren Ende schlielich die Bildung eines immunologischen
B-Zell Gedichtnisses gegen das jeweilige konjugierte Polysaccharidepitop steht.''> Beispiele erfolgreicher
Konjugatimpfstoffe, die eine groBe Errungenschaft der heutigen Routinevakzinierungen darstellen, sind
lizensierte Impfstoffe gegen das Bakterium Haemophilus influenzae Typb (QuimiHib®, Cuba),’”' gegen
Neisseria menigitidis Typ A, C, Y und W135 (Menactra®)'** und gegen Streptococcus pneumoniae (PCV7,
Prevnar®),100’ '3 welcher sieben strukturell verschiedene Serotypen SPn4, SPn6B, SPn9V, SPnl14, SPnlS8c,

SPn19F und SPn23F an CRM y; konjugiert umfasst. Die zur Immunisierung benétigte Dosis betragt dabei 2-4 pg
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des Polysaccharidkonjugats, wéhrend die eines reguldren Polysaccharidimpfstoffs vergleichsweise hohe 25 pg
betrigt.'” Eine Weiterentwicklung stellt der PCV10 (Synflorix™/GlaxoSmithKline Biologicals) Impstoff dar,*®
der zusitzlich die Serotypen SPnl, SPn5 und SPn7F umfasst, sowie die PCV13 Prevnar-Weiterentwicklung
(Pfizer, USA), der zudem SPn3, SPn6A und SPnl9A beinhaltet.''> Die Produktion solcher Glycoconjugat-
impfstoffe basiert auf der chemischen Konjugation der Polysaccharidketten an Aminosdureseitenketten der
jeweiligen Carrierproteine. Dafiir werden beispielsweise N-Hydroxysuccinimidester Reaktionen, die reduktive
Aminierung, die Thiol-Bromoacetat oder die Thiol-Maleimid-Konjugation eingesetzt.'** Diese randomisierte
kovalente Ankniipfung bedingt jedoch eine hohe Variabilitit beziiglich der Zusammensetzung und Struktur
dieser Konjugate, die sich in einer wechselnden Beladungsdichte (Epitop-Carrier Verhdltnis) und der Bildung
hochkomplexer Produktgemische duBlerst, die nur schwer zu charakterisieren sind und je nach Produktionscharge
groBie strukturelle Unterschiede aufweisen kénnen (batch-to-batch variability).' Auch koénnen im Falle zu
geringer Beladungsdichte negative Effekte, wie das CIES-Phdnomen (carrier induced epitope suppression)
eintreten, bei dem die induzierte Immunantwort fast ausschlieBlich gegen das Carrierprotein, nicht aber gegen
die pathogen-assoziierte Kohlenhydratsubstruktur gerichtet sein kann.'** '*® Dennoch spiegelt diese Technologie
den neusten Stand der Technik wider und wird in vielen kommerziellen Impfstoffen erfolgreich vermarktet (vide
supra). Klassische Adjuvanzien bei der Formulierung solcher Vakzine stellen dabei beispielsweise Freund’s
Adjuvanz, die MF59 Emulsion, das Saponin QS-21 und Alum dar.”” 2"

Avci et al. klarten einen neuartigen Mechanismus der Wirkungsweise von Konjugatimpfstoffen am Beispiel des
Gruppe B Streptococcus (GBSIII) auf und zeigten, dass auch B-Zellen einen geeigneten Apparat zur
Prozessierung und Prédsentation von konjugierten Kohlenhydratepitopen besitzen, was die spezifische Rolle des

Carrierproteins als MHCII-Ankerdomine in diesem Kontext neu zu definiert."’

Ihre Ergebnisse liefern eine
rationale Erkldrung, wie solche Konjugate in vivo wirken und intrazelluldr prozessiert werden, und bieten
dadurch einen vielversprechenden Ansatz zur Weiterentwicklung von Impfstoffen. So aktiviert die
Kohlenhydratdoméne des Impfstoffes nach Applikation durch das nicht-kovalente Binden oder Quervernetzens
(cross-link) der membranstindigen IgM-B-Zellrezeptoren (BCR) die entsprechende B-Zelle, was einen
Internalisierungsprozess des Konjugats in das zellulire Endosom induziert (Abbildung 1.13)."*" ' Dort wird
nun das gesamte Glycokonjugat durch zwei voneinander differenzierte Mechanismen schlieBlich in kleinere
Molekiilfragmente prozessiert. Wihrend die Peptiddomédne durch saure Protease-vermittelte Hydrolyse
depolymerisiert wird, werden die Kohlenhydratkomponenten durch ROS (radical oxygen species) in kleinere
Teilfragmente, der zuvor sehr grolen CPS-Wiederholungseinheit, abgebaut. Dariiber hinaus sehen die Autoren
die artifizielle kovalente Bindung zwischen Kohlenhydratepitop und Trigerpeptid unter den im Endolysosom
gegebenen Bedingungen als chemisch stabil an, sodass lediglich ein kleines prozessiertes Glycanpeptidfragment

des zuvor applizierten Vakzins bestehen bleibt."'

Dieses Glycanpeptidfragment ist nun in der Lage mit seiner
Peptiddoméne das intrazellulire MHCII-Molekiil zu binden und anschliefend an die Zelloberfldche transportiert
zu werden, um so schlieBlich prisentiert zu werden.'*’ Die hydrophile Kohlenhydratdomine orientiert sich dabei
in Richtung des extrazelluldren Raums und kann schlieBlich durch einen komplementiren o/p-TCR einer CD4 -
Helfer-T-Zelle erkannt werden, der so spezifisch komplementir auf das Glycanfragment im Kontext einer
T-Zell-abhdngigen Immunantwort reagieren kann. Diese T-Zellaktivierung fiithrt anschlieBend zur Produktion
und Ausschiittung von kostimulatorischen Cytokinen (/L-4, IL-2), welche ihrerseits die Reifung und

Proliferation der Antigen-prisentierenden B-Zelle einerseits in Plasma- und andererseits Gedéchtniszellen

einleiten.””' Daraus lisst sich ableiten, dass lediglich kurze Peptidsequenzen als zentraler MHCII-Anker, sowie
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definierte pathogen-assoziierte Oligosaccharidfragmente fiir die Entwicklung eines Impfstoffs bendtigt werden,
um eine spezifische Immunantwort zu generieren. Im Zuge dieser Studie stellten die Autoren zudem ein
archetypisches Glycopeptidvakzin (GBSIII-OVAp), welches lediglich eine kurze T-Helfer-Peptidsequenz
(OVAj325.330) beinhaltet, und ein Tagerprotein-basiertes Glycoproteinvakzin (GBSIII-OVA) hinsichtlich der
immunologischen Eigenschaften gegeniiber."”' So konnten Avci et al. zeigen, dass ein Impfstoff, der auf einem
kurzen T-Helferepitop basiert, dem gingigen Carrierprotein-Ansatz iberlegen ist, da die Kohlenhydrat-
spezifischen B-Zellepitope maximal prasentiert werden kdnnen, und das Verhiltnis von Kohlenhydratepitop pro
molekularer Vakzineinheit zugunsten der spezifititgebenden Oligosacchariddomine verschoben wird.'”’ Die
evaluierte IgG-vermittelte humorale Immunantwort im neonatalen Mausmodell fiel signifikant potenter und
substanziell protektiver, verglichen mit dem Trégerprotein-basierten Ansatz, aus, was folglich den Grundstein

fiir die Entwicklung moderner vollsynthetischer Impfstoffe legte.''
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Abbildung 1.13  Mechanismus der T-Zell Aktivierung von Glycokonjugat-Impfstoffen nach Avci et al.™’

Die Entwicklung vollsynthetischer Impfstoftkandidaten stellt ein komplexes Forschungsgebiet mit vielen
unterschiedlichen Ansétzen dar und wurde vor allem im Bereich der Krebsimmuntherapie vorangetrieben. Daher
sollen an dieser Stelle ausgewihlte Beispiele einen Einblick in die Thematik der Krebsimmuntherapie geben, um
so die wichtigsten Ansdtze anhand ihrer Konzeption einzuordnen. Auf die sogenannten semisynthetischen
Impfstoffe, die auf der Konjugation eines synthetischen B-Zellepitops an ein geeignetes Carrierprotein (BSA,
TTox, KLH) soll an dieser Stelle nicht eingegangen werden, dennoch wird auf die sehr ausfiihrliche Literatur zu
dieser Thematik verwiesen.''> ' 125 313 1 djesem Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollen ausschlieBlich
vollsynthetische Vakzinkandidaten diskutiert werden.

Erschwerend fiir die Entwicklung von Krebsimpfstoffkandidaten ist die Tatsache, dass es nicht moglich ist,
homogene krebsassoziierte Antigene aus biologischen Quellen zu isolieren, so dass nur die chemische Synthese
die Moglichkeit darstellt, solche Glycokonjugate homogen und definiert bereitzustellen. Dabei stehen vor allem
die sogenannten Tumor-assoziierten Krebsantigene (tumor-associated cancer antigens, TACA), wie das Tn-,
TF-, STn- und ST-Antigen, sowie die Glycolipide GM2, Globo-H, Gb3, Le” und GM3 weitgehend als
Zielstrukturen im Fokus.”” **"*° Da diese Antigene zwar auf Krebszellen iiberexprimiert vorliegen, treten sie
dennoch zu einem geringen Teil auch auf gesundem Gewebe auf, weshalb sie einer Immuntoleranz unterliegen

und als ,,Selbstantigene* erkannt werden. Um diese Immuntoleranz zu brechen, ist es notig, die Immunogenitét
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des jeweiligen Antigens zu steigern, um effiziente und robuste Immunantworten zu generieren. Eine Moglichkeit
stellt beispielsweise die kovalente Anbindung von TLR-Liganden dar, welche als ,,built-in“ Adjuvanzien in der
Lage sind, die Immunogenitit des jeweiligen Antigens zu verbessern."**'* Fiir die Entwicklung eines
Impfstoffes werden mehrere Untereinheiten in einem Makromolekiil benétigt, die ihrerseits ganz spezifische
immunologische Aufgaben besitzen.'”> So wird zum einen ein B-Zellepitop benétigt, welches die Spezifitit der
Immunantwort definiert und die Doméine des Vakzins widerspiegelt, auf welche das Immunsystem
komplementir antworten soll.'”> Zum anderen benétigt man ein T-Helferepitop, welches als Anker, wie oben
beschrieben, fiir eine solide Bindung an das MHC-II-Molekiil gewédhrleistet, so dass eine 7-Zell-abhdngige
Immunantwort stattfinden kann und die Immunogenitit des jeweiligen Kohlenhydrat-basierten Antigens
gesteigert wird. Ein eindrucksvolles Beispiel stellt der im Jahre 2007 von Boons und Mitarbeitern entwickelte
Drei-Komponenten-Impfstoffkandidat (Abbildung 1.14) dar.'*® Dieser kombiniert ein tumor-spezifisches
B-Zellepitop, welches den immundominanten Ausschnitt des epithelialen MUCI darstellt und ein, vom
Poliovirus abgeleitetes, T-Helferepitop, zusdtzlich mit einem bakteriellen Lipopeptid als TLR-Ligand
(Pam;CysSerLys,), um die starke Immuntoleranz der Selbstantigene zu brechen. Im Mausmodell war es so
moglich, die Bildung hoher Titer von IgG-Antikérpern hervorzurufen, die in der Lage sind Krebszellen, die
TACAs exprimieren, zu erkennen. Die kovalente Anbindung des TLR-Liganden fiihrte zu einer lokalen
Produktion von Cytokinen, einer Hochregulierung von kostimulatorischen Proteinen, sowie einer erhohten
Aufnahmerate von Makrophagen und dendritischen Zellen. Dieses Beispiel zeigt, dass es moglich ist,
hochkomplexe Molekiile zu entwickeln, welche in der Lage sind das Immunsystem spezifisch zu modulieren und

eine Immunantwort gegen Krebszellen zu initiieren.
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Abbildung 1.14  Drei-Komponenten Tumor-Impfstoffkandidat nach Boons und Mitarbeitern."*’

Die Strategie mehrere Untereinheiten, die unterschiedliche Prozesse zur Aktivierung des Immunsystems
initiieren, in einem Impfstoffmolekiil zu kombinieren, wird dariiber hinaus von dem vielversprechenden Ansatz
der multivalenten Présentation von Antigenen erginzt. Im Allgemeinen handelt es sich bei Protein-Kohlenhydrat
Interaktionen, wie sie auch bei der Aktivierung von B-Zellen durch quervernetzte Bindung an den BCR
vorkommen, um schwache Wechselwirkungen.'*® Dissoziationskonstanten von Mono- und Oliogosacchariden
bewegen sich in einem millimolaren (mM) Bereich, wéihrend die mulitvaltente Présentation von Glycanen
(Glycocluster) oft in nanomolaren Dissoziationskonstanten resultiert.'”> '** Dieser sogenannte ,,cluster glycoside
effect” wird folglich auf die Entwicklung von molekular definierten Impfstoffen iibertragen, um unter anderem,
die hochkomplexen Glycanstrukturen auf pathogenen Zelloberflichen bestmdglich zu imitieren.' Strukturell
gesprochen versteht man darunter, dass mehrere Kopien von Oligosaccharid B-Zellepitopen raumlich gehéuft in
einem einzigen Vakzinmolekiil vorliegen, in der Hoffnung dadurch die Immuneffizienz zu steigern.

Basierend auf einem nach 7am eingefiihrten Ansatzes des sogenannten Multiple Antigen Peptide (MAP),
welches auf einer verzweigten Lysin-Peptidkernstruktur beruht, wurde von Lo-Man und Mitarbeitern ein

vollsynthetischer Antitumor-Glycopeptidvakzinkandidat (multiple antigen glycopeptide, MAG) entwickelt
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(Abbildung 1.15).'% Beginnend mit B-Alanin, welches sukzessive an der festen Phase mit drei weiteren Lysin
Aminosédurebausteinen verlangert wird, entsteht so eine vierarmige dendrimere Kernstruktur, deren vier freie
Aminogruppen als Ankerpunkte fiir eine weitere Elongation der Peptidkette dienen. In diesem Fall wurde jeder
der vier Arme mit einem CD4 -T-Zelleptiop, welches sich vom Polio Virus Typ 1 ableitet verlingert und
letztlich an den jeweiligen N-Terminus der wachsenden Peptidkette mit dem Tn-Antigen kovalent verkniipft.
Dieses tetramere MAG-(PV-Tn),-Konstrukt war in der Lage, hohe anti-Tn-Antikorpertiter, gegen die TA3/Ha-
Adenokarzinomzelllinie in Méusen zu generieren. Um einen Einsatz in Menschen zu gewéhrleisten wurde dieser
Ansatz zudem weiterentwickelt und ein universelles CD4"-T-Zellepitop (Padre-Sequenz) eingefiihrt,'*® welches
in der Lage ist, im Menschen T-Helfer-Immunantworten zu induzieren. Diese weiterentwickelten MAGs wurden
schlieBlich in nicht-humanen Primaten evaluiert und waren in der Lage effektiv anti-Tn-Antikdrper in vivo zu
generieren. Auflerdem waren diese Antikorper fahig Antikdrper-vermittelte Zytotoxizitdt gegen humane

Tn-positive Tumorzellen zu vermitteln.'*’
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Abbildung 1.15  Vakzinprototyp auf Basis des MAG nach Lo-Man et al.'®

Ein alternativer Ansatz von Mutter und Mitarbeitern bereitete den Weg zur Verwendung synthetischer
zyklischer Peptide als universelle molekulare Geriiste zur Konstruktion biomimetischer Molekiile.'*”"'*" Diese
sogenannten RAFTs (regioselective addressable functionalized templates) bieten eine grofere Vielfalt
hinsichtlich strukturell definierter dreidimensionaler Strukturen auf molekularer Ebene und wurden erstmals von
Dumy und Renaudet als rigide Ankerstruktur fiir die kovalente Befestigung von Kohlenhydratantigenen in
Vakzinprototypen eingesetzt.””'*® Es handelt sich dabei um Riickgrat-zyklisierte Decapeptide, die zwei
Prolin-Glycin-Motive beinhalten, die B-turns induzieren und so eine zyklische Struktur in Losung stabilisieren
konnen. Ein Vorteil von zyklischen Strukturen stellt die Differenzierung zweier funktioneller Flachen, oberhalb
und unterhalb der Ringebene dar. Wihrend die Oberseite beispielsweise durch kovalente Bindung von
Glykanstrukturen modifiziert werden kann, stellt die Unterseite eine chemoselektiv differenzierbare
Bindungsstelle fiir T-Helferepitope dar. Das erste prototypische RAFT présentierte vier Kopien des Tn-Antigens
auf der einen und zwei Kopien des Polio-Virus (PV)-T-Zellpeptids auf der anderen Seite der Molekiilebene.'*>
' Dieses PV-Tn,-RAFT war in der Lage im Mausmodell Tn-spezifische IgG-Antikorper zu induzieren, die
ihrerseits in der Lage waren, an menschliche Tumorzelllinien, welche das Tn-Antigen exprimieren, zu binden."*’

Uberraschenderweise werden dabei lediglich 0.1-1% der, im Zuge der ausgeldsten Immunantwort, generierten
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Antikoper gegen das zyklische Peptid induziert, was entsprechend auf eine sehr wiinschenswerte geringe
Immunogenitit, dieser zyklischen Anker-Untereinheit des Vakzins hindeutet.'” Dies ist von Vorteil, da so
prinzipiell die Immunantwort gezielt gegen die multivalent prasentierten Kohlenhydratepitope gerichtet werden
kann. Eine Weiterentwicklung dieses Konzepts stellt der Vier-Komponenten Impfstoff nach Dumy dar, welcher
ein  geclustertes  Tn-Kohlenhydratepitop, ein CD8+—T—Zelleptiop OVAjs706s, e€in  universelles
CD4"-PADRE-T-Helferepitop und einen Palmitoylrest als lipid-basiertes internes Adjuvans beinhaltet.'** '’
Maéuse, die mit diesem Multikomponenten-Vakzin geimpft wurden und denen anschlieBend B16-Melanoma-
zellen transplantiert wurden, entwickelten lediglich in einem von zehn Fillen einen nachweisbaren Tumor, was
auf eine prophylaktische Wirkung dieses synthetischen Vakzins im Hinblick auf das Entstehen von Tumoren im

Tierversuch hindeutet.'>’
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Abbildung 1.16 RAFT-basiertes lineares (links) und verzweigtes Glycoclustervakzin (rechts) nach Renaudet et al.'®

In einer weiteren Studie wurden die Wirkweise von zwei unterschiedlichen molekularen Geometrien der
RAFT-basierten Impfstoffe untersucht (Abbildung 1.16)." Zu einem wurden die lineare, bei der der
Palmitoylrest N-terminal angekniipft ist, und eine verzweigte Geometrie, bei der Adjuvansdoméne zwischen den
beiden T-Zellepitopen (HER, PADRE) lokalisiert ist, gegeniibergestellt.'® Beide Konstrukte sind in der Lage
IgG-Antikorperantworten zu generieren, welche MCF7-Tumorzelllinien binden, wobei sie sich in der
Auspriagung der generierten Immunantwort unterscheiden. Wéhrend die Immunisierung von Méusen des
linearen HER-GLP-1 eine stiirkere und ldngerlebige IFN-y vermittelte CD8"-T-Zellantwort induziert, fallt beim
verzweigten HER-GLP-2 einer intensivere tumorspezifische humorale IgG Antwort an.'®

Neben der Anwendung von RAFT-Gertisten in der Krebsimmuntherapie wurde dieses Konzept zudem auf die
Entwicklung eines potentiellen HIV-Impfstoffkandidaten (human immunodeficency virus) iibertragen.'®' Mit der
Entdeckung des menschlichen 2G12-Antikdrpers, der in der Lage ist, das Oligomannose-Epitop D1 des HIV-1
gpl20 zu neutralisieren, wurde ein attraktives Ziel zur Therapie einer HI-Virusinfektion identifiziert

(Abbildung 1.17).'*'%3
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Abbildung 1.17  HIV-Vakzin Prototyp nach Wang.'®!

Dieses Konstrukt basiert folglich auf der vierfachen Prisentation des D1-Fragments dieses Oligo-Mannose
N-Glycans, welches {iiber eine flexible Linkerdomdne mithilfe der Cu(I)-katalysierten 1,3-dipolaren
Cycloaddition eingefiihrt wurde.'** Als Ankereinheit diente abermals das RAFT-Decapeptid, welches an seiner
Unterseite zwei Kopien eines TTox (aa830-844) T-Helferepitops besitzt und dariiber hinaus einen
Fluorsubstituenten an der 6-Position der endstindigen nicht-reduzierenden Oligomannose-Einheit trigt.'®’
Immunisierungsstudien wurden bis zum heutigen Stand nicht durchgefiihrt, jedoch deuten Oberflichen-
plasmonresonanz-Experimente (Surface Plasmon Resonance/SPR), durch effiziente Bindung des 2GI12-
Antikorpers bei multivalenter Prasentation auf einen vielversprechenden Impfstoffkandidaten hin.

Als eine weitere Moglichkeit, auf molekularer Ebene multivalente Geriiststrukturen fiir die immunologische
Anwendung zur Verfiigung zu stellen, wird in der Literatur ebenfalls von sogenannten Glycoclustern berichtet,
welche im Folgenden skizziert werden. Dabei handelt es sich um Kohlenhydrat-basierte molekulare Geriiste, die
als topologische Plattform (Template) zum Aufbau groBer dendritischer Strukturen dienen. Eine herausragende
Eigenschaft stellt die inhdrente Multifunktionalitéit solcher Template dar, aufgrund der regio- und chemoselektiv
leicht addressierbaren strategischen Positionen im Molekiil. Etablierte Schutzgruppenmanipulationen aus der
Kohlenhydratchemie kénnen so leicht iibertragen werden, wodurch prinzipiell jede Hydroxylgruppe, welche als
Ankerpunkt fiir eine entsprechende Konjugation dient, selektiv angesprochen werden. In diesem Zusammenhang
stellen grundlegende Arbeiten von Jensen und Mitarbeitern, zur Synthese von Carbopeptiden oder
Carboproteinen, dar.'®'% Eine Weiterentwicklung stellen Arbeiten von Wang et al., der iiber das Konzept der
galactosylzentrierten Maleimide-Cluster fiir eine potentiell priaventive Bekdmpfung des HIV-1 Erregers
berichtet.'”” Dabei steht das gp41-Hiillglycoprotein, welches eine zentrale Rolle bei der Fusion des
HI-Viruspartikels und der Wirtszellmembran iibernimmt und so initial bei einer HIV-Infizierung involviert ist,
als zentrale immunologische Zielstruktur im Fokus. Vier Kopien eines artifiziellen gp41-Peptids wurden durch
Thiol-Maleimid-Chemie an einen Maleimid-funktionalisierten Galactosylkern gebunden und sollen zukiinftig als
neuartige Anti-HIV-Immunogene, hinsichtlich ihrer Féahigkeit spezifische protektive Antikdrper zu generieren,

evaluiert werden.'®’

Weiterfilhrende Arbeiten von Simerska et al. befassen sich mit der Synthese und
biologischen Evaluation eines vollsynthetischen tetravalenten Strepfococcus pyogenes Vakzinkandidaten und
erginzen das Glycoscaffold-Impfstoffkonzept durch Implementierung einer zusétzlich C-terminalen lipophilen
Aminosduredomine, das sogenannte Lipid Core Peptid (LCP)."**'® Dieses LCP besteht aus einem
C1,GC,C,G-Motiv, wobei Cy, eine artifizielle racemische 2-Amino-D,L-Dodecan Lipoaminosdure darstellt und

als TLR2-Ligand-Mimetikum fungiert (Abbildung 1.18).""® Die kovalent verkniipfte LCP-Domine
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gewdhrleistet, damit &hnlich ausgeprigte immunologische Eigenschaften im Mausmodell, wie sie mit
konventionellen koadministrierten Adjuvanzien (CFA) erzielt werden. Aufgrund der préparativ leichteren
Zuginglichkeit stellt dies einen besonders vielversprechenden Ansatz zur konvergenten Synthese eines linearen

vollsynthetischen Impffstoffs dar.'®"'"

N— Peptid

-

-t

Peptid —NH

Abbildung 1.18  Synthetischer Impfstoffkandidat auf LCP-Glycoscaffold Basis nach Simerska et al.'®*'®

Dieser oben genannte Ansatz wurde jiingst von Simerska und Mitarbeitern weiterentwickelt (Abbildung 1.19).""

Zum einen wurde das LCP zu einem Lysin-basierten LLCP (lysine lipid core peptide) modifiziert, was den
Vorteil einer enantiomerenreinen Adjuvanzdoméine mit sich bringt und zum anderen wurde das Glycoscaffold
mit Alkinsubstituenten ausgestattet, was hinsichtlich einer bioorthogonalen Kupfer-vermittelten Click-
Konjugation (CudAc-Click) die Vielseitigkeit hinsichtlich variabler B-Zellepitope erhoht und so koénnen auf

diesen Glycocarrier prinzipiell jede Art von Antigen sehr variabel angebunden werden.'®*
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Abbildung 1.19  Synthetischer Gruppe A Streptococcus Impfstoftkandidat auf LLCP-Glycoscaffold Basis nach Simerska
und Mitarbeitern.""

Die biologischen Eigenschaften solcher Konjugate (vide supra) konnen zusétzlich, durch gezielte Einfithrung
chemischer Modifikationen in die jeweiligen B-Zellepitope moduliert werden. Eine Derivatisierung kann so
groB3en Einfluss auf die metabolische Stabilitdt, die Bioverfligbarkeit und die Immunogenitét ausiiben. Im Zuge
dieser Uberlegungen sind die Arbeiten von Bundle und Mitarbeitern, die auf der Synthese und biologischen

172 Die Wahl von Schwefelatomen

Evaluierung von Thioglycosidanaloga beruhen, zu nennen (Abbildung 1.20).
als Sauerstoffanaloga begriindet sich in der synthetisch leichten Zuginglichkeit, den gut dokumentierten
vergleichbaren konformellen Eigenschaften der thioglycosidischen Bindung und der signifikant geringen
Anfilligkeit gegeniiber proteolytischen Abbau.'”"'" Allerdings bedingen strukturelle Unterschiede, wie groBere
Bindungslinge, kleinerer Bindungswinkel und geringere stereoelektronische Effekte, zwischen der Kohlenstoff-
Schwefel Bindung auch, dass eine substantiell hohere intrinsische Flexibilitdt des anomeren Zentrums,

verglichen zu O-Glycosiden, vorliegt.'™
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Abbildung 1.20  Schematische Darstellung von synthetischen Thioglycosid-Antigenanaloga nach Bundle.'”

Im Zuge dieser Arbeiten wurden melanom-assoziierte Gangliosid GM2 Thioanaloga E sowie ein GM3-
Mimetikum D, ein Shigella flexneri S-Antigenmimetika C, sowie das Analogon eines (B1—2)-Mannans des
opportunistischen Pilzes Candida Albicans'’® B synthetisch bereitgestellt und biologisch evaluiert.'” Bundle und
Mitarbeiter  konnten zeigen, dass semisynthetische Konjugatimpfstoffkandidaten, welche diese
thioglycosidischen Antigenanaloga tragen, hohe Titer von Epitop-spezifischen IgG-Antikdrpern im Mausmodell
generieren konnten, welche zudem eine ausgeprigte Kreuzreaktivitit zu den natiirlichen O-glycosidischen
nativen Epitopen aufweisen und so einen vielversprechenden Ansatz zur Steigerung der intrinsischen
Immunogenitit darstellen.

Eine weitere attraktive Methode, die immunologischen Eigenschaften von Oligosaccharidantigenen zu
modulieren, stellt die sogenannte Deoxyfluorierung, also die Substitution einer Hydroxylgruppe des
Kohlenhydratantigens durch einen Fluorsubstituenten, dar. Da Fluoratome in den meisten Organismen abwesend
sind, sollte das jeweilige Antigen, trotz der meist nur geringen strukturellen Unterschiede fiir den Organismus als
fremd erkannt werden. Fluoratome konnen aufgrund eines dhnlichen van der Waals-Radius zu Sauerstoff als
Bioisostere von C=0 und OH-Gruppen angesehen werden.'””"”® Zudem ist das Fluoratom in der Lage, dhnlich
den Hydroxylgruppen als Wasserstoffbriickenakzeptor zu agieren. Auch geht es aufgrund der groflen Elektro-
negativitit bei gleichzeitig geringem Atomradius, sowie schlechten Polarisierbarkeit, starke Kohlenstoff-
Fluor-Bindungen ein.'”®'” Dieses Konzept wurde jiingst von Hoffinann-Réder und Mitarbeitern auf eine
immonologische Anwendung {ibertragen, indem eine native Hydroxylgruppe einer immunogenen Glycandoméne
durch ein Fluoratom substituiert wurde (Abbildung 1.21)."%"® In diesen grundlegenden Arbeiten wurden auf
Basis synthetischer Glycopeptide des tumorassoziierten epithelialen MUCI1 eine Reihe von fluorierten
TF-Antigenanaloga bereitgestellt und in Impfstudien evaluiert, wobei unter Erhalt der Antikorperspezifitit

. . 184
toleranzbrechende Immunreaktionen generiert werden konnten.
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Abbildung 1.21  Fluorierte MUC1-Glycopeptidvakzine nach Hoffimann-Réder et al."'**
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In weiterfiihrenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass solche an 4-Position fluorierten Galactosylfragmente
resistent gegen die Aktivitit von spezifischen Glycosidasen sind, was zu einer hheren metabolischen Stabilitét

fiihrt und so die Bioverfiigbarkeit der Vakzine verbessern konnte.'®
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Abbildung 1.22  Erhdhung der intrinsischen Immunogenitit durch strategische Fluorierung unter Erhalt der Spezifitit nach
Yang et al."%

Ferner wurden von Yang et al. die Synthese von modifizierten STn-Analoga, welche fluorierte N-Acetamidyl-
reste beinhalten, berichtet.'® In Immunisierungsstudien konnten sie erstmals eine signifikant hohere
Immunogenitét in Form von héheren anti-STn IgG-Titern, sowie ein verbessertes anti-STn IgG/IgM-Verhiltnis,
im Mausmodell nachweisen (Abbildung 1.22). Zudem waren auch hier die resultierenden Antiseren in der Lage,

Tumorzellen, welche das native STn Antigen exprimierten, zu erkennen und zu binden.



2 ZIELSETZUNG

Fassen wir an dieser Stelle also noch einmal die Erkenntnisse stichpunktartig zusammen, die nun fiir den
rationalen Aufbau eines modernen Impfstoffs von Relevanz sind: 1) Zelloberflichen von Pathogenen oder
maligner Zellen werden von Organismus-spezifischen Glykanstrukturen dekoriert, die wiederum ein attraktives
Ziel (B-Zellepitop) fir die Immuntherapie darstellen. Hierzu sollten sie in potentiellen Impfstoffkandidaten
multivalent présentiert werden, um den ,,cluster glycoside effect” auszunutzen. 2) Diese Glykanstrukturen sind
meist hochkomplex, schwach-immunogen und 7-Zell-unabhdingige Antigene, weshalb sie an ein T-Helfer Epitop
als MHC-II-Ankerdoméne konjugiert werden miissen. 3) Die Isolierung homogener und ausreichender Mengen
an natlirlichen Saccharidantigenen stellt eine groe Herausforderung dar, weshalb die chemische Synthese
starker in den Fokus tritt. Vor allem bietet nur letztere die Moglichkeit chemische Modifikationen, als elegante
Strategie zur Optimierung der immunologischen Effizienz, einzufiihren. 4) Das Multikomponentenvakzin sollte
auf molekularer Ebene eine verzweigte Geometrie aufweisen, da dies zu stirker ausgeprdgten humoralen

Immunantworten fiihrt. 5) Die Verwendung von Click-Reaktionen'®*

in der modernen Impfstoffentwicklung
ermoglicht modulare und flexible Aufbaustrategien fiir neuartige Vakzinkandidaten. 6) Durch die kovalente
Anbindung eines TLR-Agonisten kdnnen intrinsische immunologische Toleranzphdnomene iiberwunden werden
und das Immunsystem kann so effizient rekrutiert werden.

Mit der Aufklarung des kleinsten protektiven Epitops des gram-positiven invasiven Bakteriums Streptococcus
pneumoniae Typ 14 steht ein gut charakterisiertes Modellsystem zur Verfiigung,'® an welchem der Einfluss von
strategischer Fluorierung auf immunologische Mechanismen studiert werden kann. Folglich sollte im Rahmen

dieser Arbeit ein synthetischer Zugang zu fluorierten Analoga dieser Antigendeterminante geschaffen werden

(Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1 Zielstrukturen der partiell fluorierten Antigendeterminanten des Bakteriums Streptococcus pneumoniae
Typ 14.
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Der Aufbau der fluorierten Antigenmimetika soll dabei nach einem konvergenten modularen Synthesekonzept
erfolgen (Abbildung 2.2). Hierbei sollen zunéchst unter Verwendung von fluorierten Galactosyldonorbausteinen
und geeignet funktionalisierten Monosaccharidakzeptoren die linearen (1—4)-verkniipften Fragmente
zuginglich gemacht werden, welche in Folge schlieflich in einem (2+2)-Ansatz zu den verzweigten
Tetrasaccharidgeriisten umgesetzt werden. In einem globalen Entschiitzungsschritt, mit vorgelagerter Einfiihrung
des N-Acetamidrestes, soll die Darstellung einer Bibliothek von strategisch fluorierten Streptococcus
pneumoniae Typ 14-Mimetika erzielt werden. Vor diesem Hintergrund soll ein geeignetes Schutzgruppenmuster,
welches stets im Einklang mit geeigneten Glycosylierungsbedingungen sowie Desoxyfluorierungsbedingungen

im Kontext dieses Gesamtkonzepts, erarbeitet werden.
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der Retrosynthese der fluorierten Streptococcus pneumoniae Typ 14 Analoga.

Zum Abschluss der Synthesen der pathogen-assoziierten Bibliothek fluorierter Kohlenhydratantigene sollen
dariiber hinaus erste synthetische Studien zu einem modular konzipierten universellen Impfstofftragermolekiil
durchgefiihrt werden. In diesem Zusammenhang soll, basierend auf Vorarbeiten von Filippov und

Mitarbeitern,”* der hochpotente UPam-TLR2 Agonist auf molekularer Ebene entsprechend modifiziert werden

komponentenvakzins erfiillen kann.
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des hochpotenten UPam-TLR2-Agonisten nach Filipov und Mitarbeitern.**
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Die Voraussetzung dafiir ist die Einfiihrung zweier potentieller Ankiipfungspunkte fiir etablierte Konjugations-
methoden, um so in zukiinftigen Arbeiten den Zugang zu modular und flexibel aufgebauten, universellen
vollsynthetischen Impfstoftkandidaten zu legen (Abbildung 2.4). Dazu soll in der Peptidsequenz (vide supra) ein
L-Lysin-Rest durch einen g-Azido-Norleucin-Rest substituiert und das Aminosdureriickgrat C-terminal um ein
zusétzliches L-Cystein verldngert werden. Weiterhin soll untersucht werden, inwiefern es moglich ist, an der
festen Phase eine Glycocarrierdoméne in die Struktur einzufiihren, welche als universeller Ankerpunkt fiir

potentielle B-Zellepitopzielstrukturen dienen kann und eine verzweigte molekulare Geometrie gewdhrleisten

konnte.
PamO
PamO\
SH -,
PamUN Jk Jk
o]
A NH N
2 3 potentielle
» Maleimide Konjugation
PamO .. (Th Epitope)
PamO ;.:'.',__. potentielle
SH = Click Chemistry
* (B-Zellepitope)
PamUN \)L \)L \)L
B /[k//k/o\/
Abbildung 2.4 Schematischer Aufbau der Kernstruktur eines universellen Impfstoffiragermolekiils.

Aufbauend auf diesen synthetischen Studien sollte es zukiinftig mdglich sein einen Zugang zu einer neuen
Klasse von verzweigten Multikomponentenvakzinen zu ermdglichen, welche hinsichtlich der Wahl des
Ty-Epitops (Maleimid-Konjugation), wie auch des B-Zellepitops (Click-Chemie) hochst flexibel gestaltet werden
konnten. (Abbildung 2.5).

Th-Epitop
Th-Epitop B-Zell-Epitop Th-Epitop
_ (o]
7 N
4\—5 N
o Hs =
TLR Agonist TLR Agonist
TLR Agonist
. pathogen variables
verzweigte assoziierte Th-Epito
Gesamtgeometrie des B-Zellepitope w?a P
Vakzikandidaten oo via Maleimid-Konjugation
Click Chemie

Abbildung 2.5

Schematische Darstellung eines neuartigen modularen und universellen Impfstofftragermolekiils.
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3 ALLGEMEINER TEIL

3.1 Synthesestrategie zum Aufbau der S. pneumoniae Typ 14 Mimetika

Der Aufbau der komplexen fluorierten SPn14-Oligosaccharid-Antigenmimetika erfolgte, wie bereits in Kapitel 2
grob skizziert, nach einer konvergenten Synthesestrategie unter Verwendung der etablierten und bewihrten

Trichloracetimidat-Methode nach Schmidt.'”

Hierzu wurden sowohl fiir das native 8, als auch die sechs partiell
fluorierten SPnl4-Tetrasaccharidanaloga 1, 2, 3, 4, 5 und 6, zunéchst die jeweiligen Monosacchridbausteine 17,
18, 19, 20, 21 sowie der Lactosyldonor 16 unter Verwendung geeigneter Schutzgruppenmuster eingesetzt

(Schema 3.1).
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Schema 3.1 Die Retrosynthese der fluorierten Antigendeterminanten von Streptococcus pneumoniae Typ 14.

Das Schutzgruppenkonzept des zentralen Glucosaminosylbausteins 21 sah fiir die Blockierung der Aminogruppe
des Glucosamins eine Phthalimidschutzgruppe vor, die einerseits einen ausgeprigten B-dirigierenden Nachbar-

gruppeneffekt bei der Funktionalisierung des anomeren Zentrums aufweist und zudem unter einer Vielzahl von
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Reaktionsbedingungen stabil bleibt. Das anomere Zentrum wurde bei beiden Bausteinen 21 und 20, jeweils in
Form eines Allylglycosids blockiert, welches Flexibilitdt hinsichtlich weiterer chemoselektiver Modifikationen
und Stabilitat in sich vereint. So bleibt der Allylanker unter Glycosylierungsbedingungen intakt, ermdglicht aber
auch Deoxyfluorierungsreaktionen und gewihrleistet dariiber hinaus die Moglichkeit gingige Konjugations-

187-190 hder die Ruthenium-vermittelte oxidative

protokolle, wie die radikalinduzierte En-Thiol-Clickreaktion
Spaltung'®' zu einer endstindigen Carboxylfunktion, anzuwenden. Indem 21 und 20 an der 6-Position mit einer
tempordren Silylschutzgruppe blockiert wurden, welche unter wasserfreien lewissauren Glycosylierungs-
bedingungen intakt bleibt, allerdings unter milden Bedingungen selektiv spaltbar ist, kann sowohl ein lineares
B(1—4)-, als auch ein verzweigtes P(1—6)-Verkniipfungmotiv zugénglich gemacht werden. Der Aufbau der
ndrdlichen und siidlichen Fragmentbausteine 9, 10, 11, 12, 13, 14 und 15 erfolgte unter Verwendung der
B-dirigierenden Glycosyldonorbausteine 17, 18, 19, welche die endstdndigen, am nicht-reduzierenden Ende der
kritischen antigenen Determinante lokalisierten Galactoseeinheiten darstellen. Letztere wurden in TMSOT{-
vermittelten (1+1)-Glycosylierungen zum Aufbau (1—4)-verkniipfter Disaccharide des Typs D/E eingesetzt,
welche im weiteren Verlauf der Synthese aufgrund der Esterschutzgruppen eine chemoselektive Modifikation
der jeweiligen C6-Hydroxylgruppe ermdglichen konnten. Kohlenhydratbausteine mit Acetylgruppen lassen sich
leicht unter Bedingung einer Zemplén-Umesterung'' spalten und fithren zu einer erhdhten Séurestabilitit von
glycosidischen Bindungen. Intrinsisch bedingte Nachteile dieser temporiren Schutzgruppen umfassen jedoch
eine herabgesetzte Reaktivitit, sowie eine erhohte Anfilligkeit zur Bildung von Orthoesternebenprodukten,
wobei letzteres durch die Wahl geeigneter Reaktionsbedinungen meist kompensiert werden kann. Die
Disaccharidfragmente 9, 10, 11 und 12 des Typs D wurden schlieBlich in Lactosyltrichloracetimidatdonoren des
Typs B iiberfiihrt und in einem modularen (2+2)-Ansatz zum Aufbau der jeweiligen Tetrasaccharidgeriiste
zusammen mit den an 6-Position deblockierten Fragmenten 13, 14 und 15 des Typs C eingesetzt. In einem
globalen Deblockierungsschritt sollten die N-Phthalamido-Schutzgruppen gespalten und das primére Amin in der
Folge in ein Acetamid {iberfiihrt werden. In einem finalen Schritt sollten die tempordren Acetatgruppen unter
Zemplén-Bedingungen'"” vollstindig zu den N-Acetamid-Tetrasaccharidzielstrukturen des Typs A deblockiert
werden. Extensive zweidimensionale NMR-Experimente (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) wurden zu jeder Zeit
der Syntheseroute herangezogen, um die korrekte glycosidische Verkniipfung der Saccharideinheiten zu

verifizieren.



3.2 Synthesen der Monosaccharid-Bausteine
3.2.1 Synthesen der Monosaccharid-Donorbausteine

Im folgenden Kapitel wird detailliert auf die Synthese der drei Galactosyldonorbausteine 17, 18 und 19
eingegangen. Diese Bausteine stellen im Kontext der Gesamtsynthese die endstdndigen Galactoseeinheiten am
nicht-reduzierenden Ende des SPnl14-Antigens dar (Abbildung 3.1). Dariiber hinaus wird die Darstellung des
Lactosyltrichloracetimidats 16 skizziert. Die Synthesen des Galactosyltrichloracetimidats 17 und des
Lactosyltrichloracetimidats 16 umfassen jeweils drei Syntheseschritte und beide Bausteine stellen somit gut
zugingliche Verbindungen dar. Das 6-Fluorgalactosyltrichloracetimidat 18 hingegen bendtigt sechs Synthese-
schritte, wéhrend die literaturbekannte Synthese des 4-Fluorgalactosyltrichloracetimidats 19 sogar zwolf

Synthesestufen bedarf.'®

Glycosyldonorbausteine

0 OAc

Ac OAc
AcO OAc o
o) AcO o) O
HO AcO AcO AcoA 0
C!
o AcO 6 _cal, OTCCB
HO (0] 17 NH
HO o NH 16
ha o —)
o o g
HO ﬂo 0= AcO g OAc
OH NHAC O Q
AcO AcO
AcO OTCGB AcO o cel,
1g NH 19 NH

Abbildung 3.1 Schematische Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Glycosyldonorbausteine fiir den
vollsynthetischen Autbau des SPn14-Antigenanalogons.

Die Darstellung des unmodifizierten Galactosyltrichloracetimidatdonors 17 startet ausgehend von kommerziell
erhdltlicher =~ D-Galactose, welche zundchst unter Standardbedingungen in einem  Essigsdure-
anhydrid/Pyridin-Gemisch in einer guten Ausbeute von 77% in die vollstindig acetylgeschiitzte Form
(Anomerengemisch) iiberfithrt wurde (Schema 3.2). In einem zweiten Schritt wurde das anomere Zentrum
chemoselektiv in Gegenwart eines dquimolaren Gemisches von Eisessig und Ethylendiamin in Tetrahydrofuran

deblockiert, um schlieBlich zu dem a-Trichloracetimidat 17 umgesetzt zu werden.

1) Ethylendiamin/AcOH (1:1)

THF, RT, 12h
o OH Ac,0, Pyridin Ao OAC 2) CCI;CN, DBU Aco JOAC
0°C—RT, 12h ¢ CH,Cl, abs., 0°C, 12h 0
o _ > o} AcO
HO 77% AcO % 0 AcO
HO OH o ACO OAc 64% Uber 2 Stufen cO o _ccly
D-Galactose 22 17 NH
Schema 3.2 Schematische Darstellung der Synthese des unmodifizierten Galactosyltrichloracetimidats 17.

In Analogie zum bereits beschriebenen Galactosyltrichloracetimidat-Baustein (17) (vide supra) wurde auch der
Lactosyltrichloracetimidat-Baustein 16 in drei Stufen bereitgestellt (Schema 3.3). Zunédchst wurde kommerziell
verfiigbares D-Lactose-Monohydrat unter Standardbedingungen in einem Pyridin/Essigsdureanhydrid-Gemisch

(2:1) vollstindig und in 85% Ausbeute acetyliert. AnschlieBend wurde 23 anomer in ein intermedidres
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Hemiacetal iiberfiihrt, bevor die Trichloracetimidatgruppe in 16 in sehr guten 77% tiber zwei Stufen installiert

wurde.
OA
Ho OH OH Ac,0, Pyridin (2:1)  AcO /O7€ OAc
o Toluol, 0°C, 12h o) o
HO o o) ——————— AcO 0
HO 85% AcO AcO
HO HO OH ° AcO OAc
D-Lactose 23
OAc 1) Ethylendiamin/AcOH (1:1)
AcO OAc THF, RT, 12h
o) 2) CCI5CN, DBU, CH,Cl,
AcO 0 0 0°C, 12h
AcO
AcO AcO
C OTCCIB 77%
16 NH
Schema 3.3 Schematische Darstellung der Synthese des unmodifizierten Lactosyltrichloracetimidats 16.

Bei den beiden oben genannten Umsetzungen der jeweiligen Hemiacetale zu den korrespondierenden
Trichloracetamidyldonoren 17 und 16 dient 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als basischer Katalysator
(Schema 3.4). In einem ersten Schritt wird intermediédr das Proton der 1-OH Gruppe des anomer deblockierten
Zuckers A von der Stickstoffbase B abgefangen und ermoglicht so den nucleophilen Angriff an die
elektronenarme Nitrildreifachbindung C. Schliefflich abstrahiert das Trichloracetamidylanion D das Proton von

Intermediat E, um das Trichloracetimidat F zu bilden, wéihrend dabei der Katalysator B regeneriert wird.

Schema 3.4 Schematischer Mechanismus der Trichloracetimidat-Bildung.

Betrachtet man das Verhiltnis der beiden gebildeten Anomere, so wird das B-O-alkylierte Imidat bevorzugt
(kinetisches Produkt) gebildet, da das &dquatoriale anomere Sauerstoffatom, aufgrund sterischer und stereo-
elektronischer Effekte (anomerer Effekt), eine hohere Nucleophilie aufweist. Allerdings anomerisiert dieses
B-Produkt in einer reversiblen, langsamen Basen-katalysierten, Reaktion, so dass bei lingerer Rektionszeit
nahezu ausschlieflich das thermodynamisch stabilere axiale a-Trichloracetimidat erhalten wird.

Der 6-Fluorgalactosyldonor 18 ist in sechs Syntheseschritten zuginglich und geht von kommerziell erhéltlicher

D-Galactose aus (Schema 3.5).
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Schema 3.5 Schematische Darstellung der Synthese des 6-Desoxy-6-fluorgalactosyltrichloracetimidats 18.
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In einem ersten Schritt wird der ungeschiitzte Zucker in Gegenwart von wasserfreiem Kupfersulfat in Aceton
und katalytischer Mengen konzentrierter Schwefelséure suspendiert und das Isopropylidenacetal 24 in sehr guten
81% Ausbeute erhalten. Das wasserfreie Kupfersulfat wird in dieser Reaktion verwendet, um das im Zuge der
Acetalbildung entstehende Wasser der Reaktionslosung durch Komplexierung zu entziehen, um so dafiir zu
sorgen, dass diese Gleichgewichtsreaktion nahezu vollstindig auf die Produktseite verschoben wird.

Zur nucleophilen Einfiilhrung von Fluorsubstituenten stehen eine Reihe nucleophiler Reagenzien, wie

Diethylaminoschwefeltrifluorid  (DAST™),'"”*  Bis(2-methoxyethyl)aminoschwefeltrifluorid ~ (Deoxofluor®),"”

(Tris(dimethylamino)sulfoniumdifluortrimethylsilicat (7ASF)'**

trifluorid (Fluolead™)"” zur Verfiigung. (Abbildung 3.2).

F F
FF Meo_~ .8 SN | F
NS NF $ Fosi— SSe
J F H \N/+\N/ F ‘
! ! tBu

OMe

und 4-tert-Butyl-2,6-dimethylphenylschwefel-

DAST Deoxo-Fluor® TASF Fluolead™
Abbildung 3.2 Ausgewdhlte nucleophile Fluorierungsreagenzien.

Die Gemeinsamkeit der oben genannten nucleophilen Fluorierungsreagenzien ist die Triebkraft, eine stabile
Schwefel-Sauerstoffbindung zu generieren und im Zuge dessen Schwefeldioxid zu bilden, welches aus der
Reaktionslosung entweichen kann und somit irreversibl das Gleichgewicht auf die Produktseite schiebt. Im
Folgenden wird der Mechanismus des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Desoxyfluorierungsreagenz DAST

beschrieben (Schema 3.6).

e
D N S
‘ o o F
b
H
Schema 3.6 Schematische Darstellung der DAST-vermittelten Desoxyfluorierung.

In einem ersten Schritt wird das positiv polarisierte Schwefelatom B nucleophil von der freien
6-Hydroxylgruppe von A angegriffen, woraufhin ein Fluoridion aus dem Reagenz verdrangt wird und sich das
hochreaktive Intermediat E bildet. Das im Zuge der Reaktion gebildete freie Proton wird dabei von
2,4,6-Collidin C abgefangen. In einem nachgelagerten Schritt greift nun das zuvor freigesetzte Fluoridion das
Intermediat E nucleophil an und verdringt Oxospezies F aus dem Molekiil, wodurch das desoxyfluorierte
Zielmolekiil G resultiert.

Zur weiteren Umsetzung wurde der 6-Fluorgalactosylbaustein 25 in 80%iger wassriger Essigsdure aufgenommen
und 18 h auf 70 °C erhitzt, so dass die Isopropylidenacetalgruppen gespalten wurden. Direkt im Anschluss

wurde das Rohprodukt schlieflich in einem Pyridin/Essigsdureanhydrid-Gemisch (2:1) vollstindig zu dem
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Anomerengemisch 26 acetyliert. Die finale Freisetzung des anomeren Zentrums und Einfiihrung des
Trichloracetimidats unter Standardbedingungen (vide supra) lieferte 18 in guten 68% Ausbeute iiber zwei
Stufen.

Der 4-Fluorthiogalactosylbaustein 32 ist iiber eine bereits literaturbekannte Syntheseroute in zwolf Stufen

' In einem ersten Schritt werden alle Hydroxylgruppen der

ausgehend von D-Glucose zugénglich (Schema 3.7).
D-Glucose in exzellenten Ausbeuten unter Standardbedingungen (vide supra) vollstandig zu 27 acetyliert und
das anomere Zentrum im Anschluss in sehr guten 81% Ausbeute in das Thioglycosid 28 iiberfiihrt. Im
Allgemeinen besitzen Thioglycoside'®® eine sehr hohe Tendenz amorphe Feststoffe zu bilden, was besonders im
Falle mehrstufiger Syntheserouten den praparativen Aufwand um ein vielfaches mindert, da eine Reinigung
durch Umkristallisation zeitsparend durchfiihrbar ist. Nach der Blockierung des anomeren Zentrums wurde 28
unter Zémplen-Bedingungen''® erst vollstindig verseift, bevor das 4,6-Benzylidenacetal selektiv unter sauren
Bedingungen eingefiihrt, sowie die verbleibenden 2,3-Hydroxylgruppen acetylgeschiitzt wurden. Somit konnte

der vollgeschiitzte Glucosylbaustein 29 in ausgezeichneten 85% Ausbeute iiber weitere drei Stufen bereitgestellt

werden.
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Schema 3.7 Schematische Darstellung der Synthese des 4-Fluorgalactosyl-Bausteins 19.

Um die 4-Hydroxylposition chemoselektiv zu adressieren stehen mehrere mogliche Protokolle zur
regioselektiven reduktiven Offnung des Benzylidenacetals zur Verfiigung. Als Beispiele sind hier unter anderem
die Garegg-Methode (NaCNBH s-HCI-Et,0),"”" die modifizierte Garegg-Methode (BH; NMe;-AICI -THF)"®
sowie die Silan-basierte Methode (Et;SiH-TFA)'"*** zu nennen. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit
ein alternativer Weg tliber eine zweistufige Schutzgruppenmanipulation bevorzugt, da es mit den oben genannten
Reagenzsystemen nicht gelang an diesem spezifischen Baustein die Ausbeuten auf einen akzeptablen Wert zu
steigern. Somit wurde auf eine vollstdndige Deblockierung des 4,6-Acetals mit anschlieBender 6-O-Tritylierung
zu 30 ausgewichen. Obwohl dieser Weg zwei zusitzliche Stufen bedingt, konnten erfreulicherweise Ausbeuten
von 89% iiber zwei Stufen erreicht werden.

Die Einfithrung des Fluorsubstituenten in die 4-Position von 30 stellt eine besondere Herausforderung dar, da
klassische nucleophile Fluorierungsreagenzien hier nicht zur Anwendung gebracht werden kénnen. Allgemein

muss bei Hexopyranosen mit Nebenreaktion in Form von Umlagerungsreaktionen bei bestimmten
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Substitutionsmustern gerechnet werden. Wie von Lin und Mitarbeitern berichtet wurde, sind vor allem Hexosen

' Wesentliches

des B-Glucosetyps anfillig fiir unerwiinschte C1—C6 und C1—C4 Migrationsreaktionen.*
Charakteristikum dieser Gerlistumlagerungen ist, dass ein breites Substratspektum betroffen ist und es sich um
eine allgemeine Tendenz handelt, die nahezu unabhéngig des Typs der C1-Bindung ist. Wéhrend Seleno- und
Thioglycoside vollstindig in hohen Ausbeuten und Selektivititen umlagern, geben O-Methyl- und
O-Allylglycoside Gemische unterschiedlicher Verteilung von Migrations- zu Substitutionsprodukt. Im
Gegensatz dazu sind a-Glucosyl- sowie o/B-Galactosylpyranosen meist kompatibel mit DAST-vermittelten
Desoxyfluorierungsreaktionen unabhéngig vom Substituenten an C1. Dies geht vor allem mit der Geometrie des
Ubergangszustandes einher, der die intramolekulare Substitutiontrajektorie effektiv blockiert und so
intramolekulare Migrationen verhindert. Der Reaktionsmechanismus einer solchen C1—C4 Migration des

B-Glucosetyps ist im Folgenden schematisch dargestellt (Schema 3.8).%"'
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Schema 3.8 Schematische Darstellung der stereoselektiven C1—C4 Migration anomerer Gruppen durch DAST-
vermittelte Aktivierung nach Lin und Mitarbeitern.*!

In einem ersten Schritt greift die freie 4-Hydroxylgruppe, wie bereits fiir den allgemeinen Mechanismus der
DAST-vermittelten Desoxyfluorierungsreaktion skizziert (vide supra), von Tribenzoat A das DAST Molekiil
nucleophil an und bildet unter Verdriangung eines Fluoridanions das N, N-Diethylaminodifluorsulfan-Intermediat
B. Es ist dabei nun zu beachten, dass B in der *C;-Konformation auch mit der ,C'-Konformation C1
beziehungsweise der Twistkonformation C2 im thermischen Gleichgewicht steht. In diesen Konformationen
C1/C2 wiederum ist die Orientierung der aktivierten Hydroxylgruppe in der C4-Position antiperiplanar zum
Substituenten in der Cl-Position, so dass ein Angriff des freien Elektronenpaars des anomer-gebundenen
Schwefels iiber die C1—-C4 Achse moglich ist und sich das bicyclische Intermediat D ausbilden kann.
SchlieBlich wird der Bicyclus D durch partizipierende Nachbargruppen gedftnet, so dass zuerst Carbeniumion E
gebildet wird, welches schlieBlich stereoselektiv von dem zuvor freigesetzten Fluoridanion B-selektiv zum
Umlagerungsprodukt F abgefangen wird.

Aufgrund dieses Glucose-spezifischen Reaktionsverlaufs musste eine alternative Route zur Desoxyfluorierung
von 30 zu 31 beschritten werden. Hierzu wurde die dquatoriale freie 4-Hydroxylgruppe intermediér in eine sehr
reaktive Triflatabgangsgruppe iiberfiihrt, welche schlieBlich in einer Substitutionsreaktion mit einer nucleophilen

2 Fiir diese Transformation wurde Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)

Fluoridquelle umgesetzt wurde.
verwendet, welches kommerziell als Trihydrat erhéltlich ist. An dieser Stelle sei anzumerken, dass solvatisierte

Fluoridionen eine extrem schwache Nucleophilie aufweisen.””” Daher muss durch die Zugabe von frisch
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aktiviertem Molekularsieb 4A sichergestellt werden, dass das inhirente Kristallwasser wihrend der Reaktion
abgefangen wird, um so quasi ein ,,nacktes Fluorid zur Verfligung zu stellen. Andererseits reagiert das
Fluoridanion zudem basisch und ist in der Lage acide Protonen effizient zu abstrahieren, weshalb unerwiinschte
Eliminierungsreaktionen in Konkurrenz zu Desoxyfluorierungsreaktionen stehen kdnnen, falls die Geometrie des
Molekiils beide Reaktionspfade erlaubt.

Im Falle der 4-Triflyl-Glucose A1 (Schema 3.9) gibt es jedoch gliicklicherweise keine Konformationen, welche
eine potentielle Eliminierungsreaktion ermoglichen wiirde, da weder die Triflylabgangsgruppe noch ein

benachbartes potentiell acides Proton antiperiplanar zueinander stehen kdnnen.

H70
Tio o _ . H
- H
M TfO
H
4c, !
Schema 3.9 Schematische Darstellung der “C, und der 4C' Sesselkonformationen wihrend der nucleophilen

Substitutionsreaktion des 4-O-Triflylglucosylbausteins.

Schlieflich wurde in einer zweistufigen Reaktionssequenz 31 in guten 70% Ausbeute erhalten. Nachfolgend
wurde 31 durch Spaltung der 6-Tritylgruppe unter sauren Bedingungen und anschlieBender Acetylierung in sehr
guten 78% tiber zwei Stufen in 32 iiberfiihrt. Um aus dem Thiodonor 32 den bewihrten Trichloracetimidatdonor
herzustellen, musste letztlich das anomere Thioglycosid gespalten werden. Fiir solche Transformationen stehen
verschiedene thiophile Promotoren zur Verfiigung. Beispielsweise sind hier N-Bromsuccinimid (NBS) in
Aceton/Wasser, Chloramin-T* oder N-Iodsuccinimd/Silbertriflat (NIS/AgOT™ und
N-Todsuccinimd/Trifluoressigsdure (NIS/TFA)™ zu nennen. In der vorliegenden Arbeit wurde das
NIS/TFA-Promotorsystem in Dichlor-methan/Wasser im Verhéltnis 10:1 eingesetzt, da es zuverldssig

reproduzierbare Ergebnisse lieferte.
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Schema 3.10 Schematische Darstellung der lodonium-vermittelten Aktivierung von Thioglycosiden unter sauren
Bedingungen.

Zunichst wird A durch die Reaktion von NIS/TFA B1 in situ in ein Iodoniumion C tberfiihrt, wobei Succinimid
und ein Trifluoressigsdureanion B2 gebildet werden (Schema 3.10). In einem nachgelagerten Schritt zerfillt C
infolge des stabilisierenden Effekts des Ringsauerstoffs in das Oxocarbeniumion D1/D2, welches schlielich
durch die Anlagerung von Wasser zu Hemiacetal E abgefangen wird.

Um die Synthese zu vervollstindigen wurde unter Standardbedingungen (vide supra) das o-Trichloracetimidat
19 in guten 76% Ausbeute liber zwei Stufen hergestellt. Somit wurden in diesem Abschnitt der vorliegenden
Arbeit alle Zielgalactosyldonor-Bausteine 17, 18 und 19, sowie der Lactosyldonor 16 erfolgreich bereitgestellt.

Im néchsten Kapitel wird nun auf die Synthese der korrespondierenden Glycosylakzeptor-Molekiile
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eingegangen, welche dem Aufbau des nordlichen sowie siidlichen Fragments der SPnl4-spezifischen Antigen-

determinante und deren fluorierte Analoga dienen.



3.2.2 Synthesen der Monosaccharidakzeptor-Bausteine

Das folgende Kapitel beschreibt detailliert die Syntheseroute der beiden Glycosylakzeptorbausteine 20 und 21.
Beide Akzeptorbausteine besitzen dasselbe Schutzgruppenmuster und unterscheiden sich nur durch den
Substituenten an der C2-Position. So dienen beide Bausteine zum Aufbau (1—4)-verkniipfter Disaccharide,
wobei diese im weiteren Verlauf der Synthese chemoselektiven Modifikationen der jeweiligen

C6-Hyroxylgruppe unterworfen werden (Abbildung 3.3).

Glycosylakzeptorbausteine

OTBS
F/'\oo 2 0,
C!
HO O AcO \/\
HO H% 20
o
gio 0 — OTBS
o)
o) O HO O
HO OH HO Oﬁ Ac(ﬁ/o
NHAG Ne o N\

Abbildung 3.3 Schematische Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Glycosylakzeptorbausteine zum
Aufbau des SPn14 Antigenanalogons.

Die Synthese des Akzeptorbausteins 20 umfasst eine sechsstufige Synthese ausgehend von peracetylierter
D-Glucose 27 (Schema 3.11). In einem ersten Schritt wurde das anomere Zentrum unter lewis-sauren
Bedingungen in Gegenwart von Bortrifluorid-Diethyletherat in das Allylglycosid 33 in befriedigenden 65%
Ausbeute iiberfiihrt. Versuche zur Steigerung der Ausbeute blieben an dieser Stelle erfolglos, wobei der Einsatz
stirkerer Lewis-Sduren, wie beispielsweise Zinn(IV)chlorid (SnCl,) oder wasserfreies Eisen(Il)chlorid (FeCls)
nur zur erheblichen Bildung von Zersetzungsprodukten fiihrten. Mechanistisch liefert diese Umsetzung
ausschlieBlich das p-Isomer aufgrund des Nachbargruppeneffekts, der an C2-Position lokalisierten

partizipierenden Acetylschutzgruppe.

1) NaOMe, MeOH,

RT, 3h
AllylOH, BF3- Et,0 OAc 2) Benzaldehyddimethylacetal
0°C—RT, 24h A O&&/ MeCN abs., p-TsOH, RT, 12h Ph/VOO o
27 —_— C O
AcO O, HO
65% AcO \/\ 85% HO \/\
33 34

1) 80% AcOH,
OTBS 90°C, 3h

2) TBSCI, Imidazol, DMF abs. Ph—X-O Ac,0, Pyridin
Ho 2 0°CRT, 24h 0 R RT, 4h
AcO 0\/\ : AcO 0 B
AcO N 7% AcO N 94%
20 35
Schema 3.11 Schematische Darstellung der Synthese des Monosaccharidakzeptorbausteins 20.

Danach wurden in einer zweistufigen Schutzgruppenmanipulation von 33 zuerst die Acetatschutzgruppen

quantitativ unter Zemplén-Bedingungen'"

entfernt und anschlieBend unter Sédurekatalyse die 4,6-Hydroxyl-
gruppen chemoselektiv in das Dihydroxylbenzylidenacteal 34 mit einer sehr guten Ausbeute von 85% tiiber beide
Stufen {berfiihrt. Die verbliebenen freien Hydroxylgruppen von 34 wurden schlieBlich unter

Standardbedingungen in Gegenwart eines 2:1 Gemisches aus Pyridin/Essigsdureanhydrid vollstindig in den
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gewiinschten Baustein 35 in ausgezeichneten Ausbeuten iiberfiihrt. Hiernach wurde das Benzylidenacetal von 35
in Gegenwart von 80%iger Essigséure bei einer Temperatur von 70 °C gespalten und anschlieBend der 6-O-TBS
Zielakzeptorbaustein 20 in 77% Ausbeute iiber zwei Stufen hergestellt. Imidazol erfiillte bei dieser
regioselektiven Blockierung der primiren C6-Hydroxylgruppe zum einen die Rolle einer Hilfsbase, welche das
im Zuge der Reaktion gebildete Proton abfingt und zum anderen dient es als Katalysator.”®™ In einem
vorgelagerten Schritt greift somit das zweite Aquivalent Imidazol das tert-Butyldimethylsilylchlorid-Reagenz
nucleophil unter Bildung einer sehr reaktiven Silylimidazoliumspezies, welche schlielich regio- und
chemoselektiv mit dem primédren Alkohol reagiert.

Die Synthese des Glucosaminosylglycosidbausteins 21 umfasst eine siebenstufige Synthese ausgehend von
kommerziell erhéltlichem D-Glucosamin-Hydrochlorid (Schema 3.12).

1) NaOMe, MeOH, 0°C, 1h
2) Phthalsdureanhydrid,

MeOH, NEt; RT, 24h OAc iﬂc'éi AIIgIOH, on
OH 3) Ac,0, Pyridin, DMAP HoCla abs. c
0°C—RT, 24h AcO O 0°C—RT, 24h
HO 0 malll AcO OAc AO o
HO AcO o] ]
HsN* OH 2% o 75% o N\

N_o
D-Gluosamin 36 H 37
Hydrochlorid

1) NaOMe, MeOH, RT, 3h

Ac,0, Pyridin, 2) Benzaldehyddimethylacetal,
PATY O\ o oA PP o DMF abs., p-TsOH, 70°C, 4h
0 RT, 24h 0 o
AcO O, - HO \/\

PhiN N 87% PhtN 81%
39 38
1) 80% AcOH, 60°C, 6h oTBS
2) TBSCI, Imidazol, DMF abs.
0°C—RT, 12h Hoo O o
C!
89% PhtN N\
21
Schema 3.12 Schematische Darstellung der Synthese des Glycosaminosylakzeptors 21.

Letzteres wird in einer vorgelagerten Neutralisationsreaktion zuerst durch Zugabe eines Aquivalents
Natriummethanolat in das freie Amin A iiberfiihrt, welches im Anschluss mit Phthalsdureanhydrid in Gegenwart
von Triethylamin zu Phthalsduremonoamid B reagiert (Schema 3.13). SchlieBlich erfolgt durch Umsetzung mit
Essigsdureanhydrid in Pyridin intermedidr die Bildung des gemischten Anhydrids C, welches unter Ringschluss
und nachgelagerter vollstindiger Acetylierung der verbleibenden vier Hydroxylgruppen schlieBlich den

B-konfigurierten Phthaloylbaustein D liefert.

OH OH

OH HO 0 o) AcQ
HO Hﬂﬁ P — \\\;ﬁo _OAc
HO O ONH OH . o)) LI B —
HO HO o 042 =0 o N0
NH, "OH O:<</ z ;
p
A B c D
Schema 3.13 Schematische Darstellung der Phthalimidschiitzung an D-Glucosamin.

Im weiteren Verlauf der Synthese wird 36 in 72% Ausbeute erhalten und anschlieend in das korrespondierende
Allyglycosid 37 iiberfiihrt. Der stark desaktivierende Elektronenzug der Phthalimid-schutzgruppe an C2 fiihrt
dazu, dass zur Aktivierung des Anomerenzentrums und Einfiilhrung des Allylalkohols starke Lewissduren

benotigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden wasserfreies Eisen(III)-chlorid (FeCl;) und Zinn(IV)-chorid
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(SnCly) als Lewissduren evaluiert, wobei beide Methoden reproduzierbar zu vergleichbar guten Ausbeuten von
71% fiir FeCls, und 75% fiir SnCl, fiihrten. SchlieBlich wurde 37 unter Zemplén-Bedingungen''® deblockiert,
bevor unter Standardbedingungen (vide supra) das 4,6-Benzylidenacetal in 38 iiber zwei Stufen in sehr guten
81% Ausbeute eingefiihrt wurde. Die verbleibende 3-Hydroxylgruppe wurde in sehr guten 87% acetyliert, bevor
39 unter sauren Bedingungen 4,6-deblockiert und chemo- und regioselektiv in den finalen 6-O-TBS-Gluco-
saminosylakzeptor 21 iberfiihrt wurde. Somit stehen alle Monosacchariddonor- und Akzeptorbausteine zum

Aufbau der ndrdlichen und siidlichen Disaccharidfragmente zur Verfiigung.



3.3 Synthesen der Disaccharidfragmente
3.3.1 Synthesen der nordlichen Donorfragmente

Mit der erfolgreichen Darstellung der drei Galactosyldonoren 17, 18 und 19, sowie dem Glucosylakzeptor 20
war ein direkter Zugang zum Aufbau der nordlichen Fragmente B des allgemeinen Tetrasaccharidzielmotivs A
geschaffen worden (Abbildung 3.4). Daher sollten zunéchst die jeweiligen endstindigen Galactosyldonoren 17,
18 und 19 mit Akzeptor 20 zu den korrespondierenden fluorierten Allylglycosiden 9, 10, 11 und 12 des Typs D
in einer konvergenten (1+1) Strategie glycosyliert werden, bevor diese in die jeweiligen modifizierten

Lactosyltrichloracetimidatdonoren 40, 41, 42 und 43 des Typs B iiberfiihrt werden.
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Abbildung 3.4 Uberblick der Retrosynthese der Trichloracetamidyldisaccharid-Donoren.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein allgemeines Glycosylierungsprotokoll verwendet das im Folgenden kurz
erldutert werden soll. So wurden Glycosyldonor und Akzeptor in einem molaren Verhéltnis 1.5:1 in absolutem
Dichlormethan unter strikt wasserfreien Bedingungen in Gegenwart von frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A
vorgelegt und die Reaktionslosung mithilfe von einer Trockeneis/Aceton Kéltemischung auf —78 °C unter
Argonatmosphire gekiihlt. AnschlieBend wurden bei tiefer Temperatur, die zur Aktivierung des Donors
notwendige katalytische Menge, Trimethylsilyltrifluormethansulfonsdure (TMSOTY) als Promotor zugetropft
und 15 min geriihrt, um so eine homogene Verteilung des Promotors innerhalb der Reaktionslosung zu
gewihrleisten. AnschlieBendes Entfernen des Kéltebads und vorsichtiges Auftauen der Reaktionslosung auf
Raumtemperatur lie die Glycosylierung ablaufen, welche zumeist bei Erreichen der Raumtemperatur bereits
vollstindig abgeschlossen war.

Die Aktivierung eines Trichloracetimidatdonors A verlduft im Allgemeinen iiber die Lewissdure-vermittelte
intermedidre Bildung des Oxocarbeniums C1 beziehungsweise dessen mesomerer Grenzstruktur C2 durch
Austritt der Silyltrichloracetamidspezies B (Schema 3.14). Oxocarbeniumion C1/C2 wird in der Folge
nucleophil von einer in der Reaktionslésung vorhandenen freien Hydroxylgruppe abgefangen. Befindet sich wie
in Struktur C1/C2 an 2-Position der Trichloracetimidatpyranose eine nicht-partizipierende Gruppe, so werden

stets o/fB-Anomerengemische D erhalten. Durch geeignete Wahl eines Kosolvens kann diese Anomeren-
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verteilung beeinflusst werden. So kann durch Diethylether oder N,N-Dimethylformamid die Verteilung
zugunsten des a-Anomers verschoben werden, wohingegen Acetonitril durch den sogenannten ,Nitrileffekt*”
die Bildung von B-Glycosiden begiinstig. Befinden sich jedoch partizipierende Esterschutzgruppen an 2-Position
verlauft die Reaktion iiber einen anderen Reaktionspfad. So stabilisieren beispielsweise Acetyl-, Benzoyl- oder
Pivaloylgruppen den Ubergangszustand E und begiinstigen durch den intrinsisch ausgeprigten Nachbar-
gruppeneffekt die Bildung eines cyclischen Intermediats F. Dieser dirigierende Effekt fiihrt zur selektiven
Bildung eines B-Glycosids G, da der Eintritt des Nucleophils sterisch bedingt nur von der Oberseite aus erfolgen
kann. Anzumerken sei hier, dass Trichloracetimidatdonoren in Einzelfillen zu einer unerwiinschten

Orthoesterbildung H tendieren konnen, welche allerdings lewissdurekatalysiert (L4) in das entsprechende

thermodynamisch stabilere B-Glycosid iiberfiihrt werden konnen.
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Schema 3.14 Schematische Darstellung des Mechanismus der TMSOT{-vermittelten Aktivierung eines
Trichloracetimidatdonors.

Im Zuge der voranschreitenden Synthese wurde so in einer ersten (1+1)-Glycosylierungsreaktion, in sehr guten

82% Ausbeute, der unmodifizierte Galactosyltrichloracetimidatdonor 17 mit Glucosylakzeptor 20 in Gegenwart

von frisch aktiviertem Molsieb 4A zu 44 in absolutem Dichlormethan umgesetzt (Schema 3.15). Eine potentielle

Bildung von Orthoesternebenprodukten konnte erfreulicherweise unter den gewidhlten Bedingungen nicht

beobachtet werden.
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Schema 3.15 Schematische Darstellung der Synthese des 6F-Lac Bausteins 10.

Die korrekte B(1—4)-Verkniipfung in 44 lésst sich eindeutig anhand des NMR-Spektrums belegen. So weist
H-1" bei 4.65 ppm ein Dublett mit einer Kopplungskonstante von Jy; gy = 8.0 Hz auf und ist nach der
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Karplus-Beziehung somit axial-konfiguriert.”'*?'? Dariiber hinaus belegt das HMBC-Experiment eine direkte

heteronukleare Kopplung zwischen C4 und H-1".
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Abbildung 3.5  Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des Disaccharidbausteins 44.

In einem nachgelagerten Schritt wurde die temporéire 6-Silylschutzgruppe von 44 schlieflich unter sauren
Bedingungen bei Raumtemperatur in exzellenten 92% Ausbeute gespalten. Im darauffolgenden Schritt sollte nun
die freie 6-Hydroxylgruppe von Lactosylbaustein 45 gegen ein Fluoratom substituiert werden. Wie bereits im
Kapitel 3.2 zur Synthese der monomeren Galactosyldonoren beschricben wurde, neigen Pyranosen des
B-Glucosetyps zu Cl—C6-Migrationsreaktionen.”’ Allerdings liegt hier ein Sonderfall vor, da das am
nichtreduzierenden Ende lokalisierte P(1—4)-verkniipfte Galactosylfragment als intrinsisch wirksamer
konformativer Anker* dient, der das Gleichgewicht der beiden Konformationen A und B weit auf die linke
Seite verschiebt (Schema 3.16). Es liegt also kein fiir die Migrationsreaktion notwendiger 4C' Sessel des
Glucosefragments im Ubergangszustand vor, weshalb ausschlieBlich die erwiinschte Desoxyfluorierung in sehr

guten 83% Ausbeute beobachtet wird.
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Schema 3.16 Schematische Erlduterung der DAST-vermittelten Desoxyfluorierung am Beispiel eines Lactosederivats.

Neben dem 6F-Lac Baustein 10 wurden im weiteren Verlauf der Synthese ebenfalls das 6'F-Lac 9, sowie das
6,6'F,-Lac 11 als Zielmolekiile identifiziert. Beide Verbindungen kdnnen ausgehend von dem gemeinsamen
Vorlaufermolekiil 46 zugénglich gemacht werden (Schema 3.17). Die Glycosylierung des 6F-Galactosyldonors
18 mit dem Glycosylkzeptor 20 verlduft analog dem bereits beschriebenen allgemeinen Glycosylierungs-
protokoll in einem Donor/Akzeptor-Verhéltnis von 1.5:1 und liefert 46 in einer sehr guten Ausbeute von 75%.
Schlieflich wird wie zuvor, die 6-Silylschutzgruppe des 6'F-Lactosyldisaccharids 46 durch 80%ige wéssrige
Essigsdure unter erhohter Temperatur gespalten, so dass 47 nun als Ausgangspunkt fiir beide Zielmolekiile 9 und
11 dient. Zum einen wurde die freie 6-Hydroxylgruppe von 47 in sehr guten 90% Ausbeute unter

Standardbedingungen zu 9 acetyliert. Zum anderen diente 47 als Substrat einer Desoxyfluorierungsreaktion,
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welche nach bereits beschriebenen Prinzipien durch die im Ubergangszustand vorliegende *C;-Konformation der
Glucoseeinheit am reduzierenden Ende des Disaccharids (vide supra), ausschlieBlich das difluorierte

Lactosylpyranosid 11 in sehr guten 86% Ausbeute lieferte.
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Schema 3.17 Schematische Darstellung der Synthese des 6'F-Lac Bausteins 9 und des difluorierten 6,6'F,-Lac
Bausteins 11.

Auch hier bestitigen sowohl die Kopplungskonstante von Jy; g = 8.0 Hz von H-1' bei 4.66 ppm, als auch ein
Kreuzpeak im HMBC-Experiment zwischen H-1" und C-4 die korrekte B(1—4)-Verkniipfung des Disaccharid-
Bausteins 46 (Abbildung 3.6).

(4.66,74.93}% ) H.'/ \/\

Abbildung 3.6 Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum des Disaccharidbausteins MR 265.

Letztlich wurden, um die geplanten Zielfragmente der nordlichen Fragmentbibliothek zu vervollstindigen
4-Fluordonor 19 und Akzeptor 20 in guten 72% Ausbeute nach dem allgemeinen Standardprotokoll zu 48
glycosyliert (Schema 3.18), bevor dieser analog zu den oben bereits beschrieben derivatisierten
Lactosylbausteinen, in sehr guten 84% Ausbeute iiber zwei Stufen zuerst 6-TBS entschiitzt und schlieBlich zu 12

acetyliert wurde.
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Schema 3.18 Schematische Darstellung der Synthese des 4'F-Lac Bausteins 12.

Nachdem nun die vier strategisch fluorierten Disaccharidfragmente 10, 9, 11 und 12 erfolgreich bereitgestellt
wurden, mussten diese nun anomer deblockiert und in die entsprechenden Trichloracetimidatdonoren tiberfiihrt
werden. Fiir die Deallylierung stehen prinzipiell zwei etablierte synthetische Methoden zur Verfiigung.
Prinzipiell wird in einem ersten Schritt, entweder basenkatalysiert oder metall-vermittelt, der entsprechende
Allylether in einen Enolether isomerisiert, welcher letztlich in einem zweiten Schritt sauer hydrolysiert und so
die jewilige Hydroxylgruppe freigelgt wird. Eine Auswahl klassischer Reagenziensysteme zur Isomerisierung
stellen das Kalium-fert-butanolat,”'® der Wilkinson-Katalysator (PhsP);RhC1)/DABCO,*"* RhCly/DABCO,*'? der
[Ir(COD)(thMeP)z]PF6-Katalysa‘cor,2 1 PdC1,/NaOAc*"" sowie das Pd(Ph;P),/AcOH*'® System dar.

8

In der vorliegenden Arbeit wurde auf das Pd(PhsP),/AcOH Reagenziensystem,”'® eine Tisuji-Trost-ahnliche

219220 in absoluter Essigsdure, zuriickgegriffen (Schema 3.19). Es handelt sich dabei um

Deallylierungsreaktion
eine Modifikation nach Kusama et al’’® bei der in einem ersten Schritt das Allylglycosid A in den
Katalysezyklus eintritt und es zu einer oxidativen Addition des Palladium(0)-Komplexes B kommt, so dass sich
der n-Komplex C bildet. Durch die Palladiumkomplexierung wird die Bindung zum benachbarten Sauerstoff des
Ubergangszustands C  geschwiicht, so dass formal ein Alkoxid D2 austreten kann und sich die
Allyl-Palladium-Spezies D1 bildet. Das Kontaktionenpaar D1/D2 wird nun in einem nachgelagerten Schritt von
einem Acetatanion zu Komplex F abgefangen. Weiterhin kommt es zu einem Protonentransfer, bei dem nun das

formal vorliegende Alkoxid D2 protoniert wird, so dass schlieflich das Hemiacetal G den Katalysezyklus

verlassen kann. In einer reduktiven Eliminierung wird letztlich der Katalysator B zuriickgebildet.
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Schema 3.19 Mébglicher Mechanismus der Tsuji-Trost Deallylierung in Essigsiure.*'®

17" wurden nun die vier Allylglycoside 10,

Entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren nach Kusama et a
9, 11 und 12 zu den korrespondierenden o/B-Hemiacetalen entschiitzt, welche anschlieBend jeweils in die
Trichloracetimidatdonoren 41, 40, 42 und 43 iiberfithrt wurden. Alle vier Umsetzungen konnten erfolgreich
durchgefiihrt werden und lieferten jeweils selektiv das a-Anomer in guten Ausbeuten in einem Bereich von

74-65% tber zwei Stufen.
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Schema 3.20 Schematische Darstellung der chemoselektiven Entschiitzung des anomeren Zentrums und anschlieBende

Uberfiihrung in die korrespondierenden a-konfigurierten Lactosyltrichloracetimidate.

Im folgenden Kapitel wird nach der hier beschriebenen erfolgreichen Bereitstellung der vier fluorierten
Lactosyldonorbausteine 41, 40, 42 und 43 nun die Synthese der, in Kapitel 3.1 skizzierten, Lactosaminosyl-
akzeptorbausteine 13, 14 und 15 des siidlichen Fragments der SPnl4-spezifischen Antigenendeterminante

vorgestellt.



3.3.2 Synthesen der siidlichen Akzeptorfragmente

Mit der bereits im Kapitel 3.2.1 beschriebenen erfolgreichen Darstellung der drei Galactosyldonoren 17, 18 und
19, sowie der in Kapitel 3.2.2 dargelegten Synthese des N-Phthaloylakzeptors 21 ist ein direkter synthetischer
Zugang zum Aufbau der siidlichen Fragmente 13, 14 und 15 der SPnl4-spezifischen Antigendeterminante
geschaffen worden (Abbildung 3.7). Die allgemeine Syntheseroute hierfiir wurde bereits in Kapitel 3.1 dargelegt
und folgt einer (1+1)-Strategie.

AcO AcO F OTBS
o 0 o
AcO AcO AcO HO
AcO o

cel, ACO o _coly A0 o _col,  AcO

3
s

PhtN
17 18 19 21
Abbildung 3.7 Uberblick der Retrosynthese der Lactosaminosylakzeptor-Fragmente.

In einer ersten Reaktionssequenz wurden das Galactosyltrichloracetimidat 17 und der Akzeptor 21 in
ausgezeichneten 89% Ausbeute zu Disaccharid 49 umgesetzt, welches im Anschluss nahezu quantitativ und

unter Standardbedingungen (vide supra) desilyliert wurde (Schema 3.21).

AcO OAc
0 _
AcO
AcO ochg
NH TMSOTf, MS4A, aco PAC OTBS 80% AcOH, Aco OA° OH
17 CH,Cly, ~78°C—RT, 1h f o 70°C, 5h Lg o
(0] > 0 o
89% AcO 20 o 94% AcO AcO o
AcO PN T\ AcO PN N\
OTBS
49 13
o= o T
C!
PhtN RN
21
Schema 3.21 Synthese des Lactosaminosyldisaccharid-Bausteins 13.

Analog wurde der Akzeptorbaustein 21 jeweils mit dem 6-Fluorgalactosyltrichloracetimidat 18 und dem
4-Fluorgalactosyltrichloracetimidat 19 in sehr guten Ausbeuten von 86% beziehungsweise 82% nach dem bereits
beschriebenen Glycosylierungsprotokoll zu 50 und 51 umgesetzt (Schema 3.22), bevor diese ebenfalls unter
sauren Bedingungen zu den beiden finalen Glycosylakzeptorbausteinen 14 und 15 in nahezu quantitativer

Ausbeute desilyliert wurden.
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Schema 3.22 Synthese der Akzeptorbausteine 14 und 15.

Auch an diesem Punkt der Synthese wurde mittels NMR-Spektroskopie die korrekte B(1—4)-Verkniipfung der
drei Disacharide bestétigt (Abbildung 3.8). So weist 13 einen eindeutigen Kreuzpeak zwischen H1'-C4 auf und
H-1" eine Kopplungskonstante Jy; o = 7.9 Hz.

et
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Abbildung 3.8 Ausschnitt des HMBC-Spektrums des Akzeptorbausteins 13.

Ebenso weist 6'-fluor 14 einen HMBC-Kreuzpeak fiir H-1' bei 4.68 ppm und C-4 bei 76.1 ppm auf und das
Spektrum des 4-Fluorakzeptors 15 kuppelt fiir H-1" bei 4.66 ppm mit C-4 bei 75.5 ppm, womit folglich die
korrekte B(1—4)-Verkniipfung fiir alle drei Fragmente 13, 14 und 15 belegt werden kann (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9 Ausschnitt des HMBC-Spektrums des Akzeptorbausteins 14 (links); 15 (rechts).
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Bezugnehmend auf die retrosynthetische Analyse von Kapitel 3.1 und der hier beschriebenen erfolgreichen
Bereitstellung der siidlichen Fragmente 13, 14 and 15, wie auch der nordlichen Trichloracetimidatfragmente 40,
41, 42 und 43 aus Kaptiel 3.3.1, stehen nun alle Bausteine fiir den Autbau der SPnl4-spezifischen antigenen
Determinante zur Verfiigung. Im folgenden Kapitel werden nun die finalen Glycosylierungsschritte beschrieben,
welche in einer konvergenten modularen (2+2)-Strategie schlieBlich die finalen B(1—6)-verkniipften SPnl14

Antigenmimetika zugénglich machen.



3.4 Synthese der SPn14-spezifischen Antigenendeterminate

Wie bereits in Kapitel 3.3 beschrieben wurde, stehen nun alle Lactosyldonorbausteine 41, 40, 42, 43 sowie das
Lactosyltrichloracetimidat 16 zur Verfiigung, um diese nun in einer (2+2)-Glycosylierung mit den jeweiligen
Glucosaminosylakzeptoren 13, 14 und 15 zu kombinieren und eine Bibliothek unterschiedlich strategisch
fluorierter SPn14-spezifischer Antigenmimetika zu erzeugen (Abbildung 3.10), welche neben dem 6°-fluor 3,
dem 6°“-fluor 2, dem 6°““-fluor 1 und dem 6°,6°°,6°““-trifluor 4 auch das 4’-fluor 6 sowie 4‘“‘-fluor-Derivat 5
umfasst. Im Folgenden werden zuerst die drei Glycosylierungsreaktionen unter Verwendung des nicht fluorierten
Lactosyltrichloracetimidatdonors 16 besprochen, bevor im zweiten Teil des Kapitels auf die vier
Glycosylierungen der fluorierten Donormolekiile 41, 40, 42 und 43 eingegangen wird. Im letzten Unterkapitel

werden schliefllich auf die globalen Deblockierungsschritte prasentiert.
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AcO AcO AcO AcO
AcO AcO AcO AcO AcO AcO AcO AcO
cO o__ccly cO o__ccly cOo__ccly cO o _cci
41 NH 40 NH 42 NH 43 NH

0 0
AcO PhtN R AcO PhtN M\ AcO PhtN MM\

Abbildung 3.10  Retrosynthese der SPn14-spezifischen Antigenmimetika.

Fir den Aufbau der p-verkniipften Tetrasaccharideinheiten wurde erneut auf die bewéhrte
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) vermittelte Glycosylierungsmethode nach Schmidt zurick-
gegriffen.'” Im Allgemeinen wurden sowohl Donor als auch Akzeptor in einem molaren Verhiltnis von 1.5:1 in
absolutiertem Dichlormethan bei —78 °C  unter Argon in Gegenwart von frisch aktiviertem Molekularsieb
vorgelegt (vide supra). SchlieBlich wurde die Reaktion mit katalytischen Mengen TMSOTT versetzt und zur
homogenen Durchmischung bei dieser niedrigen Temperatur 15 min geriihrt. AnschlieBend wurde das Kéltebad
entfernt und die Reaktionsmischung erwédrmt, wobei die Umsetzung bei Raumtemperatur in der Regel bereits

vollstindig beendet war.
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52

3.4.1 Synthesen der N-Phthaloyl-Tetrasaccharide unter Verwendung nicht-fluorierter
Lactosyltrichloracetimidate

Fir die Synthese des nicht-modifizierten Bausteins 52a, sowie der zwei am siidlichen Fragment strategisch
fluorierten N-Phthaloyl-SPnl14-Tetrasaccharidgeriiste 53a und 54a wurden der Lactosyldonor 16 mit den

jeweiligen Glucosaminosylbausteinen 13, 6-fluor 14 und dem 4-fluor 15 kombiniert (Schema 3.23).

13, TMSOTT, 14, TMSOTT, 15, TMSOTT,
abs. CHyCly, MS4A, | 819 abs. CHyCly, MS4A, | 79% abs. CH,Cly, MS4A, | 76%
~78°C—RT, 30min ~78°C—RT, 30min ~78°C—RT, 30min
AcO OAc AcO OAc AcO_OAc
AcO AcO AcO e}
\&f\ OAc &C’L OAc &L OAc
AcO 0 AcO o AcO o
AcO o AcO o AcO o)
OAc
Aco PP acd 0 A0 A O P A0 "0
o]
2 o 0 2 o Q AcO o S o~
C! -
AcO Ao o= AcO el AcO o= Ach AcO o
NPht NPht NPht
52a 53a 54a

Schema 3.23 Synthese der N-Phthaloyl-Tetrasaccharide 52a, 53a und 54a.

Die oben gezeigten (2+2)-Glycosylierungen zu den Bausteinen 52a, 53a und S54a konnten erfolgreich mit
Ausbeuten, die sich in einem sehr guten Bereich zwischen 81-76% bewegten, durchgefiihrt werden. Aus
qualitativer Sicht ist somit festzustellen, dass eine OH—F Substitution an den hier gezeigten Akzeptormolekiilen
14 und 15 nur einen sehr geringen Einfluss auf die Reaktivitdt zeigt, obwohl ein starker desaktivierender
Elektronenzug der Fluorsubstituenten vorliegt und damit die Anderung der gesamten elektronischen Struktur zu
erwarten gewesen wére.

Zur Evaluation der korrekten Verkniipfung der anomeren Zentren wurden im Zuge dieser Arbeit NMR-Studien
durchgefiihrt. So lieferten 2D-NMR spektroskopische Methoden wichtige Aufschliisse iiber die Struktur der
komplexen Tetrasaccharide (Abbildung 3.11). In einem ersten Schritt wird die Zuordnung der am jeweiligen
Pyranosering lokalisierten Protonen iiber COSY/HSQC-Experimente A vorgenommen. Ist nun die relative
Reihenfolge aller Ringprotonen und deren zugehorige Kohlenstoffe bekannt, konnen iiber HMBC-Spektroskopie
die (1—6)-Verkniipfung von B, wie auch die beiden (1—4)-glycosidischen Bindungen in C anhand von
heteronuklearen Korrelationen verifiziert werden. Die jeweiligen 3JH1,HZ—Kopplungskonstanten geben zudem
Auskunft iiber die relative Konfiguration des anomeren Zentrums, wobei die Kopplungskonstanten nach der

Karplusbezichung bei einer antiperiplanaren Anordnung beider Protonen zwischen ca. 7-10 Hz liegen sollten.*'"
212
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Abbildung 3.11  Strategie zur Aufklérung der molekularen Struktur und Geometrie der Tetrasaccharide iiber COSY &
HMBC-Experimente.

Hinsichtlich der neu generierten glycosidischen Bindung konnte fiir 52a eindeutig durch einen Kreuzpeak
zwischen C-6 mit einer Verschiebung von 67.8 ppm und dem H-1"" bei 4.67 ppm eine B(1—06)-glycosidische
Verkniipfung bestitigt werden. (Abbildung 3.12). Dabei zeigt eben jenes H-1" zudem eine Kopplungskonstante
von Jyjv gy = 7.5 Hz auf, was entsprechend der oben genannten Karplusbeziehung auf das korrekte gebildete
B-Anomer hindeutet.”'**'? Weiterhin weisen die verbleibenden anomeren Zentren ebenfalls die fiir das gezeigte
Verkniipfungsmuster zu erwartenden Kopplungskonstanten von Jy; w, = 9.7 Hz und Jy gy = 8.0 Hz, Jyym o=

8.3 Hz auf.
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Abbildung 3.12  Ausschnitt des HMBC Spektrums des SPn14 Tetrasaccharids 52a.

In Analogie dazu besitzt der Baustein 53a einen charakterisitischen Kreuzpeak bei 67.7 ppm fiir C-6 und
4.71 ppm fiir H-2" mit einer Kopplungskonstante von Jy;»n» = 7.2 Hz auf (Abbildung 3.13). Die weiteren
anomeren Zentren sind ebenfalls in Ubereinstimmung mit der gezeigten Struktur ausschlieBlich B-konfiguriert
(Jurm2 = 8.5 Hz, Juy .y = 7.9 Hz, Jyym o= 8.0 Hz). Dartiber hinaus zeigt das F-Spektrum ein, fiir eine in der
6-Position fluorierte Galactoseeinheit typisches, fd-Aufspaltungsmuster mit den Kopplungskonstanten Jr e =

47.1 Hz und Jg s = 12.9 Hz bei —229.98 ppm.
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Abbildung 3.13  Ausschnitt des HMBC- (links) und des '°F-Spektrums (rechts) des 6'F-SPn14 Tetrasaccharids 53a.

Auch fiir 54a konnte durch dieselben Prinzipien eine korrekte P(1—6) Verkniipfung verifiziert werden
(Abbildung 3.14). So findet sich ein Kreuzpeak zwischen C-6 bei 67.8 ppm und H-2" bei 4.66 ppm mit der

Kopplungskonstante Jy;~ - = 7.5 Hz. Neben den korrekt konfigurierten verbleibenden anomeren Zentren (Ju; m2
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= 8.2 Hz, Juruxr = 79 Hz, Jyy»m~—= 7.9 Hz) zeigt das 19F—Spektrum das, fiir eine an 4-Position fluorierte
Galactosyleinheit charakteristische d¢-Aufspaltungsmuster mit den Kopplungskonstanten Jrus = 51.0 Hz und

JF,Hy = JF,HS' =27.1 Hz bei —216.93 ppm.
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Abbildung 3.14  Ausschnitt des HMBC- (links) und des '°F-Spektrums (rechts) des N-Phthaloyl-Tetrasaccharids 54a.



3.4.2 Synthesen der N-Phthaloyl-Tetrasaccharide unter Verwendung fluorierter
Lactosyltrichloracetimidate

Die Synthese, der am nordlichen Fragment des SPnl14-Antigens fluorierten Tetrasaccharidderivate 55a, 56a und
57a wurden durch die Kombination der unterschiedlich strategisch fluorierten Trichloracetamidyldonoren 41, 40
und 43 mit den Lactosaminosyl-Akzeptoren 13 und 14 nach dem in Kapitel 3.4.1 gezeigten allgemeinen

Glycosylierungsprotokoll dargestellt (Schema 3.24).'%
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Schema 3.24 Synthese der N-Phthaloyl-Tetrasaccharide 55a, 56a, 57a und 58a.

Die Ausbeuten der oben gezeigten (2+2)-Glycosylierungen zu den Bausteinen 55a, S6a und 57a erreichten
74-65% und liegen damit in einem guten Bereich. Verglichen zu den in Kapitel 3.3 diskutierten
Disaccharidfragmente, wie auch den in Kapitel 3.4.1 gezeigten Tetrasacchariden 52a, 53a und 54a liegen die
Ausbeuten jedoch im Schnitt ca. 10-15% niedriger, was vermutlich auf den desaktivierenden Einfluss der
elektronenziehenden Fluorsubstituenten der Trichloracetamidylbausteine 41, 40, 43 und 42 zuriickzufiihren ist.
Weiterhin fillt auf, dass die Ausbeuten in einem sehr engen Bereich von 74-69% liegen und sich anhand dieser
Reihe keine Abhidngigkeit der Reaktivitdit von der spezifischen Position des Fluoratoms innerhalb der
Disacchariddonoren ableiten ldsst. Der Difluor-Lactosylbaustein 42 hingegen weist die am starksten ausgeprigte
Desaktivierung auf, was sich in der geringen Ausbeute von 65% niederschlégt.

Hinsichtlich der neu generierten glycosidischen Bindung konnte fiir S6a durch HMBC-Experimente eindeutig
eine B(1—6)-Verkniipfung bestdtigt werden. Der erwartete Kreuzpeak zwischen C-6 mit einer Verschiebung von
67.5 ppm und dem H-1" bei 4.67 ppm ist eindeutig ersichtlich (Abbildung 3.15) und H-1" weist dariiber hinaus
eine P-spezifische Kopplungskonstante von Jyj»nppr = 7.5 Hz auf. Weiterhin stimmen die verbleibenden
anomeren Zentren mit den zu erwartenden Kopplungskonstanten (Jyi 2 = 8.7 Hz, Jyn = 8.0 Hz, Jyjm o=
8.1 Hz) fiir dieses Verkniipfungsmuster iiberein. Das '’F-Spektrum zeigt zudem ein typisches td-

Aufspaltungsmuster fiir an 6-Position fluorierte Galactopyranosen (Jgpe~ = 46.5 Hz und Jg ys~ = 13.1 Hz).
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Abbildung 3.15  Ausschnitt des HMBC- (links) und des "F-Spektrums (rechts) des N-Phthaloyl-Tetrasaccharids 56a.

Auch das HMBC-Spektrum des Bausteins 55a zeigt einen ausgepréigten Kreuzpeak zwischen C-6 bei 67.7 ppm
und H-1" bei 4.67 ppm, mit einer Kopplungskonstante von Jy;vu» = 7.7 Hz (Abbildung 3.16). Zusitzlich
erfiillen die verbleibenden anomeren Zentren charakteristisch zu erwartetende Werte (Ju; w2 = 8.3 Hz, Juymo =

7.9 Hz, Jyi»mo»= 8.0 Hz), und es zeigt sich die ¢td-Aufspaltung des Fluoratoms (Jrue = 47.6 Hz und Jpys =
28.6 Hz bei —233.80 ppm).
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Abbildung 3.16  Ausschnitt des HMBC- (links) und des '’F-Spektrums (rechts) des N-Phthaloyl-Tetrasaccharids 55a.

(@]

Weiterhin zeigt das 2D-Experiment des Bausteins 57a sowohl den erwarteten Kreuzpeak zwischen C-6 bei
67.9 ppm und H-1" bei 4.68 ppm mit Jy;~ p» =7.6 Hz auf, wie auch die charakteristische dt-lgF-Aufspaltung fur
einen an der 4-Position fluorierten endstindigen Galactosebaustein mit Jr g = 50.8 Hz, Jg 37 = Jpps» = 26.9 Hz
bei —217.07 ppm (Abbildung 3.17). Die Kopplungskonstanten der verbleibenden anomeren Zentren stimmen mit
der Karplusbeziehung iiberein (Jyi np = 8.5 Hz, Jyi o = 8.0 Hz, Jiyyypav=7.6 Hz).m'212
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Abbildung 3.17  Ausschnitt des HMBC- (links) und des '’F-Spektrums (rechts) des N-Phthaloyl-Tetrasaccharids 57a.

Letztlich zeigt auch das Spektrum des trifluorierten Bausteins S8a den zu erwartenden Kreuzpeak zwischen C-6
bei 67.4 ppm und H-1" bei 4.71 ppm auf (Abbildung 3.18) und es sind sowohl die neu gekniipfte glycosidische
Bindung mit Jy;»pnpr = 7.4 Hz, als auch alle weiteren anomeren Zentren (Jy;m = 8.6 Hz, Jyyy» = 7.9 Hz,

Juimm= 8.0 Hz) P-konfiguriert. Das PF-Spektrum weist dabei die drei erwarteten Signale mit td-
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6-Fluorglucosyl-Aufspaltungsmuster (Jppye» = 47.4 Hz, Jp 5w = 28.6 Hz) bei —233.58 ppm, beziehungsweise td
6-Fluorgalactosyl-Signal (2 X Jg 6 = 46.6 Hz, 2 X Jp s = 12.8 Hz) bei —230.24 ppm und —233.58 ppm auf.
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Abbildung 3.18  Ausschnitt des HMBC- (links) und des '°F-Spektrums (rechts) des Trifluor-N-Phthaloyl-Tetrasaccharids
58a.

Nach der vorgenommenen eindeutigen Verifizierung der korrekten glycosidischen Verkniipfungen fiir die
gewiinschten N-Phthaloyl-Tetrasaccharidbausteine, werden im folgenden Kapitel nun die finalen Schutzgruppen-
manipulationen présentiert, welche die vollstindige Bibliothek der SPnl4-spezifischen Antigenmimetika

zuginglich machen.



3.4.3 Globale Entschiitzung der SPn14 Antigenmimetika

Bezugnehmend auf die retrosynthetische Analyse von Kapitel 3.1 wurden alle fluorierten SPnl4-spezifischen
N-Phthaloyltetrasaccharidgeriiste 52a, 53a, 54a, 55a, 56a, S7a und 58a erfolgreich bereitgestellt. Diese miissen
nun in einer zweistufigen Reaktionssequenz zunichst N-deblockiert werden, bevor das N-Acetamid eingefiihrt
werden kann, um letztlich die O-Acetylschutzgruppen final unter Zemplén-Bedingungen''® zu spalten.

Die N-Phthalimidoschutzgruppe wird standardméBig durch Hydrazinolyse®' gespalten, weshalb 56a testweise in
Ethanol aufgenommen und 12 Stunden bei Raumtemperatur mit Hydrazin-Hydrat behandelt wurde.
AnschlieBende Acetylierung des Rohprodukts sollte dann das N-Acetamid liefern. Nach Aufarbeitung und
Reinigung konnte jedoch iiberraschenderweise nicht das gewiinschte Produkt 56b isoliert werden, sondern

lediglich das hydrierte Derivat 56¢ in 77% Ausbeute (Schema 3.25).
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AcO (0] 1) Hydrazin, EtOH 1 o
AcO o RT, 12h : AcO o O o~

OAc 2) Ac,0, Pyridin, H
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Schema 3.25 Versuch zur Entschiitzung des N-Phthaloylbausteins 56a.

Diese Inkompatibilitit von Hydrazin und dem anomeren Allylrest ldsst sich nur durch die unerwiinschte
Oxidation von Hydrazin durch Sauerstoff und der damit einhergehenden in situ Bildung von Diimin A erkléren,
welches in der Lage ist Reduktionsprozesse zu vermitteln.”**** Diimin selbst ist ein instabiler Wasserstoffdonor,
der seinen Wasserstoff formal auf die Alkendoppelbindung B iibertrdgt und dabei molekularen Stickstoff D
freisetzt (Schema 3.26). Die Reaktion verliuft dabei iiber einen pericyclischen Ubergangszustand C, bei dem

konzertiert und stereospezifisch das cis-Additionsprodukt E erhalten wird.**

A 2NpHg+ 0, —= 2 NyH, +2H,0

Schema 3.26 Schematische Darstellung der Diiminbildung und Diimin/Alkenreduktion.

Als Alternative zur oben beschriebenen Hydrazinolyse?' stehen zudem weitere Methoden zu N-Phthalimid-
deblockierung auf Basis von primdren Alkylaminbasen zur Verfiigung, wie beispielsweise der Einsatz von
Methylamin,?*® n-Butylamin®’ und Ethylendiamin®®®. In einem weiteren Versuch die N-Phthaloylschutzgruppe

zu spalten wurde 56a daher mit n-Butylamin in siedendem Ethanol umgesetzt,”>” und wie oben beschrieben das
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vollentschiitzte Rohprodukt unverziiglich acetyliert (Schema 3.27). Nach Isolierung und Reinigung konnte

erfreulicherweise das erwiinschte Produkt 56b in 83% Ausbeute erhalten werden. Als letzten Schritt wurden

schlieBlich die verbleibenden O-Acetylschutzgruppen unter Zemplén-Bedingungen chemoselektiv bei Raum-

temperatur gespalten und somit das finale in der 6"'-Position fluorierte SPnl4-Antigenmimetikum 1 in

exzellenten 91% Ausbeute erhalten.

AcO F
AcO
\%\ OAc
AcO (0]
AcO 1)
OA
AcO /7 pcd O
0
AcO o -
AcO AcO
NPht

Schema 3.27

1) n-Butylamin,
EtOH, Riickfluss,

AcO _F

AcO
24h \%\ OAc

2) Ac,0, Pyridin, AcO A%
RT, 12h o(; o o
C
AcO (o]
83% OAcO
3;/.5 o)
AcO AC():O 0=
AcO
HO F NHAc
HO 56b
Q OH
HO o)
HO o NaOMe,
MeOH

(o]
o 91%
HO%Q/ES%Oﬁ o

Erfolgreiche N-Phthaloyl-Entschiitzung und Einfiihrung des Acetamids in das Tetrasacchridgertist.

RT, 5h

Die verbleibenden N-Phthaloyltetrasaccharide 55a, 57a, 52a, 53a, 54a und 58a wurden analog mit dieser
Methode in die gewiinschten Zielmolekiile 2, 3, 5, 8, 6 und 4 in guten 76-62% Ausbeute iiberfiihrt

(Schema 3.29).

HO OH

HO
Lo
HO 0]
HO o
HO OH HO O

HO OH

HO
% o
HO 0]
HO o
HO F HO O

4 68%

HO
% o
HO 0]
HO o
HO OH HO O

I
52a 53a 54a
55a 57a 58a

4 74%
#76%
HO OH
HO
% o
HO' ~—0
Ho D o
OH

Schema 3.28

l 68%

HO OH

HO F HO o]
&& 0
HO ao 0=
HO NH
4 OZQ

Globale Entschiitzung der SPnl4-spezifischen Antigenmimetika.

Die Reinigung der so erhaltenen Tetrasaccharidendbausteine 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 8 gelang mithilfe der

Sephadex ™-GréBenausschlusschromatographie unter Verwendung von Methanol als Laufmittel. Trotz massiver

Signaliiberlagerungen bei NMR-Experimenten konnten die korrekten B-glycosidischen Verkniipfungsmotive, das

vorhandene N-Acetamid und der intakte Allylrest fiir alle Zielmolekiile eindeutig belegt werden.
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Peptide kdnnen zum einen chemisch in Losung oder mittels Festphasensynthese (solid phase peptide
synthesis/SPPS) erhalten werden. Wihrend ersteres jedoch lediglich bei kurzen Di- oder Tripeptiden angewandt
wird, erlaubt die Synthese mittels fester Phase auch den schnellen und effizienten den Aufbau ldngerer
Aminosduresequenzen. Dabei ist der C-Terminus einer beliebigen N-terminal blockierten Startaminosdure an
einem nicht-16slichen Polymer verankert. Entgegen der natiirlichen Biosynthese erfolgt die Elongation der
Peptidkette in Richtung C—N durch sukzessives Anfiigen neuer SPPS-Bausteine (Schema 3.29). In der Regel
finden am N-Terminus temporir durch basenlabile 9H-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppen®’
modifizierte Aminosdurebausteine Anwendung, deren freie Carboxylgruppen durch geeignete Aktivator-
reagenzien in einen Aktivester zur Bildung der Amidbindung tiberfithrt werden kénnen. Der erste Schritt des

typischen Reaktionszyklus dieser Fmoc-Strategie™* "

stellt die Spaltung des Fmoc-Carbamats der
harzgebundenen Startaminosdure dar, welche unter milden Bedingungen durch sekunddre Aminbasen, wie
Piperidin oder Morpholin vermittelt wird. Nach der Freisetzung des Aminoterminus erfolgt nun die Ankniipfung
der darauffolgenden Aminosdure, welche wie oben bereits beschrieben als N-terminal Fmoc-geschiitzter
Aminosédurebaustein vorliegt und durch entsprechende Kupplungsreagenzien C-terminal aktiviert wird. Als

dritter Schritt des Reaktionszyklus folgt ein zusétzlicher Cappingschritt, welcher potentiell nicht abreagierte freie

Aminogruppen blockieren soll, um im Zuge weiterer Kupplungsschritte stets die korrekte Aminoséuresequenz zu

gewdhrleisten.
e 1 .
/—\‘ 1. Fmoc Abspaltung: 20% Piperidin in DMF
nx 2. AS-Kupplung: Fmoc-AS-OH, Kupplungsreagenz
O 3. Capping-Schritt: Ac,0, DIPEA, DMF
— .
1. Fmoc Abspaltung: 20% Piperidin in DMF
2. Spaltung vom Harz: Cleavage Cocktail
HoN — (AS)41— OH
Schema 3.29 Allgemeines Protokoll der Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc-Strategie.?*

Dieser standardisierte Reaktionszyklus wird nun je nach Lange und Komposition des Zielpeptids wiederholt, bis
die Zielsequenz als vollgeschiitztes harzgebundenes Peptid vorliegt. Final wird das Fmoc-Carbamat entfernt und
schlieBlich das Peptid unter sauren Bedingungen in Gegenwart eines geeignten Abfangreagenzes (TIPS, TES,
Phenol) von der festen Phase gespalten. Ein etabliertes Protokoll zur globalen Deblockierung stellt die
Behandlung des Harzes mit einer Mischung von Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und Wasser,
typischerweise im Verhdltnis 95:2.5:2.5, dar. AnschlieBend kann das gewiinschte Rohpeptid durch Filtration
vom Polymer abgetrennt werden und schlielich durch Entfernung des Losungsmittels mit anschliefender

Féllung aus eiskaltem Diethylether erhalten werden. Falls ein vollstindig geschiitztes Peptidfragment erhalten
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werden soll, so wird ein séurelabiles Chlorotritylharz mit einer 1%igen Trifluoressigséurelosung in absolutem
Dichlormethan dreimal fiir jeweils zwei Minuten in Abwesenheit eines Abfangreagenzes behandelt. Dabei ist zu
beachten, dass unmittelbar nach dem Abspalten des Rohpeptids vom Harz die tiberschiissige Trifluoressigsaure

mit einer Losung von Pyridin/Methanol neutralisiert werden muss.

3.5.1 Synthese der Festphasen-Aminosiurebausteine

Mit dem bereits im Kapitel 2 skizzierten strukturellen Aufbau des geplanten universellen Impfstofftrager-
molekiils beschreibt das folgende Kapitel detailliert die Synthese der bendtigten zentralen
Peptidfestphasenbausteine 59, 60 und 61 (Abbildung 3.19).

[0}

k/\/\/\/\/\/\/\
59 g
wzk/\/\/\/\/\/\/\

s \{ /// o
) / % "o

Abbildung 3.19  Ubersicht der Peptidfestphasenbausteine fiir das universelle Impfstofftrigermolekiil.

Zur Einfithrung des Azidosubstituenten in g-Azidonorleucin 59 stehen prinzipiell zwei Methoden, mit einer
geeigneten nucleophilen Substitution (Sy2) beziehungsweise der sogenannten Diazotransferreaktion, zur
Verfiigung, wobei erstere stets in unerwiinschter Konkurrenz mit Eliminierungsprozessen steht und somit nicht
fiir jedes Substrat anwendbar ist. Vielversprechender sind die sogenannten Diazotransferreagenzien, die eine
milde und #uBerst effektive Methode zur Uberfihrung von Amino- in Azidogruppen darstellen
(Abbildung 3.20).2" Strukturell basieren solche Reagenzien auf einer dem Azid benachbarten Sulfonylgruppe,

232

die einen starken Elektronenzug ausiibt und so die N=N=N-Bindung schwicht.”* Auf diese Weise wird ein

nucleophiler Angriff einer freien Aminogruppe ermdglicht und im Zuge dessen formal eine ,,Diazoeinheit” auf

232234 .
d, sowie das

den Reaktionspartner Tiibertragen. In der Literatur werden vor allem das Triflylazi
1 H-Imidazol-1-Sulfonylazid®>>*® als zwei prototypische Diazotransferreagenzien genannt, welche unter
basischen Bedingungen, meist im wissrigen Medium unter Metallkatalyse (Cu*", Ni*", Zn*") Anwendung

234
finden.

% N
F%S*N\ k/N*S*N\ ¢ HCI
F O N* =~ & N

N- 'N-
Triflylazid - TfN3 1H-Imidazol-1-Sulfonylazid

Abbildung 3.20  Ubersicht der géingigen Diazotransferreagenzien.

GrofBter Nachteil des Triflylazidreagenz ist dessen geringe thermische Stabilitit und hohe Neigung sich

. . 232,234
explosionsartig zu zersetzen,>>

wahrend hingegen die Salze des 1 H-Imidazol-1-Sulfonylazids zum einen eine
langere Haltbarkeit, eine weitaus geringe StoBempfindlichkeit und thermische Stabilitit aufweisen und folglich

den besten Kompromiss zwischen Sicherheit und Reaktivitit in sich vereinen.”’
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Fiir die von Stick und Mitarbeitern berichtete Synthese des 1H-Imidazol-1-Sulfonylazid-Hydrochlorids wurde
schrittweise Sulforylylchlorid mit einem Aquivalent Natriumazid in situ zu einem korrespondierenden
Chlorosulfonylazid umgesetzt, welches schlieBlich mit zwei Aquivalenten Imidazol in das
1 H-Imidazol-1-Sulfonylazid iiberfiihrt und schlielich direkt als Hydrochloridsalz 62 in guten 73% Ausbeute
gefillt wurde (Schema 3.30). Aufgrund der oben genannten Sicherheitsaspekte empfiehlt es sich das Reagenz bei

Bedarf frisch herzustellen und auf eine Lagerung zu verzichten.

1) NaN3, MeCN abs., 0°C— RT, 12h
2) Imidazol

C 3) HCI/EtOH NS
cl—s—Cl L N"F7Ns - HCI
1l o)
o
62
Schema 3.30 Synthese des Diazotransferreagenzes 62.

Zur Synthese des e-Azidonorleucins 59 wurde zundchst der kommerziell erhiltliche e-Boc-Lysinbaustein 63 mit
einer 1:1 Mischung aus Trifluoressigsdure und Dichlormethan an der Aminosdureseitenkette entschiitzt, bevor
die Diazotransferreaktion in einer alkalischen Mischung aus Methanol/Wasser in Gegenwart von katalytischen
Mengen Kupfer(Il)sulfat durchgefiihrt wurde (Schema 3.31). Dabei wurde Azidobaustein 59 in dieser

zweistufigen Reaktionssequenz in herrvoragenden 93% Ausbeute erhalten.

o]
>‘\OJKNH 1) TFA, CH,Cl, (1:1), RT, 2h Na
2) 62, CuSOy, K,CO3, MeOH/H,0 (8:2),
RT, 12h
93% OH
OH ’ FmocHN
FmocHN o)
o}
63 59
Schema 3.31 Synthese des g-Azido-Norleucins 59.

Der Mechanismus der Diazotransferreaktion ist gegenwértig unbekannt, jedoch postulierten Fischer und

157 welches die Grundlage fiir eine Entwicklung eines

Anselme ein dianionisches Tetrazenintermediat,
Mechanismuskonzepts durch Wong und Mitarbeitern darstellt.>® Letztere verwendeten das Triflylazid-Reagenz,
sowie Zinkchlorid (ZnCl,) als Katalysator, jedoch sollte der Mechanismus, auf das in dieser Arbeit verwendete,
Kupfersulfat/1 H-Imidazol-1-Sulfonylazid-System, formal {bertragbar sein (Schema 3.32). So findet
wahrscheinlich in einem ersten Schritt unter basischen Bedingungen eine Komplexierung des Metallkatalysators
A durch Lysin B statt, wodurch Lysylintermediat C gebildet wird. Aufgrund der hohen Elektrophilie des
1-Sulfonylazids D1 erfolgt nun der nucleophile Angriff des metallkomplexierten Lysins C, entsprechend der
Ladungsverteilung der mesomeren Grenzstruktur D2, am terminalen Stickstoff. Dieser regioselektive Angriff
wurde an anderer Stelle von Samuelson und Mitarbeitern durch "N-Labellingexperimente aufgeklirt.”’ Es
bildet sich das lineare Tetrazenintermediat E als primdres Additionsaddukt, welches unter Verlust eines

protonierten Liganden die divalente metallstabilisierte zyklische Tetrazenspezies F bildet. Diese kann wiederum

iiber eine [3+2]-Cycloreversion zerfallen und so das gewiinschte Produkt e-Azidolysin G generieren.
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Schema 3.32 Mobglicher Mechanismus fiir die Ubergangsmetall-katalysierte Diazotransferreaktion nach Wong und

Mitarbeitern.*®

Die Synthese der Tetrapropargylgalactose 60 startet von dem bereits in Kapitel 3.2.1 beschriebenen
Galactosyltrichloracetimidatdonor 17, welcher mit dem Ethyl-6-Hydroxyhexanoatakzeptor in einer Schmidt-
Glycosylierungsreaktion B-glycosidisch verkniipft wurde,'” wobei 64 in sehr guten 79% Ausbeute resultierte
(Schema 3.33). Im Anschluss folgte zundchst das Verseifen von 64 unter modifizierten
Zemplén-Bedingungen.'"® So wird das Substrat 64 in Ethanol vorgelegt und in Gegenwart einer frisch
zubereiteten Natriumethanolatlosung umgesetzt, wodurch nur die Acetylschutzgruppen unter milden
Bedingungen gespalten werden, wihrend der Ethylester der Linkerfunktionalitit strukturell unveréndert bleibt.
Im Anschluss erfolgte die Veretherung der zuvor freigesetzten Hydroxylgruppen der Galactose in Anlehnung an

ein von Simerska und Mitarbeitern publiziertes Syntheseprotokoll.'”"

AcO OAc Ethyl-6-Hydroxyhexanoat o]
o TMSOTf, MS4A, CH,Cl, abs., Ohc
AcO -78°C—RT, 30min AcO OEt
AcO (o}
OYCCI3 79% AcO O,
NH AcO 1) NaOEt, EtOH, RT, 12h.
17 2) NaH, TBAI, THF abs.,
64 0°C—RT, 30min.
| ‘ // o 3) Propargylbromid 80% in Toluol,
/ 0°C—>Riickfluss, 3h.
o P oH 4) LIOH, THF/H,0 (5:1), RT, 24h
\\\ o)
o} o 42%
(e}
// 60
Schema 3.33 Synthese des Tetrapropargylgalactose SPPS Bausteins 60 in Anlehnung an Arbeiten von Simerska und

Mitarbeitern."”!

Dabei wird das Substrat zuerst in absolutem Tetrahydrofuran in Gegenwart von Tetrabutylammoniumiodid,

welches als Phasentransferkatalysator dient, aufgenommen und nach Deprotonierung mit Natriumhydrid in der
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Kalte vorsichtig mit Propargylbromid versetzt. Die dreistufige Reaktionssequenz wird schlieBlich durch die
Spaltung des verbliebenen Ethylesters mithilfe einer wéssrigen Losung von Dioxan/Lithiumhydroxid beendet.
Zielbaustein 60 konnte so in einer Ausbeute von 42% iiber drei Stufen filir die nachfolgende Festphasen-
peptidsynthese erhalten werden.

Die Synthese des Fmoc-Pam,Cys-OH Festphasenaminosdurebausteins 61 startet ausgehend von kommerziell

240
/

erhiltlichen L-Cystin und lehnt sich an Vorarbeiten von Hida et al.**, Boons und Mitarbeitern*' und Payne und

*! an (Schema 3.34). In einem ersten Schritt wurde L-Cystin in wissrigem Aceton zunichst

Mitarbeitern®
N-terminal in ein Fmoc-Carbamat tiberfiihrt, bevor anschlieBend der C-Terminus als Allylester geschiitzt und 65

in 85% Ausbeute iiber zwei Stufen erhalten wurde.

1) Fmoc-OSu, NaHCO3,

Ho Aceton/H,0 (1:1), RT, 24h
NH, 2 Alylbromid, DIPEA, MeCN,
s RT, 12h p
s o<
HoN 85%
OH
0
1) Zn, HCI, HpS0,
L-Cystin 65 '(\)/Lecog(')ri::fc'z
e on 81% | 2) (+)-Glycidol,
O)LM/ 3 0°C—>Reflux, 4h
3 o' "l
R )QM/ Palmitoylchlorid, DIPEA, 7 YOH
v 0 " CH,Cl, abs., 0°CH>RT, 2h S

-

S O
JOL o O O)LN ONAEEN
. o) NTR) ~X 76% H o
H
° O
O 67 66

Pd(PPhgy,, AcOH abs., 70°C, 3h O )Ci
. o NNy
83% H oo
&) e
240
1 b

Schema 3.34 Synthese des Fmoc-Pam,Cys-OH Festphasenbausteins 61 in Anlehnung an Arbeiten von Hida et al.
Boons und Mitarbeitern*' sowie Payne und Mitarbeitern**!

AnschlieBend wurde das vollgeschiitzte L-Cystinderivat 65 unter protisch-sauren Bedingungen mit elementaren
Zinkstaub intermedidr zum korrespondierenden L-Cysteinbaustein reduziert und direkt mit kommerziell
erhiltlichem (R)-(+)-Glycidol umgesetzt.*" **° Im Zuge dieser Reaktion kommt es ausschlieBlich zur
regioselektiven Offnung des prochiralen Epoxids durch nucleophilen Angriff der Sulfhydrylgruppe des
L-Cysteins, wodurch ausschlieBlich das (R,R)-konfigurierte Produkt 66 erhalten wird. Im nachfolgenden Schritt
wurden schlieBlich die freien Hydroxylgruppen verestert und in das Palmitoylséureesterderivat 67 in guten 76%
Ausbeute iiberfiihrt. Letztlich wurde der C-Terminus unter bewéhrten Tsuji-Trost-Bedingungen freigesetzt, und

so der finale Baustein Fmoc-Pam,Cys-OH 61 in guten 83% Ausbeute erhalten.*®



3.5.2 Festphasenpeptidsynthese des Trigermolekiils

Der Aufbau des universellen Impfstofftragermolekiils 7 erfolgte manuell an der festen Phase. Hierzu wurde ein
mit der Startaminosdure Cystein vorbeladenes 2Cl-Trityl-Harz verwendet, welches die Spaltung des
vollgeschiitzten Peptidfragments unter milden sauren Bedingungen und unter Erhalt der Aminosdure-
seitenketten-Schutzgruppen ermoglicht. Neben den beiden artifiziellen Aminosduren Fmoc-Abu und dem
Fmoc-g-azido-Norleucin 59 wurde zum Aufbau des Tragermolekiils der Baustein Pam,Cys 66 verwendet. Es
handelt sich bei dem Zielmolekiil 7 um eine modifizierte Variante des von Filippov und Mitarbeitern
beschriebenen duBerst potenten artifiziellen UPam TLR2-Agonisten.*” Dieses Konzept sollte durch die gezielte
Substitution eines der Lysine durch ein e-Azido-Norleucin weiterentwickelt werden, welches als Ankerpunkt
(Verzweigung) fiir die Ankniipfung des Glycotragermolekiils 60 dient (vide supra). Weiterhin dient die
eingefiihrte Aminoséure L-Cystein als potentieller Ankniipfungspunkt fiir variable Ty-Sequenzen via Sulfhydryl-
konjugationsstrategien.

Die Synthese erfolgte manuell in einem Merrifield-Reaktor und wurde nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt.
Der Kupplungsschritt wurde durch in situ Aktivierung von 1.5 Aquivalenten Uberschuss des jeweiligen

N-0-Fmoc Aminosdurebausteins in Gegenwart von 1.5 Aquivalenten PyBOP,**?%

bezogen auf die
Beladungsdichte des Harzes, vermittelt. Die Verwendung des duBerst reaktiven PyBOP-Reagenzes sollte eine
effiziente Kupplung gewihrleisten, da die Verwendung eines Chlortritylharzes mit dem Einsatz von

Mikrowellenstrahlung nicht kompatibel ist.

Schema 3.35 Mechanismus der PyBOP vermittelten Carboxylaktivierung.***

In einem ersten PyBOP-vermittelten Kupplungsschritt wird der Fmoc-Aminosdure Baustein A durch

N,N-Diisopropylethylamin B1 zu Carboxylat C deprotoniert (Schema 3.35).>*?

Dieses Carboxylat C greift nun
das PyBOP-Reagenz D nucleophil an und verdrangt N-Hydroxybenzotriazol (HOBt) E aus dem Molekiil. Dabei
bildet sich das hochreaktive Phosphoniumsalz F das mit HOBt E zu dem Aktivester G reagiert, welcher in einem

nachgelagerten Schritt schlieBlich unter Angriff eines primdren Amins I in das gewiinschte Amid J iiberfiihrt



Synthese des universellen Impfstofftragermolekiils 66

wird. Die Triebkraft dieser Reaktion ist die Bildung einer sehr stabilen Sauerstoff-Phosphorbindung des

freigesetzten Phosphorséuretriamids H.

1) Fmoc-Abspaltung:
Piperidin (20%) in DMF

Ga 3 10 min, RT
2) Aminoséaure-Kupplung:
Fmoc-AS-OH, PyBOP, DIPEA, in DMF

(0] .
\/\/\/\/\/\/\/\f 2 x 30 min, RT

© NHBoc NHBoc

° o 9 Ho§ (TR o cl O
FmocHN N%N NJL” N%H o) O
0 o = o ~ o}
68b \ g O

NHBoc N3

1) Fmoc-Abspaltung:
Piperidin (20%) in DMF

3 x 10 min, RT
2) Tetradecylisocyanat
in DMF/CHCl3
\/\/\/\/\/\/\/\fo 2x12h, RT
o
(0] NHBoc NHBoc
W v B
o
S STrt |O
)’L H o H H o Cl
N N N
N” N \;AN \AN \,)LN o) O
H H z H z H z H

1) Staudinger-Reduktion:
PMegj in Toluol, Dioxan, H,O
2x12h,RT

2) Tragerkupplung:
Tetrapropagylgalactose MR402b
PyBOP, DIPEA, DMF
2x12h, RT

3) Abspaltung vom Harz:
TFA/TIPS/H20 (95:2.5:2.5)

\/\/\/\/\/\/\/\fo

(0]

/\/\/\/\/\/\/\ik

NH,
o}
S
)OL b 0 w O
NNN\;)LN N;QLN
HHo\HoW\H

NH,

Schema 3.36 Festphasenglycopeptidsynthese des UPam-Trégerfragments 7.
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Jeder Kupplungsschritt wurde sorgfiltig doppelt ausgefiihrt, so dass im Allgemeinen auf einen Cappingschritt
mit dem Essigsdureanhydrid/Diisopropylamin-System verzichtet werden konnte. Nach beendeter
Riickgratsynthese wurde der N-Terminus des am Harz gebundenen 68b freigelegt und durch Behandlung mit
einem zehnfachen Uberschuss von kommerziell erhiltlichem Tetradecylisocyanat in das N-terminal
korrespondierende Harnstoffanalogon 69 iiberfiihrt (Schema 3.36).

AnschlieBend wurde die e-Azido-Seitenkette an der festen Phase mittels Trimethylphosphin nach Staudinger in
das entsprechende Lysylderivat reduziert und mit der zuvor bereitgestellten Tetrapropargylgalactose 60 iiber das
PyBOP/DIPEA-Aktivatorsystem gekuppelt. Nach erfolgter vollstindiger Synthese an der festen Phase wurde das
Harz schlieBlich drei Stunden mit einer Mischung aus Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und Wasser
(95:2.5:2.5) unter leichtem Schwenken behandelt. Das Rohpeptid 7 wurde durch Entfernen des Losungsmittels
mit anschlieBender Fillung aus kalten Diethylether und Lyophilisation aus Reinstwasser erhalten und ohne
weitere Reinigung verwendet. Da Sulthydrylgruppen in der Regel oxidationsempfindlich sind und leicht
Radikale bilden konnen, die entweder zur Dimerisierung oder in diesem konkreten Fall zu einer
intramolekularen Thiol-Alkin-Reaktion tendieren kdnnten, wurde das Rohpeptid 7 sowohl unter Argon sowie
unter Lichtausschluss bei —32 °C gelagert. Eine intramolekulare Reaktion zwischen den vorhandenen
Alkinresten und dem Sulfhydrylrest der Aminoséure Cystein konnte erfreulicherweise unter diesen Bedingungen
nicht beobachtet werden. Somit steht eine essentielle Komponente zum Aufbau des geplanten universellen
Impfstofftragermolekiils fiir die Konjugation mit einem passenden Ty-Epitop bereit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als passendes Ty,-Epitop das bereits an anderer Stelle evaluierte P2 Tetanus
Toxoidepitop (H;N—-PEG—QYIKANSKFIGITEL) verwendet (Schema 3.37), welches N-terminal mit einem
Polyethylenglykolspacer ausgestattet ist.
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Schema 3.37 Synthese des N-Maleimido-P2 Epitops 71.

Dieses P2-Epitop 70 wurde dankenswerterweise von Dr. Markus Daum zur Verfiigung gestellt und mittels
vollautomatisierter Festphasensynthese unter Einsatz von Mikrowellenstrahlung und dem DIC/Oxyma-

Aktivatorsystem synthetisiert. Zur Verwendung dieses Epitops 70 wurde dessen N-Terminus um einen
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N-Maleoyl-6-Aminocapronsdurerest zu Maleimido-P2 71, unter Verwendung von PyBOP/DIPEA als
Kupplungsreagenzien, verlangert.

Durch die Bereitstellung der beiden Peptidfragmenten 7 und 71 sind nun alle fiir den Aufbau des universellen
vollsynthetischen  Impfstoffmolekiils benétigten Komponenten vorhanden wund es wurden erste
Konjugationsstudien durchgefiihrt, welche in Tabelle 1 aufgefiihrt sind. Die ersten beiden Ansdtze wurden bei
einer konstanten Konzentration von 2 mg/mL und bei einem pH-Wert = 7.4 durchgefiihrt. AnschlieBend wurde

ein Uberschuss des Sulfhydryl-Bausteins 7 eingesetzt, wihrend Ansatz vier im alkalischen Milieu durchgefiihrt

wurde.
Tabelle 1 Konjugationsstudien zur Synthese des universellen Impfstoffmolekiils.
7 71 Losungsmittel c T t | Umsatz
1 2 mg 2mg PBS-Puffer /DMSO (5:1) 2 mg/mL RT 24h /
2 2 mg 2 mg PBS-Puffer /DMSO (5:1) 2 mg/mL 30°C 3h /
3 4 mg 2 mg PBS-Puffer/DMSO (5:1) 3 mg/mL RT 24 h /
4 2 mg 2 mg H,O0/DMSO (5:1) + 1% NEt; 2 mg/mL RT 24 h /

Die oben erlduterten Reaktionsbedingungen fiihrten jedoch in keinem der vier Ansdtze zu dem gewiinschten
Konjugationsprodukt, da vie HPLC-Analyse ausschlieBlich die beiden Eduktfragmente 7 und 71 zu identifizieren
waren. Es war im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit aus Zeitgriinden jedoch nicht mehr moglich geeignete
Reaktionsbedingungen fiir diese Konjugation zu identifizieren, wofiir neben der Wahl eines alternativen
Losungsmittelsystems (DMF, EtOH, NMP), dem Einsatz von Ultraschall auch eine mikrowellen-gestiitze

Synthese denkbar wéren.



4 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung prophylaktischer Impfstoffe auf Basis pathogen-assoziierter Kohlenhydratantigene stellt einen
vielversprechenden Ansatz zur Bekdmpfung bakterieller Infektionen dar. Die Identifikation von spezifischen
Zelloberfliachenstrukturen stellt dabei den zentralen Angriffspunkt solcher Immuntherapien dar, wobei siech
deren Erfolg an der Induktion einer IgG-Antikorper-vermittelten humoralen Immunantwort und der Ausbildung
eines immunologischen Gedichtnisses bemisst. Das Riickgrat einer solchen adaptiven Immunantwort stellen
dabei Gedéchtnis-B-Zellen dar, welche bei einer wiederholten Konfrontation mit demselben Antigen schnell,
effizient und massiv eine adidquate Immunantwort generieren konnen. Die Rekrutierung dieser
spezifisch-komplementéren B-Zellen verlauft strikt unter Beteiligung von Ty-Zellen, welche die dafiir bendtigten
essentiellen Cytokin- und Chemokinstimuli vermitteln.

Trotz der groBen Vielfalt von Strategien zur rationalen Entwicklung eines modernen vollsynthetischen
Impfstoffs lassen sich gemeinsame Grundcharakteristika und Voraussetzungen fiir die Induktion einer
erfolgreichen Immunantwort identifizieren und zusammenfassen: Es werden drei immunologische
Untereinheiten (B-Zellepitop, Ty-Epitop, TLR-Agonist), die kovalent in einem einzigen Makromolekiil
miteinander verkniipft vorliegen, bendtigt. Weiterhin spielt die molekulare Geometrie dieses Gesamtkonstrukts
(linear vs. verzweigt), wie auch die multivalente Prisentation (,,cluster glycoside effect”) der kohlenhydrat-
basierten B-Zellepitope eine entscheidende Rolle. Dariiber hinaus sollte die neue Generation von
Vakzinkandidaten unter Verwendung moderner Konjugationsmethoden modular und flexibel aufgebaut werden,
da sie so universell gegen eine Vielzahl pathogener Organismen eingesetzt werden konnte, ohne den
grundlegenden Aufbau des Vakzins dndern zu miissen. Hier nimmt vor allem die bioorthogonale CuAAc-Click
Chemie eine Sonderrolle ein, da auf diese Weise das spezifititgebende B-Zellepitop in einem letzten Schritt der
Impfstoffsynthese eingefiihrt wird, was den Fokus und die Breite des Anwendungsspektrums massiv erweitern
wiirde. So konnte mit einem einzigen mehrfach Alkin-funktionalisierten universellen Impfstofftragermolekiil,
welches das Ty-Epitop und den TLR-Agonisten umfassen wiirde, die Mdglichkeit bestehen beliebige Antigene
anzubinden, um so ein breites Spektrum pathogener Organismen bekdmpfen zu kénnen.

Trotz der Erkenntnis, dass bereits kleinste Oligosaccharidfragmente einer hochrepetitiven Kapselpolysaccharid-
struktur in der Lage sind protektive Antikérper gegen den jeweiligen Krankheitserreger zu generieren, ist
dennoch deren inhdrente unzureichende Immunogenitit und die eingeschrinkte metabolische Stabilitdt durch in
vivo Degradationsprozesse als limitierende Faktoren fiir eine immunologische Anwendung anzumerken. Um
diese unerwiinschten Eigenschaften zu kompensieren, riicken zunehmend Kohlenhydratmimetika in den Fokus
der Betrachtung. Eine vielversprechende Strategie stellt hier, wie von Hoffmann-Roder gezeigt, die strategische
Einfiihrung von Fluorsubstituenten in gegebene kohlenhydratbasierte Antigenstrukturen dar.

Ziel dieser Arbeit war es daher einen synthetischen Zugang zu strategisch fluorierten Analoga der kritischen
Antigenendeterminante des Bakteriums Streptococcus pneumoniae Typ 14 zu schaffen (Abbildung 4.1). Das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Konzept sah den konvergenten und modularen Aufbau des Tetrasaccharid-
geriists unter Verwendung von fluorierten Galactosyldonorbausteinen und geeignet funktionalisierten
Monosaccharidakzeptoren vor. Besondere Bedeutung kam hier der Wahl eines geeigneten orthogonalen
Schutzgruppenmusters zu, welches die Kompatibilitit aller chemoselektiven Transformationen im Laufe dieser

Syntheseroute sicherstellen sollte. Weiterhin sollten zunéchst die linearen P(1—4)-verkniipften Disaccharid-
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fragmente des nordlichen und siidlichen Fragments hergestellt werden, welche nach weiterer Funktionalisierung,

die verzweigten Antigenmimetika in einem (2+2)-Glycosylierungsschritt zuganglich machen sollten.
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Abbildung 4.1 Ubersicht der erfolgreich synthetisierten fluorierten SPn14-Antigenmimetika.

Einer konvergenten und modularen Synthesestrategie folgend wurden zunéchst die fluorierten Galactosyldonor-
Bausteine 18 und 19 sowie die nicht-fluorierten Donoren 17 und 16 hergestellt (Schema 4.1). Dabei wurde
6-Fluorgalactosyltrichloracetimidat 18 ausgehend von D-Galactose unter Verwendung des nucleophilen
Fluorierungsreagenzes DAST in sechs Stufen aufgebaut, wéhrend 4-Fluorgalactosyltrichloracetimidat 19

ausgehend von D-Glucose mittels TBAF-vermittelter nucleophiler Fluorierung in 12 Stufen zugénglich war.
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Schema 4.1 Synthesen der Sacchariddonorbausteine.

Weiterhin wurden die beiden zentralen Monosaccharidakzeptor-Bausteine 20 und 21 jeweils in sieben
Syntheseschritten, ausgehend von D-Glucose beziehungsweise D-Glucosamin-Hydrochlorid, erhalten
(Schema 4.2). Beide Bausteine sind als Allyglycosid anomer blockiert und weisen dariiber hinaus eine an der
6-Position lokalisierte terz-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe auf, welche im weiteren Verlauf der Synthese unter
milden Bedingungen chemoselektiv gespalten werden kann, jedoch zunidchst unter dem in dieser Arbeit

109 intakt bleiben. Die Amino-

verwendeten TMSOTf-vermittelten Glycosylierungsprotokoll nach Schmidt
funktion des Bausteins 21 wurde durch die N-Phthaloyl-Schutzgruppe blockiert, welche sich durch ihre Stabilitit

und einen ausgeprégten B-dirigierenden Nachbargruppeneffekt auszeichnet.
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Schema 4.2 Synthesen der Monosaccharidakzeptor-Bausteine.

In den nachfolgenden Glycosylierungsreaktionen wurden schlieBlich die beiden linearen B(1—4)-verkniipften
Disaccharidfragmente unter Verwendung der Galactosyldonor-Bausteine 17, 18 und 19 und dem
Glucosylakzeptorbaustein 20 aufgebaut. Obwohl in der Literatur hinsichtlich DAST-vermittelter Desoxy-
fluorierungsreaktionen von unerwiinschten Gerilistumlagerungen bei Hexopyranosen berichtet wird, war es
moglich einen Fluorsubstituenten erfolgreich in den Lactosylbaustein 45 einzufithren (Schema 4.3). Dies ist auf
die blockierte intramolekulare Migrationstrajektorie zuriickzufiihren, wobei die am nicht-reduzierenden Ende
lokalisierte Galactoseeinheit als intrinsisch wirksamer konformeller Anker dient. Weitere Funktionalisierungen

lieferten schlieBlich das 6-Fluorlactosyltrichloracetimidat 41.
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Schema 4.3 Synthese des 6-Fluorlactosyltrichloracetimidats.

Weiterhin lieferte die Glycosylierung von 6-Fluorgalactosyldonor 18 mit Akzeptor 20 das korrespondierende
B(1—4)-verkniipfte Intermediat 47, welches mithilfe bewéhrter DAST-Fluorierungs-protokolle in das
6,6°-Difluorlactosyltrichloracetimidat 42, beziehungsweise 6°-Fluorlactosyltrichloracetimidat 40 erfolgreich
iiberfiihrt werden konnte (Schema 4.4). Desweiteren konnte der a-konfigurierte 4‘-Fluorlactosyldonor 43 unter
Verwendung der Monosaccharidbausteine 19 und 20 mit anschlieBender Schutzgruppenmanipulation erfolgreich

synthetisiert wurde.
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Schema 4.4 Synthese der fluorierten a-Lactosyltrichloracetimidate.

Unter Anwendung des oben erarbeiteten Syntheseprotokolls konnten auch die verbleibenden Disaccharid-

akzeptormolekiile 13, 14 und 15 des siidlichen Fragments der SPnl4-spezifischen Antigendeterminante

erfolgreich bereitgestellt werden (Schema 4.5).
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Schema 4.5 Synthese der siidlichen Disaccharidakzeptor-Fragmente.
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Nachdem alle geplanten Zieldisaccharidbausteine in ausreichender Menge zur Verfiigung standen, wurden die

jeweiligen Lactosyltrichloracetimidate mit ihren korrespondierenden Lactosaminosylakzeptoren umgesetzt, um

eine erste Bibliothek

strategisch fluorierter SPnl4-spezifischer Antigenmimetika

herzustellen. Unter

Verwendung des bewédhrten TMSOTf-vemittelten Glycosylierungsprotokolls nach Schmidt und anschlieBender

Schutzgruppenmanipulation war es moglich die sechs partiell-fluorierten Antigendeterminanten 1, 2, 3, 4, 5 und

6, sowie die nicht-modifizierte Referenzverbindung 52a zu isolieren und zu charakterisieren (Schema 4.6).

Bemerkenswerterweise lagen die erreichten Glycosylierungsausbeuten bei Verwendung des nicht-fluorierten

nativen Lactosyltrichloracetimidats 16, trotz des sterischen Anspruchs dieses Donors, in einem sehr guten
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Bereich zwischen 76-81%. Aufgrund dieser Ergebnisse lésst sich fiir die beiden hier verwendeten fluorierten
Lactosaminosylakzeptoren 14 und 15 nur ein schwach ausgeprigter desaktivierender Effekt des Fluor-
substituenten auf die relative Reaktivitdt identifizieren. Anders verhalten sich jedoch die partiell-fluorierten
Lactosyltrichloracetimidate 40, 41 und 43, deren jeweilige Ausbeuten bei der Reaktion mit Akzeptor 13 im
Schnitt ca. 10-15% niedriger lagen. Es konnen sterische Griinde ausgeschlossen werden, weswegen die
geringeren Ausbeuten letztlich nur auf die strategische Fluorsubstitution und der damit einhergehenden
Desaktivierung durch den starken Elektronenzug zu erkliren sind. Uberraschenderweise liegen die Ausbeuten
bei der Umsetzung von 40, 41 und 43 jeweils mit 13 in einem sehr engen Bereich von 69-74%, was ebenfalls auf
eine geringe Abhéngigkeit der relativen Position des jeweiligen Fluorsubstituenten innerhalb des Donors ableiten
lasst. Der Difluorlactosyldonor 42 wies in der Reaktion mit 6°‘-Fluorlactosaminosylakzeptor 14
erwartungsgemdl die niedrigste aller hier gezeigten Ausbeuten von 65% auf, was auf der doppelten

Fluorsubsitution beruht.
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Schema 4.6 Synthese der partiell fluorierten SPn14-spezifischen Antigendeterminanten.

Hinsichtlich der N-Phthaloyl-Entschiitzung ist die Inkompatibilitdt des Allylglycosids mit dem géngigen
Hydrazin-vermittelten Standardprotokoll bemerkenswert. So kann Hydrazin unerwiinschterweise in situ zu
Diimin oxidiert werden, welches selbst als instabiler Wasserstoffdonor wirkt und so in der Lage ist die
Alkendoppelbindung in einem konzertierten Schritt zu hydrieren. Als Alternative zur Hydrazinolyse wurde auf

die Verwendung von primidren Aminbasen ausgewichen, wodurch es moglich war das N-Phthalimid effektiv zu
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entfernen und in einem nachgelagerten Schritt sowohl das N-Acetamid einzufithren sowie die Acetatschutz-
gruppen chemoselektiv unter Zemplén-Bedingungen global zu spalten. Die erfolgreich bereitgestellten
Antigenanaloga 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 8 stehen nun fiir weiterfiihrende Studien, wie der kovalenten Konjugation an
zukiinftige vollsynthetische Vakzinkandidaten zur Verfiigung.

In einem zweiten Projekt der hier vorliegenden Arbeit wurden dariiber hinaus synthetische Studien zu einem
modular konzipierten universellen Impfstofftragermolekiil durchgefiihrt. Dabei sollte auf Vorarbeiten von
Filippov und Mitarbeitern zuriickgegriffen werden, welche kiirzlich von einem hochpotenten UPam-TLR2
Agonisten berichteten. Auf molekularer Ebene sollten Strategien und Methoden entwickelt werden, welche es
ermoglichen diese zentrale UPam-Doméne, als Teil eines vollsynthetischen modular-aufgebauten und
verzweigten Konstrukts, in ein Impfstoffmolekiil (7y-Epitop, TLR-Agonist) einzugliedern. Dafiir wurde die
Aminosduresequenz C-terminal um ein L-Cystein verlédngert und ein davon benachbartes L-Lysin durch die
artifizielle Aminosdure L-e-Azidonorleucin substituiert.

Zuerst wurden die fiir die Peptidfestphasensynthese benétigten artifiziellen Bausteine ausgehend von
kommerziell erhdltlichen Vorldufern hergestellt. Ausgehend vom g-Boc-Lysinbaustein 63 konnte durch Spaltung
der Aminosdureseitenkettenschutzgruppe unter sauren Bedingungen mit anschlieBender Diazotransferreaktion
das e-Azido-Norleucin 59 synthetisiert werden. Weiterhin wurde in Anlehnung an Arbeiten von Hida et. al,
Boons et al. und Payne und Mitarbeitern, ausgehend von Galactosyltrichloracetimidat 17, der Tetrapropargyl-

festphasenbaustein 60 in vier Stufen, sowie das Palmitoylaminosidurederivat 61 in fiinf Syntheseschritten,

erhalten.
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Schema 4.7 Synthesen der Peptidfestphasenbausteine.

Der Aufbau des universellen Impfstofftragermolekiils konnte nun unter Verwendung der artifiziellen
Aminoséurebausteine 59 und 61 sowie der Tetrapropargylgalactose 60 manuell an der festen Phase erfolgen,
wobei die Azidreduktion der harzgebundenen Peptidsequenz 69 unter Staudinger-Bedingungen mittels
Trimethylphosphin den Schliisselschritt darstellte. AnschlieBend konnte auf molekularer Ebene durch
Einfithrung des Tetrapropargylgalactose-Bausteins 60 und nachgelagerter Spaltung vom Harz das verzweigte

universelle Tragermolekiil 7 erhalten werden.
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Schema 4.8 Synthese des universellen Impfstofftragermolekiils 7.

Erste Studien zur kovalenten Ankiipfung eines Maleimid-funktionalisierten P2-Ty-Epitop blieben leider
erfolglos, weshalb in weiterfiihrenden Arbeiten nun geeignete Reaktionsbedingungen evaluiert werden miissen,
die es ermdglichen eine Ty-Epitopdoméne mittels orthogonaler Maleimidkonjugation an das Molekiil 7 zu

binden.
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S EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Allgemeines und Messgerite

Reaktionsfiihrung: Alle hydrolyseempfindlichen Reaktionen wurden unter striktem Wasserausschluss

durchgefiihrt und entweder mit aufgesetztem Calciumdichlorid-Trockenrohr oder sofern angegeben unter einer
Argonatmosphére mit Septentechnik durchgefiihrt. Alle Reaktanden wurden stets vor Gebrauch mindestens eine
Stunde im Hochvakuum getrocknet und anschlieBend mit Argon beschickt. Fiir alle Glycosylierungsreaktionen
wurde mit Hilfe eines Quarzstrahlers gepulverter Molekularsieb der PorengroBe 4 A mindestens zwei Stunden
im Hochvakuum stets vor Gebrauch frisch aktiviert und unter Argonatmosphére gelagert. Fiir das Kiihlen von
Reaktionslosungen wurden zum einen reguldre Eisbdder, sowie Trockeneis/Aceton-Kéltebdder verwendet. Das
Einengen der Losungsmittel im Vakuum wurde an einem Rotationsverdampfer der Firma Heidolph Instruments

GmbH & Co.KG, Schwabach (Deutschland) im Membranpumpenvakuum durchgefiihrt.

Chemikalien: Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Losungsmittel in der Qualitdt pro analysis (p.a.)
bezogen und vor Gebrauch destilliert, beziehungsweise nach literaturbekannten Methoden getrocknet. Dabei
handelte es sich um Acetonitril und Dichlormethan, welche vor Gebrauch iiber Cacliumhydrid unter einer
Argonatmosphére jeweils frisch destilliert wurden. Losungsmittel wie etwa 100%ige Essigsdure (FEisessig)
wurden iiber wasserfreiem Kupfersulfat zuerst zwei Stunden unter Argonatmosphire refluxiert, bevor mittels
Destillationsbriicke der absolute Eisessig unter Normaldruck in das entsprechende Reaktionsgefal3 iiberfiihrt
wurde. Losungsmittel, wie Tetrahydrofuran, Diethylether und Toluol wurden in Gegenwart von Benzophenon
tiber elementarem Natrium getrocknet und jeweils frisch destilliert. Spezielle Losungsmittel, wie absolutes
N,N-Dimethylformamid wurden von der Firma Acros Organics, Geel (Belgien) bezogen und iiber Molekularsieb
gelagert. Alle Reagenzien wurden in der hochsten zur Verfiigung stehenden Qualitdt von Sigma Aldrich, Acros
Organics, Rapp-Polymere, sowie Fluka kommerziell erworben. Deuteriertes Chloroform (CDCl;) zur Messung

der NMR Proben wurde vor Gebrauch durch basisches Aluminiumoxid (Al,O5) filtriert.

Diinnschichtchromatogramme: Alle Diinnschichtchromatogramme wurden auf Aluminium-Kieselgel-60 Fs4-

Platten der Firma Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) angefertigt. Die Substanzen wurden durch Betrachtung
unter einer UV-Lampe bei 254 nm und bei 366 nm oder durch den Einsatz folgender Farbereagenzien unter

Wiérmeeinwirkung mittels eines Heiluftfons sichtbar gemacht:

o Zucker-Reagenz* (790 mg 4-Methoxyphenol, 27.7 ml konzentrierte Schwefelsdure in 972.3 mL
Ethanol).

o Seebach-Reagenz* (2.50 g Molybdatophosphorséure, 1.00 g Cer(IV)-sulfat Tetrahydrat in einer
Mischung aus 6.00 mL konzentrierter Schwefelsédure und 94.0 mL Wasser).

e Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 mL Eisessig und 500 mL
Methanol).

Sdulenchromatographie: Alle chromatographischen Trennungen wurden nach der Flashmethode, mit einem

N,-Uberdruck von 0.3 bis maximal 1.0 bar, in Gegenwart eines Uberdruckventils durchgefiihrt. Es wurde

Kieselgel 60 (Korngréfe 35-70 um) der Firma Acros Organics verwendet. Dariiberhinaus wurde in einigen
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Fillen eine GroBenausschlusschromatographie nach der Flashmethode durchgefiihrt. Als stationdre Phase wurde
hierbei Sephadex™ LH-20 der Firma GE Healthcare Bio-Sciences AB verwendet, welches vor Gebrauch
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur im jeweils angegebenen Losungsmittel quellen musste und die
Chromatographie strikt isokratisch durchzufithren war. Das jeweilige verwendete Losungsmittelgemisch ist in

Volumenanteilen angegeben.

Spezifische Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte der jeweiligen Verbindungen wurden mit einem Polarimeter

P800-P8100-T der Firma Kriiss Optronic GmbH, Hamburg bestimmt und auf die Natrium-D-Linie bei 589.5 nm
extrapoliert. Das jeweils verwendete Losungsmittel, sowie Temperatur und die entsprechende Konzentration in

g/mL sind unter den betreffenden Verbindungen vermerkt.

Reversed-Phase HPLC: Das verwendete analytische RP-HPLC System wurde mit Flussraten von 1 mL/min
betrieben und bestand aus der HPLC-Pumpe PU-2080 Plus, der Gradienteneinheit LG-2080-02, dem
Diodenarraydetektor MD-2010 Plus und dem 3 Wege-Entgaser DG-2080-53 der Firma Jasco. Die vorhandenen
RP-Sdulen Jupiter (5 um, C18, 300A, 250 x 4.6 mm) und Luna (5 pm, C18, 100A, 250 x 4.6 mm) wurden von

der Firma Phenomenex bezogen. Die jeweils verwendeten Losungsmittelgradienten sind bei den jeweiligen
Synthesevorschriften protokolliert. Das semiprédparative RP-HPLC System umfasste zwei Gradientenpumpen
PU-2087 Plus und einen variablen Wellenldngendetektor UV 2075 Plus der Firma Jasco. Es wurde zum einen
eine Jupiter-Saule (10 um, C18, 300A, 250 x 30.0 mm), sowie eine Luna-Sdule (10 um, C18, 100A,
250 x 30.0 mm) der Firma Phenomenex mit einer Flussrate von 20 mL/min betrieben. Die Eluenten beider
RP-HPLC Systeme umfassten Acetoniril (,,HPLC-grade®) und Reinstwasser, welches von einer Arium® ProUV

Reinstwasseranlage der Firma Sartorius Stedim Biotech S. A., Gottingen (Deutschland), bereitgestellt wurde.

Massenspektren (MS): Alle Massenspektren wurden mit einem Thermo Finnigan LTQ-FT Spektrometer mit

ESI-Quelle der Firma Conquer Scientific gemessen. Die wichtigsten Signale werden in m/z-Einheiten
angegeben. Es ist zu beachten, dass zur Vereinfachung der Interpretation der Massenspektren in der Regel der
erste Isotopenpeak herangezogen wurde. Dennoch sind abseits der reinen Isotopenkerne 'H, *C, "N, '°0, °F,
»Na, **Si, S, °Cl, K und ”Br die zu erwartenden Isotopenmuster der jeweiligen Verbindungen zu

beobachten.

Kernresonanzspektren (NMR): Die Kernresonanzspektren wurden an den Spektrometern AMX 600, WH 400,
AC 300 und ARX 200 der Firma Varian Deutschland GmbH, Darmstadt (Deutschland), sowie an den
Spektrometern Avance III HD 400 und Avance III HD 800, der Firma Bruker, Billerica, (MA, USA), bei

Raumtemperatur aufgenommen. Die Messfrequenz, in Megahertz (MHz) angegeben, und das jeweils verwendete
Losungsmittel sind in Klammern vermerkt. Die angegebenen chemischen Verschiebungswerte 8 der 'H- und
PC-Spektren beziehen sich auf den internen Standard Tetramethylsilan (TMS = 0) und sind in in der Einheit
parts per million (ppm) angegeben. Die Angabe der jeweiligen Kopplungskonstanten J erfolgt in Hertz (Hz) und
wird entsprechend der Notation J,,, aufgefiihrt, wobei » und m die Kopplungspartner reprédsentieren. Die
Signalmultiplizitdten wurden mit den Symbolen s (Singulett), brs (breites Singulett), d (Dublett), ¢ (Triplett), g
(Quartett), p (Pentett) und m (Multiplett), sowie gegebenenfalls deren Kombinationen, wie beispielsweise dd
(Dublett eines Dubletts) oder #d (Triplett eines Dubletts), entsprechend gekennzeichnet. Die Kalibrierung der 'H-
Spektren erfolgte iiber die 'H-Signale der Losungsmittel [8 (CDCl;) = 7.26, & (CD;0D) = 3.31]. Analog wurden
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die *C-Spektren entsprechend der literaturbekannten Werte kalibriert [§ (CDCls) = 77.16, & (CD;0D) = 49.00].
Im Falle von Signaliiberlagerungen innerhalb eines Multipletts wurde durch Zuhilfenahme von vorliegenden
2D-NMR Experimenten die jeweilige Verschiebung fiir den zugehorigen Kern in geschweiften Klammern ,,*
angegeben. Sofern moglich wurde die Multiplizitit sowie die Kopplungskonstante in solchen Fillen aufgefiihrt.
Bei der Zuordnung der 'H- und “C-Signale der jeweiligen monomeren Saccharideinheiten wurde entsprechend
der jeweiligen graphischen Kennzeichnung, beginnend beim anomeren Zentrum, definiert als H1/C1-Position,
begonnen und im Uhrzeigersinn aufsteigend die jeweiligen Kerne nummeriert. Fiir groBere Saccharidstrukturen
wurde eine schematische Kennzeichnung eingefiihrt. Die jeweilige Struktur ist graphisch abgebildet und die
Nomenklatur {I—1'—1"—1""} kennzeichnet den jeweiligen Pyranosering, an welchem der entsprechende Kern

innerhalb des Molekiils lokalisiert ist.



5.2 Analytische Daten

5.3 Synthesen der Monosaccharidbausteine
5.3.1 Synthese der natiirlichen Glycosyldonorbausteine

5.3.1.1 Penta-O-acetyl-0/B-D-galactopyranose (22)

6
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Variante A:

Es wurden 50.0 g (555 mmol) Natriumacetat in 500 ml Essigsdureanhydrid aufgenommen, unter Riickfluss
erhitzt und anschlieBend portionsweise mit 100 g (555 mmol) p-Galactose in der Siedehitze versetzt. Es wurde
30 min geriihrt, bevor nach beendeter Reaktion die Reaktionslosung auf 1 L Eiswasser gegossen und 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt wurde. Das Produkt wurde nach Filtration als farbloser Niederschlag erhalten, mit
ausreichend Wasser gewaschen (5 x 100 mL) und schlieBlich 24 h an Luft getrocknet. Das Rohprodukt konnte

ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe eingesetzt werden.

Ausbeute: 167 g (77%, 428 mmol), farbloser amorpher Feststoff. Es wurde ausschlieBlich das B-Anomer

erhalten.
Variante B:

Zu einer Suspension aus 20.0 g (111 mmol) p-Galactose in 100 ml Pyridin wurden unter Eiskiithlung 50 mL
Essigsdureanhydrid mittels Tropftrichter iiber einen Zeitraum von 30 min zugegeben und anschlieBend 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde die klare Reaktionslosung unter vermindertem
Druck bis zur Trockne eingeengt und anschlieBend in 100 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase
wurde sukzessive mit 1M Salzsdure (2 x 100 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
(1 x200 mL) und Wasser (2 x 100 mL) gewaschen. SchlieBlich wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt konnte ohne weitere

Reinigung in der nédchsten Stufe eingesetzt werden.

Ausbeute: 37.3 g (95.5 mmol, 86%), farbloses Ol, welches sich unter Stehen zu einem amorphen Feststoff

verfestigte. Es wurde ein Anomerengemisch erhalten.
R;=0.35 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  408.1509 [M+NH,]’, ber.: 408.1500.
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5.3.1.1 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl Trichloracetimidat (17)
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Es wurden 4.00 g (10.2 mmol, 1 Aquiv.) Penta-O-acetyl-o/p-D-galactopyranose (22) in 10 mL Tetrahydrofuran
zu einer Suspension aus 0.82 mL (14.2 mmol, 1.4 Aquiv.) Eisessig und 0.81 mL (12.2 mmol, 1.2 Aquiv.)
Ethylendiamin in 25 mL Tetrahydrofuran getropft und bei Raumtemperatur 24 h geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde mit 20 mL Wasser verdiinnt und gegen Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 1M Salzsdure (1 x 30 mL), gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung
(1 x30mL) und Wasser (1 x 30 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an

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

Ausbeute: 3.22 g (9.24 mmol, 91%), farbloser amorpher Feststoff. Das Produkt wurde als Anomerengemisch

erhalten.
R;=0.29 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von 3.22 g (9.24 mmol, 1 Aquiv.) des zuvor erhaltenen 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-o/p-D-galactopyranosids in 50 mL absolutem Dichlormethan wurden 152 pL (1.02 mmol, 0.1 Aquiv.) 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) und anschlieBend 1.85 mL (18.5 mmol, 2 Aquiv.) Trichloracetonitril
getropft und 24 h unter einer Argonatmosphére geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im

Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.90 g (6.40 mmol, 70%); charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt wurde als reines

a-Anomer erhalten.

R;=0.44 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  514.004 [M+Na]", ber.: 514.004.
[a]Z? = +99.8 (c = 1, CHCI;).

'H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCls), § [ppm] = 8.66 (s, I1H, NH), 6.58 (d, Jiyi12 = 3.4 Hz, 1H, H-1), 5.54 (d,
Juar = 3.0 Hz, 1H, H-4), 5.41 (dd, Jigs 12 = 10.9 Hz, Jy3 14 = 3.0 Hz, 1H, H-3), 5.34 (dd, Jipp.i3 = 10.8 Hz, Jipon1
=3.5 Hz, 1H, H-2), 4.42 (t, Jis 1160 = Jits 1165 = 6.6 Hz, 1H, H-5), 4.15 (dd, Jigarieo = 11.3 Hz, Jigganis = 6.6 Hz, 1H,
H-6,), 4.06 (dd, Jigoi6a = 11.3 Hz, Jugoms = 6.7 Hz, 1H, H-6y), 2.15, 2.01, 2.00, 2.00 (4 x s, 12H, -OAc).

BC.NMR (100 MHz, CDCLy), § [ppm] = 170.4, 170.2, 170.2, 170.1 (4 x C=0-OAc), 161.0 (C=NH(CCl;)), 93.6
(C-1), 90.9 (-CCLy), 69.1 (C-5), 67.6 (C-3), 67.5 (C-4), 67.0 (C-2), 61.4 (C-6), 20.8, 20.7 (4 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”**
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5.3.1.2 1,2,3,6-Tetra-0-acetyl-4-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-o/p-
D-glucopyranosid (23)

6

0., OAc
AcO
AcO JOAC OAc . ¢ w
o) 0.0 s Y 2"0Ac
ACO%O 0 AcO” SR
AcO ) OAc
AcO AcO  OAc AcO” 2 0Ac
OAc

Es wurden 5.00 g (13.9 mmol, 1 Aquiv.) kommerziell erhiltliches D-Lactose Monohydrat unter Eiskiihlung in
70 mL Toluol vorgelegt, bevor 30 mL einer 2:1 Mischung aus absolutem Pyridin und Essigsdureanhydrid zu
dieser Suspension mittels Tropftrichter zugegeben wurden. Nach beendeter Reaktion wurde die organische Phase
sukzessive mit 1 M Salzsdure (2 X 70 mL), einer geséttigten Natriumhydrogencarbonatlésung (1 x 100 mL) und
Wasser (1 x 70 mL) gewaschen und anschlieBend mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet. SchlieBBlich
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an Luft getrocknet und ohne

weitere Reinigung im nédchsten Schritt eingesetzt.

Ausbeute: 8.08 g (11.9 mmol, 86%); farbloser amorpher Feststoff. Das Produkt wurde als Anomerengemisch

erhalten.
R;=0.19 (‘Hex/EtOAc = 1:1).
ESI-MS (positiv), m/z:  696.2353 [M+NH,]", ber.: 696.2346.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”*’

5.3.1.3 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl)-p-D-gluco-
pyranosyl Trichloracetimidat (16)
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Es wurden 4.14 g (6.10 mmol, 1 Aquiv.) 1,2,3,6 Tetra-O-acetyl-4-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-
o/B-D-glucopyranosose (23) bei Raumtemperatur in 50 mL Tetrahydrofuran aufgenommen und mit 418 pL
(7.31 mmol, 1.2 Aquiv.) Eisessig und 488 pL (7.32 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin versetzt. Die resultierende
Suspension wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und nach vollstindigem Umsatz unter vermindertem Druck
konzentriert. Der Riickstand wurde in 100 mL Ethylacetat aufgenommen und sukzessive mit 1 M Salzséure
(2x70mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 100 mL) und Wasser (1 x 70 mL)
gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
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ESI-MS (positiv), m/z:  654.2241 [M+NH,]",  ber.: 654.2240).

AnschlieBend wurde das zuvor bereitgestellte D-Lactosylhemiacetal unter einer Argonatmosphére in 50 mL
absolutem Dichlormethan aufgenommen und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden erst 91.0 pL (0.61 mmol,
0.1 Aquiv.) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), dann 1.22 mL (12.2 mmol, 2.0 Aquiv.) Trichlor-
acetonitril zugetropft und 12 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt

und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.48 g (4.45 mmol, 73% tiber zwei Stufen), charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines o-Anomer erhalten.

R;=0.34 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  797.1356 [M+NH,]", ber.: 797.1336.
[a]%® =+48.6 (¢ = 1, CHCl;).

'H-NMR (400 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 8.65 (s, IH, NH), 6.48 (d, Jij;11 = 3.8 Hz, 1H,
H-1), 5.55 (t, Jysap = Jisas = 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.35 (d, Jyayiy = 3.4 Hz, 1H, H-4"), 5.12 (dd, Jyp 3 = 10.4 Hz,
Jizr = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.06 (dd, Jypys = 10.1 Hz, Jipyy = 3.8 Hz, 1H, H-2), 4.95 (dd, Jiz.; = 10.4 Hz,
Juze = 3.4 Hz, 1H, H-3'), 4.51 (d, Jiyp = 7.9 Hz, 1H, H-17), 4.50 — 4.46 (m, 1H, H-6,), 4.19 — 4.05 (m, 4H,
H-5, H-6, H-6,1), 3.92 — 3.82 (m, 2H, H-4, H-5'), 2.15, 2.11, 2.06, 2.04, 2.01, 1.96 (7 x s, 21H, -OAc).

BC.NMR (100 MHz, CDCLy), § [ppm] = 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 169.5, 169.2 (7 x C=0-OAc), 161.1
(C=NH(CCL)), 101.4 (C-1'), 93.0 (C-1), 90.8 (-CCL), 76.1 (C-4), 71.3 (C-3'), 71.1 (C-5), 70.9 (C-5'), 70.1
(C-2), 69.7 (C-3), 69.3 (C-2'), 66.7 (C-4"), 61.7 (C-6), 60.9 (C-6"), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (7 xCH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**®
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5.3.2 Synthese des 4-Fluorgalactosyldonorbausteins

5.3.2.1 1,2,3,4,6-Penta-0-acetyl-a/pB-D-glucopyranose (27)
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Es wurden 15.0 g (83.2 mmol) kommerziell erhiltliche D-Glucose in 80 mL Pyridin suspendiert und unter
Eiskiihlung 40 mL Essigsdureanhydrid mittels Tropftrichter zugegeben. Es wurde 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt wurde, der Riickstand in 100 mL
Ethylacetat aufgenommen wurde und die organische Phase sukzessive mit 1 M Salzsdure (2 x 100 mL), einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 X 80 mL) und Wasser (2 x 100 mL) gewaschen wurde.
AnschlieBend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt konnte ohne weitere Reinigung in der néchsten Stufe eingesetzt werden.
Ausbeute: 30.5 g (94%, 78.2 mmol), farbloser Feststoff. Das Produkt wurde als Anomerengemisch erhalten.
R,=0.42 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  408.1511 [M+NH,],  ber.: 408.1500.

5.3.2.2 p-Methylphenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-D-glucopyranosid (28)
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Unter einer Argonatmosphire wurden zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung aus 30.0 g (76.8 mmol, 1 Aquiv.)
Penta-O-acetyl-o/B-D-glucopyranose (27) in 300 mL absolutem Dichlormethan 10.5 g (84.5 mmol, 1.1 Aquiv.)
p-Thiokresol und 14.0 mL (100 mmol, 1.3 Aquiv.) Bortrifluorid-Diethyletherat getropft. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und 24 h gerithrt. Im Falle eines noch nicht
vollstindigem Umsatzes wurde anschlieend noch fiir eine Stunde auf 40 °C erwdrmt, bevor nach beendeter
Reaktion mit Wasser (4 x 200 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 100 mL) und einer
gesittigten Natriumchloridlosung (1 x 200 mL) gewaschen wurde. SchlieBlich wurde die organische Phase mit
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt durch

Kristallisation (‘Hex:EtOAc = 5:1) gereinigt.
Ausbeute: 28.3 g (62.2 mmol, 8§1%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.32 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 415.1029 [M+Na]’, ber.: 415.1033).
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[a]%® = —11.0 (c = 1.0, CHCL5).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCls), & [ppm] = 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hy,), 7.12 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Hy,), 5.20
(t, Jis = Jisns = 9.4 Hz, 1H, H-3), 5.02 (dd, Jigans = 10.0 Hz, Jyaus = 9.6 Hz, 1H, H-4), 4.93 (dd, Jypop; =
10.1 Hz, Jip3 = 9.3 Hz, 1H, H-2), 4.63 (d, Jy ;2 = 10.1 Hz, 1H, H-1), 4.25 — 4.13 (m, 2H, H-6,3), 3.69 (ddd,
Juspis = 10.1 Hz, Jigs iea = 4.8 Hz, Jys g = 2.7 Hz, 1H, H-5), 2.34 (s, 3H, -SPhMe), 2.08, 2.08, 2.01, 1.98 (4 x s,
12H, -OAc).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), § [ppm] = 170.7, 170.3, 169.5, 169.4 (4 x C=0-OAc), 138.9, 133.9 (2 x C,Ar),
130.0, 129.9, 129.8, 127.6 (4 x C,,), 85.9 (C-1), 75.8 (C-5), 74.1 (C-3), 70.0 (C-2), 68.3 (C-4), 62.2 (C-6), 21.3
(-SPhMe), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.'® **7

5.3.2.3 p-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4,6-O-benzyliden-1-thio-p-D-glucopyranosid
(29)
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Zu einer Lésung von 22.0g (48.4 mmol, 1 Aquiv.)) 4-Methylphenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-
glucopyranosid (28) in 300 mL Methanol wurden 800 mg (14.8 mmol, 0.3 Aquiv.) Natriummethanolat gegeben
und die Reaktionslosung 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wurde mit 10 mL
Eissessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mit Toluol
(2 x 20 mL) kodestilliert und schlieBlich an der Lyophylle iiber Nacht gefriergetrocknet. Das Rohprodukt konnte
ohne weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt werden.

Das obige Rohprodukt wurde unter Argonatmosphéire bei Raumtemperatur in 200 mL absolutem Acetonitril
suspendiert und mit 7.97 mL (53.2 mmol, 1.1 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal und 400 mg p-Toluol-
sulfonsdure Monohydrat versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde mit
10 mL Triethylamin neutralisiert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit Toluol (2 % 30 mL)

kodestilliert. Das so erhaltene Rohprodukt wurde durch Kristallisation (‘Hex/EtOAc = 9:1) gereinigt.
ESI-MS (positiv), m/z:  397.1083 [M+Na]’, ber.: 397.1080.

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung des zuvor erhaltenen Methylphenyl-4,6-benzyliden-1-thio-B-D-gluco-
pyranosids in 100 mL absolutem Pyridin wurden 200 mg 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP), sowie 30.0 mL
Essigsdureanhydrid gegeben. Anschliefend wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und 24 h geriihrt, bevor nach
beendeter Reaktion das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt wurde, der Riickstand in 150 mL Ethylacetat
aufgenommen wurde und die organische Phase sukzessive mit 1 M Salzsdure (2 X 100 mL), einer geséttigten

Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 70 mL) und einer gesittigten Natriumchloridlosung (1 x 80 mL)
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gewaschen wurde. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im

Vakuum entfernt und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 18.8 g (41.0 mmol, 85% iiber drei Stufen), farbloser amorpher Festoff.

R;=0.61 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

EI-MS (negativ), m/z: 458.1387 [M—H] ", ber.: 458.1399.

[a]3? = —41.6 (c = 1.0, CHCL,).

"H-NMR (400 MHz, COSY, HMBC, HSQC, CDCLy), & [ppm] = 7.44 — 7.32 (m, 7H, H,,), 7.18 — 7.10 (m, 2H,
Hy,), 5.48 (s, 1H, CHpenyligen)> 5.32 (dd, Jisa = 9.6 Hz, Jysio = 8.9 Hz, 1H, H-3), 4.97 (dd, Jypu; = 10.0 Hz,
Jias = 8.9 Hz, 1H, H-2), 4.73 (d, Jiy;2 = 10.0 Hz, 1H, H-1), 4.38 (dd, J = 10.5 Hz, Jy; = 4.9 Hz, 1H, H-6,), 3.78
(dd, J=10.6 Hz, J= 9.8 Hz, 1H, H-6,), 3.64 (t, J=9.5 Hz, 1H, H-4), 3.55 (td, J= 9.6 Hz, Jy = 4.9 Hz, 1H, H-5),
2.36 (s, 3H, -SPhMe), 2.11,2.03 (2 x s, 6H, -OAc).

BC.NMR (100 MHz, CDCly), 5 [ppm] =.170.3, 169.7 (2 x C=0-OAc), 139.0, 136.9, 133.8, 129.9, 129.3, 128.4,
127.8, 1263 (12 X Cy,), 101.6 (CHpengyigen)> 86.9 (C-1), 78.2 (C-4), 73.1 (C-3), 70.9 (C-2), 70.8 (C-5), 68.6
(C-6), 21.3 (-SPhMe), 21.0, 20.9 (2 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur,'® ***

5.3.2.4 p-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-trityl-1-thio-pB-D-glucopyranosid (30)
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Eine Losung von 169 g (36.9 mmol) 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4,6-O-benzyliden-1-thio-f-D-gluco-
pyranoside (29) in 300 ml Methanol wurde mit 200 mg p-Toluolsulfonsdure versetzt und 4 h auf 70 °C erhitzt.
Nach vollstindigem Umsatz wurde mit 10 mL Triethylamin neutralisiert und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt, der Riickstand mit Toluol (2 X 50 mL) kodestilliert und das Rohprodukt schlieBlich durch
Kristallisation (‘Hex/EtOAc = 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.8 g (34.4 mmol, 93%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.12 (‘Hex/EtOAc, 2:1).
EI-MS (positiv), m/z: 370.1088 [M]”, ber.: 370.1086.

[a]2 = —22.2 (c = 1.00, CHCIy).
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"H-NMR (400 MHz, COSY, HMBC, HSQC, CDCly), & [ppm] = 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H,,), 7.12(d, J =
8.51 Hz, 2H, Hy,), 5.05 (t, Jisse = Jysue = 9.3 Hz, 1H, H-3), 4.88 (dd, Jipyn = 10.0 Hz, Jypys = 9.3 Hz, 1H,
H-2), 4.67 (d, Jys = 10.0 Hz, 1H, H-1), 3.92 (dd, Jiganey = 12.1 Hz, Jiggapss = 3.3 Hz, 1H, H-6,), 3.80 (dd,
Jioisa = 12.1 Hz, Jugons = 4.6 Hz, 1H, H-6y), 3.69 (t, Juass = Juans = 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.42 (ddd, Jygs s =
9.7 Hz, Jyspigo = 4.6 Hz, Jys niea = 3.3 Hz, 1H, H-5), 2.33 (s, 3H, -SPhMe), 2.09, 2.06 (2 x s, 6H, -OAc).

BC-NMR (100 MHz, CDCLy), 8 [ppm] = 171.6, 169.7 (2 x C=0-OAc), 138.8, 133.4, 129.9, 128.1 (6 x Cyy),
86.1 (C-1), 79.7 (C-5), 77.1 (C-3), 70.2 (C-2), 69.2 (C-4), 62.3 (C-6), 21.3 (-SPhMe), 21.0 (2 x CH;-OAc).

Es wurden 9.55g (25.8 mmol, 1 Aquiv.) der zuvor erhaltenen 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-1-thio-p-D-
glucopyranosids unter einer Argonatmosphéire in 70 mL absolutem Pyridin aufgenommen und 200 mg
4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP), sowie 7.19 g (25.8 mmol, 1 Aquiv.) Triphenylmethylchlorid zugegeben.
Die Reaktionslosung wurde 6 h auf 50 °C erhitzt, bevor nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, und der Riickstand erneut in 100 mL Dichlormethan aufgenommen wurde. Die organische
Phase wurde sukzessive mit 1 M Salzsdure (1 x 50 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
(2x70mL) und einer geséttigten Natriumchloridldsung (1 x 100 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex:EtOAc, 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 14.1 g (22.9 mmol, 89%), farbloser amorpher Feststoff.

R;=0.48 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

EI-MS (positiv), m/z: 612.2187 [M]”, ber.: 612.2182.

[a]3? = —22.8 (¢ = 1.0, CHCl;).

'H-NMR (800 MHz, COSY, HMBC, HSQC, CDCL), § [ppm] = 7.48 — 7.46 (m, 6H, H,,), 7.33 — 7.28 (m, 8H,
Hy), 7.27 — 7.25 (m, 3H, Hy,), 7.10 — 7.08 (m, 2H, Hy,), 5.02 (t, Jissi2 = Jisma = 9.3 Hz, 1H, H-3), 4.91 (dd,
Jipnt = 9.9 Hz, Jipys = 9.3 Hz, 1H, H-2), 4.62 (d, Jiypi2 = 10.0 Hz, 1H, H-1), 3.73 (t, Jigazs = Juams = 9.2 Hz,
1H, H-4), 3.53 — 3.49 (m, 1H, H-6,), 3.43 — 3.39 (m, 2H, H-5, H-6,), 2.34 (s, 3H, -SPhMe), 2.10, 2.05 (2 x s,
6H, -OAc).

BC.NMR (200 MHz, CDCly), § [ppm] = 171.3, 169.7 (2 x C=0-OAc), 143.7, 138.6, 133.8, 129.8, 128.8, 128.7,
128.1, 128.0, 127.4, 127.3 (24 x Cy,), 87.2 (C,), 85.8 (C-1), 78.7 (C-5), 77.0 (C-3), 70.1 (C-2, C-4), 63.5 (C-6),
21.3 (-SPhMe), 21.0 (2 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.'®
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5.3.2.5 p-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-6-O-trityl-1-thio-p-D-
galactopyranosid (31)
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Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von 7.23 g (11.8 mmol, 1 Aquiv.) 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-
trityl-1-thio-B-D-glucopyranosid (30) unter Argonatmosphére, geldst in einem Gemisch aus 100 mL absolutem
Dichlormethan und 20 mL absolutem Pyridin, wurden vorsichtig, {iber einen Zeitraum von 10 min, 2.09 mL
(14.2 mmol, 1.2 Aquiv.) Trifluormethansulfonsiureanhydrid (Tf,0) gegeben und die Reaktionslésung unter
Eiskiihlung 2 h geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wurde die Reaktionslosung mit 70 mL Dichlormethan
verdiinnt und die organische Phase mit 1M Salzsdure (1 x40 mL), einer geséttigten Natrium-
hydrogencarbonatlosung (2 x 60 mL) und Wasser (1 x50 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde und das Losungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur entfernt wurde. Das
so erhaltene 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-triflyl-6-O-trityl-1-thio-B-D-glucopyranosid ~ Rohprodukt
wurde ohne weitere Reinigung im nichsten Reaktionsschritt eingesetzt.

Wihrenddessen wurden 4.84 g (15.3 mmol, 1.3 Aquiv.) Tetrabutylammoniumfluorid Trihydrat sukzessive mit
absolutem Toluol (2 x 20 mL) und absolutem Tetrahydrofuran (1 x 30 mL) kodestilliert. AnschlieBend wurde
der Riickstand in 50 mL absolutem Tetrahydrofuran in Gegenwart von 4.50 g frisch aktiviertem Molekularsieb
4A 2 h bei 0 °C geriihrt wurden, bevor das zuvor bereitgestellte 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-triflyl-6-O-
trityl-1-thio-B-D-glucopyranosid, gelost in 30 mL absolutem Tetrahydrofuran, iiber einen Zeitraum von 10 min
vorsichtig mittels eines Tropftrichters zugegeben wurde. Die Reaktionslosung wurde langsam auf
Raumtemperatur erwirmt und weitere 3 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde iiber Hyflo® filtriert, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex:EtOAc, 3:1)

gereinigt.

Ausbeute: 5.06 g (8.23 mmol, 70%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.59 (‘Hex/EtOAc, 2:1).

EI-MS (positiv), m/z: 614.2145 [M+Na]", ber.: 614.2138.
[a]? = +18.2 (c = 1.0, CHCL).

"H-NMR (400 MHz, COSY, HMBC, HSQC, CDCl), & [ppm] = 7.46 — 7.42 (m, SH, Hy,), 7.40 (d, J = 8.1 Hz,
2H, Hy,), 7.34 — 7.24 (m, 10H, Hy,), 7.09 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ha,), 5.22 (pd, Jipox1 = Jiasss = 10.0 Hz, 1H, H-2),
4.98 (ddd, Jusr = 27.7 Hz, Jiss = 9.9 Hz, Jys s = 2.7 Hz, 1H, H-3), 4.88 (dd, Jiggr = 50.0 Hz, Jigay3 = Jianis=
2.7 Hz, 1H, H-4), 4.62 (d, Jiy 111 = 10.0 Hz, 1H, H-1), 3.63 — 3.50 (m, 2H, H-5, H-6,), 3.30 (td, Jisgp116. = 8.8 Hz,
Jieoss = 2.5 Hz, 1H, H-6y), 2.33 (s, 3H, -SPhMe), 2.10, 2.09 (2 x s, 6H, -OAc).
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BC.NMR (100 MHz, CDCly), 5 [ppm] = 170.4, 169.1 (2 x C=0-OAc), 143.7, 138.4, 133.1, 129.9, 128.8, 128.7,
128.1, 127.3 (24 % Cay), 87.3 (C,), 86.8 (C-1), 86.7 (d, Jesr = 185.6 Hz, C-4), 76.4 (d, Jesy = 18.1 Hz, C-5), 72.7
(d, Josy = 17.7 Hz, C-3) , 67.6 (C-2), 61.8 (C-6), 21.3 (-SPhMe), 21.0, 20.9 (2 x CH3-OAc).

PF-NMR (375 MHz, CDCLy), 8 [ppm] = —216.21 (dt, Jg 4 = 50.0 Hz, Jp 53 = Jpus = 28.1 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.'®

5.3.2.6 p-Methylphenyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-1-thio-f-p-gluco-

pyranosid (32)
OAc
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Eine Losung von 4.57 g (7.43 mmol) 4-Methylphenyl-2,3-di-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-6-O-trityl-1-thio-p-D-
glucopyranosid (31) wurden in 200 mL wéssriger 80%iger Essigsdure 4 h auf 90 °C erhitzt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Toluol (2 x 30 mL) kodestilliert.
AnschlieBend wurde das erhaltene Rohprodukt bei 0 °C in 80 mL absolutem Pyridin aufgenommen und 20 mL
Essigsdureanhydrid zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 24 h geriihrt, bevor nach beendeter Reaktion mit
100 mL Dichlormethan verdiinnt und auf 200 mL Eiswasser gegossen wurde. Die organische Phase wurde mit
1 M Salzsédure (2 x 50 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlésung (2 x 70 mL), Wasser (2 x 50 mL)
und mit einer gesattigten Natriumchloridldsung (1 X 100 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat  getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

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

Ausbeute: 2.40 g (5.79 mmol, 78% iiber zwei Stufen); farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.66 (‘Hex/EtOAc, 1:1).

EI-MS (positiv), m/z: 414.1151 [M]™, ber.: 414.1149.

[a]%? = +24.6 (c = 1.0, CHCl;).

"H-NMR (400 MHz, COSY, HMBC, HSQC, CDCl;), & [ppm] = 7.39 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hy,), 7.11 (d, J =
7.9 Hz, 1H, Hy,), 5.24 (pd, Juzm1 = Juzns = 10.0 Hz, 1H, H-2), 4.98 (ddd, Juy3 ¢ = 27.7 Hz, Ju3 0 = 10.0 Hz, Ji3 pa
= 2.6 Hz, 1H, H-3), 4.85 (dd, Ju4r = 50.3 Hz, Jy4ns = 2.6 Hz, 1H, H-4), 4.63 (dd, Jy; u» = 10.0 Hz, 1H, H-1),
4.36 (ddd, Jueanep = 11.4 Hz, Jueans = 6.8 Hz, Juer = 1.1 Hz, 1H, H-6,), 4.21 (dd, Juebnea = 11.4 Hz, Jueonis =
6.3 Hz, 1H, H-6y), 3.81 (dt, Jysr = 26.4 Hz, Jys e = 6.7 Hz, 1H, H-5), 2.33 (s, 3H, -SPhMe), 2.10, 2.09, 2.07
(3 x5, 9H, -OAc).
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BC.NMR (100 MHz, CDCLy), & [ppm] = 170.5, 170.4, 169.3 (3 x C=0-OAc), 138.7, 133.6, 129.8, 128.1
(4 % Cpy), 86.6 (C-1), 86.1 (d, Jesy = 186.0, C-4), 74.6 (d, Jesy = 18.3 Hz, C-5), 72.6 (d, Jesr = 17.7 Hz, C-3),
67.3 (C-2), 61.7 (d, Jeg = 5.6 Hz, C-6), 21.3 (-SPhMe), 20.9, 20.8 (3 x CH;-OAc).

PF-NMR (282 MHz, CDCL), 8 [ppm] = —217.01 (dt, Jgu4 = 50.1 Hz, Jp 53 = Jp g = 26.9 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.'®

5.3.2.7 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-1-thio-a-D-glalactopyranosyl Trichlor-

acetimidat (19)
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Zu einer Loésung von 1.86 g (4.49 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Methylphenyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-
1-thio-B-D-galactopyranosid (32) in 100 mL Dichlormethan wurden 10 mL Wasser, 1.21 g (5.39 mmol,
1.2 Aquiv.)) N-Iodsuccinimid und 138 uL (1.80 mmol, 0.4 Aquiv.) Trifluoressigsiure gegeben. Diese
zweiphasige Reaktionslosung wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor nach vollstindigem Umsatz mit
weiteren 100 mL Dichlormethan verdiinnt wurde. Die organische Phase wurde mit einer geséttigten
Natriumthiosulfatlésung (1 X100 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 100 mL) und
Wasser (2 x 200 mL) gewaschen und anschlieBend mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde letztlich im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde flashchromatographisch an

Kieselgel (CH,Cl,/MeOH = 20:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.23 g (4.00 mmol, 89%); farbloser amorpher Feststoff. Das Produkt wurde als Anomerengemisch

erhalten.
ESI-MS (positiv), m/z:  331.0799 [M+Na]’, ber.: 331.0800.

Der zuvor bereitgestellte 4-Fluorgalactosylhemiacetalbaustein wurde in 50 mL absolutem Dichlormethan unter
einer Argonatmosphédre aufgenommen und unter Eiskithlung mit 40.0 puL (268 pmol, 6.7 mol%) 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) versetzt, bevor nach 10 min 2.00 mL (20.0 mmol, 5 Aquiv.) Trichlor-
acetonitril zugetropft wurden. Diese Reaktionslosung wurde unter langsamen auftauen des Eisbades 24 h
geriihrt, bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde und der Riickstand flashchromatographisch an

Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt wurde.

Ausbeute: 1.54 g (3.40 mmol, 85%, 76% iiber zwei Stufen); charakteristisch leicht gelblicher amorpher

Feststoff. Das Produkt wurde als reines a-Anomer erhalten.
R;=0.62 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  473.9899 [M+Na]", ber.: 473.9896.



Synthesen der Monosaccharidbausteine 91

[a]3* = +119.1 (c = 1, CHCL).

'H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, CDCl3),  [ppm] = 8.68 (s, 1H, NH), 6.61 (d, Jiy > = 3.6 Hz, 1H, H-1),
5.43 (ddd, Jip 13 = 10.9 Hz, Jip g1 = 3.6 Hz, Jipr = 1.1 Hz, 1H, H-2), 5.35 (ddd, Jy3 r = 26.3 Hz, Jigs o = 10.8 Hz,
Jisie = 2.5 Hz, 1H, H-3), 5.04 (dd, Jigsr = 50.1 Hz, Jiys s = 2.5Hz, 1H, H-4), 4.36 — 4.29 (m, 1H, H-5), 4.30 —
4.23 (m, 2H, H-6,4), 2.14, 2.05, 2.03 (3 x s, 9H, -OAc).

3C-NMR (150 MHz, CDCl;), § [ppm] = 170.4, 170.0 (3 x C=0-OAc), 160.9 (C=NH(CCL)), 93.5 (C-1), 90.9
(-CCls), 86.4 (d, Jear = 185.5 Hz, C-4), 69.4 (d, Josy = 18.2 Hz, C-5), 68.2 (d, Jesr = 17.7 Hz, C-3), 66.8 (C-2),
61.5 (d, Jegr = 5.9 Hz, C-6), 21.0, 20.8, 20.6 (CH;-OAc).

F NMR (282 MHz, CDCl3) & [ppm] = —213.74 — —226.47 (m).

Weitere analytische Daten siche Literatur.**’
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5.3.3 Synthese des 6-Fluorgalactosyldonorbausteins

5.3.3.1 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (24)
OH OH
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Es wurden 20.0 g (111 mmol, 1.0 Aquiv.) kommerziell erhiltliche D-Galactose und 44.3 g (278 mmol,
2.5 Aquiv.) wasserfreies Kupfersulfat in 150 mL absolutem Aceton suspendiert und unter Riihren 2 mL
konzentrierte Schwefelsdure zugegeben. Anschlieend wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor nach
beendeter Reaktion iiber Celite filtriert wurde und das Filtrat mit 10 mL Triethylamin neutralisiert wurde.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 150 mL
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde sukzessive mit einer 1 M Salzsdure (2 x 70 mL), einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlésung (2 x 70 mL) und Wasser (1 x 150 mL) gewaschen, bevor mit
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Letztlich wurde die Losung im Vakuum eingeengt und

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 23.4 g (89.9 mmol, 81%), farbloses Ol.

R;=0.34 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  283.1151[M+Na]", ber.: 283.1152.
[a]3? =—50.5 (c = 1, CHCl;).

'H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCls), & [ppm] = 5.52 (d, Jiyrsi2 = 5.0 Hz, 1H, H-1), 4.57 (dd, Jy3 14 = 7.9 Hz,
Jisie = 2.4 Hz, 1H, H-3), 4.29 (dd, Jiu = 5.0 Hz, Jips = 2.4 Hz, 1H, H-2), 4.23 (dd, Jigayi3 = 7.9 Hz, Jiapis =
1.8 Hz, 1H, H-4), 3.87 — 3.77 (m, 2H, H-6,, H-5), 3.69 (dd, Jioxi6a = 11.4 Hz, Jygons = 7.9 Hz, 1H, H-6y), 1.49,
1.41,1.30 (3 x s, 12H, -CHy).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3), 8 [ppm] = 109.5, 108.7 (2 x C,), 96.3 (C-1), 71.6 (C-4), 70.8 (C-3), 70.6 (C-2),
68.3 (C-5), 62.2 (C-6), 26.1, 26.0, 25.0, 24.4 (4 x -CH).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*
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5.3.3.2 6-Desoxy-6-fluor-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranosid (25)
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Es wurden 9.25 g (35.5 mmol, 1 Aquiv.) 1,2:3,4-Di-O-isoprpyliden-o-D-galactopyranose (24) und 5.60 mL
(42.6 mmol, 1.2 Aquiv.) 2,4,6-Collidin unter Argonatmosphire in 100 mL absolutem Dichlormethan vorgelegt
und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden 5.60 mL (42.6 mmoL, 1.2 Aquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid
(DAST) zugegeben, das Eisbad entfernt und anschlieBend 5 h unter Riickfluss erhitzt. Nach beendeter Reaktion
wurde mit 150 mL Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlgsung (3 x 100 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(‘Hex/EtOAc = 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 7.91 g (30.2 mmol, 85%); leicht gelbliches Ol.

R;=0.61 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 280.1561 [M+NH,]", ber.: 280.1555.
[a]3! =-45.4 (c=1, CHCly).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl), 8 [ppm] = 5.54 (d, Jys2 = 5.1 Hz, 1H, H-1), 4.66 — 4.59 (m, 2H, H-3, H-6,), 4.54
— 443 (m, IH, H-6b), 4.34 (dd, JHZ,HI =5.0 HZ, JH27H3 =25 HZ, 1H, H-2), 4.26 (dd, JH4,H3 =79 HZ, JH4,H5 =
2.0 Hz, 1H, H-4), 4.12 — 4.03 (m, 1H, H-5), 1.54, 1.44, 1.33 (4 x s, 12H, -CH;).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;),  [ppm] = 109.8, 108.9 (2 x C,), 96.3 (C-1), 82.2 (d, Jeg; = 168.1 Hz, C-6), 70.9,
70.7,70.6 (C-4, C-3, C-2), 66.8 (d, Jesy = 22.6 Hz), 26.2,26.1, 25.1, 24.6 (4 x -CH).

PF-NMR (376 MHz CDCly), & [ppm] = —231.23 (dt, J 6= 46.1 Hz, Jr.uys = 13.3 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.'*
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5.3.3.3 1,2,3,4-Tetra-0O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o/B-np-galactopyranose (26)

F 0._,OAc
AcO F S 3
O 3
AcO AcO” 4 2"0Ac

AcO OAc OAc

Es wurden 7.91 g (30.2 mmol) 6-Desoxy-6-fluor-1,2:3:4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranosid (25) in
250 mL 80%iger wissriger Essigsdure aufgenommen und 18 h auf 80 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Toluol (2 x 50 mL) kodestilliert und anschlieend in
150 mL Pyridin suspendiert. AnschlieBend wurde auf 0 °C gekiihlt, 50 mL Essigsdureanhydrid mittels eines
Tropftrichters iiber einen Zeitraum von 20 min zugegeben und die Reaktionslosung weitere 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 9.53 g (27.2 mmol, 90%), gelbliches Ol. Das Produkt wurde als Anomerengemisch erhalten.
R;=0.38 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 373.0904 [M+Na]’, ber.: 350.1013.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”'

5.3.3.4 2,3,4-Tetra-0O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-galactopyranosyl Trichlor-

acetimidat (18)
F HN__CCl
AcO Y 3
fo) 6
Aco% F7 0 y 20
AcO OW/CCB AcO”4 "2 "0Ac
NH OAc

Es wurden 4.35 g (12.4 mmol, 1 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o/B-D-galactopyranose (26) in
50.0 mL Tetrahydrofuran vorgelegt und bei Raumtemperatur mit 852 uL (14.9 mmol, 1.2 Aquiv.) Eisessig und
993 uL (14.9 mmol, 1.2 Aquiv.) Ethylendiamin versetzt. Die resultierende Suspension wurde 12h bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reaktionslosung nach vollstindigem Umsatz unter vermindertem Druck
konzentriert wurde. Der so erhaltene Riickstand wurde in 100 mL Ethylacetat aufgenommen und die organische
Phase wurde sukzessive mit 1 M Salzsdure (2 x 70 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
(1 x 100 mL) und Wasser (1 x 100 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt ohne weitere Reinigung
im ndchsten Schritt eingesetzt.

Das zuvor bereitgestellte 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-o/B-D-galactopyranosid Hemiacetal wurde bei
0 °C in 50 mL absolutem Dichlormethan unter Argonatmosphire aufgenommen und mit 65.0 pL (436 umol,

3.5 mol%) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) versetzt, bevor 3.10mL (31.0 mmol, 2.5 Aquiv.)
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Trichloracetonitril zugetropft wurden und 12 h geriihrt wurde. Nach vollstindigem Umsatz wurde die
Reaktionslosung im Vakuum eingeengt und im Anschluss flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc =

3:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.82 g (8.43 mmol, 68%, iiber zwei Stufen); charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines a-Anomer erhalten.

R;=0.44 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  473.9897 [M+Na]’, ber.: 473.9896.
[a]3® =+108.6 (c = 1, CHCL,).

'H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCl;), § [ppm] = 8.68 (s, 1H, NH), 6.62 (d, Jiyi 12 = 3.4 Hz, 1H, H-1), 5.61 (dd,
Jars = 3.1 Hz, Jyaps = 1.4 Hz, 1H, H-4), 5.43 (dd, Jis 1 = 10.9 Hz, Jys 1 = 3.1 Hz, 1H, H-3), 5.37 (dd, Jipu53 =
10.9 Hz, Jipy = 3.4 Hz, 1H, H-2), 4.55 — 4.42 (m, 2H, H-5, H-6,), 4.41 — 431 (m, 1H, H-6,), 2.16, 2.02, 2.01
(3 x s, 9H, -OAc).

3C-NMR (100 MHz, CDCLy), § [ppm] = 170.2, 170.1, 170.1 (3 x C=0-OAc), 161.0 (C=NH(CCl;)), 93.6 (C-1),
90.8 (-CCl), 88.3, 80.8 (d, Jesr = 172.3 Hz, C-6), 69.8 (d, Jesy = 23.7 Hz, C-5), 67.5 (C-3, C-4 {d, Josr =
5.6 Hz}), 67.0 (C-2), 20.8, 20.7, 20.6 (3 x CH;-OAc).

F-NMR (376 MHz CDCls), & [ppm] = —231.05 (td, Jp s = 46.5 Hz, Jp.yis = 14.7 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”**>
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5.3.4 Synthese des Glucosylakzeptorbausteins
5.3.4.1 Allyl-2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-glucopyranose (33)

6
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Es wurden 30.0 g (76.8 mmol, 1 Aquiv.) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-o/B-D-glucose (27) und 7.82 mL (115 mmol,
1.5 Aquiv.) Allylalkohol in 200 mL absolutem Dichlormethan vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend
wurden 14.0 mL (113 mmol, 1.5 Aquiv.) Bortrifluorid-Diethyletherat zugegeben und 24 h bei Raumtemperatur
gertihrt, bevor mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt wurde und die organische Phase mit Wasser (2 x 150 mL),
mit einer geséttigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 200 mL) und einer gesittigten Natriumchloridlosung
(1 x 150 mL) gewaschen wurde. AnschlieBend wurde die organische Phase mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel

(“Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 19.3 g (49.9 mmol, 65%); farbloser amorpher Feststoff.
R,=0.27 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 411.1260 [M+Na]’, ber.: 411.1261.

"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.81 (dddd, *J=16.8 Hz, *J = 10.7 Hz, *J = 6.1 Hz, *J =
4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.28 — 5.13 (m, 2H, -CH,CH=CH,), 5.17 (t, Juz > = Juz.i4a = 9.5 Hz, 1H, H-3), 5.05
(t, Juans = Juans = 9.6 Hz, 1H, H-4), 4.98 (dd, Jiz13 = 9.6 Hz, S = 8.0 Hz, 1H, H-2), 4.52 (d, Ji1 ;2 = 7.9 Hz,
1H, H-1), 4.30 (ddt, °J = 13.2 Hz, °J = 4.9 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.22 (dd, Jig.ne» = 12.3 Hz,
Jueans = 4.7Hz, 1H, H-6,), 4.10 (dd, Juepmuea = 12.4 Hz, Jugous = 2.3 Hz, 1H, H-6,), 4.09 — 4.01 (m,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.65 (ddd, Jusus = 9.9 Hz, Jiys 1162 = 4.8 Hz, Juspeo = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.05, 2.00, 1.98,
1.96 (4 x s, 12H, -OAc).

BC-NMR (100 MHz, CDCLy), § [ppm] = 170.7, 170.3, 169.4, 169.3 (4 x C=0-OAc), 133.4 (-CH,CH=CH,),
117.7 (-CH,CH=CH,), 99.6 (C-1), 72.9 (C-3), 71.8 (C-5), 71.3 (C-2), 70.1 (-CH,CH=CH,), 68.5 (C-4), 62.0
(C-6), 20.8, 20.7, 20.7, 20.6 (4 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”*
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5.3.4.2 Allyl-4,6-O-benzyliden-f-D-glucopyranose (34)
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Es wurden 17.2 g (44.2 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3.4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucose (33) in 200 mL Methanol
geldst, 719 mg (13.3 mmol, 0.3 Aquiv.) Natriummethanolat zugegeben und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach beendeter Reaktion wurde mit Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde mit Toluol (2 x 70 mL) kodestilliert und iiber Nacht an der Lyophylle getrocknet. Das

Rohprodukt konnte ohne weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt werden.
ESI-MS (positiv), m/z:  243.0838 [M+Na]’, ber.: 243.0839.

AnschlieBend wurde das Rohprodukt unter einer Argonatmosphére in 250 mL absolutem Acetonitril suspendiert
und 7.94 mL (53.0 mmol, 1.2 Aquiv.) Benzaldehydimethylacetal, sowie 250 mg p-Toluolsulfonsiure
Monohydrat zugegeben. Es wurde 5 h auf 70 °C erhitzt, bevor nach beendeter Reaktion mit 10 mL Triethylamin
neutralisiert und die Losung im Vakuum eingeengt wurde. Der Riickstand wurde in 150 mL Ethylacetat
aufgenommen und die organische Phase wurde mit einer 1 M Salzsdure (1 x 75 mL), einer geséttigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (2 X 75 mL) und einer gesédttigten Natriumchloridlésung (1 x 75 mL)
gewaschen. Anschlieend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 11.6 g (37.6 mmol, 85%), farbloser amorpher Feststoff.

R;=0.78 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 331.1151 [M+Na]’, ber.: 331.1152.

[a]3* =—35.0 (c =1, CHCl;).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 7.52 — 7.47 (m, 2H, Hy,,), 7.40 — 7.34 (m, 3H, Hy,), 5.95
(td, *J = 16.8 Hz, *J = 5.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.54 (s, IH, CHpenyiigen), 5-34 (dd, °J = 17.2 Hz, °J = 1.6 Hz,
1H, -CH,CH=CH_;H,yqns), 5.28 — 5.22 (m, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,0s,,), 4.46 (d, Ju1 112 = 7.7 Hz, 1H, H-1), 4.43 —
4.35 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.35 (dd, Jisanieo = 10.7 Hz, Jyeanis = 5.1 Hz, 1H, H-6,), 4.16 (ddd, °J = 13.0 Hz,
’J = 6.7 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.86 — 3.76 (m, 2H, H-3, H-6), 3.58 (pd, Jusi3 = Juanis =
9.5 Hz, 1H, H-4), 3.53 (pd, Jipu = Jiows = 8.4 Hz, 1H, H-2), 3.46 (td, Jus s = 9.7 Hz, Juspea = 4.9 Hz, 1H,
H-5), 2.59 (br s, 2H, -OH).

BC-NMR (100 MHz, CDCly), & [ppm] = 137.1 (C,), 133.5 (-CH,CH=CH,), 129.5, 128.5, 126.4 (5 x Cy,), 118.6
(-CH,CH=CHy,), 102.3 (CHpengyigen)s 102.1 (C-1), 80.7 (C-4), 74.7 (C-2), 73.3 (C-3), 70.8 (-CH,CH=CH,), 68.8
(C-6), 66.6 (C-5).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”*
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5.3.4.3 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4,6-benzyliden-B-D-glucopyranose (35)
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Es wurden 9.43 g (30.5 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-4,6-benzyliden-B-D-glucopyranose (34) unter Eiskiihlung in
70 mL Toluol aufgenommen und mit 30 mL einer 2:1 Mischung aus Pyridin und Essigsédureanhydrid versetzt.
AnschlieBend wurde unter langsamen Aufwéirmen auf Raumtemperatur 12 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in 70 mL Ethylacetat aufgenommen und die
organische Phase sukzessive mit einer 1M Salzsdure (1 %X 100 mL), einer geséttigten Natrium-
hydrogencarbonatlosung (1 x 100 mL) und Wasser (2 x 100 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 11.3 g (28.7 mmol, 94%); farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.53 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  415.1362 [M+Na]’, ber.: 415.1363.
[a]%® = —47.1 (c =1, CHCI,).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 7.45 — 7.42 (m, 2H, Hy,), 7.38 — 7.33 (m, 3H, Hy,), 5.85
(ddd, *J=17.2 Hz, *J = 10.5 Hz, *J = 6.0 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.50 (s, 1H, CHpensyiiden)> 5-32 (t, Juz.2 = S
=9.5 Hz, 1H, H-3), 5.35 — 5.16 (m, 2H, -CH,CH=CH,), 5.04 (dd, Jio.113 = 9.3 Hz, Jip.y = 7.9 Hz, 1H, H-2), 4.64
(d, Ji o = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.37 (dd, Juganes = 10.6 Hz, Jigons = 5.0 Hz, 1H, H-6,), 4.33 (dt, >J = 4.9 Hz, 'J =
1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.11 (ddt, °J = 13.2 Hz, °J = 6.1 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.84 —
3.77 (m, 1H, H-6y), 3.71 (t, Juayss = Juans = 9.6 Hz, 1H, H-4), 3.52 (td, Jusus = 9.9 Hz, Juspea = 5.0 Hz, 1H,
H-5), 2.07,2.05 (2 x s, 6H, CH;-OAc).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3), 8 [ppm] = 1703, 169.7 (2 x C=0-OAc), 137.0 (C,), 133.4 (-CH,CH=CH,),
129.3, 128.4, 126.3 (5 % Cyy), 117.8 (-CH,CH=CH,), 101.7 (CHpensyiigen)s 100.4 (H-1), 78.5 (C-4), 72.4 (C-2),
72.0 (C-3), 70.4 (-CH,CH=CH,), 68.7 (C-6), 66.5 (C-5), 21.0, 20.9 (2 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*®
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5.3.4.4 Allyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranose (20)
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Es wurden 5.12 g (13.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4,6-benzyliden-B-D-glucopyranose (35) in
200 mL 80%iger Essigsdure gelost und 3 h auf 90 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Toluol (3 x 20 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt konnte ohne

weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt werden.
ESI-MS (positiv), m/z: ~ 327.1050 [M+Na]’, ber.: 327.1050.

AnschlieBend wurde das zuvor bereitgestellte 4,6-Diolrohprodukt unter einer Argonatmosphére in 50 mL
absolutem N, N ‘-Dimethylformamid aufgenommen und 1.77 g (26.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Imidazol zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt, bevor 2.16 g (14.3 mmol, 1.1 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid
(TBSCI) zugegeben und 24 h unter langsamen Erwdrmen auf Raumtemperatur gerithrt wurde. Nach beendeter
Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum eingeengt, der Riickstand in 100 mL Dichlormethan
aufgenommen und die organische Phase sukzessive mit Wasser (2 x50 mL) und einer geséttigten
Natriumchloridldsung (1 x 100 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde die organische Phase mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat  getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.21 g (10.0 mmol, 77% iiber zwei Stufen); farbloses Ol.
R;=0.58 (‘Hex/EtOAc = 2:1).
ESI-MS (positiv), m/z: ~ 441.1916 [M+Na]’, ber.: 441.1915.
[a]%® = —47.2 (c = 1, CHCl,).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, CDCls), & [ppm] = 5.83 (dddd, *J=16.8 Hz, °J=10.7 Hz, °’J = 6.0 Hz, °J =
4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.25 (dd, *J = 17.3 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,;;H,,.,), 5.17 (dd, °J
10.6 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH_H,qn,), 5.07 (t, Jizsr2 = Juzus = 9.5 Hz, 1H, H-3), 4.91 (dd, Joi3 =
9.7 Hz, Jipan = 8.0 Hz, 1H, H-2), 4.51 (d, Ju1;o = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.29 (dd, 7 = 13.2 Hz, °J = 4.9 Hz,
1H, -CH,H,CH=CHy,), 4.06 (ddd, >J = 13.3 Hz, *J = 6.0 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 3.94 (dd, Jii6a.116
=10.5 Hz, Jugons = 4.9 Hz, 1H, H-6,), 3.84 (dd, Jugs.116a = 10.4 Hz, Jugons = 5.8 Hz, 1H, H-6y), 3.74 (t, Jugps =
Juans = 9.2 Hz, 1H, H-4), 3.41 (ddd, Jisus = 9.6 Hz, Jiusues = 6.0 Hz, Juspea = 4.9 Hz, 1H, H-5), 2.07, 2.03
(2 x s, 6H, -OAc), 0.89 (s, 9H, Si-Bu), 0.09, 0.08 (2 x s, 6H, Si-CHj).

BC.NMR (100 MHz, CDCLy), & [ppm] = 171.2, 169.8 (2 x C=0-OAc), 133.6 (-CH,CH=CH,), 117.5
(-CH,CH=CH,), 99.6 (C-1), 75.6 (C-3), 74.3 (C-5), 71.9 (C-4), 71.5 (C-2), 69.9 (-CH,CH=CH,), 64.7 (C-6),
26.0 (3 x Si-fBu), 21.0, 20.9 (CH;-OAc), 18.4 (C, Si-fBu), -5.4 (2 x Si-CHs).



Synthesen der Monosaccharidbausteine 100

5.3.5 Synthese des Glucosaminosylakzeptorbausteins

5.3.5.1 2-Desoxy-2-N-phthalimido-1,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-glucopyranose (36)
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Es wurden 1.60 g (69.6 mmol, 1.0 Aquiv.) Natriummetall unter Eiskiihlung vorsichtig iiber einen Zeitraum von
einer Stunde in 70 mL Methanol geldst und diese frisch bereitete | M Natriummethanolatlésung anschlieBend bei
0°C zu 15.0 g (69.6 mmol, 1.0 Aquiv.) D-Glucosamin Hydrochlorid getropft. Zu dieser Suspension wurden
anschlieBend 6.20 g (41.8 mmol, 0.6 Aquiv.) Phthalsiureanhydrid gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor im Anschluss 10.6 mL (76.6 mmol, 1.1 Aquiv.) Triethylamin, sowie weitere 6.20 g (41.8 mmol,
0.6 Aquiv.) Phthalsiureanhydrid zugegeben wurden. Nach 24 h bei Raumtemperatur wurde der Reaktionskolben
4 h bei —32 °C gelagert und der farblose prazipitierte Feststoff filtriert, der Filterkuchen anschlieBend mit kaltem
Methanol (2 x 100 mL) gewaschen und dieser schlieBlich an Luft getrocknet. Der erhaltene Festoff wurde in
300 mL absolutem Pyridin suspendiert, bevor 200 mg 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 150 mL
Essigsdureanhydrid unter Eiskithlung zugegeben wurden. Es wurde weitere 24 h geriihrt, bevor {iberschiissiges
Essigsdureanhydrid mit 100 mL Ethanol vernichtet wurde und das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde.
Der Riickstand wurde in 200 mL Dichlormethan aufgenommen und die organische Phase sukzessive mit einer
1 M Salzsdure (2 x 70 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 100 mL) und Wasser
(1 x 150 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt wurde. Der Riickstand wurde flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH =
100:1—50:1) gereinigt.

Ausbeute: 23.9 g (50.1 mmol, 72%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.54 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  495.1609 [M+NH,]", ber.: 495.1609.
[a]3! =+61.5 (c =1, CHCI,).

'H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCl;), & [ppm] = 7.82 (dd, J = 5.6 Hz, J = 3.0 Hz, 2H, H,-Pht), 7.71 (dd, J =
5.5 Hz, J = 3.0 Hz, 2H, Hy,-Pht), 6.46 (d, Jiy1 1 = 8.9 Hz, 1H, H-1), 5.83 (dd, Jig3up = 10.6 Hz, Jiy3 s = 9.1 Hz,
1H, H-3), 5.16 (dd, Jiapis = 10.2 Hz, Jigg 3 = 9.1 Hz, 1H, H-4), 4.41 (dd, Jipp3 = 10.6 Hz, iy = 8.9 Hz, 1H,
H-2), 4.32 (dd, Juearier = 12.5 Hz, Jyeans = 4.4 Hz, 1H, H-6,), 4.09 (dd, Jigo1i6a = 12.5 Hz, Jugons = 2.1 Hz, 1H,
H-6y), 3.98 (ddd, Jyys s = 10.2 Hz, Jyys o = 4.4 Hz, Jygs g = 2.2 Hz, 1H, H-5), 2.06, 1.99, 1.98, 1.94, 1.81 (5 x s,
15H, -OAc).

BC.NMR (100 MHz, CDCLy), & [ppm] = 171.1, 170.6, 170.0, 169.5 (4 x C=0-OAc), 168.6, 167.4 (C=O-Pht),
134.6, 134.5, 134.5, 131.2, 123.8, 123.7 (6 x Cay), 89.8 (C-1), 72.6 (C-5), 70.5 (C-3), 68.3 (C-4), 61.5 (C-6),
53.5 (C-2), 20.8, 20.7, 20.6, 20.4 (4 x CH3-OAc).
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Weitere analytische Daten siehe Literatur.”’

5.3.5.2 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3,4,6-tri-O-acetyl--D-glucopyranose (37)
OAc
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Es wurden 21.3 g (44.6 mmol, 1 Aquiv.) 2-Desoxy-2-N-phthalimido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranose

Variante A:

(36) und 12.8 mL (187 mmol, 4.2 Aquiv.) Allylalkohol unter einer Argonatmosphire in 200 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden vorsichtig 12.8 mL (110 mmol,
2.5 Aquiv.) Zinn(IV)-chlorid getropft und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde mit
100 mL Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase sukzessive mit Wasser (3 % 200 mL), einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 100 mL) und einer gesittigten Natriumchloridlosung
(1 x 200 mL) gewaschen, bevor die organische Phase mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(“Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 15.8 g (33.2 mmol, 75%), farbloser amorpher Feststoff.

Variante B:**

Es wurden 4.46 g (9.34 mmol, 1 Aquiv.) 2-Desoxy-2-N-phthalimido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranose
und 2.70 mL (39.4 mmol, 4.2 Aquiv.) Allylalkohol unter einer Argonatmosphire in 100 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden 4.00 g frisch aktivierter Molekularsieb
4A gegeben und 30 min geriihrt, bevor vorsichtig 2.27 g (14.0 mmol, 1.5 Aquiv.) wasserfreies Eisen(III)-chlorid
zugegeben wurden und die Reaktionslosung 1.5 h unter langsamen Erwdrmen auf Raumtemperatur geriihrt
wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase
sukzessive mit 1 M Salzsdure (4 x 200 mL), Wasser (2 x 100 mL) und einer geséttigten Natriumchloridlosung
(1 x200 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt wurde. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (“‘Hex/EtOAc = 1:1)

gereinigt.

Ausbeute: 3.15 g (6.63 mmol, 71%), farbloser Feststoff.

R;=0.55 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 493.1815 [M+NH,]", ber.: 493.1817.

[a]3! = +41.2 (¢ = 0.25, CHCL,).
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"H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCl;), 8 [ppm] = 7.86 — 7.82 (m, 2H, H,,-Pht), 7.73 (dd, J = 5.5 Hz, J = 3.1 Hz,
2H, Hu,-Pht), 5.78 (dd, Jis s = 10.7 Hz, Jys s = 9.1 Hz, 1H, H-3), 5.70 (dddd, *J = 17.2 Hz, >J = 10.3 Hz, °J =
6.4 Hz, °J = 5.1 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.39 (d, Ju 1> = 8.5 Hz, 1H, H-1), 5.16 (dd, Jysns = 10.2 Hz, Jysp3 =
9.1 Hz, 1H, H-4), 5.12 (dq, *J = 17.2 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,,,), 5.05 (ddt, °J = 10.4 Hz, *J =
1.6 Hz, *J = 1.2 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,1,), 4.33 (dd, Jip.pi3 = 10.7 Hz, Jyo 11 = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.33 — 4.29
(m, 1H, H-6,), 4.26 (dddd, >J = 12.9 Hz, °J = 5.2 Hz, *J = 1.7 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.16 (dd,
Jueorisa = 12.3 Hz, Jugons = 2.4 Hz, 1H, H-6,), 4.04 (ddt, ’J = 129Hz, *J = 6.4Hz, *J = 1.3 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.85 (ddd, Jusus = 10.2 Hz, Jus piea = 4.7 Hz, Jus o = 2.4 Hz, 1H, H-5), 2.10, 2.01, 1.84
(3 x's, 9H, -OAc).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;), 3 [ppm] = 170.9, 170.3, 169.6 (3 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.4 (C,,), 133.3
(-CH,CH=CH,), 131.5, 123.7 (5 x Ca), 118.0 (-CH,CH=CH,), 97.2 (C-1), 71.9 (C-5), 70.9 (C-3), 70.3
(-CH,CH=CH,), 69.1 (C-4), 62.1 (C-6), 54.7 (C-2), 20.9, 20.8, 20.6 (3 x CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”®

5.3.5.3 Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-4,6-di-O-benzyliden-B-D-glucopyranose (38)
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Zu einer Losung aus 15.8 g (33.2 mmol, 1 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3,4,6-tri-O-acetyl-B-D-
glucopyranose (37) in 200 mL Methanol wurden 359 mg (6.64 mmol, 0.2 Aquiv.) Natriummethanolat gegeben
und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde mit verdiinnter Essigsdure neutralisiert,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Toluol (2 X 20 mL) kodestilliert. Letztlich wurde

das Rohprodukt eingefroren und iiber Nacht an der Lyophylle getrocknet.

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 367.1501 [M+NH,]", ber.: 367.1500.

(negativ), m/z:  348.1091 [M—H], ber.: 348.1089.

AnschlieBend wurde der Riickstand zusammen mit 6.40 mL (33.2 mmol, 1 Aquiv.) Benzaldehyddimethylacetal
in 150 mL absolutem N,N ‘-Dimethylformamid unter Argon aufgenommen, bevor 100 mg p-Toluolsulfonsdure
Monohydrat zugegeben wurden. Die Reaktionslosung wurde 4 h auf 70 °C erhitzt, bevor nach beendeter
Reaktion mit 10 mL Triethylamin neutralisiert, und die Losung unter verminderten Druck eingeengt wurde. Das
Rohprodukt wurde schlieflich in 200 mL Ethylacetat aufgenommen, die organische Phase sukzessive mit 1 M
Salzsdure (1 x 70 mL), mit einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 70 mL) und einer geséttigten
Natriumchloridlosung (1 x 100 mL) gewaschen und mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel

(‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.
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Ausbeute: 11.8 g (26.9 mmol, 81%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.18 (‘Hex/EtOAc = 4:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  455.1816 [M+NH,]’, ber.: 455.1813.
[a]3? = —32.4 (¢ = 0.5, CHCI;).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, CDCl;), & [ppm] = 7.85 (dd, J = 5.5 Hz, J = 3.0 Hz, 2H, H,-Pht), 7.72 (dd, J =
5.5 Hz, J=3.0 Hz, 2H, Ha,-Pht), 7.53 — 7.48 (m, 2H, Hy,), 7.43 — 7.34 (m, 3H, H), 5.69 (dddd, *J=17.2 Hz, *J =
10.4 Hz, °J = 6.2 Hz, °J = 5.0 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.57 (s, 1H, CHpensyiigen)s 5-30 (d, Ju1 2 = 8.5 Hz, 1H,
H-1), 5.14 (dq, °J = 17.2 Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_j;H\ans), 5.05 (dq, >J = 10.4 Hz, *J = 1.4 Hz,
1H, -CH,CH=CH_iH ;uns), 4.68 — 4.59 (m, 1H, H-3), 4.39 (dd, Jies 11 = 10.5 Hz, Jugans = 4.4 Hz, 1H, H-6,), 4.33
—4.23 (m, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 4.28 (dd, Jioy;3 = 10.6 Hz, Jip i = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.03 (ddt, >/ = 13.0 Hz, *J
= 6.2 Hz, *J= 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.88 — 3.80 (m, 1H, H-6), 3.67 — 3.56 (m, 2H,H-4, H-5), 2.57 (d,
Jowns = 3.2 Hz, 1H, -OH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3), & [ppm] = 168.3, 168.2 (2 x C=0-Pht), 137.1 (C,), 1343 (4 x Cy), 1334
(-CH,CH=CH,), 131.8, 129.5, 128.5, 126.4, 123.6 (5 x Cy,), 117.8 (-CH,CH=CH,), 102.1 (CHpenpytigen)s 98.1
(C-1), 82.4 (C-4), 70.3 (-CH,CH=CH,), 68.8 (C-6), 68.7 (C-3), 66.2 (C-5), 56.7 (C-2).

Weitere analytische Daten siche Literatur.’

5.3.5.4 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4,6-di-O-benzyliden-B-D-
glucopyranose (39)

Ph~X-0
AO&&/O & O_LOAlll
C 5 Y
o
o N o\/\ PR e
Ph” 0" Y3 “NPht
OAc

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von 11.8 g (26.9 mmol, 1 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-4,6-di-
O-benzyliden-B-D-glucopyranose (38) in 100 mL Pyridin wurden 30 mL Essigsdureanhydrid gegeben und 24 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, mit Toluol
(3 x20mL) kodestilliert und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1)

gereinigt.
Ausbeute: 11.2 g (23.3 mmol, 87%), farbloser amorpher Feststoff.
R;=0.36 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  497.1916 [M+Na]", ber.: 497.1918.
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[a]3! = -10.3 (c = 1, CHCl,).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), 5 [ppm] = 7.94 — 7.80 (m, 2H, Hy,-Pht), 7.73 (dd, J =
5.6 Hz, J = 3.0 Hz, 2H, Hx-Pht), 7.50 — 7.42 (m, 2H, H,,), 7.40 — 7.31 (m, 3H, Hy,), 5.90 (dd, Jiy3 11, = 10.3 Hz,
Jisps = 8.8 Hz, 1H, H-3), 5.70 (dddd, *J = 17.3 Hz, °J = 10.4 Hz, °J = 6.2 Hz, °J = 5.1 Hz, 1H, -CH,CH=CH,),
554 (s, 1H, CHpengyiigen)s 548 (d, Juimo = 8.4 Hz, 1H, H-1), 5.14 (dq,’J = 172Hz, *J = 1.6Hz,
1H, -CH,CH=CH . H ), 5.05 (dq, >J = 10.4 Hz, °J = 1.4 Hz, 1H, -CH,CH=CH ;;H,4,,,), 4.42 (dd, Juearigp =
10.4 Hz, Jygans = 4.5 Hz, 1H, H-6,), 4.33 (dd, Jipu3 = 10.3 Hz, Jipy; = 8.4 Hz, 1H, H-2), 4.31 — 4.25 (m, 1H, -
CH,H,CH=CH,), 4.05 (ddt, >J=13.0 Hz, *J = 6.2 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.91 — 3.79 (m, 1H, H-
6), 3.79 —3.71 (m, 2H, H-4, H-5), 1.89 (s, 3H, -OAc).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3),  [ppm] = 170.3, 168.1, 167.7 (C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 137.0 (C,), 134.4 (Cy,),
133.3 (-CH,CH=CH,), 129.3, 128.4, 126.4, 123.7 (8 X Cay), 117.9 (-CH,CH=CH,), 101.8 (CHpenyigen)- 97.9 (C-
1), 79.4 (C-5), 70.5 (-CH,CH=CH,), 69.9 (C-3), 68.8 (C-6), 66.3 (C-4), 5.5 (C-2), 20.7 (CH;-OAc).

Weitere analytische Daten siche Literatur.**

5.3.5.5 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-
glucopyranose (21)
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Es wurden 7.34 g (15.3 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4,6-di-O-benzyliden-p-
D-glucopyranose (39) in 200 ml 80%iger Essigsdure gelost und 6 h auf 60 °C erhitzt. Nach vollstindigem
Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Toluol (3 x 20 mL) kodestilliert.

Das Rohprodukt konnte ohne weitere Reinigung im nichsten Schritt verwendet werden.
ESI-MS (positiv), m/z:  409.1604 [M+NH,]", ber.: 409.1605.

AnschlieBend wurde das Rohprodukt unter Argonatmosphidre bei 0°C in 100 ml absolutem NN~
Dimethylformamid aufgenommen und 2.08 g (30.6 mmol, 2.0 Aquiv.) Imidazol, sowie 2.53 g (16.8 mmol,
1.1 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid zugegeben. Die Reaktionslésung wurde unter langsamen Erwirmen
auf Raumtemperatur 12 h geriihrt, bevor nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt

wurde. Der Riickstand wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 6.88 g (13.6 mmol, 89%), farbloses Ol.

R;=0.45 (‘Hex/EtOAc = 2:1).
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ESI-MS (positiv), m/z:  523.2468 [M+NH,]",  ber.: 523.2470.
[a]2® = ~34.0 (c = 1, CHCL).

"H-NMR (600 MHz, HSQC, COSY, DMSO-dy), 5 [ppm] = 7.93 — 7.90 (m, 2H, Ha,-Pht), 7.89 — 7.86 (m, 2H,
Hy-Pht), 5.69 (dddd, *J = 17.2 Hz, *J = 10.7 Hz, *J = 6.0 Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CHy,), 5.43 (dd, Ji3 1> =
10.7 Hz, Jys s = 8.7 Hz, 1H, H-3), 5.26 (d, Ju1uo = 8.4 Hz, 1H, H-1), 5.04 (dq, °J = 17.3 Hz, ’J = 1.7 Hz,
1H, -CH,CH=CH _;;H ), 5.00 (dq, *J = 10.5 Hz, ’J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH.;;H,...,), 4.18 (ddt, ’J = 13.4 Hz,
°J = 50Hz, *J = 1.6Hz, 1H, -CHH,CH=CH,), 4.00 (ddt, > = 13.5Hz, °J = 6.0Hz, *J = 1.4 Hz,
1H, -CH,H,CH=CHy,), 3.94 — 3.90 (m, 2H, H-6,, H-2), 3.80 (dd, Jigb16a = 11.4 Hz, Jygpuis = 5.0 Hz, 1H, H-6y),
3.50 (dd, Jiups = 9.7 Hz, Juays = 8.7 Hz, 1H, H-4), 3.43 (ddd, Jis s = 9.9 Hz, Jys e = 5.1 Hz, J 15 16= 1.9 Hz,
1H, H-5), 1.83 (s, 3H, -OAc), 0.90 (s, 9H, Si-Bu), 0.09, 0.08 (2 x s, 6H, Si-CH3).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-d,), & [ppm] = 169.9, 167.4, 167.2 (2 x C=0O-Pht, 1 x C=0-OAc), 135.1, 134.9
(2 Cyy), 134.0 (-CH,CH=CH,), 130.8, 130.5 (2 x C,), 123.6, 123.4 (2 x Cy), 116.9 (-CH,CH=CH,), 96.3
(C-1), 76.5 (C-5), 73.4 (C-3), 68.8 (-CH,CH=CH,), 67.9 (C-4), 62.2 (C-6), 54.6 (C-2), 25.8 (Si-/Bu), 20.4
(CH;-OAc), 18.1 (C,-Bu), -5.1, -5.2 (2 x Si-CHj).

"H-NMR (400 MHz, HSQC, COSY, HMBC, CDCly), 8 [ppm] = 7.86 — 7.82 (m, 2H, H,,-Pht), 7.73 — 7.69 (m,
2H, Ha,-Pht), 5.71 (dddd, *J=17.3 Hz, °J = 10.4 Hz, >J = 6.2 Hz, °J = 5.1 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.26 (d, Ji1,.112
= 8.4 Hz, 1H, H-1), 5.12 (dq, °J = 17.3 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,4s), 5.04 (dq, *J = 10.4 Hz, °J =
1.4 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,), 4.37 (dd, Jiy3 1 = 10.9 Hz, Jyy3 514 = 8.5 Hz, 1H, H-3), 4.24 (ddt, >/ = 13.0 Hz,
3J=5.1Hz, *J=1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.15 (dd, Jipp;3 = 10.9 Hz, Jip ;1 = 8.4 Hz, 1H, H-2), 4.05 — 3.98
(m, 2H, -CH,H,CH=CH,, H-6,), 3.88 (dd, Jugonsa = 10.3 Hz, Jugons = 6.7 Hz, 1H, H-6y), 3.63 (dd, Jysps =
9.3 Hz, Jysus = 8.5 Hz, 1H, H-4), 3.53 (ddd, Jus s = 9.4 Hz, Jys 1o = 6.7 Hz, Jyys uiga = 4.9 Hz, 1H, H-5), 1.42 (s,
3H, -OAc), 0.92 (s, 9H, Si-Bu), 0.13, 0.12 (2 x s, 6H, Si-CH;).

BC-.NMR (100 MHz, CDCly) & [ppm] = 168.4 (2 x C=O-Pht, 1 x C=0-OAc), 1342 (2 x Cy), 133.8
(-CH,CH=CH,), 131.9 (2 x C,), 123.6 (2 X Cx,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 97.4 (C-1), 75.6 (C-4), 73.6 (C-5), 71.8
(C-3), 69.9 (-CH,CH=CH,), 653 (C-6), 562 (C-2), 27.1 (CH;-OAc), 26.0 (Si-fBu), 18.4 (C,-Bu), -5.4
(2 x Si-CH).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*®’
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5.4.1.1 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-
tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (44)

/SI o
OAc
AcO OTBS 68G.-O OAllyl
1
poo Oﬁo e de s
AcO 6 N\G&-0-._0 ‘OAc
AcO D 3
AcO \/\ & "2 AcO
AcO 7 'OAc
OAc

Es wurden 892mg (2.13mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-
glucopyranosid (20) und 1.57g (3.19 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3.4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-galactopyranosyl
trichloracetimidat (17) unter einer Argonatmosphire in 50 mL absolutem Dichlormethan aufgenommen und mit
2.00 g frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A versetzt. Es wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor mit einer
Trockeneis/Aceton Kéltemischung auf —78 °C gekiihlt wurde. AnschlieBend wurden 65 pL (362 pmol, 17 mol%)
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) in der Kélte zugegeben und die Reaktionslosung langsam iiber
einen Zeitraum von 1h auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach vollstindigem Umsatz wurde mit 50 mL
Dichlormethan  verdiinnt, iiber ~ Hyflo® filtriett und das Filtrat —mit einer  gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 50 mL) gewaschen, bevor schlielich mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet wurde. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.78 g (3.71 mmol, 82%); farbloser Feststoff.

R;=0.21 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  766.3304 [M+NH,]", ber.: 766.3312.

[a]3! = —5.8 (¢ =1, CHCl5).

RP-HPLC: R,;=10.9 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (70:30) — (100:0) in 15 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCls), § [ppm] = 5.82 (dddd, >J = 16.6 Hz, °J = 10.6 Hz, °J =
6.1 Hz, °J = 5.0 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.33 (dt, Jusuy = 3.6 Hz, Juyus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.22 (dt, °J =
17.2 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,,,,,), 5.18 — 5.10 (m, 2H, -CH,CH=CH_;;H, ..., H-3), 5.09 — 5.03 (m,
1H, H-2"), 4.91 (dd, Jiz. 1 = 10.5 Hz, Juz e = 3.5 Hz, 1H, H-3"), 4.87 (dd, Jipu3 = 9.5 Hz, Jypy = 8.0 Hz, 1H,
H-2), 4.65 (d, Ji1 1 = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.47 (d, Juy; 12 = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.25 (ddd, >/ = 13.3 Hz, ’J = 4.9 Hz,
*J=1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.11 —4.07 (m, 2H, H-6,4,), 4.05 (ddd, >/ = 13.3 Hz, °*J = 5.4 Hz, *J = 1.5 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.93 — 3.84 (m, 2H, H-4, H-6,), 3.84 — 3.77 (m, 3H, H-6,, H-5"), 3.32 — 3.26 (m, 1H,
H-5),2.13,2.04, 2.02, 1.95 (4 x s, 18H, -OAc), 0.91 (s, 9H, Si-fBu), 0.09, 0.08 (2 x s, 6H, Si-CHj).
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BC.NMR (150 MHz, CDCly), § [ppm] = 170.5, 170.3, 170.2, 169.8, 169.0 (6 x C=0-OAc), 133.8
(-CH,CH=CHy,), 117.3 (-CH,CH=CH,), 100.5 (C-1'), 9.5 (C-1), 75.4 (H-5), 74.4 (C-4), 73.0 (C-3), 71.8 (C-2),
71.3 (C-3"), 70.8 (C-5'), 69.6 (-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2'), 67.0 (C-4"), 61.2 (C-6'), 61.0 (C-6), 26.0 (Si-Bu),
21.0,20.9, 20.8,20.8, 20.7 (6 x CH;-OAc), 18.4 (C,-Bu), —4.9, —5.2 (2 x Si-CHj).

5.4.1.2 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-p-
D-glucopyranosid (45)
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Es wurden 2.53g (3.38mmol, 1.0Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid  (44) in 50mL 80%iger Essigsdure
aufgenommen und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde im Vakuum eingeengt und
der Riickstand in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und sukzessive mit 1 M Salzsdure (1 X 40 mL), einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) und Wasser (1 x 70 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.97 g (3.11 mmol, 92%); farbloser Feststoff.
=0.24 (“Hex/EtOAc = 1:1).
ESI-MS (positiv), m/z:  652.2456 [M+NH,]", ber.: 652.2447.
RP-HPLC: R;=4.21 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (70:30) — (100:0) in 15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCly), & [ppm] = 5.83 (dddd, >J = 17.2 Hz, °J = 10.7 Hz, °J =
6.0 Hz, °J = 5.0 Hz, 1H, -CH,CH=CH),), 5.34 (dd, Juyuz = 3.5 Hz, Juuus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.26 (dq, *J =
17.3 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,,), 5.21 — 5.18 (m, 2H, -CH,CH=CH_;;H, .1ns» H-3), 5.10 (dd, Jipp 113
=10.4 Hz, Jip oy = 7.9 Hz, 1H, H-2"), 4.98 (dd, Jys 1 = 10.4 Hz, Jiz e = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 4.90 (dd, Jippu13 =
9.7 Hz, Jipu = 8.0 Hz, 1H, H-2), 4.60 (d, Juy 1o = 8.0 Hz, 1H, H-1'), 4.55 (d, Ji1.112 = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.30
(ddt, >J=13.2 Hz, ’J = 5.0 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 4.13 — 4.06 (m, 3H, H-6,,,", -CH,H,CH=CH,),
3.93 (t, Jugps = Juans = 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.91 — 3.88 (m, 2H, H-5", H-6,), 3.74 (ddd, Jiep 16a = 12.5 Hz, Jugps =
3.1 Hz, 1H, H-6), 3.39 (ddd, Jus s = 9.8 Hz, Jusuey = 3.0 Hz, Jis piea = 2.1 Hz, 1H, H-5), 2.14, 2.05, 2.05, 2.04,
1.96 (5 x s, 18H, -OAc).

BC.NMR (200 MHz, CDCls), & [ppm] =170.5, 170.3, 170.2, 170.0, 169.8, 169.3 (6 x C=0-OAc), 133.5
(-CH,CH=CH,), 117.8 (-CH,CH=CH,), 101.1 (C-1"), 99.8 (C-1), 75.0 (C-4, C-5), 73.1 (C-3), 71.8 (C-2), 71.1
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(C-3", 70.7 (C-5"), 70.4 (-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2'), 66.9 (C-4"), 61.0 (C-6), 60.5 (C-6"), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7
(6 x CH;-OAc).

5.4.1.3 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-
desoxy-6-fluor-f-p-glucopyranosid (10)
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Es wurden zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von 1.24 g (1.95 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-
(2',3",4,6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (45) und 515 pL (3.90 mmol, 2 Aquiv.)
2,4,6-Collidin in 70 mL absolutem Dichlormethan unter Argon, vorsichtig 515 uL (3.90 mmol, 2 Aquiv.)
Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) zugetropft und langsam auf Raumtemperatur erwérmt, bevor fiir weitere
3 h unter Riickfluss erhitzt wurde. Nach vollstandigem Umsatz wurde die organische Phase sukzessive mit einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatldosung (2 x 40 mL), einer gesittigten Natriumchloridldsung (1 % 40 mL)
und Wasser (2 x 40 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Anschlieend
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel

(‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.03 g (1.62 mmol, 83%); farbloser Feststoff.
=0.49 (cHex/EtOAc = 1:1).
ESI-MS (positiv), m/z:  654.2399 [M+NH,]", ber.: 654.2404.
[a]3* = —24.1 (c =1, CHCl,).
RP-HPLC: R;=20.3 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), 8 [ppm] = 5.88 — 5.77 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.33 (dd,
Juwny = 3.4 Hz, Jugns = 1.3 Hz, 1H, H-4'), 5.27 — 5.16 (m, 3H, -CH,CH=CH,, H-3), 5.11 (dd, Jij i3 = 10.4 Hz,
Jirmr = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 4.97 (dd, Juz o = 10.5 Hz, Jyzue = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.90 (dd, Jipus = 9.4 Hz,
Jiomi = 7.8 Hz, 1H, H-2), 4.69 — 4.54 (m, 2H, H-6,4), 4.57 (d, Juy> = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.53 (d, Juim =
7.8 Hz, 1H, H-1), 4.31 (ddt, ’J = 132 Hz, *J = 49 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.14 — 4.03 (m,
3H, -CH,H,CH=CH,, H-6,4"), 3.92 (t, Jiuu13 = Juans = 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.88 (ddd, Jis ea = 7.6 Hz, Jus ngy =
6.4 Hz, Jys.uy = 1.3 Hz, 1H, H-5), 3.49 (dddd, Jisp = 28.6 Hz, Jysus = 10.0 Hz, Jussea = 2.9 Hz, Juspier =
1.5 Hz, 1H, H-5), 2.13, 2.04, 2.03, 2.02, 1.95 (5 x s, 18H, -OAc).

BC.NMR (150 MHz, CDCL3), § [ppm] = 170.5, 170.2, 170.1, 169.8, 169.7, 169.3 (6 x C=0-OAc), 133.4
(-CH,CH=CH,), 117.7 (-CH,CH=CH,), 101.1 (C-1"), 99.5 (C-1), 80.9 (d, Jesr = 174.4 Hz, C-6), 74.8 (d, Josr =
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6.2 Hz, C-4), 73.6 (d, Josr = 18.7 Hz, C-5), 73.4 (C-3), 71.8 (C-2), 71.0 (C-3'), 70.8 (C-5"), 70.0 (-CH,CH=CH,),
69.4 (C-2'), 66.8 (C-4'), 60.9 (C-6'), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (6 x CH;-OAc).

PF-NMR (282 MHz, CDCLy),  [ppm] = —233.88 (td, Ji.i6 = 47.3 Hz, Jp s = 28.5 Hz).

5.4.1.4 2,3-Di-O-acetyl-4-0-(2,3.,4,6-tetra-0O-acetyl--np-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-
fluor-p-p-glucopyranosyl Trichloracetimidat (41)
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Es wurden 807mg (1.27 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-
galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-pB-D-glucopyranosid (10) in 30 mL absoluter Essigsdure aufgenommen und
unter Argonatomsphire 441 mg (381 pumol, 0.3 Aquiv.) Pd(PPh;), zugegeben und auf 60 °C fiir 3 h erhitzt.
AnschlieBend wurde die Reaktion tiber Hyflo" filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde in 70 mL Ethylacetat aufgenommen und sukzessive mit einer geséttigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 70 mL) und Wasser (1 x 70 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde. Das
Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt und als

Anomerengemisch erhalten.
ESI-MS (positiv), m/z: 6142092 [M+NH,]", ber.: 614.2091.

Das zuvor bereitgestellte Hemiacetal wurde anschlieBend in 25 mL absolutem Dichlormethan unter einer
Argonatmosphiére geldst, mit 13.0 pL (87.1 pmol, 6.9 mol%) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) versetzt
und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden 500 uL (5.00 mmol, 3.94 Aquiv.) Trichloracetonitril zugetropft und
die Reaktionslosung 12 h geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt

und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 649 mg (876 umol, 69% iiber zwei Stufen); charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines a-Anomer erhalten.

R;=0.58 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 757.1191 [M+NH,]", ber.: 757.1187.
[a]%® =+38.4 (c =1, CHCly).

RP-HPLC: R,=9.38 min, Luna C18, A =214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.
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"H-NMR (400 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCly),  [ppm] = 8.66 (s, 1H, NH), 6.50 (d, Jyj; 11 = 3.7 Hz, 1H,
H-1), 5.59 (t, Jisse = Jisu = 9.6 Hz, 1H, H-3), 5.33 (dd, Jug 3 = 3.5 Hz, Jywns = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.13 (dd,
Jizay = 104 Hz, Jyp = 7.8 Hz, 1H, H-2'), 5.02 (dd, Jipgs = 10.2 Hz, Jip = 3.7 Hz, 1H, H-2), 4.98 (dd,
Jiza = 10.4, Sy = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.69 — 4.66 (m, 1H, H-6,), 4.63 (d, Jy 2 = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.58 —
4.54 (m, 1H, H-6y), 4.13 (dd, Jyeanisy = 13.4 Hz, Juguns = 6.8 Hz, 1H, H-6,"), 4.10 (dd, Jugyer = 14.7 Hz,
Juewnis = 6.8 Hz, 1H, H-6,'), 4.02 — 3.97 (m, 1H, H-4, H-5), 3.90 (dd, Jiis'1162= Jits.16 = 6.4 Hz, Jysiy = 1.2 Hz,
1H, H-5), 2.14, 2.07, 2.05, 2.02, 1.98, 1.95 (6 x s, 18H, -OAc).

BC-.NMR (100 MHz, CDCL), § [ppm] = 170.5, 170.2, 170.1, 169.4, 169.3 (6 x C=0-OAc), 161.07
(C=NH(CCLy)), 101.2 (C-1'), 93.2 (C-1), 90.8 (-CCls), 80.5 (d, Josr = 174.5 Hz, C-6), 74.4 (d, Josy = 6.2 Hz,
C-4), 72.0 (d, Jesy = 18.4 Hz, C-5), 71.2 (C-3'), 70.9 (C-5"), 70.1 (C-2, C-3), 69.4 (C-2'), 66.8 (C-4"), 60.9 (C-6"),
20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (6 x CH;-OAc).

F-NMR (375 MHz, CDCls), & [ppm] = ~235.08 (td, Jp jiea = 47.6 Hz, Ji g = 47.1 Hz, Jp s = 31.7 Hz).

5.4.1.5 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-f-D-
galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (46)
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Es wurden 1.07 g (2.55 mmol, 1 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid
(20) und 1.73g (3.82mmol, 1.5Aquiv) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-galactopyranosyl
trichloracetimidat (18) vorgelegt und anschlieBend mit absolutem Toluol (2 x 40 mL) sowie absolutem
Dichlormethan (2 x 30 mL) kodestilliert. Der Riickstand wurde unter einer Argonatmosphire in 50 mL
absolutem Dichlormethan aufgenommen und mit 2.50 g frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A versetzt. Es wurde
1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor mit einer Trockeneis/Aceton Kéltemischung auf —78 °C gekiihlt wurde.
AnschlieBfend wurden 78.0 uL (432 umol, 17 mol%) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) in der
Kilte zugegeben und die Reaktionslosung langsam iiber einen Zeitraum von 1 h auf Raumtemperatur erwérmt.
Nach beendeter Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo® filtriert und das Filtrat mit
einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 50 mL) gewaschen, bevor schlielich mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.36 g (1.91 mmol, 75%); farbloser Feststoff.

R, = 0.36 (‘Hex/EtOAc = 2:1).
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ESI-MS (positiv), m/z:  726.3156 [M+NH,]", ber.: 726.3163.

[a]3* =—8.7 (c = 1, CHCL,).

RP-HPLC: R,=9.38 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.
R;=3.90 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (70:30) — (100:0) in 15 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.83 (dddd, *°J = 17.0 Hz, °J = 10.8 Hz, °J =
6.1 Hz, *J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.40 (dd, Jus 3z = 3.6 Hz, Jusus = 1.5 Hz, 1H, H-4"), 5.23 (dd, *J =
17.3 Hz, 2J = 1.6 , 1H, -CHyCH=CH_;;H ), 5.19 — 5.13 (m, 2H, H-3, -CH,CH=CH_;;H,y4s), 5.12 — 5.06 (m, 1H,
H-2"), 4.93 (dd, Jyy3 1 = 10.4 Hz, Jy3 g = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.88 (dd, Jip3 = 9.7 Hz, Jipy = 8.0 Hz, 1H, H-2),
4.66 (d, Jyyy = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.47 (d, Juy1, = 8.1 Hz, 1H, H-1), 4.50 — 4.30 (m, 2H, H-6,4"), 4.26 (ddt, %J
= 13.3 Hz, °J = 48 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.05 (ddt, >J = 13.4 Hz, *J = 6.1 Hz, *J = 1.4 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.94 — 3.85 (m, 2H, H-4, H-6,), 3.85 — 3.78 (m, 2H, H-5", H-6,), 3.30 (ddd, Jys 4 =
9.9 Hz, Jis e = 3.2 Hz, Juspe = 1.6 Hz, 1H, H-5), 2.34, 2.14, 2.02, 2.02, 1.96 (5 x s, 15H, -OAc), 0.91 (s, 9H,
Si-7Bu), 0.10, 0.09 (2 x s, 6H, Si-CH;).

13C-NMR (150 MHz, CDCL;), § [ppm] = 170.2, 170.1, 169.8, 169.0 (5 x C=0-OAc), 133.8 (-CH,CH=CH,),
117.3 (-CH,CH=CH,), 100.7 (C-1'), 99.4 (C-1), 80.6 (d, Jeg.r = 173.0 Hz, C-6"), 75.5 (C-5), 74.9 (C-4), 73.0
(C-3), 71.8 (C-2), 71.5 (d, Jes,p = 23.5 Hz, C-5"), 71.2 (C-3"), 69.5 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2'), 67.1 (d, Jey s =
6.3 Hz, C-4'), 61.1 (C-6), 26.0 (Si-fBu), 21.6, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (5 x CH3-OAc), 18.4 (C,-tBu), -4.9, -5.2
(2 x Si-CHj).

PF-NMR (282 MHz CDCl;), & [ppm] =—230.9 (td, Ji e = 46.6 Hz, Jp s = 12.5 Hz).

5.4.1.6 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-f-D-
galactopyranosyl)-p-pD-glucopyranosid (47)
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Es wurden 1.21 g (1.71 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-Di-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-
D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (46) in 50 mL wissriger Essigsdure (80%)
aufgenommen und 6 h bei 60 °C geriihrt. Nach vollstaindigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Riickstand mit Toluol (2 x 20 mL) kodestilliert. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch
an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 934 mg (1.57 mmol, 92%); farbloser Feststoff.
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R;=0.18 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  612.2304 [M+NH,]", ber.: 612.2298.

[a]3* =—19.4 (c = 1, CHCl;).

RP-HPLC: R,=9.21 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.
R;=3.91 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (70:30) — (100:0) in 15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.83 (dddd, *°J = 17.2 Hz, °J = 10.7 Hz, °J =
5.9 Hz, *J = 5.0 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.40 (dd, Jus 3 = 3.5 Hz, Jusus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.26 (dq, *J =
17.3 Hz, °J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH ;H,y4ns), 5.22 — 5.19 (m, 2H, H-3, -CHyCH=CH_;iH,y14ss), 5.12 (dd, Jipy 11z
=10.4 Hz, Jip = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.00 (dd, Jiz 11 = 10.4 Hz, Jyz e = 3.5 Hz, 1H, H-3"), 4.90 (dd, Jip 13 =
9.7 Hz, Jioy = 8.0 Hz, 1H, H-2), 4.62 (d, Jiy 2 = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.55 (d, Jyj 4o = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.46
(dd, Jyeanier = 9.7 Hz, Jyew s = 6.3 Hz, 1H, H-6,"), 4.43 — 4.39 (m, 1H), 4.36 (dd, Jugy.ex = 9.7 Hz, Jgpnis =
5.2 Hz, 1H, H-6,'), 4.30 (ddt, *J = 13.2 Hz, °J = 5.0 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.08 (ddt, *J =
13.2 Hz, °J = 6.0 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.95 (t, Juss3 = Juans = 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.94 — 3.89
(m, 2H, H-5', H-6,), 3.77 — 3.73 (m, 1H, H-6,), 3.39 (ddd, Jis s = 9.8 Hz, Jugans = 3.1 Hz, Jugous = 2.1 Hz, 1H,
H-5), 2.14,2.05, 2.04, 2.02, 1.97 (5 x s, 15H, -OAc).

BC.NMR (200 MHz, CDCLy), & [ppm] = 170.3, 170.2, 170.1, 169.8, 169.3 (5 x C=0-OAc), 133.5
(-CH,CH=CH,), 117.8 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1), 99.7 (C-1), 80.8 (d, Jog.r = 173.0 Hz, C-6'), 75.4 (C-4),
75.0 (C-5), 73.1 (C-3), 71.8 (C-2), 71.7 (d, Jes.p = 23.1 Hz, C-5'), 71.0 (C-3'), 70.4 (-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2'),
67.1 (d, Jear = 6.8 Hz, C-4), 60.5 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7 (5 x CH3-OAc).

YF-NMR (376 MHz, CDCls), 8 [ppm] = —230.41 ——230.75 (m).

5.4.1.7 Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-p-p-
galactopyranosyl)-B-pD-glucopyranosid (9)
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Es wurden 503 mg (846 pumol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-f-
D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (47) in 30mL Toluol aufgenommen und mit 6 mL eines
Pyridin/Essigsdureanhydrid Gemisches (2:1) versetzt und weitere 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde mit 20 mL Toluol verdiinnt und die organische Phase sukzessive mit einer 1 M
Salzsdure (1 x 50 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatldsung (1 x 50 mL) und Wasser (2 x 50 mL)
gewaschen. Anschlieend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.
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Ausbeute: 485 mg (761 umol, 90%); farbloser Feststoff.

R;=0.55 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  654.2399 [M+NH,]", ber.: 654.2404.

[a]3* =—11.8 (¢ = 1.0, CHCl;).

RP-HPLC: R;=20.9 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.81 (dddd, *°J = 17.3 Hz, °J = 10.4 Hz, °J =
6.1 Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.38 (dd, Jusuz = 3.5 Hz, Jusus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.23 (dq, *J =
17.3 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,4,), 5.18 (t, Juzu = Jizs = 9.2 Hz, 1H, H-3), 5.20 — 5.15 (m,
1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,,), 5.10 (dd, Jip i3 = 10.4 Hz, Jipyyy = 7.9 Hz, 1H, H-2"), 4.95 (dd, Jiz 1 = 10.4 Hz,
Juzma = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 4.90 (dd, Jipps = 9.5 Hz, S = 7.9 Hz, 1H, H-2), 4.50 (d, Jum = 7.9 Hz, 1H,
H-1), 449 (d, Juyu> = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.47 (dd, Jugane = 12.0 Hz, Jygaps = 2.1 Hz, 1H, H-6,), 4.44 (dd,
Juexmier = 12.1 Hz, Jyey s = 5.6 Hz, 1H, H-6,"), 4.36 (dd, Jyep 16 = 11.2 Hz, Sy = 5.6 Hz, 1H, H-6,"), 4.28
(ddt, 27 = 13.2 Hz, °J = 49 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.12 — 4.07 (m, 1H, H-6), 4.05 (ddt, °J =
13.3 Hz, °J = 6.2 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 3.89 (dddd, Jis ¢ = 12.8 Hz, Jissi6a = 6.3 Hz, Jus si =
5.0 Hz, Jusuy = 1.3 Hz, 1H, H-5'), 3.81 (dd, Jugus = 9.9 Hz, Jusns = 9.0 Hz, 1H, H-4), 3.58 (ddd, Jys 4 =
9.9 Hz, Juse» = 5.1 Hz, Jys ga = 2.1 Hz, 1H, H-5), 2.13, 2.10, 2.03, 2.02, 2.01, 1.94 (6 x s, 18H, CH;-OAc).

BC-NMR (150 MHz, CDCLy), 8 [ppm] = 170.5, 170.2, 170.1, 170.0, 169.7, 169.2 (6 x C=0-OAc), 133.5
(-CH,CH=CH,), 117.7 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1'), 99.4 (C-1), 80.8 (d, Jegr = 172.9 Hz, H-6'), 76.8 (C-4),
73.0 (C-3), 72.7 (C-5), 71.9 (d, Jesip = 24.5 Hz, C-5"), 71.8 (C-2), 71.0 (C-3"), 70.1 (-CH,CH=CH,, C-3'), 69.2
(C-2"), 67.0 (C-4"), 62.1 (C-6), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (6 x CH;-OAc).

PF-NMR (282 MHz, CDCL), 8 [ppm] =—230.06 (td, Jie ¢ = 46.6 Hz, Jys.r = 12.9 Hz).

5.4.1.8 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-p-n-
galactopyranosyl)-a-D-glucopyranosyl Trichloracetimidat (40)
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Es wurden 463 mg (727 pumol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3,6-Tri-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (9) in 30 mL absoluter Essigsdure aufgenommen und mit 252 mg
(218 umol, 0.3 Aquiv.) Pd(PPh;), versetzt. AnschlieBend wurde 3 h auf 60 °C erhitzt, bevor nach vollstindigem
Umsatz iiber Hyflo™ filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. AnschlieBend wurde der

Riickstand in 40 mL Ethylacetat aufgenommen und mit einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
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(2x50mL) und Wasser (1 x50mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.
ESI-MS (positiv), m/z: 6142092 [M+NH,]", ber.: 614.2090.

Der zuvor bereitgestellte Hemiacetalbaustein wurde in 20 mL absolutem Dichlormethan vorgelegt und 7.26 pL.
(48.7 umol, 6.7 mol%) DBU zugegeben. AnschlieBend wurde auf 0 °C gekiihlt und schlielich iiber einen
Zeitraum von 10 min 363 pL (3.63 mmol, 5.0 Aquiv.) Trichloracetonitril zugetropft. Die Reaktion wurde fiir 6 h
bei 0 °C gehalten und schlieBlich nach vollstindigem Umsatz im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 399 mg (538 umol, 74% tiiber zwei Stufen); charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines a-Anomer erhalten.

R;=0.51 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 757.1193 [M+NH,]", ber.: 757.1187.

[a]3® = +56.6 (¢ = 0.5, CHCl;).

RP-HPLC: R;=9.45 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (400 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCls), & [ppm] = 8.65 (s, 1H, NH), 6.48 (d, Jyy1 11 = 3.8 Hz, 1H,
H-1), 5.57 (dd, Jis 12 = 10.1 Hz, Jigs 514 = 9.2 Hz, 1H, H-3), 5.39 (dd, Jiggoiy = 3.5 Hz, Jygss = 1.2 Hz, 1H, H-4"),
5.15 (dd, iz = 10.4 Hz, Jipgyp = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.06 (dd, Jip3 = 10.1 Hz, Jyp; = 3.8 Hz, 1H, H-2), 4.96
(dd, Jigzi = 10.4 Hz, Jygy e = 3.5 Hz, 1H, H-3), 4.54 (d, Jyyysi = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.50 — 4.46 (m, 2H, H-6,,
H-6,"), 4.39 — 4.36 (m, 1H, H-6,), 4.17 — 4.08 (m, 3H, H-5, H-6y), 3.96 — 3.89 (m, 1H, H-5'), 3.90 (t, Jiga 113 =
Juans = 9.6 Hz, 1H, H-4), 2.15, 2.11, 2.05, 2.04, 2.00, 1.97 (6 x s, 18H, -OAc).

13C-NMR (100 MHz, CDCls), § [ppm] = 170.4, 170.2, 169.6, 169.2 (6 x C=0-OAc), 161.1 (C=NH(CCl,)),
101.5 (C-17), 93.0 (C-1), 90.8 (-CCly), 81.0 (d, Jegr = 173.3 Hz, C-6'), 76.4 (C-4), 72.1 (d, Jesip = 22.7 Hz,
C-5'), 71.2 (C-3"), 71.0 (C-5), 70.2 (C-2), 69.7 (C-3), 69.2 (C-2"), 67.1 (d, Jear = 6.2 Hz, C-4"), 61.6 (C-6), 21.0,
20.9,20.8, 20.6 (6 x CH;-OAc).

YF-NMR (375 MHz CDCl;), & [ppm] =—229.64 (td, Jpu¢ = 46.7 Hz, Je s = 13.1 Hz).
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5.4.1.9 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-D-
galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-f-p-glucopyranosid (11)
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Es wurden 397 mg (668 pumol, 1.00 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3",4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-
D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (47) in 30 mL absolutem Dichlormethan aufgenommen, 177 pL
(1.34 mmol, 2.0 Aquiv.) 2,4,6-Collidin zugegeben und die Reaktionsldsung in einer Argonatmosphire auf 0 °C
gekiihlt. AnschlieBend wurden vorsichtig 177 pL (1.34 mmol, 2.00 Aquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid
(DAST) zugetropft und langsam auf Raumtemperatur erwirmt, bevor fiir weitere 3 h unter Riickfluss mit
aufgesetztem Trockenrohr erhitzt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde die organische Phase sukzessive mit
einer gesidttigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 X 40 mL), einer geséttigten Natriumchloridlosung
(1 x40 mL) und Wasser (2 x 40 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an

Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 342 mg (574 pumol, 86%); farbloser Feststoff.

R;=0.49 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  614.2250 [M+NH,]", ber.: 614.2255.

[a]3* =—33.2 (¢ = 0.25, CHCl;).

RP-HPLC: R;=19.8 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0).

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.83 (ddt, °J = 16.6 Hz, °J = 10.8 Hz, °J =
5.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.40 (d, Jus 3y = 3.6 Hz, 1H, H-4'), 5.28 — 5.16 (m, 3H, -CH,CH=CH,, H-3), 5.14
(dd, Jip sz = 10.4 Hz, Jipy = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 4.99 (dd, Jiz 1o = 10.5 Hz, Jyzue = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 491
(dd, Jipus = 9.4 Hz, Jipuy = 7.8 Hz, 1H, H-2), 4.70 — 4.64 (m, 1H, H-6,), 4.59 (d, Ju .y = 7.9 Hz, 1H, H-1"),
4.61 —4.52 (m, 1H, H-6y), 4.54 (d, Ju,.112 = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.48 — 4.34 (m, 2H, H-6,,), 4.31 (dd, >/ = 13.4 Hz,
’J = 5.0 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.07 (dd, >J = 13.2 Hz, °J = 6.2 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.96 — 3.87 (m,
2H, H-4, H-5"), 3.50 (dd, Jys ¢ = 28.5 Hz, Jys s = 9.3 Hz, 1H, H-5), 2.14, 2.04, 2.02, 1.96 (4 x s, 15H, -OAc).

BC.NMR (150 MHz, CDCLy), & [ppm] = 170.2, 170.1, 169.9, 169.7, 169.3 (5 x C=0-OAc), 133.5
(-CH,CH=CH,), 117.7 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1'), 99.5 (C-1), 80.9 (d, Jesr = 174.2 Hz, C-6), 80.7 (d, Jeg.r =
172.9 Hz, C-6"), 75.3 (d, Jear = 6.3 Hz, C-4), 73.7 (d, Jesy = 18.7 Hz, C-5), 73.4 (C-3), 71.9 (C-2), 71.8 (d, Jes
= 22.7Hz, C-5'), 71.0 (C-3), 70.0 (-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2), 67.0 (C-4"), 20.8, 20.8, 20.7, 20.6
(5 x CH3-OAc).
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F NMR (282 MHz, CDCl;), § [ppm] = ~230.51 (td, Ji e = 46.6 Hz, Jpyis = 12.6 Hz, F-6'), ~233.76 (td, Jr.zi6
= 47.3 Hz, Jyus = 28.3 Hz, F-6).

5.4.1.10 2,3-Di-0O-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6"-fluor-f-nD-galacto-
pyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-a-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (42)
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Zu einer Losung aus 330 mg (533 pmol, 1.00 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3",4'"-tri-O-acetyl-6'-desoxy-
6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-p-D-glucopyranosid (11) in 20 mL absoluter Essigsédure wurden
185 mg (160 umol, 0.3 Aquiv.) Pd(PPhs), gegeben und die Reaktionsldsung 4 h bei 70 °C geriihrt. AnschlieBend
wurde iiber Hyflo® filtriert, und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in 50 mL
Ethylacetat aufgenommen und mit einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) und Wasser
(2 x 40 mL) gewaschen. Schlielich wurde die organische Phase mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde flashchromatographisch an

Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.
ESI-MS (negativ), m/z:  601.1590 [M+HCOO] , ber.: 601.1586.

Das zuvor bereitgestellte Hemiacetal wurde im Anschluss unter einer Argonatmosphére in 20 mL absolutem
Dichlormethan aufgenommen und auf 0 °C gekiihlt. Es wurden schlieBlich sukzessive 7.00 uL (46.9 umol,
8.8 mol%) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en (DBU) und 267 pL (2.67 mmol, 5.0 eq) Trichloracetonitril
zugetropft und weitere 4 h Stunden unter Kiihlung geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel

im Vakuum entfernt und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 252 mg (359 umol, 65% tiber zwei Stufen), charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines o-Anomer erhalten.

R;=0.64 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  717.1045 [M+NH,]", ber.: 717.1038.

[a]%® =+45.4 (¢ = 0.5, CHCl).

RP-HPLC: R;=9.43 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.

'"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCLy), 8 [ppm] = 8.66 (s, 1H, NH), 6.52 (d, Jiy, s = 3.7 Hz, 1H,
H-l), 5.62 (dd, JHS,HZ =10.2 HZ, JH},H4 =93 HZ, 1H, H-3), 5.41 (dd, JH4’,H3’ =34 HZ, JH4"H5f =13 HZ, lH, H-4'),
5.18 (dd, JHZ’,H}’ =104 HZ, JHZ’,HI’ =179 HZ, 1H, H-Z’), 5.05 (dd, JHz’HS =10.1 HZ, JHz’Hl =37 HZ, lH, H-2), 5.01
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(dd, Jyype = 104 Hz, Jyype = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.66 (d, Jyyyr = 7.8 Hz, 1H, H-17), 4.70 — 4.58 (m, 2H,
H-6,,), 4.45 (ddd, Jygsa s = 47.0 Hz, Jygea ity = 9.8 Hz, Jigans = 6.3 Hz, 1H, H-6,"), 4.42 (ddd, Jyey.r = 46.2 Hz,
Jiewsica = 9.8 Hz, Jugyns = 5.1 Hz, 1H, H-6,"), 4.06 — 4.00 (m, 1H, H-4), 3.99 — 3.91 (m, 2H, H-5, H-5"), 2.15,
2.06,2.05, 2.00, 1.98 (5 x s, 15H, -OAc).

BC-NMR (200 MHz, CDCl3), & [ppm] = 170.2, 170.1, 169.5, 169.3 (5 x C=0-OAc), 161.1 (C=NH(CCl,)),
101.5 (C-17), 93.3 (C-1), 90.8 (-CCl;), 80.8 (d, Jeg.r = 173.6 Hz, C-6"), 80.5 (d, Jesr = 177.5 Hz, C-6), 74.9
(C-4), 72.1 (d, Jesy = 18.8 Hz, C-5), 72.0 (d, Jesp = 24.1 Hz, C-5"), 71.2 (C-3'), 70.2 (C-2), 70.1 (C-3), 69.5
(C-2), 67.1 (d, Joxr = 6.8 Hz, C-4"), 26.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (5 x CH3-OAc).

PF-NMR (375 MHz, CDCl), § [ppm] = —230.18 (td, Ji ¢ = 46.6 Hz, Jp s = 12.8 Hz, F-6'), —234.86 — —235.28
(m, F-6).

5.4.1.11 Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4’-desoxy-4'-fluor-f-p-galacto-
pyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-$-D-glucopyranosid (48)
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Eine Losung aus 1.48 g (3.27 mmol, 1.5 Aquiv) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-o-D-galactopyranosyl
Trichloroacetimidat (19) und 912 mg (2.18 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-
B-D-glucopyranosid (20) in 20 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten
Molsieb 4A unter Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt.
AnschlieBend wurden 67.0 pL (371 pmol, 17 mol%) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) zugetropft,
weitere 15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kiltebad entfernt wurde und die Reaktionslosung langsam iiber
einen Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur aufgetaut wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 30 mL
Dichlormethan verdiinnt, iber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.11 g (1.57 mmol, 72%); farbloser Feststoff.

R;=0.30 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  726.3164 ((M+NH,]",  ber.: 726.3163.

[a]3* = 4.6 (c = 1, CHCI).
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"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCLy), & [ppm] = 5.87 — 5.77 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.22 (dd,
37 =172HzZ, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,.;H,,0n), 5.18 — 5.09 (m, 2H, -CH,CH=CH_;H, s, H-2"), 5.13 (t,
Jisie = Jisas = 9.7 Hz, 1H, H-3), 4.90 — 4.84 (m, 2H, H-3', H-2), 4.79 (dd, Jusr = 50.0 Hz, Jysr sz = Jysarpis: =
2.8 Hz, 1H, H-4"), 4.67 (d, Jyyyo = 7.9 Hz, 1H, H-17), 4.46 (d, Jyy 1 = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.29 (dd, Jixner =
11.3 Hz, Jyes = 6.7 Hz, 1H, H-6,"), 427 — 420 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.18 (dd, Jueyssw = 11.3 Hz,
Juewnis = 6.5 Hz, 1H, H-6,'), 4.05 (ddd, J = 13.2 Hz, J = 6.0 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.92 — 3.80
(m, 3H, H-4, H-6,4), 3.74 — 3.66 (m, 1H, H-5"), 3.29 (ddd, Jys 0 = 9.7 Hz, Jigs ua = 3.2 Hz, Jygs gy = 1.7 Hz, 1H,
H-5), 2.10, 2.08, 2.08, 2.07, 2.05, 2.02, 2.01 (7 x s, 15H, -OAc), 0.90 (s, 9H, Si-/Bu), 0.09, 0.08 (2 x s, 6H,
Si-CHs).

BC-NMR (150 MHz, CDCLy), & [ppm] = 170.5, 170.2, 169.8 (5 x C=0-OAc), 133.8 (-CH,CH=CH,), 117.3
(-CH,CH=CH,), 100.2 (C-1), 99.5 (C-1), 85.7 (d, Jear = 186.6 Hz, C-4'), 75.4 (C-5), 74.4 (C-4), 72.8 (C-3),
71.8 (d, Jeyp = 18.0 Hz, C-3"), 71.7 (C-2) 71.0 (d, Jes.r = 18.2 Hz, C-5"), 69.6 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 61.4
(d, Jegr = 6.1 Hz, C-6'), 61.0 (C-6), 26.0 (Si-fBu), 20.9, 20.8 (5 x CH3-OAc), 18.4 (C,-fBu), 15.2, —4.9, =5.2
(2 x Si-CH3).

PF-NMR (375 MHz, CDCLy), 8 [ppm] = —217.03 (dt, Jg s = 50.1 Hz, Juz = Jrus = 26.8 Hz).

5.4.1.12 Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-p-p-
galactopyranosyl)-p-pD-glucopyranosid (12)
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Es wurden 663 mg (935 pmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-p-
D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (48) in 50 mL 80%iger Essigsdure
aufgenommen und 4 h auf 90 °C erhitzt. Nach vollstindigem Umsatz wurde die Reaktionslosung im Vakuum

konzentriert und der Riickstand mit Toluol kodestilliert (3 x 10 mL).
ESI-MS (positiv), m/z: 6122301 [M+NH,]", ber.: 612.2298.

Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in 30 mL Toluol aufgenommen und mit 6 mL eines
Pyridin/Essigsédureanhydrid Gemisches (2:1) versetzt und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde mit 20 mL Toluol verdiinnt und die organische Phase sukzessive mit einer 1 M Salzséure
(1 x50mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatldsung (1 x 50 mL) und Wasser (2 x50 mL)
gewaschen. Anschlieend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 499 mg (784 umol, 84%); farbloser Feststoff.
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R;=0.20 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  654.2405 [M+NH,]", ber.: 654.2404.

[a]3* =—9.7 (c = 1, CHCl;).

RP-HPLC: R;=20.5 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCLy), 5 [ppm] = 5.83 (ddt, J= 17.2 Hz, J= 11.0 Hz, J= 5.5 Hz,
2H, -CH,CH=CH,), 5.25 (dqd, J = 17.3 Hz, J= 1.6 Hz, J = 0.5 Hz, 1H, -CH,CHCH,;;H,uns), 5.21 — 5.13 (m, 6H,
H-3, H-2', -CH,CHCH,;;H,4s), 4.92 (dd, Jigp3 = 9.6 Hz, Sy = 7.9 Hz, 1H, H-2), 4.88 (ddd, Jyz.r = 27.5 Hz,
Jiza = 10.4 Hz, Jyy e = 2.7 Hz, 1H, H-3"), 4.80 (dd, Jigg r = 50.0 Hz, Jyyny = 2.6 Hz, 3H, H-4"), 4.51 (d, Ji1m2
= 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.49 — 4.46 (m, 3H, {4.48 (d, Jy1. 1> = 8.3 Hz, 1H, H-1'}, H-6,), 4.35 — 4.29 (m, 1H, H-6,),
4.32 —4.26 (m, 1H, CH,H,CH=CH,), 4.17 (dd, Jissy 116w = 11.3 Hz, Jygouis = 7.2 Hz, 2H, H-6,"), 4.10 (dd, Jissp.116a
=11.9 Hz, Jygons = 5.3 Hz, 1H, H-6), 4.10 — 4.03 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.82 — 3.75 (m, 1H, H-4), 3.74 (t,
Juse = Jusmay = 6.7 Hz, 1H, H-5"), 3.59 (dd, Jigs i = Jissiea = 9.9 Hz, Jys e = 2.1 Hz, 1H, H-5), 2.11, 2.09,
2.08,2.04,2.03 (5 x s, 18H, -OAc).

BC-NMR (150 MHz, CDCly), & [ppm] = 170.5, 170.4, 169.9, 169.7, 169.0 (6 x C=0-OAc), 133.5
(-CH,CH=CH,), 117.8 (-CH,CH=CH,), 100.9 (C-1), 99.5 (C-1), 85.5 (d, Joyr = 186.9 Hz, C-4'), 76.4 (C-4),
72.8 (C-3, C-5), 71.7 (C-2), 71.6 (d, Jey.r = 17.6 Hz, C-3'), 71.0 (d, Jes = 18.3 Hz, C-5"), 70.2 (-CH,CH=CH,),
69.2 (C-2"), 62.2 (C-6), 61.1 (d, Jeg.r = 7.8 Hz, C-6"), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (6 x CH3-OAc).

F-NMR (375 MHz CDCls), & [ppm] = ~217.03 (dt, Jy i = 49.8 Hz, Jp yy = Jpns = 26.6 Hz).

5.4.1.13 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-B-p-galacto-

pyranosyl)-a-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (43)
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Es wurden 467 mg (734 pmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-O-(2',3",6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (12) in 25 mL absolutem Eisessig gelost und mit 254 mg (220 pmol,
0.3 Aquiv.) Pd(PPh;), versetzt und 4 h bei 70 °C geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde iiber Hyflo"”
filtriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in 40 mL Ethylacetat aufgenommen.
AnschlieBend wurde die organische Phase mit einer gesdttigten Natriumhydrogencarbonatldsung (2 % 30 mL)
gewaschen und mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet. Schlieflich wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc = 1:1)

gereinigt.
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ESI-MS (positiv), m/z:  614.2096 [M+NH,]", ber.: 614.2091.
(negativ), m/z:  595.1680 [M—H] , ber.: 595.1683.

Das zuvor bereitgestellte Hemiacetal wurde anschlieBend unter einer Argonatmosphére in 30 mL absolutem
Dichlormethan aufgenommen und mit 11.0 pL (73.7 pmol, 10 mol%) DBU versetzt. AnschlieBend wurde auf
0 °C gekiihlt und portionsweise 367 puL (3.67 mmol, 5 Aquiv.) Trichloracetonitril zugetropft und 6 h bei dieser
Temperatur geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 381 mg (514 pmol, 70% iiber zwei Stufen); charakteristisch leicht gelblicher Feststoff. Das Produkt

wurde als reines a-Anomer erhalten.

R;=0.64 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  757.1199 [M+NH,]", ber.: 757.1187.

[a]%® =+50.0 (¢ = 0.25, CHCl;).

RP-HPLC: R,=15.7 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.

'H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl), & [ppm] = 8.65 (s, 1H, NH), 6.48 (d, Jij; 11 = 3.8 Hz, 1H,
H-1), 5.54 (dd, Jigs 12 = 10.2 Hz, Jygs s = 9.3 Hz, 1H, H-3), 5.20 — 5.16 (m, 1H, H-2"), 5.06 (dd, Jipp.3 = 10.1 Hz,
Jipat = 3.8 Hz, 1H, H-2), 4.90 (ddd, Jyy.r = 27.6 Hz, Juyuy = 10.3 Hz, Jygy e = 2.7 Hz, 1H, H-3"), 4.81 (dd,
Jugr = 50.1 Hz, Jyyny = 2.7 Hz, 1H, H-4"), 4.52 (d, Jigyy = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.48 (dd, Juaneo = 12.0 Hz,
Jieants = 2.0 Hz, 1H, H-6,), 4.35 (ddd, Jiex ey = 11.2 Hz, Jiyganis = 6.1 Hz, Jyggar = 1.2 Hz, 1H, H-6,'), 4.18 (dd,
Jnesier = 11.2 Hz, Jugyns = 7.4 Hz, 1H, H-6,'), 4.15 — 4.09 (m, 3H, H-5, H-6), 3.86 (t, Jyazs = Jiapis = 9.7 Hz,
1H, H-4), 3.77 (dt, Jysp = 25.6 Hz, Jusinew = 6.6 Hz, 1H, H-5"), 2.11, 2.09, 2.06, 2.05, 2.04, 2.00 (6 x s,
18H, -OAc).

BC-NMR (200 MHz, CDCly), & [ppm] = 170.5, 170.4, 170.2, 169.6, 169.1 (6 x C=0-OAc), 161.2
(C=NH(CCly), 101.0 (C-1"), 93.0 (C-1), 90.8 (CCls), 85.5 (d, Jeyr = 187.5 Hz, C-4'), 75.9 (C-4), 71.7 (d, Jeyp =
17.9 Hz, C-3"), 71.1 (C-5), 71.0 (d, Jes:p = 18.2 Hz, C-5'), 70.1 (C-2), 69.5 (C-3), 69.2 (C-2"), 61.6 (C-6), 61.0 (d,
Jegr = 6.8 Hz, C-6"), 21.2, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (6 x CH;-OAc).

F NMR (375 MHz, CDCls), § [ppm] = —217.01 (dt, Je s = 50.1, Jp 3 = 26.5 Hz).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”®
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5.4.1.14 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0-acetyl-f-
D-galactopyranosyl)-6-O-fert-butyldimethylsilyl-B-p-glucopyranosid (49)
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Es wurden 1.12 g (2.22 mmol, 1 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl-B-D-glucopyranose (21) und 1.64 g (3.33 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-galactopyranosyl
Trichloracetimidat (17) vorgelegt und anschlieBend mit absolutem Toluol (2 x 40 mL) sowie absolutem
Dichlormethan (2 x 30 mL) kodestilliert. Der Riickstand wurde unter einer Argonatmosphdre in 50 mL
absolutem Dichlormethan aufgenommen und mit 2.50 g frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A versetzt. Es wurde
1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor mit einer Trockeneis/Aceton Kiltemischung auf —78 °C gekiihlt wurde.
AnschlieBend wurden 68.1 pL (377 pol, 17 mol%) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) in der Kaélte
zugegeben und die Reaktionsldsung langsam {iber einen Zeitraum von 1 h auf Raumtemperatur erwarmt. Nach
beendeter Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo® filtriert und das Filtrat mit einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 50 mL) gewaschen, bevor schlielich mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.66 g (1.98 mmol, 89%); farbloser Feststoff.

R;=0.25 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  853.3411 [M+NH,]", ber.: 853.3421.

[a]3* =+25.1 (c = 1, CHCly).

RP-HPLC: R, = 13.0 min, Luna C18, A =214 nm, Gradient: MeCN:H,0 (70:30) — (100:0) in 15 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl), & [ppm] = 7.86 — 7.80 (m, 2H, H,-Pht), 7.73 — 7.69 (m,
2H, Hy-Pht), 5.76 — 5.67 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.69 (dd, Ji3 11 = 10.7 Hz, Jy3 4 = 8.9 Hz, 1H, H-3), 5.35 (d,
Jurin = 8.5 Hz, 1H, H-1), 5.33 (d, Juaus = 3.6 Hz, 1H, H-4"), 5.13 — 5.02 (m, 3H, -CH,CH=CH,, H-2'), 4.93 (dd,
Jiuzaz = 10.4 Hz, Jyg e = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 4.71 (d, Jyyuo = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 421 (ddt, >/ = 13.0 Hz, *J =
5.1 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.16 (dd, Jipu3 = 10.7 Hz, Jyp 1y = 8.4 Hz, 1H, H-2), 4.11 — 4.04 (m,
2H, H-6,4'), 4.02 (ddt, > = 13.0 Hz, °J = 6.3 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.96 (dd, Jusus = 9.9 Hz,
Juans = 9.0 Hz, 1H, H-4), 3.92 (dd, Jyeanieo = 11.6 Hz, Jiens = 1.6 Hz, 1H, H-6,), 3.87 (dd, Jiep116a = 11.6 Hz,
Juepnis = 3.1 Hz, 1H, H-6), 3.82 (td, Jus.uex = 6.8 Hz, Juseo = 1.3 Hz, 1H, H-5"), 3.49 (ddd, Jys s = 9.9 Hz,
Jusner = 3.1 Hz, Jus e = 1.6 Hz, 1H, H-5), 2.11, 2.05, 2.04, 1.95, 1.88 (5 x s, 15H,-OAc), 0.94 (s, 9H, Si-rBu),
0.14,0.11 (2 x s, 6H, Si-CH3).



Synthesen der Disaccharidfragmente 122

BC-NMR (150 MHz, CDCly), § [ppm] = 170.5, 170.3, 170.3, 170.2, 169.0 (5 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.3,
1342 (2 x Ca), 133.8 (-CH,CH=CH,), 131.5, 131.7 (2 x C,), 123.6 (4 x Cy), 117.5 (-CH,CH=CH,), 100.5
(C-17), 96.9 (C-1), 75.3 (C-5), 75.2 (C-4), 71.3 (C-3"), 71.2 (C-3), 70.7 (C-5'), 69. 8 (-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2'),
67.0 (C-4"), 61.2 (C-6, C-6), 55.1 (C-2), 26.0 (Si-fBu), 20.9, 20.8, 20.7 (5 x CH;-OAc), 18.5 (C,-Bu), —4.8
5.1 (2 x Si-CHs).

5.4.1.15 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-
D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (13)
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Es wurden 1.31 g (1.57 mmol, 1.0 Aquiv) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6"-tetra-O-
acetyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (49) in 30 mL 80%iger Essigsdure
aufgenommen und 5 h bei 70 °C geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Riickstand mit Toluol kodestilliert (2 x 30 mL). Das Rohprodukt wurde anschlieBend
flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.07 g (1.48 mmol, 94%); farbloser Feststoff.
=0.19 (“‘Hex/EtOAc = 1:1).
ESI-MS (positiv), m/z:  739.2563 [M+NH,]", ber.: 739.2556.
[a]3* =+18.8 (¢ =1, CHCl;).
RP-HPLC: R;=20.4 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCL,), & [ppm] = 7.84 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H,,-Pht), 7.74 — 7.69
(m, 2H, Hy,-Pht), 5.77 — 5.70 (m, 1H, H-3), 5.73 — 5.65 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.42 (d, Jy;1 = 8.3 Hz, 1H,
H-1), 5.32 (d, Juany = 3.2 Hz, 1H, H-4"), 5.15 — 5.03 (m, 3H, -CH,CH=CH_;;Hqns, ~-CH,CH=CH iH 05, H-2'),
4.99 (dd, Sy = 104 Hz, Jyy e = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 4.65 (d, Jiye = 7.9 Hz, 1H, H-1'), 4.23 (ddd, *J =
12.9 Hz, °J = 5.0 Hz, *J = 1.1 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.19 (dd, Jipi3 = 10.8 Hz, Jip; = 8.5 Hz, 1H, H-2),
4.13 = 4.06 (m, 1H, H-6,), 4.05 — 3.98 (m, 3H, -CH,H,CH=CH,, H-4, H-6,'), 3.93 (dt, Jueatieo = 12.1 Hz, Jitgarss
=2.7 Hz, 1H, H-6,), 3.90 — 3.86 (m, 1H, H-5"), 3.79 (dd, Jigo116a = 12.3 Hz, Jugois = 3.1 Hz, 1H, H-6,), 3.58 (dt,
Jispis = 10.0 Hz, Jys e, = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.12, 2.07, 2.03, 2.02, 1.95, 1.89 (5 x s, 15H, -OAc).

BC.NMR (150 MHz, CDCly), § [ppm] = 171.3, 170.5, 170.3, 170.2, 167.0, 169.3, 168.0, 167.7 (5 x C=0-OAc,
2 x C=0-Pht), 134.4, 134.3 (2 x Cy), 133.5 (-CH,CH=CH,), 131.7, 131.5 (2 x C,), 123.7 (2 X Cy), 117.9
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(-CH,CH=CH,), 101.1 (C-1"), 97.3 (C-1), 75.7 (C-4), 74.9 (C-5), 71.5 (C-3), 71.1 (C-3"), 70.6 (C-5'), 70.5
(-CH,CH=CH,), 69.4 (C-2"), 66.8 (C-4"), 60.9 (C-6), 60.6 (C-6), 55.1 (C-2), 21.2, 20.9, 20.8, 20.7
(5 x CH;-OAc).

5.4.1.16 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3' 4'-tri-O-acetyl-6'-
desoxy-6'-fluor-p-n-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl--D-
glucopyranosid (50)
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Es wurden 916 mg (1.81 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl-B-D-glucopyranose (21) und 1.23 g (2.72 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-a-D-
galactopyranosyl Trichloracetimidat (18) vorgelegt und anschlieBend mit absolutem Toluol (2 % 40 mL)
kodestilliert. Der Riickstand wurde anschlieBend unter einer Argonatmosphire in 50 mL absolutem
Dichlormethan aufgenommen und mit 2.00 g frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A versetzt. Es wurde 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor mit einer Trockeneis/Aceton Kéiltemischung auf —78 °C gekiihlt wurde.
Anschliefend wurden 56.0 uL (310 puL, 17 mol%) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT) in der Kailte
zugegeben und die Reaktionsldsung langsam {iber einen Zeitraum von 1 h auf Raumtemperatur erwarmt. Nach
beendeter Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo" filtriert und das Filtrat mit einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 X 50 mL) gewaschen, bevor schlielich mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.24 g (1.56 mmol, 86%); farbloser Feststoff.

R;=0.28 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  813.3267 [M+NH,]", ber.: 813.3272.

RP-HPLC: R,=13.1 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (70:30) — (100:0).

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCLy), & [ppm] = 7.86 — 7.81 (m, 2H, Hy,-Pht), 7.73 — 7.69 (m,
2H, Ha,-Pht), 5.75 — 5.67 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.71 (dd, Jij3 1> = 10.7 Hz, Jy3 114 = 8.9 Hz, 1H, H-3), 5.40 (dd,
Juwny = 35Hz, Jyyus = 1.2 Hz, 1H, H4'), 535 (d, Jyp = 8.5Hz, 1H, H-1), 5.13 — 5.02 (m, 3H,
H-2', -CH,CH=CH,), 4.94 (dd, Jiyz 11y = 10.4 Hz, Jyyy.e = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 4.72 (d, Jyy1s = 8.0 Hz, 1H, H-1"),
447 — 439 (m, 1H, H-6,"), 4.35 (ddd, Jugy.r = 46.1 Hz, Jusy e = 9.1 Hz, Jugyns = 5.4 Hz, 1H, H-6,), 4.23 —
4.19 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.17 (dd, Jippss = 10.7 Hz, Jipp.1y = 8.6 Hz, 1H, H-2), 4.02 (ddt, J = 13.0 Hz, J =
6.3 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.96 (dd, Jiys.is = 9.8 Hz, Jysss = 8.8 Hz, 1H, H-4), 3.92 (dd, Jisariso
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=11.6 HZ, JH()a,HS =1.7 HZ, IH, H-6a), 3.88 (dd, JH6b,H63 =11.6 HZ, JHéb’HS =32 HZ, lH, H-6b), 3.83 (dtd, JHS’,F =
11.8 HZ, JHS’,Héb' =58 HZ, JHS’,H4' =13 HZ, IH, H-S’), 3.50 (ddd, JHS,H4 =99 HZ, JHS,H6b =33 HZ, JHS,HGa =
1.6 Hz, 1H, H-5), 2.12, 2.05, 1.96, 1.87 (4 x s, 12H, -OAc), 0.94 (s, 9H, Si-fBu), 0.13, 0.11 (s, 6H, Si-CHy).

BC-NMR (150 MHz, CDCly), 8 [ppm] = 170.3, 170.2, 169.0 (4 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.3, 134.2
(2 X Cpy), 133.8 (-CH,CH=CH,), 131.8, 131.6 (2 x C,) 123.6 (2 x Cy,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 100.8 (C-1'), 96.9
(C-1), 80.57 (d, Jegr = 172.9 Hz, C-6"), 75.7 (C-4), 75.3 (C-5), 71.5 (d, Jes.r = 23.5 Hz, C-5'), 71.3 (C-3), 71.2
(C-3"), 69.8 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2'), 67.1 (C-4"), 61.3 (C-6), 55.1 (C-2), 26.0 (Si-Bu), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6
(4 x CH3-OAc), 18.5 (C,~Bu), —4.8, 5.1 (2 x Si-CHs).

PF-NMR (282 MHz CDCl;), & [ppm] = —230.84 (td, J e = 46.5 Hz, Jp s = 12.3 Hz).

5.4.1.17 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-
desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)--D-glucopyranosid (14)
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Es wurden 1.07g (1.34 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-
acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (50) in 50 mL
80%iger Essigsdure aufgenommen und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1)

gereinigt.

Ausbeute: 832 mg (1.22 mmol, 91%); farbloser Feststoff.

R;=0.18 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  699.2417 [M+NH,]", ber.: 699.2407.

[a]3* =+12.1 (c = 1, CHCl,).

RP-HPLC: R;=20.7 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCls), 5 [ppm] = 7.87 — 7.81 (m, 2H, H,-Pht), 7.73 — 7.69 (m,
2H, H-Pht), 5.75 (dd, Jiz o = 10.6 Hz, Jis s = 8.8 Hz, 1H, H-3), 5.72 — 5.65 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.42 (d,
Jurm = 8.5 Hz, 1H, H-1), 5.40 — 5.38 (m, 1H, H-4"), 5.16 — 5.09 (m, 2H, -CH,CH=CH;;H, s, H-2"), 5.08 — 5.02
(m, 1H, -CH,CH=CH ;H,4,s), 5.01 (dd, Jiy3.32 = 10.4 Hz, Jyy3. e = 3.5 Hz, 1H, H-3"), 4.68 (d, Jyys2 = 7.9 Hz,
1H, H-1'), 4.41 (dd, Juexnigy = 12.6 Hz, Jugans = 5.7 Hz, 1H, H-6,"), 4.33 (dd, Jugysex = 11.9 Hz, Jugy s =
5.8 Hz, 1H, H-6y'), 4.23 (ddt, ’J = 13.1 Hz, >J = 5.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.20 (dd, Jip13
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10.7 Hz, Jym = 8.6 Hz, 1H, H-2), 4.06 — 4.01 (m, 2H, H-4, -CH,H,CH=CH,), 3.96 — 3.89 (m, 2H, H-6,, H-5'),
3.81 - 3.78 (m, 1H, H-6y), 3.60 — 3.56 (m, 1H, H-5), 2.12, 2.08, 1.96, 1.87 (4 x s, 12H, -OAc).

13C-NMR (150 MHz, CDCl;), § [ppm] = 170.3, 170.1, 170.0, 169.3 (4 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.4, 134.3
(2 x Ca), 133.5 (-CH,CH=CH,), 131.7, 131.5 (2 x C,), 123.9, 123.7 (2 x Ca,), 117.9 (-CH,CH=CH,), 101.3
(C-1), 97.3 (C-1), 80.7 (d, Jegr = 172.7 Hz, C-6'), 76.1 (C-4), 74.9 (C-5), 71.7 (d, Jes,r = 24.3 Hz, C-5'), 71.6
(C-3), 71.0 (C-3"), 70.5 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 67.1 (C-4'), 60.6 (C-6), 55.1 (C-2), 20.8, 20.7, 20.6
(4 x CH;-OAc).

F NMR (282 MHz, Chloroform-d) & = —230.54 (td, Jp ye = 46.6 Hz, Jp s = 12.5 Hz).

5.4.1.18 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-
desoxy-4'-fluor-B-p-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-p-

glucopyranosid (51)
/
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Es wurden 770 mg (1.52 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethyl-
silyl-B-D-glucopyranosid (21) und 1.03 g (2.28 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-desoxy-4-fluor-a-D-
galactopyranosyl Trichloracetimidat (19) vorgelegt und anschlieBend mit absolutem Toluol (2 % 40 mL)
kodestilliert. Der Riickstand wurde unter einer Argonatmosphdre in 50 mL absolutem Dichlormethan
aufgenommen und mit 2.00 g frisch aktiviertem Molekularsieb 4 A versetzt. Es wurde 1 h bei Raumtemperatur
gertihrt, bevor mit einer Trockeneis/Aceton Kéltemischung auf —78 °C gekiihlt wurde. AnschlieBend wurden
46.6 pL (258 umol, 17 mol%) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) in der Kélte zugegeben und die
Reaktionsldsung langsam iiber einen Zeitraum von 1 h auf Raumtemperatur erwéarmt. Nach beendeter Reaktion
wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo® filtriert und das Filtrat mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 50 mL) gewaschen, bevor schlielich mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet wurde. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 995 mg (1.25 mmol, 82%), farbloser Feststoff.

R;=0.43 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 813.3276 [M+NH,]", ber.: 813.3272.

[a]}’ =+27.4 (¢ =1, CHCl5).
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RP-HPLC: R;=12.9 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,0 (70:30) — (100:0) in 15 min.

'H-NMR (400 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCL;), & [ppm] = 7.86 — 7.81 (m, 2H, H,,-Pht), 7.74 — 7.68 (m,
2H, Hy-Pht), 5.77 — 5.66 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.69 (dd, Ji3 11> = 10.7 Hz, Jigs jua = 9.1 Hz, 1H, H-3), 5.35 (d,
Jume = 84Hz, 1H, H-1), 5.16 (dd, Jipyy = 103 Hz, Jypy = 84 Hz, 1H, H-2), 5.13 — 5.01 (m,
2H, -CH,CH=CH,), 4.86 (ddd, Jiyz.r = 27.5 Hz, Jyyupy = 10.3 Hz, Jygy e = 2.8 Hz, 1H, H-3'), 4.79 (dd, Jyysy =
50.7 Hz, Jygy = 2.7 Hz, 1H, H-4"), 473 (d, Jyyyi = 7.8 Hz, 1H, H-1"), 4.29 (ddd, Jyexsigr = 11.2 Hz, Jyea s =
6.5 Hz, Jyser = 1.1 Hz, 1H, H-6,), 4.24 — 4.13 (m, 2H, H-6,', -CH,H,CH=CH,), 4.17 (dd, Jipp.i3 = 10.7 Hz,
Jipp = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.05 — 3.99 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 (dd, Jysns = 9.9 Hz, Jysus = 9.1 Hz, 1H,
H-4), 3.92 — 3.86 (m, 2H, H-6,3,), 3.72 (dt, Jis'r = 25.9 Hz, Jiys e = 6.6 Hz, 1H, H-5"), 3.49 (dd, Jyys i = 9.6 Hz,
Jisaean = 2.7 Hz, 1H, H-5), 2.10, 2.08, 2.05, 1.88 (4 x s, 12H, -OAc), 0.94 (s, 9H, Si-/Bu), 0.14, 0.11 (2 x s, 6H,
Si-CH,).

BC.NMR (100 MHz, CDCly), & [ppm] = 170.5, 170.2, 168.8, 168.0, 167.8 (4 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.3,
1342 (2 x Ca), 133.8 (-CH,CH=CH,), 131.8, 131.6 (2 x C,), 123.6 (2 x Ca), 117.5 (-CH,CH=CH,), 100.2
(C-1), 97.0 (C-1), 85.73 (d, Joxr = 186.6 Hz, C-4"), 75.3 (C-5), 75.1 (C-4), 71.82 (d, Jeyr = 17.6 Hz, C-3"), 70.9
(C-3, {d, Jesr = 18.2 Hz, C-5"}, 69.8 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 61.37 (d, Jeg.r = 5.6 Hz, C-6"), 61.2 (C-6),
55.1 (C-2), 26.1 (Si-/Bu), 20.8, 20.7 (4 x CH;-OAc), 18.5 (C,-Bu), —4.8, —5.2 (2 x Si-CHj).

F-NMR (375 MHz, CDCls) & = —216.83 (dt, Ji iy = 50.2 Hz, Jp jiz = Ji s = 26.6 Hz).

5.4.1.19 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-
desoxy-4'-fluor-p-p-galactopyranosyl)-p-p-glucopyranosid (15)
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Es wurden 867 mg (1.09 mmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3",6'-tri-O-
acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-f-D-galactopyranosyl)-6-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosid (51) in 50 mL
80%iger Essigsdure aufgenommen und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 1:1)

gereinigt.
Ausbeute: 661 mg (970 pmol, 89%); farbloser Feststoff.
R;=0.18 (‘Hex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  699.2411 [M+NH,]", ber.: 699.2407.
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[a]}’ =+52.0 (¢ = 0.5, CHCly).
RP-HPLC: R,=20.8 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (10:90) — (100:0) in 30 min.

"H NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCls),  [ppm] = 7.89 — 7.80 (m, 2H, Hy-Pht), 7.77 — 7.67 (m,
2H, Ha,-Pht), 5.72 (dd, Jyz 4 = 10.7 Hz, Jyz s = 9.0 Hz, 1H, H-3), 5.75 — 5.65 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.43 (d,
Jurmz = 8.5 Hz, 1H, H-1), 5.18 (ddd, Jyp 3 = 10.4 Hz, Jyp = 8.0 Hz, J = 0.8 Hz, 1H, H-2'), 5.12 (dq, *J =
17.2 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,u»s), 5.06 (dt, >J = 10.4 Hz, °J = 1.4 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,0.,),
4.93 (ddd, Juzp = 27.5 Hz, Jyypy = 10.4 Hz, Jyzue = 2.7 Hz, 1H, H-3'), 4.78 (dd, Jusr = 50.1 Hz, Juypuy =
Juyns = 2.7, 1H, H-4"), 4.66 (d, Jiy 11 = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.29 (ddd, Jueu 1 = 11.3 Hz, S nis' = 6.2 HZ, Jigu s
= 1.2 Hz, 1H, H-6,"), 4.24 (ddt, >J = 13.0 Hz, °J = 5.4 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.20 (dd, Jijp 13 =
10.7 Hz, Jup1 = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.14 (dd, Jugy 6w = 11.2 Hz, Jugyus = 7.2 Hz, 1H, H-6,"), 4.05 — 3.98 (m,
2H, H-4, --CH,H,CH=CH),), 3.95 (dd, Jugane» = 12.2 Hz, Jyeapis = 2.0 Hz, 1H, H-6,), 3.84 — 3.75 (m, 2H, H-6,,
H-5"), 3.58 (ddd, Jys s = 10.0 Hz, Jiys e = 2.9 Hz, Jys pea = 2.0 Hz, 1H, H-5), 2.08, 1.88 (2 x s, 12H, -OAc).

3C-NMR (150 MHz, CDCl), 8 [ppm] = 170.5, 170.0, 169.1, 168.0, 167.7 (4 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.4,
1342 (2 % Ca), 133.5 (-CH,CH=CH,), 131.7, 131.5 (2 x C,), 123.7 (2 x Ca), 117.9 (-CH,CH=CH,), 100.7
(C-1), 97.4 (C-1), 85.7 (d, Jear = 187.1 Hz, C-4'), 75.6 (C-4), 74.9 (C-5), 71.6 (d, Jeyr = 19.0 Hz, C-3), 71.1
(C-3), 70.9 (d, Jes,r = 19.1 Hz, C-57), 70.6 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 61.1 (d, Jeg.r = 8.0 Hz, C-6'), 60.6 (C-6),
55.1(C-2), 20.8, 20.6 (4 x CH;-OAc).

F-NMR (375 MHz, CDCls), & [ppm] = ~217.02 (dt, Jy jua= 50.3 Hz, Ji i3 = Jr.yis = 26.8 Hz).
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5.5.1.1 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl-f-
D-galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3",6''-tri-O-acetyl-4"-0-{2""',3""",4""',6'"'-tetra-
O-acetyl-p-pD-galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-p-pD-glucopyranosid
(52a)

Eine Losung aus 183 mg (234 umol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-(2,3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-B-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (16) und 113 mg (156 pmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-
N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3",4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid ~ (13) in
15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten Molsieb 4A unter einer
Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wurden
15.0 uL (83.0 pmol, 0.53 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOT{) zugetropft und weitere
15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéltebad entfernt wurde und die Reaktionslosung langsam iiber einen
Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde 30 mL
Dichlormethan verdiinnt, iber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 169 mg (126 umol, 81%); farbloser Feststoff.

R;=0.30 (‘Hex/EtOAc = 2:3).

ESI-MS (positiv), m/z:  1357.4328 [M+NH,]",  ber.: 1357.4352.

RP-HPLC: R, = 4.15 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1%TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), 5 [ppm] = 7.86 — 7.78 (m, 2H, H,-Pht), 7.71 (d, J =
6.0 Hz, 2H, H,-Pht), 5.70 (t, Jiss2 = Jisss = 10.3 Hz, 1H, H-3), 5.73 — 5.65 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.34 (d,
Jiie = 8.6 Hz, 1H, H-1), 5.35 — 5.30 (m, 2H, H-4', H-4""), 5.17 (t, Jyzrspr = Jysua = 9.0 Hz, 1H, H-3"), 5.13
(dt, °J = 17.2 Hz, %J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;H ), 5.09 (dd, Jigpryz3» = 9.9 Hz, Jygynyyy = 7.6 Hz, 1H,
H-2""), 5.10 — 5.03 (m, 2H, H-2', -CH,CH=CH_;;H,yans), 4.99 (dd, Juz.112 = 10.4 Hz, Jy3. 4 = 3.6 Hz, 1H, H-3"),
4.94 (dd, Sz = 10.4 Hz, iz g = 3.6 Hz, 1H, H-3"), 4.92 (t, Jypp i1 = Jiprpze = 8.3 Hz, 1H, H-2"), 4.67 (d,
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Jurr = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.52 (d, Juy > = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.55 — 4.46 (m, 1H, H-6,"), 4.49 (d, Jiy» o =
8.3 Hz, 1H, H-1""), 4.25 (ddd, *J = 13.1 Hz, °J = 5.1 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.17 (dd, Jip13 =
10.4 Hz, Jyp = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.14 — 4.03 (m, 6H, H-6,, H-6,", H-6,4’, H-6,,""), 4.01 (ddd, 2/ = 13.1 Hz, *J
= 5.3 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.91 — 3.84 (m, 3H, H-5', H-5"", H-4""), 3.81 — 3.77 (m, 2H, H-4,
H-61), 3.69 (ddd, Jys e = 10.1 Hz, Jusuey = 4.5 Hz, Jysps = 2.9 Hz, 1H, H-5), 3.64 (ddd, Jys e = 9.8 hz,
Jusimey = 5.2 Hz, Jusper = 2.4 Hz, 1H, H-5"), 2.13, 2.11, 2.05, 2.05, 2.04, 2.03, 2.02, 1.94, 1.86 (9 xs,
36H, -OAc).

3C-NMR (200 MHz, CDCL;) § = 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.2, 169.1 (12 x C=0-OAc,
2 x C=0-Pht), 134.4, 134.2 (2 x Cyy), 133.4 (-CH,CH=CH,), 132.2, 132.0 (2 x C,), 123.7, 123.6 (2 X C,,), 117.8
(-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1""), 100.9 (C-1"), 100.8 (C-1"), 97.0 (C-1), 77.0 (C-4), 76.2 (C-4"), 74.7 (C-5), 73.0
(C-5", C-3"), 72.0 (C-2"), 71.1 (C-3), 70.9 (C-3'), 70.8 (C-5', C-5"), 70.6 (C-3""), 70.1 (-CH,CH=CHy,), 69.3
(C-2"), 69.2 (C-2"), 67.8 (C-6), 66.8 (C-4""), 66.7 (C-4"), 62.3 (C-6), 60.9 (C-6"), 60.5 (C-6"), 55.0 (C-2), 21.0,
20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (12 x CH3-OAc).

5.5.1.2 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl--D-
galactopyranosyl)-6-0-(2"',3",6"'-tri-O-acetyl-4''-0O-{2'"',3""' ,4'" ,6'"'-tetra-0O-
acetyl-p-D-galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)--D-glucopyranosid (52b)

Zu einer Losung von 112 mg (83.6 umol, 1.0 eq) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-
tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"'-0O-{2"",3"" 4" 6""'-tetra-O-acetyl-p-D-

galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (52a) in 5 mL Ethanol wurden 2.00 mL
(20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und mit absolutem Toluol (2 x 10 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL Pyridin
aufgenommen und mit 2.5 mL Essigsdureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt
und nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde in 20 mL
Ethylacetat aufgenommen und mit einer 1 M Salzsdure (1 x40 mL), einer gesittigten Natriumhydrogen-
carbonatldsung (1 x 40 mL) und Wasser (1 x 40 mL) gewaschen. Anschlieend wurde die organische Phase mit
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.

Ausbeute: 89.0 mg (71.1 pmol, 85%); farbloser Feststoff.
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R;= 0.49 (EtOAc).
ESI-MS (positiv), m/z:  1269.4395 [M+NH,]",  ber.: 1269.4403.
[a]3? =—13.2 (¢ = 0.25, CHCL;).

RP-HPLC: R, = 3.85 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, CDCl;), & [ppm] = 5.84 (dddd, >J = 17.3 Hz, °J =
10.6 Hz, °J = 5.9 Hz, °J = 4.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.75 (d, Jun = 9.4 Hz, 1H, -NHAc), 5.37 (dd, Juspzy =
3.3 Hz, Juyus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.35 (dd, Jug»pz» = 3.5 Hz, Jugwps» = 1.2 Hz, 1H, H-4""), 5.28 (dd, *J =
17.2 Hz, °J = 1.7 Hz, 1H, -CHyCH=CH_;;H,,4s), 5.20 — 5.17 (m, 2H, -CH,CH=CH_;;H,,.1,x, H-3""), 5.11 — 5.08 (m,
2H, H-2', H-2""), 5.06 (dd, Jizpz = 10.5 Hz, Jyzue = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.03 (dd, Jus 2 = 8.5 Hz, Jiz s =
7.4 Hz, 1H, H-3), 4.96 (dd, Jiz» 12 = 10.4 Hz, Jyz g = 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.89 (dd, Jip-p13- = 9.3 Hz, Jippriy» =
7.5 Hz, 1H, H-2"), 4.59 (d, Juy»yo = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.51 — 4.48 (m, 3H, H-1', H-1"", H-6,"), 4.46 (d, Juy 1 =
6.8 Hz, 1H, H-1), 4.29 (ddt, ’J = 13.3 Hz, °J = 4.7 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.15 — 4.09 (m, 3H,
H-6,, H-6,", H-,"), 4.08 — 4.04 (m, 4H, H-2, H-6,, H-6,, H-¢,""), 4.02 (dq, °J = 4.1 Hz, *J = 1.5 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 (ddd, Jis.nex = 7.5 Hz, Jusugy = 6.3 Hz, Jys.ue = 1.3 Hz, 1H, H-5'), 3.88 (ddd,
Jusmpiear = 1.5 Hz, Jysw gy = 6.1 Hz, Jysm g = 1.3 Hz, 1H, H-5""), 3.84 (dd, Jiyg-yi3- = 9.9 Hz, Jygrpsw = 9.0 Hz,
1H, H-4"), 3.74 (t, Japs = Juans = 7.6 Hz, 1H, H-4), 3.72 (dd, Jugp.nea = 10.8 Hz, Jugpuis = 4.8 Hz, 1H, H-6),
3.63 —3.61 (m, 1H, H-5"), 3.58 — 3.55 (m, 1H, H-5), 2.15, 2.11, 2.06, 2.05, 2.04, 2.03 (6 x s, 33H, -OAc), 1.97
(s, 3H, -NHACc), 1.96 (s, 3H, -OAc).

13C-NMR (200 MHz, CDCl;) & = 170.6, 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 169.8, 169.7, 169.2 (12 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.7 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1""), 100.8 (C-1"), 100.7 (C-1), 99.8
(C-1), 76.2 (C-4"), 75.1 (C-4), 74.6 (C-5), 73.0 (C-5"), 72.8 (C-3"), 72.0 (C-2"), 71.7 (C-3), 71.1 (C-3"), 70.8
(C-5', C-5""), 70.7 (C-3"), 69.5 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2'), 69.2 (C-2""), 68.3 (C-6), 67.0 (C-4"), 66.7 (C-4""),
62.2 (C-6"), 61.0 (C-6"), 60.9 (C-6"), 52.4 (C-2), 23.4 (CHy-NHAc), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6
(12 x CH;-OAc).
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5.5.1.3 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(-D-galactopyranosyl)-6-O-(4'"-O-{B-D-
galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (8)

Es wurden 43.2 mg (34.5 pmol) in 5 mL Methanol vorgelegt und bei Raumtemperatur mit einer frisch
zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h wurde mit 1 mL Eisessig neutralisiert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels GroBenausschlusschromatographie an
Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde anschlieBend dreimal in Wasser aufgenommen
und lyophyllisiert.

Ausbeute: 22.9 mg (30.7 pmol, 89%).
ESI-MS (positiv), m/z: 7653141 [M+NH,]", ber.: 765.3135.
(negative), m/z:  746.2736 [M—H], ber.: 746.2724.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, Methanol-d,), & [ppm] = 5.88 (dddd, >J = 17.3 Hz, *J=10.6 Hz, °J
= 5.8 Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.27 (dq, °J = 17.3 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,as), 5.14
(dq, *J =10.5 Hz, %J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H 1., {4.54 (d, 1o = 7.7 Hz, 1H), 4.46 (d, Jiy 1 = 7.8 Hz,
1H), 4.46 (d, Jy1 12 = 8.5 Hz, 1H), 437 (d, Juu = 7.7 Hz, 1H), 4 x H-1}, 4.31 (ddt, 2J = 13.3 Hz, *J =49 Hz, *J
= 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 4.24 (dd, Jigasieo = 11.1 Hz, Jiygonis = 1.8 Hz, 1H, H-6,), 4.05 (ddt, °J = 13.4 Hz,
3J =5.8Hz, *J = 1.6 Hz, IH, -CH,H,CH=CH,), 3.96 (dd, Juepsi6a = 11.1 Hz, Jugouis = 3.8 Hz, 1H, H-6,), 3.91
(dd, J = 12.2 Hz, J = 2.5 Hz, 1H), 3.85 (dd, J = 12.1 Hz, J = 4.3 Hz, 1H), 3.83 — 3.81 (m, 2H), 3.81 — 3.74 (m,
4H), 3.72 — 3.68 (m, 1H), 3.64 — 3.61 (m, 2H), 3.61 — 3.58 (m, 2H), 3.55 — 3.51 (m, 6H), 3.49 (dd, J=9.7 Hz, J
=3.3 Hz, 1H), 3.42 (ddd, J = 9.7 Hz, J= 4.3 Hz, J = 2.6 Hz, 1H), 3.33 (dd, J=9.3 Hz, J = 7.9 Hz, 1H), 1.96 (s,
3H, -NHACc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im "H-NMR zugeordnet werden.

BC-NMR (201 MHz, Methanol-d;) & = 173.5 (C=0-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{105.1, 104.9, 104.5, 102.0, (C-1, C-1’, C-1", C-1"")}, 80.6, 80.4, 77.1, 76.9, 76.5, 76.4, 75.4, 74.8, 747, 74.1,
72.7,72.6, 70.9 (-CH,CH=CH,), 70.4, 70.3, 68.6 (C-6), 62.5, 61.9, 56.7, 22.9 (CH;-NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im '*C-NMR zugeordnet werden.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”®
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5.5.1.4 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl-f-
D-galactopyranosyl)-6-0-(2'",3",6''-tri-O-acetyl-4""-0-{2'"",3""",4""'-tri-O-
acetyl-6'""-desoxy-6'""-fluor-f-p-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-p-p-
glucopyranosid (56a)

Eine Losung aus 156 mg (211 pmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-O-(2',3",4"-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-o-D-glucopyranosyl Trichloracetimidat (40) und 102 mg (141 umol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-
desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid

(13) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten Molsieb 4A unter
Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wurden
15.0 uL (83.0 umol, 0.53 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTf) zugetropft und weitere
15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kiltebad entfernt und die Reaktionslosung langsam iiber einen Zeitraum
von 30 min auf Raumtemperatur aufgetaut wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 30 mL Dichlormethan
verdiinnt, iiber Hyflo" filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
(1 x 40 mL) gewaschen. Anschliefend wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel

im Vakuum entfernt und der Riicksstand flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 135 mg (104 pmol, 74%); farbloser Feststoff.

R;=0.30 (‘Hex/EtOAc = 2:3).

ESI-MS (positiv), m/z: 13174181 [M+NH,4]",  ber.: 1317.4203.

[a]%? =+0.9 (c = 1, CHCI,).

RP-HPLC: R; = 6.20 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCly), & [ppm] = 7.83 — 7.80 (m, 2H, H,,-Pht), 7.71 — 7.69 (m,
2H, Hy,-Pht), 5.70 — 5.65 (m, 2H, H-3, -CH,CH=CH,), 5.37 (d, Jiggys3» = Jiampis» = 3.8 Hz, 1H, H-4"), 5.32 (d,
Jine = 8.7 Hz, 1H, H-1), 531 (d, Jugpy = Juwns = 3.6 Hz, 1H, H-4"), 5.17 (t, Juzrpor = Jygya = 8.9 Hz, 1H,
H-3"), 5.14 — 5.03 (m, 3H, H-2', H-2"", -CH,CH=CH,), 4.98 (dd, Jiyz s> = 10.4 Hz, Jyyz. 1 = 3.5 Hz, 1H, H-3"),
4.95 (dd, Jiz o = 10.4 Hz, Jyzopggr = 3.4 Hz, 1H, H-3""), 4.91 (t, Jypp g1 = Jizrpze = 8.1 Hz, 1H, H-2"), 4.68 (d,
Jirae = 7.5 Hz, TH, H-1"), 4.51 (2 x d, Jygjmpow = 8.1 Hz, Jypyo = 8.0 Hz, 2H, H-1, H-1"") 1H), 4.49 — 4.46
(m, 1H, H-6,"), 4.46 — 4.40 (m, 1H, H-6,""), 4.37 (dd, g 116 = 10.5 Hz, Jugosw = 5.7 Hz, 1H, H-6,""), 4.24
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(dd, ’J = 13.2 Hz, °J = 5.1 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.16 (dd, Jip ;3 = 11.7 Hz, Jyps; = 9.2 Hz, 1H, H-2), 4.15
—4.12 (m, 1H, H-6,"), 4.11 — 4.06 (m, 1H, H-6,"), 4.06 — 3.98 (m, 3H, H-6,, H-6,', -CH,H,CH=CH,), 3.95 — 3.87
(m, 3H, H-4", H-5", H-5""), 3.80 — 3.77 (m, 2H, H-4, H-6), 3.70 — 3.64 (m, 2H, H-5, H-5'), 2.11, 2.10, 2.05,
2.02,2.01, 1.93, 1.85 (7 x s, 33H, -OAc).

BC-NMR (201 MHz, CDCl;) § = 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 170.0, 169.9, 169.9, 169.6, 169.2, 169.1
(11 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.5, 1342 (2 x Cy,), 133.3 (-CH,CH=CH,), 131.7, 131.6 (2% C,), 123.6
(2 x Cy), 117.9 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1"), 100.9 (C-1’), 100.4 (C-1"), 96.9 (C-1), 80.9 (d, Jegny =
172.9 Hz, C-6"), 76.9 (C-4), 76.5 (C-4"), 74.6 (C-5), 72.9 (C-3"), 72.8 (C-5"), 72.0 (C-2"), 71.8 (d, Jeswy =
22.9 Hz, C-5""), 71.0 (C-3, C-3""), 70.8 (C-3"), 70.6 (C-5"), 70.1 (-CH,CH=CHy,), 69.2 (C-2""), 69.1 (C-2"), 67.5
(C-6), 67.0 (d, Jegny = 6.9 Hz, C-4"), 66.8 (C-4"), 62.3 (C-6"), 60.9 (C-6), 54.9 (C-2), 21.1, 21.0, 20.9, 20.8,
20.7, 20.6,20.6 (11 x CH;-OAc).

F-NMR (376 MHz, CDCls) & = —229.96 (td, J; yig» = 46.5 Hz, Jp ys» = 13.1 Hz).

5.5.1.5 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl--D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'',3",6'"-tri-O-acetyl-4'"-0-{2'"",3""",4""'-tri-O-acetyl-
6'""-desoxy-6"""-fluor-p-nD-galactopyranosyl}--p-glucopyranosyl)-p-D-gluco-
pyranosid (56b)

Zu einer Losung von 97.2mg (74.8 umol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-
(2',3",4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4""-O-{2"",3"" 4""'-tri-O-acetyl-6""'-

desoxy-6""-fluor-B-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (56a) in 5 mL Ethanol wurden
2.00 mL (20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit Toluol (2 x 10 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL
Pyridin aufgenommen und 2.5 mL Essigsdureanhydrid zugegeben wurden. Es wurde 12 h bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor nach vollstdndigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in 20 mL
Ethylacetat aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde die organische Phase mit einer 1M Salzséure
(1 x40 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x40 mL) und Wasser (1 x40 mL)
gewaschen, mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das

Rohprodukt wurde schlieBlich flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.

Ausbeute: 75.3 mg (62.1 pmol, 83%); farbloser Feststoff.
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R;=0.47 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 1212.3984 [M+H]", ber.: 1212.3989.

[a]3* =—23.2 (¢ =0.25, CHCL;).

RP-HPLC: R, = 18.8 min, Luna C18, A =214 nm, MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl,), 8 [ppm] = 5.87 — 5.81 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.77 (d, J
= 9.4 Hz, 1H, -NHAc), 5.40 (dd, Juyruz» = 3.5 Hz, Jygmys» = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.37 (dd, Jusyy = 3.3 Hz,
Jusns = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 528 (dd, °J = 17.5 Hz, °J = 1.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,,), 5.22 — 5.17 (m,
2H, -CH,CH=CH_;;H,4,s,» H-3"), 5.13 (dd, Jipyyy3» = 10.4 Hz, Jypr 1 = 7.9 Hz, 1H, H-2""), 5.10 (dd, Jip iz =
10.5 Hz, Jyp1r = 7.7 Hz, 1H, H-2'), 5.07 (dd, Juz 11 = 10.5 Hz, Jiz e = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.02 (dd, Sz =
8.5 Hz, Jys s = 7.3 Hz, 1H, H-3), 4.97 (dd, Jyy3 12 = 10.4 Hz, Jygz g = 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.90 (dd, Jippi3- =
9.1 Hz, Jyyry» = 7.4 Hz, 1H, H-2"), 4.60 (d, Jiy -y = 7.4 Hz, 1H, H-1"), 4.53 (d, Jiyy» o~ = 7.9 Hz, 1H, H-1""),
4.51 — 4.48 (m, 1H, H-6,"), 4.49 (d, Juyuo = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.48 — 4.41 (m, 1H, H-6,""), 4.45 (d, Juyu2 =
7.1Hz, 1H, H-1), 442 — 436 (m, 1H, H-6,"), 4.30 (ddt, °J = 133 Hz, °J = 47Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 4.15 — 4.10 (m, 3H, H-6,', H-6,"), 4.11 — 4.05 (m, 1H, H-2), 4.05 (dd, Jiga 6o = 10.7 Hz,
Jueans = 3.5 Hz, 1H, H-6,), 4.02 (ddt, >J = 13.4 Hz, ’J = 6.0 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.98 (ddd,
Jus e = 7.5 Hz, Jus ey = 6.2 Hz, Jus.ue = 1.3 Hz, 1H, H-5"), 3.94 (ddd, Jus»pea = 6.3 Hz, Jus»ney = 4.8 Hz,
Jusopgr = 1.3 Hz, 1H, H-5""), 3.89 (dd, Jusrpsw = 9.9 Hz, Jiyguiz = 8.9 Hz, 1H, H-4"), 3.76 (t, Juasss = Jrams =
7.4 Hz, 1H, H-4), 3.73 (dd, Jugbs6a = 10.7 Hz, Jugonis = 5.9 Hz, 1H, H-6y), 3.64 (ddd, Jis-par = 10.0 Hz, Jys prear
= 5.1 Hz, Jus gy = 2.1 Hz, 1H, H-5"), 3.56 (ddd, Jys 114 = 7.4 Hz, Juspeo = 5.9 Hz, Jyuspea = 3.7 Hz, 1H, H-5),
2.15,2.12,2.05, 2.04 (9 x s, 27H, -OAc) 1.99 (-NHAc), 1.97 (2 x s, 6H, -OAc).

BC-NMR (201 MHz, CDCly) & = 170.6, 170.5, 170.3, 170.1, 170.0, 169.7, 169.6, 169.3 (11 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.6 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.4 (C-1""), 100.6 (C-1, C-1"), 99.8 (C-1),
81.0 (d, Jegnr = 173.0 Hz, C-6"), 76.5 (C-4"), 75.0 (C-4), 74.6 (C-5), 73.0 (C-5"), 72.8 (C-3"), 72.0 (C-2", {d,
Jesny = 23.5 Hz, C-5"}, 71.7 (C-3), 71.1 (C-3""), 70.8 (C-5"), 70.7 (C-3"), 69.6 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2""),
69.2 (C-2), 68.1 (C-6), 67.1 (d, Jognr = 7.0 Hz, C-4""), 67.0 (C-4'), 62.2 (C-6"), 61.0 (C-6"), 52.4 (C-2), 23.3
(CH;-NHAc), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (11 x CH3-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCls) & = —229.86 (td, Jg sig~ = 46.6 Hz, Jp ys» = 13.2 Hz).
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5.5.1.6 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"'-O-{6""'-
desoxy-6'""-fluor-p-p-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-p-p-gluco-
pyranosid (1)

Es wurden 52.7 mg (43.5 pmol) Allyl 2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-O-{2"",3"" 4""-tri-O-acetyl-6""'-desoxy-6"""-fluor-B-D-galacto-

pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (56b) in 5 mL Methanol vorgelegt und bei Raum-
temperatur mit einer frisch zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 5 h wurde mit 1 mL
Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels Grofenaus-
schlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde anschlieBend

dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.

Ausbeute: 29.7 mg (39.6 umol, 91%).

ESI-MS (positiv), m/z:  767.3091 [M+NH,]", ber.: 767.3092.
750.2827 [M+H]’, ber.: 750.2826.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, Methanol-d,), & [ppm] = 5.88 (dddd, >J = 17.2 Hz, °J = 10.6 Hz, °J
=5.7Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.27 (dq, >J = 17.3 Hz, %J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,¢s), 5.13
(dg, °J = 10.5 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH._;;H,.), 4.64 — 4.61 (m, 1H, H-6,"), 4.59 — 4.55 (m, 1H,
H-6,""), {4.53 (d, Juy = 7.7 Hz, 1H), 4.46 (d, Juy = 7.9 Hz, 1H), 4.45 (d, Jy,.112 = 8.5 Hz, 1H), 4.40 (d, Ji1.12
= 7.7 Hz, 1H), 4 x H-1} 4.31 (ddt, °J = 13.4 Hz, °J = 49 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.23 (dd,
Jueaies = 11.1 Hz, Jugns = 1.8 Hz, 1H, H-6,), 4.05 (ddt, °’J = 13.4Hz, °J = 58Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 3.96 (dd, Jyso.116a = 11.1 Hz, Jugpis = 3.8 Hz, 1H, H-6,), 3.94 — 3.90 (m, 2H), 3.87 — 3.83
(m, 2H), 3.82 — 3.79 (m, 2H), 3.78 — 3.74 (m, 2H), 3.68 (dd, J = 11.4 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 3.63 — 3.60 (m, 2H),
3.58 — 3.51 (m, 7H), 3.43 (ddd, J = 9.5 Hz, J = 4.3 Hz, J = 2.6 Hz, 1H), 3.33 (dd, J = 9.0 Hz, J = 7.9 Hz, 1H),
1.96 (s, 3H, -NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im "H-NMR zugeordnet werden.

BC.NMR (201 MHz, Methanol-dy) & = 173.5 (1 x C=0-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{(105.2, 104.8, 104.5, 102.0) 4 x C-1}, 83.7 (d, Jogr = 167.8 Hz, C-6"), 81.3, 80.4, 76.8, 76.3, 75.4, 75.2 (d,
Jesnp = 21.2 Hz, C-5), 74.8, 74.7, 74.5, 74.1, 72.7, 72.3, 70.9 (-CH,CH=CH,), 70.4, 69.8, 69.7, 68.6 (C-6),
62.5,61.9, 56.7,22.9 (-NHAC).
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Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im PC-NMR zugeordnet werden.

PF-NMR (376 MHz, CDCl3) & = —232.08 (td, J; ¢~ = 47.8 Hz, Jyys» = 13.7 Hz).

5.5.1.7 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-0-(2,3-di-O-acetyl-4-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl}-6-desoxy-6-fluor-p-np-galactopyranosyl)-p-p-
glucopyranosid (55a)

2
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2 2
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A 0 O ~ OAc
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Eine Losung aus 108 mg (146 pmol, 1.5 Aquiv.) 2,3-Di-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-B-D-glucopyranosyl Trichloracetimidat (41) und 70.1 mg (97.1 umol, 1.0 Aquiv.)
Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-f-D-gluco-

pyranosid (13) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten Molsieb 4A
unter einer Argonatmosphére auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 15.0 uL (83.0 pmol, 0.85 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY) zugetropft und
weitere 15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéiltebad entfernt und die Reaktionslosung langsam iiber einen
Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 30 mL
Dichlormethan verdiinnt, iber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 88.4 mg (68.0 umol, 70%); farbloser Feststoff.

R;=0.31 (‘Hex/EtOAc = 2:3).

ESI-MS (positiv), m/z:  1317.4176 [M+NH,]",  ber.: 1317.4203.
[a]Z® =+1.0 (c = 1, CHCI;).

RP-HPLC: R, = 6.18 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.
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"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCls), 5 [ppm] = 7.84 — 7.81 (m, 2H, H,,-Pht), 7.73 — 7.71 (m,
2H, Ha,-Pht), 5.70 (dd, Jis o = 10.7 Hz, Jys s = 8.9 Hz, 1H, H-3), 5.71 — 5.66 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.34 (d,
Jurm = 8.3 Hz, 1H, H-1), 5.35 — 5.31 (m, 2H, H-4', H-4""), 5.22 (t, Juz~1o = Juzrnar = 9.1 Hz, 1H, H-3"), 5.15 —
5.11 (m, 1H, -CHyCH=CH_;;H 40s), 5.12 (dd, Jippr i3 = 10.5 Hz, Jypm iy = 8.0 Hz, 1H, H-2""), 5.08 (dd, Jipy i3 =
10.4 Hz, Jyp 1 = 8.0 Hz, 1H, H-2'), 5.07— 5.04 (m, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,,), 5.00 (dd, Jyy3 11 = 10.5, Jyz 14 =
3.6 Hz, 1H, H-3"), 4.98 (dd, Jy3y0 = 10.4 Hz, Jyzo e = 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.93 (dd, Jip- 3+ = 9.2 Hz, i1
= 7.7 Hz, 1H, H-2"), 4.75 — 4.59 (m, 2H, H-6,1,"), 4.67 (d, Juy-yor = 7.7 Hz, 1H, H-1"), 4.58 (d, Jyppom =
8.0 Hz, 1H, H-1""), 4.55 (d, Juyy = 7.9 Hz, 1H, H-1'), 4.23 (ddt, *J = 13.0 Hz, *J = 5.0 Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 4.17 (dd, Jipys = 10.7 Hz, Jyo; = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.12 (dd, Jyepier~ = 11.2 Hz,
Juear s = 6.1 Hz, 1TH, H-6,""), 4.09 — 4.02 (m, 4H, H-6,, H-6,4', H-6,""), 4.02 — 3.99 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,),
3.97 (t, Juarpzr = Juarps = 9.5 Hz, 1H, H-4"), 3.91 — 3.88 (m, 2H, H-5', H-5""), 3.86 — 3.83 (m, 2H, H-6,, H-4),
3.69 (ddd, Jysus = 9.9 Hz, Jysea = 5.5 Hz, Jus ey = 1.8 Hz, 1H, H-5), 3.54 (ddt, Jys.y = 29.2 Hz, Jyysrjar = 9.9
Hz, Jysyiea = Juswueyr = 2.1 Hz, 1H, H-5"), 2.14, 2.12, 2.06, 2.05, 2.05, 2.04, 2.03, 2.03, 1.96, 1.95, 1.87 (11 x s,
33H, -OAc).

3C-NMR (201 MHz, CDCLy) & = 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 170.0, 169.9, 169.8, 169.7, 169.3, 169.2,
168.0, 167.7 (11 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.4, 1342 (2 x C,), 133.4 (-CH,CH=CH,), 131.7, 1314
(2% C,), 123.7, 123.6 (2 x Ca,), 117.8 (-CH,CH=CH,), 101.2 (C-1""), 101.0 (C-1"), 100.9 (C-1), 96.8 (C-1),
80.8 (d, Jegr =174.6 Hz, C-6"), 76.8 (C-4), 74.8 (C-4"), 74.5 (C-5), 73.9 (Jeswy = 23.0 Hz, C-5"), 73.4 (C-3"),
71.7 (C-2), 71.1 (C-3), 71.0 (C-3", C-3"), 70.9, 70.8 (C-5""), 70.6 (C-5'), 70.0 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"",
C-2'), 67.7 (C-6), 66.9 (C-4'), 66.7 (C-4""), 61.0 (C-6'), 60.9 (C-6"), 54.9 (C-2), 29.8, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6
(11 x CH3-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCl3) & = —233.80 (td, Jg i¢- = 47.6 Hz, Jp s+ = 28.6 Hz).

5.5.1.8 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl--D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3"'-di-O-acetyl-4""-0-{2'"",3""",4""",6'"'-tetra-O-
acetyl-p-D-galactopyranosyl}-6''-desoxy-6''-fluor-p-p-glucopyranosyl)-p-p-
glucopyranosid (55b)

RS TR AR S o) ‘
cO o) AcO AcO AcO AcO
OAc 6 (o)

AcO AcO O
2 é& G
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Zu einer Losung von 75.4 mg (58.0 umol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl)-6-O-(2,3-di-O-acetyl-4-O-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl} -
6-desoxy-6-fluor-B-D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranose (55a) in 5 mL Ethanol wurden 2.00 mL (20.2 mmol)
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n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und mit Toluol (2 x 10 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL Pyridin aufgenommen wurde
und mit 2.5 mL Essigsdureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor nach
vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in 20 mL Ethylacetat
aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde mit einer 1M Salzsdure (1 x40 mL), einer geséttigten
Natriumhydrogencarbonatlgsung (1 x40 mL) und Wasser (1 x40 mL) gewaschen, mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde schlielich

flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.
Ausbeute: 59.8 mg (49.3 umol, 85%); farbloser Feststoff.

R;=0.55 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z:  1229.4253 [M+NH,4]",  ber.: 1229.4254.

[a]3* =—25.4 (¢ =0.5, CHCL).

RP-HPLC: R, = 3.08 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (90:10) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.83 (ddt, °J = 17.0 Hz, °J = 10.5 Hz, °J =
5.2 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.70 (d, J = 9.5 Hz, 1H, -NHAc), 5.36 (dd, Jyyuy = 3.4 Hz, Juyns = 1.3 Hz, 1H,
H-4"), 5.34 (dd, Jugys» = 3.5 Hz, Jugnps» = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 527 (dd, *J = 17.3 Hz, %J = 1.8 Hz,
1H, -CHyCH=CH_;H,1ns), 5.22 (t, Juzrsior = Juzrpar = 9.2 Hz, 1H, H-3"), 5.18 (dd, °J = 10.5 Hz, %J = 1.5 Hz,
1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,), 5.12 (dd, Jiyyy3 = 10.4 Hz, Jypwyy» = 7.9 Hz, 1H, H-2""), 5.09 (dd, Jipp 13 = 10.4 Hz,
Jir = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.06 — 5.00 (m, 2H, H-3, H-3"), 4.98 (dd, Jiz 1~ = 10.4 Hz, Jyzm g = 3.6 Hz, 1H,
H-3""), 4.89 (dd, Jip-yz» = 9.3 Hz, Jypry1» = 7.6 Hz, 1H, H-2""), 4.68 (ddd, Jiee = 50.3 Hz, Jigarsieor = 10.7 Hz,
Juewr s = 2.3 Hz, 1H, H-6,"), 4.64 — 4.53 (m, 1H, H-6,"), 4.60 (d, Jyy-11o» = 7.6 Hz, 1H, H-1"), 4.58 (d, Jyjy gy
= 7.9 Hz, 1H, H-1""), 4.50 (d, Juyyy = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.43 (d, Juo = 6.9 Hz, 1H, H-1), 4.28 (ddd, %/ =
13.5 Hz, °J = 3.0 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.15 — 4.04 (m, 6H, H-6,4', H-6,,"", H-2, H-6,), 4.02
(dd, J = 13.3 Hz, *J = 5.9 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 — 3.93 (m, 2H, H-5"", H-4"), 3.89 (ddd, Jus 16 =
7.4 Hz, Jus gy = 6.1 Hz, Jysua = 1.2 Hz, 1H, H-5"), 3.80 (t, Jigus3 = Juans = 7.6 Hz, 1H, H-4), 3.75 (dd, Jisep.116a
= 10.9 Hz, Jugous = 5.6 Hz, 1H, H-6,), 3.57 — 3.52 (m, 2H, H-5, H-5"), 2.17, 2.15, 2.06, 2.05, 2.04 (5 xs,
33H, -OAc), 1.97 (s, 3H, CH;-NHACc).

13C-NMR (201 MHz, CDCl;) § = 170.8, 170.7, 170.5, 170.3, 170.2, 170.1, 169.8, 169.7, 169.3 (11 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.7 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.2 (C-1""), 101.0 (C-1"), 100.8 (C-1'), 99.7
(C-1), 80.9 (d, Jegrp = 175.3 Hz, C-6"), 75.2 (C-4), 74.7 (d, Jegrr = 7.5 Hz, C-4"), 74.4 (C-5), 73.9 (d, Jesry =
19.3 Hz, C-5"), 73.2 (C-3"), 72.0 (C-3), 71.8 (C-2"), 71.1 (C-3""), 70.8 (C-3', C-5', C-5""), 69.4 (-CH,CH=CH),),
69.3 (C-2"), 69.2 (C-2"), 68.2 (C-6), 67.0 (C-4'), 66.8 (C-4""), 61.0 (C-6"), 60.9 (C-6"), 53.6 (C-2), 23.4
(CH;-NHAc), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (11 x CH;-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCly) & = —233.78 (td, Jy¢ = 47.4 Hz, Jp yys» = 28.6 Hz).
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5.5.1.9 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-
(4""-0-{B-p-galactopyranosyl}-6''-desoxy-6'"-fluor-f-p-glucopyranosyl)-p-p-
glucopyranosid (2)

HO OH

HO
\%\ F
HO o

Es wurden 25.4 mg (21.0 pmol) Allyl 2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-O-(2",3"-di-O-acetyl-4"-O-{2"",3"",4"" 6""-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl } -6"-desoxy-
6"-fluor-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (55b) in 3 mL Methanol vorgelegt und bei Raumtemperatur
mit einer frisch zubereiteten 1M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h wurde mit 1 mL Eisessig
neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels Grofenaus-
schlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde anschlieBend

dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.

Ausbeute: 13.7 mg (18.3 umol, 87%).

ESI-MS (positiv), m/z:  767.3093 [M+NH,]", ber.: 767.3092.
750.2826 [M+H]", ber.: 750.2826.

ESI-MS (negativ), m/z:  748.2686 [M—H], ber.: 748.2680.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, Methanol-d,), 8 [ppm] = 5.88 (dddd, *J = 17.3 Hz, *J =
106 Hz, °J = 58Hz, °J = 49Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 528 (dq, *J = 17.3Hz, J = 1.8Hz,
1H, -CH,CH=CH,H,»s), 5.13 (dq, *>J = 10.5 Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H, 1), 4.75 (d, Jua 1160 =
10.3 Hz, 1H, H-6,"), 4.69 (d, J uey-si6ar = 10.1 Hz, 1H, H-6,"), {4.53 (d, Juy = 7.0 Hz, 1H), 4.50 (d, Juy1 =
7.9 Hz, 1H), 4.46 (d, Ji1mo = 8.5 Hz, 1H), 4.29 (d, Juy o = 7.7 Hz, 1H), 4 x H-1}, 432 (ddt, °J = 13.4 Hz, *J =
4.9 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.21 (dd, Jusapieo = 11.2 Hz, Jyeans = 1.9 Hz, 1H, H-6,), 4.07 (ddt, >J
= 13.3 Hz, *J = 5.8 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 (dd, Jugmea = 11.2 Hz, Jugois = 3.9 Hz, 1H,
H-6), 3.83 — 3.81 (m, 2H), 3.80 — 3.74 (m, 4H), 3.72 — 3.67 (m, 2H), 3.64 — 3.61 (m, 2H), 3.60 — 3.51 (m, 8H),
3.48 (dd, J=9.7 Hz, J=3.3 Hz, 1H), 3.35 — 3.32 (m, 1H), 1.97 (s, 3H, -NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im "H-NMR zugeordnet werden.

BC.NMR (200 MHz, Methanol-dy) & = 173.5 (1 x C=0-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{(105.2, 104.8, 104.6, 102.0) 4 x C-1}, 82.7 (d, Jegr = 169.3 Hz, C-6"), 80.4, 79.5, 77.1, 76.9, 76.3, 75.3, 75.1
(d, Jeswr = 18.3 Hz, C-5"), 74.9, 74.8, 74.6, 74.1, 72.6, 72.5, 70.9 (-CH,CH=CHS,), 70.4, 70.3, 68.8 (C-6), 62.5,
56.7,47.9,22.9 (-NHAC).
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Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im PC-NMR zugeordnet werden.

F-NMR (376 MHz, Methanol-ds) 8 = —234.84 (td, Jy e = 47.2 Hz, Jp s+ = 27.3 Hz).

5.5.1.10 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-
desoxy-6'-fluor-B-p-galactopyranosyl)-6-0-(2',3",6"'-tri-O-acetyl-4''-O-
{2'",3"",4"'"",6'""-tetra-0-acetyl-p-nD-galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-
D-glucopyranosid (53a)

AcO OAc
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Eine Losung aus 121 mg (155 pmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranosyl)-B-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (16) und 70.2 mg (103 pmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-
N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3",4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-p-D-gluco-

pyranosid (14) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten Molsieb 4A
unter Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 15.0 uL (83.0 umol, 0.81 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTf) zugetropft und
weitere 15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéltebad entfernt und die Reaktionslosung langsam {iber einen
Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 30 mL
Dichlormethan verdiinnt, iber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde flash-

chromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 106 mg (81.5 umol, 79%); farbloser Feststoff.

R;=0.12 (‘Hex/EtOAc = 2:3).

ESI-MS (positiv), m/z:  1317.4202 [M+NH,4]",  ber.: 1317.4203.
[a]%® =-1.0 (c=0.5, CHCI;).

RP-HPLC: R, = 6.13 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.



Synthesen der Streptococcus pneumoniae Typ 14 Antigenmimetika 141

R, = 8.61 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (10:90) — (100:0) in

20 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl5), & [ppm] = 7.88 — 7.79 (m, 2H, Hy-Pht), 7.75 — 7.70 (m,
2H, Hy-Pht), 5.72 (dd, Jiz 2 = 10.6 Hz, Jys 4 = 8.6 Hz, 1H, H-3), 5.76 — 5.67 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.40 —
5.34 (m, 1H, H-4""), 5.37 (ddd, Jusr = 26.2 Hz, Jug sz = 3.5 Hz, Jugus = 1.3 Hz, 1H, H-4"), 5.35 (d, Jiy10 =
8.5Hz, 1H, H-1), 5.19 (t, Juzp = Juzpar =8.9 Hz, 1H,H-3"), 5.15 (dq, *J = 17.3Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, -CH,CH=CH_H,qs), 5.13 — 5.10 (m, 2H, H-2’, H-2""), 5.08 (dq, J = 104Hz, °J = 1.4Hz,
1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,), 5.04 (dd, Jiz 12 = 10.4 Hz, Jyz»ar = 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.96 (dd, Jy3. 412 = 10.4 Hz,
Juze = 3.5 Hz, 1H, H-3"), 4.93 (dd, Jup-u3» = 8.9 Hz, Jyyryp1» = 7.2 Hz, 1H, H-2"), 4.71 (d, Jyy» o = 7.2 Hz, 1H,
H-1"), 4.56 (d, Jui = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.51 (d, Jiyy» o~ = 8.0 Hz, 1H. H-1""), 4.54 — 4.48 (m, 1H, H-6,"),
4.41 (dd, Juewney = 10.4 Hz, Jyey s = 5.7 Hz, 1H, H-6,), 4.35 (dd, Juey.iea = 9.4 Hz, Jugyus = 5.7 Hz, 1H,
H-6)), 4.27 (ddt, >J = 13.1 Hz, *J = 5.1 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.19 (dd, Jijz;s3 = 10.6 Hz, Jyo s
= 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.17 — 4.13 (m, 2H, H-6,", H-6,""), 4.11 — 4.05 (m, 3H, H-6,, H-6,""), 4.03 (ddt, °J =
13.0 Hz, *J = 6.1 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.00 — 3.94 (m, 1H, H-5), 3.92 — 3.87 (m, 2H, H-4",
H-5"), 3.84 (dd, Jisps = 10.0 Hz, Juuys = 8.7 Hz, 1H, H-4), 3.82 (dd, Jugbm6a = 11.3 Hz, Jugouis = 5.6 Hz, 1H,
H-6y), 3.72 — 3.68 (m, 1H, H-5), 3.67 (dd, Jus sigar = 9.8 Hz, Jyysyier = 2.1 Hz, 1H, H-5"), 2.15, 2.13, 2.08, 2.07,
2.05,1.97,1.96, 1.87 (8 x s, 33H, -OAc).

BC.NMR (201 MHz, CDCly) & = 170.5, 170.3, 170.2, 170.1, 169.9, 169.8, 169.3, 169.2 (11 x C=0-OAc,
2 x C=0-Pht), 133.4 (-CH,CH=CH,), 131.8, 131.3 (2 x C,), 123.7, 123.6 (2 x Cy,), 117.9 (-CH,CH=CH,), 101.4
(C-1), 101.1 (C-1'), 100.6 (C-1"), 97.0 (C-1), 80.9 (d, Jogr = 174.4 Hz, C-6"), 77.2 (C-4), 76.2 (C-4"), 74.8
(C-5), 73.0 (C-3", C-5"), 72.1 (C-2"), 71.8 (d, Jes. = 22.9 Hz, C-5"), 71.1 (C-3, C-3"), 70.9 (C-5""), 70.8 (C-3""),
70.2 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 69.2 (C-2"), 67.7 (C-6), 66.8 (C-4', C-4""), 62.6 (C-6"), 60.9 (C-6""), 55.0
(C-2), 21.0,20.9, 20.8, 20.7 (11 x CH;-OAc).

F-NMR (376 MHz, CDCl) & = —229.98 (td, Jrni¢ = 47.1 Hz, Jp iy = 12.9 Hz).
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5.5.1.11 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6’-desoxy-
6’-fluor-p-p-galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3"',6'"'-tri-O-acetyl-4'"-O-
{2'",3"",4"'"",6'""-tetra-0-acetyl-p-nD-galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-
D-glucopyranosid (53b)

Zu einer Losung von 93.0 mg (71.5 umol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2",3",4'-
tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-f-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-O-{2'",3"" 4" 6'"-tetra-O-

acetyl-B-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (53a) in 5 mL Ethanol wurden 2.00 mL
(20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und mit Toluol (2 x 10 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL Pyridin aufgenommen
wurde und mit 2.5 mL Essigsdureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 6 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor
nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in 25 mL Ethylacetat
aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde mit einer 1M Salzsdure (1 x40 mL), einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 X 40 mL) und Wasser (1 x40 mL) gewaschen, mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde schlieflich

flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cly/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.

Ausbeute: 66.8 mg (55.1 umol, 77%); farbloser Feststoff.

R;=0.48 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z:  1229.4242 [M+NH,4]",  ber.: 1229.4254.
1212.4041 [M+H]", ber.: 1212.3989.

[a]3* = -25.4 (¢ = 0.5, CHCL,).

RP-HPLC: R, =3.36 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 5.84 (dddd, >J = 17.2 Hz, °J = 10.5 Hz, °J =
5.8 Hz, °J = 4.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.76 (d, J = 9.4 Hz, 1H, -NHACc), 5.42 (dd, Jigr i3 = 3.3 Hz, Jyygryism =
1.2 Hz, 1H, H-4""), 5.35 (dd, Juguz = 3.5 Hz, Jugus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.28 (dd, >J = 17.3 Hz, ’J = 1.7 Hz,
1H, -CH,CH=CH_;;H,ans), 5.21 — 5.17 (m, 2H, H-3", -CH,CH=CH,;H,u»s), 5.14 — 5.08 (m, 3H, H-2", H-2"",
H-3"), 5.05 (dd, iz = 8.3 Hz, Juz s = 7.2 Hz, 1H, H-3), 4.96 (dd, Jiz.11 = 10.4 Hz, Jyzue = 3.5 Hz, 1H,
H-3"), 4.88 (dd, Jipv s = 9.1 Hz, Jipy» = 7.3 Hz, 1H, H-2"), 4.60 (d, Jyy-por = 7.3 Hz, 1H, H-1"), 4.52 (d,
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Jurmye = 7.6 Hz, 1H, H-1""), 4.50 (d, Juyu = 7.9 Hz, 1H, H-1'), 4.53 — 4.46 (m, 2H, H-6,, H-6,"), 4.47 (d,
Jipni = 7.6 Hz, 1H, H-1), 4.38 (dd, Jugysea = 9-8, Juewnis' = 4.9 Hz, 1H, H-6), 4.30 (ddd, >J = 13.2 Hz, °J =
3.2 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.14 (dd, Juea~ o = 11.2 Hz, Jyggps» = 6.2 Hz, 1H, H-6,"), 4.11
(dd, Jugyrpiea = 12.0 Hz, Jyep s = 5.1 Hz, 1H, H-6,""), 4.09 — 4.04 (m, 4H, H-2, H-6,, H-5', H-6,"), 4.02 (ddt, %/
=13.4 Hz, °J = 6.0 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.91 — 3.88 (m, 1H, H-5""), 3.86 (t, Jus" 3" = Juanis"
=9.4 Hz, 1H, H-4"), 3.80 (t, Juus = Juans = 7.3 Hz, 1H, H-4), 3.73 (dd, Jgp 1160 = 10.2 Hz, Jygpuis = 4.5 Hz, 1H,
H-6y), 3.65 — 3.63 (m, 1H, H-5"), 3.59 — 3.56 (m, 1H, H-5), 2.16, 2.15, 2.12, 2.06, 2.04, 1.96 (6 x s, 33H, -OAc),
1.98 (CH3-NHAC).

3C-NMR (200 MHz, CDCl;) § = 170.6, 170.5, 170.3, 170.2, 170.1, 169.8, 169.8, 169.7, 169.2 (11 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.7 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1""), 100.6 (C-1"), 100.5 (C-1"), 99.8
(C-1), 81.0 (d, Jeg s = 173.0 Hz, C-6'), 76.2 (C-4"), 75.1 (C-4), 74.6 (C-5), 73.0 (C-5"), 72.7 (C-3"), 72.1 (C-2"),
71.8 (d, Jesp = 23.0 Hz, C-5'), 71.4 (C-3), 71.1 (C-3'), 70.8 (C-3""), 70.6 (C-5""), 69.6 (-CH,CH=CH,), 69.3
(C-2'), 69.2 (C-2'), 68.1 (C-6), 67.5 (C-4"), 66.7 (C-4"), 61.9 (C-6"), 60.9 (C-6"), 52.3 (C-2), 23.4
(CH;-NHAc), 21.0, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (11 x CH;-OAc).

F NMR (376 MHz, CDCl3) 8 = —230.32 (td, Jr ue = 46.6 Hz, Jp s = 13.1 Hz).

5.5.1.12 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(6'-desoxy-6'-fluor-p-np-galactopyranosyl)-
6-0-(4'""-0-{B-p-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid
(©))

Es wurden 15.8 mg (13.0 pmol) Allyl 2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-
6’'-fluor-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-0-{2"",3"" 4" 6'"-tetra-O-acetyl-p-D-galacto-

pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (53b) in 3 mL Methanol vorgelegt und bei
Raumtemperatur mit einer frisch zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h wurde mit 1 mL
Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels
GroBenausschlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde

anschlieBend dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.
Ausbeute: 8.54 mg (11.4 umol, 88%).

ESI-MS (positiv), m/z:  767.3094 [M+NH,]", ber.: 767.3092.
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750.2832 [M+H]", ber.: 750.2826.
ESI-MS (negativ), m/z:  748.2685 [M—H] , ber.: 748.2680.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, Methanol-d), & [ppm] = 5.88 (dddd, *J = 17.3 Hz, *J=10.6 Hz, *J
=5.7Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.27 (dq, >J = 17.3 Hz, %J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,0,), 5.13
(dg, °J = 10.5 Hz, ’J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,,,), 4.63 — 4.53 (m, 2H, H-6,4), {4.58 (d, Jy» = 7.7 Hz,
1H), 4.47 (d, Ji1mo = 9.6 Hz, 1H), 4.46 (d, Jupu = 10.2 Hz, 1H), 4.37 (d, Ju = 7.7 Hz, 1H), 4 x H-1}, 4.31
(ddt, >J=13.3 Hz, °J = 4.9 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CHy,), 4.23 (dd, Jies1160 = 11.0 Hz, Jyeapis = 1.8 Hz,
1H, H-6,), 4.05 (ddt, °J = 13.4 Hz, °J = 5.7 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.98 (dd, Juep. = 11.1 Hz,
Juepnis = 3.8 Hz, 1H, H-6,), 3.96 — 3.90 (m, 2H), 3.86 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 3.85 — 3.81 (m, 2H), 3.80 — 3.77 (m,
2H), 3.75 (dd, J = 10.4 Hz, J = 8.5 Hz, 1H), 3.71 (dd, J = 11.5 Hz, J = 4.7 Hz, 1H), 3.68 — 3.66 (m, 2H), 3.61 —
3.53 (m, 6H), 3.49 (dd, J = 9.7 Hz, J = 3.3 Hz, 1H), 3.42 (ddd, J=9.7 Hz, J = 42 Hz, J = 2.5 Hz, 1H), 3.34 —
3.32 (m, 1H), 1.97 (s, 3H, -NHACc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im 'H-NMR zugeordnet werden.

3C-NMR (200 MHz, Methanol-ds) & = 173.6 (1 x C=0-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CHy,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{(105.1, 104.5, 102.0) 4 x C-1}, 83.6 (d, Jegr = 167.7 Hz, C-6'), 81.3, 80.5, 77.1, 76.5, 75.2, 75.0 (d, Jes,y =
21.0 Hz, C-5"), 74.8, 74.7, 74.5, 73.9, 73.6, 72.6, 72.4, 71.4, 70.9 (-CH,CH=CHy,), 70.3, 68.6 (C-6), 62.5, 62.1,
56.6,22.9 (-NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im *C-NMR zugeordnet werden.

5.5.1.13 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-
D-galactopyranosyl)-6-0-(2'',3",6''-tri-O-acetyl-4""-0-{2""",3""",6'"'-tri-O-
acetyl-4'""-desoxy-4'"'-fluor-p-np-galactopyranosyl}-B-p-glucopyranosyl)--p-
glucopyranosid (57a)

F OAc

AcO
\&O‘\ OAc
AcO (0]

Eine Losung aus 93.2mg (126 pmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-O-(2',3",6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-
4'-fluor-p-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopyranosyl — Trichloroacetimidat (43) und 60.6 mg (84.0 umol,
1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-B-

D-glucopyranosid (13) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten
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Molsieb 4A unter Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt.
AnschlieBend wurden 15.0 pL  (83.0 umol, 0.98 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOT)
zugetropft und weitere 15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéltebad entfernt und die Reaktionslosung langsam
iber einen Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwiarmt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit
30 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlgsung (1 x40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 75.7 mg (58.2 umol, 69%); farbloser Feststoff.

R;=0.21 (‘Hex/EtOAc =2:3).

ESI-MS (positiv), m/z: 13174184 [M+NH,4]",  ber.: 1317.4203.
[a]® =+4.2 (c = 0.5, CHCI;).

RP-HPLC: R, = 6.24 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

'H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 7.88 — 7.81 (m, 2H, H,,-Pht), 7.74 — 7.71 (m,
2H, Hy,-Pht), 5.77 — 5.66 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.71 (dd, Jij3 112 = 10.8 Hz, Jys 14 = 8.6 Hz, 1H, H-3), 5.34 (d,
Jie = 8.5Hz, 1H, H-1), 533 (d, Juwmy = 3.5Hz, 1H, H-4"), 5.19 — 513 (m, 3H, H-=3",
H-2"", -CH,CH=CH,;;H yans), 5.10 — 5.05 (m, 2H, H-2', -CH,CH=CH_;;H, ), 5.00 (dd, Jyy3 11> = 10.5 Hz, Jigz:ya
= 3.6 Hz, 1H, H-3"), 4.94 (dd, Jippryi3» = 9.4 Hz, Jygpryyy» = 7.7 Hz, 1H, H-2"), 4.89 (ddd, Jigzp = 27.6 Hz, Jygym s
= 10.4 Hz, Jyyn 14 = 2.8 Hz, 1H, H-3""), 4.81 (dd, Jiggrp = 50.1 Hz, Jiggr sy = Jyygm s = 2.8 Hz, 1H, H-4""), 4.67
(d, Jygngpr = 7.6 Hz, 1H, H-1"), 4.53 — 4.48 (m, 1H, H-6,"), 4.52 (d, Jyyysi = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.49 (d, Jygy sy
= 7.6Hz, 1H, H-1"), 433 (dd, Juerner = 11.1 Hz, Jygns = 6.2 Hz, 1H, H-6,), 427 — 424 (m,
1H, -CHH,CH=CH,), 420 — 4.12 (m, 4H, H-=2, H-6,,”, H-6,"), 4.09 — 4.00 (m, 3H, H-6,
H-6', -CH,H,CH=CH, ), 3.91 (ddd, Jus.ns = 7.5 Hz, Jusier = 6.3 Hz, Jusinew = 1.3 Hz, 1H, H-5"), 3.85 (1,
Jiagy = Juppse = 9.4 Hz, 1H, H-4"), 3.82 — 3.74 (m, 3H, H-4, H-6,, H-5""), 3.74 — 3.70 (m, 1H, H-5), 3.64
(ddd, Jys e = 9.9 Hz, Jyser = 4.9 Hz, Jusouey = 2.2 Hz, 1H, H-5"), 2.14, 2.13, 2.10, 2.09, 2.06, 2.05, 2.05,
2.04,1.96, 1.87 (10 x s, 33H, -OAc).

BC.NMR (201 MHz, CDCly) § = 170.5, 170.4, 170.2, 167.0, 169.9, 169.7, 169.2, 169.1 (11 x C=0-OAc,
2 x C=0-Pht), 134.5, 134.4 (2 x Cyy), 134.3 (-CH,CH=CH,), 131.6, 131.4 (2 x C,), 123.8, 123.7 (2 x Cy,), 117.9
(-CH,CH=CHy,), 101.1 (C-1"), 100.9 (C-1"), 100.8 (C-1""), 96.9 (C-1), 85.4 (d, Jesny = 187.1 Hz, C-4""), 76.7
(C-4), 76.1 (C-4"), T4.7 (C-5), 72.9 (C-5"), 72.7 (C-3"), 72.6 (C-2""), 71.7 (C-2") 71.5 (d, Jey»r = 17.9 Hz,
C-3"), 71.0 (C-3), 70.9 (C-3', { d, Jesnr = 18.7 Hz, C-5""}), 70.6 (C-5"), 70.3 (-CH,CH=CHS,), 69.2 (C-2'), 67.8
(C-6), 66.8 (C-4"), 62.2 (C-6"), 61.0 (d, Jegnp = 6.3 Hz, C-6™), 60.9 (C-6'), 54.9 (C-2), 21.2, 21.1, 21.0, 20.9,
20.8,20.7 (11 x CH3-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCly) 8 = —217.07 (dt, Jyji4» = 50.8 Hz, Jp 3 = Jp pys» =26.9 Hz).



Synthesen der Streptococcus pneumoniae Typ 14 Antigenmimetika

146

5.5.1.14 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3",6''-tri-O-acetyl-4'"-0-{2'"",3""",6'"'-tri-O-acetyl-
4'""-desoxy-4'""-fluor-p-p-galactopyranosyl}-p-pD-glucopyranosyl)-p-p-

glucopyranosid (57b)
F OAc
Aco\%\ OAc
AcO (0]

Zu einer Losung von 70.6 mg (54.3 pmol, 1.0 eq) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4",6'-
tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4""-O-{2"",3"",6'"-tri-O-acetyl-4""-desoxy-4""-

fluor-p-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (57a) in 5 mL Ethanol wurden 2.00 mL
(20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und mit Toluol (1 x 30 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL Pyridin aufgenommen
und mit 3.0 mL Essigsdureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor nach
vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in 20 mL Ethylacetat
aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde mit einer 1M Salzsdure (1 x40 mL), einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 X 40 mL) und Wasser (1 x40 mL) gewaschen, mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde schlieflich

flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cly/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.

Ausbeute: 47.4 mg (39.1 umol, 72%); farbloser Feststoff.

R;=0.46 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z:  1229.4247 [M+NH,4]",  ber.: 1229.4254.
1212.3983 [M+H], ber.: 1212.3988.

[a]3® =—21.2 (¢ =0.25, CHCl;).

RP-HPLC: R, =4.00 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, CDCl;), & [ppm] = 5.84 (dddd, °J = 17.2 Hz, °J =
10.6 Hz, °J = 5.9 Hz, °J = 4.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.74 (d, J = 9.4 Hz, 1H, -NHAc), 5.37 (dd, Jusy3y =
3.4 Hz, Juyus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.28 (dq, °J = 17.2 Hz, °J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,4,,), 5.20 — 5.15
(m, 3H, H-3", H-2"", -CH,CH=CH_;H,.0,,,), 5.10 (dd, Jip iz = 10.5 Hz, Jippyy = 7.7 Hz, 1H, H-2'), 5.06 (dd,
Jyzpy = 10.5 Hz, Jyz g = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.03 (dd, Jis3 114 = 8.4 Hz, Ji3 1 = 7.4 Hz, 1H, H-3), 4.92 — 4.87 (m,
2H, H-2", H-3""), 4.81 (dd, Jygr = 50.1 Hz, Jyygn 3~ = 2.8 Hz, 1H, H-4""), 4.59 (d, Juy» o = 7.5 Hz, 1H, H-1"),
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4.52 — 4.47 (m, 2H, H-6," H-1""), 4.49 (d, Jy11y = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.46 (d, Jy11» = 6.7 Hz, 1H, H-1), 4.34
(dd, Jueangy = 11.0 Hz, Jygens = 5.9 Hz, 1H, H-6,), 430 (ddt, °J = 13.3Hz, °J = 4.7Hz, *J = 1.7 Hz,
1H, -CH,H,CH=CH,), 4.16 (dd, Jugy 16 = 11.2 Hz, Jyep.nis' = 7.4 Hz, 1H, H-6,'), 4.14 — 4.04 (m, 5H, H-2, H-6,,
H-6,", H-6,4,"), 4.01 (ddt, 2J = 13.4 Hz, °J = 5.9 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.00 — 3.95 (m, 1H,
H-5"), 3.84 (t, Juursr = Jugrnse = 9.5 Hz, 1H, H-4"), 3.81 — 3.75 (m, 2H, H-4, H-5""), 3.73 (dd, Jyev.1i6a =
10.7 Hz, Jyeous = 6.0 Hz, 1H, H-6), 3.62 (ddd, Jys 14 = 9.9 Hz, Jusryiger = 5.1 Hz, Jysopier = 2.2 Hz, 1H, H-5"),
3.57 (ddd, Jys s = 7.5 Hz, Jis.ieo = 6.0 Hz, Jys e = 3.7 Hz, 1H, H-5), 2.15, 2.12, 2.10, 2.09, 2.05, 2.04 (6 x s,
33H, -OAc), 1.97 (1 x s, 3H, -NHACc).

BC-NMR (201 MHz, CDCly) & = 170.6, 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.1
(11 x C=0-OAc, 1 x C=O-NHAc), 133.7 (-CH,CH=CH,), 117.1 (-CH,CH=CH,), 101.0 (C-1""), 100.8 (C-1"),
100.7 (C-17), 99.8 (C-1), 85.5 (d, Jogny = 186.4 Hz, C-4"), 76.1 (C-4"), 75.1 (C-4), 74.6 (C-5), 73.1 (C-5"), 72.5
(C-3"), 71.9 (C-3), 71.7 (C-2"), 71.5 (d, Jeyy = 18.6 Hz, C-3""), 70.9 (d, Jes = 19.3 Hz, C-5"), 70.8 (C-5"),
70.7 (C-3"), 69.5 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2"), 69.1 (C-2""), 68.3 (C-6), 66.9 (C-4"), 62.2 (C-6"), 61.0 (d, Jegr =
15.5 Hz, C-6""), 60.9 (C-6'), 52.4 (C-2), 23.4 (CH;-NHAc), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (11 x CH;-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCl3) § = —217.11 (dt, Jg g = 50.1 Hz, Jg i3 = Jp s = 26.8 Hz).

5.5.1.15 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(pB-D-galactopyranosyl)-6-0-(4'"-O-{4'""-
desoxy-4''"-fluor-p-np-galactopyranosyl}-B-p-glucopyranosyl)-p-n-
glucopyranosid (5)

Es wurden 12.4 mg (10.2 umol) Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-O-{2"",3"",6'"-tri-O-acetyl-4""'-desoxy-4'"'-fluor-B-D-galacto-

pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (57b) in 3 mL Methanol vorgelegt und bei
Raumtemperatur mit einer frisch zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h wurde mit 1 mL
Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels
GréBenausschlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde

anschlieBend dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.
Ausbeute: 7.03 mg (9.38 umol, 92%).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 767.3101 [M+NH,]", ber.: 767.3092.
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750.2837 [M+H]", ber.: 750.2826.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, Methanol-dy), & [ppm] 5.88 (ddt, >°J = 17.2 Hz, *J = 10.6 Hz, *J =
5.3 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.27 (dq, °J = 17.2 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;H,,.s), 5.14 (dq, *J =
10.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,..,,)), 4.70 (dd, Jig»y = 50.5 Hz, Jyy» 3~ = 2.8 Hz, 1H, H-4""), {4.54
(d, Juruz = 7.6 Hz, 1H), 4.47 (d, Ju12 = 8.3 Hz, 1H), 4.45 (d, Juyuo = 8.9 Hz, 1H), 4.44 (d, Jyy10 = 8.1 Hz, 1H)
4 x H-1}, 4.31 (ddt, °J = 13.4 Hz, °J = 4.9 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.24 (dd, Jugane» = 11.1 Hz,
Jucans = 1.8 Hz, 1H, H-6,), 4.06 (ddt, >J = 13.3 Hz, °J = 5.7 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 (dd,
Juevsiea = 11.1 Hz, Jygouis = 3.7 Hz, 1H, H-6y), 3.92 (dd, J = 12.2 Hz, J = 2.5 Hz, 1H), 3.87 (dd, J = 12.2 Hz, J =
4.2 Hz, 1H), 3.84 — 3.79 (m, 2H), 3.80 — 3.72 (m, 4H), 3.72 — 3.67 (m, 3H), 3.64 — 3.57 (m, 3H), 3.57 — 3.51 (m,
5H), 3.44 (ddd, J = 9.7Hz, J = 42Hz, J = 2.5Hz, 1H), 3.33 (dd, J = 9.2 Hz, J = 7.9 Hz, 1H), 1.97 (s,
3H, -NHAC).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im "H-NMR zugeordnet werden.

BC-NMR (201 MHz, Methanol-d,) & = 173.5 (C=0O-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{(104.9, 104.8, 104.4, 102.0) 4 x C-1}, 90.3 (d, Jesnr = 180.6 Hz), 81.0, 80.3, 76.9, 76.4, 76.3, 75.6 (d, Jez»p =
18.0 Hz), 75.3, 74.8, 74.1, 73.5 (d, Jeswp = 18.7 Hz), 72.6, 72.5, 70.9 (-CH,CH=CH,), 70.4, 68.5 (C-6), 62.5,
61.8,61.2 (d, Jegy = 6.6 Hz), 56.6, 22.9 (-NHAC).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im *C-NMR zugeordnet werden.

F-NMR (376 MHz, Methanol-ds) § = —218.94 (dt, J jua» = 51.6 Hz, Ji yyy = Jy s = 29.4 Hz).

5.5.1.16 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-
desoxy-4'-fluor-B-p-galactopyranosyl)-6-0-(2',3",6"'-tri-O-acetyl-4''-O-
{2'"",3"",4"",6'""-tetra-0-acetyl-p-nD-galactopyranosyl}--pD-glucopyranosyl)-f3-
D-glucopyranoside (54a)

AcO OAc

AcO
\&O\ OAc
AcO (0]

AcO ~
o=
Ach  AcO

Eine Losung aus 132mg (169 pmol, 1.5 Aquiv.) 2,3,6-Tri-O-acetyl-4-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galacto-
pyranosyl)-B-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (16) und 77.0 mg (113 pmol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-
N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-D-galactopyranosyl)-f-D-gluco-

pyranosid (15) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g frisch aktivierten Molsieb 4A
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unter Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 15.0 uL (83.0 umol, 0.73 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTf) zugetropft und
weitere 25 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéltebad entfernt und die Reaktionslosung langsam iiber einen
Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwidrmt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 15 mL
Dichlormethan verdiinnt, iber Hyflo® filtriert und die organische Phase mit einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlgsung (1 x40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 112 mg (86.1 pmol, 76%); farbloser Feststoff.

R;=0.24 (‘Hex/EtOAc = 2:3).

ESI-MS (positiv), m/z: 13174184 [M+NH,4]",  ber.: 1317.4203.
[a]® =+1.2 (c=0.5, CHCI;).

RP-HPLC: R, = 6.15 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

'H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCly), & [ppm] = 7.81 (s, 2H, Hx-Pht), 7.73 — 7.67 (m, 2H,
H,-Pht), 5.72 — 5.65 (m, 2H, H-3, -CH,CH=CH,), 5.33 (d, Jij 1.1 = 8.2 Hz, 1H, H-1), 5.35 — 5.31 (m, 1H, H-4""),
5.18 (t, Jysnp = Jyar = 9.1 Hz, 1H, H-3"), 5.16 — 5.11 (m, 2H, H-2", -CHyCH=CH ;;H yans), 5.09 (dd, Jigp yi3»
= 10.6 Hz, Jypyy1» = 7.9 Hz, 1H, H-2'"), 5.05 (dq, °J = 10.6 Hz, 2J = 1.4 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,ns), 4.97 —
4.90 (m, 3H, H-3"", H-3', H-2"), 4.77 (dd, Jyyy.r = 50.0 Hz, Jiggr sy = Jugs = 2.7 Hz, 1H, H-4"), 4.66 (d, Sy 3120 =
7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.54 (d, Juyy-siy = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.49 (d, Jiyyryp» = 7.9 Hz, 1H, H-1""), 4.29 — 4.22 (m, 2H,
H-6,, -CHH,CH=CH,), 4.17 (dd, Jip.i3 = 11.2 Hz, Jyppy = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.15 — 4.04 (m, 6H, H-6,, H-6,/,
H-6,,", H-6,,"), 4.01 (dd, 27 = 13.0 Hz, °J = 5.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.89 — 3.82 (m, 4H, H-5', H-4",
H-5"", H-6y), 3.80 (dd, Jisps = 10.4 Hz, Jyyays = 6.7 Hz, 2H, H-4), 3.69 (ddd, Jyys e = 9.2 Hz, Jyysys = 5.2 Hz,
Juspier = 1.8 Hz, 1H, H-5), 3.65 (ddd, Jys e = 10.1 Hz, Jysoguar = 5.1 Hz, Jysongrr =2.6 Hz, 1H, H-5"), 2.13,
2.08,2.06, 2.05,2.04, 2.03, 1.94, 1.85 (8 x s, 33H, -OAc).

BC.NMR (201 MHz, CDCly) § = 171.2, 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.2,
169.0 (11 x C=0-OAc, 2 x C=0-Pht), 134.4, 134.2 (2 x C,), 133.4 (-CH,CH=CH,), 131.0, 128.9 (2 x C,),
123.6 (2 % Cyy), 117.8 (-CH,CH=CH,), 101.2 (C-1""), 100.7 (C-1"), 100.2 (C-1'), 97.0 (C-1), 85.7 (d, Jeay =
186.7 Hz, C-4"), 76.7 (C-4), 76.2 (C-4"), 74.7 (C-5), 72.9 (C-3", C-5"), 72.0 (C-2"), 71.3 (d, Jeyy = 17.9 Hz,
C-3"), 71.1 (C-3"), 70.8 (d, Jes.r = 18.0 Hz, C-5"), 70.7 (C-5"), 70.6 (C-3), 70.1 (-CH,CH=CH,), 69.2 (C-2""),
69.1 (C-2'), 67.8 (C-6), 66.7 (C-4""), 61.1 (d, Jog.r = 6.5 Hz, C-6"), 60.9 (C-6"), 60.5 (C-6"), 55.0 (C-2), 21.1,
21.0,20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (11 x CH;-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCI3) § = ~216.93 (dt, Jpyy = 51.0 Hz, Jeypy = Jps = 27.1 Hz).
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5.5.1.17 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4’-desoxy-
4'-fluor-f-p-galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3"',6"'-tri-O-acetyl-4'"-O-
{2'",3"",4"'"",6'""-tetra-0-acetyl-p-nD-galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-
D-glucopyranosid (54b)

AcO OAc
AcO
%\ OAc
AcO (o) ‘
AcO o
OAc (0]

.2
“NH

O:< F 3 “'OAc o
OAc

Zu einer Losung von 93.4 mg (71.8 pmol, 1.0 eq) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',6'-tri-
O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-O-{2"",3"" 4" 6'"-tetra-O-

acetyl-B-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (54a) in 5 mL Ethanol wurden 2.00 mL
(20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und mit absolutem Toluol (3 x 5 mL) kodestilliert, bevor der Riickstand in 5 mL Pyridin
aufgenommen wurde und mit 2.5 mL Essigsdureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 24 h bei Raumtemperatur
gertihrt, bevor nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in 20 mL
Ethylacetat aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde mit einer 1 M Salzsdure (1 x 40 mL), einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonatlosung (1 X 40 mL) und Wasser (1 x40 mL) gewaschen, mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde schlieflich

flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cly/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.

Ausbeute: 67.9 mg (56.0 umol, 78%); farbloser Feststoff.

R;=0.51 (EtOAc).

ESI-MS (positiv), m/z:  1212.3987 [M+H]", ber.: 1212.3989.
1229.4257 [M+NH,]",  ber.: 1229.4254.

[a]3® =—18.0 (¢ = 0.25, CHCl;).

RP-HPLC: R, = 3.08 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,0O + 1% TFA (90:10) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCLy), & [ppm] = 5.87 — 5.78 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.35 (dd,
Jugrpze = 3.5 Hz, Jygnpyse = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.28 (dq, J = 17.2 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH_,H 1),
5.20 — 5.15 (m, 3H, H-2"", -CH,CH=CH_;Hans, {5.18 (t, Jiz112» = Jygyrpaa = 9.2 Hz, 1H, H-3"}), 5.10 (dd, Jyz 113
= 10.4 Hz, Jyp 1 = 7.9 Hz, 1H, H-2"), 5.05 — 4.98 (m, 2H, H-3, H-3"), 4.96 (dd, Jigy 12 = 10.4 Hz, Jygzn jyn =
3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.89 (dd, Jip3 = 9.2 Hz, Sz = 7.4 Hz, 1H, H-2"), 4.82 (dd, Jugr = 50.1 Hz, Jiygopy =
Juans = 2.7 Hz, 1H, H-4"), 459 (d, Jyyrype = 7.4 Hz, 1H, H-17), 4.51 — 448 (m, 3H, H-6," {4.50 (d, Jyj.1p =
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8.0 Hz, 1H, H-1", 4.50 (d, Jigy o = 7.9 Hz, TH, H-1""}), 4.45 (d, Jy1p0 = 6.9 Hz, 1H, H-1), 4.33 (ddd, Jigwsisty =
11.3 Hz, Jygapis = 6.1 Hz, Jyewr = 1.2 Hz, 1H, H-6,"), 4.31 — 4.27 (m, 1H, -CH,H,CH=CH.,), 4.18 (dd, Ji6z s16t"
= 11.3 Hz, Jugepse = 7.2 Hz, 1H, H-6,""), 4.14 (dd, Jigysise = 11.1 Hz, Jyugynse = 6.1 Hz, 1H, H-6,), 4.13 — 4.10
(m, 1H, H-6,"), 4.07 (dd, Jugypsar = 11.1 Hz, Jugyrps» = 7.7 Hz, 1H, H-6,"), 4.06 — 4.00 (m, 3H, H-2,
H-6,, -CH,H,CH=CH,), 3.90 — 3.87 (m, 1H, H-5", H-5""), 3.85 (t, Jug 113 = Jusaryis» = 9.5 Hz, 1H, H-4"), 3.75 (1,
Jiaxn = Juaps = 7.9 Hz, 1H, H-4), 3.73 (dd, Jigoiea = 11.2 Hz, Jygois = 6.2 Hz, 1H, H-6y), 3.63 (ddd, Jyys piar =
9.9 Hz, Jys e = 5.0 Hz, Jysopgyr = 2.2 Hz, 1H, H-5"), 3.55 (ddd, Jisis = 7.8 Hz, Jus i = 5.9 Hz, Jyssiga =
3.4 Hz, 1H, H-5), 2.17, 2.15, 2.12, 2.10, 2.06, 2.05, 2.04 (7 x s, 30H, -OAc), 1.97 (s, 3H, CH;-NHAc), 1.96 (s,
3H, -OAc).

3C-NMR (201 MHz, CDCly) § = 170.9, 170.6, 170.5, 170.3, 170.2, 169.9, 169.8, 169.5, 169.3 (11 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.5 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.1 (C-1""), 100.7 (C-1"), 100.2 (C-1'), 99.6
(C-1), 85.8 (d, Jour = 186.6 Hz, C-4'), 76.0 (C-4"), 75.3 (C-4), 74.4 (C-5), 72.9 (C-5"), 72.7 (C-3"), 71.9 (C-3),
71.0 (C-3", {d, Jeyr = 18.9 Hz, C-3'}), 70.8 (d, Jes.r = 17.9 Hz, C-5'), 70.7 (C-5""), 69.6 (-CH,CH=CHS,), 69.1
(C-2', C-2"), 68.2 (C-6), 66.7 (C-4"), 62.1 (C-6"), 61.0 (d, J = 6.7 Hz, C-6'), 60.8 (C-6""), 52.9 (C-2), 22.9
(CH;-NHAc), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (11 x CH;-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCl3) 8 = —217.12 (dt, Jg.uy = 51.7 Hz, Jp 3 = Jy.us =26.6 Hz).

5.5.1.18 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(4'-desoxy-4'-fluor-p-np-galactopyranosyl)-
6-0-(4'""-0-{B-p-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid
()

HO OH

HO
% OH
HO o)

HO o)

NHAc

Es wurden 34.6 mg (28.5 pumol) Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-
4'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4"-O-{2"",3"" 4" 6""-tetra-O-acetyl-B-D-galacto-

pyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (54b) in 3 mL Methanol vorgelegt und bei Raum-
temperatur mit einer frisch zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h wurde mit 1 mL
Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels
GréBenausschlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde

anschlieBend dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.
Ausbeute: 18.6 mg (24.8 umol, 87%).

ESI-MS (positiv), m/z:  750.2835 [M+H]", ber.: 750.2827.
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767.3104 [M+NH,]", ber.: 767.3092.
(negativ), m/z:  748.2680 [M—H] , ber.: 748.2681.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, Methanol-d,),  [ppm] = 5.88 (dddd, *J = 17.2 Hz, °J = 10.6 Hz, *J
= 5.8 Hz, °’J = 4.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.27 (dq, *J = 17.2 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,4,,), 5.14
(dq, °J = 10.4 Hz, >J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH;;H,,4,,,), 4.69 (dd, Jusy = 50.5 Hz, Jyy 3 = 2.8 Hz, 1H, H-4"),
{4.63 (d, Jui = 7.5 Hz, 1H), 4.47 (d, Jyim = 7.9 Hz, 1H), 4.46 (d, Juy = 8.5 Hz, 1H), 4.37 (d, Sy =
7.7 Hz, 1H) 4 x H-1}, 4.31 (ddt, ’J = 13.3 Hz, °J = 5.0 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.24 (dd, Jra 1165
= 11.1 Hz, Jygons = 1.8 Hz, 1H, H-6,), 4.06 (ddt, >J = 13.3 Hz, °J = 5.7 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,),
3.99 (dd, Jugsea = 11.1 Hz, Jyeons = 3.6 Hz, 1H, H-6,), 3.91 (dd, J = 12.2 Hz, J = 2.5 Hz, 1H), 3.86 (dd, J =
12.2 Hz, J = 4.2 Hz, 1H), 3.83 — 3.81 (m, 2H), 3.79 — 3.74 (m, 3H), 3.73 — 3.70 (m, 5H), 3.63 — 3.58 (m, 2H),
3.56 — 3.52 (m, 4H), 3.49 (dd, J = 9.7 Hz, J = 3.3 Hz, 1H), 3.42 (ddd, J = 9.8 Hz, J = 42 Hz, J = 2.6 Hz, 1H),
3.33 (dd, J=9.3 Hz, J="7.8 Hz, 1H), 1.97 (s, 3H, -NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im 'H-NMR zugeordnet werden.

BC-NMR (201 MHz, Methanol-d,) & = 173.5 (C=0O-NHAc), 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,),
{(105.1, 104.6, 104.5, 102.0) 4 x C-1}, 90.4 (d, Jeyr = 180.6 Hz, C-4'), 80.7, 80.5, 77.1, 76.5, 76.4, 75.4 (d,
Jeyy = 18.0 Hz, C-3'), 74.8, 74.7, 74.0, 73.5 (d, Jesr = 18.8 Hz, C-5), 72.6, 70.9 (-CH,CH=CH,), 70.3, 68.5
(C-6), 62.5,61.9, 61.2 (d, Jeg.r = 6.6 Hz, C-6"), 56.7, 22.9 (-NHAC).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im *C-NMR zugeordnet werden.

PF-NMR (376 MHz, Methanol-ds) 8 = —217.69 (dt, J juar = 50.4 Hz, Ji g3 = Jp s = 29.9 Hz).
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5.5.1.19 Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3’,4'-tri-O-acetyl-6'-
desoxy-6'-fluor-B-p-galactopyranosyl)-6-0-(2'',3""-di-O-acetyl-4'"-O-
{2'",3"",4"""-tri-O-acetyl-6"""-desoxy-6'""-fluor-f-n-galactopyranosyl}-6''-
desoxy-6"'-fluor-p-np-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid (58a)

Eine Losung aus 129 mg (184 pmol, 2.0 Aquiv.) 2,3-Di-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-p-
D-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-a-D-glucopyranosyl Trichloroacetimidat (42) und 59.0 mg (92.0 umol,
1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-B-D-
galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (14) in 15 mL absolutem Dichlormethan wurde in Gegenwart von 2.50 g
frisch aktivierten Molsieb 4A unter Argonatmosphire auf —78 °C gekiihlt und eine Stunde bei dieser Temperatur
geriihrt.  AnschlieBend wurden 15.0 pL  (83.0 umol, 0.90 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
(TMSOTY) zugetropft und weitere 15 min bei —78 °C geriihrt, bevor das Kéltebad entfernt wurde und die
Reaktionslosung langsam iiber einen Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach beendeter
Reaktion wurde mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Hyflo"” filtriert und die organische Phase mit einer
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x 40 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:3) gereinigt.
Ausbeute: 72.9 mg (59.8 pmol, 65%); farbloser Feststoff.

R;=0.14 (cHex/EtOAc = 1:1).

ESI-MS (positiv), m/z: 12373897 [M+NH,4]",  ber.: 1237.3905.
[a]® = —2.8 (c = 0.25, CHCl,).

RP-HPLC: R, = 6.40 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, CDCl;), & [ppm] = 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H,,-Pht),
7.74 — 7.71 (m, 2H, Ha-Pht), 5.72 (dd, Jyss = 10.7 Hz, Jyspe = 8.7 Hz, 1H, H-3), 5.73 — 5.68 (m,
1H, -CH,CH=CH,), 5.42 (dd, Jygy13 = 3.5 Hz, Jygrps» = 1.2 Hz, 1H, H-4""), 5.38 (dd, Jig i3 = 3.5 Hz, Jua s =
1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.35 (d, Ju1m = 8.6 Hz, 1H, H-1), 5.24 (t, Juz-so» = Jiz-nar = 8.8 Hz, 1H, H-3"), 5.16 (dd,
Jiryze = 10.4 Hz, Jyyo gy = 7.9 Hz, 1H, H-2""), 5.17 — 5.12 (m, 1H, -CHyCH=CH_;H,y.1ns), 5.12 (dd, Sy i3 =
10.5 Hz, Jip oy = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.07 (dq, *J = 10.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH,;;H,,..;), 5.03 (dd,
Jiza = 10.4 Hz, Jyz e = 3.5 Hz, 1H, H-3'), 5.01 (dd, Jig g = 10.4 Hz, Jigmye = 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.94
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(dd, Juprpze = 8.8 Hz, Jypryy» = 7.4 Hz, 1H, H-2"), 4.71 (d, Jyyryor = 7.4 Hz, 1H, H-1"), 4.76 — 4.67 (m, 1H,
H-6,"), 4.61 (d, Jiyy o = 8.0 Hz, 1H, H-1""), 4.58 (d, Jiy1yir = 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.49 — 4.32 (m, 5H, H-6,4,
H-6,", H-6,,""), 4.24 (ddt, >J = 13.0 Hz, °J = 5.0 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.19 (dd, Jip 3 =
10.7 Hz, Jyo1 = 8.5 Hz, 1H, H-2), 4.06 (dd, Jieaniep = 11.3 Hz, Jyeanis = 1.7 Hz, 1H, H-6,), 4.05 — 4.00 (m, 2H,
H-4", -CH,H,CH=CH,), 3.97 — 3.92 (m, 2H, H-5', H-5""), 3.88 (dd, Jusus = 9.9 Hz, Jusu3 = 8.7 Hz, 1H, H-4),
3.85 (dd, Jugbsiea = 11.3 Hz, Jugons = 5.2 Hz, 1H, H-6y), 3.69 (ddd, Jiys11s = 10.0 Hz, Jiys e = 5.3 Hz, Jis e =
1.7 Hz, 1H, H-5), 3.59 (ddd, Jys-5 = 28.6 Hz, Jys-ysr = 10.0 Hz, Jus-ueyr = 2.7 Hz, 1H, H-5"), 2.15, 2.13, 2.06,
2.05,2.04, 1.98,1.97, 1.87 (8 x s, 27H, -OAc).

BC-NMR (201 MHz, CDCls) & = 171.3, 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 170.1, 169.9, 169.7, 169.3 (9 x C=0-OAc,
2 x C=0-Pht), 134.4, 134.2 (2 x Cyy), 133.5 (-CH,CH=CH,), 131.8, 131.5 (2 x C,), 123.7, 123.6 (2 X Cy,), 117.9
(-CH,CH=CH,), 101.4 (C-1"), 101.1 (C-1'), 100.7 (C-1"), 96.9 (C-1), {81.0 (d, Jeor = 174.4 Hz), 80.8 (d, Jes.r =
172.8 Hz), 80.7 (d, Jegr = 172.9 Hz) C-6', C-6", C-6""}, 77.1 (C-4), 75.2 (C-4"), 74.6 (C-5), 73.8 (d, Jos'y
19.0 Hz, C-5"), 73.4 (C-3"), 71.9 (C-2"), 71.8 (d, Jes,r = Jes+ = 17.5 Hz, C-5', C-5""), 71.3 (C-3), 71.0 (C-3"),
70.9 (C-3"), 70.1 (-CH,CH=CH,), 69.3 (C-2', C-2"), 67.4 (C-6), 67.2 (d, Jegny = 24.9 Hz, C-4""), 67.1 (d, Joyr
= 25.0 Hz, C-4"), 55.0 (C-2), 21.2, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (9 x CH3-OAc).

F-NMR (376 MHz, CDCl3) § = {~230.24 (td, Jy.;1s = 46.6 Hz, Jp.yis = 12.8 Hz), ~230.44 (td, Jy 116 = 46.6 Hz,
Jrais = 12.8 Hz) F-6', F-6""}, ~233.58 (td, Jp g = 47.4 Hz, Jprys = 28.6 Hz, F-6"").

5.5.1.20 Allyl-2-desoxy-2-/N-acetamido-3-O-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6’-desoxy-
6'-fluor-p-n-galactopyranosyl)-6-0-(2"',3"'-di-O-acetyl-4""-0-{2'"",3""" ,4'""-tri-
O-acetyl-6'""-desoxy-6'""-fluor-p-np-galactopyranosyl}-6''-desoxy-6''-fluor-p-p-
glucopyranosyl)-B-p-glucopyranosid (58b)

AcO AcO
AcO 7oy AcO o0
NH
o:<

Zu einer Losung von 65.3 mg (53.5 umol, 1.0 Aquiv.) Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2",3",4'-
tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3"-di-O-acetyl-4"-O-{2"",3"" ,4""'-tri-O-acetyl-6""'-

desoxy-6""-fluor-p-D-galactopyranosyl}-6"-desoxy-6"-fluor--D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (58a) in
5mL Ethanol wurden 2.00 mL (20.2 mmol) n-Butylamin gegeben und 24 h unter Riickfluss erhitzt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit Toluol (2 % 15 mL) kodestilliert, bevor der
Riickstand in 5 mL Pyridin aufgenommen und mit 3.0 mL Essigsédureanhydrid versetzt wurde. Es wurde 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

Rohprodukt in 20 mL Ethylacetat aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde mit einer 1 M Salzséure
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(1 x40 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung (1 x40 mL) und Wasser (1 x40 mL)
gewaschen, mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das

Rohprodukt wurde schlieBlich flashchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH = 80:1 — 30:1) gereinigt.
Ausbeute: 42.5 mg (37.5 pmol, 70%); farbloser Feststoff.
Ry=0.59 (EtOAc).
ESI-MS (positiv), m/z:  1132.3686 [M+H]", ber.: 1132.3691.
1149.3955 [M+NH,]’,  ber.: 1149.3956.
[a]3* =—26.8 (¢ = 0.25, CHCl;).
RP-HPLC: R,=19.3 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O (5:95) — (100:0) in 30 min.

R, =4.00 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, CDCly), & [ppm] = 5.83 (dddd, *J = 17.3 Hz, *J =
10.6 Hz, °J = 5.9 Hz, °J = 4.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.67 (d, J = 9.5 Hz, 1H, -NHAc), 5.42 (dd, Jusuz =
3.4 Hz, Jugus = 1.2 Hz, 1H, H-4"), 5.41 (dd, Jygy3» = 3.5 Hz, Jugnps» = 1.2 Hz, 1H, H-4""), 5.27 (dq, °J =
17.4 Hz, >J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,4n;), 5.23 (t, Jizp12» = Juzrpar = 9.2 Hz, 1H, H-3"), 5.19 (dq, *J =
10.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH;;H,,,,,), 5.15 (dd, Jyp» 3 = 10.4 Hz, Jyp gy = 8.0 Hz, 1H, H-2""), 5.12
(dd, Jiypz = 10.5 Hz, Jypyr = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 5.07 (dd, Juz > = 10.4 Hz, Jiz e = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.03
(dd, Jispmn = 8.7 Hz, Jis s = 7.5 Hz, 1H, H-3), 5.00 (dd, Jiz» i = 10.5 Hz, Jizmpa = 3.5 Hz, 1H, H-3"""), 4.89
(dd, Jiprpz = 9.0 Hz, Jipyy» = 7.5 Hz, 1H, H-2"), 4.62 (d, Juyror = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.60 (d, Jij»yom =
8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.52 (d, Ju;1i» = 7.9 Hz, 1H, H-1'), 4.68 — 4.35 (m, 6H, H-6,", H-6,1,", H-6,,"), 4.44 (d,
Jurmz = 7.1 Hz, 1H, H-1), 4.28 (ddt, °J = 13.3 Hz, °J = 4.7 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.10 — 4.05
(m, 2H, H-2, H-6,), 4.03 (dt, >J = 5.9 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH,), 3.97 (dd, Jis~ s = 10.1 Hz, Jiyg y13~
= 9.1 Hz, 1H, H-4"), 3.96 — 3.91 (m, 2H, H-5', H-5""), 3.84 (t, Juaus = Juans = 7.6 Hz, 1H, H-4), 3.75 (dd,
Jueonisa = 10.7 Hz, Jygons = 5.3 Hz, 1H, H-6,), 3.59 — 3.52 (m, 2H, H-5, H-5"), 2.15, 2.05, 1.98, 1.97 (4 x s,
30H, -OAc, CH;-NHAc).

BC.NMR (200 MHz, CDCly) & = 170.8, 170.3, 1702, 170.1, 169.9, 169.8, 169.3 (9 x C=0-OAc,
1 x C=0-NHAc), 133.7 (-CH,CH=CH,), 117.5 (-CH,CH=CH,), 101.3 (C-1""), 100.8 (C-1), 100.7 (C-1"), 99.7
(C-1), {80.9 (d, Jegr = 173.3 Hz), 80.8 (d, Jeor = 173.1 Hz), 80.7 (d, Jegr = 172.2 Hz), C-6', C-6", C-6""}, 78.9,
75.6 (C-4), 75.1 (C-4"), 73.8 (d, Jes-r = 19.0 Hz, C-5"), 74.1 (C-5), 73.1 (C-3"), 71.9 (d, Jeswy = 23.8 Hz, C-5"),
71.8 (d, Josr = 22.9 Hz, C-5"), 71.8 (C-2"), 71.4 (C-3), 71.0 (C-3"), 70.6 (C-3'), 69.4 (-CH,CH=CH,), 69.3
(C-2), 69.2 (C-2"), 67.9 (C-6), 67.2 (d, Jeyr = 6.7 Hz, C-4"), 67.1 (d, Jogrp = 6.0 Hz, C-4™), 52.5 (C-2), 23.4
(CH3-NHAc), 20.9, 20.8, 20.7 (9 x CH3-OAc).

PF-NMR (376 MHz, CDCly) & = {~230.36 (td, Ji 16 = 46.7 Hz, Jp.s = 12.7 Hz), =230.57 (td, Jp.y1 = 46.3 Hz,
Jrns = 12.3 Hz) F-6', F-6""}, —233.08 — —233.78 (m, F-6").
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5.5.1.21 Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(6'-desoxy-6'-fluor-p-nD-galacto-
pyranosyl)-6-0-(4'"-0O-{6'""-desoxy-6"""-fluor-p-nD-galactopyranosyl}-6’'-
desoxy-6"'-fluor-p-np-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid (4)

Hoj;i{
HO F HO o]
o ee
Ho HO™TY o~
o

Es wurden 20.1 mg (17.8 pmol) Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-
6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3"-di-O-acetyl-4"-O-{2"",3"" 4""-tri-O-acetyl-6""-desoxy-6""-fluor-p-D-

galactopyranosyl}-6"-desoxy-6"-fluor-p-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid  (58b)in 3 mL  Methanol
vorgelegt und bei Raumtemperatur mit einer frisch zubereiteten 1 M Natriummethanolatlosung versetzt. Nach 3 h
wurde mit 1 mL Eisessig neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels
GroBenausschlusschromatographie an Sephadex™ LH-20 (100% MeOH) gereinigt. Das Produkt wurde

anschlieBend dreimal in Wasser aufgenommen und lyophyllisiert.
Ausbeute: 11.9 mg (15.8 umol, 89%).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 754.2737 [M+H]", ber.:754.2739.
ESI-MS (negativ), m/z:  752.2599 [M—H]J, ber.: 752.2594.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, Methanol-ds) & [ppm] = 5.88 (ddt, >J = 17.0 Hz, °J =
10.6 Hz, °J = 5.3 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.28 (dq, °J = 17.3 Hz, ’J = 1.8 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,as), 5.14
(dd, *J = 10.5 Hz, %J = 1.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,,0s), 4.81 — 4.68 (m, 2H), 4.65 — 4.54 (m, 5H, {4.57 (d,
Jurmn = 8.6 Hz, 1H, H-1)}), {4.52 (d, Ju112 = 7.9 Hz, 1H), 4.46 (d, Jiy 1o = 8.4 Hz, 1H), 4.34 (d, Juy . = 7.7 Hz,
1H), 3 x H-1}, 4.33 — 4.30 (m, 1H, -CH,H,CH=CH,), 4.20 (dd, Jusaneo = 11.2 Hz, Jugapis = 1.8 Hz, 1H, H-6,),
4.07 (ddt, J = 13.2 Hz, °J = 5.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, -CH,H,CH=CH),), 3.99 (dd, Jugs.116a = 11.2 Hz, Jugo.n1s =
3.9 Hz, 1H, H-6y), 3.96 — 3.90 (m, 2H), 3.85 — 3.83 (m, 2H), 3.80 — 3.74 (m, 2H), 3.69 — 3.63 (m, 1H), 3.60 —
3.54 (m, 7H), 3.52 (dd, J=9.7 Hz, J = 3.4 Hz, 1H), 3.35 — 3.30 (m, 1H), 1.97 (s, 3H, -NHAc).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im "H-NMR zugeordnet werden.

BC-NMR (200 MHz, Methanol-d;) § = 173.6, 135.5 (-CH,CH=CH,), 117.0 (-CH,CH=CH,), {105.2, 105.1,
104.6 (C-1', C-1", C-1"")}, 102.0 (C-1), {83.8 (d, Jesr = 167.7 Hz), 83.7 (d, Jesr = 167.8 Hz), 83.6 (d, Jogr =
167.7 Hz), C-6', C-6", C-6""}, 81.3, 80.2, 76.2, {75.2 (d, Jesy = 21.2 Hz), 75.0 (d, Jesr = 21.0 Hz), 74.9 (d, Josr
= 19.1 Hz), C-5', C-5", C-5""},75.1, 74.6, 74.5, 74.4, 74.0, 72.3, 72.2, 70.9 (-CH,CH=CH,), {69.8 (d, Josr =
6.8 Hz), 69.7 (d, Josr = 7.1 Hz), C-4', C-4"}, 68.9 (C-6), 56.6 (C-2), 23.0 (-NHAC).

Aufgrund von Signaliiberlagerungen konnten nur charakteristische Signale im *C-NMR zugeordnet werden.
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F-NMR (376 MHz, Methanol-dy) § [ppm] = —231.87 — —232.46 (m), —235.07 (td, Jr.xis = 48.9 Hz, Jp 5 =
48.5 HZ, JF,HS =24.6 HZ)



5.6 Synthesen des Impfstofftrigermolekiils

5.6.1 Das allgemeine Protokoll der Festphasenpeptidsynthese

Die Synthese des Impfstoff-Tragermolekiils 7 erfolgte manuell in einem Merrifield-Reaktor und wurde nach der
Fmoc-Strategie durchgefiihrt. Bevor das Harz verwendet wurde, lieB man es 3h in 15mL
N,N*-Dimethylformamid Quellen. Die N-terminale Deblockierung der Fmoc-Aminoséurebausteine wurde durch
die dreimalige Behandlung des Harzes mit 10 mL einer einer 20%igen Piperidinlosung in
N,N‘-Dimethylformamid fiir 10 min bewerkstelligt. AnschlieBend wurde das Harz dreimal sorgfaltig mit 10 mL
N,N‘-Dimethylformamid und zweimal mit 10 mL Dichlormethan gewaschen. Nach diesen Waschschritten
erfolgte der Kupplungsschritt durch in situ Aktivierung von 1.5 Aquivalenten des jeweiligen N-o-Fmoc
Aminosiurebausteins in Gegenwart von 1.5 Aquivalenten PyBOP in 10 mL N,N “-Dimethylformamid. Die
Kupplungsreaktion wurde anschlieBend durch die Zugabe von 4 Aquivalenten N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA)
gestartet und fiir 1 h zur ausreichenden Durchmischung leicht geschwenkt. AnschlieBend wurde mit 10 mL
Dichlormethan gewaschen, bevor derselbe Kupplungsschritt wiederholt wurde. Als letzter Schritt des
Festphasensynthesezyklus wurde das Harz dreimal sorgfaltig N,N‘-Dimethylformamid und zweimal mit 10 mL
Dichlormethan gewaschen. Entweder wurde an dieser Stelle ein weiterer Zyklus durch die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe eingeleitet oder aber das Harz wurde an dieser Stelle sorgféltig in einem Stickstoffstrom
getrocknet und mit intakter N-terminaler Fmoc-Schutzgruppe im trockenen Zustand im Gefrierer unter einer
Argonatmosphére bei —32 °C gelagert. Nach einer solchen Lagerung musste das Harz entsprechend bei erneuter
Verwendung in 10 mL N,N‘-Dimethylformamid fiir 2 h bei Raumtemperatur gequollen werden. Aufgrund der
Doppelkupplung wurde im Allgemeinen auf einen Cappingschritt (Ac,O/DIPEA/DMF) verzichtet.

5.6.2 Synthesen der Festphasen Monomere

5.6.2.1 1H-Imidazol-1-Sulfonylazid Hydrochlorid (62)
N8, - Hel
I/ i 3

Es wurden 810 uL (10.0 mmol, 1 Aquiv.) Sulfurylchlorid vorsichtig zu einer eisgekiihlten Suspension von
650 pg Natriumazid in 10 mL absolutem Acetonitril getropft und unter langsamen Erwdrmen 12 h mit
aufgesetztem Trockenrohr geriihrt. AnschlieBend wurde erneut auf 0 °C gekiihlt und 1.36 g (20.0 mmol,
2 Aquiv.) Imidazol zugegeben und die Reaktionslsung weitere 6 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde mit
70 mL Ethylacetat und 40 mL Wasser verdiinnt. Die organische Phase wurde sukzessive mit Wasser
(2x50mL), einer gesdttigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x50mL) wund einer geséttigten
Natriumchloridlosung (1 x 50 mL) gewaschen, bevor die organische Phase mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert wurde. Im Anschluss wurde eine HCI/EtOH-Losung, welche durch tropfenweise Zugabe
von 1.07 mL (15.0 mmol, 1.5 Aquiv.) Acetylchlorid zu 4.0 mL trockenem Ethanol gewonnen wurde, iiber einen
Zeitraum von 20 min unter Eiskiihlung vollstdndig zugetropft. Es wurde weitere 30 min unter Eiskiihlung
geriihrt, bevor die resultierende Suspension filtriert und der Filterkuchen mit Ethylacetat (2 x 50 mL) gewaschen

wurde. Das Produkt konnte ohne weitere Reinigung im nédchsten Schritt eingesetzt werden.
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Ausbeute: 1.52 g (7.26 mmol, 73%).
Fiir die mit dem Produkt verbundenen Sicherheitsrisiken wird an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen.”*

Auf die Erfassung von analytischen Daten wurde in diesem Fall verzichtet und das Produkt ohne Lagerung

sofort weiter eingesetzt.

Weitere analytische Daten siehe Literatur.>*> ***

5.6.2.2 N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-¢-azido-L-Norleucin (59)

Zu einer eisgekiihlten Losung von 2.50 g (5.33 mmol, 1 Aquiv.) N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-&-N-(tert-
butoxycarbonyl)-L-Lysin gelost in 15 mL Dichlormethan wurden 15 mL Trifluoressigséure gegeben und die
Reaktionslosung unter langsamen Erwdrmen auf Raumtemperatur 2 h geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit Toluol (5 x 10 mL) und
Dichlormethan (3 x 10 mL) kodestilliert. AnschlieBend wurde das Rohprodukt schlielich eingefroren und iiber
Nacht an der Lyophylle getrocknet und das so erhaltene viskose Ol wurde anschlieBend ohne weitere Reinigung
im néchsten Schritt eingesetzt.

Das zuvor bereitgestellte Fmoc-g-Aminolysin wurde in 70 mL eines Methanol/Wasser (8:2) Gemisches bei
Raumtemperatur aufgenommen und mit 35.0 mg (224 umol, 4 mol%) Kupfersulfat und 2.58 g (18.7 mmol,
3.5 Aquiv.) Kaliumcarbonat versetzt. AnschlieBend wurde mit zusitzlichem Kaliumcarbonat, ein konstanter
pH-Wert von 8-9 eingestellt, bevor portionsweise 1.52 g (7.26 mmol, 1.4 Aquiv.) 1H-Imidazol-1-Sulfonylazid
Hydrochlorid 62 iiber einen Zeitraum von 10 min zugegeben wurde und die resultierende Reaktionslosung 12 h
bei Raumtemperatur gerithrt wurde. Nach beendeter Reaktion wurde mit 3 M Salzsdure ein pH-Wert von 2
eingestellt und die Reaktionslosung mit Ethylacetat (3 x 70 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit einer gesittigten Natriumchloridlosung (1 x 100 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde mit
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc + 1% AcOH = 3:1) gereinigt. Im Anschluss wurde das
gereinigte Produkt mit Toluol (4 X 10 mL) und Dichlormethan (2 x 10 mL) kodestilliert.

Ausbeute: 1.96 g (4.98 mmol, 93%).
R;=0.17 (‘Hex/EtOAc = 2:1 + 1% AcOH).
ESI-MS (positiv), m/z:  412.1994 [M+NH,]", ber.: 412.1979,

(negativ) 393.1578 [M—HJ, ber.: 393.1568.
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[a]3! =+12.2 (c = 1, CHCL,).

RP-HPLC: R, =22.8 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (10:90) — (100:0) in

30 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl3), 8 [ppm] = 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-4", H-5"""%) 7,60
(t, J = 6.2 Hz, 2H, H-1""°, H-8""°), 7.40 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-3"", H-6""*), 7.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-2""*,
H-7"""%), 5.29 (d, Juine = 8.6 Hz, 1H, NH™), 4.45 — 441 (m, 3H, CH,"”, Ho), 4.23 (t, J = 7.2 Hz, 1H,
H-9""%), 3.29 (pt, J = 6.8 Hz, 2H, He,y), 1.94 (td, Jupappy = 9-8 Hz, Jupapa = 5.4 Hz, 1H, HB,), 1.78 — 1.71 (m,
1H, HBy), 1.67 — 1.59 (m, 2H, H3,), 1.48 (p, Juyasiyp = 12.3 Hz, Jug, = 6.7 Hz, 2H, Hyap).

BC-NMR (200 MHz, CDCly), & [ppm] = 176.7 (-COOH), 156.2 (C=O-Urethane), 143.9, 143.8 (C-1,",
C-8,"), 141.5 (C-4,", C-5,""), 127.9 (C-3""*, C-6"""°), 127.2 (C-2"", C-7""*), 125.2 (C-1""*, C-8""*),
120.2 (C-4""¢, C-5""%), 67.3 (CH,"), 53.6 (Cat), 51.2 (Ce), 47.3 (C-9"), 32.0 (CP), 28.5 (C3), 22.6 (Cy).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.**>>%

5.6.2.3 S5-Ethoxycarbonylpentyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosid (64)

[¢]
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Es wurden zu einer Losung von 3.60 g (7.31 mmol, 1 Aquiv.) 2,3.,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-galactopyranosyl
Trichloracetimidat (17) in 30 mL absolutem Dichlormethan 1.2 mL (7.31 mmol, 1 Aquiv.) Ethyl-
6-Hydroxyhexanoat sowie 4.00 g frisch aktivierten Molsieb (MS4A) gegeben und 15 min bei Raumtemperatur
unter Argonatmosphédre geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung auf —78 °C gekiihlt und 30 pL
TMSOTT zugetropft und weitere 15 min geriihrt, bevor das Trockeneis/Aceton Kéltebad entfernt wurde und die
Reaktionslosung vorsichtig iiber einen Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Nach
beendeter Reaktion wurde die Losung mit 80 mL Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite filtriert und das Filtrat mit
gesittigter Natriumhydrogen-carbonatldosung (1 x 70 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde die organische Phase
mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Filtrat vom Losungsmittel, unter vermindertem Druck,

befreit. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (‘Hex/EtOAc = 2:1).
Ausbeute: 2.85 g (5.80 mmol, 79%).

R;y=0.50 (cHex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z: ~ 508.2402 [M+NH,]", ber.: 508.2389.

[a]3! = —14.3 (c = 1, CHCLy).



Synthesen des Impfstofftrigermolekiils 161

RP-HPLC: R; = 10.0 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O + 1% TFA (10:90) — (100:0) in

30 min.

'H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCL3), § [ppm] = 5.37 (dd, Jisss = 3.5 Hz, Juaps = 1.2 Hz, 1H,
H-4), 5.18 (dd, Jippi3 = 10.5 Hz, Jyo gy = 7.9 Hz, 1H, H-2), 5.00 (dd, Jigs 1 = 10.5 Hz, Jy3 14 = 3.5 Hz, 1H, H-3),
4.44 (d, Jy e = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.17 (dd, Juaner = 11.3 Hz, Jygans = 6.5 Hz, 1H, H-6,), 4.13 — 4.09 (m, 3H,
H-6,, -CH,CH;), 3.90 — 3.85 (m, 2H, H-5, 0-CH,H,), 3.46 (ddd, J = 9.6 Hz, J = 7.3 Hz, J = 6.3 Hz, 1H,
a-CH,Hy), 2.27 (td, J = 7.3 Hz, J = 0.8 Hz, 2H, y-CH,), 2.13, 2.04, 2.03, 1.97 (4 x s, 12H, -OAc), 1.67 — 1.54 (m,
SH, p-CH,, 5-CH,), 1.39 — 1.32 (m, 2H, £-CH,), 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H, -CH,CH).

13C-NMR (150 MHz, CDCly), & [ppm] = 173.7, 170.5, 170.4, 170.3, 169.5 (4 x (C=0)-OAc, 1 x (C=0)-Ester,
101.5 (C-1), 71.1 (C-3), 70.7 (C-5), 70.0 (a-CHy), 69.0 (C-2), 67.2 (C-4), 61.4 (C-6), 60.4 (-CH,CH;), 34.3
(y-CH,), 29.2 (3-CH,), 25.5 (e-CH,), 24.7 (B-CH.,), 20.9, 20.8, 20.7 (4 x CH3-OAc), 14.4 (-CH,CH).

5.6.2.4 S5-Ethoxycarboxylpentyl-2,3,4,6-tetra-O-propargyl-p-p-galactopyranosid (60)

L/jt /°M
/Wo\s

Zu einer Losung von 2.40 g (4.89 mmol) 5-Ethoxycarbonylpentyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosid
(64) in 40 mL Ethanol wurden 500 pL einer Frisch priparierten Natriumethanolatlosung zugetropft und 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor mit 3 mL Eisessig neutralisiert wurde und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt wurde. AnschlieBend wurde der Riickstand mit 10 mL Wasser versetzt, mit
flissigem Stickstoff eingefroren und 24 h an der Lyophylle getrocknet.

Der Riickstand wurde daraufhin bei 0 °C in 100 mL absolutem Tetrahydrofuran unter einer Argonatmosphére
aufgeschlimmt und mit 630 mg (2.45 mmol, 0.5 Aquiv.) Tetrabutylammoniumiodid versetzt. AnschlieBend
wurden vorsichtig 1.37 g (34.3 mmol, 7 Aquiv.) Natriumhydrid iiber einen Zeitraum von 20 min zugegeben,
bevor 4.90 mL (44.0 mmol, 9 Aquiv.) Propargylbromid (80% in Toluol), geldst in 50 mL absolutem
Tetrahydrofuran iiber einen Zeitraum von einer Stunde vorsichtig zugetropft wurden. Nach beendeter Zugabe
wurde die Reaktionslosung fiir 1 h unter Riickfluss erhitzt, bevor das Losungsmittel unter vermindetem Druck
entfernt wurde. Der Riickstand wurde anschlieBend in 10 mL Dichlormethan aufgenommen und iiber 15 cm
Silica (CH,Cl,) filtriert.

Das so erhaltene Ol wurde in 100 mL eines Tetrahydrofuran/Wasser (5:1) Gemisches aufgenommen und mit
1.00 g (41.8 mmol, 8.5 Aquiv.) Lithiumhydroxid versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
vollstindigem Umsatz wurde die Reaktionslosung mit 3 M Salzsdure auf pH = 2 angeséduert und die Reaktions-
16sung eingeengt. Der Riickstand wurde mit Dichlormethan (3 x 70 mL) extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (“Hex/EtOAc + 1% AcOH) gereinigt. Das
gereinigte Produkt wurde letztlich mit Toluol (3 10 mL) und Dichlormethan (2 x 10 mL) koevaporiert.
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Ausbeute: 917 mg (2.06 mmol, 42% tiiber drei Stufen).
Ry= 0.21 (‘Hex/EtOAc = 2:1 + 1% AcOH).
ESI-MS (positiv), m/z: ~ 464.2294 [M+NH,]", ber.: 464.2279.
(negativ), m/z:  445.1887 [M—H] , ber.: 445.1868.
[a]3! = —42.2 (c = 0.5, CHCL)).
RP-HPLC: R;=3.59 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,0 + 1% TFA (5:95).

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 4.51 — 4.43 (m, 2H, -CH,CCH), 4.40 (dd, J =
11.1 Hz, J = 2.4 Hz, 2H, -CH,CCH), 437 — 4.31 (m, 2H, -CH,CCH), 4.28 (d, Ji1 1> = 7.6 Hz, 1H, H-1), 4.23 —
4.12 (m, 2H, -CH,CCH), 4.01 (d, Jysps = 1.3 Hz, 1H, H-4), 3.89 (dt, Jiysas e = 9.5 Hz, Jijjas = 6.3 Hz, 1H,
H-1,*), 3.78 (dd, Jigatier = 9-8 Hz, Jyeans = 6.0 Hz, 1H, H-6,), 3.69 (dd, Jygp.16a = 9.8 Hz, Jyypus = 6.1 Hz, 1H,
H-6), 3.59 — 3.54 (m, 3H, H-2, H-3, H-5), 3.48 (dt, Jypepiiar = 9.5 Hz, Jppesios = 6.7 Hz, 1H, H-1,%), 2.45 —
2.41 (m, 4H, -CH,CCH), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-3%), 1.69 — 1.58 (m, 4H, H-2*, H-5%), 1.47 — 1.38 (m, 2H,
H-4%).

BC-NMR (150 MHz, CDCL), & [ppm] = 179.7 (-COOH), 103.4 (C-1), 80.9 (C-2), 80.4, 80.2, 79.6
(4 x -CH,CCH), 79.5 (C-3), 74.8, 74.7, 74.6, 74.1 (4 x -CH,CCH), 73.6 (C-4), 73.3 (C-5), 69.7 (C-1%), 69.1
(C-6), 60.0, 59.7, 59.2, 58.8 (4 x -CH,CCH), 34.0 (C-3%), 29.4, 25.7, 24.5 (C-2*, C-4*, C-5%).

In Anlehnung an literaturbekanntes Protokoll dargestellt.'”"

5.6.2.5 N,N*Bis(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-(R)-cystin-bis-Allylester (65)
(Fmoc-L-Cys-OAllyl),

Zu einer Losung von 4.50 g (18.7 mmol, 1 Aquiv.) L-Cystin und 3.95 g (37.4 mmol, 2 Aquiv.) Natriumcarbonat
in 100 mL eines Aceton/Wasser (1:1) Gemischs wurden 13.8 g (41.1 mmol, 2.2 Aquiv.) Fmoc-OSu gegeben und
24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde mit 3 M Salzsdure auf pH 2 angesduert, die Losung mit
Ethylacetat (3 x 150 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit wasserfreiem Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt konnte ohne

weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt werden.

ESI-MS (negativ), m/z:  683.1559 [M—H], ber.: 683.1527.
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Das zurvor bereitgestellte Cystinderivat wurde anschlieBend in 150 mL Acetonitril gelost und sukzessive mit
9.54 mL (56.1 mmol, 3 Aquiv.) Diisopropylethylamin und 3.55 mL (41.1 mmol, 2.2 Aquiv.) Allylbromid
versetzt und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz wurden das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 200 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase
wurde sukzessive mit einer 1 M Salzsdure (1 x 100 mL), einer gesittigten Natriumhydrogencarbonatlosung
(1 x 100 mL) und Wasser (2 x 150 mL) gewaschen, bevor mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet wurde
und das Ldosungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch

(‘Hex/EtOAc = 4:1) an Kieselgel gereinigt.

Ausbeute: 12.2 g (15.9 mmol, 85%).

R;=0.53 (‘Hex/EtOAc = 2:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  782.2576 [M+NH,]", ber.: 782.2564.
[a]3! = +20.6 (c = 0.5, CHCl,).

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), 8 [ppm] = 7.75 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-4"", H-5"""¢), 7.59
(dd, J = 7.7 Hz, J = 3.9 Hz, 2H, H-1"", H-8""), 7.41 — 7.36 (m, 2H, H-3""", H-6"""°), 7.33 — 7.27 (m, 2H,
H-27"¢, H-7""%), 5.90 (ddt, *J = 16.6 Hz, °J = 11.1 Hz, *J = 5.7 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.72 (d, Jxup =
8.2 Hz, 1H, NH™"), 5.37 — 5.31 (m, 1H, -CH,CH=CH_;;H,yqns), 5.26 (d, >J = 10.2 Hz, 1H, -CH,CH=CH,_;;H,,ns),
4.73 — 4.63 (m, 3H, -CH,CH=CH,, Ho), 4.39 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,*), 4.21 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-9"""), 3.41
(d, Juge = 5.2 Hz, 1H, HP), 3.21 (s, 1H, HP).

BC-NMR (150 MHz, CDCl;), 8 [ppm] = 170.2 (-COOAIlyl), 155.8 (C=O-Urethane), 143.9 (C-1,"", C-8,),
141.5 (C-4,"m°, C-5,), 131.4 (-CH,CH=CH,), 127.9 (C-3""*, C-6"""), 127.2 (C-2"", C-7""), 125.3
(C-17m¢ C-8Fm), 120.2 (C-4", C-5"), 119.5 (-CH,CH=CH,), 67.5 (CH,™*), 66.7 (-CH,CH=CH,), 53.6
(Ca), 47.2 (C-9"), 41.3 (CP).

Weitere analytische Daten siche Literatur.*®’

5.6.2.6 N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[(2R)-2,3-dihydroxypropyl]-(R)-Cystein
Allylester (66)
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Zu einer eisgekiihlten Losung von 2.30 g (3.01 mmol, 1 Aquiv.) N,N‘-Bis(fluorenylmethoxycarbonyl)-(R)-
Cystin-bis-Allylester (65) in 23 mL Dichlormethan wurden sukzessive 1.38 g (21.1 mmol, 7 Aquiv.) Zinkstaub
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gegeben und 12.5 mL einer Mischung aus Methanol/konz. Salzsdure/konz. Schwefelsdure (100:7:1) gegeben und
30 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurden 2.23 g (30.1 mmol, 10 Aquiv.) (R)-(+)-Glycidol zugetropft und
die resultierende Reaktionslosung 4 h unter Riickfluss erwdrmt. Nach beendeter Reaktion wurde iiber Celite
filtriert und der Filterkuchen mit 100 mL Dichlormethan gewaschen. Die organische Phase wurde separiert und
die verbleibene wissrige Phase mit Dichlormethan (2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Der Riickstand wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 4:1) gereinigt.
Ausbeute: 2.23 g (4.87 mmol, 81%).
R;=0.58 (EtOAc).
ESI-MS (positiv), m/z:  475.1911 [M+NH,]", ber.: 475.1897,
458.1645 [M+H]", ber.: 458.1632.
[a]3® = —15.1 (c = 0.5, CHCL,).

RP-HPLC: R, = 20.5 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,O +1% TFA (10:90) — (100:0) in

30 min.

"H-NMR (600 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), 8 [ppm] = 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-4"", H-5""¢), 7.60
(dd, J=17.5 Hz, J = 4.5 Hz, 2H, H-1""*°, H-8"™*), 7.40 (t, J= 7.5 Hz, 2H, H-3"""°, H-6""°), 7.34 — 7.29 (m, 2H,
H-21"¢ H-7""¢), 5.96 — 5.87 (m, 1H, -CH,CH=CH,), 5.35 (d, >J = 17.2 Hz, 1H, -CH,CH=CH_;;H,01), 5.28 (d,
3J=10.5 Hz, 1H, -CH,CH=CH,;;H,,qs), 4.69 — 4.64 (m, 3H, -CH,CH=CH,, Ho)), 4.44 — 4.39 (m, 2H, CH,"*),
4.23 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H-9""), 3.80 — 3.75 (m, 1H, H-2), 3.68 (dd, Jisau3 = 11.4 Hz, Jizasn = 3.5 Hz, 1H,
H-3,), 3.52 (dd, Jisppza = 11.3 Hz, Juzpa = 6.1 Hz, 1H, H-3y), 3.07 (dd, Jipago = 14.0 Hz, Jyga s = 4.6 Hz, 1H,
HB,), 2.99 (dd, Jugnppa = 14.0 Hz, Jugops = 6.3 Hz, 1H, HBy), 2.79 — 2.74 (m, 1H, H-1,), 2.62 (dd, Juipuia =
13.6 Hz, Jiypun = 8.2 Hz, 1H, H-1,).

BC-NMR (150 MHz, CDCls), § [ppm] = 170.6 (-COOAIllyl), 156.2 (C=O-Urethan), 143.9 (C-1a"*, C-8a""*),
143.8, 141.4 (C-4a™*, C-5a"), 131.3 (-CH,CH=CH,), 127.9 (C-3""* C-6""), 127.2 (C-2", C-7""),
125.2 (C-1"",C-87m), 120.1 (C-4""*, C-5""), 119.5 (-CH,CH=CH,), 70.9 (C-2), 67.4 (CH,"™*), 66.7
(-CH,CH=CH,), 65.4 (C-3), 54.2 (Ca), 47.2 (C-9""), 36.7 (C-1), 35.7 (CP).

Weitere analytische Daten siehe Literatur.”*' In Anlehnung an literaturbekanntes Protokoll dargestellt.**’
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5.6.2.7 N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[(2R)-2,3-bis(palmitoyloxy)propyl]-(R)-
Cystein Allylester (67)
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Es wurden 1.38 g (3.01 mmol, 1 Aquiv.) N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[(2R)-2,3-dihydroxypropyl]-(R)-
Cystein Allylester (66) unter einer Argonatmosphére in 100 mL absolutem Dichlormethan aufgenommen und
1.02 mL (6.02 mmol, 2 Aquiv.) Diisopropylethylamin bei Raumtemperatur zugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt und es wurden 1.64 mL (6.02 mmol, 2 Aquiv.) Palmitoylchlorid, geldst in
30 mL absolutem Dichlormethan, iiber einen Zeitraum von 30 min zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde das
Eisbad entfernt und weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die organische Phase mit 1 M Salzsdure
(1 x 50 mL), einer geséttigten Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x 50 mL) und Wasser (3 x 70 mL) gewaschen
wurde. AnschlieBend wurde die organische Phase mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(‘Hex/EtOAc = 9:1—5:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.15 g (2.30 mmol, 76%).

R,=0.55 (‘Hex/EtOAc = 5:1).

ESI-MS (positiv), m/z:  951.6526 [M+NH,]", 951.6491.
[a]3! = —4.8 (¢ =0.5, CHCl;).

RP-HPLC: R, = 47.1 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN:H,0+1% TFA (5:95) — 100:0) in

30 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCly), 8 [ppm] = 7.77 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.2 Hz, 2H, H-4""*,
H-5""¢), 7.61 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-1""*, H-8""*), 7.42 — 7.39 (m, 2H, H-3"", H-6"""), 7.32 (t, J = 7.4 Hz,
2H, H-2""¢, H-7""*%), 5.92 (ddt, *J = 16.5 Hz, *J = 10.6 Hz, *J = 5.9 Hz, 1H, -CH,CH=CH,), 5.69 (d, J = 8.0 Hz,
1H, NH™*), 536 (dd, °J = 172Hz, *J = 19Hz, IH, -CH,CH=CH,H,em), 5.30 — 527 (m,
IH, -CH,CH=CH,;H,4,), 5.15 (qd, Jipuzs = 6.3 Hz, Jipusa = 3.3Hz, 1H, H-2), 470 — 4.67 (m,
2H, -CH,CH=CHy), 4.65 (dt, Juuntrmoec = 7.9 HZ, Juqnp = 5.3 Hz, 1H, Ha), 4.41 — 4.39 (m, 2H, CH,"*), 4.33
(dd, Jizanze = 11.9 Hz, Jiysaun = 3.6 Hz, 1H, H-3,), 4.24 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H-9""°), 4.15 (dd, Ji3p.13. = 11.9 Hz,
Jusopz = 6.0 Hz, TH, H-3y), 3.12 (dd, Jiganps = 13.9 Hz, Jugana = 4.7 Hz, 1H, HB,), 3.05 (dd, Jypop. = 13.9 Hz,
Juposa = 5.8 Hz, 1H, HBy), 2.79 — 2.71 (m, 2H, H-1), 2.32 — 2.27 (m, 4H, CH,-2", CH,-2"), 1.62 — 1.57 (m, 4H,
CH,-3', CH,-3"), 1.30 — 1.22 (m, 48H, CH,"*"), 0.88 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH;"®").
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BC-NMR (200 MHz, CDCl3), § [ppm] = 173.5 (C-1"), 173.2 (C-1"), 170.4 (-COOAIlyl), 155.9 (C=0-Urethan),
143.9 (C-1a"*, C-8a™), 141.4 (C-4a"™*, C-5a"""), 131.4 (-CH,CH=CH,), 127.9 (C-3""*, C-6""*), 127.2
(C-21moc c-7"m), 125.3 (C-17"¢,C-8"%), 120.1 (C-4"", C-5"), 119.5 (-CH,CH=CH,), 70.3 (C-2), 67.5
(CH,"™*), 66.7 (-CH,CH=CHy,), 63.6 (C-3), 54.0 (Ca), 47.3 (C-9"), 35.2 (CP), 34.4, 34.2 (C-2',C-2"), 33.2
(C-1), 32.1,29.8,29.7, 29.5, 29.3 (CH,"®"), 25.1 (C-3', C-3"), 22.9 (CH,"®"), 14.3 (2 x CH;"®").

Weitere analytische Daten siche Literatur.**!

5.6.2.8 N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-
Cystein (61)
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Es wurden 1.84g (1.97mmol, 1Aquiv.) N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[(2R)-2,3bis(palmitoyl-
oxy)propyl]-(R)-Cystein Allylester (67) bei Raumtemperatur unter einer Argonatmosphédre in 70 mL absolutem
Eisessig vorgelegt und mit 683 mg (591 pmol, 0.3 Aquiv.) Pd(PPh;), versetzt. AnschlieBend wurde drei Stunden
auf 70 °C erhitzt, bevor nach vollstindigem Umsatz das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt

wurde. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel (‘Hex/EtOAc = 2:1 + 1% AcOH) gereinigt.
Ausbeute: 1.46 g (1.63 mmol, 83%).

R;=0.26 (‘Hex/EtOAc = 1:1 + 1% AcOH).

ESI-MS (negativ), m/z:  892.5759 [M—H], ber.: 892.5767.

[a]® = +6.5 (c = 0.5, CHCL;).

RP-HPLC: R;=3.18 min, Luna C18, A = 214 nm, Gradient: MeCN: H,0O + 1% TFA (70:30) — (100:0) in

15 min.

"H-NMR (800 MHz, HSQC, HMBC, COSY, CDCl;), & [ppm] = 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-4"" H-5"""), 7.61
(d, J=7.5 Hz, 2H, H-1"", H-8"*%), 7.39 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-3""°, H-6""°), 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-2""*,
H-7""%), 5.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH*), 5.18 (brs, 1H, H-2), 4.66 (brs, 1H, Ha), 4.40 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,™), 4.35 (dd, Jigauzp = 12.0 Hz, Jisamn = 3.4 Hz, 1H, H-3,), 4.24 (t, J = 7.1 Hz, 1H, H-9""°), 4.16 (dd,
Jipaza = 12.1 Hz, Jyzesn = 6.1 Hz, 1H, H-3,), 3.20 — 3.14 (m, 1H, HB,), 3.10 — 3.04 (m, 1H, Hp), 2.77 (brs, 2H,
H-1), 2.33 — 2.28 (m, 4H, CH,-2', CH,-2"), 1.62 — 1.58 (m, 4H, CH,-3', CH,-3"), 1.31 — 1.22 (m, 48H, CH,"*"),
0.88 (t, J = 7.2 Hz, 6H, CH;"*").
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BC-NMR (200 MHz, CDCly), & [ppm] = 179.5 (-COOH), 173.6, 173.5 (C-1’, C-1"), 156.1 (C=0-Urethan),
143.8 (C-1a"", C-82"), 141.4 (C-4a"™*, C-52""), 127.9 (C-3""*, C-6"""%), 127.2 (C-2"", C-7""*), 125.3
(C-170¢ C-8Fm9) 120.1 (C-4"", C-5"%), 70.4 (C-2), 67.6 (CH,"™*), 63.7 (C-3), 53.8 (Ca), 47.2 (C-9"),
34.9 (CP), 34.4, 34.2 (C-2',C-2"), 33.1 (C-1), 32.1, 29.9, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3 (CH,"*"), 25.0 (C-3',
C-3"), 22.8 (CH,"™), 14.3 (2 x CH;“™").

Weitere analytische Daten siehe Literatur.*"-**° Vorschrift nach Kusama und Mitarbeitern.*"*
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5.6.3 Festphasenpeptid Synthese des universellen Impfstofftragermolekiils

5.6.3.1 N-(9H-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-2-aminobutyryl-L-(e-/N-tert-butoxy-
carbonyl)-L-(e-N-tert-butoxycarbonyl)-lysyl-L-(e-/N-tert-butoxycarbonyl)-lysyl
-L-(g-N-tert-butoxycarbonyl)-lysyl-¢-azido-L-norleucinyl-L-(B-S-triphenyl-
methyl)-cystein (68a)

Die Synthese des vollgeschiitzten Peptids erfolgte manuell in einem Merrifield-Reaktor nach der Fmoc-Strategie
anhand des in Kapitel 3.5 beschriebenen allgemeinen Syntheseprotokolls. Der Aufbau des vollgeschiitzten
Abu-K-K-K-Nle(e-N;)-C-Peptids beginnt ausgehend von 1.00 g (0.70 mmol, 1 Aquiv.) eines C-terminal
Fmoc-Cys(Trt)-OH vorbeladenen séurelabilen 2-Chlorotrityl Harzes {H-Cys(Trt)-2-CITrt-Harz, Beladung:
0.70 mmol/g} der Firma Sigma Aldrich. Nach dem Standardprotokoll wurden zweimal jeweils 1.5 Aquivalente
des jeweiligen Fmoc-Aminosdurebausteins gekuppelt. Nach beendeter Synthese wurde das Harz mit
N,N*-Dimethylformamid (3 x 10 mL) und absolutem Dichlormethan (5 X 10 mL) gewaschen und anschlieBend
im Stickstoffstrom 30 min getrocknet. SchlieBlich wurde das Harz unter einer Argonstmosphire bei —32 °C
gelagert.

Fiir analytische Zwecke wurden nach beendeter Reaktion 30.0 mg des zuvor beladenen trockenen Harzes in eine
Spritze mit integrierter Fritte tberfithrt und erneut dreimal mit 2 mL einer 20%igen Piperidin in
N,N“-Dimethylformamid Losung je 10 min behandelt. AnschlieBend wurde das N-terminal Fmoc deblockierte
Peptid solgfaltige mit absolutem Dichlormethan (5 x 1.5 mL) gewaschen und schlieBlich durch die dreimalige
Behandlung mit 1.5 mL einer 1%igen Trifluoressigsdure Losung in absolutem Dichlormethan fiir jeweils 2 min
von der festen Phase gespalten. Die Filtrate wurden direkt in einen 50 mL Rundkolben, gefiillt mit 10 mL eines
Pyridin/Methanol Gemisches (2:1), gesammelt und so direkt neutralisiert. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand mit 5 mL Wasser versetzt und schlieBlich

gefriergetrocknet. Das vollgeschiitzte Rohpeptid wurde im Anschluss Massenspektroskopisch analysiert.

ESI-MS (positiv), m/z:  1287.7192 [M+H]", ber.: 1287.7170.
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5.6.3.2 N-Tetradecylcarbamoyl-L-cysteinyl-((R)-2,3-di-(palmitoyloxy)propyl)-L-2-
aminobutyryl-L-(e-/N-fert-butoxycarbonyl)-lysyl-L-(e-/N-fert-butoxycarbonyl)-
lysyl-L-(e-V-tert-butoxycarbonyl)-lysyl-L-(e-N-tert-butoxycarbonyl)-lysyl-
g-azido-L-norleucinyl-L-(B-S-triphenyl-methyl)-cystein (69)

Es wurden 0.35 mmol des mit der Fmoc-Abu-K-K-K-Nle(e-N;)-C-Aminosduresequenz (68a) beladenen Harzes
in 10 mL N, N‘*-Dimethylformamid 1 h bei Raumtemperatur in einem Merrifield-Reaktor gequollen, bevor es
dreimal mit 7 mL einer 20%igen Piperidin in N,N‘-Dimethylformamid Losung je 10 min behandelt wurde.
Anschliefend wurde das N-terminal deblockierte Harz sorgféltig mit N, N -Dimethylformamid (4 x 10 mL) und
Dichlormethan (2 x 10 mL) gewaschen. AnschlieBend wurden 313 mg (0.35 mmol, 1 Aquiv.) des
Fmoc-Pam,Cys-OH Bausteins 61 und 182mg (0.35mmol, 1 Aquiv.) PyBOP gelést in 5mL
N,N -Dimethylformamid zugegeben. Die Reaktion wurde mit 179 pL (1.05 mmol, 3 Aquiv.) DIPEA gestartet
und 18 h bei Raumtemperatur unter einer Argonatmosphire leicht geschwenkt. Nach beendter Reaktion wurde
sorgfiltig mit Dichlormethan (3 % 10 mL) gewaschen, bevor ein zweiter Kupplungsschritt durchgefiihrt wurde
(vide supra). Nach vollstindiger zweiter Kupplung wurde erneut sorgféltig mit Dichlormethan (3 x 10 mL)
gewaschen, bevor der N-Terminus durch dreimaliges Einwirken von 7 mL einer 20%igen Piperidin in
N, N “-Dimethylformamid Losung je 10 min erneut freigesetzt wurde. Das sorgféltig mit N, N -Dimethylformamid
(3x10mL) wund Dichlormethan (3 x 10 mL) gewaschene Harz wurde darauthin in 5 mL
N,N “-Dimethylformamid suspendiert und mit 964 pL (3.50 mmol, 10 Aquiv.) Tetradecylisocyanat versetzt und
iber 12h bei Raumtemperatur unter einer Argonatmosphire leicht geschwenkt. Letztlich wurde mit
Dichlormethan (3 x 10 mL) gewaschen und das Harz im Stickstoffstrom getrocknet und unter einer
Argonstmosphire bei —32 °C gelagert.

Fiir analytische Zwecke wurden nach beendeter Reaktion 30.0 mg des zuvor beladenen trockenen Harzes in eine
Spritze mit integrierter Fritte {berfithrt und erneut dreimal mit 2 mL einer 20%igen Piperidin in
N,N“-Dimethylformamid Losung je 10 min behandelt. AnschlieBend wurde das N-terminal Fmoc deblockierte
Peptid solgfiltige mit absoltem Dichlormethan (5 x 1.5 mL) gewaschen und schlieB8lich durch die dreimalige
Behandlung mit 1.5 mL einer 1%igen Trifluoressigsdure Losung in absolutem Dichlormethan fiir jeweils 2 min
von der festen Phase gespalten. Die Filtrate wurden direkt in einen 50 mL Rundkolben, gefiillt mit 10 mL eines
Pyridin/Methanol Gemisches (2:1), gesammelt und so direkt neutralisiert. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand mit 5 mL Wasser versetzt und schlieBBlich

gefriergetrocknet. Das vollgeschiitzte Rohpeptid wurde im Anschluss Massenspektroskopisch analysiert.
ESI-MS (positiv), m/z:  1108.2576 [M+2NH,]*", ber.: 1108.2555.

1099.7453 [M+H+NH,]*", ber.: 1099.7422.
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5.6.3.1 N-Tetradecylcarbamoyl-L-cysteinyl-((R)-2,3-di-(palmitoyloxy)propyl)-L-2-
aminobutyryl-L-lysyl-L-lysyl-L--lysyl-e-{5-Amidocarbonylpentyl-2,3,4,6-tetra-O-
propargyl-p-p-galactopyranosyl}-L-lysyl-L--cystein (7)

\/\/\/\/\/\/\/\fo

(6]
o

NH, NH,
/\/VVW ~®
o
S SH
(o] v 9 v @ v @
)L N\)L N\)L N\)L OH
[N (o] \H o ; ]

NH, HN.__O
KLA =
(0]
O/\\
(0] (0]

[

Es wurden 0.175 mmol des zuvor mit der UPam-Abu-K-K-K-Nle(g-N3)-C-Aminosiuresequenz (69) beladenen

7

Harzes in 10 mL N,N‘-Dimethylformamid 1 h bei Raumtemperatur in einem Merrifield-Reaktor gequollen, und
mit einer Dioxan/Wasser (4:1) Losung gewaschen. AnschlieBend wurde das Harz zweimal, in seperaten
Schritten, in 6 mL Dioxan/Wasser (4:1) suspendiert und 12 h unter leichtem Schwenken mit 1.05 mL
(1.05 mmol, 6 Aquiv.) Trimethylphosphin (1 M in Toluol) behandelt. Nach beendeter Reduktion wurde das Harz
sorgféltig mit N, N ‘-Dimethylformamid (3 x 10 mL) und Dichlormethan (3 % 10 mL) gewaschen. Im Anschluss
wurden 117 mg (263 umol, 1.5 Aquiv.) des Tetrapropargylgalactosids (60) und 137 mg (263 pumol, 1.5 Aquiv.)
PyBOP gelost in 6 mL N, N -Dimethylformamid zugegeben. Die Reaktion wurde schlielich mit der Zugabe von
149 uL (875 umol, 5 Aquiv.) DIPEA gestartet und 18 h bei Raumtemperatur unter einer Argonatmosphire leicht
geschwenkt. Nach beendter Reaktion wurde sorgfiltig mit Dichlormethan (3 x 10 mL) gewaschen, bevor ein
zweiter Kupplungsschritt mit 60 durchgefiihrt wurde (vide supra). Nach vollstandiger zweiter Kupplung wurde
sorgféltig mit Dichlormethan (3 x 10 mL) gewaschen, das Harz im Stickstoffstrom getrocknet.

Zur Abspaltung des Glycopeptids (35 umol) wurde das Harz mit 10 mL einer Mischung aus Trifluoressigséure,
Triisopropylsilan und Wasser (95:2.5:2.5), welche zuvor im Ultraschallbad entgast wurde, 3 h unter einer
Argonatmosphire und leichtem Schwenken behandelt. Das Filtrat wurde aufgefangen und der Vorgang einmal
wiederholt. Die vereinigten Filtrate wurden unter vermindertem Druck konzentriert und mit Toluol (3 x 10 mL)
kodestilliert, wobei die Beliiftung des Rotationsverdampfers jeweils mit Argongas erfolgte. Das Rohpeptid
wurde in 1.5 mL Methanol aufgenommen und durch das Eintropfen in kalten Diethylether mit anschlieBender
Lagerung bei —32 °C fiir 2 h gefillt. Nach vollstindiger Féllung wurde das Rohpeptid durch Zentrifugation
erhalten und anschlieBend erneut in 10 mL Reinstwasser unter Lichtausschluss aufgenommen. Das Rohprodukt
wurde letztlich gefriergetrocknet und das Lyophyllisat als farbloser schaumartiger Feststoff erhalten und konnte

im ndchsten Syntheseschritt ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.
Ausbeute: 45.7 mg (22 pmol, 64%).

ESI-MS (positiv), m/z:  1021.1940 [M+2H]*",  ber.: 1021.1920.
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7 ANHANG

7.1 Spektroskopischer Anhang

Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-p-D-glucopyranosid
(10)

Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0O-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-f-D-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-fluor-p-D-
glucopyranosid (11)

Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-O-(2',3",6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid
(12)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-f-D-
glucopyranosid (13)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-
B-D-glucopyranosid (14)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-
B-D-glucopyranosid (15)
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Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"'-
tri-O-acetyl-4"-O-{2'",3"" 4" 6'"-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid
(52a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-
tri-O-acetyl-4"-0O-{2"",3"" 4""-tri-O-acetyl-6""-desoxy-6""-fluor-B-D-galactopyranosyl } -B-D-glucopyranosyl)-p-D-
glucopyranosid (56a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2,3-di-O-
acetyl-4-0O-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl} -6-desoxy-6-fluor-p-D-galactopyranosyl)-p-D-
glucopyranosid (55a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3",4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-
6-0-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4""-0-{2"",3"" 4" 6'"'-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-
glucopyranosid (53a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-0O-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-O-(2",3",6"-
tri-O-acetyl-4"-0O-{2"",3"" 6""'-tri-O-acetyl-4""-desoxy-4"""-fluor-B-D-galactopyranosyl } -B-D-glucopyranosyl)-p-D-
glucopyranosid (57a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-
6-0-(2",3",6"-tri-O-acetyl-4""-0-{2"",3"" 4" 6'"'-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl} -B-D-glucopyranosyl)-p-D-
glucopyranosid (54a)

Allyl-2-desoxy-2-N-phthalimido-3-O-acetyl-4-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6'-desoxy-6'-fluor-f-D-galactopyranosyl)-
6-0-(2",3"-di-O-acetyl-4"-0O-{2"",3"" ,4""-tri-O-acetyl-6""-desoxy-6"""-fluor-B-D-galactopyranosyl } -6""-desoxy-6"-
fluor-p-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (58a)
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Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{B-D-galactopyranosyl} -3-D-
glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (8)

TH, BC, COSY, HSQUC, HMBC ... ..ot XXXI

Allyl-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{6""-desoxy-6""-fluor-B-D-
galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (1)

H, BC, COSY, HSQC, HMBUC, "F ... i XXXIV

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0O-acetyl-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{}-D-galactopyranosyl } -6"-
desoxy-6"-fluor-p-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (2)

'H, BC, COSY, HSQC, HMBC, ... XXXVII

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(6'-desoxy-6'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{B-D-
galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (3)

H, BC, COSY, HSQUC, HMBC ... ..o, XL

Allyl-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{4""'-desoxy-4""-fluor-B-D-
galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-f-D-glucopyranosid (5)

H, BC, COSY, HSQC, HMBC, .. ..o XLIII

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(4'-desoxy-4'-fluor-B-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{B-D-
galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (6)

'H, BC, COSY, HSQC, HMBC, . .. et XLVI

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(6'-deoxy-6'-fluor-f-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"-O-{6""-desoxy-6""-fluor-
B-D-galactopyranosyl}-6"-desoxy-6"-fluor-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (4)

H, PC, COSY, HSQC, HMBC, "F. ... e XLIX

N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-g-azido-L-Norleucin (59)



Anhang v
N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-Cystein (61)
TH, P20 LIV



Anhang

Allyl-2,3-di-O-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-6-desoxy-6-
fluor-p-p-glucopyranosid (10)
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Anhang VII

Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-p-nD-galactopyranosyl)-p-
D-glucopyranosid (9)
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BC-NMR der Verbindung 9 in deuteriertem Chloroform.
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YF-NMR der Verbindung 9 in deuteriertem Chloroform.



Anhang IX

Allyl-2,3-di-0-acetyl-4-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-6-fluor-f-np-galactopyranosyl)-6-
desoxy-6-fluor-p-p-glucopyranosid (11)
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Allyl-2,3,6-tri-O-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4’-desoxy-4'-fluor-f-Dn-
galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (12)
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Anhang XIII

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (13)
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"H-NMR der Verbindung 13 in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 13 in deuteriertem Chloroform.



Anhang X1V

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (14)
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'"H-NMR der Verbindung 14 in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 14 in deuteriertem Chloroform.
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YF-NMR der Verbindung 14 in deuteriertem Chloroform.



Anhang XVI

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-B-d-glucopyranosid (15)
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BC-NMR der Verbindung 15 in deuteriertem Chloroform.
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Anhang XVIII

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'"',3",6''-tri-O-acetyl-4""-0-{2'"",3'"",4""',6'"'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (52a)
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BC-NMR der Verbindung 52a in deuteriertem Chloroform.



Anhang XIX

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'',3",6""-tri-O-acetyl-4'"-O-{2'"",3""",4""'-tri-O-acetyl-6"""-desoxy-
6'"'-fluor-B-n-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-B-p-glucopyranosid (56a)
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'"H-NMR der Verbindung 56a in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 56a in deuteriertem Chloroform.
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F.NMR der Verbindung 56a in deuteriertem Chloroform.



Anhang XXI

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-Dn-
galactopyranosyl)-6-0-(2,3-di-O-acetyl-4-0-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl}-6-desoxy-6-fluor--p-galactopyranosyl)--pD-glucopyranosid (55a)
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"H-NMR der Verbindung 55a in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 55a in deuteriertem Chloroform.
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Anhang XXIII

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-6-0-(2"',3",6"'-tri-O-acetyl-4'"-0-{2'"",3""",4""",6'"'-tetra-O-acetyl-§-
D-galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (53a)
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"H-NMR der Verbindung 53a in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 53a in deuteriertem Chloroform.
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Anhang XXV

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl)-6-0-(2'',3",6""-tri-O-acetyl-4'"-O-{2'"",3""",6'"'-tri-O-acetyl-4'"'"-desoxy-
4'""-fluor-B-n-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-B-p-glucopyranosid (57a)
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"H-NMR der Verbindung 57a in deuteriertem Chloroform.

BC-NMR der Verbindung 57a in deuteriertem Chloroform.
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F-NMR der Verbindung 57a in deuteriertem Chloroform.



Anhang XXVII

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',6'-tri-O-acetyl-4'-desoxy-4'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-6-0-(2"',3",6"'-tri-O-acetyl-4'"-0-{2'"",3""",4""",6'"'-tetra-O-acetyl-3-
D-galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (54a)
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"H-NMR der Verbindung 54a in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 54a in deuteriertem Chloroform.
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“F-NMR der Verbindung 54a in deuteriertem Chloroform.



Anhang XXIX

Allyl-2-desoxy-2-/N-phthalimido-3-0-acetyl-4-0-(2',3',4'-tri-O-acetyl-6"-desoxy-6'-fluor-
B-D-galactopyranosyl)-6-0-(2"',3"'-di-O-acetyl-4"'-0-{2'"",3""",4"""-tri-O-acetyl-6''"-desoxy-
6'"'-fluor-B-n-galactopyranosyl}-6''-desoxy-6''-fluor-p-np-glucopyranosyl)-f-p-

glucopyranosid (58a)
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"H-NMR der Verbindung 58a in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 58a in deuteriertem Chloroform.
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F-NMR der Verbindung 58a in deuteriertem Chloroform.
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T

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(p-D-galactopyranosyl)-6-O-(4"'-O-{p-D-
galactopyranosyl}-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosid (8)
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'"H-NMR der Verbindung 8 in deuteriertem Methanol.
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BC-NMR der Verbindung 8 in deuteriertem Methanol.
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HSQC-NMR der Verbindung 8 in deuteriertem Methanol.
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HMBC-NMR der Verbindung 8 in deuteriertem Methanol.



Anhang XXXIV

Allyl-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-0O-(4'"-0-{6"""-desoxy-6'"'-
fluor-p-p-galactopyranosyl}-p-p-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid (1)
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3C-NMR der Verbindung 1 in deuteriertem Methanol.
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F.NMR der Verbindung 1 in deuteriertem Methanol.
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XXXVII

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-3-0-acetyl-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-0-(4'"-O-{B-D-

galactopyranosyl}-6''-desoxy-6''-fluor-p-p-glucopyranosyl)--p-glucopyranosid (2)
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"H-NMR der Verbindung 2 in deuteriertem Methanol.
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3C-NMR der Verbindung 2 in deuteriertem Methanol.
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Anhang XL

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(6'-desoxy-6'-fluor-f-p-galactopyranosyl)-6-O-(4"'-O-
{B-D-galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-$-D-glucopyranosid (3)
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"H-NMR der Verbindung 3 in deuteriertem Methanol.
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3C-NMR der Verbindung 3 in deuteriertem Methanol.
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Allyl-desoxy-2-N-acetamido-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-6-0O-(4'"-0-{4'""-desoxy-4'"'-

fluor-p-p-galactopyranosyl}-B-p-glucopyranosyl)-p-p-glucopyranosid (5)
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'"H-NMR der Verbindung 5 in deuteriertem Methanol.
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Anhang XLVI

Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(4'-desoxy-4'-fluor-f-p-galactopyranosyl)-6-O-(4"'-O-
{B-D-galactopyranosyl}-p-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (6)
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3C-NMR der Verbindung 6 in deuteriertem Methanol.
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F-NMR der Verbindung 6 in deuteriertem Methanol.
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Allyl-2-desoxy-2-N-acetamido-4-0-(6'-desoxy-6'-fluor-p-D-galactopyranosyl)-6-0-(4'"-O-
{6'""-desoxy-6'""-fluor-p-p-galactopyranosyl}-6''-desoxy-6'"-fluor-p-np-glucopyranosyl)-f-
D-glucopyranosid (4)
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'"H-NMR der Verbindung 4 in deuteriertem Methanol.
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3C-NMR der Verbindung 4 in deuteriertem Methanol.
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HSQC-NMR der Verbindung 4 in deuteriertem Methanol.
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HMBC-NMR der Verbindung 4 in deuteriertem Methanol.
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Anhang LII

N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-g-azido-L-Norleucin (59)

| — ol

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

"H-NMR der Verbindung 59 in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 59 in deuteriertem Chloroform.
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5-Ethoxycarboxylpentyl-2,3,4,6-tetra-O-propargyl-p-nD-galactopyranosid (60)
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"H-NMR der Verbindung 60 in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 60 in deuteriertem Chloroform.
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N-(9H-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-Cystein
(61)
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'"H-NMR der Verbindung 61 in deuteriertem Chloroform.
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BC-NMR der Verbindung 61 in deuteriertem Chloroform.
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7.2 Ubersicht aller synthetisierten Literatur-unbekannten Molekiile
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